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RESUMO

OS EFEITOS DE PSEUDOWOLASTONITA SOBRE REGENERACAO
OSSEA EM ALVEOLOS DENTARIOS DE RATOS WISTAR

Com o constante avango da ciéncia, a engenharia tecidual tem buscado novas
terapéuticas com o intuito de otimizar e acelerar o tempo do processo de reparo e
regeneracao dos tecidos 6sseos. Pseudowolastonita (psW) € uma nova bioceramica,
a base de silica, que demonstra bioatividade in vifro e adere-se ao tecido 6sseo
quando implantada in vivo. Estudos em defeitos ésseos na tibia sugerem que psW
tem aplicagdes potenciais na medicina em situagdes onde o reparo ou substituigdo
Ossea € requerida. No entanto, investigagcdes em modelos na cavidade bucal para
avaliar a sua possivel utilizacdo em Odontologia, ainda ndo foram realizados. O
propésito deste trabalho foi avaliar o comportamento da psW em cavidade bucal,
investigando sua capacidade de estimular regeneracdo éssea em alvéolos dentarios
de ratos Wistar, correlacionando a resposta histolégica ao grau de
reparo/neoformacao do tecido 6sseo na presencga ou nao da bioceramica. Em quinze
espécimes, os alvéolos dos primeiros molares inferiores recém extraidos foram
preenchidos com psW (lado esquerdo), enquanto no grupo controle (lado direito)
permaneceu a presenca apenas do coagulo sanguineo. Os eventos bioldgicos e
grau de reparo 0sseo local foram avaliados em dias especificos (7, 14 e 21 dias)
através de estudo morfologico e histomorfométrico. Os dados da histomorfometria
foram analisados por um teste “t” pareado com nivel de significancia estipulado em
p<0,05. No estudo morfologico, durante todo o periodo experimental, em nenhum
dos dois grupos foram observadas regides de necrose ou lesées vasculares. Ao
sétimo dia, em ambos o0s grupos, foi predominante a resposta tecidual inflamatéria
com discretas neoformacdo vascular e proliferacdo fibroblastica; no grupo teste
houve um leve aumento de atividade osteoclastica. A analise histomorfométrica
demonstrou um grau mais elevado de elementos associados ao processo de reparo
em alvéolos que receberam psW. Foi possivel perceber no grupo teste, ao décimo
quarto dia, uma tendéncia de aumento de producdo de matriz ostedide e
mineralizacdo na ceramica; angiogénese e proliferacdo fibroblastica foram
observadas em ambos os grupos. A producao de matriz ostedide e a mineralizacao
Ossea foi patente no grupo teste ao vigésimo primeiro dia. Chama atencao neste
periodo a presenga de granulomas envolvendo psW, algumas delas mineralizadas,
bem como dissolucdo e englobamento dessas particulas por macrofagos. Os
achados deste estudo sugerem que a psW é biocompativel, estimula tanto a
resposta inflamatoria/reparativa quanto a neoformacao 6ssea e, pode, em algum
grau, ser absorvivel.

Palavras-chave: Regeneracdo éssea, alvéolo dentario, pseudowolastonita, ratos.



ABSTRACT

THE EFFECTS OF PSEUDOWOLLASTONITE ON BONE
REGENERATION IN DENTAL EXTRACTION SOCKETS OF WISTAR RATS

With the constant technological progress, tissue engineering has emerged as a
potential form of therapy to accelerate and optimize bone regeneration.
Pseudowollastonite (psW) is a novel silica based ceramic that has shown bioactivity
in vitro and bonds to bone when implanted in vivo. Studies in bone defects in the tibia
suggest that psW has potential clinical application in medicine in situations where
repair or bone substitution is required. However, investigations in experimental
models in the oral cavity to evaluate its possible use in dentistry have not been
carried out. The purpose of this study, therefore, was to evaluate the biological
behavior of psW in the oral cavity, as well as its capacity to stimulate bone
regeneration in extraction sockets of Wistar rats, correlating the histological response
with the degree of repair/ new bone formation in presence or absence of the
ceramic. Using a contra-lateral approach left and right lower first molars of 15 rats
were extracted and the sockets either filled with psW particles (left) or left to heal only
with the blood clot (control). General biological aspects and the level of repair were
evaluated at days 7, 14 and 21 using conventional histology and histomorphometry.
Quantitive data were analyzed by a paired Student’s “t” test with the level of
significance set at p<0,05). During the entire experimental period there were no signs
of either local necrosis or vascular lesions. At day 7, in both groups, the histological
analysis revealed that there was a predominance of an inflammatory tissue response
with discreet angiogenesis and fibroblastic proliferation. In the test group there was
an apparent increase in osteoclastic activity. During this period, histomorphometry
also showed an increase in elements associated with the repair process in the
sockets treated with psW. At day 14, in the test group there was an increase in the
production of osteoid and some mineralization was also evident. Angiogenesis and
fibroblastic proliferation was observed in both groups. At day 21, osteiod matrix
production and bone mineralization was notorious in test group. It is noteworthy
during this period both the presence of granulomas surrounding psW patrticles, some
of which mineralized, as well as dissolution and phagocytosis of these particles by
macrophages. The results of these studies suggest that psW is biocompatible,
stimulates both the repair/inflammatory response and bone formation and may, at
least to a certain degree be absorbable.

Keywords: Bone regeneration, extraction sockets, pseudowollastonite, rats.
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1 INTRODUCAO

Diversas situacdes clinicas na Odontologia exigem reparo e regeneracao em
defeitos no tecido 6sseo. Varias formas de terapia tém sido estudadas para atingir
este objetivo, tais como: enxertos autdégenos, substitutos O6sseos aldégenos,
xendgenos e aloplasticos, entre outros. Biologicamente, o enxerto ésseo autdgeno
constitui 0 padrdo ouro de comparacdo para aumento 0Osseo, previsibilidade
explicada pelo fato de ser a unica a fornecer ao leito receptor células com
capacidade de neoformacdo Ossea, fatores de crescimento e um arcabouco
imunologicamente idéntico ao leito receptor (GARG E VALCANAIA, 1999; ROCHA,
2000; PINTO, MIYAGUSKO E PEREIRA 2003).

A utilizacdo de biomateriais em substituicdo aos enxertos 6sseos autdégenos
promoveu a perspectiva de que nao seriam mais necessarias areas doadoras de
enxerto, solucionando parte do receio dos pacientes com relacdo as grandes
intervencgdes cirurgicas (KUABARA et al, 2002). Entretanto, os biomateriais ainda
nao apresentam o desempenho clinico dos enxertos autdégenos. Entre as principais
vantagens dos enxertos aloplasticos estdo a sua disponibilidade abundante e a
eliminacao da necessidade de utilizar um sitio doador do préprio paciente, reduzindo
a morbidade (TIEDMAN, GARVIN, KILE, 1995; CARVALHO, LUPPINO E MENDES,
2002).

Embora o sucesso com a utilizacdo de biomateriais tenha sido limitada porque
a maioria possui apenas propriedades osteocondutivas, ha evidéncias recentes que
a classe dos materiais bioativos pode ter agdo osteoindutiva, o que os tornam
potencialmente atraentes para serem utilizados como integrantes de estratégias em
engenharia tecidual.

A Pseudowolastonita (psW) é uma ceramica a base de silica, sinterizada em
ambiente laboratorial que, em solugdes fisioldgicas, forma uma camada de apatita
na superficie, caracteristica esta, que é tipica dos materiais bioativos. Também tem
sido demonstrado in vitro que este material tem a capacidade de induzir formacéao

O0ssea a distancia.



Estudos in vivo sugerem que psW pode potencialmente ter um nimero de
aplicacbes clinicas na area médica, em situacdes onde o reparo ou a substituicao
Ossea € requerida. Faltam, porém, estudos no ambiente da cavidade bucal para
investigar a sua possivel utilizacdo na Odontologia.

O presente estudo avaliou 0 comportamento biolégico da Pseudowolastonita
em alvéolos de dentes recém extraidos de ratos Wistar, em particular a sua
capacidade de promover a regeneracao 6ssea em um modelo experimental na

cavidade bucal.



2 REVISAO DA LITERATURA

A cicatrizagdo pode ser definida como restauracao do tecido danificado a um
patamar que seja proximo do tecido integro. No alvéolo da ferida de extracao
dentaria, a cicatrizacdo se caracteriza como a regeneracdo do tecido ésseo. A
reparacao 6ssea ocorre em um estagio inicial da regeneracao e se caracteriza pela
presenca de um tecido imaturo que se assemelha ao original, sé que é fraco e
possui deformidades em sua morfologia. Este tecido necessariamente sofrera
remodelacao (LEONEL et al, 2003).

Regeneracdo Ossea é frequentemente requerida apds perdas dentais e
procedimentos em cirurgia bucal. Tratamento de cistos, tumores e fraturas dos
maxilares pode resultar em defeitos désseos. Tais defeitos tém sido reparados
convencionalmente a expensas de enxertos de o0sso autdgeno. Avancos na
engenharia tecidual tém levado ao desenvolvimento de varias alternativas de
materiais em detrimento ao osso autdégeno (GUGLIELMOTTI et al, 1990; NAGAO et
al, 2002).

Para auxiliar o reparo de um novo 0sso varios materiais implantares sao
utiizados em odontologia e medicina. Os substitutos ésseos que simplesmente
fornecem um arcabouco para o crescimento vascular e posterior calcificacdo séao
conhecidos como osteocondutores. Os materiais denominados osteoindutores
possuem fatores de crescimento que regulam e estimulam as células indiferenciadas
a se diferenciar em osteoblastos. Os morfogenes, incluindo a proteina 6ssea
morfogenética sdo osteoindutores controladores de substancias que iniciam o
desenvolvimento de tecidos, 6rgaos e sistemas pela inducdo de células
indiferenciadas e conversao fenotipica (ALMEIDA, 2004).

O osso autégeno é o Unico material de enxerto com propriedades
osteogénicas, mecanismo pelo qual se processa o crescimento 6sseo derivado de
células viaveis transferidas dentro do enxerto. O novo o0sso € regenerado pelos
osteoblastos e células que se originam da medula, transferidas com o enxerto e pela
incorporacao deste com o leito receptor (CARVALHO, LUPPINO E MENDES, 2002;
TRIPPLET E SCHOW, 2003).



O material ideal para enxerto deve: promover osteogénese, possuindo ou
permitindo a incorporagao de fatores de crescimento responsaveis pelo mecanismo
de osteoinducéao; permitir a angiogénese e a osteoconducao, estar disponivel para o
tratamento proposto; ser de facil manipulagao e aplicabilidade; apresentar estrutura
fisica capaz de manter o espaco para a formacéao éssea; ser reabsorvivel, nao gerar
resposta imune e ndo transmitir doengas. Deve ainda permanecer no organismo o
periodo necessario enquanto o defeito é reposto por osso neoformado (LOURENCO,
2002; CHIN, 2004).

Apesar dos enxertos autdégenos possuirem propriedades osteogénicas,
osteoindutivas e osteocondutivas, sdo comprometidos por desvantagens que
incluem sua limitada disponibilidade, morbidade relacionada a necessidade de uma
segunda intervencdo cirlrgica para acesso ao sitio doador e sua remocao e
aumento do tempo cirurgico. A morbidade aumenta de forma diretamente
proporcional a sua demanda quantitativa. Estes fatores podem restringir as
indicacoes dos enxertos autdégenos, conduzindo a necessidade de utilizacdo de
substitutos ésseos. (THRONDSON, SEXTON E TEX, 2002; SCHILLING et al, 2004).

A busca por biomateriais com as caracteristicas desejaveis intensificou-se nas
ultimas décadas disponibilizando uma ampla variedade de materiais sintéticos como
a hidroxiapatita, carbonato de célcio e fosfato tricalcico. Estes materiais aloplasticos
possuem capacidade apenas de osteoconducdo e geralmente estdo associados a
enxertos autdogenos ou alégenos, como 0sso desmineralizado e o mineralizado
(MASTROGIACOMO et al, 2005).

Um atalho a ser tracado na regeneragdo do tecido 6sseo, no seu estado e
funcdo originais, € o uso de arcaboucos ceramicos e vitreos que mimetizem a
estrutura mineral do osso, promovam adesdo € em alguns casos ativem o0s genes
das células 6sseas estimulando um novo crescimento 6sseo (JONES E HENCH,
2003).

Os materiais bioativos possuem a capacidade intrinseca de ésteo estimulacao
podendo influenciar na adesao, proliferacdo e diferenciacdo das células com
subsequente integracdo no tecido hospedeiro. Estudos sugerem que materiais
bioativos sdo capazes de liberar ions que podem afetar respostas celulares (HATAR
et al, 2005; BOSETTI E CANNAS, 2005; QU E WEI, 2006).

Com a busca de alternativas para o tratamento de defeitos dsseos, houve um
grande avang¢o no estudo dos biomateriais € da biologia do tecido 6sseo. Assim



sendo, inicialmente se faz necessario conhecimentos inerentes ao tecido 6sseo e a

compreensao dos eventos biologicos relacionados ao processo de reparacao 6ssea.

2.1 TECIDO OSSEO

2.1.1 Generalidades, anatomia e morfologia 6sseas

O osso é considerado um tecido estrutural e também metabdlico. No que
concerne a sua funcao estrutural pode-se incluir o fato do osso atuar como suporte,
agindo como rigido sistema de alavanca para funcdo muscular, além de servir como
cobertura protetora para estruturas vitais. E um érgéo dotado de grande capacidade
adaptativa, explicando as modificacbes estruturais que sofre quando submetido a
esforcos mecanicos, apresentando diferencas proporcionais ao estresse que cada
regiao sofre (BHASKAR,1989).

A funcao metabdlica primaria do osso diz respeito a sua capacidade de servir
como depoésito e promover a reciclagem, principalmente do calcio, necessario a
conducao nervosa, contracdo muscular, formacao do coagulo e secrecao celular
(CASTANIA, 2002).

Do ponto vista macroscopico, a estrutura 6ssea e arquitetura fundamental é
classificada de acordo com sua densidade como 0sso cortical ou compacto e 0sso
trabecular ou esponjoso, mecanicamente eficientes. A estrutura éssea macroscépica
€ uma continuacao do tecido cortical denso para um tecido trabecular fino (FIGURA
1), ndo havendo diferengas histoldégicas no tipo de o0sso, apenas na quantidade
relativa da substancia 6ssea presente e na disposicdo geométrica nas quais as
camadas sao dispostas (ROBERTS E GARETTO, 2000).

Na maioria dos casos, tanto o tecido cortical como o trabecular sao
encontrados em qualquer 0sso, mas a quantidade e a distribuicdo de cada um sao
variaveis. Osso cortical é encontrado principalmente na diafise de ossos longos

(FIGURA 2) e na superficie externa dos ossos chatos. Osso trabecular ocupa



espaco substancial no tecido 6sseo que constitui a cavidade medular (MARX E
GARG, 2000).

FIGURA 1 — Estrutura macroscépica do tecido 6sseo. Corte transversal da mandibula de um macaco
mostrando padrdes varidveis de 0sso trabecular e cortical: 1 e 2. trabeculado; 3. cortical porosa; 4.
cortical densa. Adaptado de Roberts e Garetto, 2000.

Os ossos estao recobertos em sua superficie externa pelo periésteo (exceto
nas superficies articulares), uma capa de tecido conjuntivo especializado, dotado de
potencial osteogénico. Um revestimento similar, porém mais delgado, € o enddsteo
presente apenas na superficie interna (FIGURA 3). Suas principais funcdes séo: a
nutricdo do tecido 6sseo e o fornecimento de novos osteoblastos, para o
crescimento e a recuperagdo do osso (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999;
FAWCETT, 2001; PINTO, MIYAGUSKO E PEREIRA, 2003).



FIGURA 2 — Corte do extremo proximal da tibia. Osso compacto cortical da diafise e o osso

esponjoso correspondente ao espago medular. Adaptado de Fawcett, 2001.

FIGURA 3 — Representagao esquematica de tecido 6sseo cortical esponjoso e os respectivos
envoltérios esqueletais: 1. peridsteo; 2. enddsteo harversiano; 3. endoésteo cortical; 4. enddsteo
trabecular. Adaptado de Pinto, Miyagusko e Pereira, 2003.

O osso cortical apresenta abundante quantidade de matriz éssea calcificada,
que € depositada em camadas denominadas lamelas, na qual fibras de colageno
estao dispostas em torno de um vaso sanguineo central, margeando o peridésteo ou
o endédsteo cortical. Entre as lamelas, ou mesmo dentro delas, estao distribuidas as

lacunas, cavidades que abrigam os ostedcitos (células 6sseas). De cada lacuna



partem finas passagens tubulares que penetram na substdncia intersticial das
lamelas, chamadas canaliculos. Cada um se anastomosam entre si com outros
provenientes de lamelas adjacentes, formando um sistema continuo de cavidades
ou vias essenciais para a nutricdo das células ésseas. A maioria das lamelas de um
0SS0 compacto € arranjada concentricamente em torno de canais vasculares
longitudinais que formam unidades cilindricas, constituindo o sistema de Havers.
Este sistema comunica-se através de um segundo grupo de vasos sanguineos,
transversais ou obliquos, denominados canais de Volkmann, provendo nutricdo; ja
NoO 0SSO esponjoso, a matriz 6ssea (orientada em lamelas longitudinais) e os
ostedcitos estdo organizados em trabéculas (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999;
CASTANIA, 2002).

O o0sso esponjoso é formado por um reticulo tridimensional de espiculas
Osseas ramificadas ou trabéculas que delimitam um sistema labirintico de espacgos
intercomunicados, ocupados por medula 6ssea e vasos sanguineos. O tecido

conjuntivo aposto as trabéculas constitui o endésteo trabecular (FAWCETT, 2000).

2.1.2 Histologia Ossea

Ao nivel microscopico podemos encontrar quatro tipos de 0ssos: primario ou
imaturo, composto, lamelar ou secundario ou maduro e alveolar. O osso primario
tem um papel principal durante a cicatrizacdo. Sua principal propriedade é a
habilidade em se formar rapidamente, porém, por este motivo, desenvolve-se de
modo desorganizado sem arquitetura lamelar ou sistema haversiano, sendo assim,
macio. Em cicatrizacdo éssea, ele é referido como osso de fase I, mas por néo ser
resistente biomecanicamente sofre uma reabsorcao obrigatéria e é substituido por
0sso mais maduro chamado osso de fase Il, ou osso lamelar. O osso composto
descreve um estado transicional entre osso primario para osso lamelar. O osso
lamelar (fase Il) é o osso principal, maduro e de alto impacto do corpo,
extremamente forte, bem organizado em sua estrutura colagena e estrutura

mineralizada sendo o principal componente dos ossos cortical e trabecular maduro.



Sua formacgéo se da num ritmo relativamente lento. Osso alveolar é o principal tipo
0sseo encontrado ao redor dos ligamentos e articulagées, ao longo das superficies
formadoras de osso (GARG, 1998; ROBERTS E GARETTO, 2000).

Nos 0ssos que crescem ativamente se distinguem quatro tipos de células:
células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. As células
osteoprogenitoras sdo encontradas em quase todas as superficies livres dos
0ss0s: no enddsteo, capa interna do periésteo e nas trabéculas das epifisis dos
0ss0s longos em fase de crescimento; sdo mais ativas na fase de crescimento, mas
também se reativam durante a vida adulta nas situacées em que se inicia a
reparacao das fraturas désseas e outras formas de lesdo do osso por meio de
atividades mitéticas, originando outras células 6sseas. Os osteoblastos sdo as
células osteoformadoras dos ossos maduros e tém como fungdo a producao dos
constituintes matriciais (todas as macromoléculas da matriz organica) do tecido
0sseo. Os ostedcitos sdo as principais células do osso completamente formado e
residem em lacunas situadas no interior da substancia intersticial calcificada e, para
nao se isolarem hermeticamente, estas células mantém-se em contato por meio de
prolongamentos celulares que se situam no interior de canaliculos, permeando a
matriz e transportando nutrientes e sais minerais. Ja os osteoclastos tém uma
origem diferente: provém de mondcitos formados na medula 6ssea e que circula pelo
sangue. Sao responsaveis pela remodelacao e renovagao 6ssea que ocorre 0 0SSO
sobre durante toda a vida, eliminando a matriz 6ssea em multiplos pontos e é
substituida por osso neoformado (FAWCETT, 2000; CARVALHO, LUPPINO E
MENDES, 2002).

Além de ser composto por estruturas celulares, o tecido 6sseo é formado por
matriz é6ssea, composta por matriz organica e matriz inorganica. A matriz organica
ou ostedide é produzida e secretada por osteoblastos, composta de 95% de
colageno (tipos I, lll e V), 1% de proteoglicanas (acido hialurénico, condroitin-sulfato,
querato-sulfato) e 4% de proteinas nao colagenas (proteinas Osseas
morfogenéticas). A matriz inorganica ou fase mineral é constituida de agua,
fosfato de calcio, primariamente na forma de cristais de hidroxiapatita, citratos,
carbonatos e fluoretos. A matriz 6ssea possibilita a precipitagdo dos sais minerais
que conferem rigidez ao tecido 6sseo. A hidroxiapatita (fosfato de célcio diidratado)
constitui 85% do total de sais da matriz (CARVALHO, LUPPINO E MENDES, 2002).



2.1.3 Fisiologia e mecanismos bioldgicos de neoformacao / reparo

O osso é considerado o maior achado na evolucao dos tecidos de suporte.
Além de seu excelente comportamento mecanico o 0sso recebe um inigualavel
potencial para regeneracao. Os 0ssos passam por trés alteracdes: o crescimento, a
modelagem e a remodelagem. Sistemicamente a remodelagem Ossea é ativada
pelos hormdnios de crescimento, da tirebdide e da paratireéide, e inibida pela
calcitonina e cortisona. Localmente é ativada por qualquer forma de trauma ao 0sso,
incluindo fraturas e procedimentos cirdrgicos (SCHRODER E ASSEF, 1998).

Modelamento 6sseo é definido como qualquer mudanga na forma ou tamanho
do o0sso, podendo ser um processo anabdlico com aposicdo de o0sso sobre a
superficie, ou um processo catabélico com reabsorgdo. E um processo Gnico no qual
a formacao nao tem que ser precedida pela reabsorcdo. A ativacdo das células
clasticas e blasticas pode ocorrer no mesmo osso em diferentes superficies,
podendo ser controlado por fatores biomecéanicos ou por fatores de crescimento tal
como é o caso da cicatrizacdo Ossea por enxerto autdégeno ou utilizacdo de
biomateriais (GARG, 1998).

O organismo contém células que estdo programadas para converter-se em
células formadoras de 0sso: células progenitoras 6sseas ou células osteogénicas, as
quais se originam a partir de células mesenquimais indiferenciadas (PEREIRA
FILHO et al, 2004). Quando ha necessidade de regeneracéo, as células progenitoras
Osseas se diferenciam para osteoblastos que finalmente sintetizam a matriz 6ssea.
Apés a formacao dos osteoblastos, hda emissdo dos prolongamentos citoplasmaticos
que entram em contato com prolongamentos de outros osteoblastos, havendo
amplos espagos entre eles denominados “espacgo intercelular”. Os osteoblastos
produzem e secretam compostos organicos para este espaco (matriz orgéanica) e,
posteriormente, inicia-se um processo de mineralizacdo ou calcificacdo por
intermédio da deposicao de célcio e fésforo na forma de hidroxiapatita. Os ostedcitos
sao osteoblastos que foram aprisionados na matriz mineralizada, porém nem todos
os osteoblastos se convertem em ostedcitos; alguns migram para a superficie do
0sso quando formam a matriz organica, sendo parte do periésteo e enddsteo. Os

osteoclastos, que participam do remodelamento ésseo, sao originados das células



do sistema monocitico-fagocitario, que derivam dos monécitos a partir do sangue
(LIMA, ELIAS E MEIRELLES, 2003).

A formacdo de o0sso novo, ou seu remodelamento, ocorre durante o
desenvolvimento fetal e neonatal, onde o total da massa do tecido esquelético
aumenta. Também a formacao éssea durante a remodelagcéo ocorre para continuar o
crescimento, para maturacdo déssea ou para contrapor a reabsorcao Ossea
necessaria para a manutencao sérica dos niveis de calcio (ALMEIDA, 2004).

Muitos tecidos suportam uma regeneracao fisiolégica que é a reposicao
continua de células mortas ou envelhecidas. Ja a regeneracao reparadora ocorre
guando os tecidos sao fendidos devido a lesdo ou doenca. O osso tem um potencial
Gnico para restaurar sua estrutura original. Qualquer lesdo 6éssea ativa a
regeneracao Ossea local pela liberacdo de fatores de crescimento e indutores que
estimulam a ocorréncia de varios eventos em cascatas, tais como: quimiotaxia,
proliferacdo e diferenciagdo das células mesenquimais indiferenciadas em células
osteoprogenitoras, angiogénese, diferenciacdo de osteoblastos, sintese de matriz
extracelular e, finalmente, formacao de novo tecido 6sseo. Segundo LEITE (2005) a
regeneracao do tecido 6sseo é determinada pela proliferacéo celular e deposicéo de
sais de célcio, que restabelecerado a arquitetura e funcionalidade deste tecido.

Um adequado suprimento sanguineo, a formacao e a manutencao do coagulo
sao fatores necessarios para desencadear a cascata de eventos inflamatérios que
levarao ao reparo de um defeito ésseo (LOURENGCO, 2002).

2.1.4 Reparo alveolar

Podemos considerar que reparo alveolar consiste no conjunto de reacdes
teciduais desencadeadas no alvéolo p6s exodontia, que suscitam no preenchimento
da cavidade deixada pela auséncia do elemento dental por tecido désseo
reparacional. As atividades desencadeadas no tecido 6sseo apdés exodontia sdo

caracterizadas por uma fase inflamatoria, uma de regeneragdo e a final de



remodelagem. Cada uma dessas fases depende de fatores que influenciam a
velocidade e a qualidade de cicatrizacdo Ossea, tais como: idade do individuo,
estado de saude geral e nutricional, irrigacdo, forcas mecéanicas, imobilizacdo e
auséncia de infeccao (CASTRO, 2006).

A cicatrizacao do alvéolo dentario e do 0sso por segunda intencédo é, em
muitos aspectos, similar a cicatrizacdo do tecido mole por segunda intencdo. A
sequéncia inclui inflamacao, epitelizacao, fibroplasia e remodelagem. Entretanto, a
cicatrizagdo do alvéolo apresenta caracteristicas microvasculares exclusivas e um

padrao sequente de formacgéo éssea, antes da remodelagem (MISCH, 2000).

Para BRANDAO et al (2002) ha quatro fases morfolégicas no processo de
reparo alveolar: A primeira fase refere-se a proliferacao celular e invasao do coagulo
por fibroblastos provenientes do ligamento periodontal. Na segunda fase os
fibroblastos sintetizam uma grande quantidade de fibras e substancia amorfa. Na
terceira, ocorre a maturacao do tecido conectivo, caracterizado pela diminuicdo de
células inflamatérias e vasos sanguineos e o aumento da maturagdo das fibras
colagenas. Na quarta e Uultima fase, é progressivo o aumento em ndamero e
espessura das fibras colagenas com aumento da proliferacao fibroblastica e dos
vasos sanguineos. Nesta fase a diferenciacdo osteoblastica ocorre iniciando a
sintese de matriz organica que sofre progressiva mineralizagdo dando origem ao

tecido 6sseo.

A extracao do elemento dentario induz a uma atrofia éssea da area por um
periodo que varia de seis meses a dois anos. Os fendmenos que ocorrem durante a
regeneracao 6ssea pos exodontia sdo semelhantes em diversas espécies, apenas o
tempo de iniciacao da regeneracao 6ssea € variavel. Em humanos se inicia entre 7 e
10 dias apds a extracao; ja em ratos a regeneracao ocorre a partir do quinto dia
(DEVLIN et al, 1995).

A manutencao do leito alveolar ap6s exodontia é um problema que ainda
preocupa os profissionais envolvidos com a reabilitacdo do sistema estomatognatico.
Técnicas e materiais tém sido testados nas ultimas décadas com o propésito de
evitar ou atrasar a reabsorcdo Ossea resultante da extracdo. Outros materiais tém
sido testados no sentido de promover e acelerar a neoformacédo 6ssea, sendo o

caso das ceramicas bioativas, em particular no nosso estudo, a pseudowolastonita.



2.2 BIOMATERIAIS

2.2.1 ConsideracoOes gerais

Biomaterial pode ser definido como uma substancia ou combinagao de duas
ou mais substancias farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural,
que sao utilizadas para melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou integralmente,
tecidos e 6rgaos (WILLIAMS, 1987).

Para que os biomateriais consigam realizar as funcdes para as quais foram
desenvolvidos, devem apresentar duas propriedades importantes, no minimo:
biocompatibilidade e biofuncionalidade. Biocompatibilidade é a capacidade de um
material de funcionar com uma resposta apropriada do hospedeiro em uma
aplicacao especifica sem provocar efeitos tdxicos ou injurias, reagcdes adversas e
nem impedindo a diferenciacdo tecidual caracteristica do local da implantagao.
Biofuncionalidade estd relacionada ao conjunto de propriedades que permite ao
material desempenhar uma funcao desejada semelhante a qual esta substituindo
(HENCH, 1993; BOSCHI, 1996).

E pertinente ressaltar que biocompatibilidade ndo é apenas a auséncia de
rejeicdo, mas envolve a interacédo entre o implante (biomaterial) e o tecido adjacente.
Hoje é sabido ndo existirem materiais inertes, pois ocorre sempre algum tipo de
interacdo entre o tecido receptor e o material implantado, conhecimento este
essencial no controle da resposta biolégica a um biomaterial (TAGA, 1996; ROCHA,
2000).

Os materiais utilizados na substituicdo de ossos enquadram-se na classe dos
biomateriais e devem apresentar propriedades fisicas e biolégicas compativeis com
os tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta adequada dos
mesmos. Os materiais sintéticos utilizados para estes fins podem ser os metais,

polimeros, compositos, ceramicas e vidros (KAWACHI et al, 2000).



A utilizacdo das cerdmicas como biomateriais remonta a 1894, quando
Dressman relatou o uso do gesso (CaS04.1/2 HoO) como possivel substituto para
0Ss0S, porém apresentava baixa resisténcia mecénica e era completamente
reabsorvido pelo organismo . Somente a partir da década de 70, com os estudos de
Hench e colaboradores, iniciou-se 0 uso mais intenso de materiais ceramicos com

propriedades que permitiram sua classificagdo como bioceramicas.

Conceitualmente as ceradmicas sdo materiais inorganicos, nao-metalicos e
nao-poliméricos, manufaturados por meio de compactacdao e sinterizacdo em
temperaturas elevadas (LEMONS E DIETSH-MISCH, 2000). A bioatividade das
ceramicas € resultado da sua composicdo, Unica entre 0os materiais de enxertos
aloplasticos devido a presenca da silica como componente na sua estrutura
(TEOFILO, BRENTEGANI E LAMANO-CARVALHO, 2004).

Os biomateriais inorganicos sdo compostos alternativos ao uso de enxertos
0sseos autdgenos por serem produzidos com propriedades potencialmente
semelhantes as do tecido receptor e quando usados em defeitos ésseos constituem-
se em obstaculo a invasao do tecido mole vizinho, permitindo crescimento de tecido
0sseo diretamente sobre suas trabéculas porosas e acelulares (SASSIOTO et al,
2004).

Os materiais bioativos podem ser colonizados por células dotadas de
potencial osteogénico, formadoras de novo 0sso provenientes da periferia. Este
processo de osteoconducdo e osteoinducdo pode acelerar a cicatrizacdo 6ssea
(CHAN et al, 2002).

Acredita-se que a exigéncia essencial para um material artificial aderir ao
tecido 6sseo seja a formacao de uma camada biologicamente ativa semelhante a
apatita em sua superficie. Um numero limitado de materiais ceramicos chamados
bioativos tais como Bioglass, hidroxiapatita sintética, A-W vidros ceramicos e mais
recentemente materiais a base de silica como a pseudowolastonita (psW = CaSiOs)
e diopsita (CaMgSi-Og) sdo geralmente conhecidos por possuir a habilidade para
formar apatita semelhante a do osso em ambientes fisiolégicos (DUFRANE et al,
2003).

Esforgos tém sido feitos no intento de modificar a superficie dos biomateriais

a fim de promover uma adeséao celular mais efetiva, fatores atribuidos a morfologia



da superficie, microestrutura, e superficie quimica do material (LEE et al 2005;
PIRHONEN et al, 2006; QU E WAI, 2006).

Apesar de ser uma area em franco desenvolvimento, a da bioengenharia, nao
se deve exigir dos biomateriais uma demanda biolégica irreal como, por exemplo, a
neoformagcdo déssea em si, pois este fenbmeno é um processo biolégico que
acontece unicamente as expensas da atividade osteoblastica. A qualidade do tecido
neoformado quando da presenca destes biomateriais, chamados de substitutos
0sseos, ndo € igual para todos e depende do material, da sua origem, das condi¢des
clinicas do local receptor e do dominio das indicacbes e de técnica cirargica
(CARVALHO, BASSI E PEREIRA, 2004).

Apbs essas consideracoes iniciais, saindo do abrangente universo dos
biomateriais, vamos nos deter na area das cerdmicas bioativas para entao
complementarmos nossa revisdo versando sobre nosso alvo de estudo: a ceramica

bioativa pseudowolastonita (psW).

2.2.2 Materiais Bioativos

A bioengenharia do tecido ésseo esta relacionada as mudancas tecnoldgicas
na construcdo dos biomateriais e na obtencao do substituto 6sseo ideal capaz de ser
osteoindutor (moléculas sinalizadoras), osteocondutor (utilizacdo de arcaboucos) e
osteogénico (células totipotentes).

No inicio do desenvolvimento dos biomateriais, o proposito era produzir
implantes biologicamente inertes que causassem o minimo de reposta imune no
corpo. A partir da década de setenta, quase vinte anos depois, este paradigma de
bioinércia mudou para materiais dotados de bioatividade cuja acao e reacao seriam
controladas em um meio ambiente fisiolégico (SCHILING et al, 2004).

Os materiais tidos como bioinertes ndao possuem nem efeitos positivos nem
negativos no crescimento ésseo, enquanto os bioativos induzem respostas de
atividades biolégicas especificas promovendo ativacdo osteoblastica e
estabelecendo uma adeséao nas interfaces entre os tecidos e o material implantado.
A literatura é divergente quanto a esta classificagcdo e alguns autores rejeitam a



existéncia materiais bioinertes uma vez que sempre ha algum tipo de interacédo entre
cada tipo de material e o0 ambiente fisiologico (OLIVA et al, 1998; ROCHA, 2000).

Véarios materiais bioativos tém sido desenvolvidos, mas os comumente
utilizados sdo as ceramicas a base de fosfato de calcio, vidros bioativos e ceramicas
vitreas. Esses elementos permitem a intima formacdo de osso na interface do
implante promovendo a adesao sem a presenca de tecido fibroso (DE AZA et al,
1999; CHAN et al, 2002), através da capacidade de formar uma camada de HCA em
sua superficie uma vez expostas a solucdo simuladora do fluido humano ou
implantadas in vivo (HATAR et al, 2005).

A bioatividade de materiais foi inicialmente descrita para as chamadas
bioceramicas (hidroxiapatita, vidros bioativos, etc), sendo associada a capacidade de
materiais se ligarem, ou se aderirem aos tecidos vivos, fato de suma importancia
para implantes introduzidos com o intuito de substituir partes do corpo que exercam
funcdes estruturais; € a capacidade de estimular processos fisico-quimicos inerentes
a sistemas bioldgicos capazes de permitir a integracdo do biomaterial no ambiente
receptor (SILVA JUNIOR E OREFICE, 2001).

Os biovidros e as bioceramicas apresentam sodio, calcio, fosfato e silica
como principais componentes e, quando expostos aos fluidos corporais, ocorrem
trocas i6nicas onde ocorre formacgao de silica gel e uma camada de fosfato de calcio
em sua superficie. Sucessivamente, a camada de fosfato de calcio na superficie
recristaliza em HCA. As propriedades de adesdao ao o0sso dos biovidros e
bioceramicas baseiam-se na formacao desta camada. Comparada a HA sintética,
esta camada superficial € mais similar, em termos de cristalinidade, a apatita do
tecido ésseo e, consequentemente, uma melhor adesao ao tecido 6sseo € atribuida
as ceramicas e vidros que a hidroxiapatita (OLIVA et al, 1998).

Materiais bioativos incluindo os minerais que apresentam silica, como a
pseudowolastonita (CaSiO3) (psW), tém demonstrado a formacdo de uma camada
semelhante a hidroxiapatita em sua superficie, tanto in vivo como in vitro. O material
ceramico aparece com potencial terapéutico em situacées onde sao requeridos
aumento e reposicao 6sseos (DUFRANE et al, 2002).

E esperado que os materiais bioativos devam interagir com o organismo no
intuito de acelerar o processo de reparo do tecido 6sseo, com melhor integracao do

implante no meio vivo.



2.2.3 Biovidros e Bioceramicas

Os vidros bioativos sdo uma classe de compostos que apresentam a
superficie quimicamente ativa e, por esta razdo, tém sido desenvolvidos para
oferecem esta habilidade a especificas aplicagcdes. Na area da cirurgia ortopédica,
por exemplo, entre os varios materiais comumente utilizados na superficie das
préteses, os vidros bioativos permitem uma melhor adaptacdo com as cavidades
Osseas, previnem a formacdo de tecido fibroso na interface osso-implante e
favorecem uma forte adesao quimica entre o implante e o tecido 6sseo (OLIVA et al,
1998).

Os vidros bioativos quando inseridos em solugdes fisiolégicas, seus ions
expostos na superficie tendem a segregar-se formando mosaicos bioativos, e a
presenca de Ca?* e PO, podem explicar a boa integracéo entre tecidos calcificados
como 0sso e dentina, por isso os eles tém se mostrado promissores substitutos em
defeitos Osseos experimentais como ainda em situagbes clinicas no campo
odontolégico (LOSSDORFER et al, 2004).

No contexto de terapia 6ssea, as ceramicas bioativas podem ser definidas
como materiais que provocam respostas bioldgicas especificas que resultam na
unido com o tecido ésseo adjacente através de uma acao estimulatoria do tecido

osseo.

Diversos tipos de vidros e ceramicas bioativas tém sido utilizadas em
aplicagdes no campo médico, ortopédico e dental. Materiais a base de silica como a
wolastonita e diopsita tém sido preparados sinteticamente para uso como ceramicas
bioativas (DE AZA et al, 2000).

As reacgdes quimicas que ocorrem na superficie das ceramicas desempenham
um importante papel no mecanismo de adesdo. A superficie da ceramica
inicialmente reage com o fluido fisiol6gico circundante; por esta razao, a natureza
dos solidos formados na superficie € determinado pela quimica das ceramicas e dos
constituintes do fluido fisiolégico (DE AZA et al, 1999).

DE JONG (1926) apud KAWASHI (2000) foi o primeiro a observar a
semelhanca entre a fase mineral dos 0ssos e da hidroxiapatita através do método de
difracdo de raios X. A fase mineral dos 0ss0s ndo possui uma composi¢cao bem



definida, além de mostrar variacbes durante os estagios de maturacdo e
envelhecimento dos tecidos duros. A formacdo de uma camada semelhante a
hidroxiapatita indispensavel para interacao osso-biomaterial (DUFRANE et al, 2003).

Algumas ceramicas como Bioglass®, hidroxiapatita sintética e ceramicas A-W
espontaneamente aderem ao tecido 6sseo. Chamados materiais bioativos, sdo
usados clinicamente como substitutos ésseos. Contudo, comparados com 0 0SSO
cortical humano, apresentam menor resisténcia a fratura e mais elevado médulo de
elasticidade. A adesdo das ceramicas bioativas e das ceramicas vitreas ao tecido
0sseo tem sido atribuida a uma série de reagdes que ocorrem na superficie do
material quando implantado (DE AZA et al, 2003; KOKUBO, KIM E KAWASHITA,
2003).

Algumas ceramicas a base de fosfato de calcio como a hidroxiapatita
(Ca19(PO4)s(OH)2; HA), B-tricélcio fosfato (Cas(PQs)2; B-TCP)e PB-célcio pirofosfato
(CasP»07; B-CPP) e materiais & base de silica como Bioglass® e ceramicas A-W
tém demonstrado bioatividade e estao disponiveis para uso clinico. As ceramicas a
base de calcio fosfato apresentam alto potencial para utilizacdo como biomateriais
devido sua composicao quimica préxima aos tecidos duros e, em meios fisiologicos,
ha formacdo de HA semelhante a do osso (“bone like” apatite) na superficie do
material, fendbmeno conhecido como formacao biomimética da hidroxiapatita
(KASUGA, 2005).

Uma importante descoberta para o desenvolvimento da medicina
regenerativa é que os produtos de dissolucao das ceramicas bioativas manifestam
um controle genético no ciclo celular dos osteoblastos e na rapida expressao dos
genes que regulam a osteogénese e producado dos fatores de crescimento. A silica
tem sido considerada a maior colaboradora no mecanismo de ativacao dos genes da
mineralizacao 6ssea (JONES E HENCH, 2003).



2.3 PSEUDOWOLASTONITA (PSW)

2.3.1 Consideracoes Gerais

Pseudowolastonita (psW) é uma nova bioceramica, policristalina, a base de
silica, sinterizada em laboratério, cuja principal caracteristica diz respeito a sua
bioatividade. E uma fase artificial de alta temperatura da wolastonita contendo CaO e
SiO. na proporcao molar de 1 para 1. Apresenta a-CaSiO; como férmula quimica e
sua reagdo de formacdo pode ser assim representada: Ca®* + H,O + SiO,(aq) =
Pseudowolastonita + 2 H*. (DE AZA et al, 2001).

Desde a década de 90 as ceramicas wolastonita (CaSiO;) e
pseudowolastonita (a-CaSiO3) vém sendo estudadas como materiais artificiais para
regeneracao 0ssea por apresentarem boa bioatividade e biocompatibilidade, sendo
consideradas ceramicas bioativas.

Experimentos in vitro demonstraram que psW é um material altamente
bioativo que forma uma camada de hidroxiapatita em sua superficie quando exposta
a solucao simuladora de fluido humano (simulated body fluids — SBF), a saliva da
parotida humana e meio de cultura celular; in vivo, em implantes de tibias de ratos.
Este achado torna-se relevante conquanto indique que a pseudowolastonita pode
ser fisica e quimicamente integravel na estrutura do tecido 6sseo vivo, podendo
assim utilizado no reparo ou reposicao do osso (DE AZA et al, 1999; DE AZA et al,
2000; DE AZA et al, 2001; SARMENTO, 2001).

A formacdo da camada de apatita na interface osso-material é induzida pelo
grupo funcional Si-OH. A interacdo entre o calcio e a silica liberados pela psW, pode
desempenhar um importante papel no metabolismo celular (DUFRANE et al, 2002;
KOKUBO, KIM E KAWASHITA, 2003).

A formacgao de apatita em sua superficie se processa de forma mais rapida
que em outros biovidros e ceramicas vitreas quando submersos em solucéo
simuladora do fluido humano (LIU, DING E CHU, 2004).



2.3.2 Caracterizacao e sintese da psW

A pseudowolastonita é uma forma da CaSiOs; constituida a altas
temperaturas, acima de 1125 °C. Comumente ocorre em cimentos e materiais
ceramicos. YANG E PREWITT (1999) determinaram uma estrutura cristalina
sintética de alta qualidade da pseudowolastonita. Um gel de CaSiO; foi preparado a
partir de CaCOj; e tetraetil de ortosilicato. O gel seco foi cristalizado a 1400 °C
durante 5 dias para garantir que nenhuma outra forma da psW fosse formada. A
psW cristalina foi entdo fundida a 1570 °C e resfriado a temperatura ambiente. O
CaSiO; vitreo e homogéneo foi cristalizado a 1440 °C durante 7 dias e rapidamente
resfriado em mercurio liquido. Ao final do processo a analise de difracdo de raio-X
revelou a presenga exclusivamente de pseudowolastonita.

Outra forma de se obter psW é através do processo de sinterizagdo de uma
mistura de carbonato de calcio (99.5% de pureza) e areia bélgica lavada de alta
pureza (99.9%) com SiO, : CaO na proporcao de 1:1 a 1450 °C, seguido por um
lento resfriamento. A pseudowolastonita é uma forma da wolastonita sinterizada a
altas temperaturas (DE AZA et al, 2000).

O processo de fabricacao das ceramicas esta envolvido na dire¢do da sintese
quimica da fusdo dos pds. Pos obtidos a base de CaO-SiO, (CaSiO3;, CasSiOy,
CasSiOs) sinalizam que, quanto mais apurado for o processo, maior o grau de
pureza e homogeneidade da ceramica (LEE, LEE E CHUN, 2005).

2.3.3 Comportamento da psW em solucoes fisiolégicas

A psW, quando submersa em solugdes fisiolégicas, libera ions calcio e
silicato, ambos conhecidos por influenciar o metabolismo biolégico das células
osteoblasticas essenciais no processo de mineralizagdo e mecanismo de adesao ao
osso (DUFRANE et al, 2003).

Experimentos in vitro comprovam que psW forma uma camada em sua
superficie semelhante a HA quando exposta a solu¢ao simuladora de fluido humano

com concentragdo ibnica, pH e temperatura virtualmente idéntico ao plasma



sanguineo humano e quando exposta a saliva humana da parétida. A concentracao
de silica aumenta no SBF e na saliva em decorréncia da liberacdo i6nica da
ceramica e ha precipitacdo de HA na superficie da psW (DE AZA et al, 1999; DE
AZA et al, 2000).

A psW apresenta o potencial de adesao ao tecido désseo, bioatividade
atribuida ao evento critico da formagédo de uma camada de HA em sua superficie
quando exposta a saliva ou a SBF. Tao logo esta camada comece a ser formada,
colageno e outros componentes de ostedide sdo incorporados e a adesao ao 0sso
ocorre quando a mineralizagdo dessa matriz leva a um novo osso (DUCHEYNE,
1999).

A apatita formada em meios fisiol6gicos na superficie de psW €& também
chamada de apatita semelhante a do osso devido sua composicao e estrutura serem
mais similares a natural em detrimento a sinterizada (KOKUBO, KIM E KAWASHITA,
2003).

2.3.4 Mecanismo de formacao da camada de apatita na superficie da psW

No contexto do nosso estudo se faz pertinente a compreensao do processo
de formacdo da camada de hidroxiapatita na superficie da pseudowolastonita
quando exposta as solugoes fisioldgicas ou mesmo a saliva humana da paroétida.

Nas ceramicas que apresentam o sistema binario CaO-SiO, , 0 mecanismo
de formacdo da apatita se processa da seguinte forma: a reacdo comecga com a
troca i6nica do Ca®" proveniente da superficie da psW por 2HzO* do fluido
circundante, que transformam os cristais de psW em uma fase de silica amorfa. A
medida que a reagdo prossegue, a concentracdo de calcio e o pH do fluido
circundante ou da interface psW/meio aumentam, criando a condicdo apropriada
para a dissolugao parcial da silica amorfa e subseqlente precipitacdo da HA. Os
grupos Si—OH formados induzem a nucleacao da apatita acelerada pela liberacédo de
fons Ca**. O mecanismo de formacgdo da HA na superficie da psW é semelhante
tanto no SBF quanto na saliva (DE AZA et al, 1999; DE AZA et al, 2000).

O aumento do calcio na solugao simuladora de fluido humano néao é o fator

critico que afeta a precipitacdo da apatita na superficie da psW e a apatita pode



somente se formar em uma superficie carregada negativamente com o grupo
funcional da silica (Si—O"). Depois de submersa em SBF, ions calcio inicialmente
trocam com H* levando a formagcado de Si—OH na camada superficial e aumenta o
valor do pH na interface superficie do material-meio fisiolégico. Consequentemente,
a carga da superficie torna-se negativa com o grupo funcional Si—O". Devido a carga
negativamente formada, fons Ca®* no meio fisiolégico sdo atraidos para a interface
entre a cobertura do material e a solucao e, por meio disso, h4 um aumento da
atividade i6nica da apatita na interface para ocorrer entdo a precipitacao da apatita
em toda extensao da superficie do material (LIU, DING E CHU, 2004).

A formacao da camada de apatita na superficie da pseudowolastonita ocorre
rapidamente in vitro, contudo a interacao inicial entre o material implantado com as
células osteoblasticas adjacentes in vivo € mais dificil de ser avaliada (DUFRANE et
al, 2003).

Este tipo de camada semelhante a HA nao tem sido observada em materiais
nao bioativos, indicando o papel essencial que desempenha na formagao da forte
adesdo quimica entre o osso e o material bioativo. A troca ibnica ocorrida na
interface implante-meio é essencial no processo de integragdo através do

mecanismo de dissolucao-precipitacao-transformacao.

2.3.5 Biocompatibilidade e propriedades de osteoconducao da psW

As ceramicas bioativas a base de silica amorfa sdo materiais biocompativeis,
bioativos e osteocondutivos. Sua habilidade de adesao ao osso tem sido atribuida a
formacao da camada de HA na superficie do material quando em contato com
fluidos corporais. A composicao e estrutura da camada de HA séo similares a do
0sso e uma forte adesao pode ser formada (JONES E HENCH, 2003).

O fenbmeno das trocas ibnicas iniciadas na interface do implante com o
ambiente fisioldgico € essencial no processo de integracdo do material através do
mecanismo de dissolugdo - precipitacdo - transformacdo. Experimentos
comprovaram que esta interface desenvolve nao-toxicidade bioldgica, atividade
quimica e remanescente reatividade ap6s o periodo de doze semanas. Este fato



caracteriza sua biocompatibilidade com também bioatividade em um longo periodo
de implantacao (DE AZA et al, 2003).

A partir da formagcdo da camada de HA e subseqiente colonizagédo
osteoblastica, essas células comecam a sintetizar matriz 6ssea. Quando uma
camada de proteinas € depositada na superficie de bioimplantes a base de silica
(SiO,), esta camada funcional confere reconhecimento especifico molecular ou
propriedades de ligacao facilitando a biocompatibilidade do material com os tecidos
biolégicos (BHUSHAN et al, 2006).

DUFRANE et al (2003) avaliaram a citotoxicidade indireta da
pseudowolastonita baseado na exposicdo de osteoblastos humanos a diferentes
concentragdes do extrato dos produtos de dissolucao da ceramica in vitro. Foram
quantitativamente avaliadas a viabilidade celular, a integridade da membrana bem
como a necrose celular. Esses autores concluiram que a pseudowolastonita nédo
demonstrou efeitos citotdxicos, comprovando a biocompatibilidade deste material.

Quanto a possivel acao osteoindutora da psW, é sabido que sua interacao
com células osteoblasticas in vitro é capaz de promover a formacao de ndédulos
0sseos ndo somente em contato direto com a ceramica como também estimular
essa formacgéao a distancia (SARMENTO, 2001; SARMENTO et al, 2004).

2.3.6 Implantacao da psW no osso

A condicao essencial para que o haja aderéncia do implante ao tecido 6sseo
vivo do hospedeiro é a formacdo de uma camada de apatita na superficie do
material (HENCH, 1993).

Baseado nas propriedades osteocondutoras, DE AZA et al (2000)
implantaram barras cilindricas de psW sinterizada em tibias de ratos e observaram
que ap6s trés semanas uma fina camada de tecido 6sseo imaturo em torno da
ceramica, diretamente em sua superficie, havia sido formada. Apds seis semanas de
implantacao, toda a superficie do material tinha sido coberta por novo osso imaturo e
altamente vascularizado; apés oito semanas, o novo tecido ja era rico em lacunas
com ostedcitos. Na décima segunda semana 0 0SSO apresentava uma estrutura

lamelar madura sem evidéncia de células inflamatérias ou tecido conectivo fibroso.



Pode-se assim ressaltar que mecanismo de adesdo do tecido ésseo ao implante
ocorreu pela dissolugao-transformacéao da psW.

Continuando os estudos de implantacdo de psW em tibias de ratos, DE AZA
et al (2001) investigaram a natureza estrutural e morfolégica dos cristais de HA na
superficie e na vizinhanga do implante de psW através do uso do microscépio de
transmisséao eletrénica convencional e microscépio de transmissao eletronica de alta
resolucéo e identificaram osso neoformado confirmando as propriedades bioativas
da ceramica.

Ceramicas que revelam uma camada de apatita em sua interface séo
capazes de mediar integracdo com o 0sso. Observacdes histoldgicas in vivo
mostraram que a formagdo camada de apatita na superficie do material ocorre nos
primeiros periodos da implantacao, seguido pela integracdo da matriz 6ssea na
apatita. Detalhada caracterizacao indica que esta camada de apatita consiste de
nanocristais de HCA com estrutura defeituosa e baixa cristalinidade, cuja
caracteristica se assemelha a fase mineral no osso e produtos das células 6sseas,
ou seja, osteoblastos podem preferencialmente proliferar na apatita, e se diferenciar
para formar uma matriz extracelular composta de apatita biolégica e colageno. Como
resultado, o 0sso adjacente cresce em direto contato na camada de apatita formada
na superficie da ceramica. Quando esse processo ocorre, uma adesao quimica é
formada entre o tecido 6sseo e a superficie do material através da apatita
(KOKUBO, KIM E KAWASHITA, 2003).

O processo de degradacao/dissolugdo dos implantes de psW encoraja o
crescimento do tecido ésseo nos poros do material, alterando drasticamente a macro
e microestrutura dos implantes pela colonizagdo do novo tecido 6sseo (DE AZA et al,
2003).

Sendo assim, com o respaldo da literatura, parece ser plenamente viavel o
estudo da implantacao da psW em alvéolos de ratos recém extraidos com o intuito
de promover regeneracao do tecido ésseo em cavidade bucal, nos beneficiando das
propriedades de biocompatibilidade e bioatividade que o material apresenta.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento da pseudowolastonita
(psW) em cavidade bucal, investigando sua capacidade de estimular regeneragao
O0ssea em alvéolos dentarios de ratos Wistar.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Modelo Experimental

O modelo experimental utilizado para investigar o potencial de
regeneracao/reparo 6sseo da pseudowolastonita (FIGURA 4) consistiu no implante
da ceramica na forma particulada (FIGURA 5) em alvéolos de dentes recém
extraidos (primeiros molares mandibulares) de ratos Wistar, em um desenho tipo

boca dividida.

FIGURA 4 — Amostra da bioceramica Pseudowolastonita em disco



FIGURA 5 — Pseudowolastonita na forma particulada

Foram utilizados 15 (quinze) ratos machos da raca Rattus Norvegicus albinus,
variedade Wistar, adultos jovens, de faixa etaria entre 80-140 dias, com peso
corporal médio de 280g, fornecidos pelo Biotério da Universidade Potiguar (UnP)
apds aprovacdo do projeto encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da UnP,
protocolo n° 093/2005 (em anexo).

O rato foi escolhido como animal de experimentagdo por ser utilizado em
muitos trabalhos apresentados na literatura que trata de biomateriais, principalmente
quando o objeto de estudo é o0 0sso, alveolar ou ndao (DE AZA et al, 2000; DE AZA et
al, 2001; TEOFILO, BRENTEGANI, LAMANO-CARVALHO, 2004; CHIN, 2004;
SASSIOTO et al, 2004). Apresenta facilidade na manutencdo em laboratério,
crescimento bastante regular e linhagem relativamente pura. Segundo SOUZA et al
(2005), ha similaridade anatémica dos tecidos periodontais em relagdo aos dos
humanos, diferenca percebida apenas no epitélio sulcular que é queratinizado, nao
colocando em descrédito este modelo experimental em um estudo sobre
regeneracao 0ssea alveolar.

Os quinze animais (n= trinta alvéolos) do estudo foram distribuidos de forma
aleatéria em trés conjuntos, com cinco ratos cada, conforme periodo planejado para
o sacrificio (7, 14 e 21 dias de pds-operatério) e obtencédo das pecgas cirurgicas com
subsequente encaminhamento para processamento histolégico e analise da

cronologia do reparo/neoformacao 6éssea (TABELA 1).



Em um estudo tipo boca dividida, cada animal configurou o grupo teste e
grupo controle, uma vez que na mesma mandibula foram utilizados os alvéolos dos
primeiros molares contra-laterais (direito e esquerdo) recém extraidos. Este modelo
apresenta como principal vantagem menores variagdes bioldgicas.

O grupo teste consistiu em alvéolos esquerdos preenchidos com a
pseudowolastonita em sua forma particulada; o grupo controle, em alvéolos direitos
sem nenhuma forma de preenchimento com biomateriais, apenas o préprio coagulo

sanguineo do animal (controle negativo).

TABELA 1 — Divisdo dos animais
|

] o Alvéolo
Grupos Alvéolo direito: esquerdo: Dia do Sacrificio
CONTROLE TESTE
G | -5 ratos 7 dias
G Il - 5 ratos Coégulo psW 14 dias
Glll - 5 ratos 21 dias

4.2 METODOS

4.2.1 Manuseio dos animais

Os animais foram alocados em caixas de polipropileno com forragem de
maravalha (FIGURA 6), a qual foi substituida regularmente, agrupados de cinco em
cinco com espaco suficiente para movimentacdo e repouso, em condigdes
controladas de iluminagéo (ciclos noite-dia fixos -12 horas luz/ 12 horas escuro) e
temperatura (24 £ 3°C). Receberam agua ad libitum e ragdo balanceada padréo,
exceto pela suspensdo do alimento sélido nas primeiras 24 horas apds a extracao
dental e alimentacéo pastosa nas 48 horas subsequentes.



FIGURA 6 - Caixa de polipropileno com forragem de maravalha

4.2.2 Procedimento cirurgico

Inicialmente os animais foram submetidos a anestesia geral através de uma
injecdo de cloridrato de tiletamina 125,0 mg, cloridrato de zolazepam 125,0 mg
(Zoletil® 50 — Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) na dosagem de 0.2 ml/100g de peso
apos reconstituicdo em 5 ml de agua esterilizada apirogénica administrado através
da via intramuscular profunda. Constatada a eficacia da anestesia os animais foram
posicionados em um dispositivo apropriado que permitiu a ideal acomodacao para
intervengéo cirurgica e conforto do animal (FIGURA 7). Foram mantidos em uma
inclinacdo de 45° e confeccionado um tampao de gaze para a orofaringe a fim de
evitar degluticdo de sangue ou invasao para as vias aéreas.

Apo6s sindesmotomia com hollemback numero 03, os primeiros molares
mandibulares, de ambos os lados, foram extraidos com o auxilio de um instrumental
conhecido como Foice Morse 0-00, adaptado do arsenal de instrumentais da

Periodontia, o qual melhor se adequou a anatomia das raizes.



FIGURA 7 — Acomodagao do animal apds anestesia

Uma vez acessado o alvéolo esquerdo, imediatamente foi introduzida a psW
em sua forma particulada com o auxilio de um porta hidroxido de calcio e
condensada com um instrumento de Paiva compativel com o didmetro da regiao.
Para este preenchimento, ndo foi utilizado nenhum veiculo para incorporar a
ceramica. No alvéolo do lado direito, utilizado como controle negativo, apenas a
presenga do coagulo sanguineo (FIGURA 8). Ambos os lados foram suturados com
fio de sutura tipo seda 4-0 (Polysuture®), onde houve coaptacdo das bordas da

ferida.

FIGURA 8 — Regiao do alvéolo direito do primeiro molar mandibular pds exodontia



Durante o transcorrer das intervencdes, os animais foram constantemente

assistidos e monitorados.

4.2.3 Histoérico poés-cirurgico

A pesquisa transcorreu sem ocorréncia de infeccdo, morte de animais ou
qualquer outro incidente no pés-cirurgico.

A alimentacao sélida foi suprimida nos trés primeiros dias, sendo no primeiro,
apenas liquida. Nos segundo e terceiros dias foi introduzida a racdo na forma
pastosa (CALIXTO, 2001). Do quarto dia em diante a racao padrao foi adotada.

Nos periodos previamente estabelecidos, os animais foram sacrificados
através de inalacdo excessiva de cloroférmio (Vetec Quimica Fina Ltda.), em
seguida decapitados para dissec¢cdo e separacdao das mandibulas com auxilio de
tesoura, pinca e laminas de bisturi. Ao término do procedimento obtivemos
mandibulas completamente desnudas de tecidos moles, restando apenas a estrutura
Ossea.

As hemi-mandibulas direita e esquerda foram separadas através de uma

incisdo ao nivel do plano sagital mediano, acompanhando a sutura intermandibular.

4.2.4 Procedimentos de coleta e analise dos dados:

4.2.4.1 Processamento histologico

As pecas obtidas, apdés o sacrificio dos animais, constaram de mandibulas
dissecadas que foram fixadas em solucao de formol a 10% durante 48 horas e a
seqguir descalcificadas por trés dias, em solucéo de acido nitrico a 7,5%.

Apébs este processo, as pecas foram clivadas verticalmente e processadas
manualmente, desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Os cortes
histoldgicos foram realizados em micrétomo rotativo (Jung-Reichardt 820, Alemanha)



na espessura de 5um no sentido coronal, onde se evidenciou as regides centrais e
marginais dos alvéolos. Apoés realizacdo de cortes semi-seriados foram obtidas as
laminas e coradas em hematoxilina e eosina (HE).

De cada regido, foram selecionadas, para analise histomorfométrica 3

seccoes representativas situadas a 10 seccoes de distancia uma da outra.

4.2.4.2 Andlise histomorfométrica

As imagens dos cortes histoldégicas obtidas foram analisadas com um
aumento de 200X. A analise foi feita através de um microscépio 6tico (Olympus
BX50), equipado com camera para captura de imagens (Samsung Digital Color
Camera — SDC-240) e interligado a um sistema de analise de imagens
computadorizado (Image-Pro Plus, versdo 4.0 para Windows) para estudo da area
média das estruturas histolégicas da neoformacao 6ssea.

De cada alvéolo, trés seccdes foram escolhidas onde campos das imagens
das laminas foram submetidos a analise histomorfométrica para obtencéo da area de
neoformacgéo éssea, cujanidrbeemedidfoidzhan Mm2,

Além da histomorfometria, as laminas foram submetidas a uma analise

histol6gica qualitativa e descritiva.

4.2.4.3 Andlise estatistica

Aplicou-se o Teste t de Student pareado para comparacao das médias de
formacao 6ssea, do grupo controle e grupo teste, obtidas em cada periodo estudado

(7, 14 e 21 dias), em nivel de significancia de 5% (p < 0,05).



5 RESULTADOS

5.1 EXAMES HISTOLOGICOS: GRUPO CONTROLE

O exame histologico dos alvéolos dos ratos controles mostrou a evolugéo do
reparo do sétimo para o vigésimo primeiro dia pds-extragdo, iniciando com a
formacao do tecido de granulacdo e culminando com a formacao de novo tecido
0sseo no alvéolo, ainda em fase jovem, com grande proliferacdo de osteoblastos.

Ao final da primeira semana, a cavidade da extragdo encontrava-se
preenchida por inflamacao crénica (FIGURA 9 e 10), tecido de granulacao (tecido
conjuntivo jovem rico em fibroblastos e em vasos sanguineos neoformados)
entremeado por remanescentes do coagulo sanguineo e pelo inicio de formacéo de
trabéculas 6sseas imaturas circundadas por osteoblastos (FIGURA 11). E patente a
proliferagcdo osteoblastica a partir da periferia do alvéolo. Nesta fase foi
predominante a resposta tecidual inflamatéria com discreta neoformacao vascular e
proliferacéao fibroblastica.

A partir da segunda semana, observou-se neoformacdo e maturagdo 6ssea
progressivas, paralelamente a diminuicdo da densidade do infiltrado inflamatorio e
do volume relativo de tecido conjuntivo e de remanescente do codgulo sanguineo
(FIGURA 12). Angiogénese e proliferacao fibroblastica foram observadas.

Ao término da terceira semana é possivel perceber novo 0sso, porém ainda
ndao completamente organizado. As trabéculas Osseas comecam a ficar mais
espessas, mais bem definidas e circundando espacos medulares preenchidos por
tecido conjuntivo frouxo (FIGURAS 13 e 14). A presenca de vasos € mais notéria
para suprir a remodelagao obrigatoria que esse tecido 6sseo sofrerd para sua inteira

maturacao.



FIGURA 9 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo controle sem psW: Regido alveolar
circunscrita (RA) com processo inflamatério. Inf: infiltrado inflamatério. Oc: Osso cortical. MA: margem
alveolar. SM: segundo molar adjacente. HE — 40X

FIGURA 10 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo controle sem psW: Inf: infiltrado
inflamatério. Oc: Osso cortical. Vs: vasos sanguineos. AF: atividade fibroblastica. HE — 100X

FIGURA 11 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo controle sem psW: Quantidade significativa
de tecido de granulagao. Inf: infiltrado inflamatério. Oc: Osso cortical das margens do alvéolo. PO:
proliferagéo osteoblastica. Ost: ostedcito. TG: tecido de granulagdo. HE — 200X



FIGURA 12 - Microfotografia do periodo de 14 dias. Grupo controle sem psW: Tecido de granulagao
em diminui¢@o. Oc: Osso cortical. PO: Proliferagao osteoblastica. TG: tecido de granulagdo. HE —
200X

FIGURA 13 - Microfotografia do periodo de 21 dias. Grupo controle sem psW: Lamelas 6sseas. NO:

Osso neoformado. PO: Proliferagao osteoblastica da periferia. Oc: Osso cortical. HE — 200X

FIGURA 14 - Microfotografia do periodo de 21 dias. Grupo controle sem psW: Inicio da organizagao
do tecido 6sseo. TrO: trabéculas 6sseas. NO: Osso neoformado. HE — 200X



Considerando o conjunto de laminas histolégicas dos alvéolos direitos
referentes ao grupo controle, foi verificado o processo normal de neoformacao apés
exodontia. Nele foi possivel observar alguns eventos do reparo 6ésseo como a
proliferacao angioblastica, que consiste na formacao de novos vasos sanguineos, a
diferenciacdo de osteoblastos em ostedcitos e a formacdo gradativa de novas

lamelas 6sseas.

5.2 EXAMES HISTOLOGICOS: GRUPO TESTE

Os alvéolos esquerdos referentes ao grupo teste demonstraram o mesmo
padrdao descrito para o grupo controle, salvo as diferencas que abordaremos a
sequir.

Ao sétimo dia do pos-operatério foi possivel perceber a presenca de infiltrado
inflamatério com grande concentracao de tecido conjuntivo frouxo. A proliferacdo de
vasos foi discreta, apresentando um aumento na atividade osteoclastica. A regiao
basal do osso alveolar apresenta-se reativa com proliferacdo de osteoblastos
periféricos (FIGURA 15). O tecido ésseo neoformado apresenta-se ligeiramente mais
abundante, com a presenca de material ostedide formando em sua proximidade e a
distancia. (FIGURA 16 e 17).

As particulas da ceramica, de forma irregular e variavel ao final da primeira
semana, encontravam-se circundadas por tecido de granulagao rico em um infiltrado
inflamatério (FIGURA 18).

Ao décimo quarto dia o processo inflamatério ja comeca a reduzir, embora se
prolongue até o vigésimo primeiro dia. A presenca da ceramica prolongou e
estimulou uma maior resposta inflamatoéria, com formacao de células gigantes tipo
corpo estranho (FIGURA 19). Nessa segunda etapa ha uma tendéncia ao aumento
de producdao de matriz ostedide e mineralizacdo, inclusive em contato com a
ceramica; angiogénese e proliferacdo fibroblastica foram observadas, assim como
no controle (FIGURA 20).



FIGURA 15 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo teste com psW: Osso adjacente a cavidade
alveolar encontra-se reativa (ObR) com proliferagédo de osteoblastos periféricos. Rl: Reagéao
inflamatéria. Oc: Osso cortical. SM: Segundo molar HE — 40X

FIGURA 16 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo teste com psW: Proliferagao osteoblastica
(PO) adjunta a periferia do alvéolo e estimulo na regido mais central. Vs: vasos sanguineos. Inf:

Infiltrado inflamatério. Oc: Osso cortical. HE — 200X

R
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FIGURA 17 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo teste com psW: Infiltrado inflamatério com

presenga significativa de osteoblastos (Ostb) . NO: Osso neoformado. HE — 200X



FIGURA 18 - Microfotografia do periodo de 7 dias. Grupo teste com psW: Infiltrado inflamatério
circundando particulas da cerédmica (em evidéncia). HE — 400X

FIGURA 19 - Microfotografia do periodo de 14 dias. Grupo teste com psW: Reagéo inflamatéria
cronica. Presenca de células fagocitarias. Em destaque células gigante que englobou uma particula
da ceramica. HE — 400X

FIGURA 20 - Microfotografia do periodo de 14 dias. Grupo teste com psW: Formagéao de tecido

ostedide circundado por osteoblastos (Ostb). Trb e NO: tecido ostedide neoformado. HE — 200X



No dia 21 pds-extracdo, ainda é possivel encontrar certo grau de células
inflamatérias. A neoformacédo 6ssea é mais expressiva e os osteoblastos sugerem
estar em plena atividade (FIGURA 21 e 22). A angiogénese encontra-se instalada,
dando suporte a produgéo de matriz ostedide e mineralizagdo observadas. O tecido
0sseo neoformado parece ser mais denso e em maior quantidade. A presenca do
implante foi observada em todos os periodos. Chama atencdo a presenca de
inducao de neoformacéao 6ssea com acentuada ativagao osteoblastica.

A ceramica psW pareceu induzir uma maior proliferacdo osteoblastica em

todos os periodos estudados.

FIGURA 21 - Microfotografia do periodo de 21 dias. Grupo teste com psW: Atividade osteoblastica
(AO). TNF: Trabéculas ésseas neoformadas. HE — 100X

FIGURA 22 - Microfotografia do periodo de 21 dias. Grupo teste com psW: Persiste atividade
osteoblastica. NO: Osso neoformado. PO: Proliferagao osteoblastica. HE — 200X



5.3 EXAMES HISTOLOGICOS: TESTE X CONTROLE

Para confrontar os resultados obtidos do grupo controle com o grupo teste
utiizamos o método da analise histomorfométrica. Esta anadlise confirmou as
observacgdes histolégicas mostrando maior atividade osteoblastica nos periodos 7 e
14 dias, havendo um aumento progressivo do volume relativo das trabéculas 6sseas
neoformadas.

Comparando-se a cronologia do reparo alveolar entre o grupo controle e o
grupo teste, observamos um ligeiro atraso do primeiro. Essa diferengca nos
resultados da neoformacdo déssea tendeu a ser menor apdés duas semanas.
Finalmente no terceiro periodo, as médias das areas do grupo teste e controle nao
demonstraram diferencgas significantes, ocorrendo um nivelamento nos resultados.

Os resultados das médias das areas de neoformacéo éssea sdo evidenciados

por periodo na tabela 2.

TABELA 2 — Médias histomorfométricas por periodo (area em pm?)

Grupos CONTROLE TESTE

G | -7 dias 78,85 110,56
G Il — 14 dias 86,92 104,00
Glll — 21 dias 94,06 94,23

O programa mensurou a area de neoformacgdo éssea das laminas, em um
aumento de 200 vezes quantificando em pm3.

Em todos os periodos a area de neoformacgédo déssea foi mais evidente no
grupo teste, denotando a agdo da psW em promover regeneragao éssea, mas que
no 21° dia tendeu a um nivelamento, divergindo dos achados morfolégicos.

Os resultados da histomorfometria foram comparados de forma pareada,
alvéolo controle e alvéolo teste do mesmo animal, dois a dois. Foi calculada a
diferenca entre ambos em porcentagem, obtendo assim, a diferenca da neoformacéao
O6ssea em cada animal. De posse dos resultados pareados de todos os ratos, foram



obtidas as médias das porcentagens de cada grupo, por periodo. O grafico abaixo
representa as médias das diferencas de neoformacédo éssea em porcentagem nos

grupos:

Médias das diferengas de neoformacao dssea entre
0s grupos

1 2 3
7 dias 14 dias 21 dias

FIGURA 23 — Médias das diferencas de neoformacao 6ssea entre grupos controle e teste por
periodo, representado em porcentagem. * indica diferencga estatisticamente significativa (p<0,05)

No grafico acima, o resultado do grupo 1 referente ao periodo 7 dias, foi
obtido através da porcentagem média de quatro animais (*). O grupo 2 e 3, com trés
animais apenas, ocasionado pelo fato das laminas desses trés se apresentarem
pareada duas a duas.

O teste “t” de Student pareado aplicado aos dados da histomorfometria
revelou diferencas significativas na regeneracao 6ssea somente no primeiro periodo
de avaliacao (7 dias). Os resultados dos testes estatisticos seguem em anexo.



6 DISCUSSAO

Existem situacdes clinicas em que seus tratamentos ainda nao apresentam
uma resolutividade satisfatéria. No campo dos biomateriais, a area dos materiais
bioativos tem despertado interesse, isoladamente ou como parte integrante na
terapia de regeneracao 6ssea e de outras estratégias. A pseudowolastonita € um
exemplo de um material deste tipo que apresenta o potencial de aplicagcdes clinicas
na Odontologia, em especialidades como, por exemplo, Implantodontia, Periodontia
e Cirurgia bucomaxilo facial.

O presente estudo consistiu na investigacdo do comportamento bioldgico da
pseudowolastonita em alvéolos dentais de ratos Wistar, e sua capacidade de
estimular/acelerar a regeneracéo do tecido 6sseo na referida cavidade alveolar.

Os resultados do presente estudo contribuem de forma relevante para o
conhecimento do comportamento da psW na cavidade bucal, uma vez que a
pseudowolastonita nunca fora antes testada em um modelo experimental neste
ambiente, além da inovacao quanto a sua forma de utilizacao: particulada. Quando
anteriormente testada em tibia de ratos, a psW apresentava a forma cilindrica.

6.1. OTIMIZACAO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento do trabalho foram realizados inicialmente dois
procedimentos cirargicos pilotos, visando ajustar a metodologia, padronizar as
etapas trans-operatérias, escolher qual arsenal cirargico ideal, bem como a forma de
inserir a ceramica. Os estudos pilotos ainda auxiliaram na forma de obtencao das
laminas (processamento e sentido do corte dos blocos), estudo histolégico além de
dirimir as duvidas.

A partir dos pilotos estabelecemos os padrdes seguidos durante a etapa de

cirurgias e de preparo das laminas histolégicas.



Foi feita a opcado de trabalhar com a psW em sua forma particulada para
preenchimento do alvéolo pois, segundo CARLISLE (1993), quanto maior o contato
da superficie do material com a superficie meio/células, maior é a liberacao de silica.
A silica é conhecida por promover diferenciacao celular mesenquimal e formacao
O0ssea (BOSETTI E CANNAS, 2005).

Na etapa pés-operatoria o cuidado na alimentagéo foi observado, utilizando-
se uma alimentacao pastosa por 48h apds 12 horas de pausa alimentar, sendo
justificado pela necessidade de proteger a sutura e a ferida cirurgica alveolar do
trauma ou impacto causados pela racao nos primeiros momentos e assim preservar
o material ai implantado. Nos estudos pilotos, onde ainda ndo havia sido adotado
este procedimento, observamos deiscéncia na sutura em todas as mucosas em
torno dos alvéolos com conseqiiente extravasamento da cerdmica, entrada de
detritos e exacerbacao do processo inflamatério.

No experimento propriamente dito, o aspecto clinico da cicatrizagdo dos
alvéolos dentais pés-exodontia foi similar em ambos os grupos ndao havendo
exposicao da ferida nem presenca de contaminacao, fato corroborado por SY (2002)
que mostrou que problemas de cicatrizagao por primeira intencao sao relacionados
as suturas, que quando se rompem levam a perda do biomaterial e a infec¢ao local.

A escolha do alvéolo de extracdao dentaria como um modelo de regeneracéao
Ossea na cavidade bucal esta baseado na sua ampla utilizacdo em pesquisas para a
observacdo de possiveis fatores que possam interferir no referido processo,
acelerando-o ou retardando-o (CARVALHO E OKAMOTO, 1987; BOECK et al, 1999;
PINTO, BRITO E OLIVEIRA, 2003; SASSIOTO et al, 2004).

Um problema que também merece mengao ocorreu durante o processamento
dos primeiros cortes histolégicos das pecas provenientes da etapa cirargica
definitiva. As navalhas descartaveis do micré6tomo utilizado ficaram “denteadas” fato
este relacionado, provavelmente, a rigidez do material cortado (REYES, 2002). Esta
rigidez seria explicada nao pela falta de desmineralizacédo do 0sso, mas a rigidez das
particulas da pseudowolastonita presente nos alvéolos dentais. Nas pecas do grupo
controle ndo foi observada tal dificuldade, que foi prontamente contornada com a
troca constante das navalhas.



6.2 BIOCOMPATIBILIDADE DA PSEUDOWOLASTONITA E SEU EFEITO
ESTIMULADOR NO TECIDO OSSEO

A condicao essencial para um material artificial aderir ao tecido ésseo vivo € a
formacao de uma camada biologicamente ativa de apatita semelhante ao osso na
sua superficie quando em contato com o organismo (KOKUBO, KIM E KAWASHITA,
2003). Estudos em saliva humana de parétida (DE AZA, et al, 1999), meio acelular
de SBF (DE AZA, et al, 1996) e implante de cilindros de psW em tibia de rato (DE
AZA, et al, 2000; DE AZA, et al, 2001; DE AZA, et al, 2003) destacaram a formacéao
da camada de hidroxiapatita na superficie da ceramica psW nessas ocasibes.

A fase inicial no desenvolvimento de novos materiais com o intuito de serem
utilizados em ambientes bioldgicos é o estudo da evolugdo da degradacao e sua
citotoxicidade. Neste trabalho foi observado fagocitose da cerdmica por células
inflamatérias e auséncia de necrose ou lesdes vasculares na regidao do implante da
psW sugerindo que quando presente nos tecidos esta ceramica nao provoca
reacOes de toxicidade local. Isto estd em acordo com DUFRANE et al (2002) e
DUFRANE et al (2003), que investigando os efeitos de substancia liberadas da psW
sobre osteoblastos humanos in vitro, demonstraram que estas ndo provocam leséao
de membrana ou sofrimento celular. Estudando o comportamento biolégico de
cilindros de psW implantados na tibia de ratos, DE AZA et al (2000) também
demonstraram que psW é biocompativel, permitindo o crescimento de tecido ésseo
na sua superficie. Esta observagdo ainda tem sido suportada por FERNANDEZ-
PRADAS et al (2002) e SAHAI E ANSEAU (2005).

O estudo histoldgico dos alvéolos dos ratos controles mostrou uma evolucao
do reparo da ferida alveolar p6s-exodontia compativel com dados da literatura
(GUGLIELMOTTI et al, 1990; CALIXTO, 2001; TEOFILO, BRENTEGANI, LAMANO-
CARVALHO, 2004), embora o completo reparo desta regiao progrida para além da
terceira semana, tempo limite estipulado em nosso trabalho (LAMANO-CARVALHO,
BRENTEGANI, BOMBONATO, 1997).

Nesta pesquisa ao final da primeira semana, a cavidade da extragédo
encontrava-se preenchida por inflamacéao crénica, tecido de granulagéo e inicio de
formacdo de trabéculas dsseas imaturas. E patente a proliferacdo osteoblastica a
partir da periferia do alvéolo e foi observada principalmente no grupo teste.



A inflamacdo no grupo controle em todos os periodos, apresentou-se
compativel com a cronologia de reparo, onde foi visualizada apenas a do tipo
cronica, uma vez que a inflamacgao aguda limita-se até o terceiro dia pds-cirargico.
Com a evolugao do processo cicatricial houve tendéncia a diminuicado do processo
inflamatério. Ja no grupo teste a inflamacéao persistiu até o ultimo periodo, porém de
forma ndo exacerbada em relagcao ao controle.

No 14° dia, os achados histoldgicos dominantes foram a neoformacdo e
maturacdo Ossea progressivas, com diminuicdo do infiltrado inflamatério, que foi
melhor evidenciado no grupo teste. E pertinente ressaltar um achado no resultado
histoldgico deste grupo, neste periodo, que foi a visualizacdo de imagens de células
gigantes, fagocitando particulas da ceramica. Esse fato sugere que psW possa ser,
pelo menos em algum grau, reabsorvida pelo organismo, caracteristica desejavel
dos biomateriais (CARVALHO, BASSI e PEREIRA, 2004).

Com 21 dias pos-extracao, a neoformacao éssea foi mais expressiva e 0s
osteoblastos se mostraram em plena atividade, principalmente no grupo teste, com
tecido 6sseo neoformado mais denso e em maior quantidade. A presenca do
implante foi observada em todos os periodos.

Em relacdo a proliferagdo osteoblastica, a analise morfolégica demonstrou
que em todos os periodos, 0 grupo teste evidenciou uma atividade osteoblastica
mais intensa e com formacéao de trabéculas 6sseas mais organizadas.

Embora ndo se tenha quantificado de forma detalhada a proliferacao 6ssea,
foi possivel perceber na andlise histoldgica, que o crescimento 6sseo evidenciado
pela proliferacdo osteoblastica, apresentava-se mais densa e reativa tanto no
alvéolo, como nas regides adjacentes. BOSETTI E CANNAS (2005) estudando o
efeito de cerdmicas bioativas na diferenciacao de células da medula éssea de ratos
em osteoblastos, concluiram que foram eficientes ndo apenas no estimulo da
diferenciacdo como também na promog¢do da mineralizacdo em nodulos 6sseos.
Acrescentaram que a presenca de uma ceramica bioativa alcaliniza o meio ambiente
pela rapida liberacdo dos produtos da dissolucdo da silica. O aumento do pH é
conhecido com estimulador da atividade osteoblastica e da sintese do colageno
(BUSHINSKY, 1996; DUCHEYNE, 1999).

Com base nos resultados morfolégicos do grupo tratado, entende-se que a
presenca da psW acelerou o processo de regeneracdo Ossea, em especial no
primeiro periodo estudado (WHEELER et al, 1997; SARMENTO et al, 2004). Isto, no



entanto, é diferente do que foi encontrado por Boeck e colaboradores (1999),
quando da utilizacéo de hidroxiapatita como material de preenchimento em alvéolos
pos-extracao dental, que perceberam um atraso no fechamento da ferida em todos
os periodos estudados (4, 7, 15, 24 e 60 dias), atribuindo a hidroxiapatita ser um
fator perturbador do processo de cicatrizacdo e neoformacgéao éssea.

A andlise morfoldgica do presente trabalho revelou, aparentemente, que em
todos os periodos estudados houve uma quantidade maior de neoformacéao éssea
no grupo teste. Isto esta em acordo com VALERIO et al (2004) que estudaram os
efeitos dos produtos de dissolucdo de uma cerdmica a base de silica em cultura de
osteoblastos de ratos. O material testado que apresentava em sua composicao 60%
de silica foi capaz de estimular uma proliferagdo osteoblastica 35% maior e
producdao de colageno 25% em relacdo ao grupo controle. Atribuiram esse
comportamento a elevacdo do pH e ao efeito estimulatério dos produtos de
dissolucao da silica nos osteoblastos.

A analise estatistica da éarea de neoformacdo Ossea através de
histomorfometria indicou diferencas estatisticamente significantes apenas no periodo
de 7 dias. Isto se deve em parte ao processo natural de evolugcéo do reparo da ferida
que tende a se estabilizar para os grupos teste e controle. Quanto a discrepancia
para o estudo morfolégico, possivelmente o teste nao revelou diferencas nos
periodos tardios uma vez que a quantidade das amostras submetidas ao teste
pareado foram menores em relacdo ao grupo de 7 dias.

6.3 FUTUROS ESTUDOS E APLICACOES CLINICAS

PsW, como uma ceramica bioativa a base de silica, € provida dos pré-
requisitos necessarios para ser utilizada na area de engenharia tecidual em
regeneracao oOssea. Acredita-se que psW possa ser incorporada no rol dos
biomateriais que apresentam aplicacdes clinicas, devido seu potencial de promover
atividade osteoblastica demonstrado in vitro e in vivo.

Na odontologia diversas situacbes carecem de auxilio no processo de
regeneracao tecidual, em especial do tecido 6sseo, tais como: preenchimento de
alvéolos pés extragdo dentaria com a finalidade de manutengéo do rebordo alveolar,



levantamento da membrana do assoalho do seio maxilar, regeneracao Ossea
guiada, preenchimento de defeitos dsseos, entre outros.

Contudo, €& imperativo o0 desenvolvimento de futuros estudos para
compreensdao do mecanismo de atuacdo dos seus produtos de dissolugcdo, em
especial a silica, ao nivel celular e ultra-estrutural, além de ser estabelecido um

protocolo de utilizagdo clinica em humanos.



7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que:

e A pseudowolastonita, quando inserida em alvéolos recém extraidos de ratos,
mostrou-se biocompativel com o hospedeiro uma vez que nao causou reagao
inflamatéria exacerbada em relagdo ao grupo controle;

e A ceramica apresentou caracteristicas de material de preenchimento, ja que
constatamos sua presenca no tecido hospedeiro;

e Apresentou boa atividade biol6gica mostrando-se bioativo, osteocondutivo e
pareceu estimular a regeneracao 6ssea através da ativacéo dos osteoblastos.
A pseudowolastonita, enquanto ceramica dotada de bioatividade apresenta-se

como possivel opcao para futuras pesquisas no campo odontolégico, na area da
regeneracao 6ssea.
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ANEXOS



CARTA DE APRESENTACAO DE PROJETO DE PESQUISA

Natal, / /2005.

Ao Comité de Etica em Pesquisa da UnP
Prezados Senhores:

Vimos, por meio desta, apresentar para apreciacao o Projeto de Pesquisa: Os
Efeitos de Pseudowolastonita Sobre Regeneracdo Ossea em um Modelo
Experimental na Cavidade Bucal. Este estudo sera realizado na Universidade
Potiguar, com o conhecimento do Diretor do Curso e do Professor responséavel pelo
biotério, além de contar, com a participacao dos alunos: Dewren Patricio Cavalcanti
(Mestranda) e Andreza Karinny Andrade Rocha (Graduanda).

Declaramos, que conhecemos as normas vigentes sobre experimentacéo
animal e comprometemo-nos a utilizar os materiais e dados coletados,

exclusivamente, para os fins previstos no protocolo.

Atenciosamente.

Coordenador da Pesquisa

Diretor do Curso de Odontologia



CARTA DE SOLICITACAO

Natal, / / 2005.

Ao Responsavel pelo do Biotério
Prof. (a)

Vimos através desta, solicitar a V. Sa. autorizagdo para o acesso ao Biotério
para experimentagcdo e coleta de dados para a pesquisa: Os Efeitos de
Pseudowolastonita Sobre Regeneraciao Ossea em um Modelo Experimental na
Cavidade Bucal.

Para efeito desta experimentacao, informamos que todos os procedimentos a
serem realizados na pesquisa, como anestesia, cuidados pré, trans e pos-
operatérios e sacrificio, respeitardo as normas de biosseguranca e o bem estar do

animal.

Atenciosamente,

Coordenador da Pesquisa



AUTORIZACAO PARA USO DO BIOTERIO

Conforme solicitacao, autorizo o acesso ao Biotério, assim como a
execucao dos procedimentos previstos para realizacdo da pesquisa intitulada Os
Efeitos de Pseudowolastonita Sobre Regeneracdo Ossea em um Modelo
Experimental na Cavidade Bucal, coordenada pelo professor Carlos Frederico de
Moraes Sarmento, bem como das alunas: Dewren Patricio Cavalcanti (Mestranda) e
Andreza Karinny Andrade Rocha (Graduanda), sob sua orientacao.

Profa Sandra Amaral de Araujo
Coordenadora do Biotério

Natal, / /2005.
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