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PRATA, C.A. Reparacao 6ssea alveolar apos implante de uma combinacao
de proteinas derivadas da matriz de esmalte e osso autdogeno. Estudo
histométrico. 2005. 100 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2005.

Resumo

InUmeros materiais biocompativeis sado utilizados em defeitos désseos no
sentido de acelerar a neoformagéo 6ssea e promover a osseointegracdo. Um
destes materiais € a proteina derivada da matriz do esmalte (PDME -
emdogain), que tem demonstrado eficacia na regeneragcdo de tecidos
periodontais devido a sua agao estimuladora na proliferagdo de células do
ligamento periodontal. Um outro € o osso autégeno que tem sido utilizado com
sucesso como implante em defeito intra-6sseo, e € ainda considerado a
referéncia padrdo devido as suas vantagens bioldégicas e potencial
osteogénico. O objetivo deste estudo foi avaliar histolégica e histometricamente
a reparacdo O6ssea alveolar apdés a extragdo dental em ratos
implantados/enxertados com proteinas derivadas da matriz do esmalte
(PDME), com osso autdgeno (OA) e com a associacdo de OA e PDME. Ratos
machos (Rattus norvegicus, variedade Wistar), pesando entre 250 a 300 g,
foram anestesiados e submetidos a extracdo do incisivo superior direito e
divididos em: grupo controle (sem implante), grupo implantado com PDME,
grupo implantado com OA (fragmentos de osso do rebordo alveolar foram
implantados no terco cervical do alvéolo) e grupo implantado com OA e PDME.
Os animais foram sacrificados no 7° 21° e 42° dias apdés a extragdo, suas
maxilas foram fixadas, descalcificadas, incluidas em parafina para a obtencao
de seccgoes finas (6 1) e coradas com HE. Através de um sistema de andlise de
imagens estimou-se a fragcdo de volume do tecido 6sseo em todo alvéolo e em
areas contiguas ao implante. Os animais implantados com PDME tiveram um
formacdo 6ssea semelhante aos controles no periodo de 7 dias e menor nos
outros periodos (21 e 42) embora sem significAncia estatistica. O enxerto de
0sso no tergo cervical do alvéolo, tanto o OA como a associagdo do AO e
PDME mostrou uma osteointegracdo progressiva e sem reacado de corpo
estranho. A quantificagéo da reparagéo éssea no alvéolo evidenciou que o OA
associado a PDME produziu maior quantidade de osso em relagcao aos outros
grupos (10%) em todos os periodos estudados, mas sem significancia
estatistica. Concluiu-se que as PDME-emdogain sozinhas ndo estimularam a
formacao 6ssea no interior do alvéolo, mas quando associadas ao OA produziu
aumento da quantidade de osso neoformado.

Palavras-chave: reparacao éssea alveolar, implante, enxerto, proteinas da
matriz de esmalte, osso autdégeno.
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enamel matrix protein and autogenous bone. Histometric study. 2005. 100
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de S&o Paulo, 2005.

Abstract

Several biocompatibles materials are use in bony defects to accelerate bone
neoformation and to promote osseointegration. One of this materials its enamel
matrix proteins (EMP — emdogain), who showed efficiency to regeneration of
periodontal ligament due to its stimulation action on the proliferation of
periodontal ligament cells. One another it's the autogenous bone that has been
used with success in intra-bony defect, and it's regarded as the gold standard
due to its biological advantages and osteogenic potential. The objective of this
study was to evaluate histological and histometrically the alveolar bony repair
in after the dental extraction of rat implanted/grafted with enamel matrix proteins
(EMP), with autogenous bone (AO) and with the association of AO and EMP.
Male rat (Rattus norvegicus, Wistar variety), weighting from 250 to 300 g, were
anesthetized and submitted to the extraction of the right superior incisor and
divided in: group control (without implant), group implanted with EMP, group
implanted with AO (fragments of bone of the alveolar edge were implanted in
the cervical third of the alveolus) and a group implanted with AO and EMP. The
animals were sacrificed in the 7", 215" and 42" days after the extraction, its
maxillas were fixed, decalcified, embedding in pa EMP paraffin for the obtaining
of fine sections (6 n) and stained with HE. Through a system of analysis of
images it was estimated the fraction of volume of the bone in all alveolus and in
contiguous Areas to the implants. The animals implanted with EMP had a bony
formation similar to the controls in the 7 days period and smaller in others
periods (21 and 42) although without statistic significance. The bone fragment
implanted in the cervical third of the alveolus, the AO as well as the association
of AO and EMP showed a progressive osseointegration and without foreign-
body reaction. The quantification of the bony repair in the Areas adjacent to the
implants showed that the AO associated to EMP produced larger amount of
bone in relation to the others groups (10%) in all the studied periods, but without
statistic significance. It was concluded that the EMP -emdogain alone didn’t
stimulate bony formation into the alveolus, but when associated to the AO
produced increase in the amount of neoformed bone.

Keywords: alveolar bony repair, implant, graft, enamel matrix proteins,
autogenous bone.
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Introducao

O processo de reparacao de feridas de extragdo dental, ou processo
de reparagcdo alveolar, refere-se ao conjunto de reacles teciduais
desencadeadas no interior do alvéolo, em seguida a exodontia. O organismo
tem como objetivo, frente a um traumatismo apds a extragao dental, preencher
com tecido 6sseo 0 espaco deixado no alvéolo. Este fenbmeno apresenta a
mesma sequéncia das respostas reparativas observadas em outras regides,
com algumas particularidades locais (PERRI DE CARVALHO; OKAMOTO,
1987).

A cicatrizacdo de uma ferida de extracao dental, que é a ferida dssea
mais comum na cavidade oral, € uma extensdo Unica de tecido conjuntivo
cicatricial, pois a formacao de novo osso depende da deposicao de cristais de
hidroxiapatita ao longo das fibras colagenas em uma matriz de proteoglicanas
chamada ostedide (KURITA et al., 1985). A reparagao alveolar se completa
quando o alvéolo dentario apresentar-se preenchido por trabéculas ésseas
espessas e espacos medulares diminutos, e a crista alveolar remodelada
(ALVES; OKAMOTO, 1989). Sabe-se que fatores tanto sistémicos como locais,
modulam a formagdo, reabsor¢cdo, remodelagdo e, consequentemente, a
reparagcdo Ossea. Numerosos trabalhos estdo sendo desenvolvidos com a
aplicagéo (implante/enxerto) local de materiais na busca de um material que
promova formacao éssea em tempo mais curto.

Recentemente um material a base de proteinas derivadas da matriz do
esmalte dental (PDME — Emdogain) vem se mostrando efetivo na regeneracao

periodontal, favorecendo a formacdo de cemento acelular, ligamento
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periodontal e osso alveolar (HAMMARSTROM et al., 1997; MELLONIG, 1999).
Os mecanismos exatos de atuacao das proteinas derivadas do esmalte ainda
nao estao totalmente esclarecidos, mas os trabalhos tém mostrado que esta
proteina atua como uma matriz extracelular, estimulando a migracédo e
proliferagcdo de células do ligamento periodontal, favorecendo a regeneracao
dos tecidos (HOANG, et al, 2000; SCHWARTZ, et al, 2000; CHANO, et al,
2003).

A literatura tem apontado alguns estudos promissores tanto clinicos
como laboratoriais associando estas proteinas com 0sso bovino poroso
(ZUCCHELLI et al., 2003) e osso autogeno (COCHRAN et al., 2003), os quais
apresentaram resultados favoraveis a um aumento da formacao éssea.

O osso autégeno, devido as suas vantagens biolégicas e potencial
osteogénico (SANADA et al, 2003), atuam por osteoinducéo e osteoconducao
(ELLIES, 1992), promovendo estimulo e aposicao de tecido ésseo a partir do
0ss0 ja existente. Dessa forma, atua como modelo para a neoformacéo 6ssea
(MANSO; LANG, 1997). Tanto enxertos com o0sso autdégeno compacto ou
poroso contem em sua matriz inorganica, osteocitos, osteoclastos, osteoblastos
e proteinas osteogénicas, apresentando potencial para osteogénese quando
usado para melhorar ou corrigir defeitos ésseos (BLOCK; KENT, 1997;
KIYOKAWA et al, 2002; MERKX et al, 1999a; ORR et al, 2001). Embora o 0sso
autégeno apresente as caracteristicas ideais para um substituto ésseo, ainda
se procura um material para acelerar a formac¢ao de o0sso, reduzindo o tempo

para a colocacao de implante como suporte dental.
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Revisao da Literatura

REPARACAO OSSEA

Os estudos da reparagdo déssea que se segue a extracdo dental,
realizados em humanos e em diferentes espécies animais, descrevem a
sequéncia de alteragdes celulares e tissulares, bem como a cronologia do
processo, que culmina com o completo preenchimento do alvéolo dental por
tecido ésseo neoformado.

Em 1960, Amler et al. descreveram a reparagao alveolar através de
estudos feitos com bidpsias de feridas de extracdo dental humanas, como um
processo que pode ser dividido nas seguintes fases: 1) logo ap6s a exodontia
ocorre a formagédo do coagulo; 2) em seguida ocorre a substituicdo do coagulo
por tecido de granulacdo; 3) este tecido de granulagao é substituido por tecido
conjuntivo; 4) ocorre entdo a formacao de um tecido ostedide, principalmente
no apice do alvéolo e depois, em toda extensao do alvéolo, partindo apice para
regiao cervical; 5) amadurecimento da matriz 6ssea e 6) epitelizacdo da ferida
cirurgica.

Okamoto e Russo em 1973 observaram e descreveram a reparagao
alveolar em ratos com intervalos de 3 dias em 21 dias. Dividiram o processo
em 3 fases distintas (periodo de formacao de coagulo e proliferacao de células,
periodo de formacao de tecido conjuntivo e periodo de ossificacdo) que

representam em esséncia as mencionadas no trabalho anterior. Pela descricao
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feita neste trabalho, ao final de 21 dias o alvéolo aparentemente esta
completamente preenchido com tecido ésseo.

Em 1987, Carvalho e Okamoto acrescentaram, ainda com finalidade
didatica, uma 42 fase a reparacao alveolar. Esta fase representa, para os
autores, a fase de maturacéo do tecido conjuntivo que acontece antes da fase
de ossificagao.

A diferenciagdo celular que acontece dentro do alvéolo durante o
processo de reparacdo 0ssea apds exodontias, foi estudada por Lin et al. em
1994. O estudo concluiu que a maioria dos fibroblastos que migram para o
coagulo sanguineo forma tecido conjuntivo denso e se diferenciam em
osteoblastos, sao originados do ligamento periodontal remanescente. Fatores
de crescimento (PDGF e TGF-B) presentes no coagulo sanguineo sao
considerados responsaveis pela diferenciacdo. Apenas uma pequena parcela
dos osteoblastos € originada dos fibroblastos vindos do endésteo e do
suprimento vascular periapical.

Lamano-Carvalho et al. (1997b), em analise histométrica, analisaram a
cronologia da reparacéo alveolar em ratos apds exodontia. Observaram atraves
dos resultados que a neoformacao déssea continua apos 21 dias da extracao
dental, tempo considerado como final do processo. Nos resultados, até a 62
semana (42 dias) ainda ocorre formagéo de tecido ésseo no terco cervical do
alvéolo.

A reparacdo alveolar tem sido investigada em numerosas condigdes
experimentais, no sentido de observar possiveis fatores, locais ou sistémicos,
que possam interfirir com o processo, acelerando-o ou retardando-o. E

provavel, no entanto que a maioria das observacbes seja passivel de



Revisdo da Literatura 21

questionamento, pois se em alguns trabalhos realizou-se uma andlise
quantitativa mais precisa, na grande maioria efetuou-se apenas a observagao
histolégica dos alvéolos em processo de reparagao.

Segundo Magalhaes et al (1982), a irregularidade no contorno e altura
do alvéolo e a fratura da tabua O6ssea ou de cristas alveolares durante a
exodontia, atrasam a repara¢do normal.

Para Carvalho e Okamoto (1987), a laceragdo da gengiva, o diametro
aumentado do alvéolo, a permanéncia de fragmentos 6sseos sem nutricéo,
residuos radiculares e de corpos estranhos no interior do alvéolo, retardam o
processo de reparacao normal. Além disso, cuidados com a curetagem,
irrigacao e suturas devem ser tomados, pois estes procedimentos, quando nao
bem realizados, podem alterar a cicatrizagao alveolar. Estes autores ainda
chamam atencao para as condi¢des periodontais prévias e as infecgdes, como
alveolites, que também sao prejudiciais no pés-operatorio.

Em 1994, Okamoto et al., avaliaram a importancia da permanéncia do
coagulo no interior do alvéolo. No estudo, um grupo de animais teve as bordas
do alvéolo suturadas logo apds a exodontia, e em outro grupo o coagulo foi
removido apdés 6 a 8 minutos da cirurgia. Houve um profundo atraso na
cicatrizagdo no 2° grupo e, embora um novo coagulo tenha sido formado, este
ndo era organizado. Desta forma, concluiram que a qualidade, constituicdo,
manutencao e retragdo do coagulo sédo fatores que regulam a formacao de
tecido conjuntivo durante a reparagéo alveolar.

Os implantes intra-alveolares, utilizados com a finalidade de coibir
hemorragias po6s-extracdo, debelar infecgcdes pos-operatérias, prevenir ou

corrigir defeitos 6sseos periodontais, manter o contorno do rebordo alveolar ou
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substituir tecidos perdidos durante procedimentos cirargicos, podem provocar
reacdes inflamatorias persistentes que retardam a reparacdo ou acontece uma
boa aceitacdo do organismo como esta descrito nos trabalhos que se seguem.

Numa revisao realizada por Carvalho e Okamoto, (1972) verificou-se que
a maioria dos implantes atrasa o processo de reparagdo. A justificativa
empregada é a de que a presenca de qualquer material estranho no interior do
alvéolo perturbaria a organizagdo do coagulo e provocaria disturbios na
neoformacao tecidual, atrasando a cronologia da reparagéo.

O material pode se comportar como agente irritante, sendo reconhecido
como corpo estranho, por isso 0 organismo tenta elimina-lo. Isso ocorre também
devido a maior irrigacdo sanguinea das estruturas da cavidade bucal, o que
determina maior defesa local e reagdes mais severas contra corpos estranhos
(CARVALHO; OKAMQOTO, 1987).

Apesar disso, numerosos trabalhos foram desenvolvidos com a aplicagao
(implante/enxerto) local de materiais na busca de um material que promova
formacdo o6ssea em tempo curto. Estes materiais s&o chamados de
biomateriais, e podem ser definidos como uma substancia ou combinagéo de
duas ou mais substancia farmacolégicamente inertes, de natureza sintética ou
natural, que séo utilizados para melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou
integralmente, tecido e 6rgaos (WILLIAMS, 1987).

Os implantes de hidroxiapatita, e de fosfato de tricalcico foram testados
por Rosa et al. (1994) em estudo histométrico e os resultados mostraram que
houve formacado de uma menor quantidade de osso durante todos os periodos
de estudo. Portanto os implantes, apesar de biocompativeis, retardaram o

processo de reparacao alveolar.
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O cimento de ionébmero de vidro, material restaurador, foi também
avaliado histolégica e histometricamente como implante intra-alveolar, em ratos,
imediatamente ap6s a exodontia. Brentegani et al. (1996) descreveram que a
presenca dos granulos de ionémero de vidro no tergo cervical levou a um
pequeno atraso na formagdo 6ssea apenas na primeira semana. As outras
regides do alvéolo, ao contrario, tiveram uma tendéncia de apresentar grande
quantidade de osso trabecular a partir da terceira semana. Desta forma foi
concluido que o material ndo atrasou o processo de reparacao, favorecendo a
neoformacao 6ssea. Em outro trabalho realizado pelos mesmos autores em
1997, ficou novamente comprovado que o material, além de biocompativel, foi
progressivamente incorporado ao 0sso.

Lamano-Carvalho et al. (1997a) avaliaram os efeitos do implante imediato
de uma resina de poliuretano (Ricinus communis) na cronologia da reparagao
alveolar em ratos. Apesar da biocompatibilidade do material, houve uma
alteracdo no processo de reparagdo, com atraso na neoformagdo 6ssea nos
tercos medio e apical.

Também em 1997, o Tissucol, um material adesivo de fibrina, foi testado
em alvéolos dentais de ratos submetidos ao estresse, por Alves-Rezende e
Okamoto. O material foi considerado biocompativel e agiu como um agente
hemostatico efetivo. Além disso, foi concluido que ndo houve interferéncia na
formacéo de tecido conjuntivo e ésseo.

Zerbo et al. (2001) demonstraram que o uso de granulos de fosfato
tricalcico permitiu a formagdo de novo tecido 6sseo em defeitos alveolares.
Estes autores sugerem que o fosfato tricalcico tenha tido acdo osteocondutora,

isto é, guiando células osteogénicas a partir de um tecido 6sseo pré-existente.
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Além disso, neste mesmo estudo observou-se a formacao de osso dentro dos
poros das particulas da bioceramica.

Prado em 2002 avaliou qualitativa e quantitativamente através de
microscopia de luz e eletronica de varredura, os efeitos de uma bebida alcodlica
na reparacgao alveolar, comparando, nesta situagédo, a acdo de uma bioceramica
de fosfato de calcio (Osteosynt) na neoformagéo éssea. Teve como conclusao
que a utilizagdo da bioceramica minimiza os efeitos deletérios do alcoolismo
cronico sobre a reparagao alveolar.

Em 2005, Calixto examinou o comportamento de enxertos ésseos
heterégenos organico e inorganico (Matriz Ossea Bovina Liofilizada Organica e
Inorganica), de uma mistura de BMPs (Proteinas morfogenéticas do Osso)
bovinas e de um vidro bioativo implantados no interior do alvéolo. As
observacdes seguiram até 9 semanas apdés a exodontia e implantacdo dos
materiais. Em seus resultados concluiu que deve-se levar em conta, quando da
necessidade da utilizacdo de um biomaterial para preservacao /recuperagéao de
um tecido 6sseo, que qualquer material introduzido no interior de um defeito
pode atrasar a reparagéo. Portanto, segundo o autor, deve-se ponderar se € em
quais circunstancias um determinado material favoreceria o resultado desejado.

Também em 2005, o latex, na forma de granulos e gel associado ao
colageno, foi avaliado no interior do alvéolo de ratos, em periodos de 7, 21 e 42
dias, por Balabanian. Dos resultados concluiu-se que o latex € um material
biologicamente biocompativel, desenvolvendo uma osteointegragéo progressiva,
estimulando a angiogénese e acelerando a neoformacao éssea nos primeiros 7

dias da reparacao 6ssea.
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PROTEINAS DERIVADAS DA MATRIZ DO ESMALTE (PDME)

A matriz extracelular de esmalte contém duas grandes classes de
proteinas: as amelogeninas e as enamelinas. A essas proteinas tém-se
atribuido o principal papel na mineralizagdo e organizagdo estrutural do
esmalte em desenvolvimento. As amelogeninas constituem cerca de 90% da
matriz do esmalte e possuem , como grande caracteristica, capacidade de
agregacao, ficando praticamente insoluvel em pH fisiolégico e temperatura
corporal ((DEUTSCH et al., 1987; TEM CATE, 1988; INAGE et al.,1996;
GESTRELIUS et al.1997b).

Gestrelius et al. (1997b) afirmaram, em estudo “in vitro”, que a maioria
das células necessita de uma matriz extracelular para sua funcéo, e que a
adicao de proteinas derivadas do esmalte ao meio de cultura celular resultou
em muitas mudangas que induziram a proliferacdo de células do ligamento
periodontal, mas n&o as células epiteliais, bem como a um aumento na
produgéo de proteina e colageno, e a mineralizagao.

Hammarstrom et al. (1997) tentaram obter regeneracao periodontal
através da simulagdo de eventos ocorridos durante o desenvolvimento
radicular, partindo de evidéncias de que as células da bainha epitelial de
Hertwig secretam proteinas da matriz do esmalte durante o processo de
rizogénese, participando da formacdo de cemento acelular. Estudos em
macacos mostraram que o cemento acelular é formado quando as células do
foliculo dentério estdo expostas a matriz de esmalte endégena ou exdgena.

As proteinas derivadas da matriz do esmalte sdo importantes durante o
desenvolvimento da raiz dental, para a formacdo de cemento acelular,

ligamento periodontal e osso alveolar. O mecanismo da ac¢ao dessas proteinas
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nao é conhecido com detalhes, mas acredita-se que a deposicao temporaria de
proteinas da matriz de esmalte sobre uma superficie radicular seja um passo
essencial que precede a nova formagdao do cemento acelular, e que o0 novo
ganho de ligamento periodontal e osso alveolar depende da formacgéo desse
cemento (HAMMARSTROM, 1997; HIROOKA, 1998; FONG;
HAMMARSTROM, 2000).

Varios estudos foram realizados para se entender os mecanismos de
atuacao das proteinas derivadas do esmalte, quando empregadas na terapia
regenerativa. Parece que quando aplicadas podem ser identificadas por um
periodo de 2 semanas e atuariam como uma matriz extracelular, estimulando a
migracao e proliferacdo de células do ligamento periodontal, favorecendo a
regeneracgao dos tecidos (SCHWARTZ, et al, 2000;CHANO,et al 2003).

Recentemente um material a base de proteinas derivadas da matriz do
esmalte dental — emdogain — vem se mostrando efetivo na regeneracéao
periodontal (MELLONIG, 1999).

Dobbs (1999) descreve o emdogain como uma férmula comercial de
matriz derivada do esmalte, produzida por Biora AB, em Malmd, Suécia.
Representa um complexo protéico a base de amelogenina, derivado do extrato
acido purificado de matriz de esmalte de porcos jovens.

A formulacdo comercial disponivel apresenta-se constituida em 90% de
amelogenina e 10% de outras proteinas oriundas da matriz de esmalte de
dentes de porcos. Além destas proteinas, apresenta um veiculo de
apresentacao, o alginato propileno glicol, que faz com que, em temperatura
ambiente e pH acido, o produto seja viscoso. Apds aplicagcdo, quando a

temperatura € corpérea e o pH neutro, a matriz derivada de esmalte se
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precipita sob forma de complexos esféricos insolUveis que permanecem no
local da aplicagcdo por duas semanas. Esta camada de proteinas, quando
aplicada sobre a superficie radicular propicia um leito que é povoado por
células mesenquimais e estimulam a diferenciacdo destas células em
cementoblastos, fibroblastos e osteoblastos, promovendo um processo de
regeneragao dos tecidos periodontais (GESTRELIUS et al., 1997a).

O emdogain foi avaliado em casos de cirurgia periodontais com retalho
modificado de Widman, em defeitos 6ésseos de uma ou duas paredes, onde
houve uma associacdo do material com a técnica. Foi concluido que a
associacao com emdogain promoveu um ganho significativo de tecido 6sseo
quando comparado com a aplicacao de um placebo (HEIJL et al., 1997).

A seguranca quanto a utilizacdo do emdogain foi testada e bem
documentada por Zetterstrom et al (1997), e confirmada em estudos clinicos
que relataram a auséncia de reacdes alérgicas ou de reagdes inflamatérias
apos a aplicacao do mesmo.

Petinaki et al. (1998), levando em consideracao a possibilidade de uma
resposta imunoldgica contra o emdogain devido as pequenas divergéncias da
estrutura proteica primaria da amelogenina humana e a de porcos, isolaram
linfocitos do sangue de dez individuos saudaveis e cultivaram-nos “in vitro” na
presenca de diferentes concentragcbes de emdogain, com o objetivo de
determinar a taxa de proliferagdo celular, a expressdo dos antigenos de
superficie, e a produgdo de citocinas e imunoglobinas. Concluiram que o
emdogain pode ser empregado seguramente em cirurgias periodontais, pois
houve discreta resposta imunologica somente em concentragdes muito acima

das utilizadas na vida pratica.
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Em outro trabalho, apés testar o material em cirurgias periodontais em
28 pacientes, Sculean et al. (1999) afirmaram que a auséncia de reacdes
adversas, como alergias, abscessos, ou processos inflamatorios severos
sugerem que este material seja bem tolerado.

O tratamento de lesbes de furca de grau Il foi avaliado
experimentalmente em caes por Araujo e Lindhe (1998), apds a aplicacéo de
emdogain associado a uma membrana absorvivel. Verificaram que ndo havia
diferencas entre a quantidade de osso e ligamento periodontal formados apos
quatro meses nos grupos experimentais e controle. No entanto, numa analise
mais detalhada, ficou evidente que no grupo controle houve a formagao de um
cemento acelular em toda a regido do defeito. Ja no grupo experimental, houve
formacdo de um cemento acelular na porcdo apical e celular na porcéao
cervical.

Ainda em 1998, Eger e Miller, em estudo clinico realizado em humanos,
compararam a técnica de regeneracao tecidual guiada, usando uma membrana
reabsorvivel com aplicacdo das proteinas da matriz de esmalte sem o uso de
membrana, em defeitos 6sseos. Nesse estudo, as duas técnicas apresentaram
0s mesmos resultados clinicos, tanto para diminuigdo da profundidade de bolsa
como para nivel de insergéo clinica, concluindo-se que as duas técnicas tém a
mesma validade para os tratamentos de defeitos infra-6sseos.

Em 2000, Van der Pauw et al., em um estudo realizado “in vitro”,
também procuraram analisar a influéncia das proteinas da matriz do esmalte no
crescimento das células do ligamento periodontal (HPLF) e dos fibroblastos
gengivais (HGF). Os resultados levaram a conclusdo de que estas proteinas

impedem a formacéao de células HGF nas primeiras 24 horas, enquanto que as
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células HPLF continuam a se proliferar, contribuindo, desta maneira, para uma
colonizagao e insercdao mais rapida das células do ligamento periodontal.

lgbal e Bamaas, em 2001, avaliaram histologicamente o efeito do
emdogain na regenerac¢ao periodontal em dentes reimplantados em cées. Os
dentes foram avulsionados e mantidos em meio ambiente (seco) por periodos
de 15,30 e 60 minutos e reimplantados com ou sem aplicacdo do emdogain.
Em dois dos grupos tratados, realizaram a esplintagem durante sete dias e em
um ndo houve a realizagdo da esplintagem em nenhum momento. Os autores
verificaram que quanto maior o tempo extra-alveolar menor foi a quantidade de
ligamento formado. N&ao houve diferenca significativa entre o0s grupos
esplintados ou ndo. Ja o grupo que recebeu tratamento com emdogain antes
do reimplante, apresentou maior incidéncia ligamento periodontal regenerado e
menor incidéncia de anquilose, principalmente com 12 semanas apés a
reimplantagao.

Fillipi et al. (2001) propuseram, como alternativa de tratamento de
dentes anquilosados, o reimplante intensional com o uso do emdogain, na
justificativa de que os dentes anquilosados em crianga limitariam o
desenvolvimento 6sseo. Onze dentes anquilosados, apresentando reabsorgao
por substituicdo, foram extraidos, tiveram os canais tratados extra-alveolar por
via retrégrada, inserindo um pino de titanio e receberam aplicacao do emdogain
sobre a superficie radicular e no alvéolo. Estes dentes foram avaliados clinica e
radiograficamente por 6 meses, e 0s resultados sugeriram que a reimplantacao
intencional usando emdogain deva prevenir ou diminuir a anquilose nestes
dentes. Estes mesmos autores, em 2002, utilizando a mesma metodologia,

reforcaram as conclusdes do trabalho anterior, pois mesmo apds 2 anos, 0
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tratamento das raizes com emdogain antes da reimplantacdo, se mostrou
efetivo para prevencao ou diminuicao de anquilose.

Molares de ratos tratados ou ndo com emdogain foram transplantados
para uma posigdo subcutdnea na cavidade abdominal. Em analise
imunoistoquimica e de microscopia de luz, os autores concluiram que a
amelogenina estava precipitada em toda superficie dos dentes que receberam
emdogain. Além disso, foi observada formacdo osso alveolar em todos os
dentes tratados com o material, e reabsor¢do radicular em somente um.
(HAMAMOTO et al., 2002).

Chano et al. (2003) examinaram a diferenciacdo celular em bolsas
periodontais em ratos tratados com emdogain. Os resultados demonstraram
que o emdogain aparentemente nao afeta a diferenciacdo de células ou a
sintese de proteinas da matriz éssea. Portanto, o efeito de emdogain na
reparacdo do periodonto deveria ser independente da diferenciagdo da
populacéo de células examinadas neste trabalho.

Molina (2004) em andlise histolégica e histométrica avaliou em ratos, o
comportamento das estruturas periodontais em dentes reimplantados com o
uso das proteinas derivadas da matriz do esmalte. Através dos resultados
encontrados, concluiu que o uso do emdogain nao trouxe beneficios para o
reimplante dental.

Utilizando emdogain em reparacéo éssea apos extragdo dental, Mendes
(2000) observou em seu trabalho que o material n&o foi capaz de estimular a
neoformacao 6ssea dentro do alvéolo. O autor chegou a esta conclusao apés a
verificacdo dos resultados nos periodos de 6, 15 e 28 dias apds as exodontias.

Apenas no periodo de 6 dias, os animais que foram tratados com emdogain
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tiveram uma maior formagao déssea, mas sem significancia estatistica. Nos
outros periodos, a formacao 6ssea foi maior nos animais controles.

Alguns autores tém mostrado uma associacao do emdogain com outros
materiais e técnicas, na tentativa de acelerar a reparagdo 6ssea. Um exemplo
disso foi o trabalho clinico de Zucchelli et al. (2003), onde os autores
compararam os efeitos do uso de emdogain com a associagado de 0sso bovino
poroso mineral associado a este material, no tratamento de defeitos 6sseos de
pacientes portadores de doenga periodontal crénica. Depois de 1 ano de
avaliagOes clinicas e radiograficas, os autores concluiram que a associacao
feita trouxe os mesmos resultados obtidos somente com o emdogain.

Da mesma forma, em 2004, Sculean et al., fizeram uma associacdo de
enxerto xendgeno bovino, emdogain e regeneragcdo Ossea guiada para
tratamento de defeito 6sseo em um paciente. O estudo clinico e histoldgico
mostrou que houve formagédo de novo 0sso, cemento e ligamento periodontal.

Mesmo com a utilizagdo somente de emdogain em casos de tratamento
de defeitos intra-6sseos em humanos, os resultados mostraram que mesmo 24
meses apos a cirurgia periodontal associada ao material, houve um melhora na
regeneragao dos tecidos (FRANCETTI et al., 2004).

Recentemente foi demonstrado que o Emdogain—Gel contem TGF- e
BMP como fatores de crescimento que contribuem para indugdo de
biomineralizacao durante a regeneragao periodontal (SUZUKI et al., 2005).

Um estudo em ratos foi realizado com objetivo de avaliar a influéncia de
emdogain e 0sso bovino desproteinizado na regeneracao 6ssea guiada (GBR).
Os animais foram divididos em 4 grupos. Nos dois primeiro grupos foi usado

emdogain de um lado da mandibula e somente GBR do outro. A diferenca
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entre estes grupos foi os periodos de sacrificio (60 e 120 dias). Nos grupos
restantes, também com periodos de 60 e 120 dias, foi avaliado o uso de 0sso
bovino desproteinizado, e sua associagdo com emdogain. Foi concluido que os
materiais, ou mesmo a associagdo deles, ndo foi capaz de aumentar a
quantidade de formagdo Ossea quando comparados com a utilizagdo de
regeneragao éssea guiada somente (DONOS et al., 2005).

Ainda em 2005, Sculean et al., avaliaram a combinacdo de proteinas
derivadas da matriz (EMD) do esmalte com um vidro bioativo (BG) ou BG
sozinho no tratamento de defeitos intra-6sseos periodontais em humanos. Seis
meses apods a cirurgia, os dentes foram extraidos juntamente com um pouco
dos tecidos circundantes para observacdo histolégica. Dos resultados
concluiram que o BG usado com EMD resultou em formagao de novo cemento
com ligamento periodontal associado, da mesma forma que aumentou a

mineralizag&o ao redor das particulas de BG.

0SSO AUTOGENO

Desde 1975 o osso autdgeno ja era estudado. Neste ano Levin et al. o
testaram (0sso poroso) em comparacao com fosfato tricalcico para tratamentos
de defeitos Osseos periodontais em caes. Os resultados indicaram que os
defeitos preenchidos com a ceramica cicatrizaram mais lentamente e que,
anquilose e reabsorgbes da raiz podem ocorrer quando o 0sso autdégeno foi
usado .

Block e Kent (1985) compararam o uso de hidroxiapatita sozinha com

uma combinacdo com 0sso autdégeno para aumento de rebordo em caes.
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Foram extraidos os terceiros e quartos pré-molares e os primeiros molares
bilateralmente e ,em seguida, uma alveolectomia radical foi feita. Depois de 8
semanas os materiais foram colocados nos rebordos em uma nova cirurgia. O
0sso autogeno foi removido da crista iliaca dos animais. Ao final de 16
semanas entdo os autores concluiram que o uso combinado de hidroxiapatitas
e 0sso autdbgeno mostrou uma formagédo de osso em toda a area contribuindo
para aumento do rebordo.

Pelos resultados obtidos por Burchardt (1987) os enxertos de 0sso
poroso mostram uma revascularizagao rapida, mas seu trabeculado é mais
facilmente reabsorvido, prejudicando a manutencdo da forma e volume do
enxerto. Por outro lado, esta reabsorcdo permite que logo ocorra uma
substituicdo por 0sso. Ja 0 enxerto de 0sso compacto persiste por muitos anos
e mostra regides viaveis e necroticas.

Frame et al. (1987) avaliaram o uso de hidroxiapatitas (porosa ou n&o)
sozinhas e em combinagdo com osso autdégeno e gesso paris. Os autores
observaram histolégicamente, ao final de 24 semanas, que o acréscimo de
osso autégeno as hidroxiapatitas n&o aumentou a deposigcdo de o0sso.
Verificaram ainda que os fragmentos de 0sso nao existiam mais ao final do
periodo.

Em 1989, Wada et al., em seu estudo avaliaram as respostas
reparativas em defeitos 6sseos em furcas de terceiros e quartos molares em
caes, utilizando trés materiais: osso autégeno, osso bovino desmineralizado
liofilizado e fosfato tricalcico (TCO-B). Os resultados foram obtidos com
avaliacao histologica depois 10 semanas. Os autores concluiram que, apesar

de todos os materiais terem sido bem aceitos, os defeitos preenchidos com
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0ss0 autdégeno mostraram significativamente uma regeneragdo mais
pronunciada do a dos outros materiais usados.

Observacdes de Ellies (1992) de que o0 osso autégeno possui acdes
osteoindutora e osteocondutora, o consagraram até hoje como uma referéncia
padrdo como material de enxerto ésseo, agindo inicialmente preenchendo o
espago vazio no defeito, enquanto prossegue o ciclo osteoclastico, em seguida
os osteoblastos iniciam o processo de formagéo 6ssea.

De acordo com Citarde e Friedman (1994), dados experimentais de
animais demonstram que enxertos de sitios doadores de osso de origem
membranosa tendem a sofrer menos reabsor¢cdo do que os enxertos de 0sso
de origem endocondral., provavelmente por causa da diferenca na arquitetura
O0ssea de cada um desses tipos de osso. Os autores ressaltam ainda, que a
remogao do enxerto do sitio doador esta relacionada com a menor morbidade
geral.

Nishibori et al. (1994) relataram os resultados de dois casos clinicos de
aumento de assoalho de seio, um com 0sso autdgeno da crista iliaca, e outro
com 0sso bovino desmineralizado liofilizado (DFDB). As amostras dos locais
que receberam 0sso autdogeno foram obtidas depois de 8 meses da cirurgia, e
dos locais onde foram usados o DFDB apdés 16 meses. As observacoes
sugeriram que o 0sso autdogeno produz o0sso em quantidade e qualidade
adequada para os locais de implantes, enquanto que o enxerto com DFDB nao
fica completamente remodelado pelo osso do hospedeiro e produz 0sso em
quantidade e qualidade insuficiente para os locais de implantes.

Um trabalho feito por Triplett e Schow (1996), descrevendo técnicas para

aumentar contorno e altura de processo alveolar em desdentados, analisou o
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uso de enxerto de osso autdégeno para colocacao simultdnea ou secundaria de
implantes osteointegrados. Os enxertos foram obtidos da crista iliaca e da
mandibula. Com as observacdes os autores concluiram que os enxertos de
0sso autdégeno podem ser usados com seguranga para promover habilidade na
colocacdo de implantes. O sucesso dos implantes nos locais com 0sso
autdégeno foi melhor quando os implantes foram colocados secundariamente, 6
a 9 meses depois dos enxertos. A falha dos implantes ndo implicou em falha
dos enxertos 0sseos, e em todos os momentos onde os implantes falharam na
osteointegracdo, enxertos 6sseos foram suficientes para permitir implantes
subsequentes.

Manso e Lang (1997) descrevem com clareza as fases osteogénicas da
reparagcdo em um enxerto autégeno em que destaca dois importantes tempos.
No primeiro, ha a proliferacao e diferenciacdo das células enxertadas com
deposicao de tecido ostedide e producao de trabeculado composto. Nessa fase
acontece a revascularizagao do 0sso enxertado por angiogénese periférica. Em
um segundo tempo, normalmente, a partir da Segunda semana, ha o
predominio da diferenciagdo das células mesenquimais do leito receptor em
osteoblastos (osteoinducdo). Esta fase torna-se dominante durante as
préximas 4 a 5 semanas ap6s o transplante. Ainda na Segunda fase, os
osteoclastos derivados dos mondcitos circulantes comegam a aparecer no 0SS0
enxertado, promovendo reabsor¢do, que, juntamente com as aposi¢cdes
formam um fenémeno denominado como “substituicao aposicional”.

Para Gross (1997) o osso autdégeno apresente as caracteristicas ideais
para um substituto 6sseo que sao: livre de transmissdo de doencas,

biocompatibilidade, radiopacidade, microporosidade, estimular a inducéo
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Ossea, reabsorver em periodo comparativo ao da formacdo Ossea, ser
substituido por tecido 6sseo, facil de ser obtido e manipulado, agir como matriz
ou veiculo para outros materiais e ter baixo custo.

Contendo em sua matriz inorganica, ostedcitos, osteoclastos,
osteoblastos e proteinas osteogénica, o osso autdgeno apresenta potencial
para osteogénese quando usado como enxerto para melhorar ou corrigir
defeitos 6sseos (BLOCK; KENT , 1997).

Becker et al. (1998) se propuseram em comparar a reparagao alveolar
em 8 pacientes apdés a implantacdo de o0sso bovino, 0sso bovino
desmineralizado liofiizado (DFDBA), osso autdégeno ou proteinas
morfogenéticas de osso humano em um veiculo de osteocalceina/osteonectina
(hBMP/NCP). As bidpsias foram feitas apds 3 a 6 meses depois do tratamento
para analise histolégica. Os resultados deste estudo indicaram que os alvéolos
que receberam hBMP/NCP, continham um osso lamelar com trabeculado bem
vivo. Os demais materiais utilizados promoveram reparagdo alveolar, e
aparentemente ndo interferiram no processo.

Sabendo que os enxertos de 0sso autégeno podem ser de 0SSO poroso
ou compacto, Merkx et al. (1999a) compararam a resposta destes dois tipos
com 0sso bovino mineral reabsorvivel (RBM) em defeitos 6sseos em seios
maxilares de cabras. Com a avaliagdo histoldgica, apdés 24 semanas, foi
concluido que os dois tipos de o0sso foram aceitos e incorporados da mesma
maneira nos defeitos 6sseos. J& em relagdo ao RBM, a concluséo foi que este
material foi somente osteocondutivo. Os mesmos autores (1999b), alguns
meses depois, N0 mesmo ano, usaram 0s enxertos de 0SSO poroso ou

compacto, em forma de fragmentos e de blocos. A mesma metodologia foi
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usada e os resultados, ap0s 24 semanas, mostraram que 0 0SSO poroso, em
fragmentos ou em blocos, € o material de escolha para tratamento de defeitos
em areas maxilofaciais onde nao haja necessidade de forcas mecanicas. Ja o
0sso compacto em fragmentos ndo é confiavel o suficiente para ser usado
como um enxerto ésseo solitario nestas condigdes. Segundo os autores, o ideal
seria sua utilizagdo em blocos.

Um estudo em cées feito por Hockers et al. (1999), testou o efeito de
uma membrana reabsorvivel suportada por enxertos xendgenos ou autdégenos
na reparacao 0ssea dentro de defeitos 6sseos ao redor de implantes. Foram
extraidos os terceiros e quartos molares e os primeiros molares mandibulares
bilateralmente. Depois de 4 meses, 3 defeitos 6sseos foram criados de cada
lado da mandibula, e foram colocados 1 implante por defeito. Os 6 locais foram
distribuidos em 4 grupos, sendo um controle, sem membrana ou enxerto. Os
outros receberam, somente membrana, membrana com 0sso bovino
desproteinizado, e o ultimo, membrana com osso autdgeno retirado no
momento de confeccdo do defeito. Depois de 16 semanas, os resultados
mostraram que a membrana reabsorvivel promoveu maior formagdo Ossea
quando em conjunto com os enxertos. Os autores concluiram ainda que nao
houve acréscimo na formagdo déssea com a utilizagdo de osso autdgeno,
quando comparado com o uso de 0sso bovino.

Orsini et al., em 2001, testaram e compararam o0 uso de duas
combinagcdes de materiais para tratamento de defeitos intra-0sseos
periodontais: osso autdégeno com sulfato de calcio e osso autdégeno com

membrana reabsorvivel. Os autores observaram a profundidade de sondagem,
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nivel clinico de insercdo e sangramento durante a sondagem durante 6 meses.
Concluiram que as duas terapias foram compativeis nos resultados.

Donos et al. (2002) também avaliaram a utilizacdo de membranas em
combinagcdo com osso cortical autdbgeno, mas neste trabalho foram usadas
membranas ndo reabsorviveis. A intengdo do uso destes materiais foi
conseguir um aumento do rebordo em ratos. Os autores fizeram analise
histolégica em material conseguido 15, 30, 60 e 90 dias ap6s a cirurgia. Dos
resultados concluiu-se que o volume do enxerto de osso autégeno pode ser
mantido com a cobertura de uma membrana, quando esta estiver
apropriadamente adaptada e coberta com mucosa durante a cicatrizacao. Nos
animais onde isto nao ocorreu, o0sso autdégeno implantado apresentou
reabsorgoes e falta de continuidade entre o enxerto e osso do sitio receptor.

Ja Tadjoedin et al., em 2002, comparam 0 0sso autdégeno com um vidro
bioativo (BG) em relacdo a capacidade destes em promover aumento do 0sso
maxilar no assoalho do seio em humanos. Estes materiais foram testados em 3
pacientes nos dois lados da maxila. De um lado foi colocada uma mistura de
80-100% de BG com 20-0% de particulas de osso da crista iliaca. Do outro
lado 100% de osso autdgeno foi utilizado como enxerto. As bidpsia foram feitas
depois de 4,6 e 15 meses apds as cirurgias. Os resultados sugeriram que uma
mistura com 80-90% de BG com 10-20% de osso autégeno sao efetivos na
reparacao 0ssea para aumento do assoalho de seio, necessitando de 6 meses
para cicatrizacdo, enquanto que 12 meses sdo necessarios para cicatrizagao
com 0sso autégeno somente.

Kiyokawa et al. (2002), avaliaram a habilidade de pacientes com

periodontite avancada em recuperar a fungdo mastigatéria, usando seus
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préprios dentes e enxertos com 0sso poroso da crista iliaca para regeneracao
de osso alveolar. 65 dentes foram reimplantados juntamente com os enxertos
de osso autdgeno. Apds 2 anos e 8 meses de observacao, somente 4 dentes
tiveram insucesso. Os autores verificaram radiograficamente, a formagéao de
0sso alveolar e, mesmo no final das observagdes, nenhuma reabsor¢gédo do
0sso neoformado ou radicular foi encontrada.

Nas técnicas cirurgicas, os sitios doadores mais frequentemente usados
para obtencéo de enxertos de 0sso compacto e poroso podem ter origem extra-
oral (crista iliaca, calota craniana e tibia) ou intra-oral (mento, tuberosidade da
maxila, ramo ascendente da mandibula e areas desdentadas) (CARDOSO;
GONCALVES, 2002).

Em um trabalho realizado por Cochran et al. (2003) uma associacao de
0ss0 autdgeno e emdogain foi usada em defeitos 6sseos de 1 a 6 mm criados
ao lado de dentes na mandibula de macacos. Os autores observaram, depois
de 2 meses, a formacgéo éssea e a de cemento. Concluiram que a associagao
dos materiais produziu maior quantidade de formagdo dos dois tecidos
analisados, quando comparada com a utilizagdo somente de emdogain. Vale
ressaltar ainda que estes resultados foram melhores nos defeitos menores.

Segundo Khan et al. (2005) a incorporagéo do enxerto de osso autégeno
na area receptora depende de varios fatores, como: tipo de enxerto (vascular
ou avascular), local do sitio doador, qualidade do osso transplantado e do osso
receptor, preparacdo darea receptora, doengas locais e sistémicas e
propriedades mecanicas do enxerto.

Um estudo feito em 2005 por Kim et al., comparou 0 uso de 0sso

autébgeno e um biomaterial reabsorvivel a base de carbonato de calcio em
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defeitos intra-6sseos periodontais em caes. O objetivo foi avaliar
histologicamente, apdés 8 semanas das cirurgias, a reparacdo dos tecidos
periodontais, com foco em reabsor¢cbées radiculares e anquilose, apés a
implantacdo dos materiais. Concluiram que ambos ndo promovem reabsor¢des
ou anquilose, mas que, apesar disso, o potencial osteogénico do 0sso
autdégeno é limitado.

Silva et al. (2005) estudando a reparacao de defeitos 6sseos em ratos
usaram a hidroxiapatita em forma de discos porosos, em comparagao ao 0SSO
autégeno. Os resultados foram analisados histologica e radiograficamente
depois de 2,4,8 e 24 semanas apoés a cirurgia e mostraram que, ao final das 24
semanas, os defeitos preenchidos com osso autégeno ou com a bioceramica
mostraram volumes similares de tecido 6sseo neoformado.

Busenlechner et al. (2005), estudaram o potencial de membranas de
reabsorcdo lenta (PTLM), em combinagdo com enxertos de 0sso autdogeno e
0ss0 bovino desproteinizado (DBBM), na reparacdo déssea com finalidade
aumento de rebordo alveolar em macacos. Cavidades foram preparadas na
mandibula 3 meses depois da extragdo dos primeiros e segundos molares. Os
defeitos O0sseos receberam o osso autégeno somente (ABB), ABB+PTLM e
DBBM+PTLM. Depois de nove meses, os resultados mostraram que os locais
desprotegidos com a membrana ocorreram reabsor¢des. Portanto, tanto ABB
quanto DBBM foram efetivos para aumento de rebordos, em defeitos deste

tipo, nos locais onde estavam protegidos pela membrana.
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Proposicao

O objetivo do presente trabalho foi:

1. Avaliar qualitativamente, a biocompatibilidade e a capacidade de
osteointegragdo de implante/enxerto de uma proteina derivada da
matriz de esmalte (emdogain) e de osso autégeno no interior da
cavidade de extracdo dentaria de ratos imediatamente apés a

exodontia;

2. Comparar utilizando a histometria, as interferéncias do emdogain
e de uma associacdo de 0sso autdbgeno e emdogain, com a

dindmica da reparagéo éssea alveolar.

Para tanto, foram realizadas as observagdes histologicas e
histométricas dos tecidos reparacionais e dos materiais
implantados/enxertados nos periodos de 7, 21 e 42 dias ap6s a extragao

dentaria.



4 Materiais e Métodos
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Materiais e Métodos

TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos albinos machos variedade Wistar, pesando
250-300 gramas, procedentes do Biotério Central do Campus de Ribeirdao Preto
da Universidade de S&ao Paulo, mantidos em gaiolas individuais semi-
metabdlicas em condi¢cbes controladas de iluminagéo (12 horas de luz/12 horas
de escuro) e temperatura (21 a 25°C), alimentados com ragado solida

balanceada (Nuvilab).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Foram constituidos 4 grupos experimentais:
Grupo 1: 15 ratos controles submetidos a extragdo do incisivo superior
direito e sacrificados nos periodos de 1, 3 e 6 semanas pés-cirurgia.
Grupo 2: 15 ratos experimentais, submetidos a extracao do incisivo
superior direito, implantados com Emdogain e sacrificados nos periodos de 1, 3

e 6 semanas pos-cirurgia.

Grupo 3: 15 ratos experimentais, submetidos a extracao do incisivo
superior direito, implantados com osso autdégeno (fragmento de osso com area
= 0,2+0,02 mm? da borda do alvéolo) e sacrificados nos periodos de 1, 3 e 6

semanas pos-cirurgia.

Grupo 4: 15 ratos experimentais, submetidos a extracdo do incisivo
superior direito, implantados com osso autégeno associado ao Emdogain e

sacrificados nos periodos de 1, 3 e 6 semanas pds-cirurgia.
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EXTRACAO DENTARIA

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (2,2,2-
tribromoethanol,  ALDRICH-Milwaukee, @ USA) administrado por via
intraperitoneal, na dose de 25 mg/100 gramas de peso corporal. Apds
sindesmotomia foi extraido o incisivo superior direito com um férceps adaptado
(OKAMOTO, 1964) (Fig.1,2 e 3). Imediatamente apds a exodontia, os alvéolos
foram suturados com fio mononylon 4.0 (Ethicon, Sdo José dos Campos, SP,
Brazil) e os animais receberam 0,2 ml de injegédo intramuscular de Pentabidtico

Veterinario, em dose unica (Wyeth-Sao Bernardo do Campo, SP, Brazil).

FIGURA 1. Instrumentos utilizados para o procedimento cirargico.
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FIGURA 2. Sindesmotomia e luxacao do incisivo superior direito.

FIGURA 3. Extrag&o do incisivo superior direito.
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IMPLANTE DO MATERIAL

Imediatamente apds as exodontias, os animais do grupo 2 tiveram o
terco médio de seus alvéolos preenchidos com o emdogain (Biora AB,
ldeon/Malmo, Sweden), que foi introduzido no interior dos alvéolos com o
auxilio de uma seringa tipo Luer tomando-se o cuidado de inserir sempre a
mesma quantidade (0,1 ml). Os animais do grupo 3 e 4 receberam a
implantagdo de um fragmento de osso (area = 0,2+0,02 mm?) da borda do
alvéolo que foi removido logo apds a exodontia. Este fragmento foi mergulhado
em soro fisiolégico (grupo 3) e em Emdogain (grupo 4) e implantado no interior

do alvéolo (Fig.4).

FIGURA 4. Instrumentos utilizados para implante/enxerto dos materiais.
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SACRIFICIO E COLETA DE MATERIAL

Completados os periodos em estudo (1, 3 e 6 semanas), 0s grupos de
animais foram sacrificados por uma sobredose do mesmo anestésico, suas
mandibulas foram separadas das maxilas, com o auxilio de uma lamina de
bisturi, e a maxila direita foi separada da esquerda através de uma incisao ao
nivel do plano sagital mediano, acompanhando a sutura intermaxilar; um corte
com tesoura reta tangenciando a face distal dos molares possibilitou a

obtencdo da peca com o alvéolo dentério direito (Fig.5).

FIGURA 5. Pecas recortadas.

PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

As hemi-maxilas direitas foram imersas em formol a 10% e fixadas,
descalcificadas por 4 dias em solucao de citrato de so6dio a 20% e acido
férmico a 30% (MORSE, 1945), lavadas em 24 horas em &gua corrente,
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina e orientadas de maneira a

permitir cortes longitudinais de 6 micrOmetros de espessura, corados pela
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hematoxilina-eosina. Foram obtidos 20 cortes distanciados um do outro por um

intervalo de 60 um.

ANALISE HISTOMETRICA DOS ALVEOLOS

Para facilitar o estudo, o alvéolo foi dividido em trés tergos: apical, médio
e cervical. Utilizou-se para a analise quantitativa dos tecidos um microscépio
Leica DM LB2 (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar Germany) com
uma camera digital de video Leica DFC 280 (Leica Microsystems Imagig AG,
Cambridge, England). As imagens foram processadas por um programa Leica
Owin (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge, England) obtendo-se a fracao
de volume do osso trabecular (%) no interior do alvéolo.

Os cortes histologicos foram focalizados ao microscopio com objetiva de
40x. Em cada alvéolo foram analisados 60 campos microscopicos mediante a

utilizacdo de uma grade colocada sobre os cortes (Fig.6).

FIGURA 6. Grade.
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Essa grade consiste de um quadrado que limita a area teste, contendo
100 cruzamento das linhas que pode ser utilizada para contar pontos, sobre
uma determinada estrutura histolégica. Conhecida a area coberta pela grade foi
possivel estimar a densidade volumétrica do tecido 6sseo nos diferentes
periodos do estudo pela contagem de 6000 pontos por alvéolo analisado,
correspondente ao produto de 20 campos microscépicos por ter¢o, por 100
pontos (cruzamentos). A densidade volumétrica das diferentes estruturas foi
entdo estimada pelo quociente da divisdo do numero de pontos que ficam

sobre a estrutura estudada, pelo numero total de pontos obtidos.

ANALISE ESTATISTICA
As comparacdes entre os resultados dos grupos foram realizadas pelos
testes estatistico ndo-paramétrico de Mann-Whitney (comparacoes 2 a 2) e de

Kruskall-Wallis (comparagdes multiplas) (SIEGEL, 1975).



S5 Resultados
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Resultados

RESULTADOS HISTOLGICOS

7 Dias

Grupo 1 - Controle

Nos cortes histolégicos dos alvéolos dos animais controle observou-se
um preenchimento parcial com tecido conjuntivo cicatricial rico em fibroblastos,
capilares e osso neoformado. O alvéolo encontrou-se parcialmente preenchido
por delicadas trabéculas ésseas imaturas circundadas por osteoblastos,
entremeadas com massas de coagulo em organizagao, principalmente no tergo
médio (Fig. 7).

Grupo 2 — Emdogain

Nos animais implantados com emdogain, o alvéolo se apresentou
parcialmente preenchido por trabéculas ésseas neoformadas bem organizadas
e circundadas por osteoblastos, entremeadas em um tecido conjuntivo maduro
contendo ainda coagulos sanguineos (Fig. 8).

Grupo 3 — Osso Autégeno

As avaliacbes histolégicas demonstraram a presenca do fragmento de
0sso implantado, que nao foi reabsorvido, localizado no terco médio do alvéolo
sem nenhuma reacado inflamatéria de corpo estranho. Na superficie do
remanescente do implante observava-se deposi¢cdo de 0sso novo circundado
por um tecido conjuntivo imaturo (Fig.9).

Grupo 4 — Osso Autégeno + Emdogain

Foi observada também neste grupo a presenca do fragmento de

0sso implantado, que nao foi reabsorvido, localizado no terco médio do alvéolo
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sem nenhuma reacdo inflamatéria de corpo estranho. Na superficie do
remanescente do implante notou-se claramente uma deposi¢cao de 0ssO novo
circundado por um tecido conjuntivo maduro em um arranjo mais acelerado que

no grupo implantado somente com osso autégeno (Fig.10).

21 DIAS

Grupo 1 - Controle

A reparacdo Ossea observada, principalmente nos tercos apical e
cervical dos animais controles, estava composta por trabéculas ésseas mais
espessas envolvida por osteoblastos. A quantidade de tecido conjuntivo se
mostrava bem menor do que no periodo anterior ( Fig.11)

Grupo 2 - Emdogain

Neste periodo o alvéolo apresentou-se com tecido 6sseo constituido por
trabéculas O0sseas menores e ainda circundado por tecido conjuntivo em
volume maior que nos animais controles (Fig.12).

Grupo 3 — Osso Autégeno

Observou-se ao redor do fragmento de osso uma maior quantidade de
osso neoformado em substituicdo ao tecido conjuntivo maduro existente
(Fig.13).

Grupo 4 — Osso Autégeno + Emdogain

O fragmento de osso implantado se apresentou totalmente envolvido por
uma formagédo de 0sso em substituicdo ao tecido conjuntivo maduro existente.
A comparacao destes dois grupos evidencia que neste ultimo, o tecido 6sseo

neoformado possuia um trabeculado mais espesso (Fig.14).
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42 dias

Grupo 1 - Controle

O trabeculado ésseo era espesso principalmente no terco cervical, e foi
possivel observar grande quantidade de matriz 6ssea com pequena quantidade
de tecido conjuntivo (Fig.15).

Grupo 2 — Emdogain

O grupo implantado com emdogain muito embora tenha apresentado um
trabeculado ésseo espesso e maduro ainda se notava que a quantidade de
tecido conjuntivo era maior quando comparado aos seus controles (Fig.16).

Grupo 3 — Osso Autégeno

Nesse periodo o fragmento de o0sso permaneceu sem reabsorcoes e
circundado por tecido 6sseo com trabeculado mais espesso (Fig.17).

Grupo 4 — Osso Autégeno + Emdogain

Da mesma forma que no grupo anterior o fragmento de osso se

encontrava envolvido totalmente por osso (Fig.18).
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Figura 7. Corte histologico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 1-controle
7 dias apo6s a extracao dental. TON — tecido 6sseo neoformado, TC — tecido
conjuntivo, CS — coagulo sanguineo. Coloracao Hematoxilina-Eosina, aumento

de 56X.

Figura 8. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 2-
Emdogain 7 dias apds a extracdo dental. TON — tecido 6sseo neoformado, TC
— tecido conjuntivo, CS — coagulo sanguineo. Coloracao Hematoxilina-Eosina,

aumento de 56X.
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Figura 9. Corte histologico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 3-Osso
Autégeno 7 dias apds a extracdo dental. TC — tecido conjuntivo, AO —
fragmento de osso autéogeno, CS — coagulo sanguineo. Seta mostra 0sso

neoformado sobre o implante. Coloragédo HE, aumento de 56X.

Figura 10. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 4-Osso
Autégeno+Emdogain 7 dias apds a extracao dental. AO — fragmento de osso
autégeno, TC — tecido conjuntivo. Seta mostra osso neoformado sobre o

implante. Coloragéo HE, aumento de 56X.
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Figura 11. Corte histoldégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 1-
controle 21 dias ap6s a extracdo dental. TO — tecido ésseo, TC — tecido

conjuntivo. Coloragdo HE, aumento de 56X.

Figura 12. Corte histoldégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 2-
Emdogain 21 dias ap6s a extragdo dental. TO — tecido ésseo, TC — tecido

conjuntivo. Coloragdo HE, aumento de 56X.
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Figura 13. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 3-Osso
Autégeno 21 dias apds a extragéo dental. TON — tecido ésseo neoformado, AO
— fragmento de osso autdégeno. Seta mostra limites do osso neoformado com o

implantado. Colora¢do HE, aumento de 56X.

Figura 14. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 4-Osso
Autégeno+Emdogain 21 dias apds a extracdo dental. AO — fragmento de osso
autégeno, TO —tecido ésseo. Seta mostra limites do osso neoformado com o

implantado. Colora¢do HE, aumento de 56X.
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Figura 15. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 1-
controle 42 dias apds a extracdo dental. TO — tecido ésseo, TC — tecido

conjuntivo. Coloracdo HE, aumento de 56X.

Figura 16. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 2-
Emdogain 42 dias apds a extracdo dental. TO — tecido 6sseo, TC — tecido

conjuntivo. Coloracao HE, aumento de 56X.
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Figura 17. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 3-Osso
Autdgeno 42 dias apds a extragao dental. TO — tecido ésseo, AO — fragmento
de osso autdgeno. Seta mostra limites do osso neoformado com o implantado.

Coloragao HE, aumento de 56X.

Figura 18. Corte histolégico do terco médio do alvéolo de ratos grupo 4-Osso
Autégeno+Emdogain 42 dias apds a extracdo dental. AO — fragmento de osso
autégeno, TO — tecido 6sseo. Seta mostra limites do osso neoformado com o

implantado. Colora¢do HE, aumento de 56X.
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RESULTADOS HISTOMETRICOS

Na tabela 1 estdo expressos os valores médios e erro padrdo da média
do volume percentual de tecido 6sseo nos tercos apical, médio e cervical dos
animais controles e implantados com o emdogain no periodo de 7 dias apés a
extracdo dental. Pode-se observar uma maior quantidade de formacéo de
tecido 6sseo (sem significancia estatistica) no tergo apical dos animais tratados

com emdogain quando comparados aos animais controles.

A tabela 2 mostra os valores médios e erro padrao da média do volume
percentual de tecido dsseo nos tergos apical, médio e cervical dos animais
implantados com osso autégeno e implantados com osso autégeno associado
ao emdogain no periodo de 7 dias apds a extracdao dental. Com excecao do
terco apical, os animais implantados com a combinacao de osso autégeno com

emdogain mostraram valores superiores ao dos demais grupos.

A tabela 3 apresenta as comparagdes entre 0s 4 grupos, no periodo de 7
dias. O teste estatistico aplicado (Kruskall-Wallis) acusou que os resultados
apresentaram significAncia estatistica (5%) com a implantagdo do o0sso
autdégeno e altamente significante (1%) com o uso do 0sso autégeno associado

ao emdogain.
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TABELA 1: Média aritmética e erro padrao referentes do volume percentual de

tecido 0sseo nos tercos apical, médio e cervical dos animais controles e

implantados com emdogain, 7 dias apds a extragao dental. Teste estatistico de

Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=5).

Tecido Osseo 7 dias

N Apical Médio Cervical
Controle |[Emdogain| Controle |Emdogain| Controle | Emdogain

1 33,6 36,7 40,7 33,6 40,2 28,6
2 32,6 35,3 34,8 26,8 36 32,6
3 42,9 42,8 25,3 37,9 39 40,6
4 34,4 39,1 28,2 38,7 32 37,4
5 34,6 37,7 42,9 35,7 45,1 41,7
M 35,6 38,3 34,4 34,5 38,5 36,2
EP 1,8 1,3 3,4 2,1 2,1 2,5

TABELA 2: Média aritmética e erro padrao referentes ao volume percentual de

tecido dsseo nos tergos apical, médio e cervical dos animais implantados com

Osso Autdgeno e Osso Autdgeno associado ao Emdogain, 7 dias apés a

extracdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=5).

Tecido Osseo 7 dias
N Apical Médio Cervical
Osso |Osso+Emd| Osso |Osso+Emd| Osso | Osso+Emd

1 51 48 17 51 42 57

2 54 52 35 31 56 57

3 52,5 48 30 42 45 56

4 54 51 22 35 50 56

5 51 51 26 41 52 59

M 52,5 50 26 41 49 57
EP 0,6 0,8 3,1 3,4 2,5 0,54
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Tabela 3: Comparagées entre os grupos controle (c), gruréos 7 Dias
X ns
emdogain (E), osso autégeno (O) e osso autégeno + CxO 5%
CxO+E 1%
emdogain (O+E), no periodo de 7 dias apds a extracao ExO 5%
ExO+E 1%
dental. Teste estatistico de Kruskal-Wallis OxO+E ns

Na tabela 4 estdo demonstrados os valores médios e erro padrdo da
média do volume percentual de tecido dsseo nos tergos apical, médio e
cervical dos animais controles e implantados com o emdogain no periodo de 21
dias apds a extracao dental. Notar que apresentou significancia estatistica (5%)

entre os dois grupos.

A tabela 5 relata os valores médios e erro padrao da média do volume
percentual de tecido 6sseo nos tercos apical, médio e cervical dos animais
implantados com osso autégeno e implantados com osso autégeno associado
ao Emdogain no periodo de 21 dias apds a extragdo dental. Muito embora os
nameros mostram maior quantidade de 0sso no grupo com o0sso autégeno

associado ao emdogain, o teste aplicado ndo acusou significancia estatistica.

A tabela 6 representa a comparagdo entre 0s 4 grupos, N0 mesmo
periodo (21 dias) onde o teste estatistico de Kruskal-Wallis acusou significancia
estatistica (5%) apenas entre os grupos controle x emdogain e controle x 0sso

autégeno.
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TABELA 4: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de
tecido 0sseo nos tercos apical, médio e cervical dos animais controles e
implantados com emdogain, 21 dias apds a extragdo dental. Teste estatistico

de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=5).

Tecido Osseo 21 dias

N Apical Médio Cervical
Controle | Emdogain | Controle |[Emdogain|Controle [Emdogain

1 57,3 41,7 57,7 45,8 59,3 69,2
2 59,8 51,4 57,9 52,3 56 59,3
3 52,6 59 60,9 56,1 58,7 65,8
4 65,7 48,3 61,8 55,8 61,5 62,5
5 70,8 51,7 60,7 49,1 73,9 55,4
M 61,2 50,4 59,8 51,8 61,8 62,4
EP 3,2 2,8 0,8 1,9 3,1 2,4

TABELA 5: Média aritmética e erro padrao referentes ao volume percentual de
tecido 6sseo nos tergos apical, médio e cervical dos animais implantados com
0sso autégeno e o0sso autdbgeno associado ao emdogain, 21 dias apds a

extracdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=5).

Tecido Osseo 21 dias

N Apical Médio Cervical
Osso Osso+Emd | Osso |Osso+Emd| Osso | Osso+Emd
1 60 48 36 67 53 72
2 50 55 59 47 65 62
3 56 52,7 41,2 53 60 65
4 55 51 48 59 58 64
5 54 51 53,5 59 59 72
M 55 51,5 47,5 57 59 67
EP 1,6 1,1 4.1 3,3 1,9 2
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Tabela 6: Comparagdes entre os grupos controle ©, gruréos 21 Dias 5o
X Y%

Emdogain (E), osso autégeno (O) e osso autdgeno + CxO 5%
CxO+E ns

Emdogain (O+E), no periodo de 21 dias apés a EXO ns
ExO+E ns

extracdo dental. Teste estatistico de Kruskal-Wallis OxO+E ns

Na tabela 7 estdo expressos os valores médios e erro padrao da media
do volume percentual de tecido 6sseo nos tercos apical, médio e cervical dos
animais controles e implantados com o emdogain no periodo de 42 dias apds a
extracdo dental. A comparagdao entre os dois tratamentos mostrou serem

diferentes, com significancia estatistica (5%).

A tabela 8 aponta os valores médios e erro padrao da média do volume
percentual de tecido dsseo nos tergos apical, médio e cervical dos animais
implantados com osso autégeno e implantados com osso autégeno associado
ao emdogain no periodo de 42 dias apds a extragao dental. O implante de osso
autdégeno associado ao emdogain foi superior ao 0sso autégeno na maioria dos

tercos alveolares embora sem significancia estatistica.

A tabela 9 representa a comparagédo entre 0os 4 grupos, no mesmo
periodo e o teste estatistico mostra significancia (5%) entre o controle x
emdogain, emdogain X o0sso autdgeno e altamente significante (1%) entre

emdogain x 0sso associado ao emdogain.
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TABELA 7: Média aritmética e erro padrao referentes ao volume percentual de
tecido 0sseo nos tercos apical, médio e cervical dos animais controles e
implantados com emdogain, 42 dias apds a extragdo dental. Teste estatistico

de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=5).

Tecido Osseo 42 dias
N Apical Médio Cervical
Controle | Emdogain | Controle | Emdogain | Controle |[Emdogain

1 61,2 63,7 64,1 65,3 69 73,8

2 63,8 62,7 66,6 58,2 70,2 68,7

3 75,3 64,8 74,2 64,5 80,5 67,6

4 69,8 66,5 79,5 66,9 72,9 68,3

5 74,9 61,5 63,4 69,8 70,4 67,6

M 69 63,8 69,6 64,9 72,6 69,2
EP 2,8 0,8 3,2 1,9 2 1,16

TABELA 8: Média aritmética e erro padrao referentes ao volume percentual de
tecido 6sseo nos tergos apical, médio e cervical dos animais implantados com
0sso0 autégeno e osso autdgeno associado ao emdogain, 42 dias apds a

extracdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=5).

Tecido Osseo 42 dias
N Apical Médio Cervical
Osso | Osso+Emd | Osso |Osso+Emd| Osso |Osso+Emd
1 68 58 72 69 79 84
2 72 71 64 74 64 90
3 69 70 64 74,5 75 86
4 66 65 70 70 66 87
5 74,7 58,5 70 69,8 73,5 88
M 70 64,5 68 71,5 71,5 87
EP 1,5 2,7 1,7 1,1 2,8 1
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Tabela 9: Comparagdes entre os grupos controle ©, Grupos |42 Dias
CxE 5%
Emdogain (E), osso autdgeno (O) e osso autdgeno + CxO ns
CxO+E ns
Emdogain (O+E), no periodo de 42 dias apos a ExO 5%
ExO+E 1%
extracao dental. Teste estatistico de Kruskal-Wallis OxO+E ns

Na figura 19 estdo representados em graficos os valores médios e os
erros padrdes (valores dentro dos cilindros) do volume percentual de tecido
0sseo do alvéolo total dos animais dos grupos controle e implantados com
emdogain. Independente do resultado estatistico, a figura evidencia que o
tratamento com emdogain produziu menos formacdo Ossea quando

comparados aos controles.

A figura 20 representa os valores médios e os erros padroes (valores
dentro dos cilindros) do volume percentual de tecido ésseo do alvéolo total dos
animais dos grupos do 0sso autdégeno e 0sso autdgeno associado ao
emdogain. Esta figura evidencia que o osso tratado com emdogain acelerou a

reparagao éssea no interior do alvéolo implantado.
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Figura 19 — Média e erro padrao (dentro dos cilindros) da fracao de volume (%)
de tecido 6sseo no alvéolo total dos animais controles e implantados com

emdogain, nos periodos de 7, 21 e 42 dias.
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Figura 20 — Média e erro padrao (dentro dos cilindros) da fragdo de volume (%)
de tecido 6sseo no alvéolo total dos animais implantados com osso autégeno

(O) e osso autdgeno associado ao emdogain (O + Emd), nos periodos de 7, 21

e 42 dias.
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Discussao

A reparacao tecidual € um dos fendmenos mais interessantes que
ocorrem nos organismos vivos. Deve-se ter em mente que este ndo € um
processo isolado, mas faz parte de uma série complexa de eventos biolégicos.
A reparacdo dos tecidos bioldégicos é considerada uma fase da reacao
inflamatoria, de vez que nao pode ser separado dos fendbmenos vasculares e
celulares que ocorrem em resposta a uma agressao.

O processo de reparagcdo consiste em uma perfeita e coordenada
cascata de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a
repavimentagao e a reconstituicdo do tecido. Tal evento é dindmico envolvendo
fendbmenos bioquimicos e fisioldgicos que se comportam de forma harmoniosa
a fim de garantir a restauracdo tissular. Inclui diversos processos, como
coagulacao, inflamacado, depdsito de substancias e sintese de matriz, a
angiogénese, fibroplasia, a epitelizacdo, a retragcdo da lesdo e remodelacao
(MANDELBAUM, 2003).

O inicio da coagulacdo é imediato apds o surgimento da ferida. Essa
fase depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulagdo. Ocorre
uma complexa liberagcdo de produtos. Substancias vasoativas, proteinas
adesivas, fatores de crescimento e proteases séo liberadas e ditam o
desencadeamento de outras fases. A formagao do coagulo serve para cruzar a
fibronectina, oferecendo uma matriz provisoria, em que os fibroblastos, células
endoteliais e queratindcitos possam ingressar na ferida. Intimamente ligada a

fase anterior, a inflamacao depende, além de inimeros mediadores quimicos,
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das células inflamatérias, como os leucocitos polimorfonucleares (PMN),
macréfagos e linfocitos. Os PMN chegam no momento da injaria tissular e
ficam por periodo que varia de trés a cinco dias, sdo eles os responsaveis pela
fagocitose das bactérias (WERNER; GROSE, 2003). O macrofago é a célula
inflamatoéria mais importante dessa fase, permanece do terceiro ao décimo dia,
fagocita bactérias, debrida corpos estranhos e direciona o desenvolvimento de
tecido de granulacdo. Alta atividade fagocitaria dos macrofagos € observada
apoés trauma. Os linfécitos aparecem na ferida em aproximadamente uma
semana, seu papel ndo é bem definido, porém sabe-se que, com suas
linfocinas, tem importante influéncia sobre os macréfagos. Além das células
inflamatoérias e dos mediadores quimicos, a fase inflamatéria conta com o
importante papel da fibronectina. Sintetizada por uma variedade de células
como fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, ela adere,
simultaneamente a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células, funcionando
assim como cola para consolidar o coagulo de fibrina, as células e os
componentes de matriz. Além de formar essa base para a matriz extracelular,
tem propriedades quimiotaticas e promove a psonizagao e fagocitose de corpos
estranhos e bactérias. Os mediadores mais frequentes sado: Fator de
Crescimento de Fibroblastos (FGF); Fatores de Crescimento Transformadores
(TGF-B e TGF-a); Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF);
Complementos plasma-ativados C3 e Cba (toxinas anafilaticas), eles
conduzem a multiplicagdo das células endoteliais, produzindo novos vasos
sanguineos (angiogénese), duplicando células musculares lisas e sintetizando
matriz. Muitos fatores que influem no processo de reparacao tecidual sao

secretados pelos macréfagos, como TGFs, citocinas e interleucina-1 (IL-1),
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fator de necrose tumoral (TNF) e PDGF (MANDELBAUM, 2003; WERNER,;
GROSE, 2003).

Na sequéncia final esta a proliferagdo, que é o fechamento do processo
com a presenga do tecido de granulacdo, angiogénese, fibroplasia e formagao
da matriz, que no tecido 06sseo finaliza com a formacdo do ostedide e
mineralizagéo.

O processo de reparacao de feridas de extragdo dental, ou processo de
reparacao alveolar, refere-se ao conjunto de reagdes teciduais desencadeadas
no interior do alvéolo, em seguida a exodontia. Tem sido estudado
detalhadamente, visto que dentre os procedimentos cirurgicos, as exodontias
ocupam posicdo de destaque nos consultérios odontoldgicos (JOHANSEN,
1970).

O organismo tem como objetivo, frente a um traumatismo apds a
extracdo dental, preencher com tecido 6sseo o espaco deixado no alvéolo.
Este fendmeno apresenta a mesma seqUéncia das respostas reparativas
observadas em outras regides, com algumas particularidades locais (PERRI
DE CARVALHO; OKAMOTO, 1987).

A cicatrizacdo de uma ferida de extragdo dental, que é a ferida éssea
mais comum na cavidade oral, € uma extensdo unica de tecido conjuntivo
cicatricial, pois a formacao de novo osso depende da deposigcado de cristais de
hidroxiapatita ao longo das fibras colagenas em uma matriz de proteoglicanas
chamada osteodide (KURITA et al., 1985). A mineralizagdo do alvéolo dentario
se da a partir do terco apical em direcdo ao cervical e das paredes alveolares
para o centro (SANTOS PINTO, 1964). O epitélio da mucosa gengival prolifera

sobre o coagulo organizado e/ou sobre o tecido conjuntivo jovem, na tentativa
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de restabelecer a continuidade da cobertura epitelial do rebordo alveolar. A
reparacao alveolar se completa quando o alvéolo dentario apresentar-se
preenchido por trabéculas ésseas espessas e espacos medulares diminutos, e
a crista alveolar remodelada (ALVES; OKAMOTO, 1989).

A compreensdo do processo de reparacdo no organismo é de grande
importédncia na busca de materiais que possam interferir favorecendo a
restauracao tecidual de maneira rapida e adequada.

As horas seguintes a extragdo sao criticas, pois qualquer disturbio local
ou sistémico sobre o coagulo, no sentido de desorganiza-lo, pode retardar
consideravelmente a reparacao alveolar. A colocacdo de qualquer material no
interior de alvéolos dentais é encarada como um disturbio local pelo organismo
podendo, portanto, resultar em atraso, mais ou menos acentuado, na
cronologia do processo de reparacdo. Os implantes intra-alveolares
normalmente perturbam a organizagdo do codgulo e lesam o ligamento
periodontal remanescente (CARVALHO; OKAMOTO, 1978).

O emdogain, um composto comercial derivado da amelogenina, proteina
que constitui o principal componente da matriz do esmalte, foi sugerido como
uma alternativa aos enxertos 6sseos e as membranas, no tratamento de
defeitos periodontais (HAMMARSTROM et al., 1997). Apesar de ndo ser
totalmente conhecido o0 mecanismo de agao das proteinas derivadas da matriz
do esmalte, foi demonstrado, por Gestrelius et al. em 1997a, que a maioria das
células necessita de uma matriz extracelular para sua fungéo, e que a adicao
dessas proteinas ao meio de cultura celular resultou em muitas mudancgas que
induziram a proliferacao de células do ligamento periodontal, bem como a um

aumento na producgao de proteina e colageno, e a mineralizacao.
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Neste trabalho foi observado que o emdogain em forma de gel
implantado no alvéolo ndo apresentou atraso na reparagao, quando se avaliou
o alvéolo total, embora a comparacdo entre os grupos mostre pequena
diminuicdo na formacao 6ssea nos tratados nos periodos de 21 e 42 dias, esta
diferenga nao indicou significancia estatistica. Estes resultados estdo de acordo
com aqueles observados por Mendes (2000), que avaliou a reparagao 0ssea
alveolar com a implantagdo de emdogain no interior do alvéolo. O autor
verificou que os animais tratados com emdogain apresentaram maior formagao
0ssea nos primeiros 6 dias, mas sem significancia estatistica, enquanto que em
periodos mais longos, a formagdo Ossea foi maior nos animais controles,
concluindo com estes resultados que o material ndo foi capaz de estimular a
neoformacao éssea.

Apenas pelos resultados deste trabalho ndao se podem explicar
exatamente 0s mecanismos intrinsecos envolvidos no processo de
neoformacao celular com o uso deste material. No entanto, pode-se sugerir a
possibilidade de interacdo de seus componentes com as células do organismo,
atuando em um dos pontos do processo regulatério de crescimento e
diferenciagao celular.

Os resultados apresentados nesta pesquisa sugerem que a proteina
existente no emdogain possuiu caracteristicas que o tornam capaz de interferir
no processo de reparacdo do tecido désseo, porém, sdo necessarios mais
estudos para melhor conhecimento das propriedades deste material e de sua
interagcdo com as células dos organismos nos quais se pretende implanta-lo. O
que se pode sugerir € que esta interacdo seja explicada pela adesao celular

que é mediada por receptores da superficie celular interagindo com as
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proteinas do emdogain, formando uma camada monoadesiva. Em sequéncia
os macréfagos sao ativados liberando fatores de crescimento de citocinas que
sdo importantes na inducdo do processo de reparacao celular (cicatrizagao).
Os fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF), os fatores de
crescimento transformadores (TGF alpha e beta), interleucina 1 e outros
estimuladores de migragao celular, exarcebam o processo inflamatério no local
da lesdo, enquanto o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e a
vasotropina (VEGF) induzem o processo de angiogénese.

Apesar dos resultados em nossa pesquisa nao terem sido animadores,
ou seja, ndo produziu aceleracao da neoformacao éssea, devemos lembrar que
material bem aceito pelo tecido 6sseo em outras regides do corpo apresentam
problemas no interior do alvéolo, por perturbarem a organizacédo do coagulo e
irritarem os restos do ligamento periodontal (CARVALHO; OKAMOTO, 1987;
OKAMOTO et al, 1994). Gestrelius et al. (1997b), em um estudo “in vitro”,
comprovaram que a resposta das células epiteliais a adicdo da matriz derivada
do esmalte foi diferente daquela obtida pelas células do ligamento periodontal.
Com isso concluiram que o mecanismo por tras das diferentes respostas das
células epiteliais e mesenquimais ainda nao esta esclarecido.

Mellonig (1999) destacou em seu trabalho a importédncia da hemostasia
quando se planeja utilizar emdogain, ndo apenas para visualizagdo do defeito
0sseo, mas também quando da colocagdo do material, pois 0 sangue evita o
contato intimo deste com a superficie. O sangramento excessivo e a
contaminacdo salivar sdo os maiores fatores que impedem a obtencdo de

resultados satisfatorios (HIROOKA, 1998; MELLONIG, 1999).
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Por isso, neste trabalho, cuidados com a hemostasia e suturas logo ap6s
as exodontias foram tomados, e nenhuma reacgao inflamatéria significante foi
encontrada no interior dos alvéolos dos animais implantados com emdogain.

Devido as dificuldades no manuseio do material, pode ter ocorrido
durante a sua colocagé&o no interior do alvéolo, algum extravasamento, seja
logo apds a implantacdo, seja em periodos posteriores. Gestrelius et al.
(1997a), apdés um estudo sobre a cinética do emdogain, em cirurgias
periodontais, observaram que o material permaneceu em niveis detectaveis, na
superficie radicular de molares de ratos por pelo menos duas semanas. No
interior do alvéolo seu comportamento foi semelhante, apresentando niveis
detectaveis até os 15 dias. E importante lembrar que a presenca do material
por si ja representa um fator que contribui para o retardo da reparacao, pois
ocupa o espaco destinado as células que conduzem o processo.

O restabelecimento do volume désseo pode ser obtido através de
diversos materiais de implante/enxerto. Segundo Ellis 1II° (2001), o enxerto
ideal deveria ter as caracteristicas estruturais de um enxerto em bloco e o
potencial osteogénico de um enxerto 6sseo esponjoso-medular em particulas,
fornecendo altas concentragdes de células osteogénicas.

Sao denominados biomateriais, aqueles materiais que sao colocados em
contato com sistemas bioldégicos e apresentam habilidade de interagir
apropriadamente com o hospedeiro em uma aplicagdo especifica (WILLIANS,
1987; VAN NOORT,1994).

O objetivo na utilizacdo dos biomateriais € a combinagcdo de uma

reparacao rapida com capacidade de ser reabsorvido durante a remodelacao
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o0ssea (LANGSTAFF et al., 2001) ou osseointegrado ao tecido. Os biomateriais
s&o considerados:

Implantes quando sao dispositivos destituidos de células vivas para uma
permanéncia por um periodo significativo de tempo.

Enxertos quando sdo fragmentos de tecido com vitalidade que seréao
transferidos de um doador para um receptor.

Transplantes quando sdo 6rgaos ou tecidos completos que serao
transferidos para restabelecer a fungao organica (PERRI de CARVALHO et al.,
2004).

Os enxertos s&o divididos em:

Autégenos ou autdlogos quando um tecido é transferido de uma posicao

para outra no mesmo individuo.

Alégenos, homdgenos ou homélogos quando um tecido é transplantado

de outro individuo da mesma espécie.

Xendgenos, heterdlogos ou heterégenos quando um tecido é

transplantado de espécie diferente do receptor.

Materiais aloplésticos que € um biomaterial de origem sintética ou quase

totalmente sintética (CARDOSO; GONCALVES, 2002; PERRI de CARVALHO
et al., 2004).

Estes materiais ainda podem ser classificados quanto a relacao que
estabelecem com o tecido désseo em: osteocondutores, osteoindutores,
osteogénicos e osteopromotores.

Osteocondutores quando funcionam como um arcabouco de suporte

para adesao e proliferacao de células osteoblasticas que logo formarao tecido

osseo.
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Osteoindutores quando estimulam as células mesenquimais a se

diferenciarem em células osteogénicas.
Osteogénicos produzem formacao éssea derivada de células formadoras
de osso contidas nele proprio.

Osteopromotores sdo aqueles que se constituem em barreiras fisicas

(membranas) para o isolamento do local em reparacao, visando a sele¢do de
um tipo particular de células para promover a reparagdo, ao mesmo tempo em
que exclui células concorrentes inibitérias (MOORE et al., 2001; CARDOSO;
GONGALVES, 2002; PERRI de CARVALHO et al., 2004; CALIXTO, 2005).

Diversos materiais para implante, cada um com suas propriedades
préprias, sao utilizados na tentativa de acelerar a reparacdao 6ssea. Muitos
destes materiais quando usados sozinhos apresentam efeitos limitados ou
variaveis sobre a reparacdo éssea e, em alguns casos com desvantagens
especificas. Por esta razao, muitos clinicos e/ou pesquisadores tem combinado
materiais para encontrar uma associagdo que apresente maior eficiéncia na
reparacao 6éssea (COCHRAN et al., 2003).

O osso autdégeno é, ainda, a referéncia “gold standard” devido as suas
vantagens biolégicas e potencial osteogénico (SANADA et al.,2003), atuando
por osteoindugdo e osteocondugcdo (ELLIES 1992), promovendo estimulo e
aposicao de tecido 6sseo a partir do osso ja existente, atuando como modelo
para a neoformacéo 6ssea (MANSO; LANG, 1997).

Age inicialmente preenchendo o espago vazio no defeito, enquanto
prossegue o ciclo osteoclastico, em seguida os osteoblastos iniciam o processo

de formacao 6ssea (ELLIES, 1992)



Discussao 79

Contendo em sua matriz inorganica, ostedécitos, osteoclastos,
osteoblastos e proteinas osteogénica, o osso autdégeno apresenta potencial
para osteogénese quando usado como enxerto para melhorar ou corrigir
defeitos 6sseos (BLOCK; KENT , 1997).

Para um enxerto ser considerado favoravel tornam-se necessarias
algumas caracteristicas ideais que o 0sso autdgeno apresenta como um
substituto ésseo, que séo: livre de transmissdo de doengas, biocompatibilidade,
radiopacidade, microporosidade, estimular a indugdo déssea, reabsorver em
periodo comparativo ao da formacao 6ssea, ser substituido por tecido 6sseo,
facil de ser obtido e manipulado, agir como matriz ou veiculo para outros
materiais e ter baixo custo (GROSS, 1997).

Neste trabalho avaliou-se através da histologia e histometria a reparacao
O0ssea do defeito 6sseo produzido pela extracdo dentaria utilizando como
implante/enxerto uma associagao do 0sso autégeno com o emdogain.

O exame histolégico dos alvéolos mostrou um padrédo normal de
reparacdo, apresentando caracteristica similar aos da literatura, incluindo
aquelas do nosso laboratério (BRENTEGANI et al, 1996 e 1997; LAMANO
CARVALHO et al, 1997; PRADO, 2002; CALIXTO, 2005; BALABANIAN, 2005).
A andlise mostrou que o material enxertado é biocompativel, e foi
progressivamente integrado ao 0sso alveolar no processo de reparacao 6ssea.

Os resultados apresentados no histograma da figura 20 (alvéolo total)
mostram que a combinagdo do osso autdégeno com o emdogain produziu um
aumento na formacdo Ossea, embora nao apresentando significancia
estatistica. Pode-se observar (tabela 2, 5 e 8) que nos tercos apicais em todos

os periodos o comportamento da reparagdo déssea se mostrou menor que 0s
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outros tercos (médio e cervical, que se localizam mais proximos ao material
enxertado) quando comparado ao grupo implantado sé com o osso autégeno
(sem o emdogain). Isto talvez se deva ao fato de o enxerto estar em posicéao
mais distante deste tercgo.

Estudos documentam a capacidade do osso autdégeno na reparagao
O0ssea em defeitos 6sseos (LEUNG; JIN.,2003; COCHRAN et al., 2003;
BLOCK; KENT 1997), e o potencial das proteinas da matriz do esmalte em
estimular a proliferacdo de células do ligamento periodontal, a formacao de
colageno e favorecer a mineralizacao (GESTRELIUS et al.,1997a), todavia o
implante de proteinas da matriz do esmalte sozinhas no interior de defeitos
0sseos ndao aumentou a formacédo éssea (MENDES, 2000) . Estes resultados
sugerem um efeito sinérgico entre os materiais, ou seja, enquanto o 0sso
autégeno pode agir como osteogénico e/ou osteoindutivo, as proteinas
derivadas da matriz do esmalte podem estar estimulando células da regiao
promovendo formag¢ao de novo 0sso.

O osso autégeno age inicialmente preenchendo o espago vazio no
defeito, enquanto prossegue o ciclo osteoclastico, em seguida os osteoblastos
iniciam o processo de formagédo 6ssea (ELLIES, 1992), e liberam fatores de
crescimento que contribuem para a reparacao dos defeitos 6sseos (MERKX et
al.,1999a; KIYOKAWA K., et al, 2002). Estes fatores de crescimento,
juntamente com proteinas presentes na matriz 6ssea, sdo responsaveis pela
capacidade osteoindutora do enxerto. Ja a proliferacdo e diferenciacdo das
células enxertadas com deposicdo de tecido ostedide caracterizam a

capacidade osteogénica do osso autdgeno (MANSO; LANG, 1997)
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A teoria descrita por CAPELLI (2003), explica os eventos provaveis que
tenha acontecido em nosso experimento, onde o fragmento de osso nao
vascularizado implantado no alvéolo dental sofre uma completa remodelacéao
semelhante ao osso vascularizado. O espago entre o implante e as paredes do
alvéolo € preenchido por coagulo sanguineo, que sera invadido por
fibroblastos, macrofagos, células endoteliais e osteoprogenitoras perivascular

que se diferenciardo em osteoblastos para formar osso (BOYNE, 1996). No

implante 6sseo ha também osteoblastos e pré-osteoblastos sobreviventes ja
aprisionados e prontos para formar osso. Desta forma a indugdo éssea pode
iniciar a partir das células pluripontenciais do préprio implante 6sseo ou das
células primitivas do leito vascular da medula éssea.

Em trabalho realizado por Cochran et al. (2003), a associacao de 0sso
autégeno e emdogain foi usada em defeitos 6sseos de 1 a 6 mm criados ao
lado de dentes na mandibula de macacos. Os autores observaram nao sé a
formagdo 6ssea, mas também a de cemento e concluiram que a associagao
dos materiais produziu maior quantidade de formacdo Ossea, quando
comparada com a utilizagdo somente de emdogain. Vale ressaltar ainda que
estes resultados foram melhores nos defeitos menores, o que coincide com a
teoria de que muitas vezes existe a necessidade de uma quantidade adequada
de enxerto (HILL et al., 1999; GREEN et al.,2002).

Foi testada a associacdo de 0sso bovino poroso com emdogain
(ZUCCHELLI et al., 2003). Os resultados acusaram um aumento da formacao
0ssea quando associados ao emdogain. O mesmo nao ocorreu com a
associacdo emdogain+0sso bovino desproteinizado na regeneracdo éssea

guiada (DONOS et al., 2005).
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A comparacao de relatos da literatura sobre o comportamento dos
diferentes biomateriais utilizados em estudos clinicos ou experimentais é
sabidamente dificil, devido as diferencas entre as espécies animais e 0s sitios
de implantacdo, aos diferentes periodos e parametros macroscopicos,
histolégicos ou histométricos escolhido para analise (MERKX et al., 2003).

Os resultados desta pesquisa, obtidos em animais, ndo devem ser
diretamente extrapolados para humanos, nem conduzir a uma inferéncia sobre
0 uso dos biomateriais na clinica odontolégica. No entanto, eles acrescentam
evidéncias ao fato de que, em que pese a necessidade e conveniéncia da
utilizacdo de biomateriais para preservacao/recuperacao de tecido 6sseo,
deve-se levar em conta que qualquer material introduzido no interior de um
defeito pode atrasar a reparagao, e reafirmam a necessidade de se ponderar
se e em quais circunstancias um determinado material favoreceria o resultado

desejado.
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Conclusoes

Dos resultados apresentados pode-se concluir que:

1.

A reparagao 0ssea no interior do alvéolo dental com implantacdo do
emdogain ndo produziu alteragdes significativas quando comparado aos

controles.

O fragmento de osso autdégeno implantado no terco cervical do alvéolo
mostrou uma osteointegracao progressiva e sem reacdo de corpo

estranho.

O implante/enxerto de uma associacdo de o0sso autdgeno mais
emdogain produziu aumento da quantidade de osso neoformado no

interior do alvéolo.
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Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
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