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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo da efetividade
da matriz dentinaria alogénica desmineralizada como material osteoindutor em
associagcao com a técnica da regeneracao 6ssea guiada com membrana de polimero
de poliuretana em defeitos ésseos cirlrgicos experimentais na tibia de ratos. Foram
utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus) divididos em trés grupos, sendo que
no grupo controle (C1) os animais tiveram o defeito preenchido apenas com coagulo
sanglineo, no grupo tratado (E1) os defeitos contendo coagulo foram ocluidos com
membrana de poliuretana e no grupo tratado (E2) foram implantados particulas de
matriz dentinaria desmineralizada alogénica envolvidos com membrana de
poliuretana. A dentina foi obtida ap6s exodontia de incisivos centrais de ratos da
mesma espécie. De acordo com o periodo de cicatrizacdo 6ssea, determinado de
15, 30, 60 e 90 dias, os animais foram sacrificados, em grupos de cinco a cada
periodo. As pecas contendo os defeitos 6sseos foram removidas em blocos e
fixadas em formol a 10% sendo submetidas a andlise macroscépica, radiografica
digital e convencional, microscopica e histomorfométrica. Os resultados obtidos
mostraram que a membrana de poliuretana exibiu propriedades de osteopromoc¢ao
favorecendo o processo de neoformacédo 6ssea permanecendo na superficie da loja
cirirgica durante todo o periodo experimental e que a matriz dentinaria
desmineralizada alogénica exibiu atividade osteoindutora e osteocondutora
estimulando a regeneragdo 6ssea de forma direta, sendo incorporada ao 0sso

neoformado sofrendo pouca reabsor¢cédo durante o processo de remodelagao.



ABSTRACT

The aim of this study was to perform a comparative study of the
effectiveness of the alogenic dentin matrix as an osteoinductive material in
association with the guided bone regeneration technique using a polyurethane
polymer membrane in experimental surgical bone defects in tibia of rats. 60 Wister
rats (Rattus norvegicus) were divided in 3 groups. In the control group (C1) the bone
defect was filled only with the blood clot. In the treated group (E1) the bone defects
filleded with blood clot were covered with the polyurethane membrane and in the
treated group (E2) particles of alogenic desmineralized dentin matrix were inserted in
the bone defect and covered with the polyurethane membrane. The dentin was
obtained from incisor of rats belonging to the same specie. For each group, 5 animals
were sacrificed after a period of 15, 30, 60 and 90 days. The tibias were removed in
blocks and fixed in formalin 10% and submitted to macroscopic, digital and
conventional radiographic, microscopic and histomorphometric analyze. The results
showed that the polyurethane membrane exhibited osteopromotion properties wich is
favorable to the process of newly formed bone. The membrane remained in the
surface of the surgical bone defect during all the bone healing process. The alogenic
desmineralized dentin matrix showed osteoinductive and osteoconductive activity
and stimulated the bone regeneration in a direct way. The grafter dentin was
incorporated to the newly formed bone and soffered few resorption during the

remodeling process.
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1 — INTRODUCAO

A reconstrucdo de defeitos com grande perda éssea devido a traumas,
infecgdes, tumores ou anomalias de desenvolvimento ainda é um grande desafio
para as cirurgias reconstrutivas. No processo reconstrutivo € preciso criar condigoes
para o estimulo da neoformagédo éssea, a fim de impedir o crescimento de tecido
conjuntivo cicatricial no interior do defeito 6sseo que perturba ou impede totalmente
a osteogénese. Para contornar este problema varios procedimentos foram utilizados
como os relacionados a enxertos e implantes, assim como a técnica de regeneracao

Ossea guiada.

A técnica da regeneracao Ossea guiada tem sido preconizada como um
método efetivo para estimular a regeneragao éssea em defeitos 6sseos cirdrgicos
por mais de uma década (DUPOIRIEUX et al., 1994). A técnica se baseia no
principio de que os diferentes tecidos que contornam o defeito 6sseo cirurgico
regeneram-se com velocidades diferentes e, desta forma, competem entre si na
ocupacao da area cruenta durante o processo de reparagdo (BLUHN & LASKING,
1955; KARRING et al.,, 1993; NYMAN & LANG, 1994). Estudos experimentais
realizados em varios modelos animais provaram que ao ser utilizada membrana
oclusiva como barreira, cria-se um obstaculo mecanico que previne o crescimento
de tecido conjuntivo cicatricial no local a ser regenerado, permitindo assim a
repopulacao preferencial do defeito cirurgico com células osteogénicas (SCHENK,

1994).

A aplicacao de uma barreira em forma de membrana em defeitos 6sseos
atuaria através da osteopromocgéo, isto €, além de manter a concentragdo dos

fatores estimulantes da osteogénese, protegeria fisicamente a &rea do defeito contra
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a invasao por tecidos moles circundantes altamente proliferantes, prevenindo a
inibicdo celular heterotopica, e delimitaria a osteogénese no contorno &ésseo

desejado.

Os dois principais componentes do tecido 6sseo sao as células e a matriz
Ossea. A parte inorganica da matriz éssea, € responsavel por dois tergos do volume
0sseo e é composta por cristais de fosfato de célcio depositado como hidroxiapatita.
A parte organica da matriz 6ssea corresponde a um ter¢co da massa Ossea e €
composta por colageno, proteinas nao colagenosas e agua (FORELL & STRAW,
1993). Incluidas dentro das proteinas nao colagenosas estao as proteinas ésseas
morfogenéticas, as quais sao responsaveis pela morfogénese dssea e regulacdo da
atividade celular osteogénica (MOHAN & BAYLINK, 1991).

As células encontradas no tecido 6sseo sado as células osteoprogenitoras,
que estdo localizadas na camada celular interna de perioésteo, revestindo canais de
Havers, canais de Volkmann e canal medular, possuindo a capacidade de se
diferenciarem em osteoblastos; os ostedcitos que sdo denominados de células
maduras do o0sso, derivadas dos osteoblastos, sdo encontrados em pequenos
espacgos da matriz 6ssea chamados de lacunas; e os osteoclastos que sao células
que se originam de precursores da medula dssea, sendo responsaveis pela

reabsorcédo e remodelacdo da matriz 6ssea depositada pelo osteoblasto.

O tecido 6sseo apresenta uma extraordinaria capacidade de remodelacao e
regeneracao ao longo da vida, e isso tem sido atribuido tanto a proliferagdo das
células osteoprogenitoras, como a inducao e proliferagdo das células mesenquimais
indiferenciadas (CORMACK, 1999). Pesquisas tém sido realizadas para acelerar o
processo de regeneracdo Ossea utilizando-se como material osteoindutor a matriz

dentinaria homogena desmineralizada devido a sua biocompatibilidade, baixo custo,
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facilidade na manipulagédo e potencial imunogénico e principalmente por apresentar
na sua composicao proteinas morfogenéticas ésseas (YOSHIDA et al., 1998;
OKAMOTO et al.,, 1999; CARVALHO, 2001; CARVALHO, 2004). Os materiais
osteoindutores participam da reparagédo de uma ferida induzindo a formagéo de

novo tecido 6sseo.

A osteoinducao pode ser obtida por dois processos: processo mediado por
células e mediados por fatores de crescimento. No primeiro processo, as células
mesenquimais indiferenciadas osteogénicas sdo colhidas da medula Gssea e
colocadas nas paredes do defeito 6sseo onde proliferam e se diferenciam em
osteoblastos, cuja funcao € sintetizar a parte organica da matriz 6ssea com posterior
mineralizacdo. No segundo processo, fatores de crescimento especifico,
denominados proteinas morfogenéticas ésseas (BMP’s) pertencentes as subfamilias
dos fatores de crescimento transformadores beta (GONCALVES et al., 1998;
FERNANDES, 2000) tem propriedade de estimular a proliferacdo das células
mesenquimais indiferenciadas osteoprogenitoras e a sua migracao, reagregagao e
diferenciacdo em condroblastos e/ou osteoblastos, com subsequiente deposicédo de

matriz éssea (URIST, 1965; REDDI et al., 1986).

As células mesenquimais ndo especializadas que se diferenciam em células
formadoras de osso, em resposta a estimulacdo das proteinas morfogenéticas séo
denominadas células osteoprogenitoras indutiveis, estando presente em abundancia
no musculo esquelético e tecido conjuntivo, locais onde a formacéo de o0sso pode
ser induzida com maior facilidade (FORELL & STRAW, 1993).

Pelo exposto, pensou-se em realizar um estudo comparativo da efetividade
da matriz dentinaria alogénica desmineralizada como material osteoindutor em

associagdao com a técnica da regeneracao 6ssea guiada com membrana de polimero
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de poliuretana em defeitos 6sseos cirlrgicos experimentais na tibia de ratos para

melhor entendimento da dindmica da biologia 6ssea.
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2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 Morfologia do Tecido Osseo

O tecido ésseo € um tecido conjuntivo especializado formado por células e
por uma matriz 6ssea mineralizada. A matriz 6ssea € composta por 25% de parte
organica e 75% de parte inorganica cuja composicao € dada basicamente por ions
fosfato e calcio formando cristais de hidroxiapatita. A extrema rigidez do tecido 6sseo
é resultado da interagdo entre 0 componente organico e o componente mineral da

matriz (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

2.1.1 Consideracoes Gerais

A matriz 6ssea estd formada principalmente por fibras colagenas do tipo |
(90%), proteoglicanos (ricos em condroitinsulfato, queratansulfato e acido
hialurdénico) e proteinas nao colagenosas. As proteinas ndo colagenosas incluem
sialoproteinas 6sseas, BMP’s, osteocalcina, osteopontina e osteonectina, sintetizada
pelos osteoblastos e com propriedades especificas na mineralizacdo do 0sso
(KIERSZENBAUM, 2004). Entre estas proteinas, a osteonectina é responsavel pela
ligacdo do colageno ao mineral e nucleagdo da deposigdo mineral. A osteocalcina €
a proteina ndo colagenosa responsavel pela ligacao do calcio a hidroxiapatita,
controlando o crescimento do cristal de hidroxiapatita. Ja a osteopontina
contém uma sequéncia de aminoacidos RGD (Arg-Gly-Asp) especifica para um
receptor integrina responsével pela adesdo células-matriz, sendo atuante no

recrutamento de osteoclastos (CORMACK, 1999).
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De acordo com ROSS & ROWRELL (1993), as células tipicas do tecido
0sseo sao as células osteoprogenitoras, os ostedcitos, os osteoblastos e os
osteoclastos. As células osteoprogenitoras sdao consideradas células de repouso ou
de reserva que pode ser estimulada para se transformar em osteoblastos e produzir
matriz 6ssea. Compdem a populagédo de células presente na camada mais interna
do periésteo assim como as células endésteas de revestimento do canal medular,
canais de Havers e canais de Volkmann. Para que ocorra a formagao 6ssea em um
sitio determinado, células osteoprogenitoras, ou seja, células mesenquimais
indiferenciadas podem migrar para o sitio e proliferarem para se tornar osteoblastos.

FRIEDENSTEIN em 1976 dividiu as células osteoprogenitoras em células
precursoras osteogénica induzidas e determinadas. As células precursoras
osteogénicas determinadas estdo presentes na medula 6ssea, no enddsteo € no
periésteo que recobrem a superficie 6ssea. Tais células possuem a capacidade
intrinsecas de proliferar e se diferenciar em osteoblastos. As células precursoras
osteogénicas induzidas, por outro lado, representam as células mesenquimais
presentes em outros organismos e tecidos que podem se tornar células formadoras
de osso quando expostas a estimulos especificos. As células osteoprogenitoras
determinadas sdo responsaveis pela ossificacao ortotdpica e as induzidas pela
ossificagao heterotdpica.

Os osteoblastos sao células completamente diferenciadas e nao
apresentam capacidade de migracéo e proliferacdo. Caracterizam-se por ser células
uninucleadas que derivam das células mesenquimais pluripotentes, e sintetizam
tanto colageno quanto as proteinas nédo colagenosas. Também concentram fosfato
de calcio, participando da mineralizagcdo da matriz. A matriz 6ssea adjacente aos

osteoblastos ativos e que ndo foi ainda mineralizada, recebe o nome de ostedide. Os
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osteoblastos sdo encontrados na superficie da matriz 6ssea em arranjo epitelial,
quando em alta atividade sintética apresentam uma forma cubdide, quando inativos,
apresentam-se pavimentosos (SODEK & MCKEE, 2000).

A diferenciacdo dos osteoblastos é controlada por fatores de crescimento e
de transcricdo. Varios membros da familia de proteinas morfogenéticas Osseas
(BMP’s) e o fator de transformagéo B regulam o desenvolvimento embriondrio e a
diferenciacdo dos osteoblastos. De acorde com DUCY et al. (2000), genes
osteoblastos-especificos modulam a diferenciacdo do progénie do osteoblasto: o
Cbfa 1 (familia do fator de ligagdo-centro) codifica o fator de transcrigdo que induz a
diferenciacao dos osteoblastos e controlam a expressao da osteocalcina. Outra
substancia que também atua inibindo a formacdo éssea pelos osteoblastos é a
leptina, um peptideo produzido pelos adipdcitos (SAUTIER, 2003; KIERSZENBAUM,
2004).

Para STEVENS & LOWE (2001), os ostedcitos sdo células achatadas em
forma de améndoas com inumeros prolongamentos citoplasmaticos, localizados em
cavidades ou lacunas no interior da matriz 0ssea. Destas lacunas formam-se
canaliculos que se dirigem para outras lacunas, tornando assim a difusdo de
nutrientes possivel gracas a comunicagdo existente entre ostedcitos. Originam-se
dos osteoblastos, quando estes sdo envolvidos completamente pela matriz éssea
mineralizada. Apresentam um papel fundamental na manutencao da integridade da
matriz 6ssea.

Os osteoclastos participam dos processos de absor¢do e remodelagdo do
tecido 6sseo. Sao células gigantes e multinucleadas, extensamente ramificadas, que
derivam da linhagem celular progenitora de mondcito-macréfago da medula éssea,

que desvia para a via progenitora osteoclastica. Dilatagdes dos osteoclastos, através



30

da sua agao enzimatica, escavam a matriz 6ssea, formando depressées conhecidas
como lacunas de Howship. Estas células secretam acidos, colagenases e
pirofosfatases e outras enzimas que descalcificam e hidrolisam a matriz organica
(HID, 2003).

De acordo com TEITELBAUM (2000), o fator estimulador de colénia de
macrofago (M-CSF) € um produto secretado pelos osteoclastos que € necessario
para a sobrevivéncia e proliferacdo dos precursores de osteoclastos, o mondcito-
macrofago. Os osteoblastos e as células do estroma da medula éssea produzem um
ligante (RANKL) do fator nuclear de ativacdo Kappa B (NF-kB) com finalidade de
ligagédo para o receptor RANK. A interagao do receptor RANK com o RANKL exposto
na superficie dos osteoblastos determina o contato célula-célula necessario para
futura maturacdo do precursor de osteoclasto. Os osteoblastos sintetizam
osteoprotegerina (OPG) que inibe a diferenciacdo dos precursores de osteoclastos
pela interacdo com o fator RANKL.

FERRER CANABATE et al. em estudo publicado em 2002 comentam que o
sistema OPG/RANKL/RANK traz uma ampla clareza no conhecimento da fisiologia
0ssea, onde o ponto mais importante desse sistema € a osteoprotegerina, também
conhecido como fator de inibicdo da osteoclastogénese, tendo como principal funcao
a inibicdo da maturacao dos osteoclastos e de sua ativagao.

Fatores que regulam a remodelagem do o0sso, como o horménio da
paratiredide e fator de necrose tumoral, o fazem pela regulagdo da expressado da
osteoprotegerina e do RANKL. A massa 0ssea pode ser determinada pela
concentracgao relativa de RANKL e osteoprotegerina (RAMOS et al., 2002).

O tecido ésseo pode ser classificado baseado no seu aspecto morfoldgico e

anatébmico em osso compacto (sem cavidades visiveis) e 0SS0 esponjoso (com
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cavidades intercomunicantes). No critério histolégico, ROBERTS em 1987 classificou
o tecido 6sseo em quatro tipos: o tecido ésseo trabeculado ou entrelacado
(primario), o composto, o lamelar (secundario ou Haversiano) e o fasciculado. O
0sso trabeculado € o primeiro tecido 6sseo a ser formado durante o reparo ésseo.
Caracteriza-se por uma velocidade de formagao muito rapida (30-50 um ao dia), por
ter uma matriz de colageno desorganizada sem as estruturas lamelares dos
sistemas haversianos e por ser fragil com pouca resisténcia biomecanica. E o tecido
que caracteriza a primeira fase da cicatrizacdo 6ssea, sendo reabsorvido e
substituido por osso lamelar. O termo tecido ésseo composto é usado para
descrever o estagio de transicdo entre o 0sso trabeculado para o osso lamelar. O
tecido osso lamelar ou haversiano € um tecido 6sseo maduro que forma-se devagar,
a uma velocidade de 6 um ao dia, e caracteriza-se por apresentar fibras colagenas
organizadas em lamelas 6sseas concéntricas, formando os sistemas de Havers, que
€ a unidade estrutural do osso compacto. O tecido 6sseo fasciculado é o 0sso
encontrado onde estdo inseridos os feixes de fibras de Sharpey e na superficie
interna da parede éssea do alvéolo dentario.

Os sistemas de Havers ou ésteon sdo compostos por cilindros de lamelas
dispostas concentricamente em torno de um espaco vascular denominado canal de
Havers. Os canais de Havers comunicam-se entre si através dos canais de
Volkmann, que tém uma orientagao obliqua ou perpendicular em relacdo aos canais
de Havers, como descritos por GARTNER & HIATT em 20083.

As superficies désseas sdo revestidas por tecido conjuntivo e células
osteoprogenitoras, formada externamente pelo periosteo e internamente pelo
enddsteo. O peridsteo apresenta uma camada externa fibrosa e uma interna rica em

células osteoprogenitoras. O canal medular, canais de Havers, canais de Volkmann
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e as cavidades do o0sso esponjoso sdo revestidos por endosteo (JUNQUEIRA,
2005).

Segundo CORMACK em 1999, o processo de formacdo dssea ou
osteogénese observada no embrido é classificado em ossificagcdo intramembranosa,
na qual o tecido 6sseo é depositado diretamente no tecido conjuntivo primitivo ou
mesénquima, e ossificagdo endocondral, na qual o tecido ésseo substitui uma
cartilagem hialina preexistente, o molde do futuro osso.

Para ERICKSEN et al. (1986), a osteogénese tem sido considerada um
grande passo na evolugao dos tecidos de suporte, pois proporciona uma complexa
cascata de eventos que envolvem a proliferagdo de células mesenquimais
embrionarias, diferenciacao em células precursoras osteoblasticas
(osteoprogenitoras, pré-osteoblastos), maturacdo dos osteoblastos, formacao de
matriz e, finalmente mineralizacao.

A ossificagdo intramembranosa comeca a partir de um centro de ossificacao
primaria que se inicia a partir de células mesenquimais indiferenciadas, que se
transformam em osteoblastos; estes sintetizam ostedide, entre as traves que vao se
formando, ficando espacos que vao sendo ocupados pelos vasos sanglineos e por
células mesenquimatosas indiferenciadas, que dardo origem a medula éssea. Os
0sso0s planos cranianos (frontal, parietal, parte do occipital e as partes escamosa e
timpénica do temporal) e faciais (maxila e mandibula), bem como as claviculas,
desenvolvem-se por este tipo de ossificagdo. Ja a ossificacdo endocondral tem inicio
a partir de um molde de cartilagem hialina, com o formato do 0sso um pouco menor
e geralmente esta relacionado com a formagao dos ossos curtos e longos. Neste tipo
de ossificacdo ocorre inicialmente hipertrofia dos condrocitos, diminuicdo da matriz

cartilaginosa, mineralizagcdo e morte dos condrocitos, e em um segundo momento,
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células provenientes do tecido conjuntivo préximo ocupam as lacunas onde estavam
0s condrécitos, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a producdo de matriz
Ossea sobre os pequenos tabiques de cartilagem calcificada, dando origem ao tecido

0sseo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

2.2 Biologia da Regeneracio Ossea

Segundo LINDHE et al. (2005), o tecido 6sseo rapara-se por regeneragao,
ou seja, 0 0sso é capaz de reparar fraturas ou defeitos locais com tecido que
apresenta a mesma morfologia e funcao do tecido 6sseo original.

A grande capacidade de reparo do tecido 6sseo pode ser demonstrada
quando o osso é fraturado. A reparacao 6ssea durante uma consolidacdo de uma
fratura pode seguir dois padrdes distintos: reparacao direta ou primaria, e reparagcao
indireta ou secundaria (SCHENK, 2000). A reparagao primaria consiste na formacao
direta de osso lamelar no defeito 6sseo ou na linha de fratura, a partir dos sistemas
de Havers da cortical 6ssea, sem formacgao de calo ésseo. Ao contrario, a reparacao
secundaria envolve respostas do periésteo e dos tecidos moles adjacentes, com
subsequente formacdo do calo. Embora algumas fraturas possam consolidar
primariamente, a maioria delas consolida de forma secundaria, através da
combinacao de ossificacao intramembranosa e endocondral.

Segundo EINHORN (1998) pode-se dividir o processo de reparo ésseo em
cinco estagios. Estes estagios incluem uma fase inicial de formagcao do hematoma e
desencadeamento do processo inflamatério, uma fase subseqliente de angiogénese
e formacao de tecido cartilaginoso, trés fases sucessivas de calcificagdo da matriz

condroide, apoptose e remocao dos condrécitos e deposicdo de matriz ostedide.
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Apoés a consolidacao da fratura, inicia-se o estagio de remodelacéo, restabelecendo
as caracteristicas mecéanicas do o0sso. No processo de remodelacdo déssea 0s
osteoclastos removem o tecido 6sseo, e 0os osteoblastos depositam osso lamelar em
volta do canal central medular.

Os mecanismos fisioldgicos envolvidos no processo de formacao do tecido
06sseo podem ocorrer por trés processos distintos: osteogénese, osteoconducao e
osteoinducao (GLOWACKI & SPECTOR, 1990). Para OSTRUM et al. (1994), o
termo osteoindug&o tem sido usado para descrever o processo de diferenciagao de
células osteoprogenitoras em condroblastos e osteoblastos, resultando na
regeneracdo do tecido ésseo danificado. Na osteocondugcdo, a formagdo 6ssea
normal ¢é auxiliada para estender internamente uma area devido um
desenvolvimento estrutural favoravel onde o material condutivo 6sseo serve como
um substrato para novas formacoes ésseas.

Segundo FERNANDES (1998), a inducado éssea pode ser obtida por dois
métodos: mediado por células e por fatores de crescimento. Células osteogénicas
precursoras (determinadas ou induziveis) alojadas em ambientes biolégicos 6sseos
e nao 6sseo podem proliferar e se diferenciar em osteoblastos maduros que formam
a matriz éssea que subsequentemente mineralizam formando tecido ésseo maduro.
Para GIORDANO et al. (2003) o contato destas células com substancias
osteoindutoras promove sua proliferacéo e diferenciagédo, e dependendo do local em
que ocorra essa transformacgéo, ha a formagédo de tecido cartilaginoso e/ou ésseo.
Quando este processo se da no esqueleto, € denominada ossificacdo ortotdpica, e
guando ocorre fora do tecido 6sseo, é chamada heterotopica (ectdpica).

Um dos principais fatores que atuam impedindo a regeneragdo 6ssea € a

rapida formacao de tecido conjuntivo de origem ndo déssea que invade a area do



35

defeito. O crescimento de tecido mole pode perturbar ou impedir parcialmente ou
totalmente a neoformacao 6ssea local (FRAME, 1980; SCHIMTZ & HOLLINGER,
1986). Véarios procedimentos cirurgicos tém sido desenvolvidos para resolver esse
problema, uma alternativa no tratamento foi baseada na técnica da regeneracao
0ssea guiada, utilizando uma membrana biol6gica de material inerte sobre a regido
da lesdo. A membrana é colocada em contato direto com a superficie éssea
circulante com o posicionamento do periésteo na superficie externa da membrana.

O principio do selamento fisico de um local anatébmico para melhorar o
reparo de certo tipo de tecido e direcionar a regeneracgao tecidual por algum tipo de
barreira mecanica € utilizado em cirurgias reconstrutivas desde os meados de 1950
(DAHLIN et al., 1996). Ainda em 1957, MURRAY et al. declararam que durante a
neoformacao Ossea é necessario a presengca de coagulo sanglineo, osteoblastos
preservados e contato com o tecido vital. Os autores realizaram um defeito nos
ossos iliacos e fémur de cées, e em seguida, revestiram a superficie do defeito com
um material plastico e rigido. Apés 10 semanas os autores perceberam crescimento
0sseo de 6 mm acima do osso iliaco circunvizinho e de 5 mm no osso fémur, tendo
esse tecido 6sseo as mesmas caracteristicas microscopicas do 0sso subjacente.
Com isso concluiram que o material aloplastico impediu a invasédo de tecido mole no
interior do defeito.

KAHNBERG (1979) estudou o processo de cicatrizacdo 6ssea em defeitos
na base da mandibula de coelhos, usando uma lamina de Teflon implantada
subperiostalmente, e declarou que esta lamina previne o desenvolvimento de tecido
cicatricial fibroso, permitindo a ocorréncia da regeneracao 6ssea.

O termo osteopromocéo é usado para descrever o uso de meios fisicos para

o selamento total de um local anatémico, ou seja, o local que o0 0sso esta planejado
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para ser neoformado, para prevenir que outro, principalmente tecido conjuntivo
cicatricial, interfira na osteogénese bem como no direcionamento da formacgao éssea
(figura 1). Esta terminologia esta de acordo com as designacdes utilizadas
anteriormente para descrever 0os mecanismos diferentes que caracterizam o

processo osteogénico, isto é, osteoconducao e osteoindugéo (DAHLIN et al., 1988).

FIGURA 1 - Esquema ilustrando o principio da osteopromocao, com colocacao de
barreiras mecéanicas (membranas) para o isolamento do defeito 6sseo

contra a invasao de tecido conjuntivo circundante.

A técnica da regeneracao 6ssea guiada inicialmente foi desenvolvida para a
regeneracao de tecidos periodontais perdidos resultantes de doenca periodontal
inflamatdria com extensas perdas ésseas. Diversos tipos de membranas oclusivas
foram estudas nos ultimos anos, e alguns pesquisadores classificaram essas
membranas em nao-biolégicas e bioldgicas (FONTANA et al. 1994). Segundo
BECKER et al. (1992) e SIMION et al. (1997), o melhor material de membrana
documentado para a técnica da regeneracdo éssea guiada, é o politetrafluoretano
expandido e-PTFE. DAHLIN et al. em 1988 produziram um defeito 6sseo bilateral na

mandibula de 30 ratos adultos, e em um dos lados o defeito foi recoberto com
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membrana de e-PTFE (Gore-Tex), enquanto do outro o defeito foi recoberto apenas
com o retalho mucoperiostal. Os resultados obtidos ap6s analise macroscépica e
histomorfométrica mostraram que a barreira mecénica de crescimento celular de
tecido conjuntivo fibroso no interior do defeito 6sseo resultou em reparo 6sseo
completo no local testado, levando em consideragdo que o defeito do lado controle
foi preenchido por tecido conjuntivo cicatricial com pouca neoformacao 6ssea.

A descoberta de novos polimeros e copolimeros tem contribuido
significativamente para a evolugdo do campo dos biomateriais. Em 1984, o grupo de
guimica analitica e tecnologia de polimeros do Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Sao Paulo desenvolveram um novo poliol derivado do dleo da
mamona. A mamona (Ricinus communis) da classe dicotiledénea, origem
Geraniacea, familia Euforbaceaes, é uma planta caracteristica de clima tropical,
possui grande potencial oleoquimico, podendo garantir o fornecimento de polidis e
pré-polimeros a partir de acidos graxos. Essas caracteristicas levaram os
pesquisadores a investigarem a viabilidade do emprego desses polimeros na area
biologica (OHARA et al., 1995; LEONEL et al., 2004).

IGNACIO (1995) avaliou a neoformagéo 6ssea e a incorporagéo do cimento
derivado do polimero de mamona através de analise radiografica e histoldgica. Para
isso a autor utilizou 32 coelhos os quais confeccionou defeitos osteoperiostais de 2
cm no osso radio bilateralmente de coelhos, no grupo controle os defeitos foram
preenchidos apenas com coagulo sanglineo, no grupo experimental os defeitos
foram preenchidos com cimento derivado do polimero da mamona. Os resultados
mostraram que o polimero de mamona € um material osteocondutor, permitindo que

0 0sso neoformado desenvolva-se por toda superficie externa do material.
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Em 2001, BELMONTE, em sua dissertacao de mestrado, avaliou a reacao
tecidual frente a implantacdo do polimero vegetal derivado da mamona em defeitos
criados nos ossos do cranio e do radio de coelhos. Foram utilizados 12 coelhos
divididos em dois grupos de 6 animais em cada, respectivamente, grupo
experimental e controle. Cada animal do grupo experimental recebeu o polimero
vegetal como material de implante em defeitos criados no osso frontal e no 0sso
radio. Os animais do grupo controle tiveram seus defeitos preenchidos apenas por
coagulo sanglineo. O periodo de observacao foi de 30 e 90 dias. Apds andlise
histolégica, o autor concluiu que o polimero vegetal € um material de implante
bioativo e osteocondutivel, podendo ser considerado como um substituto ésseo
nacional alternativo e facilmente disponivel.

BELMONTE et al. em 2005, analisaram o efeito “barreira” de uma nova
membrana de resina de poliuretano em procedimentos de cicatrizacdo éssea guiada
na calvaria de coelhos. Foram utilizados 18 coelhos machos adultos. Apds anestesia
os animais foram submetidos aos procedimentos cirurgicos de craniotomia com
defeitos de 15 x 5 mm. No grupo experimental foram colocadas membranas de
resina de poliuretano no assoalho e na superficie do defeito. No grupo controle os
defeitos foram preenchidos apenas por coagulo sanguineo. Os animais foram
sacrificados nos periodos de 15, 30 e 60 dias. As pecas foram submetidas aos
processos de obtencédo da imagem digital do sistema Digora. No grupo experimental
de 15 a 30 dias observou-se um inicio de reparo mais acentuado nas margens do
defeito, com nivel de cinza 80. Nos grupos controles apareceram areas de
radiopacidade esparsas. As areas transparentes apresentaram nivel de cinza 60. No
periodo de 60 dias, no grupo experimental, as areas radiopacas, com medida de

cinza 90, praticamente fecham o defeito 6sseo. No grupo controle, as areas de
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reparo nao ocorrem de forma homogénea neste periodo, sendo observadas areas
radiotransparentes pequenas, entremeadas a areas radiopacas. Os autores
concluiram que a membrana feita com resina de poliuretano atua como barreira no
processo de regeneragdo Ossea guiada em modelos cirdrgicos em calvaria de

coelhos.

2.2.1 Fatores de crescimento e diferenciacao ossea

O termo fatores de crescimento foi descrito por WOZNEY em 1993 como
sendo um grupo de polipeptideos de aproximadamente 6-45 kDa os quais estao
envolvidos na proliferagdo celular, diferenciagcdo e morfogénese de tecidos e 6rgaos
durante a embriogénese até a fase adulta. Os fatores de crescimento e
diferenciacao 6sseos (FCDO) sao produzidos fisiologicamente por osteoblastos em
pequenas concentracdes e incorporados na matriz 6ssea em forma de pré-peptideos
correspondendo menos de 1% das proteinas nao colagenosas do osso (SOLHEIN,
1998).

Segundo EINHORN (1998) muitos fatores de crescimento sao depositados
na matriz extracelular onde sao liberados durante a degradacdo da matriz fazendo
parte da sinalizacao celular que ativa o processo de regeneracao e remodelacdo dos
tecidos. Uma vez ativados, os FCDO ligam-se a receptores especificos da
membrana celular de osteoblastos e outras células envolvidas no reparo ésseo,
estimulando a expressdo de genes responsaveis pelo desencadeamento do
processo de neoformagcdo 6ssea. Em termos de interagdo célula/célula, para
FERNANDES (1998) os fatores de crescimento manifestam duas formas distintas de

atuacao: estimulam localmente a proliferacao e diferenciacao celular e a sintese de
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nova matriz protéica (efeito paracrino); além disto, os osteoblastos, que produzem os
fatores de crescimento, podem simular eles mesmos para a atividade metabdlica
adicional (efeito autocrino).

Para ORINGER (2001) os fatores de crescimento e diferenciagao podem ser
identificados, caracterizados e sinteticamente produzidos utilizando a tecnologia do
DNA recombinante. Segundo o autor, fatores de crescimento sdo proteinas que
afetam o crescimento e a funcdo de uma célula especifica, afetando a proliferacao
celular e a sintese de matriz extracelular, por outro lado, fatores de diferenciacao
controlam a condigcédo fenotipica das células, ou seja, células precursoras como as
células mesenquimais indiferenciadas tornam-se osteoblastos.

GRAVES & COCHRAN (1994) descreveram a familia dos cinco fatores de
crescimento que tinham potencial para induzir regeneracédo periodontal, quando
colocados em contato com osteoblastos e células do ligamento periodontal in vitro e
in vivo. Nesse caso, incluiram o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), fator de crescimento insulinico (IGF) e as proteinas
O0sseas morfogenéticas (BMP’s).

De acordo com BURT (1992), os fatores de crescimento transformador sao
citocinas multifuncionais com uma larga extensdo de fung¢des biologicas. Essas
incluem regulacado de crescimento e diferenciagdo de muitos tipos celulares e em
geral, efeitos estimulativos em células mesenquimais e efeitos inibitérios em células
de origem ectodémica. O TGF-B pertence a um grupo de proteinas relacionadas,
que demonstram varios graus de homologia nas seqiéncias de aminodacidos, essa

familia de proteinas é chamada superfamilia de proteinas TGF-f3.
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Segundo RAMOSHERBI et al. (2002), os membros da superfamilia TGF-3
exibem variagOes estruturais na sequiéncia C-terminal do aminoéacido, no entanto, os
varios isoformes compartilham muitas atividades biolégicas qualitativamente
similares. Uma familia especial de fatores de crescimento chamado de proteina
morfogenética 6ssea (BMP) tem uma propriedade Unica de estimular a diferenciacao

de células mesenquimais em células da linhagem condroblastica e osteoblastica.

2.2.1.1 Proteinas Morfogenéticas Osseas

Os primeiros experimentos sobre osteoindugdo foram relatados por
LEVANDER (1938) com a implantacdo de fragmentos 6sseos intramusculares e
subcutaneos apdés a remocado do peridsteo e da camada déssea superficial com
formacao déssea ectdpica. Na época o autor sugeriu que deveria haver um agente
estimulante originado do préprio enxerto.

Entretanto somente em 1965, em um estudo classico, URIST implantou
0sso desmineralizado por diferentes acidos em musculos de camundongos, ratos,
coelhos e defeitos Osseos de coelhos, cdes e humanos. Os fragmentos
desmineralizados com 0,6N de HCI obtiveram resultados impressionantes, a matriz
Ossea obtida com a descalcificacdo com esse acido foi invadida por novos vasos e
reabsorvida rapidamente, enquanto ocorria neoformacao éssea e proliferacdo de
células osteoprogenitoras. Isso ocorreu mesmo em tecido muscular, assim essa
matriz 6ssea tinha a propriedade de induzir a diferenciagdo de células
indiferenciadas em células osteoprogenitoras com formagao de novo osso. O autor
concluiu que haveria uma substancia na matriz 6ssea desmineralizada que induzia

células indiferenciadas a se diferenciarem em células osteoprogenitoras ou
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condroprogenitoras. Embora ndo fosse possivel determinar o componente ativo do
fragmento 6sseo, URIST identificou como sendo de origem protéica e denominou de
proteina morfogenética 6ssea (BMP).

URIST & STRATES em 1971, afirmaram que a BMP estd armazenada na
matriz extracelular do o0sso, dentina, assim como em células neoplasicas do
osteossarcoma e de certos tumores odontogénicos. Os autores observaram que sua
liberagdo nos tecidos induz a neoformacdo éssea através da diferenciagdo das
células osteoprogenitoras em osteoblastos, possuindo ainda acdo quimiotatica e
mitogénica bem como aumentam a sintese 6ssea. O termo osteoindugéo foi entao
designado como um principio basico da regeneragao 0ssea através da atividade das
proteinas morfogenéticas (GONCALVES et al, 1998; WOLFE et al., 1999;
GROENEVELD & BURGER, 2000; SYKARAS & OPPERMAN, 2003).

REDDI & HUGGINS (1972) demonstraram que o implante de matriz éssea
desmineralizada, em tecido subcutaneo de ratos, age como um estimulo que
desencadeia um processo de diferenciacdo e organizacdo celular, levando a
formacao sequencial de cartilagem e o0sso.

Em 1990, num estudo pioneiro, BESSHO et al. extrairam e purificaram BMP
da matriz dentinaria, 6ssea e de tecido de reparacao de alvéolos dentarios de
coelhos 14 dias ap6s a extragdo. A andlise da seqiéncia de aminoacidos sugeriu
uma proteina de 191 aminoacidos e peso molecular de 20 kDa. Depois de
purificadas, foram misturadas com poliacrilamina a 10-20% em gel de eletroforese e
implantados na musculatura da panturrilha de ratos Wister. Foi observado que a
matriz dentinaria apresentou peso molecular e propriedades de purificacao
diferentes, no entanto, caracteristicas similares no que diz respeito ao potencial

osteoindutor. Em trabalho posterior, BESSHO et al. (1992) extrairam e purificaram
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BMP da matriz 6ssea de boi, porco, coelho e ratos, e compararam os extratos com
referéncia especial as diferencas relacionadas as espécies. Os autores concluiram
que as BMP’s de espécies diferentes tinham atividades similares, porém
apresentavam diferencas ap6s o processo de purificagao.

As proteinas morfogenética do osso (BMP’s) sao proteinas multifuncionais
do crescimento que pertencem a superfamilia do fator de crescimento transformador.
Os membros dessa familia sdo expressos durante o desenvolvimento da ossificagao
endocondral, durante uma fratura e no reparo de cartilagem. Aproximadamente 15
membros da familia das BMP’s foram identificadas e caracterizadas. O sinal
provocado pelas BMP’s ¢ traduzido atravées dos receptores kinase da
serine/threonine, tipo | e Il. As BMP’s parecem estar envolvidas na regulagéo,
proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciagdo e apoptose, sendo sua maior habilidade
na inducdo Ossea em locais heterotopicos e ortotépicos. Diversos estudos em
animais ilustraram o potencial das BMP’s em reparar defeitos de tamanho critico
(SANDBERG et al., 1993; GRANJEIRO et al., 2005).

Membros da familia das BMP’s sdo divididos em pelo menos quatro
subgrupos baseados na similaridade da sequéncia do acido aminico primario. Um
grupo é formado pela BMP-2 e BMP-4, estas proteinas apresentam 92% da
seqUéncia de aminoacidos idénticas entre si e 33-35% idénticas a seqUéncia do
TGF-8. A BMP-5, BMP-6, BMP-7(OP-1) e a BMP-8(OP-2) s&do intimamente
relacionados entre si com 89% da sequéncia de acido aminico em suas regides
correspondentes. O terceiro grupo é formado apenas pela BMP-3, ou também
chamado osteogenina, com 45% de sequéncia idéntica a BMP-2. A BMP-1 néo é
considerada membro da superfamilia TGF- B (WOZNEY, 1993; SAKOU, 1998;

CARVALHO, 2001, RENGACHARY, 2002). Estudos mais recentes tém identificado
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através de clonagem uma subfamilia similar a BMP importantes na formacao 6ssea,
estas proteinas foram denominadas de fator de crescimento e diferenciagédo 5 (GDF-
5) ou proteina derivada da cartilagem 1 (CDPM-1), GDF-6 ou CDPM-2 e GDF-7 ou
BMP-12. Estas sdao homologas em 80-86% entre si, e 46-57% idénticas as BMP-2
até a BMP-8 (RIPAMONTI & REDDI, 1994; ROSEN & THIES, 1995; GONCALVES,
1997).

Segundo LINDHOLM & GAO (1993), para otimizar a osteoinducao
promovida pelas BMP’s, elas devem estar associadas a uma substancia carreadora
apropriada, a qual parece possuir efeito sobre a farmacocinética e agao destas
proteinas. Para ALDINGER et al. em 1991, o material carreador deve apresentar
algumas caracteristicas dentre elas: relativa solubilidade em condigbes fisiolégicas,
biodegradabilidade, protecao contra atividade proteolitica, ser substrato para adesao
celular e proliferacéo, ser imunologicamente inerte, liberar as BMP’s lentamente, ser
estavel mecanicamente no defeito dsseo e facilmente manufaturado.

Em 1997, BOYNE publicaram relatos clinicos da regeneracdo 6ssea com
proteina morfogenética recombinante do osso humano (rhBMPs), BMP-2 e BMP-7.
Embora ambas BMP’s pudessem induzir neoformacdo d&ssea, uma variacao
significativa na resposta individual foi observada com ambas as proteinas. Os
estudos em animais e as experiéncias in vitro revelaram um numero de
circunstancias que influenciam o potencial osteocondutivo das BMP’s, tal como a
concentracdo de BMP, as propriedades do portador e a influéncia de fatores locais e
sistémicos, assim como 0s hormonios do crescimento.

Desde os estudos pioneiros de URIST em 1965, o uso de matriz dentinaria
desmineralizada como material estimulador da neoformagdo éssea, vem sendo

amplamente estudado (YOSHIDA et al., 1998; OKAMOTO et al, 1999;
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GONCALVES et al., 2002). Ainda em 1971, URIST fez uma descri¢cao detalhada da
metodologia aplicada e das caracteristicas morfolégicas do processo de formacao
0ssea tendo como material osteindutor a matriz dentinaria. O autor removeu dentina
de incisivos de varios animais (caes, gatos, coelhos e ratos) e desmineralizou com
HCI 1N, liofilizou e implantou em tecido muscular, em defeitos 6ésseos e dentro dos
alvéolos. Foi observado migracao de células mesenquimais, com formagao 6ssea no
local.

As propriedades morfogenéticas Osseas da matriz dentinaria
desmineralizada foram estudadas por CATANZARO GUIMARAES (1976) e mais
tarde por CATANZARO GUIMARAES et al. (1986). Nestes estudos, foi implantada
dentina autégena na forma de fatias e particulas, em defeitos confeccionados em
mandibulas de caes e analisadas por meio da microscopia 6ptica, nos periodos de
15, 30 e 90 dias. Os resultados mostraram que no implante de matriz dentinaria em
forma de particulas houve reabsorcdo e substituicdo das particulas por formacgao
0ssea. No implante de dentina em forma de fatias ocorreu proliferagcdo osteogénica
mais intensa, tendo sido observada a sua incorporagédo ao 0sso neoformado.

GONCALVES em 1997 estudou a dinamica temporal do processo de reparo
0sseo em defeitos dsseos cirurgicos no osso radio de caes utilizando implante de
matriz dentinaria autégena obtida de dentes incisivos. Os animais foram sacrificados
em periodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias, e as pecgas submetidas a analise
radiografica, com radiografia digital direta, e analise microscépica. Foi verificado que
o reparo 6sseo em defeitos cirargicos no osso radio desenvolve-se por ossificacao
intramembranosa, nas paredes do defeito, e por ossificacdo endocondral nas areas
centrais do defeito. A autora observou ainda que as fatias de matriz dentinaria

autégena desmineralizada estimulam a neoformagdo déssea de forma direta e
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aceleram a remodelacdo do osso imaturo ndo osteonal para 0sso maduro osteonal,
sendo rapidamente incorporadas ao 0sso neoformado.

GOMES (1998), em sua tese de doutorado, avaliou a atividade
osteoindutora da matriz dentinaria autégena descalcificada (MDAD), em defeitos
0sseos cirurgicos experimentais no osso parietal de coelho, associada a
regeneracao 0ssea guiada com o uso de membrana amniética humana (MAH) e
membrana de politetrafluoretileno (MP). Nesta pesquisa a autora empregou 72
coelhos divididos em dois grupos controles, MAH e MP, e dois grupos experimentais,
MAH associada a MDAD e MP associada a MDAD. Apds confec¢cdo do defeito
0sseo, nos grupos controles, as respectivas membranas foram colocadas na
superficie e no assoalho da loja cirirgica e a cavidade preenchida com coagulo
sanglineo. Nos grupos experimentais, foram implantadas fatias de MDAD na
periferia do defeito 6sseo e colocacao da membrana na superficie e no assoalho do
defeito. Decorridos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias trés coelhos de cada grupo foram
sacrificados e as pecgas submetidas a analise macroscoépica, radiografica digital
direta e microscépica. Os resultados obtidos mostraram que a MAH e a MP néo
interferiram no reparo ésseo, sendo que a MP permaneceu na regido do defeito e a
MAH foi absorvida. Além disso, as fatias de MDAD estimularam a neoformacao
O0ssea de forma direta, sendo rapidamente incorporadas ao osso neoformado e
reabsorvidas durante o processo de remodelagédo dssea.

GONCALVES em 2001 comparou a dindmica da regeneracdo 6ssea e a
resposta ao implante de matriz dentinaria desmineralizada em o0ssos com
mecanismos distintos de ossificagdo. Dentina autdégena foi obtida de dentes incisivos
de caes e implantada em defeitos padronizados no osso parietal e no osso radio,

sendo os animais sacrificados em periodos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias. As
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pecas foram submetidas a analise radiografica digital direta e andlise microscépica.
A autora concluiu que ambos 0s 0ss0s a regeneragdo 6ssea foi auxiliada pelo uso
de dentina desmineralizada autégena, fonte natural de proteinas morfogenéticas
Osseas, sendo que no 0sso radio a evolugcao da regeneracao éssea foi mais rapida
do que no osso parietal, e desenvolveu-se de forma direta e indireta. No osso
parietal houve somente formacao 6ssea direta.

Em 2004, ABREU et al. avaliaram a reparagao 6ssea em alvéolos dentarios
da regiao dos terceiros molares inferiores em humanos, apés a implantagdo de
matriz dentinaria desmineralizada autégena (MDDA) e recobertos com barreira de
politetrafluoretileno (BP). Foram selecionados 14 pacientes, sendo 5 utilizados no
grupo controle e 9 nos grupos BP e MDDA + BP. Foram realizadas analises clinica,
radiografica e estatistica da densitometria 6ssea nos periodos de observagéao de 7,
15, 30, 45, 60 e 90 dias. O exame clinico revelou tolerancia bioldgica do tecido
0sseo em relacdao a MDDA e a andlise radiografica mostrou maior homogeneidade
na radiopacidade do trabeculado em relagédo aos grupos controle e BP. Os autores
concluiram que a MDDA foi compativel em alvéolos dentarios de humanos e auxiliou
no processo de reparacdo alveolar devido a sua atividade osteopromotora. A
densidade radiografica da MDDA mostrava-se semelhante ao aspecto do tecido
0sseo normal.

A capacidade osteopromotora da matriz dentinaria desmineralizada
homédgena também foi demonstrada no trabalho de CARVALHO (2004) que analisou
os efeitos da MDDH liofilizada na reparacao de defeitos cirurgicos em coelhos nos
periodos de 30, 60 e 90 dias. Foram utilizados 18 coelhos divididos em dois grupos
de 9 animais (controle e tratado). Em ambos os grupos foram realizados defeitos

cirurgicos de 5 mm de didmetro na cortical éssea vestibular da mandibula e
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recobertos por membrana de politetrafluoretileno. Na periferia do defeito do grupo
tratado foram colocadas particulas de MDDH-L de 0,105 mm de diametro. Estas
foram previamente desmineralizadas num sistema de dialise, em solucédo de acido
acético 0,5 mm e pH 5, liofilizadas a frio e esterilizadas por irradiagcdo de cobalto-60.
As analises histomofolégica e histomofométrica mostraram que no grupo tratado
houve neoformacdo éssea qualitativa e quantitativamente superior em todos os

periodos observados.
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3 - PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo da
regeneracao Ossea induzida pela matriz dentinaria alogénica descalcificada em
defeitos 6sseos cirlrgicos experimentais na tibia de ratos, ocluido com membrana

de polimero de poliuretano.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Animais utilizados

O protocolo de pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em

Ensino e Pesquisa com Animais da USC em 05/08/2005.

Um total de 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos adultos, com peso
médio de 290 g, com aproximadamente 60 dias, fornecidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Saude, Ciéncias e Tecnologia do Piaui, NOVAFAPI, foram divididos
em trés grupos, sendo que no grupo controle (C1) os animais tiveram o defeito
preenchido apenas com coagulo sanglineo, no grupo tratado (E1) os defeitos
contendo coagulo foram ocluidos com membrana de poliuretano e no grupo tratado
(E2) foram implantados particulas de matriz dentindaria desmineralizada alogénica

envolvidos com membrana de poliuretano (figura 1).

Os animais foram mantidos durante o experimento em boas condigbes de
higiene, e alimentados com dieta padrdo do biotério, racdo (Labina ™) e 4gua ad

libidum.

Para a realizagdo dos procedimentos cirargicos, os animais foram
submetidos a medicacao pré-anestésica com Atropina numa dose de 0,1 ml por
animal intraperitonial, e em seguida anestesia geral através da injecdo também
intraperitonial de Cloridrato de Cetamina (Ketamin®, Cristalia), e Xilasina (Rompum®,

Bayer), diluidos numa relacdo de uma parte de Ketamin® para uma parte de
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Rompum®, com dose de 0,1ml/100g de peso. Em seguida foi realizada uma
tricotomia na é4rea da tibia seguida de antissepsia com solucdo de PVPI

(polivinilpiloridona) tépico.

De acordo com o periodo de cicatrizacdo 6ssea, determinado de 15, 30, 60

e 90 dias, os animais foram sacrificados, em grupos de cinco a cada periodo.

FIGURA 2 - Figura representativa do local do defeito 6sseo na tibia do rato Wistar (Rattus

norvegicus).

4.1.2 Matriz dentinaria alogénica desmineralizada

A matriz dentinaria alogénica desmineralizada foi obtida ap6s exodontia de
incisivos centrais de ratos da mesma espécie. A matriz dentindria foi preparada e

depois cortada em forma de particulas (CATANZARO-GUIMARAOES et al., 1986).
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4.1.3 Membrana de resina de poliuretana

No experimento foi utilizada uma membrana de resina de poliuretana que é
desenvolvida a partir de polidis e pré-polimeros derivados de 6leo de mamona
(Castor Qil) e do difenilmetano diisocianato (MDI), de maneira a se obter produtos
com diferentes propriedades fisico-quimicas e compatibilidade com organismos
vivos. Os polidis desenvolvidos para a sintese desses polimeros possuem em sua
estrutura molecular segmentos poliésteres com grupos hidroxilas primarias e
secundarias. Esses segmentos poliésteres sdo derivados do acido ricinoleico e
glicois, onde se obtém moléculas de diferentes massas moleculares e
funcionabilidade. As propriedades mecanicas finais do polimero estdo relacionadas
a essas variagcdes da massa molecular e da funcionalidade. Os pré-polimeros sao
0s componentes dessa poliuretana que possuem grupos isocianatos livres para
reagirem com os grupos hidroxilas do poliol. Esses pré-polimeros sédo sintetizados a
partir do difenilmetano diisocianato (MDI) e polidis derivado do 6leo de mamona. A
caracteristica basica do MDI utilizado nesses pré-polimeros € seu alto grau de

pureza com aprovacao do FDA para utilizacdo em alimentos, drogas e cosméticos.

4.1.4 Reagentes, compostos e solucoes

Para conservacao, transporte e preparagdo da matriz dentinaria e para os
procedimentos cirurgicos e histotécnicos, foram utilizados os seguintes produtos:
Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Mallory (QEEL — Quimica Especializada

Erich/Ltda.), Polivinilpirrolidona-iodo (PVPI), anestésico Ketamin®, Rompum®,
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atropina®, solucdo aquosa de &cido férmico e citrato de sédio (Merck S.A Industrias
Quimicas), Formol a 10% (Merck S.A Industrias Quimicas), parafina, xilol, solugbes

processadoras GBX.

4.1.5 Materiais cirurgicos

Foram utilizados os seguintes materiais para os procedimentos cirargicos:
seringas anestésicas descartaveis, pano de campo, bisturi cirlrgico descartavel,
tesouras Metzembaum QT330/15 e QT331/15, pinga de disseccao QC100/14,
descolador Molt QD935/18, afastadores de Farabeuf, sindesmétomo, extrator Seldin
QD405/00, espatula 7, broca esférica n°® 8, porta agulha, pinga hemostatica tipo
mosquito curva e reta, afastadores cirurgicos, gazes estéril, fio de sutura Vycril
(ETHICON/ Johnson & Johnson 6.0), fio de sutura montado (ETHICON/ Johnson &
Johnson com agulha de seda 4.0), seringa de 1ml descartavel (Becton Dicknson

Industrias Cirdrgicas Ltda), aparelho de micromotor 405n Dentec.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo da matriz dentinaria desmineralizada

Para a preparacao da matriz dentinaria alégena, foi realizada exodontia dos
dentes incisivos centrais de ratos da mesma espécie e logo imediatamente esses

dentes foram despolpados por via retrégrada, o ligamento periodontal removido por
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raspagem vigorosa da raiz, e o esmalte dentario cortado. Apds lavagem com soro
fisiologico estérii a 2°C, esses dentes foram imersos em solugdes
desmineralizadoras contendo acido acético (C.H4O, — 2,87ml/L), cloreto de calcio
(CaCly — 2,2 mM/ 244,2 mg/L) e fosfato de sédio monohidratado (NaH2PO.— 2,2Mm/

349,14 mg/L) até sua completa desmineralizagao.

Em seguida, os dentes foram lavados com &gua destilada, sob constante
agitacao e acondicionados em recipientes esterilizados, sendo armazenados a uma

temperatura de 2°C até sua utilizagdo como material de implante.

4.2.2 Preparo cirurgico dos defeitos 6sseos

4.2.2.1 Grupo controle

A preparagéo cirurgica do defeito foi realizada na tibia dos ratos, e teve
inicio com a tricotomia da regido a ser incisada e assepsia com polvidine tépico. A
area a ser operada foi isolada com campos cirurgicos estéreis € uma incisao linear
de 20 mm de extensdo, no sentido cranio-caudal, foi feita com um bisturi n°15,
seguida de divulsdo da pele, musculo e periésteo para a exposi¢cdo da superficie
0ssea. Com uma broca esférica de agco n°8 montada em um micromotor cirargico e
com abundante irrigacdo com soro fisioldégico foi realizado um defeito 6sseo na
forma eliptica com dimensdo de 6 mm e profundidade até atingir o canal medular.
Os animais pertencentes ao grupo controle C1 tiveram os defeitos preenchidos
apenas com coagulos sanguineos e, em seguida foi procedida a sutura por planos.

Para delimitar o defeito 6sseo foi realizado duas pequenas perfuragées com broca
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esférica n° 1 ao lado da loja cirirgica, sendo as mesmas preenchidas com um

material radiopaco, a guta-percha (figura 3).

FIGURA 3 — (A) Incisao, (B) Exposicao do osso, (C) Confeccao do defeito 6sseo

cirurgico, (D) Defeito ésseo cirurgico.

4.2.2.2 Grupo tratado

Apoés isolamento da area com campos cirurgicos estéreis, foi realizada uma
incisao linear, com dimensbes semelhantes a cirurgia do grupo controle. No grupo
tratado (E1) o defeito foi ocluido por membrana de poliuretano na superficie da loja
cirurgica. No grupo tratado (E2), foi implantado matriz dentinaria desmineralizada

alogénica no centro do defeito e imediatamente apds, o defeito foi ocluido pela
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membrana de poliuretano na superficie da loja cirargica. Em seguida, foi realizada a

sutura do periésteo, musculos e da pele (figura 4).

=
-
=
-

FIGURA 4 — Grupo tratado E1: (A) Defeito ésseo cirurgico marcado com guta-
percha, (B) Polimero de poliuretana sob o leito cirargico; Grupo tratado
E2: (C) Defeito 6sseo cirargico preenchido com particulas de matriz
dentinaria e marcado com guta-percha, (D) Sutura do musculo apés

colocacéao do polimero de poliuretana.
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4.2.3 Preparo das pecas

Decorridos 15, 30, 60 e 90, os animais de cada grupo foram sacrificados.
As pecas contendo os defeitos 6sseos foram removidas em blocos e fixadas em

formol 2 10%.

4.2.3.1 Analise macroscopica

As tibias contendo os defeitos 6sseos foram removidas em bloco e os
defeitos analisados macroscopicamente, em suas dimensdes, consisténcia e
coloracdo. Estas observacdoes foram registradas e fotografadas com lente de

aproximacao.

4.2.4 Preparo das pecas para analise radiografica

Apoés a fixagédo, a neoformagédo déssea foi analisada através da densidade
radiografica. Imagens radiograficas digitais dos espécimes, a tibia dos ratos, foram

avaliadas levando em consideracéo o processo de reparo 6sseo.

Para a tomada radiografica convencional a umidade das pecas foi
absorvida por um lenco de papel, e posicionadas horizontal e paralelamente ao
longo eixo do filme radiografico, colocado sobre uma superficie plana (paralela ao
solo) de uma cadeira odontoldgica. Foi utilizado um aparelho de raios X regulado

para 70kVp e 8mA, com filtragem total equivalente a 2mm de aluminio. Posicionou-
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se o cilindro localizador de modo que o feixe central incidiu perpendicularmente ao
plano do filme, com distancia foco/filme de 40 cm e a exposicdo de 8mAs
previamente selecionado. As tibias foram entdo radiografadas utilizando filmes
radiograficos tamanho 2 Kodak Insight. Apds exposicdo, os filmes foram
processados automaticamente na maquina Perio-Prolll, usando solugcdes
processadoras GBX da Kodak. O tempo de processamento nesse equipamento foi
de 6 minutos, apdés o qual as radiografias foram emolduradas e arquivadas,

devidamente identificadas.

Para a obtencao da imagem digital pela técnica direta, as placas de imagem
especificas do sistema Digora (sistema de obtencédo por placa de fésforo “blue”),
envoltas por embalagens plasticas, fornecidas pelo fabricante, foram lacradas na
sua extremidade aberta, pelo soldador térmico do aparelho, e posicionadas da
mesma maneira que foram feitas as tomadas radiograficas convencionais. Para as
tomadas radiograficas digitais foi utilizado os mesmos parametros e condi¢coes
técnicas usadas no filme radiografico convencional, porém, uma menor exposicao
(4mAs), previamente selecionado. A placa de imagem sensibilizada, desta maneira,
apds sua remocao da embalagem plastica, foi introduzida no leitor 6ptico do
Sistema Digora que, por varredura a laser, transferiu, depois de convertido os sinais
analégicos em digitais, para um computador IBM compativel e armazenada em
arquivos binarios na meméria da CPU PENTIUM Ill, 650 MHz para posterior

manipulacédo e analise interpretativa (figura 5).

As imagens digitalizadas pelo método indireto foram obtidas através das
radiografias convencionais que foram convertidas para o formato digital através de
um scanner permitindo que a imagem seja trabalhada através da aplicagdo de um

software especifico.
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4.2.4.1 Analise radiografica convencional

A fim de estabelecer uma padronizacdo do exame radiografico
convencional, a andlise dos filmes foi efetuada em turnos programados, na mesma
sala de interpretacao radiografica e feita por trés examinadores independentes,
sendo dois professores de radiologia. Através de uma lupa (Intex) e com o auxilio de
negatoscopio para auxiliar a visualizacdo durante o exame dos filmes, os critérios
adotados para a definicao da analise radiografica foram as seguintes: 0-defeito sem
nenhuma regeneragdo éssea; 1- defeito com regeneracdo 6ssea nas bordas; 2-
regeneracao 6ssea com 2 do defeito preenchido; 3- regeneracdo 6ssea com %4 do

defeito preenchido; 4- regeneracao 6ssea completa.

4.2.4.2 Anadlise radiografica digitalizada

As imagens digitalizadas foram resgatadas do arquivo e, apresentadas uma
a uma para os trés examinadores, no monitor do mesmo computador e em uma sala
abscurecida. Utilizando o programa do Sistema Digora ainda foi obtido valores
relacionados com a densidade éssea (densidade maxima e minima) das pecas. Os
critérios adotados para definir o padrdo da regeneracdo éssea nas imagens digitais

(técnica direta e indireta), foram os mesmo do exame radiografico convencional.
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FIGURA 5 — (A) Tomada radiogréafica convencional, (B) Sistema DIGORA com leitor

Optico a laser acoplado a um computador.

4.2.5 Preparo das pecas para analise microscopica

Para estudo microscépico, apos fixacao em formol a 10% por 92 horas, as
pecas foram descalcificadas pelo método de Morse (solucdo aquosa de acido
férmico a 50% e citrato de sédio a 20%) e incluidos em parafina. Os cortes
microscépicos foram obtidos no sentido longitudinal com 6 (seis) micrometros de
espessura. Os cortes foram corados pelo método da hematoxilina e eosina (HE) e

pelo tricrbnico de Mallory.
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4.2.5.1 Analise microscépica

Os cortes microscépicos foram analisados e descritos em todas as suas
peculiaridades em um microscopio O6ptico binocular Micronal Olympus. Os
fenbmenos foram observados por trés professores de Histologia e registrados em
uma ficha apropriada confeccionada para esta finalidade, visando facilitar a

descricéo dos dados (tabela 1).

A andlise microscopica efetuada procurou observar as seguintes

caracteristicas histolégicas:
» Tecido de mesenquimal osteogénico;
» Osso imaturo periférico;
= (Osso imaturo medular;
» Incorporacao da dentina por neoformacao 6ssea;
» Reabsor¢édo da matriz dentinaria;
» Remodelacao do osso imaturo periférico;
» Remodelacdo com recomposi¢cao do canal medular;
» Presenca de cartilagem;
» Presenca de coagulo sanguineo.

Os dados mais relevantes foram fotografados no proprio microscépio para a

competente comprovagao.
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— Modelo de ficha confeccionada para descricdo de achados

microscépicos referente aos fendmenos morfolégicos durante o

reparo 6sseo com 15 dias.

Analise Histolégica do Defeito Osseo com 15 Dias

Caracteristicas Histologicas Grupo Escores Grupo Escores Grupo Escores
C1 El E2
0|12 0 1|2 0|12
RICI115 RIEL15 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
Tecido de Mesenquimal Osteogénico R3C115 R3ELL5 R3E215
R4C115 R4E115 R4E215
R5C115 R5E11S R5E215
RICI15 RIE115 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
R3C115 R3E115 R3E215
R4CI115 R4E115 R4E215
Osso Imaturo Periférico R5C115 R5ELLS R5E215
RICI15 RIE115 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
R3CI115 R3El115 R3E215
R4C115 R4E115 R4E215
Osso Imaturo Medular R5C115 R5EL15 R5E215
RICI15 RIE115 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
Ipcorporagﬁo da Dentina por Neoformacio | R3CI115 R3El15 R3E215
Ossea R4CL15 R4E115 R4E215
R5C115 R5E115 R5E215
RICI15 RIE115 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
Reabsorcao da Matriz Dentinaria R3C115 R3E115 R3E215
R4C115 R4E115 R4E215
R5C115 R5E115 R5E215
RICI15 RIE115 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
Remodelacio do Osso Imaturo Periférico R3C115 R3E115 R3E215
R4C115 R4E115 R4E215
R5CI115 R5E1L15 R5E215
RICI15 RIE115 RIE215
R2C115 R2E115 R2E215
Remodelacdo com Recomposi¢io do Canal | R3C115 R3EI115 R3E215
Medular R4CI115 R4E115 R4E215
R5CI115 R5E115 RS5E215
RICI115 RI1E115 RI1E215
R2C115 R2E115 R2E215
Cartilagem R3C115 R3EI115 R3E215
R4C115 R4E115 R4E215
R5CI115 R5E115 R5E215
RICI115 RIE115 RI1E215
R2C115 R2E115 R2E215
Coagulo Sangiiineo R3C115 R3E115 R3E215
R4C115 R4E115 R4E215
R5CI115 R5E115 R5E215
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4.2.5.2 Analise Histomorfométrica

Para a andlise histomorfométrica, foi utilizado um microscépio 6ptico
binocular NIKON Eclipse 80i com objetiva para aumento de 4 vezes, acoplado a uma
camera de video Q IMAGING Micropublisher 3.3 - Cooled, RTV. As imagens
capturadas foram transferidas para a tela de um computador com processador
INTEL Pentium 4 e analisadas por meio de um software especifico denominado
Image-Pro Plus 5.1. Através desse programa, foi criado uma macro, que significa um
conjunto de funcdes que permite executar automaticamente a selecao das imagens,
definindo as condicbes da histomorfometria e a execugdo da medida, por meio do
analisador de imagens. A imagem da lamina foi captada pelo sistema e visualizada
no monitor, que, pelo software, normalizou e congelou a mesma. Os diferentes
componentes estruturais foram quantificados de acordo com os diferentes niveis de
coloracgao (figura 18 e 19), sendo mensuradas as areas das seguintes estruturas:

e Tecido Osseo — coloragdo azul;

e Tecido Conjuntivo — coloragcao amarela;

e Medula Ossea — coloragéo verde.
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FIGURA 6 — Representacao grafica dos componentes estruturais mensurados antes

da histomorfometria com coloragéo HE.

. Tecido Conjuntivo
Tecido Osseo

FIGURA 7 — Representacdo grafica dos componentes estruturais mensurados

durante a histomorfometria.
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5- RESULTADOS

5.1 Analise Macroscopica

Para realizar a analise macroscépica os espécimes foram observados apos
disseccdo e remocdo da pele, tecido subcutdneo e muscular, e para facilitar a
descricao dos resultados obtidos, os defeitos ésseos cirurgicos foram divididos em
zona central e periférica e analisados macroscopicamente, nas suas dimensdes,

consisténcia e coloragéo.

5.1.1 Periodo de 15 dias

No grupo controle, em quatro animais o defeito ésseo apresentou-se nitido
com dimensdo preservada, consisténcia mole e coloragdo castanha, apenas um
animal o defeito 6sseo teve consisténcia levemente dura, dimensdo alterada e
coloragao semelhante das regides adjacentes.

No grupo tratado E1, um dos espécimes apresentou dimenséo alterada com
limites de dificil percepcéo, consisténcia amolecida ao toque e coloragcdo castanha
apenas na zona central do defeito. Nos demais animais as lojas cirurgicas tiveram
suas dimensdes preservadas, pequena resisténcia ao toque e coloracdo
acastanhada.

No grupo tratado E2, apenas duas lojas cirdrgicas apresentaram limites
precisos, com concavidade uniforme e quebradica, rompendo-se facilmente a

pressdo e coloracdo acastanhada. Nos demais, o defeito apresentou limites



69

ligeiramente imprecisos com dimensao alterada, sendo que dois deles apresentaram

consisténcia endurecida em todo defeito.

FIGURA 8 — Fotos das tibias contendo os defeitos 6sseos mostrando a regeneracao

com 15 dias.

5.1.2 Periodo de 30 dias

No grupo controle, foi observado que todos os espécimes tiveram seus
defeitos com dimensdes alteradas, limites irregulares, consistentes ao toque e com
coloragao da regiao do reparo 6sseo compativel a das areas adjacentes. Em apenas
um animal a loja cirurgica apresentou consisténcia mole na regido central e
resisténcia aumentada na periferia, assim como a coloragdo permaneceu castanha
apenas no centro do defeito.

No grupo tratado E1, todos os defeitos apresentaram suas dimensodes
alteradas com limites de dificil percepcao, consisténcia dura ao toque em toda sua
extensdo com coloragcdo esbranquicada. Em uma das lojas cirlrgicas pode-se
perceber uma discreta coloragcao acastanhada do centro do defeito.

No grupo tratado E2, a consisténcia da regido observada foi dura em toda a

sua extensdo, porém as areas do defeito 6sseo cirdrgico ficaram ligeiramente
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preservadas em trés animais. A coloracao do defeito permaneceu castanha em trés

animais e esbranquicada em outros dois.

FIGURA 9 — Fotos das tibias contendo os defeitos 6sseos mostrando a regeneragcao

com 30 dias.

5.1.3 Periodo de 60 dias

No grupo controle, as areas contendo os defeitos désseos tiveram suas
dimensdes alteradas, com seus limites imprecisos, mas perceptiveis ao olho nu.
Notou-se ainda uma coloracdo acastanhada no centro do defeito, porém de
consisténcia firme.

No grupo tratado E1, os defeitos 6sseos apresentaram limites imprecisos,
consisténcias firmes ao toque e uma discreta coloragcdo acastanhada na regiao
central. A periferia do defeito apresentou-se parcialmente circundada por uma area
esbranquicada semelhante ao tecido 6sseo adjacente.

No grupo tratado E2, verificou-se que as lojas ésseas cirdrgicas foram
totalmente preenchidas por tecido Osseo de consisténcia dura e coloracao
compativel com as areas circundantes. A area do defeito ficou de dificil percepcao

a0 exame mMacroscopico.
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FIGURA 10 — Fotos das tibias contendo os defeitos 6sseos mostrando a

regeneragao com 60 dias.

5.1.4 Periodo de 90 dias

No grupo controle, observou-se que em apenas um animal a dimensdo do
defeito 6sseo permaneceu com limites nitidos e de facil percepcao. As cavidades
foram todas preenchidas por um tecido ésseo de consisténcia firme e de coloragédo
ligeiramente esbranquicada.

No grupo tratado E1, as lojas Osseas cirurgicas tiveram seus limites
indistinguiveis das demais areas circundantes e preenchidas por tecido 6sseo
uniforme e de consisténcia dura. Notou-se que em dois defeitos ainda foi possivel
identificar uma discreta mancha castanha na regiao central.

No grupo tratado E2, ocorreu um preenchimento completo de tecido 6sseo
neoformado em toda a extensédo do defeito ésseo de consisténcia bastante dura ao

toque, uniforme e com coloracgéo idéntica as areas adjacentes.
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FIGURA 11 — Fotos das tibias contendo os defeitos 6sseos mostrando a

regeneracao com 90 dias.

5.2 Analise Radiografica

A analise da radiografia convencional foi realizada em condigdes proprias
para a interpretacdo radioldégica, ou seja, em ambiente escuro, utilizando-se
negatoscopio e uma lupa, e feita por trés examinadores, sendo: dois professores de
radiologia. Estes profissionais examinaram uma unica vez cada tipo de radiografia,
isoladamente, sendo previamente calibrados. Nado houve comunicacdo entre o0s
examinadores durante os exames. Para as radiografias digitais foi utilizado o0 mesmo

computador nas mesmas condigdes.

5.2.1 Periodo de 15 dias

No grupo controle a area do defeito 6sseo permaneceu radiolucido, circular,

com limite bem definido. No grupo tratado E1, notou-se uma discreta radiopacidade

nas bordas do defeito, que se tornou mais evidente no grupo tratado E2.
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FIGURA 12 - Imagens radiograficas digitais (positiva, negativa e alto relevo) das
tibias dos animais no periodo de 15 dias: grupo controle (C) e tratado

(E1 e E2).

5.2.2 Periodo de 30 dias

No grupo controle e no grupo tratado E1 a area do defeito ésseo apresentou
limites irregulares com aumento da radiopacidade nas bordas do defeito. No grupo
tratado E2 metade do defeito 6sseo exibiu radiopacidade compativel com as areas

adjacentes.
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FIGURA 13 — Imagens radiograficas digitais (positiva, negativa e alto relevo) das
tibias dos animais no periodo de 30 dias: grupo controle (C) e tratado

(E1 e E2).

5.2.3 Periodo de 60 dias

No grupo controle, notou-se maior radiopacidade principalmente nas bordas
do defeito compativel com o tecido 6sseo circundante. No grupo tratado E1 a loja
cirurgica apresentou-se irregular, sendo quase totalmente preenchido com material
radiopaco semelhante a das areas adjacentes. No grupo tratado E2 n&o foi possivel

delimitar o defeito 6sseo.
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FIGURA 14 — Imagens radiogréaficas digitais (positiva, negativa e alto relevo) das
tibias dos animais no periodo de 60 dias: grupo controle (C) e tratado

(E1 e E2).

5.2.4 Periodo de 90 dias

Em todos os grupos foi dificil delimitar a area do defeito ésseo. No grupo
controle, ainda notou-se discretas areas radiolucidas no interior da loja cirurgica,
porém o defeito foi de dificil delimitagcdo. Ja nos grupos tratados E1 e E2 a

densidade éssea permaneceu homogénea ao longo de toda a tibia.
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FIGURA 15 — Imagens radiograficas digitais (direta, negativa e alto relevo) das tibias
dos animais no periodo de 90 dias: grupo controle (C) e tratado (E1 e

E2).
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TABELA 2 — Valores das densidades radiograficas obtidas no sistema Digora
presentes nas imagens digitalizadas do controle (C1) e grupos tratados
(E1- polimero/ E2- polimero + dentina) durante os periodos de 15 e 30

dias. Dm: densidade minima; DM: densidade maxima; SD: desvio

padrao.

Animais Dm DM Média SD

1 - Rato 01 C1 15 62 103 82 6,79
2 - Rato 02 C1 15 75 118 96 8,27
3 -Rato 03 C1 15 72 104 89 6,42
4 - Rato 04 C1 15 77 102 89 3,61
5 - Rato 05 C1 15 54 73 64 2,93
Média 68 100 84 5,60

6 - Rato 01 E1 15 70 111 89 9,25
7 - Rato 02 E1 15 95 131 118 5,94
8 - Rato 03 E1 15 80 112 91 3,95
9 - Rato 04 E1 15 84 115 99 4,96
10-Rato 05 E1 15 64 112 88 7,81
Média 79 116 97 6,38
11-Rato 01 E2 15 74 110 93 6,08
12-Rato 02 E2 15 79 112 93 5,67
13-Rato 03 E2 15 60 99 80 7,49
14-Rato 04 E2 15 78 119 100 8,21
15-Rato 05 E2 15 78 114 94 7,55
Média 74 111 92 7,00
16-Rato 01 C1 30 67 106 83 4,91
17-Rato 02 C1 30 75 94 86 2,49
18-Rato 03 C1 30 75 108 90 5,10
19-Rato 04 C1 30 65 118 84 8,87
20-Rato 05 C1 30 71 116 90 5,28
Média 71 108 87 5,33
21-Rato 01 E1 30 75 110 91 5,18
22-Rato 02 E1 30 88 124 106 5,95
23-Rato 03 E1 30 92 124 110 5,22
24-Rato 04 E1 30 89 117 103 5,70
25-Rato 05 E1 30 58 91 75 4,99
Média 80 113 97 5,41
26-Rato 01 E2 30 68 115 85 4,66
27-Rato 02 E2 30 70 111 92 8,05
28-Rato 03 E2 30 101 139 118 6,70
29-Rato 04 E2 30 69 111 91 8,53
30-Rato 05 E2 30 65 102 83 5,73

Média 75 116 94 6,73
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TABELA 3 — Valores das densidades radiogréaficas obtidas no sistema Digora presentes
nas imagens digitalizadas do controle (C1) e grupos tratados (E1-
polimero/ E2- polimero + dentina) durante os periodos de 60 e 90 dias.

Dm: densidade minima; DM: densidade maxima; SD: desvio padrao.

Animais Dm DM Média SD
31-Rato 01 C1 60 76 144 104 11,90
32-Rato 02 C1 60 58 87 70 4,00
33-Rato 03 C1 60 62 91 76 6,15
34-Rato 04 C1 60 81 112 91 3,55
35-Rato 05 C1 60 62 91 74 417
Média 68 105 83 5,95
36-Rato 01 E1 60 67 100 81 5,03
37-Rato 02 E1 60 63 99 78 5,08
38-Rato 03 E1 60 71 100 88 2,98
39-Rato 04 E1 60 70 100 83 5,94
40-Rato 05 E1 60 66 90 76 4,93
Média 67 98 81 4,79
41-Rato 01 E2 60 72 105 82 3,63
42-Rato 02 E2 60 74 103 84 3,96
43-Rato 03 E2 60 67 91 76 2,95
44-Rato 04 E2 60 29 79 52 6,45
45-Rato 05 E2 60 77 105 90 3,60
Média 64 97 77 4,12
46-Rato 01 C1 90 52 106 73 9,65
47-Rato 02 C1 90 76 105 89 4,65
48-Rato 03 C1 90 70 101 82 4,48
49-Rato 04 C1 90 51 85 63 5,02
50-Rato 05 C1 90 85 113 99 5,21
Média 67 102 81 5,80
51-Rato 01 E1 90 78 106 92 3,77
52-Rato 02 E1 90 78 110 94 5,88
53-Rato 03 E1 90 71 113 87 8,34
54-Rato 04 E1 90 86 130 107 6,85
55-Rato 05 E1 90 74 97 84 4,67
Média 77 111 92 5,90
56-Rato 01 E2 90 76 99 88 3,91
57-Rato 02 E2 90 84 118 99 4,98
58-Rato 03 E2 90 79 109 95 4,60
59-Rato 04 E2 90 72 101 86 5,56
60-Rato 05 E2 90 73 116 92 6,46

Média 77 109 92 5,10




79

O software do Sistema Digora, determina niveis de cinza que variam de 0

(preto) a 255 (branco), com 254 tons intermediarios de cinza que se convencionou

denominar de densidade radiografica (TAVANO et al.,1999). Os valores da

densidade radiografica, médias aritméticas dos resultados dos 5 animais dos grupos

tratados (E1 e E2) aumentaram gradativamente durante os periodos 15 dias a 90

dias, em relacdo ao grupo controle, tendo os valores dos niveis de cinza uma

variagao que foi de 77 a 97.

100
90
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40
30
20
10

Controle E1

B 15 dias
@ 30 dias
060 dias
@ 90 dias

GRAFICO 1 — Médias das densidades radiograficas obtidos pelo Sistema Digora nos

grupos controle e tratado (E1 e E2).
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5.3 Analise Microscopica

A descricao dos achados microscépicos do processo de regeneracao éssea
na tibia dos ratos foi elaborada buscando-se ressaltar as diferengas entre o grupo
controle e os grupos tratados (E1 e E2). Os valores usados nos graficos sao das
médias aritméticas dos escores dados por trés examinadores, sendo todos,
professores de histologia, para as caracteristicas histolégicas de cada grupo (5

ratos) para cada periodo (15, 30, 60 e 90 dias).

5.3.1 Periodo de 15 dias

No grupo controle, observou-se que o defeito 6sseo cirurgico foi preenchido
por bastante tecido mesenquimal osteogénico principalmente na regiao central do
defeito. As trabéculas ésseas de tecido ésseo primario apresentavam-se finas e
entrelacadas, com espacos medulares amplos e celularizados sendo revestido por
osteoblastos. O canal medular encontra-se preenchido também por trabéculas
Osseas anastomosadas.

No grupo tratado E1, pode-se perceber que a loja cirurgica foi preenchida
por uma estreita faixa de tecido ésseo de espessura menor que da cortical anterior
ao defeito, com trabéculas osseas imaturas. Os limites da borda 6ssea
permaneceram nitidos.

O grupo tratado E2, a regidao do defeito mostrou-se com uma maior
quantidade de trabéculas ésseas imaturas bem entrelacadas preenchendo o defeito
e uma evidente atividade osteogénica principalmente em torno da particula de

dentina desmineralizada, com auséncia de infiltrado inflamatério.
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FIGURA 16 — Grupo controle (C) — 15 dias: Trabéculas ésseas finas e entrelagadas

com abundante tecido mesenquimal no centro de defeito; Grupo
tratado (E1) — 15 dias: Trabeculado 6sseo fino preenchendo o
defeito; Grupo tratado (E2a) — 15 dias: Trabéculas 6sseas imaturas
entrelagadas preenchendo o defeito. Aumento 2x. Grupo tratado
(E2b) — 15 dias: Evidente atividade osteogénica em torno da particula

de dentina desmineralizada. Aumento 5x. HE.
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GRAFICO 2 — Escores proporcionais as caracteristicas histolégicas durante

a

regeneracao 6ssea do grupo controle e dos grupos tratados (E1 e

E2) no periodo de 15 dias.
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5.3.2 Periodo de 30 dias

No grupo controle, o tecido mesenquimal osteogénico € muito evidente em
todo a loja cirargica. O tecido ésseo apresenta as fibras colagenas desorganizadas
com trabéculas 6sseas imaturas e trangadas principalmente préximas ao canal
medular. Dentro do canal foram observadas trabéculas ésseas menos numerosas
quando comparadas com as da regido periférica do defeito.

No grupo tratado E1, a superficie do defeito 6sseo apresentou uma faixa de
tecido 6sseo com trabéculas ésseas imaturas, mais compactada com pequenos
espacos medulares e com a metade da espessura da cortical original. E possivel
observar abundante matriz ostedide hialina e eosinéfila que se distribui entre o
trabeculado 6sseo. Metade do defeito ésseo foi preenchido por medula 6ssea.

No grupo tratado E2, o trabeculado 6sseo neoformado apresentou-se
imaturo com pequenos espacos medulares e com espessura menor que na cortical
original, estendendo-se para a porgcdo central do defeito. Observou-se que a
particula de matriz dentinaria alogénica foi circundada por tecido 6sseo primario com
intensa atividade osteogénica. Em algumas areas observa-se discreta reabsorcao na

matriz dentinaria.
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FIGURA 17 — Grupo controle (C) — 30 dias: Trabéculas Osseas imaturas e

irregulares principalmente préximo ao canal medular e bastante
tecido mesenquimal osteogénico preenchendo o defeito; Grupo
tratado (E1) — 30 dias: Trabéculas 6sseas imaturas com poucos
espacos medulares preenchendo todo o defeito; Grupo tratado (E2a)
— 30 dias: Trabéculas ésseas imaturas estendendo-se para a regiao
central do defeito. Aumento 2x. Grupo tratado (E2a) — 30 dias: Matriz
dentinaria alogénica circundada por tecido 6sseo com intensa

atividade osteogénica. Aumento 5x. HE.
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GRAFICO 3 — Escores proporcionais as caracteristicas histolégicas durante a
regeneracao 6ssea do grupo controle e dos grupos tratados (E1 e

E2) no periodo de 30 dias.
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5.3.3 Periodo de 60 dias

No grupo controle, a loja cirdrgica encontrou-se preenchida por tecido 6sseo
neoformado com trabéculas 6sseas maduras e imaturas e com espessura um pouco
menor que da cortical original. Uma pequena area do defeito ainda é preenchida por
medula 6ssea.

No grupo tratado E1, o tecido 6sseo neoformado maduro ligeiramente
lamelar, atingiu a espessura e a distribuicdo semelhantes as do tecido 6sseo
envolvente, sendo dificil reconhecer o limite do defeito 6sseo. Houve recomposicao
do canal medular, apesar de ainda ser visiveis pequenas trabéculas ésseas no seu
interior.

No grupo tratado E2, a matriz dentinaria desmineralizada alégena foi
completamente incorporada por tecido 6sseo neoformado com caracteristicas
lamelares e com grande quantidade de ostedcitos em lacunas no interior da matriz
O0ssea e linhas cementantes basofilicas de aposi¢cdo. As linhas cementantes
delimitam os sistemas de Havers em formacgéo, sendo visiveis canais de Havers

amplos. Houve recomposi¢ao do canal medular.
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FIGURA 18 — Grupo controle (C) — 60 dias: Loja cirdrgica com trabéculas 6sseas

maduras e imaturas e com espessura um pouco menor que da
cortical original; Grupo tratado (E1) — 60 dias: Tecido &sseo
neoformado maduro ligeiramente lamelar com espessura semelhante
ao original; Grupo tratado (E2a) — 60 dias: A area do defeito 6sseo foi
totalmente preenchida por tecido 6sseo lamelar. Aumento 2x. Grupo
tratado (E2b) — 60 dias: Detalhe da matriz dentinaria desmineralizada
alogena completamente incorporada por tecido 6sseo neoformado

maduro. Aumento 5x. HE.
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GRAFICO 4 — Escores proporcionais as caracteristicas histolégicas durante a
regeneracao 6ssea do grupo controle e dos grupos tratados (E1 e

E2) no periodo de 60 dias.
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5.3.4 Periodo de 90 dias

No grupo controle, observou-se tecido ésseo, maduro, lamelar, com
espessura menor em relacdo as corticais adjacentes. Houve dificuldade na
delimitagdo da cavidade cirurgica que se igualou ao tecido 6sseo envolvente. Foi
bem evidente a recomposi¢ao o canal medular.

No grupo tratado E1, o defeito 6sseo foi completamente preenchido com
0sso maduro de aparéncia lamelar. Células sangliineas hematopoiéticas e células
adiposas constituem o espaco medular que se tornou bem delimitado.

No grupo tratado E2, o defeito 6sseo foi totalmente preenchido por tecido
6sseo maduro, lamelar, com presenca de lamelas circunferenciais bem definidas e
formagdo de ésteons secundérios. As fatias de dentina desmineralizada al6gena
foram totalmente incorporadas pelo tecido ésseo neoformado, tornando-se quase

indistinguivel do osso envolvente.
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FIGURA 19 — Grupo controle (C) — 90 dias: Tecido 6sseo, maduro, lamelar, com

espessura menor em relagédo as corticais adjacentes; Grupo tratado
(E1) — 90 dias: O defeito ésseo foi completamente preenchido com
0sso maduro de aparéncia lamelar; Grupo tratado (E2a) — 90 dias:
Defeito 6sseo totalmente preenchido por tecido ésseo maduro,
lamelar, com presenca de lamelas circunferenciais bem definidas.
Aumento 2x. Grupo tratado (E2b) — 90 dias: Fatia de dentina
desmineralizada aldégena totalmente incorporadas pelo tecido ésseo

neoformado . Aumento 5x. HE.
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GRAFICO 5 — Escores proporcionais as caracteristicas histolégicas durante a
regeneracao 6ssea do grupo controle e dos grupos tratados (E1 e

E2) no periodo de 90 dias.
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FIGURA 20 - Grupo tratado (E2) 15 dias: particula de matriz dentinaria
desmineralizada alogénica (MDDA) circundada por medula éssea
(%), tecido Osseo imaturo (%) e células osteogénicas ativas ().

Tricromico de Mallory. 100x.

FIGURA 21 — Grupo tratado (E2) 30 dias: deposicdo de matriz éssea por células
com perfil osteoblastico (%) ao redor da matriz dentinaria
desmineralizada alogénica (MDDA) e osteécito em lacunas (4).

Tricromico de Mallory. 100x.
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FIGURA 22 — Grupo tratado (E2) 60 dias: aspecto histolégico da particula de matriz
dentinaria desmineralizada alogénica (MDDA) incorporada ao tecido

0sseo em remodelacao (#8). Tricrémico de Mallory. 100x.

FIGURA 23 — Grupo tratado (E2) 90 dias: particulas de dentina desmineralizada
alogénica (MDDA) com superficie regular, pouco sinal de reabsorcao

e incorporada por tecido ésseo maduro. Tricromico de Mallory. 100x.
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5.4 Analise Histomorfométrica

A analise histomorfométrica teve como finalidade mensurar a area de matriz
0ssea neoformada, tecido conjuntivo e medula éssea nos defeitos ésseos dos
grupos controle e tratado (E1 e E2), bem como fornecer os dados necessarios a

andlise estatistica destas medigdes através do teste de variancia ANOVA.

TABELA 4 — DistribuicAdo das médias da area de tecido 6ésseo de acordo com 0s

grupos controle e tratado (E1 e E2) nos periodos do experimento.

Grupo controle Grupo E1 Grupo E2
Periodo (dias)
Média (%) dp Média (%) dp Média (%) dp

15 0.513 0.152 0.629 0.214 0.662 0.109
30 0.504 0.213 0.557 0.127 0.579 0.165
60 0.501 0.104 0.512 0.046 0.538 0.101
90* 0.405 0.080 0.548 0.073 0.679 0.040

dp: desvio padrao
* grupo controle = E1 com p=0.016/ grupo controle # E2 com p=0.000/ grupo E1 # E2 com p=0.029

A tabela 4 mostra uma evolugdo nos valores médios da area de matriz
Ossea, expressos em porcentagem, dentro de cada periodo, ao longo dos grupos
analisados. De acordo com os dados, referentes a analise de variancia (ANOVA)
houve diferenga estatisticamente significante da area de matriz é6ssea neoformada

entre os grupos estudados no periodo de 90 dias.
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TABELA - 5 Distribuicdo das médias da area de tecido conjuntivo de acordo com os

grupos controle e tratado (E1 e E2) nos periodos do experimento.

Grupo controle Grupo E1 Grupo E2
Periodo (dias)
Média (%) dp Média (%) dp Média (%) dp

15* 0.339 0.133 0.014 0.020 0.078 0.122
30 0.139 0.190 0.033 0.073 0.072 0.098
60 0.534 0.119 0.035 0.080 0.000 0.000
90 0.082 0.115 0.000 0.000 0.000 0.000

dp: desvio padréo
*grupo controle = E1 com p=0.01/ grupo controle = E2 com p=0.006

Baseado nos valores da tabela 5 constatou-se diferenga significativa com
relacdo a presenca de tecido conjuntivo entre o grupo controle e os grupos tratados
(E1 e E2) com 15 dias, no entanto ndo foi observada diferenca significativa entre o

grupo E1 e E2 no mesmo periodo.
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TABELA 6 — Distribuicdo das médias da area de medula éssea de acordo com os

grupos controle e tratado (E1 e E2) nos periodos do experimento.

Grupo controle Grupo E1 Grupo E2
Periodo (dias)
Média (%) dp Média (%) dp Média (%) dp

15 0.146 0.049 0.356 0.227 0.259 0.090
30 0.356 0.178 0.409 0.113 0.348 0.132
60 0.445 0.189 0.451 0.064 0.461 0.101
90* 0.512 0.147 0.451 0.073 0.321 0.040

dp: desvio padréo
*grupo controle # E2 com p=0.028

De acordo com a tabela 6 p6de-se evidenciar uma progressdo das médias
da area da medula 6ssea mensurada no decorrer dos periodos analisados. Porém
observou-se que houve diferenga significativa apenas entre os grupos controle e o

tratado E2 no periodo de 90 dias.
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6 — DISCUSSAO

No presente trabalho, o modelo animal utilizado para o estudo da
regeneracao Ossea foi o rato, que embora tenha algumas particularidades e
diferencas quando comparado com o processo de regeneracdo em humanos,
principalmente no que diz respeito ao alto potencial osteogénico, € de facil manejo e
pouco se encontra na literatura trabalhos envolvendo a associacdo da técnica da
regeneracao éssea guiada induzida por dentina alogénica em roedores. Foi evitado
o uso de fémeas devido a influéncia de fatores hormonais que poderiam interferir
nos resultados obtidos.

A capacidade auto-regenerativa € um fenémeno universal nos organismos
vivos. Em organismos superiores, o reparo de tecidos pode se dar de duas formas:
(1) pela regeneragédo com a recomposi¢cao da atividade funcional do tecido ou (2)
pela cicatrizacdo com restabelecimento da homeostasia do tecido com perda da sua
atividade funcional pela formagao de uma cicatriz fibrética. No caso de tecido ésseo
este reparo acontece normalmente por regeneracdo onde a neoformacao éssea
apresenta uma organizagado estrutural semelhante com a original (CATANZARO
GUIMARAES, 1982; SCHENK, 2000).

Qualquer lesdo 6ssea como fratura, defeito ou fixacdo de implantes pode
ativar a liberagdo de fatores de crescimento e indutores, sendo que esses
fenbmenos biomeleculares estdo associados com o processo da regeneracao 0ssea.
Durante a formacado da loja cirlrgica, vasos sangiineos sao rompidos e uma
hemorragia localizada preenche a loja cirurgica resultando na formagado de um
coagulo sangiineo. As plaquetas e a matriz extracelular da area danificada liberam

fatores de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fatores de crescimento dos
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fibroblastos (FGF) e fatores de crescimento transformador (TGF-8), que atuam como
fatores quimiotaticos e reguladores da atividade celular. Nesse estagio o TGF-B
estimula o recrutamento e a proliferacdo de células mesenquimais, condroblastos e
células osteoprogenitoras (FERNANDES, 1998; RAMOSHEBI, 2002).

Nos resultados das analises macroscoépica e radiografica foi evidenciada uma
neoformacdo 6Ossea inicial nas bordas do defeito 6sseo em todos 0s grupos no
decorrer dos periodos como mostra as figuras 9 e 13. O processo de ossificacao
intramembranosa comecga devido a agregagdo de células mesenquimais e
osteoprogenitoras principalmente nas bordas do defeito (GONCALVES, 1997). Estas
células se hipertrofiam, assumindo perfil fenotipico de osteoblastos, que sintetizam a
matriz organica rica em colageno tipo |, que posteriormente se mineraliza. A riqueza
de células fonte mesenquimais encontradas na medula 6ssea, onde esté o assoalho
do defeito 6sseo, explicaria a rapidez do reparo 6sseo neste estudo. Em condicdes
estaveis, 0 osso € formado direta ou primariamente, pois as margens 6sseas do
defeito fornecem uma base sélida para a deposicao 6ssea.

O principal obstaculo para o sucesso do processo regenerativo 6sseo € o
rapido crescimento de tecido conjuntivo cicatricial que invade a loja cirurgica, onde
as células do tecido conjuntivo, principalmente fibroblastos, proliferam mais
rapidamente que as células osteoprogenitoras responsaveis pela neoformacao
Ossea. Esta rapidez na proliferacao celular define a qualidade da regeneracéao éssea
(DAHLIN, 1996). Portanto, a utilizagdo de membranas oclusivas evita a invasao
altamente proliferante dos fibroblastos permitindo assim um intervalo de tempo maior
para que as células osteoprogenitoras repovoem com eficiéncia a area do defeito e

promovam a neoformacao 6ssea.
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O uso de varios tipos de membrana oclusivas que envolvem a técnica da
regeneracao Ossea guiada, como as membranas nao-biolégicas de Teflon
(KAHNBERG, 1979), de politetrafluoretileno expandida (SIMION, 1996; GOMES,
1998), e as bioldgicas, como as de colageno (PITARU et al., 1987), de dura-mater
desidratada (FONTANA et al., 1994) e membrana amniética humana (GOMES,
1998), tém sido amplamente relatado em trabalhos de pesquisas. No presente
trabalho foi utilizada uma membrana oclusiva de origem vegetal derivada do 6leo da
mamona por ser biocompativel (BELMONTE, 2001; LEONEL et al. 2004), de facil
adaptagao no modelo cirdrgico, baixo custo e por apresentar uma longevidade a fim
de assegurar a func¢ao de barreira por tempo adequado sem ser reabsorvida.

Os resultados da analise microscopica dos grupos estudados mostram que no
grupo controle a presenca de tecido conjuntivo mesenquimal é bem mais evidente
que nos grupos tratados nos periodos de 15 e 30 dias (figuras 16C e 17C). Esses
dados foram confirmados na andlise histomorfométrica que mostrou uma diferenca
significativa com relagcédo a presenca de tecido conjuntivo entre o grupo controle e os
grupos tratados (E1 e E2) com 15 dias (tabela 5), evidenciando o papel
osteopromotor da membrana de poliuretana no contexto da regeneragdo déssea
guiada, confirmando os relatos feitos por BELMONTE (2005).

Com o objetivo de acelerar a resposta da regeneracao 6ssea em cirurgias
reconstrutivas, tem-se utilizado materiais osteoindutores de acéo local como, por
exemplo, a matriz 6ssea desmineralizada (BESSHO et al., 1992), a matriz dentinaria
desmineralizada (CATANZARO-GUIMARAES et al., 1986; BESSHO et al., 1990;
GONGALVES et al.,, 2002; GOMES et al., 2001, GOMES, 2002) e ainda alguns
fatores de crescimento ésseo (BECKER et al., 1992), sendo a acao destes materiais

baseada no aumento da proliferagdo osteoblastica e da sintese de matriz 6ssea.
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Dentre esses materiais osteoindutores a matriz dentinaria desmineralizada alogénica
tém mostrado provocar reacao antigénica (CARVALHO, 2001; CARVALHO, 2004).

A matriz dentinaria alogénica exibe atividade osteoindutora que é comprovada
na analise microscopica do grupo tratado E2 com 15 e 30 dias pela condensacao de
células com perfil osteogénico ao redor das particulas de dentina (figuras 16E2b e
21). Esta atividade osteoindutora da dentina desmineralizada alogénica pode ser
explicada pelo fato da matriz organica dentindria apresentar um reservatério de
fatores indutores da proliferagado celular e quimiotaxia como IGF- 1 e Il, TGF-$ e as
BMP’s (BESSHO et al., 1992; CATANZARO-GUIMARAES, 1986). As BMP’s séo
liberadas pelas particulas de dentina desmineralizada induzindo a neoformacao
Ossea através da diferenciagdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos, que
iniciam a deposicdo de matriz 6ssea, originando trabéculas 6sseas (URIST &
STRATES, 1971).

Ainda de acordo com CATANZARO-GUIMARAES et al. (1986), quando
substancias osteoindutoras, como as BMP’S, atuam sobre as células
osteoprogenitoras determinadas, ocorre neoformagdo Ossea direta ou ortotdpica
através de uma ossificagao intramembranosa.

A dentina desmineralizada tem obtido excelentes resultados durante o
processo de regeneragdo éssea sob as formas de particulas (GONCALVES, 2001)
ou fatias (CATANZARO-GUIMARAES,1976). A ocorréncia de grande quantidade de
células osteogénicas localizadas sobre as particulas da dentina desmineralizada
alogénica, nos periodos de 15 e 30 dias no grupo tratado E2 (figura 20), sugere
também que a matriz dentindria enxertada poderia promover uma superficie
adequada para fixagcdo das células mesenquimais indiferenciadas, auxiliando na

orientagédo celular, caracterizando sua atividade osteocondutora. Este fato deve-se,
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provavelmente, a maior superficie de contato oferecida pelas particulas de dentina
desmineralizada alogénica com o tecido osteogénico da regido, fornecendo
substrato favoravel a deposicdo de matriz 6ssea (figura 21).. Essa continua
deposicao éssea ao redor da dentina faz com que ela seja completamente
incorporada no tecido 6sseo neoformado, como foi demonstrado na analise
microscopica a partir do periodo de 60 dias (figuras 18E2a e 18E2b).

A imunobiocompatibilidade da matriz dentinaria alogénica neste trabalho foi
confirmada pela auséncia de infiltrado inflamatério e poucas células do tipo clastos
envolvendo a dentina desmineralizada alogénica, onde as particulas de dentina
mantiveram as superficies regulares com pouco sinal de reabsorcao até o periodo
de 90 dias (figuras 19E2a, 19E2b, 22 e 23). A auséncia de rejeicdo da matriz
dentinaria evidenciada em nosso trabalho coincide com os resultados de URIST
(1971), CATAZARRO GUIMARAES (1976), GONCALVES (1997), GOMES (1988),
CARVALHO (2001), e ABREU et al. (2004), no entanto, com relacdo a reabsorcéo
da dentina os resultados obtidos por GOMES (1998) e GONCALVES (2001) sao
contrastantes, pois nesses trabalhos ocorreu reabsorcdo completa da dentina
durante o processo de remodelagéo éssea.

A andlise radiografica digital direta através do sistema Digora, foi utilizada por
oferecer melhores condicbes de visualizagdo, objetividade e precisdo para
realizacdo da interpretacao radiografica durante a evolucado da regeneracao 6ssea
nos grupos controle e tratado (E1 e E2), quando se compara aos dados obtidos pelo
exame radiografico convencional e digital indireta (TAVANO, 1999). O exame
subjetivo executado nas imagens convencionais do sistema Digora € mais rapido e

preciso na busca e analise da imagem, pois determina niveis de cinza em uma
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ampla escala (0 a 255 niveis) em comparagdo com a radiografia periapical (no
maximo 32 niveis de cinza).

A melhor qualidade estrutural 6ssea no grupo tratado E2 esta relacionada
com o maior grau de organizacdo deste tecido, que apresentou ndo sé uma
superioridade qualitativa notéria, mas uma superioridade quantitativa em relacéo ao
outros grupos em todos os periodos analisados na analise microscépica, sendo que
a area de tecido 6sseo neoformado do grupo E2 com 90 dias foi significante na
analise histomorfométrica (tabela 4). Esse fato explica a remodelagédo da cortical
O6ssea com recomposicao do canal medular significante no mesmo periodo (figura
19E2a).

Nossos resultados macroscépicos, radiograficos, microscépicos e
histomorfométrico concordam que a velocidade do processo de regeneracao 6ssea
observada nos grupos tratados (E1 e E2) foi maior que no grupo controle, sendo que
no grupo tratado E2 onde no defeito ésseo foram implantadas particulas de matriz
dentinaria desmineralizada alogénica envolvidos com membrana de poliuretana, foi
ainda maior que a velocidade no grupo onde o defeito foi envolvido apenas com
membrana de poliuretana. A explicacdo para esse fato deve-se pela capacidade
osteoindutora e osteocondutora da matriz dentinaria pela liberacdo de fatores de
crescimento e BMP’s que estimulam a migracdo e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras em osteoblastos, determinando assim um aumento na velocidade

da regeneracéao Ossea.
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7 — CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos aplicando-se a metodologia € com

base na revisao de literatura pertinente, pode-se concluir que:

1)

A membrana de poliuretana exibiu propriedades de osteopromocao
favorecendo o processo de neoformacdo O6ssea permanecendo na
superficie da loja cirurgica durante todo o periodo experimental;

A matriz dentindria desmineralizada alogénica exibiu atividade
osteoindutora e osteocondutora estimulando a regeneragdo Ossea de
forma direta;

As particulas de matriz dentinaria desmineralizada alogénica foram
incorporadas ao 0sso neoformado, sofrendo pouca reabsor¢cao durante

o processo de remodelagéo e sem provocar reagao imunolégica.
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ANEXO 1

Analise Morfologica do Defeito Osseo com 15 dias

Caracteristicas Histologicas Grupo Valores Grupo Valores Grupo Valores
C1 El E2
RICI15 70% RI1E115 58,4% R1E215 58,7%
R2CI115 63,2% R2E115 51% R2E215 78%
) R3CI115 32,1% R3E115 88,8% R3E215 73,5%
Tecido Osseo R4Cl115 47% R4E115 80,1% R4E215 69,7%
R5CI115 44.5% R5E115 36,2% R5E215 51,4%
Média 51,3% Média 62,9 % Média 66,2 %
RICI15 19,2% RI1E115 2,5% R1E215 28%
R2CI115 19,6% R2E115 0% R2E215 0%
R3CI115 45,9% R3E115 4,6% R3E215 0%
Tecido Conjuntivo R4C115 43% R4E115 0% R4E215 0%
R5CI115 42.2% R5E115 0% R5E215 11%
Média 33,9% Média 14% Média 7,8 %
RICI15 10,8% RI1E115 39,1% R1E215 13,3%
R2C115 17,2% R2E115 49% R2E215 22%
R3CI115 22% R3E115 6,6% R3E215 26,5%
Medula Ossea R4C115 10% R4E115 19,9% R4E215 30,3%
R5C115 13,3% R5E115 63,8% R5E215 37,6%
Média 14,6 % Média 35,6% Média 25,9%
Analise Morfologica do Defeito Osseo com 30 dias
Caracteristicas Histologicas Grupo Valores Grupo Valores Grupo Valores
C1 El E2
RI1C130 35,5% R1E130 67,8% R1E230 44,4%
R2C130 67% R2E130 55,2% R2E230 64,8%
. R3C130 78% R3E130 69,4% R3E230 84%
Tecido Osseo R4C130 27,5% R4E130 44.9% R4E230 47,2%
R5C130 44.3% R5E130 41,5% R5E230 49,3%
Média 50,4 % Média 55,7% Média 57,9%
R1E130 45,3% R1E130 0% R1E230 17,3%
R2E130 5,9% R2E130 0% R2E230 0%
R3E130 0% R3E130 0% R3E230 0%
Tecido Conjuntivo R4E130 18,5% R4E130 16,5% R4E230 0%
R5E130 0% R5E130 0% R5E230 18,7%
Média 13,9 % Média 3,3% Média 7,2%
R1E230 19,2% R1E230 32,2% R1E230 38,3%
R2E230 27,1% R2E230 44.8% R2E230 35,2%
) R3E230 22% R3E230 30,6% R3E230 16%
Medula Ossea R4E230 54% R4E230 38,6% R4E230 52,8%
R5E230 55,7% R5E230 58,5% R5E230 32%
Média 35,6 % Média 40,9 % Média 34,8%




ANEXO 2

Analise Morfologica do Defeito Osseo com 60 dias

Caracteristicas Histologicas Grupo Valores Grupo Valores Grupo Valores
C1 El E2
RI1C160 58,2% RI1E160 58,7% R1E260 69,4%
R2C160 32,9% R2E160 50,8% R2E260 52,2%
) R3C160 47,6% R3E160 46,3% R3E260 54,3%
Tecido Osseo R4C160 56,6% R4E160 51,9% R4E260 41%
R5C160 55,2% R5E160 48,7% R5E260 52,1%
Média 50,1% Média 51,2% Média 53,8%
RI1C160 26,7% RI1E160 0% R1E260 0%
R2C160 0% R2E160 0% R2E260 0%
R3C160 0% R3E160 17,9% R3E260 0%
Tecido Conjuntivo R4C160 0% R4E160 0% R4E260 0%
R5C160 0% R5E160 0% R5E260 0%
Média 5,3% Média 3,5% Média 0%
RIC160 15,1% RI1E160 41,3% R1E260 30,6%
R2C160 67,1% R2E160 49,2% R2E260 47,8%
p R3C160 52,4% R3E160 35,8% R3E260 45,7%
Medula Ossea
R4C160 43,4% R4E160 48,1% R4E260 59%
R5C160 44.8% R5E160 51,3% R5E260 47,9%
Média 44,5 % Média 45,1% Média 46,2%
Analise Morfologica do Defeito Osseo com 90 dias
Caracteristicas Histologicas Grupo Valores Grupo Valores Grupo Valores
C1 El E2
RI1C190 45% RI1E190 46% R1E290 63,8%
R2C190 36,5% R2E190 54,8% R2E290 66,6%
) R3C190 38,3% R3E190 61,7% R3E290 74,4%
Tecido Osseo R4C190 31% R4E190 62,6% R4E290 69%
R5C190 51,7% R5E190 49.2% R5E290 65,7%
Média 40,5 % Média 54,8 % Média 67,9 %
RI1C190 24.2% RI1E190 0% R1E290 0%
R2C190 17% R2E190 0% R2E290 0%
R3C190 0% R3E190 0% R3E290 0%
Tecido Conjuntivo R4C190 0% R4E190 0% R4E290 0%
R5C190 0% R5E190 0% R5E290 0%
Média 8,2% Média 0% Média 0%
RI1C190 30,8% RI1E190 54% R1E290 36,2%
R2C190 46,5% R2E190 45.2% R2E290 33,4%
) R3C190 61,7% R3E190 38,3% R3E290 25,6%
Medula Ossea R4C190 69% R4E190 37,4% R4E290 31%
R5C190 48,3% R5E190 50,8% R5E290 34,3%
Média 51,2% Média 45,1% Média 32,1%
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Protocolo n° 049/2005

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DA REGENERACACO OSSEA, ESTIMULADA
PELO GEL DE MATRIZ DENTINARIA ALOGENICA EM DEFEITOS OSSEOS NA
TIBIA DE RATOS (RATTUS NORVEGICUS), TRATADOS PELA TECNICA DA
REGENERAGCAQ OSSEA GUIADA”

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Sérgio Augusto Catanzaro Guimaries

Aluno: isidra Manoela Souza Portela Santos

Parecer do Comité de Etica:

O CEP analisou, baseado em parecer competente, o presente projeto e o

considerou aprovado.

Data: 05/8/05

Assinatura do Presidente:
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Prof-Dr.Marcos da Cunha Lopes Virmond

123



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
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
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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