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Almeida U. Analise e utilizagdo de biomaterial confeccionado a partir das conchas de
Crassostrea gigas em defeito Periodontal em ratos [Dissertagdo de Mestrado]. Curitiba:
Universidade Positivo; 2010.

RESUMO

As conchas de ostras podem se apresentar como fonte promissora na confec¢ao
de biomaterial para enxertia Ossea, uma vez que apresentam na sua constituicdo
principal o célcio. Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um biomaterial
para enxerto 0sseo a partir da concha da Crassostrea gigas, e avaliar a resposta tecidual
em defeitos periodontais de ratos. Analise das particulas em MEV revelou tamanhos
variados e superficie microporosa. A andlise das particulas por EDXRF demonstrou
uma constituicdo basica de CaO. Dois grupos de vinte ratos (WISTAR) foram
submetidos a confec¢do de defeito periodontal, preenchidos com coagulo sanguineo ou
com biomaterial teste. Os tempos de monitoramento foram de 1, 3, 6 e 8 semanas. A
analise histologica revelou que na presenca do biomaterial teste houve um processo
inflamatorio granulomatoso cronico, que promoveu inicialmente o aparecimento de um
tecido ostedide mais fibroso, o qual resultou em reparo 6sseo em camadas finas. Pode-
se observar um aspecto fibroplasico no ligamento periodontal que, em estidgio mais
avangado, transformou-se em anquilose. Pode-se concluir que a aplicagdo do
biomaterial em defeito periodontal parece nao ser favoravel. No entanto, a observagao
da formagdo da linha cimentante ao redor de particulas do biomaterial teste, demonstra
um potencial para sua aplicagdo no enxerto 6sseo sem o envolvimento do ligamento

periodontal, como € o caso de regides com indicagdo para implantes

Palavras-chaves: Crassostrea gigas; Defeito periodontal; Substituto 6sseo.
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Imeida U. Histological analysis of Crassostrea gigas shell based biomaterial applied to
periodontal defects in rats [Dissertacdo de Mestrado]. Curitiba: Universidade Positivo;
2010.

ABSTRACT

Opyster shells may be presented as a potential source for the elaboration of a bone graft
biomaterial, once they are mainly constituted by calcium. The aim of this study was to
develop a bone grafting biomaterial based on Crassostrea gigas shell to evaluate the
tissue response in periodontal defects in rats. SEM analysis of the particles showed a
variety of sizes and microporous surface. EDXRF analysis demonstrated calcium oxide
as the main component. Two groups of 20 WISTAR rats were submitted to surgical
procedures in order to create defects filled with blood clot or test biomaterial.
Monitoring periods were 1, 3, 6 and 8 weeks. Histological analysis revealed that in the
presence of the tested biomaterial developed a chronic granulomatous process, which
promoted initially the appearing of a fibrous osteoid tissue, resulting in thin layered
bone repair. It was observed a fibroplasic aspect of the periodontal ligament, which in
an advanced stage became ankylosis. The application of the biomaterial in periodontal
defects appears to be unfavorable. However the observation of a cement line around the
particles demonstrates its potential use as a biomaterial in areas away from periodontal

ligament, as it is in regions where implants are to be inserted.

Key words: Crassostrea gigas; Periodontal defect; Bone substitute
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1. INTRODUCAO

O conhecimento histofisiologico do osso e a inten¢do de reproduzir tal tecido ¢
de fundamental importancia nas especialidades de Cirurgia e Traumatologia Buco-
Maxilo-Facial, Periodontia, Estomatologia e Implantodontia.

A Implantodontia ¢ revolucionada a partir de 1960, quando Branemark et al.
(1977) demonstraram que o titdnio seria o melhor material para ser utilizado nos
implantes. Inicialmente, foi elaborado um protocolo cirurgico para a reabilitacdo das
arcadas dentarias inferiores. Em decorréncia deste protocolo, outras técnicas foram
surgindo, e hoje em dia cada dente pode ser reabilitado individualmente, desde que haja

um remanescente 0sseo satisfatorio.

Ja em 1981, Adell ef al. publicam um estudo relatando o acompanhamento de
implantes osseointegraveis durante um periodo de 15 anos. Os resultados deste estudo
foram surpreendentes apontando uma taxa de sucesso de 81% em proteses implanto-
suportadas na maxila, e de 91% em proteses na mandibula. Os resultados deste estudo
provocam grande impacto na implantodontia da época.

Assim, o perfil do tratamento com implantes modifica os diversos quadros de
edentulismo, que passa a ser tratado mais eficientemente. Segundo Ferri et al. (2008),
existe um aumento na resolucdo das complicagdes referentes ao tratamento com
implantes, principalmente devido a ampliacdo das indicacdes, da qualificagdo dos
profissionais, das biotecnologias envolvidas e das diversidades dos tratamentos.

As proteses fixas implanto-suportadas tém evoluido muito nas ultimas décadas,
viabilizando a proposi¢do de que cada raiz pode ser substituida por um implante,

favorecendo uma higienizacido mais eficaz pelo paciente (Misch et al., 2008).



No entanto, devido a perda precoce de dentes e ao processo fisiologico de
reabsorcdo Ossea, além da pneumatizacdo dos seios maxilares, muitos pacientes
necessitam de uma reconstrucdo Ossea prévia a cirurgia de instalacdo dos implantes
osseointegraveis. A perda dssea ¢ um problema para a funcdo mastigatoria e gera um
grande impacto social, especialmente em pessoas com mais idade (Turkyilmaz et al,

2008).

A reposicao do osso ¢ geralmente realizada com o uso de osso autdégeno, que ¢é
considerado o material mais eficiente para tal procedimento (Shegarfi e Reikeras, 2009).
Geralmente o osso autdgeno ¢ coletado da crista iliaca, mas também podem ser retirados
de outras regides do corpo, como a costela, a calvaria, a tibia ¢ a mandibula. No entanto,
devido a existéncia de riscos associados a técnica, como o aumento da morbidade pos-
operatoria, a chance de infecgdo, entre outros, busca-se substitutos que resultem em

tecido semelhante ao osso da regido deficiente.

O osso aldgeno (proveniente de outro individuo de mesma espécie) e o
aloplastico (biomaterial sintético) sdo comumente utilizados para repor o osso perdido
principalmente em regides de enxerto consideradas favordveis, como por exemplo, o
seio maxilar (Kaufman, 2003). O seio maxilar, bem como um alvéolo apd6s uma
extracdo dentdria, ¢ considerado uma cavidade favoravel, sendo composto por cinco

paredes, o que favorece a estabilidade inicial de qualquer enxerto.

Outra opgdo existente para a reposi¢do do osso ¢ com o uso de biomateriais
aloplasticos, que sao confeccionados sinteticamente. Entre os aloplasticos pode-se citar:
o biovidro (Suominen e Kinnunen, 1996), o sulfato de calcio (Kelly et al., 2001) e as

ceramicas de enxerto O0sseo, a hidroxiapatita e o ftricdlcio fosfato (Bucholz, 2002).



Dentre as vantagens que justificam o uso dos biomateriais aloplasticos estdo: a origem
da matéria-prima, sem necessidade do gerenciamento de criadouros para a produgio, a
possibilidade de uma melhor padronizagdo das propriedades a partir do controle da
composicao (tamanhos de particulas), e a viabilidade na comercializagdo e aplicacdo

clinica (Hayashi, 2006).

Por outro lado, biomateriais xenodgenos (origem de outro individuo e de espécie
diferente) podem apresentar outros beneficios, como ¢ o caso da estrutura e composi¢ao
semelhantes as do osso humano (osso bovino), bem como a utilizacdo de bens
renovaveis pela propria natureza, ou que ja fazem parte da vida do ser humano moderno
(fins alimenticios), ou seja, estdo incorporados a sociedade e podem inclusive
representar o uso racional de substrato sustentavel. Alguns pesquisadores avaliaram
materiais alternativos para a producdo de biomateriais de enxerto dsseo como, por
exemplo, cascas de ovo de avestruz (Dupoirieux, 1999) e conchas marinhas (Lamghari

etal.,2001).

As conchas de ostras podem se apresentar como fonte promissora na confecgao
de biomaterial para enxertia dssea, uma vez que apresentam como constituinte principal
a calcita, um cristal a base de carbonato de calcio, ¢ também possuem em sua estrutura
organica proteinas O0sseas morfogenéticas 2 (do inglés bone morphogenetic protein,
BMP-2) praticamente idénticas as encontradas em humanos (Miyashita et al., 2008). As
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) foram bem descritas em um estudo classico de
1967, no qual Urist et al. demonstram suas primeiras pesquisas com substitutos 6sseos
visando encontrar um material ideal para reconstruir o osso humano, a partir do

principio de que as BMP contribuem para a diferenciacdo celular.



Estudos com a concha da ostra Crassostrea gigas indicam peculiaridades
interessantes encontradas em seu processo de mineralizagdo, como a presenca de uma
BMP que pode proporcionar melhores resultados em enxertos dsseos (Herpin et al.,

2005).

Assim, visando a diminui¢do de custos e ainda o aproveitamento de fontes
renovaveis para a producdo de biomateriais, o objetivo desse estudo foi elaborar um
biomaterial teste para enxerto a partir da concha da Crassostrea gigas, analisar algumas
caracteristicas das particulas produzidas, bem como verificar a efetividade experimental

de sua aplicagdo in vivo em defeito periodontal de ratos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enxertos 0sseos

As dimensdes do suporte dsseo precisam ser compativeis com o tamanho de um
implante, que também deve distribuir as cargas mastigatorias de maneira satisfatoria.
Porém, em casos com pouco remanescente 0sseo, faz-se necessario o preparo do leito
receptor por meio de enxerto, com o objetivo de posicionar os implantes em situagdo
que favoreca a estética e a mecanica da reabilitagdo protética (Misch et al., 2008).

O osso ¢ um tecido conjuntivo mineralizado, caracterizado por um contetido
extracelular e um outro celular: osteoblastos, células de deposi¢do; ostedcitos,
intrinsecos ao tecido, auxiliadores da manutencdo do mesmo; e osteoclastos, células de
absorcdo. Segundo estudo de Martin (2000), o osso ¢ o resultado de um trabalho
conjunto destas células, nas quais os ostedcitos diminuem sua atividade secretora ao se
econtrarem envoltos por tecido ostedide, e assim vdo permanecendo aprisionados no
meio do tecido mineralizado. Os osteoclastos fazem o papel de absorgdo,
importantissimo na renovacdo 60ssea, pois ao absorverem determinada regido, permitem
a migracdo de células que a invadem. O autor denomina este trabalho como sendo
desenvolvido por unidades multicelulares basicas (BMU, do inglés basic multicellular
units ).

O remodelamento 6sseo € algo que ocorre constantemente durante a vida do
individuo, no intuito de adaptar e renovar continuamente o tecido 6sseo. Desde um bom
tempo que se sabe que os osteocitos influenciam esses processos, em resposta a
alteragdes na pressdao do tecido e escoamento de fluidos ocasionados por cargas

fisioldgicas (Rubin e Lanyon, 1985).



A regeneragdo tecidual ¢ um termo usado para descrever um reparo que leva a
uma completa restaura¢do da morfologia e fungdo do tecido afetado (Urist et al. 1967).
O reparo 6sseo envolve fenoménos tanto de regeneracdo quanto de cicatrizacao,
dependendo da injuria. Apesar de o tecido 0sseo apresentar um alto potencial de reparo,
defeitos 6sseos podem nao cicatrizar com tecido 6sseo. (Mavrogenis et al., 2009). Para
facilitar o reparo, materiais de enxerto Osseo podem ser colocados nos defeitos.
Normalmente, trés mecanismos podem ocorrer na enxertia: a osteogénese, a
osteoindugdo e a osteocondugao.

A osteogénese ocorre quando osteoblastos viaveis e osteoblastos precursores sao
carreados juntamente com o material enxertado no defeito, no qual centros de formacao
ossea podem ser estabelecidos. Osso iliaco autdgeno e enxertos medulares sdo exemplos
de enxertos com propriedades osteogénicas (Shegarfi e Reikeras, 2009).

A osteoindugdo envolve nova formagao ossea pela diferenciacdo de células de
tecido conjuntivo indiferenciadas em células formadoras de osso, sob a influéncia de um
agente indutor, tal como a matriz 6ssea desmineralizada ou as BMP (Bowers et al.,
1989).

A osteocondugdo ocorre quando um material enxertado serve como arcabougo
para o crescimento de osteoblastos precursores no defeito. Este processo ¢ geralmente
acompanhado por uma absor¢do gradual do material enxertado. O osso autéogeno
cortical ¢ o osso aldgeno de banco de ossos sdo exemplos de materiais de enxerto com

propriedades osteocondutoras (Hu e Zhong, 2009).



2.2 Biomateriais
2.2.1 Autogenos

Os enxertos autdogenos sdo aqueles em que o material enxertado € retirado de
uma area doadora do proprio individuo. As regidoes doadoras mais usadas na boca sdo a
sinfise e borda externa do corpo da mandibula. Outras regides doadoras bastante
utilizadas sdo as costelas, e principalmente a regido da crista do osso iliaco. A calvaria
também ¢ uma regido utilizada com altos indices de sucesso (lizuka et al., 2004). Estas
ultimas requerem a internacdo hospitalar, que além do risco de infec¢do, tornam este
tipo de enxerto mais complicado (Zijderveld et al., 2009).

Reinert ef al. (2003) relatam trinta casos de pacientes com maxila atrofica severa
tratados com enxertos provenientes da crista iliaca. Apos uma pequena perda 6ssea
durante o primeiro ano de acompanhamento, uma reabsor¢do minima foi observada
durante o segundo e o terceiro anos.

Chiapasco et al. (2007) relatam o uso de técnicas para aumento em altura do
rebordo alveolar em mandibula. Observam um resultado semelhante entre o uso de
bloco oriundo do ramo mandibular e de dispositivo para distragdo osteogéncia vertical.
Roccuzzo et al. (2007) também indicam o uso do osso de ramo mandibular para

aumento horizontal nos casos em que a deficiéncia 6ssea ocorre em espessura.

2.2.2 Alogenos

Os enxertos aldgenos sdo provenientes de um outro individuo de mesma espécie,
¢ sdo relatados na literatura desde a metade do século passado, quando Puranen, em
1966, descreve acontecimentos relatados na literatura, entre a segunda metade do século

XIX e a primeira metade do século XX. Segundo este autor, em 1858 Ollier cria uma



fundacdo cientifica para estudos de transplantes dsseos, € a partir dai h& um aumento
nos relatos.

Os tecidos geralmente sdo adquiridos no post-mortem mas também podem ser
adquiridos de doadores vivos. A selecdo do doador ¢ bastante criteriosa, assim como sdo
as técnicas de processamento para que os tecidos sejam eficientes e seguros (Galea et
al., 1998).

Becker et al. (1996) demonstram que o uso de osso aldogeno pode ser
questionado quanto a sua utilizacdo ao redor de implantes, provavelmente devido a
demora no estimulo ao remodelamento local.

Sdo dadas como vantagens o uso exclusivo de anestesia local, ou seja evitando
um procedimento cirargico hospitalar como no caso de coleta do osso da crista iliaca,
reduzindo assim os custos da intervengdo , ¢ a disponibilidade de grandes quantidades
de material para enxerto. Como desvantagem ¢ considerada a possibilidades de uma

transmissdo de doengas (Gomes et al., 2008).

2.2.3 Aloplasticos

Ha, na Odontologia, uma crescente necessidade de novos biomateriais que
apresentem uma resposta tecidual controlada e confidvel, como por exemplo,
biomateriais que substituem e/ou estimulem a formacdo de um novo tecido 6sseo e que
depois possam ser absorvidos. Uma variedade de enxertos Osseos aloplasticos, a partir
de polimeros biodegradaveis associados a hidroxiapatita, t€ém sido objeto de
consideravel interesse clinico e cientifico. Os compositos, polimeros/ceramicas,
alcangam cada vez mais uma aceitacdo nas areas de reparagdo Ossea e¢ de defeitos

periodontais (Bostrom e Seigerman, 2005).



Materiais a base de fosfato de calcio granulado possuem propriedades de
biocompatibilidade e osteoconducdo bem estabelecidas, e sdo muito uteis quando
utilizados sozinhos ou em combinagdo, como por exemplo no uso de hidroxiapatita
associada ao trifosfato de calcio (Chow, 2009).

Outro material comumente usado na enxertia 6ssea € o sulfato de calcio, também
chamado de “gypsum” ou gesso Paris, que ¢ conhecido por preservar os limites
fisiologicos do defeito 6sseo (manutengdo de volume), reduzir o tempo de cirurgia e
perda de sangue, além de evitar a morbidade de uma cirurgia doadora de tecido (Peltier,
1961).

Segundo Hench et al, (1999) o biovidro possui biocompatibilidade com os
tecidos do corpo, permitindo a migracdo dssea e a colonizagdo de células osteogenicas

na sua superficie.

2.2.4 Xenogenos

Pode-se fazer uso de biomateriais de origem xenogénica em situagdes clinicas
mais favoraveis, como a necessidade de preencher parte do seio maxilar (Kim et al.,
2009), um alvéolo pos-extragdo bem conservado (Oltramari ef al., 2006) ou em defeitos
periodontais (Reynolds et al., 2010).

O Dbiomaterial xenoégeno mais utilizado ¢ o osso bovino liofilizado
desmineralizado. O osso bovino possui disponibilidade quase ilimitada e uma
similaridade fisica e quimica com o osso humano. Uma desvantagem do 0sso bovino ¢ o
fato de ser um material xendgeno que pode, portanto, desencadear reagdes imunologicas
e inflamatérias no hospedeiro. Esforcos sdo realizados na tentativa de melhorar o

processamento fisico e quimico do material para minimizar os riscos e diminuir



substancialmente a antigenicidade, tornando o osso bovino uma alternativa aceitavel
quando comparado com os enxertos autégenos e alogenos (Meyer et al., 2008).

Outros animais estudados para prover matéria-prima para a confec¢do de
biomateriais sdo a ovelha (Zielak' et al., 2007) e o cavalo (Simion ef al., 2009). Além
de utilizar mamiferos como fonte de matéria-prima, outros seres vivos apresentam
propriedades de interesse para a engenharia tecidual, tal como as cascas de ovos de aves
e as conchas marinhas. Estes materiais s@o caracterizados por serem ricos em calcio,
como ¢ o caso da casca do ovo de avestruz que tém sua composi¢do mineral distribuida
em 97,4% (carbonato de calcio), 1,9% (fosfato de magnésio) e 0,7% (fosfato tricalcio),
além de possuir uma estrutura com microporosidades (Dupoirieux, 1999).

Varias espécies de moluscos também s2o pesquisados, em especial no que se diz
respeito a camada nacre de suas conchas, que apresentam uma estrutura calcificada
composta de cristais de carbonato de calcio organizados em multiplas camadas de
tabletes finos de aragonita, cercados por uma matriz organica composta basicamente por
proteinas e polisacarideos (Weiss ef al., 2000).

Esta camada nacre de algumas conchas de moluscos foi considerada
recentemente como um novo biomaterial para o reparo Osseo, que pode induzir a
osteogénese (Mouries ef al., 2002; Lamghari et al., 2001). Fragmentos do nacre do
molusco Pinctada maxima induzem a uma resposta bioldgica quando implantados em
ossos de ovelhas, com uma atividade osteogénica local e integragcdo do nacre no osso do
hospedeiro, sem nenhuma reagdo inflamatéria. O mesmo estudo sugere que a matriz da
camada nacre produz sinais quimicos que podem ser liberados em um meio fisiologico €
que sdo capazes de ativar osteoblastos (Lamghari et al, 2001). Em estudos in vitro,

lascas de nacre estimulam células osteoblasticas humanas para a formagdo de osso
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(Lopez et al., 1992). Outros autores confirmam que o nacre ¢ biocompativel,

biodegradavel e osteocondutor (Liao et al., 2000).

2.4.4.1 Crassostrea gigas

Até o presente momento, nas maiores bases de dados, inexistem relatos sobre o
uso deste molusco ou sua concha (com camada nacre) para o uso de enxertia 6ssea. O
que se sabe ¢ que a matriz organica da concha de moluscos ¢ uma estrutura composta de
proteinas e polissacarideos (Weiner e Traub, 1984).

A ostra do pacifico, Crassostrea gigas, estd se tornando uma espécie modelo
atrativa para atividades de pesquisa relacionadas com o genoma focadas em imunologia
comparativa, doenca ecoldgica, estresse causado por polui¢do e parasitas, fisiologia de
desenvolvimento e reprodutiva, e genética evolucionaria (Fleury et al.,2009).

Um estudo revela que na cadeia proteica da concha da Crassostrea gigas (Cg)
existe uma proteina conectora para o calcio, que surge durante o processo de
mineraliza¢cdo da concha, com uma proporcao relativamente alta de valina, alanina e
isoleucina, o que sugere uma proteina adesiva. Neste mesmo estudo, os autores também
correlacionam as matrizes organicas com biominerais, e concluem que o 4acido aspartico
e o acido glutdmico tém um papel importante na modelagem da formagdo da concha

(Lee e Choi, 2007).
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3. PROPOSICAO

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de um biomaterial obtido a
partir da concha da Crassostrea gigas na sua aplicagdo em defeitos periodontais de
ratos, a fim de fornecer informagdes histologicas no que se refere a viabilidade de

eventual aplicacdo clinica futura em humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

O seguinte trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Positivo, sob o protocolo numero 148/2008.

4.1 Confec¢ao do biomaterial

Foram utilizadas conchas de ostras, Crassostrea gigas, coletadas do descarte da
industria alimenticia (Bombinhas, SC, Brasil). As conchas foram primeiramente lavadas
com escova em agua corrente, ¢ o excesso de residuos depositados na estrutura externa
das mesmas foi removido em maquina para polimento de prétese (Politrix, Nevone, Sdo
Paulo, SP, Brasil), em alta rota¢do (20.000 rpm.) com disco de 6xido de aluminio. Em
seguida, as conchas foram moidas com um moedor tipo pildo manual e esterilizadas em

autoclave.

4.2 Analise quimica inicial do biomaterial por meio de espectrometria de
fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva (EDXRF)

A EDXRF foi realizada em amostra do biomaterial produzido, apoés
autoclavagem do mesmo, de acordo com metodologia previamente descrita (Avigo Jr et

al., 2008; Vasquez et al., 2005).
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4.3 Anilise das particulas do biomaterial por MEV
Parte das particulas do biomaterial teste foram metalizadas (SCD 030, Balzers
Union, Alemanha) e observadas no microscopio eletronico de varredura (JSM6360-Lv,

Jeol, Toquio, Japao).

4.4 Aplicacio cirurgica do biomaterial

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em 40 ratos machos (Rattus
norvergicus), com idade de 6 meses e com peso variando entre 350 a 450 g
provenientes do biotério da Universidade Positivo. Foram tomados cuidados pré-
operatorios que incluiram um protocolo de reducdo de estresse para os animais, no qual
eram alojados apenas 3 animais por caixa. Os procedimentos de sedacdo foram
realizados com alotano (Bayer, Alemanha), e posteriormente os animais receberam uma
dose de anestesia com quetamina (40 mg/kg, Bayer, Alemanha) e xilazina (5 mg/kg,
Bayer, Alemanha) via intraperitoneal. As cirurgias foram realizadas sempre por um

mesmo operador.

Uma incisdo linear de aproximadamente 0,8 mm foi realizada na mandibula, na
regido vestibular e anterior ao forame mentual com ldmina de bisturi 15 (BD, Sao
Paulo, SP, Brasil), com o cuidado de ndo romper o colarinho cervical. O defeito dsseo
(Figura 1) foi criado por acdo de broca esférica multilaminada (carbide) de 3 mm de
diametro (Antilope, Sui¢a) adaptada em aparelho portatil de baixa rotagdo (Dentec-
405N, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), de acordo com o protocolo cirtirgico pré-estabelecido

(Zielak et al., 2007).

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo controle (C) e grupo

experimental (E), subdivididos em 5 animais para cada sub-grupo. O grupo controle
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tinha apenas coagulo no local cirirgico e o grupo experimental recebeu o biomaterial
marinho. Apdés, a regido operada foi suturada com dois pontos simples usando fio de
nylon 5.0 (Procare, Lamedid, Barueri, Sdo Paulo, Brasil). Ao término da cirurgia os
animais receberam uma dose de morfina (1 mL, Bayer, Alemanha). A eutandsia dos
animais foi realizada com uso de uma camara de gas de CO,, conforme os tempos de

monitoramento de 1, 3, 6 ¢ 8 semanas.

Figura 1 — Visualizagdo do defeito cirurgico. Fonte: Zielak et al., 2007.

4.5 Procedimentos histologicos

A area do defeito dsseo presente nas hemimandibulas foi removida em bloco. Os
fragmentos foram fixados Cortes seriados com 5 pm de espessura, foram realizados no
sentido mesio-distal, e a coloracdo utilizada foi hematoxilina e eosina (H.E.) para
analise com microscopia de luz. As hemi-mandibulas com os defeitos enxertados foram
coletadas e fixadas em formol (Sulana, Maringd, Parand, Brasil) neutro a 10%, lavadas e
descalcificadas em solucdo de acido formico a 10% (Sigma, Diadema, Sao Paulo,

Brasil). Depois do periodo de descalcificagdo (aproximadamente 20 dias), as pecas
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foram processadas e incluidas em parafina, seguindo a rotina convencional de

processamento.

Para analise histologica as imagens foram coletadas por microscopio (021/3
Quimis, Diadema, SP, Brasil) e camera acoplada (SDC-310, Samsung, Coréia). Os
aumentos utilizados foram de 40, 100 e 400 X, e os seguintes parametros foram
considerados: fechamento do defeito, edema, reparo Osseo e reparo do ligamento

periodontal.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise por MEV do biomaterial teste

O aspecto ultraestrutural demonstrou que no processo de confeccdo das
particulas foram produzidos diferentes tamanhos (aproximadamente de 20 a 700 um)
(Figuras 2A e 2B). Além disto, em aumentos maiores (1500 a 10000 x) pode-se
observar a grande irregularidade da superficie do biomaterial teste. Cada particula

parece um aglomerado formado pela unido de diversos cristais menores (Figuras 2C e

2D).

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura das particulas do biomaterial teste em
diferentes aumentos.
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5.2 Anilise por EDXRF do biomaterial teste
Os resultados encontrados desta analise estdo dispostos na Tabela 1. Pode-se
observar que o o6xido de calcio (CaO) ¢ o composto predominante, representando

aproximadamente 96% da composicao total do material.

Tabela 1 — Resultados obtidos da andlise de composi¢do quimica por EDXREF.
Compostos ou elementos em quantidades menores do que 0,1% estdo indicados em ppm
(partes por milhdo).

Composto
ou Valor [Concentragio
elemento
CaO 96,43729 %
ALO; 2,613 %
SiO, 0,288 %
Cl 1664,854 ppm
SrO 1591.,8 ppm
SO; 1503,36 ppm
P,05 1149,97 ppm
Fe,04 632 ppm
MnO 44,417 ppm
ZnO 13,614 ppm
Br 10,828 ppm
CuO 4,187 ppm
Rb 2,089 ppm
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5.3 Observacdes clinicas

Durante a aplicacdo cirargica, o biomaterial teste demonstrou caracteristicas
favoraveis de manipulagdo. Desde o momento da coleta na embalagem até sua inser¢do
no defeito cirurgico, manteve-se bem aglutinado e, em contato com os tecidos vivos,

apresentou grande estabilidade.

Apbs os procedimentos cirirgicos, os animais se alimentaram normalmente
apresentando aspectos clinicos considerados normais, sendo que todos os grupos
tiveram um comportamento similar, e a ferida cirargica ficou caracterizada por uma

resposta inflamatoria cicatricial.

5.4 Anilise histologica

5.4.1 Grupo controle de 1 semana

A partir de cortes seriados (5 um) foi possivel a identificacdo de areas com
formacdo de tecido ostedide no meio do tecido de granulagcdo (focal, apresentando
processo inflamatdrio cronico), ¢ areas de neoformacgdo de fibras colagenas dispostas
perpendicularmente ao tecido cementario, mimetizando ligamento periodontal (Figuras
3A e 3B). Em nenhum dos espécimes analisados foi observado o fechamento 6¢sseo do

defeito.
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Figura 3 — Fotomicrografias da regido central do defeito de amostra do grupo controle
de 1 semana (hematoxilina e eosina). (R) Raiz dental. (*) Infiltrado
inflamatorio com edema. (Ot) Osteodide. ({) Organizagdo do ligamento com
aspecto de normalidade na inser¢do de fibras. (A) Magnifica¢do original de
40x. (B) Magnificagdo original de 100x. (C) Magnificagdo original de 400x.
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5.4.2 Grupo controle de 3 semanas

Foram observadas areas com proliferagdo Ossea a partir das margens do defeito.
Ainda assim, um tecido de granulagdo também localizado focalmente estava presente,

caracterizado pelo processo inflamatorio cronico disperso (Figura 4).

Figura 4 - Fotomicrografia do defeito de amostra do grupo controle de 3 semanas
(hematoxilina e eosina). (*) Observar presenca de infiltrado inflamatorio na
regido do ligamento. (R) Raiz dental. (NO) Neoformacdo Ossea a partir das
margens do defeito. Magnificagao original de 40x.

5.4.3 Grupo controle de 6 semanas

Foi possivel observar o fechamento do defeito cirurgico em todos os espécimes,
a partir da presenca de osso neoformado maduro coaptando as bordas. Contudo, ainda
foi evidente a presenca de um tecido de granulagdo composto por fibroplasia e processo
inflamatorio cronico, predominantemente linfo-plasmocitario, nas regidoes ligamentar e

submucosa (Figuras 5 a 8).
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Figura 5 - Fotomicrografia do defeito de amostra do grupo controle de 6 semanas
(hematoxilina e eosina). (*) Observar presenga de infiltrado inflamatorio nas
regides do ligamento e submucosa. (R) Raiz dental. (NO) Neoformagao dssea
fechando o defeito. Magnificag@o original de 40x.

Figura 6 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo controle de 6
semanas (hematoxilina e eosina). (*) Observar presenga de infiltrado
inflamatorio nas regides do ligamento e submucosa. Aspectos da
neoformacgdo 6ssea: (Oi) Osso imaturo. (Ot) Ostedide. Magnificacdo original
de 100x.
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Figura 7 - Fotomicrografia da regido periférica ao reparo 6sseo central, amostra do
grupo controle de 6 semanas (hematoxilina e eosina). (Ot) Osteodide, observar
o modelamento de tecido. Magnificacdo original de 400x.

Figura 8 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo controle de 6
semanas (hematoxilina e eosina). (NO) Neoformagdo Ossea com 0SSO
imaturo. (CV) Canal vascular. (Ob) Osteoblasto. (Oc) Ostedcito.
Magnificacdo original de 400x.
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5.4.4 Grupo controle de 8 semanas

Foi observada uma melhor coaptacdo das margens do defeito nos cortes
histologicos, o que se refletiu no fechamento do defeito em todos os espécimes. Mesmo
assim, ainda se observou a presenca de tecido de granulacdo restrita ao centro do defeito

e predominancia de aspectos de normalidade das regides ligamentar e submucosa

(Figuras 9 a 11).

Figura 9 - Fotomicrografia do defeito, amostra do grupo controle de 8 semanas
(hematoxilina ¢ eosina). (NO) Neoformagdo 6ssea com osso maduro. (R)
Raiz dental. (E) Area de edema. ({) Regido do ligamento com aspecto de
normalidade de inser¢do de fibras na raiz dental. Magnificagdo original de 40

X-
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Figura 10 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo controle de 8
semanas (hematoxilina e eosina). (NO) Neoformagdo oOssea com 0sso
maduro. ({) Organizagdo do ligamento na regido de inser¢do com aspecto
usual. Magnificagao original de 100 x.

Figura 11 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo controle de 8
semanas (hematoxilina e eosina). (Om) Osso maduro e disposicdo de
ostedcitos (Oc). Magnificagdo original de 400 x.
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5.4.5 Grupo experimental de 1 semana

Foi possivel identificar a formacdo de tecido mineral semelhante ao tecido 6sseo
em permeio a intenso processo inflamatério cronico e agudo. Em nenhum dos

espécimes analisados foi observado o fechamento 6sseo do defeito (Figuras 12 a 14).

Figura 12 - Fotomicrografia do defeito, amostra do grupo experimental de 1 semana
(hematoxilina e eosina). (R) Raiz dental. (E) Area de edema. (*) Presenca
de

infiltrado inflamatdrio. ({) Observar a insercdo do ligamento.
Magnificacdo original de 40 x.
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Figura 13 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo experimental
de 1 semana (hematoxilina e eosina). (*) Infiltrado inflamatorio. (Ot)
Ostedide. (E) Area de edema. ({) Observar organizago irregular na inser¢io
do ligamento na raiz dental. (R) Raiz dental. Magnificacdo original de 100 x.

Figura 14 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo experimental
de 1 semana (hematoxilina e eosina). (Ot) Ostedide. (E) Area de edema.
Magnificacdo original de 400 x.
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5.4.6 Grupo experimental de 3 semanas

Foi possivel identificar a formagdo de areas de tecido ostedide disposto em
mosaico circundado por area de intensa fibroplasia. A presenca de processo inflamatorio
cronico inespecifico foi observado neste grupo. Em nenhum dos espécimes analisados

foi observado o fechamento 6sseo do defeito (Figuras 15 a 17).

Figura 15 - Fotomicrografia do defeito, amostra do grupo experimental de 3 semanas
(hematoxilina e eosina). (R) Raiz dental. (Ot) Ostedide. (*) Infiltrado
inflamatorio. Magnificacao original de 40 x.
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Figura 16 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo experimental
de 3 semanas (hematoxilina e eosina). (Ot) Ostedide. (*) Infiltrado
inflamatorio. Magnificacao original de 100 x.

Figura 17 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo experimental
de 3 semanas (hematoxilina e eosina). Tecido ostéide com fibras modeladas.
Magnificacdo original de 400 x.
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5.4.7 Grupo experimental de 6 semanas

Foi observada a formacdo de uma fina ponte 6ssea sobre a area do defeito com
um processo inflamatoério cronico exibindo edema intenso em regido ligamentar. A
regido submucosa estava em remodelamento. Houve fechamento parcial dos defeitos

em todos os espécimes (Figuras 18 a 21).

Figura 18 - Fotomicrografia do defeito, amostra do grupo experimental de 6 semanas
(hematoxilina e eosina). (NO) Neoformagdo ossea. (*) Infiltrado
inflamatorio. (E) Area de edema. (R) Raiz dental. (}) Area do ligamento de
inser¢ao de fibras na raiz dental. Magnificacdo original de 40 X.
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Figura 19 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo experimental
de 6 semanas (hematoxilina e eosina). (NO) Neoformacdo ossea. (*)
Infiltrado inflamatério. (E) Area de edema. Magnificagio original de 100 x.

r s
Figura 20 - Fotomicrografia da regido central do fechamento do defeito, amostra do
grupo experimental de 6 semanas (hematoxilina e eosina). (NO)
Neoformagdo ossea. (*) Infiltrado inflamatorio. (E) Area de edema.
Magnificacdo original de 400 x.

31



Figura 21 — Fotomicrografias da regido central do defeito de amostra do grupo
experimental de 6 semanas (hematoxilina e eosina). (NO) Neoformagao
ossea. (*) Infiltrado inflamatodrio. (Bt) Biomaterial teste. (Pr) Porosidade do
biomaterial apresentando invasdo tecidual fibrosa (It). (A) Magnificacdo
original de 40x%. (B) Magnificago original de 100x.

5.4.8 Grupo experimental de 8 semanas

Neste grupo foi possivel observar a coaptacdo de bordas formada por tecido
mineral fino e irregular, além da calcificacdo de matriz na regido ligamentar semelhante
a uma anquilose. Observou-se a presenga de tecido inflamatorio cronico, e o fechamento

dos defeitos com tecido mineral irregular fino em todas as amostras (Figuras 22 a 25).
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Figura 22 - Fotomicrografia do defeito, amostra do grupo experimental de 8 semanas

(hematoxilina e eosina). (A) Anquilose. (NO) Neoformagdo ossea. (Bt)
Biomaterial teste. (E) Area de edema. (*) Infiltrado inflamatorio.
Magnificacdo original de 40 x.

Figura 23 - Fotomicrografia do defeito, amostra do grupo experimental de 6 semanas
(hematoxilina e eosina). (NO) Neoformacao dssea. (Bt) Biomaterial teste.
(E) Area de edema. (*) Infiltrado inflamatorio. Magnificagdo original de
40 x.
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Figura 24 - Fotomicrografia da regido central do defeito, amostra do grupo experimental
de 8 semanas (hematoxilina e eosina). (*) Infiltrado inflamatorio. (Bt)
Biomaterial teste. (Pr) Porosidade do biomaterial apresentando invasdo
tecidual fibrosa (It). (Lc) Linha cimentante. Magnificagdo original de 100 x.

Figura 25 - Fotomicrografia da regido central do fechamento do defeito, amostra do
grupo experimental de 8 semanas (hematoxilina e eosina). (Ot) Tecido
ostedide com fibras modeladas. Magnificacdo original de 400 x.

Para uma melhor comparagdo dos resultados entre todos os grupos, um resumo foi
compilado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Avaliagdo geral dos pardmetros histologicos nos diferentes grupos.

Grupo Fechamento Edema Reparo 6sseo Reparo do
do defeito ligamento
C1 - + Aspecto normal de Aspecto
cicatrizagdo normal de
cicatrizagdo
C3 Tecido dsseo imaturo, Aspecto
+ em camada Unica fina, normal de
+ periférico, sem cicatrizagdo
consolidagdo
Cé6 Tecido dsseo imaturo Aspecto
+ rodeado por tecido normal de
+ ostoide modelado, em | cicatrizagdo

camada unica espessa,
sem consolidagdo

C8 Tecido 6sseo maduro, Aspecto
+ em camada Unica normal de
+ espessa, com cicatrizagdo
consolidagdo mais
avangada
T1 Tecido ostedide Aspecto de
- cicatrizagdo
+++ com
fibroplasia
e ostedide
T3 Tecido ostedide Aspecto de
+ modelado cicatrizagdo
++ com
fibroplasia
e ostedide
T6 Tecido 6sseo maduro, | Aspecto de
+ em camada Unica fina, | cicatriza¢do
++ sem consolidagdo com
fibroplasia
¢ ostedide
T8 Tecido 6sseo maduro, Anquilose
+ em multiplas camadas
++ finas, com coaptacdo

(+) Presente ou discreto. (+ + ) Moderado. (++ + ) Intenso. ( — ) Ausente. ( £ ) Parcial. (C1) Controle
1 semana. (C3) Controle 3 semanas. (C6) Controle 6 semanas. (C8) Controle 8 semanas. (T1) Teste 1
semana. (T3) Teste 3 semanas. (T6) Teste 6 semanas. (T8) Teste 8 semanas.
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6. DISCUSSAO

Existem relatos do uso de biomateriais de enxerto 6sseo de origem marinha na
Odontologia (Fricain et al, 2002; Sandor et al., 2003). A idéia de se usar um
biomaterial de descarte, como € o caso da concha deste trabalho, esteve
contemporaneamente afinada com a filosofia da sustentabilidade, algo essencial para os
dias de hoje. A andlise quimica inicial do biomaterial teste confirmou a hipotese de que
o principal consituinte seria o calcio, como observado na Tabela 2, sob a forma de
algum tipo de oxido.

Acredita-se que os efeitos das BMP-2 na morfogénese e formagao 6ssea ocorrem
a partir da unido de dois tipos de receptores kinase serina/treonina (receptores tipo I e
II). Ambos sdo essenciais para a transducao do sinal das BMP (Rosenzweig ef al., 1995;
Wan e Cao, 2005). Estudos recentes revelam que moléculas semelhante as sinalizadoras
(BMP-2) para a formagdo 6ssea em humanos sdo encontradas em conchas Crassostrea
gigas (Herpin etal., 2005). Tais moléculas podem estar presentes na camada nacre da
concha, como acontece na espécie Pinctada fucata (Miyashita et al., 2008). Isto também
corrobora para justificar a escolha da fonte de matéria-prima para o desenvolvimento do
biomaterial teste aqui apresentado.

Em relacdo ao modelo in vivo de teste, como em muitos outros estudos
experimentais, o rato foi usado devido a vantagens em termos de facilidade de
aquisicdo, manutencdo e manipulacdo cirtirgica (Aaron et al., 2002). Este modelo
especifico apresenta uma similaridade com as situagdes clinicas de enxerto dsseo,
devido ao defeito ser na boca do animal. Assim, obteve-se um comportamento clinico
da ferida cirtargica mais realistico, pois o animal salivou normalmente sobre a regiao,

além de ter ingerido seus nutrientes sendo um roedor, ¢ poder estimular a regido com
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sua lingua. No entanto, o defeito ndo foi caracterizado como critico, sendo que seu
didmetro maximo foi de 3 mm, enquanto estudos relatam defeitos criticos com
diametros de 5 mm para o rato (Arosarena e Collins, 2003). Outro fator a ser
considerado foi o local escolhido para a criacdo do defeito, o qual é submetido a cargas
constantes decorrentes da mastigagdo, como o que acontece normalmente na boca de
um individuo. Sabe-se que o osso responde a estes estimulos de tensdo, sendo ativado o
seu remodelamento, como ¢ o caso de movimentacdo constante (Pipkin et al, 2001).
Em funcdo do tempo de monitoramento deste trabalho, ndo se pode observar a
regeneragdo Ossea, ja que até 8 semanas, mesmo nos individuos controle, ainda havia a
presencga discreta de edema.

Clinicamente, o material se comportou de maneira aceitdvel durante sua
manipulacdo, incorporando-se na regido do defeito devido a caracteristica de hidrofilia,
0 que permitiu sua aglutinacdo com o sangue. Nao se observou sinais de infec¢do ou
abscessos.

No presente estudo, no que diz respeito ao reparo Osseo, observou-se que
durante a fase de ostedide, tanto no grupo controle (Figura 7) quanto no grupo
experimental (Figura 17), houve regides de deposicdo de fibras de forma ordenada,
semelhantemente a um tecido modelado. Nao obstante, durante a fase de maturagao, o
aspecto das regides com osso maduro se apresentou normal, principalmente nos cortes
de espécimes do grupo controle (Figuras 8, 10 e 11). Nos cortes histoldgicos do grupo
experimental, o osso maduro formado encontrado foi mais fino, em camadas multiplas
(com tendéncia a baixa adesao entre as camadas, fato que se observa com o

aparecimento de espacos entre as mesmas) (Figuras 19 e 23), e com niimero menor de
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osteocitos (Figuras 19 e 21A) do que o osso maduro observado em cortes do grupo
controle.

Em relacdo a direcdo da matriz orgénica durante a fase de ostedide, que se
apresentou ordenada, sabe-se que modificagdes diferenciais nas orientagcdes das
deposicoes de colageno e mineral, durante a neoformagdo dssea, podem acontecer como
adaptacoes ultraestruturais da matriz, com a finalidade de se obter resiténcia 6tima, ou
acomodacdo a microfrauras por fadiga, em regides suscetiveis a tensdes mecanicas
(Noble e Reeve, 2000; Skedros et al., 2006).

Além disto, pode-se perceber que o tecido ostedide no grupo experimental, em
determinadas regides (Figura 14), apresentou um aspecto mais denso, provavelmente
mais fibroso, do que o controle (Figura 3C). Este mesmo aspecto mais denso se refletiu
no reparo do ligamento das amostras do grupo experimental (Figuras 13 e 18). Um
outro achado importante observado no ultimo periodo de monitoramento, a 8 semanas,
foi o fato de que a fibroplasia com aspecto ostedide da regido do ligamento se
caracterizou como uma anquilose, ou seja, culminou com a mineralizagdo do ligamento
periodontal. Em condi¢des normais, o ligamento periodontal se apresenta como um
tecido conjuntivo altamente organizado com feixes de fibras, um contetdo fluido e um
sistema vascular que sdo caracteristicas importantes para o desempenho de suas fungdes
(Natali et al., 2004).

Em relagdo a unido das particulas do biomaterial teste com o osso, pode-se
observar (Figuras 23 e 24), em oito semanas, que estdo aderidas ao tecido neoformado
ao seu redor por meio de uma linha cimentante. De acordo com Davies (2007), esta
linha cimentante representa ndo apenas uma unido quimica do osso com a superficie do

biomaterial, mas uma interdigitacdo micromecanica, possivelmente de proteinas ndo
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colagenosas, sinal favoravel a migracdo de osteoclastos, ou seja, ao remodelamento.
Este achado pode indicar a possibilidade de incorporagdo do biomaterial ao osso. Nas
semanas iniciais (1 e 3), a presenca do biomaterial teste nos cortes histoloégicos nao foi
evidente, provavelmente devido a uma maior intensidade do edema ao redor das
particulas, o que pode ter promovido o deslocamento destas durante o processamento
histologico. Neste mesmo modelo e periodo, em trabalho descrito por Zielak® et al.
(2007), observa-se um infiltrado inflamatorio cronico e agudo, além da presenca de
células gigantes e vascularizagdo aumentadas em relagdo ao controle — caracteristicas
ndo evidentes no presente trabalho.

Outro resultado interessante foi o fato de que em cortes do grupo experimental, o
tecido 6sseo neoformado na regido do enxerto, produziu um reparo 6sseo em camadas
finas, que visivelmente se dissociaram (Figuras 19 e 23). Neste ponto, talvez por agdo
da linha cimentante presente entre as camadas dsseas, o remodelamento poderia ter sido
estimulado de forma mais rapida do que o que aconteceu com o grupo controle, que por
sua vez demonstrou uma tendéncia a neoformar uma camada Unica e mais espessa
(Figura 5).

O fato de se observar células (fibroblastos) em permeio a material extracelular,
dentro de particulas do biomaterial teste comprova que o mesmo possui
microporosidades compativeis com o crescimento celular. E demonstrado (Zhu et al.,
2010) que o aumento na area de superficie de materiais a base de célcio, como € o caso
dos biomateriais de enxerto 6sseo, pode favorecer a adsor¢do de proteinas do meio
intersticial, e por consequéncia, atrair células importantes para a formacao do tecido.
Segundo a andlise por MEV do biomaterial teste, pode-se observar que as particulas

apresentaram grande porosidade e uma superficie bastante irregular (Figura 2). Pelas
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caracteristicas de incorporacao e unido da matriz dssea neoformada com as particulas, o
biomaterial teste pareceu ter mecanismo de a¢do semelhante ao do biovidro. O biovidro
¢ um material sintético que também se une ao tecido mineral, por meio de uma camada
porosa de silica, carregada de uma fase ionica de hidroxil-carbonato-apatita, uma fase
mineral semelhante ao osso (Hu e Zhong, 2009).

As caracteristicas estruturais de arcaboucos para engenharia tecidual afetam a
resposta celular, e devem ser elaboradas para prover adesdo celular, proliferacdo e a
diferenciagdo. Sendo que um arcabouco atua como uma matriz extracelular com a qual
as células interagem previamente a formagdo de um novo tecido (Smith et al., 2009).
Portanto, um arcabouco deve apresentar uma superficie que promova a adesdo,
crescimento e diferenciacdo celular, enquanto providencia uma rede porosa para o
crescimento tecidual (Chen e MA, 2004; Liu e MA, 2004).

Uma vez que o biomaterial teste apresentou proliferacdo celular dentro de
microporosidades, pode-se discutir o perfil desta aplicacdo de biomateriais. Ao se
elaborar um arcabouco, deve-se considerar varios fatores. Preferencialmente, o
arcabougo deve se degradar de acordo com a nova formagdo tecidual, deve ser
biocompativel e seus produtos de degradagdo também devem ser biocompativeis. Uma
vez implantado, deve possuir propriedades mecanicas necessarias para oferecer apoio
estrutural temporariamente até que a formacdo de um novo tecido ocorra. Além disso, o
arcabouco deve possuir caracteristicas morfologicas importantes, como a alta
porosidade e dispoibilidade de oferecer uma passagem vidvel para a transmissdo de
nutrientes e crescimento tecidual interno, além de propiciar a angiogénese. Para obter
tais caracteristicas, os arcabougos sdo frequentemente desenhados para imitar a estrutura

de uma matriz extracelular natural (Ma e Zhang, 1999). Hoje, os arcaboucos sdo
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biomateriais de desenvolvimento desafiador para a atual engenharia de tecidos (Smith et
al., 2009).

Sugere-se que o biomaterial teste do presente trabalho deva ser mais
aprofundadamente avaliado. Para aplicagdes clinicas em regido periodontal, os
resultados aqui apresentados ndo se demonstraram satisfatorios, devido a formagdo de
anquilose. Contudo, em defeitos dsseeos que ndo envolvam a superficie radicular, o

biomaterial teste pode apresentar um melhor desempenho.

41



7. CONCLUSAO

De acordo com as informagdes descritas no presente trabalho, a utilizagdo do
biomaterial confeccionado a partir da concha da Crassostrea gigas promoveu
inicialmente o aparecimento de um tecido ostedide mais fibroso, que resultou em reparo
osseo em camadas finas, além de aspecto fibroplasico no ligamento periodontal que, em
estagio mais avancado, transformou-se em anquilose. Com este resultado, pode-se
concluir que a aplicagdo do biomaterial em defeito periodontal parece ndo ser favoravel.
No entanto, a observacdo da formacdo da linha cimentante ao redor de particulas do
biomaterial teste demonstra um potencial para sua aplicacdo no enxerto 0sseo sem 0
envolvimento do ligamento periodontal, como € o caso de regides com indica¢do para

implantes.
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