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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram: avaliar o potencial de formagao 6ssea
frente a utilizacdo de enxerto 6sseo humano liofilizado desmineralizado e
mineralizado da marca U. S. Tissue & Cell®; avaliar se a utilizacdo da membrana de
cortical bovina nacional Gen-derm®, influencia na cicatrizacido 6ssea e avaliar a
biocompatibilidade dos enxertos dsseos, através do processo de reparo do tecido
6sseo em cavidades contendo os referidos materiais. Para a realizagdo do
experimento, utilizaram-se 36 ratos albinos (Rattus norvegicus) distribuidos em seis
grupos de seis animais cada, conforme a época do sacrificio (7, 14, 21, 30, 60 e 90
dias). Com uma broca esférica de 2 mm de didmetro em baixa rotagdo, foram
confeccionadas trés cavidades, duas na por¢cdo mais posterior e uma na anterior da
calota craniana de cada animal. A perfuracao posterior esquerda foi preenchida com
Enxerto Osseo Humano Desmineralizado Liofilizado, a perfuragdo posterior direita
com Enxerto Osseo Humano Mineralizado Liofilizado e a perfuracdo anterior foi
preenchida com o coagulo sanguineo do animal, servindo dessa forma como grupo
controle. Em trés animais de cada grupo a membrana bioldgica foi utilizada cobrindo
as cavidades preenchidas pelos biomateriais. Os animais foram sacrificados nos
intervalos de 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias e os espécimes obtidos, processados pela
técnica da parafina, sendo os cortes realizados em sentido transversal e corados por
HE. A avaliagdo microscépica consistiu numa analise histomorfométrica, através da

mensuracido da area de propor¢ao de tecido 6sseo neoformado, bem como do



numero de células gigantes multinucleadas presentes no campo histolégico. Os
valores obtidos foram submetidos a avaliagao estatistica pela Analise de Variancia
(Anova) e comparagdes multiplas pelo método de Bonferroni, considerando p<0,05.
Os resultados obtidos permitem concluir que: 1) o uso da membrana de cortical
O0ssea bovina desmineralizada interferiu positivamente na cicatrizagao éssea; 2) os
materiais enxerto 6sseo humano liofilizado desmineralizado e mineralizado
apresentam propriedades osteocondutoras; 3) os materiais enxerto 6sseo humano
liofilizado desmineralizado e mineralizado sdo materiais biocompativeis; 4) O modelo

animal utilizado se mostrou adequado para o design da pesquisa.

Palavras-chave: cicatrizagdo Ossea; enxerto 6sseo homégeno liofilizado;

regeneracgao tecidual guiada; membranas.
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ABSTRACT

The aims of this study was to evaluate new bone formation and
biocompatibility by the utilization of Human Demineralized and Mineralized Freeze-
Dried Bone Graft (U. S. Tissue & Cell®) and evaluate if Bovine Bone Cortical
Membrane (Gen-derm®) enhances the bone repair through the repair process in
osseous cavities containing these materials. For that, 36 albinos rats (Rattus
norvegicus) distributed in six groups according to the time of sacrifice (7, 14, 21, 30,
60 and 90 days). With a spherical drill of 2mm in diameter at low rotation three
osseous cavities were made in the calvaria of each animal. One cavity had anterior
orientation and two posterior one. The left posterior cavity was filled with Human
Demineralized Freeze-Dried Bone Graft, the right posterior with Human Mineralized
Freeze-Dried Bone Graft, while the anterior cavity did not received any material
forming the control group. In three animals of each group the cavities were covered
by biological membranes. The animals were sacrificed at intervals of 7, 14, 21, 30, 60
and 90 days. The specimens obtained were processed by the paraffin technique,
sectioned in the transversal way and stained by H&E. The microscopic evaluation
consisted in histomorphometric analysis by the measurement of the proportion of
new bone formation as well the number of giant multinucleated cells in each cavity.
The obtained numbers were submitted to statistic usage, using the Anova test and
Bonferroni’s pairwise comparisons, considering p<0,05. The obtained results allowed

us to concluded that: 1) The Bovine Bone Cortical Membrane enhances the bone



repair; 2) Human Demineralized and Mineralized Freeze-Dried Bone Graft showed
osteocondute properties; 3) Human Demineralized and Mineralized Freeze-Dried
Bone Graft are biocompatible; 4) The animal model are suitable for the research

design.

Keywords: bone healing; freeze-dried bone allograft; guided tissue regeneration;

membranes.
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de enxertos para a reposicdo de estruturas vitais perdidas esta
historicamente bem documentada, sendo relatada pela ciéncia médica desde a
antiguidade. A Odontologia, em seu enfoque reabilitador, tem tradicdo na area dos
biomateriais devido a frequente necessidade de sua indicagdo na regiao

bucomaxilofacial.

O osso autdgeno é considerado o “padrao-ouro” dentre os materiais de
enxerto, devido as suas propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e
osteogénicas (BECKER et al.,, 1995). Sua desvantagem, porém, esta na
necessidade da criagdo de outro sitio cirurgico com suas consequéncias pos-

operatorias, o que, muitas vezes, contra-indica sua utilizagédo. (TAGA, 1996)

O material de enxerto ideal teria as qualidades descritas do osso autdgeno
sem as desvantagens relacionadas com o sitio doador (BECKER et al., 1995). Até o
presente momento ndo existe tal material. Entretanto, diversos materiais e técnicas

tém sido propostos.

No final da década de cinquenta surgiu, como alternativa para o tratamento de
defeitos Osseos ortopédicos, a técnica das membranas bioldégicas ou da
regeneragao ossea guiada (MURRAY; HOLDEN; ROSCHLAU, 1957). Seu principio

baseava-se na permeabilidade seletiva das membranas que proporcionavam o



30

isolamento de células sem interesse para a reconstrugcdo tecidual almejada,
favorecendo a migracdo de células com potencial osteogénico e consequente

regeneracgao do tecido 6sseo.

Nas décadas seguintes, a técnica das membranas foi aplicada em outras
especialidades como na Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial, Periodontia e
Implantodontia. Assim, foram desenvolvidas membranas com diferentes
constituicbes e propriedades que, inclusive, foram testadas em diferentes

associagcdes com outros biomateriais.

Na década de sessenta, Urist (1965), iniciou os estudos sobre a utilizagao de
osso humano liofilizado em procedimentos de enxerto. Nos dias de hoje s&o
utilizados dois tipos de enxertos 6sseos homdgenos: o mineralizado liofilizado e o

desmineralizado liofilizado.

Ultimamente, ha uma tendéncia de se associar os biomateriais no intuito de
potencializar suas agbes. Diversos autores associaram enxertos de osso humano
liofiizado e membranas bioldégicas e comprovaram seu sinergismo de agdo. O
principio desta associacdo estaria embasado nas propriedades da membrana em
isolar a regido enxertada de células sem potencial osteogénico e de células
inflamatorias com potencial de absorver rapidamente o enxerto, além de concentrar
os fatores de crescimento no seu local de ag&o (ZELLIN; LINDE, 1997a; ZELLIN;

LINDE, 1997b).

O mercado brasileiro de biomateriais, recentemente, apresentou um grande

crescimento com o aparecimento de alternativas nacionais aos biomateriais
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importados, que se tornaram acessiveis em diversas especialidades médico-
odontoldgicas. Porém torna-se necessaria a realizagao de estudos experimentais

pré-clinicos, a fim de se determinar suas reais propriedades.

O estudo de biomateriais que substituam o enxerto 6sseo autégeno, podera
nos revelar um material de comportamento biolégico semelhante a esse e que nos

proporcione a redugao da morbidade, caracteristica dos enxertos ésseos autégenos.

Com o intuito de contribuir para o avango do conhecimento a respeito dos
efeitos do Enxerto Osseo Humano Liofilizado e da Membrana Absorvivel de Cortical
Ossea Bovina Liofilizada na cicatrizagdo dssea, propde-se a presente pesquisa, que

tem por objetivos:

a) avaliar o potencial de formagao éssea frente a utilizagdo de enxerto 6sseo

humano liofilizado desmineralizado e mineralizado da marca U. S. Tissue & Cell®'.

b) avaliar a biocompatibilidade destes materiais.

c) avaliar se a utilizagdo da membrana nacional Gen-derm®?, influencia na

cicatrizacdo Ossea.

d) avaliar os resultados dos materiais utilizados em relagdo ao grupo controle

(coagulo).

" FDBA, U. S. Tissue & Cell®, Ohio, Cincinatti, USA
DFDBA, U. S. Tissue &Cell®, Ohio, Cincinatti, USA
2 Gen-derm®, Baumer, Mogi das Cruzes, Sao Paulo, Brasil
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e) avaliar se 0 modelo animal proposto é adequado para o design da

pesquisa.

Os materiais acima citados sao amplamente utilizados e referenciados pela
literatura. Contudo, observa-se diferentes resultados conforme a marca comercial
utilizada. Nosso estudo se propde a analisar o resultado cicatricial em calota

craniana de ratos.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 HISTOLOGIA DO TECIDO OSSEO

Burkitt, Young e Heath (1994), definram o osso como uma forma
especializada de tecido de sustentagcdo no qual os componentes extracelulares sao

mineralizados.

Microestruturalmente, o osso pode ser categorizado em trés componentes:
células, matriz organica e matriz inorganica. Esses s&o integrados em duas

hierarquias macroestruturais: osso cortical e osso esponjoso (BOGLIOLO, 1994).

Para Rosemberg (1996) as células encontradas no osso s&o de trés tipos:
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, sendo os dois primeiros tipos celulares
derivados das células mesenquimais denominadas células osteoprogenitoras. Os
osteoblastos sdo responsaveis pela sintese e secregdo do componente organico da
matriz extracelular e iniciam o processo de mineralizagdo. Os ostedcitos se situam
em cavidades chamadas osteoplastos e desempenham um importante papel no
controle dos niveis plasmaticos de calcio e fésforo. Ja os osteoclastos, s&o células
gigantes multinucleadas que est&o relacionadas com a reabsor¢ao do tecido 6sseo e
participam do processo de remodelagdo dos ossos. Sdo derivadas de uma célula

precursora granulocito-macrofago localizada na medula hematopoiética.
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Do ponto de vista bioquimico, o osso é definido como uma mistura de matriz
organica (35%) e elementos inorganicos (65%). O componente inorganico é a
hidroxiapatita de calcio Ca1o(PQO4)s(OH)2, mineral que confere a forca e a dureza ao
0sso e se constitui no reservatorio de 99% de todo o calcio, 80% de todo o fésforo e
65% do sodio e magnésio do organismo. O componente orgéanico é representado
principalmente pelo colageno tipo | (90%), e substancias n&o colagenas (10%), como
proteinas morfogenéticas do osso (BMPs), proteoglicanas e glicoproteinas como

osteocalcina, osteonectina e osteopontina (ROSEMBERG, 1996).

2.2 BASES BIOLOGICAS DA REPARAGAO OSSEA

Segundo Junqueira e Carneiro (1979) a formagdo de osso durante o
desenvolvimento do esqueleto ocorre por ossificagao intramembranosa ou por
ossificagdo endocondral. Na ossificagdo intramembranosa o mineral € depositado
diretamente em um tecido mesenquimal, enquanto na ossificagcdo endocondral um

modelo cartilaginoso é substituido por osso.

Burkitt, Young e Heath (1994) propuseram o reparo de fratura como modelo
de reparo 6sseo. Neste modelo a neoformacédo Ossea seria tanto intramembranosa
como endocondral. Segundo os autores, no local da fratura forma-se um coagulo
sanguineo que é posteriormente substituido por um tecido colageno altamente
vascular (tecido de granulagao). Esse tecido torna-se progressivamente mais fibroso.
Células mesenquimais diferenciam-se em condroblastos e substituem o tecido de

granulacao por cartilagem hialina, formando um calo provisério que é flexivel. Este
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calo é fortalecido pela deposi¢cao de sais de calcio dentro da matriz cartilaginosa.
Células osteoprogenitoras do enddsteo e peridsteo sao ativadas e depositam o0sso
imaturo ao redor e dentro do calo provisorio. O calo provisorio € entdo transformado
em calo 6sseo. O osso imaturo formador do calo 6sseo sera lentamente remodelado

para formar osso lamelar maduro.

Para ELLIS Ill (1996), o conhecimento basico de como se da a cicatrizagao
dos enxertos 6sseos autdgenos € necessario para que se entenda as vantagens dos
varios tipos de enxertos 6sseos disponiveis. A cicatrizagdo ocorreria por intermédio
de dois processos basicos: O primeiro processo surge a partir de células viaveis do
préprio enxerto, capazes de formar tecido ostedide, ja o segundo é observado no
leito receptor e é iniciado por intensa angiogénese e proliferagédo fibroblastica com

posterior osteogénese.

Schenk (1996) afirma que a formagao éssea depende de dois pré-requisitos
indispensaveis: suprimento vascular e suporte mecanico. O tecido 0sseo exibe um
potencial de regeneragcdo surpreendente e restaura sua estrutura original e suas
propriedades mecanicas, porém com certos limites e passivel de falhas, caso
determinadas condi¢gées ndo sejam observadas. Esse autor salienta alguns fatores
que impedem ou dificultam o reparo 6sseo: falha de vascularizagao, instabilidade
mecanica, defeitos de grandes volumes e tecidos competidores com alta atividade

de proliferacao.

Em condigbes biologicas, uma cavidade oOssea assim como os alvéolos
dentarios, é reparada através do processo bioldégico natural, cuja extensdo e

velocidade variam conforme as dimensdes da lesdo, a localizacdo anatdbmica do
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agente etiolégico e de acordo com as caracteristicas genéticas de cada modelo

animal (CONSOLARO et al., 1997).

Garg (1999) definiu trés diferentes processos de cicatrizagdo associados com
os enxertos 6sseos: osteogénese, osteoindugao e osteoconducdo. Osteogénese € a
formacéo e o desenvolvimento do osso. Osteoinducdo é o processo de estimulacao
da osteogénese. Osteocondugédo é o fornecimento de uma matriz fisica para a
deposicdo de novo osso. Para o autor, esses trés processos ocorreriam

concomitantemente na regeneragao dos enxertos 6sseos autégenos.

Hollinger, Buck e Bruder (1999) reafirmaram o reparo de fratura 6ssea como o
modelo de estudo na regeneragao O0ssea. Salientaram a importancia dos fatores de
crescimento tais como TGF-f (fatores de crescimento de transformacao ), PDGF
(fator de crescimento derivado das plaquetas) e BMPs (proteinas morfogenéticas do

0SS0) No processo de reparo 0Sseo.

2.3 PRINCIPIOS DO USO DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Os principios da utilizacdo de membranas biolégicas baseiam-se na
permeabilidade seletiva das mesmas, que proporcionam o isolamento de células
indesejaveis, criando assim um espago que favorece a migragdo de células com
potencial osteogénico e consequente regeneragdo do tecido 6sseo (MURRAY;

HOLDEN; ROSCHLAU, 1957).
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Para McGinnis et al. (1998), uma membrana ideal deve ser: bioinerte e com

rigidez suficiente para proteger o coagulo sangtineo.

Mundell et al. (1993) afirmam que as membranas devem atuar como uma
barreira, impedindo a entrada de células consideradas indesejaveis ao local
protegido, pois, numa area em reparacdo Ossea, a invasdo do coagulo por

fibroblastos pode resultar em cicatrizagao fibrosa.

Segundo Consolaro et al. (1997) a utilizagdo de membranas bioldgicas
impede que as células do epitélio bucal e do tecido conjuntivo participem da
cicatrizacdo do defeito 6sseo, deixando que as células osteoblasticas tenham a
prioridade de se conduzirem para a area. Estas membranas criam um meio propicio
para melhorar a regeneragao funcional através do potencial biolégico natural,
proporcionando a estabilidade mecéanica do coagulo e a manutengao do espago por
ele preenchido através do isolamento de tecidos indesejaveis no local da

regeneragao.

2.4 MEMBRANAS BIOLOGICAS

As membranas biolégicas se dividem em dois grandes grupos: membranas
nao-absorviveis e membranas absorviveis. Estas ultimas subdividem-se em
bioabsorviveis degradadas por hidrélise, e biodegradaveis, em que ha uma agao

enzimatica (HARDWICK; HAYES; FLYNN, 1995).
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Na literatura brasileira, diferentes terminologias tém sido utilizadas para a
descrigao da utilizagdo das membranas biolégicas. Além de Regeneragao Tecidual
Guiada (RTG) e Regeneracéo Ossea Guiada (ROG), Spiekermann (2000) introduziu
os termos Regeneracdo Tecidual Dirigida (RTD) e Regeneracdo Ossea Dirigida

(ROD).

2.4.1 Membranas Nao-absorviveis

Boyne e Mikels (1968) avaliaram a técnica da Regeneracdo Ossea Guiada
com membranas em cirurgias bucomaxilofaciais Foram utilizados filtros de acetato
de celulose como membranas sobre microtelas de titanio preenchidas com osso
autogeno para o tratamento de defeitos 6sseos de tamanho critico na mandibula de
cachorros. Os autores foram os primeiros a aplicar a técnica nesta especialidade
inspirados nos resultados alcancados com a aplicacédo da técnica para tratamento de

defeitos 0sseos na ortopedia médica.

Nyman et al. (1987) foram os primeiros a avaliar o efeito das membranas
biolégicas na regeneracao tecidual guiada de defeitos periodontais em humanos.
Dez pacientes, ap6s tratamento periodontal, apresentavam onze dentes
comprometidos periodontalmente. Membranas de Politetrafluoretileno Expandido (e-
PTFE) instaladas entre o retalho mucogengival e a superficie radicular desses
dentes permitiram a migracao sobre a superficie radicular, no sentido coronario, de
células do ligamento periodontal, inibindo simultaneamente o crescimento de células

do epitélio gengival, do tecido conjuntivo e do tecido 6sseo para a regiao. Apos trés
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meses, quatro dentes foram removidos juntamente com seus tecidos moles
circundantes, para possibilitar analise histolégica. Os outros dentes foram mantidos
em acompanhamento clinico e radiografico, e os resultados da terapéutica foram
avaliados diretamente no trans-operatério da cirurgia de remogao das membranas.
Apesar da grande variagao de resultados entre os pacientes, os autores salientaram
as vantagens da técnica de regeneracgao tecidual guiada através das membranas de

e-PTFE para tratamento de defeitos periodontais.

Dahlin et al. (1989) foram os pioneiros na utilizagao de tibias de coelhos como
modelo experimental, para avaliacéo do potencial de regeneragao 6ssea guiada pela
técnica das membranas, no tratamento de defeitos periimplantares. Os implantes
foram instalados na cortical medial da tibia, de forma que trés a quatro roscas da
regido coronaria de cada implante permanecessem expostas. Membranas de
politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) foram adaptadas sobres os implantes no
grupo experimental, enquanto no grupo controle foi aplicada a mesma técnica
cirurgica, porém, sem a instalagdo das membranas. Os animais foram sacrificados
na sexta, nona e décima quinta semanas de pos-operatorio, e as pecgas foram
submetidas a analise clinica, radiografica e histolégica. Os resultados comprovaram
as propriedades das membranas como técnica de osteopromocao, mostrando uma

regeneragao 0ssea bem mais efetiva no grupo experimental.

Becker et al. (1995) avaliaram o potencial de regeneracédo 0ssea guiada das
membranas de e-PTFE isoladas e quando associadas com enxerto 6sseo autdogeno
ou com enxerto 6sseo humano liofilizado desmineralizado (DFDBA) em defeitos
O0sseos adjacentes a implantes, em alvéolos de extragdo dentaria de caes. Os

grupos experimentais foram compostos de: dois implantes que receberam apenas a
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membrana de e-PTFE; dois implantes que receberam a membrana associada com
0sso autdgeno; seis implantes que receberam a membrana de e-PTFE associada
com DFDBA e o grupo controle constituido de dois implantes sem adigdo de
qualquer material de enxerto. Os resultados apds doze semanas indicaram que as
membranas de e-PTFE isoladas ou associadas com enxerto de osso autdgeno,
produziram os melhores resultados clinicos e histolégicos. O DFDBA né&o pareceu

induzir formacao dssea em quaisquer dos espécimes avaliados.

Becker et al. (1992), Caplanis et al. (1998), Lekovic et al. (1998) e Zubillaga et
al. (2003) citam como desvantagens das membranas nao absorviveis a necessidade
de uma segunda intervengéao cirurgica para sua remog¢ao, devido a auséncia de sua

incorporacao ao hospedeiro, alem da tendéncia a infecgao pds-operatéria.

2.4.2 Membranas absorviveis

Marzola et al. (1996) relataram o uso de membrana de cortical 6ssea bovina
Dentoflex®® apds a enucleacdo de lesdes cisticas na maxila e mandibula, obtendo

resultados satisfatorios.

Beltrdo (1997) avaliou em diferentes periodos de tempo, o potencial de
regeneragdo Ossea guiada das membranas bioldgicas absorviveis de celulose

(Gengiflex®"), em defeitos experimentais néo-criticos confeccionados na mandibula

* Dentoflex®, Curitiba, Brasil.
* Gengiflex®, Bio Fill Produtos Tecnoldgicos, Curitiba, Brasil
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de quarenta coelhos. Os animais foram sacrificados aos sete, quinze, trinta e
noventa dias e os resultados avaliados através de microscopia Optica por um método
de convencao de valores quanto a osteogénese. Os periodos de sete e quinze dias
apresentaram grande atividade osteoblastica, que diminuiu gradativamente até os
noventa dias, quando os defeitos 6sseos se mostraram totalmente regenerados.
Com base nesses resultados, o autor conclui que as membranas agiriam no reparo
O0sseo através da exclusdao de células oriundas do peridsteo, permitindo a
regeneracao do tecido 6sseo a partir do coagulo e seus fatores de crescimento

naturais e das células do endésteo.

Caplanis et al. (1997) avaliaram a associagao de membranas absorviveis com
enxerto 6sseo humano mineralizado liofilizado e as membranas isoladamente para
tratamento de defeitos periimplantares de 5,0 mm de altura em cinco caes. Apds
dezesseis semanas, nenhuma diferenga estatisticamente significante foi observada
no processo de reparo periimplantar, tanto na quantidade vertical de o0sso
regenerado, quanto na osseointegracdo dentro da extensdo do osso neoformado e
na osseointegragdo dentro da base alveolar. Os autores tecem as seguintes
consideragdes: 1) o enxerto 6sseo humano mineralizado liofilizado ndo apresentou
nenhum efeito adjunto na regeneracdo dOssea guiada no tratamento de defeitos
periimplantares supra-alveolares; 2) a regeneragao 0ssea guiada tem um potencial
limitado na regeneragdo alveolar neste modelo experimental; 3) o intervalo de
dezesseis semanas parece ser insuficiente para maturacdo do osso alégeno

desmineralizado nos procedimentos de regeneragao 0ssea guiada.

Consolaro et al. (1997) avaliaram o processo de reparo 6sseo em cavidades

de 3mm de didmetro criadas em tibia de ratos. Os autores utilizaram osso bovino
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liofilizado, aglutinante a base de dextrana e membrana de cortical bovina para o
preenchimento das cavidades no grupo experimental. Ao final do periodo
experimental de 40 dias, puderam observar tecido ésseo preenchendo toda loja
cirargica, nao ultrapassando, no entanto, seu limite externo. O mesmo padrédo de
reparo 0sseo foi observado nas cavidades controle, preenchidas somente com

coagulo sanguineo.

Marzola et al (1997) relataram casos clinicos onde a membrana éssea bovina
Dentoflex® foi empregada na protecado de feixes vasculo-nervosos. A membrana

atuou como curativo biolégico nas cirurgias para reposicionamento destes feixes.

Taga et al. (1997) avaliaram experimentalmente o destino da membrana de
0sso0 bovino, quando colocada sub-periostalmente em calvaria de cobaia, no periodo
de 1, 3 e 6 meses apds a enxertia da membrana. Ao final do primeiro més
observaram em todos os casos a membrana integra justaposta a superficie da
calvaria. No grupo experimental de 3 meses, as membranas exibiam estado
avangado de reabsorgédo, com diminuigdo na sua largura total. No grupo sacrificado
aos 6 meses encontraram reabsorcdo total da membrana em 50% dos casos e

quase total nos outros 50%.

Ainda Taga et al. (1997) propuseram o0s seguintes eventos em ordem
temporal que levam a reabsorgdo da membrana de cortical 6ssea bovina: a)
formagdo de tecido conjuntivo denso recobrindo a membrana; b) invasdo dos
espacos da membrana, correspondentes aos canais de Havers e Volkmann, por
células mononucleadas e vasos sanguineos; c) destruigdo inicial das porgdes da

membrana correspondentes ao sistema lamelar intermediario, que fica ao redor do
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sistema lamelar de Havers, provavelmente pela liberagcdo de colagenase por
intermédio das células mononucleadas semelhantes aos fibroblastos; d) ocupagao
dos espacos, que apareceram no interior da membrana, por novas células
mononucleadas; e) desaparecimento das por¢gdes da membrana correspondentes ao
sistema de Havers e f) substituicdo da membrana por tecido conjuntivo denso ou

frouxo.

Naaman e Ouhayoun (1998) avaliaram a associagao da membrana absorvivel
de poliglactina 910 com enxerto de esqueleto natural de coral, através de analise
histomorfométrica da neoformacéo 6ssea em defeitos 6sseos criticos na calvaria de
ratos. Os defeitos foram divididos de acordo com seu tratamento em: 1) sem adi¢ao
de qualquer material de enxerto, constituindo o grupo controle; 2) defeitos 6sseos
cobertos com disco de esqueleto natural de coral; 3) esqueleto natural de coral
particulado; 4) associagdo de membrana de poliglactina 910 com particulas de
esqueleto natural de coral; 5) membrana de poliglactina 910 isolada. Os animais
foram sacrificados no vigésimo oitavo dia poés-operatorio. Os trés grupos que
continham esqueleto natural de coral apresentaram neoformacido &ssea, porém
apenas o grupo tratado com disco e aquele com esqueleto natural de coral
associado com membrana apresentaram resultados estatisticamente significantes.
Nado foi constatada neoformacdo Ossea no grupo de defeitos tratados com

membrana de poliglactina 910 isoladamente e no grupo controle.

Herculiani et al. (2000) estudaram o reparo 6sseo em 37 cobaias com a

utilizacdo de membrana de cortical 6ssea bovina (Gen-derm®), associada ou ndo a
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enxerto 6sseo bovino desmineralizado (Gen-ox®°). Foram confeccionados defeitos
cirurgicos de 12mm de didmetro na calvaria dos animais, os quais foram divididos
em dois grupos experimentais de quinze, um grupo controle com cinco e um grupo 0
hora com dois animais. No primeiro grupo experimental, o defeito foi preenchido com
coagulo sanguineo e recoberto com membrana; no segundo, a lesdo foi preenchida
com matriz 6ssea bovina desmineralizada aglutinada com coagulo e recoberta com
membrana; no grupo controle e no 0 hora nao foi utilizado nenhum tratamento. As
calvarias dos grupos experimentais, em subgrupos de cinco animais, foram
coletadas 1, 3 e 6 meses apds a cirurgia, o grupo controle apos 6 meses e o 0 hora
logo apds a cirurgia para que fossem submetidas a analise radiografica e histologica.
Embora em nenhum dos casos tenha ocorrido o fechamento completo dos defeitos
apods o periodo de 6 meses, os autores observaram maior formacgao de tecido ésseo
no grupo tratado com enxerto 6sseo bovino e membrana quando comparados com
os demais grupos. Os autores associam a menor formagao de tecido 6sseo no grupo
tratado exclusivamente com membrana a pequena resisténcia a pressdes externas
da mesma, tornando necessaria a utilizagao de parafusos, cola cirurgica ou enxerto

6sseo para evitar seu colapso.

Pinto et al. (2000) avaliaram a associagao da proteina morfogenética do osso
com a membrana de cortical éssea bovina liofilizada, para a regeneragado éssea
guiada de alvéolos pos extragdo dentaria em humanos. Apods trés meses dos
procedimentos cirurgico de enxerto, as areas foram reabilitadas com implantes
osseointegrados, quando foram coletadas amostras para avaliacdo histolégica da

regido. O grupo controle constou de alvéolos de extragdo dentaria sem a adi¢cao de

> Gen-ox®, Baumer, Mogi das Cruzes, Sdo Paulo, Brasil.
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qualquer material de enxerto. Os resultados foram avaliados por microscopia 6ptica.
Foi constatada uma maior quantidade e maturidade do tecido 6sseo neoformado no
grupo que recebeu os enxertos. Embasados nos resultados clinicos, radiograficos e
histolégicos, os autores ressaltaram as propriedades da associacao dos biomateriais
na otimizagcdo do processo de reparo 6sseo, porém afirmaram a necessidade da
continuidade dos estudos na area, para conclusdes mais efetivas através de maior

casuistica e maior periodo de proservagao dos casos clinicos.

Toledo Filho, Marzola e Rodriguez Sanchez (2001), apdés ampla reviséo de
literatura, avaliaram o aumento de volume de rebordos maxilares em humanos,
proporcionado por enxertos 6sseos “em bloco”, combinados com uma associagao de
enxerto 6sseo bovino liofilizado, proteina morfogenética do osso e aglutinante,
coberta por uma membrana de cortical éssea bovina liofilizada. O sitio doador do
enxerto 6sseo autdgeno foi a sinfise mandibular. Os rebordos alveolares foram
medidos, de forma indireta, no pré-operatorio, através de exames tomograficos e
especimetro de precisao, e de forma direta, durante os procedimentos cirurgicos de
enxertia e instalacdo dos implantes. Os autores ressaltaram as propriedades de
biocompatibilidade da associacdo do enxerto de osso autdogeno “em bloco”
combinado com os biomateriais citados. Ressaltaram também que a membrana
utilizada no experimento ndo apresentou suficiente rigidez estrutural, sendo
suscetivel ao colapso, porém, a associagcao apresentou bons resultados nas
cirurgias corretivas da maxila, permitindo o planejamento para a reabilitagdo com
implantes osseointegrados. Os autores concluiram que os resultados encontrados
seriam consequéncia dos efeitos osteogénicos do osso autdgeno, dos efeitos
osteoindutores da proteina morfogenética; dos efeitos osteocondutores do enxerto

6sseo bovino liofilizado e da capacidade osteopromotora da membrana.
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Carvalho et al. (2003) avaliaram histologicamente o destino da membrana
O0ssea desmineralizada de origem bovina, aplicada em contato com tecido 6sseo da
tibia de 15 ratos albinos. Os espécimes foram obtidos aos 60, 90 e 120 dias pos-
operatoérios. Aos 60 e 90 dias pods-operatorios foi observado uma faixa de
fibroblastos e fibras colagenas entre a membrana e a superficie 6ssea. No periodo
de 120 dias existiam algumas areas com presenca de delgada faixa de fibroblastos e
fibras colagenas e outras apresentando unido entre a membrana e a superficie
Ossea. Essa alteragdo no padrao histolégico, observada no periodo mais tardio,
pode indicar, segundo os autores, que o material em questdo nado ¢é irritante aos
tecidos, se tornando encapsulado, e também, n&o-absorvivel j& que mostra uma

unido com a superficie 6ssea.

Pinheiro et al. (2003) investigaram histologicamente o efeito do laser de baixa
intensidade (LLLT) no reparo 6sseo de cavidades de 3mm de didmetro em fémur de
ratos, enxertados com diferentes biomateriais. Os grupos do estudo foram
aleatoriamente distribuidos em: grupo | (controle, sem enxerto); grupo Il (enxerto
0sseo bovino inorganico); grupo Il (enxerto 6sseo bovino inorgénico + LLLT); grupo
IV (enxerto 6sseo bovino inorganico + membrana de cortical 6ssea bovina
liofilizada); grupo V (enxerto 6ésseo bovino inorganico + membrana de cortical 6ssea
bovina liofilizada + LLLT). Os animais foram irradiados transcutaneamente em quatro
pontos ao redor dos defeitos, com uma dose de 4J/cm? e 830nm sobre cada ponto,
em intervalos de 48 horas durante quinze dias. Os animais foram sacrificados aos
15, 21 e 30 dias pos-operatorios. Os resultados mostraram evidéncias de um melhor

reparo 6sseo Nnos grupos que receberam irradiagdo, nos quais pode-se observar
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uma maior formacgao de tecido ésseo e fibras colagenas ao redor dos enxertos em

todos os periodos estudados.

Pinto, Brito e Oliveira (2003) analisaram histologicamente o processo de
reparo 0sseo na presenga da proteina morfogenética éssea bovina (Gen-Pro®6)
associada com uma membrana de cortical 6ssea bovina liofilizada (Gen-derm®) em
cavidades osseas confeccionadas em tibias de coelhos. Para a confeccdo das
cavidades Osseas foi utilizado protocolo para instalagdo de implantes
osseointegrados, até a broca espiral de trés milimetros de didmetro. Os animais
foram divididos aleatoriamente em trés grupos, de acordo com periodo de sacrificio:
7, 28 e 56 dias pos-operatorios. A tibia direita de cada animal foi determinada como
grupo experimental, onde a associagcdo de biomateriais foi utilizada sobre as
perfuragdes, e a tibia esquerda foi utilizada como grupo controle, permanecendo
sem a adicdo de qualquer material de enxerto. Os autores observaram processo de
reparo 0sseo retardado no periodo de 7 dias do grupo experimental. Com o passar
do tempo, a medida que a associagcdo de biomateriais foi absorvida, observaram

uma equivaléncia no reparo 0sseo ha presenca ou auséncia da associacgao.

2.5 FDBA

Com o intuito de determinar se o processo de liofilizagdo do enxerto 6sseo

humano poderia diminuir sua antigenicidade, Turner e Mellonig (1981) realizaram

experimento em mandibulas de macacos babuinos. Foram utilizados seis macacos,

% Gen-Pro®, Baumer, Mogi das Cruzes, S&o Paulo, Brasil
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sendo realizado um defeito 6sseo angular em cada animal. Metade dos animais
receberam enxerto de FDBA e a outra metade enxerto 6sseo homégeno fresco do
mesmo doador. Testes de microtoxicidade foram usados para a mensuracido da
imunidade mediada por células e humoral. Os resultados mostraram uma resposta

imune diminuida nos animais que receberam enxerto de FDBA.

Drury e Yukna (1991) observaram o efeito da utilizagdo de tetraciclina
associada a enxertos 0sseos homdgenos de macacos babuinos. Trés defeitos
O0sseos foram criados no osso alveolar, de cada quadrante, de seis animais: um
deles preenchido com telas de nylon contendo FDBA hidratado em soro fisiolégico;
outro com telas de nylon contendo FDBA hidratado em solugdo de tetraciclina e
outro com telas de nylon vazias. As telas foram removidas de trés animais em cada
periodo de observacdo (3% e 5% semana pods-operatoria) sendo realizada analise
histomorfométrica das mesmas. Os resultados mostraram maior quantidade de
tecido 6sseo neoformado nas telas que receberam hidratacdo com solugcdo de

tetraciclina.

Mellonig (1991) utilizou enxerto o6sseo homogeno no tratamento de
quinhentos e cinco defeitos 6sseos de origem periodontal. Em trezentos e vinte nove
desses sitios foram utilizados enxerto 6sseo humano mineralizado e liofilizado, os
outros sitios foram enxertados com osso mineralizado e liofilizado misturados com
0sso autdégeno. Apds um periodo pos-operatorio de um ano, avaliagdes radiograficas
e reintervencgdes cirurgicas foram realizadas, onde foi observado um preenchimento
0sseo total ou de mais de cinquenta porcento dos defeitos em 220 sitios (67%)
tratados com osso homogeno isoladamente e em 137 sitios (78%) tratados com

osso homoégeno combinado com osso autdgeno. O autor concluiu que ambas
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técnicas podem ser utilizadas com otimos resultados no tratamento de defeitos
0sseos periodontais € que o0 emprego do enxerto composto (homdgeno associado
ao autégeno) melhorou significativamente os resultados, especialmente nos defeitos

de furca de dentes multiradiculares.

Mellonig (1994) avaliou a capacidade de regeneracao do periodonto de
macacos machos adultos, enxertados com Osso Humano Mineralizado e Liofilizado.
No experimento defeitos 6sseos periodontais foram provocados por elasticos
ortodonticos introduzidos subgengivalmente. Trinta defeitos receberam enxerto
0sseo e trinta ndo receberam nenhum tipo de material. A avaliagdo histoldgica no
periodo de cinco a doze meses de pds-operatério demonstrou regeneracéo Ossea
completa em dezesseis dos trinta defeitos tratados com enxerto 6sseo e em cinco
dos trinta do grupo controle. A anadlise histomorfométrica demonstrou que, uma
maior quantidade de osso novo, cemento e ligamento periodontal estavam presente

nos sitios enxertados.

Fu et al. (2003), avaliaram o efeito da utilizagdo de ciclosporina associada ao
enxerto 6sseo homogeno mineralizado liofilizado no reparo 6sseo mandibular de
quarenta ratos. Os autores dividiram o experimento em quatro grupos de dez
animais: em um grupo os defeitos 6sseos foram preenchidos somente com Oleo
mineral (controle); em outro com oOleo mineral e ciclosporina; outro com 0sso
homdégeno e oOleo mineral e o ultimo com osso homogeno, 6leo mineral e
ciclosporina. Apos um periodo de dez e vinte e oito dias amostras teciduais foram
removidas para analise histoldgica. A histomorfometria das I&minas revelou que o

grupo que continha as trés substancias mostrou a maior area de reparo ésseo.
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2.6 DFDBA

Mellonig, Bowers e Cotton (1981) compararam o potencial osteocondutor
entre enxerto 6sseo autdogeno, DFDBA e FDBA em defeitos 6sseos de calotas
cranianas de porcos. A analise histomorfométrica realizada aos 2 meses de pos-
operatério evidenciou maior quantidade de osso neoformado nos defeitos

enxertados com DFDBA, seguida pelo osso autégeno e FDBA.

Becker et al. (1992) compararam a neoformacgao éssea ao redor de implantes
dentarios associados com: membranas de ePTFE; membranas de ePTFE mais
DFDBA ou membranas de ePTFE mais fatores de crescimento derivados das
plaquetas (PDGF). Os materiais foram enxertados no interior de fenestragbes de
alvéolos de caes pos extragdes dentarias. Ao final de 130 dias os animais foram
sacrificados e foi realizado analise histomorfométrica. Os resultados mostraram
maior quantidade de tecido 6sseo neoformado nos animais em que foram utilizados
membranas € membranas mais PDGF. Foi observado também a presenca de
particulas de DFDBA sem atividade osteoblastica, porém sem presenca de células

gigantes.

Pinholt et al. (1992) avaliaram histologicamente o reparo Osseo frente a
utilizacdo de enxerto 6sseo humano desmineralizado liofilizado no rebordo alveolar
desdentado de cabras. Os resultados histolégicos demonstraram presenca de
células gigantes multinucleadas associadas as particulas do enxerto aos 7 e 14 dias

de pds-operatorio e encapsulagao fibrosa das mesmas aos 30 dias.
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Alguns estudos tem demonstrado, em modelo animal, a capacidade

osteoindutiva do DFDBA (KUBLER et al., 1993; SCHWARTZ et al., 1996).

Pinholt et al. (1994) enxertaram osso humano desmineralizado liofilizado em
defeitos dsseos nao-criticos realizados na mandibula de caes. Apds 90 dias do
procedimento de enxertia os animais foram sacrificados e o tecido 6sseo foi avaliado
histologicamente. Foi observado encapsulagdo e presenga de células gigantes

relacionadas com o material de enxerto ésseo.

Becker et al. (1995), Schwartz et al. (1996) e Zhang et al. (1997) relatam que
a capacidade osteoindutiva dos DFDBA dependem de varios fatores como: idade do
doador, protocolo de processamento e método de esterilizagao utilizado pelo banco

de 0sso0, grau residual de calcio e tamanho das particulas de enxerto.

Rabie et al. (1996) estudaram a cicatrizagdo do enxerto ésseo humano
desmineralizado liofilizado em defeitos 6sseos criticos (10 x 5mm) de calota craniana
de coelhos. O estudo foi dividido em quatro grupos de trés animais: grupo | (controle,
sem enxerto); grupo Il (enxerto autdégeno); grupo Il (enxerto désseo humano
desmineralizado); grupo IV (enxerto 6sseo humano desmineralizado e enxerto
autégeno). Os animais foram sacrificados duas semanas apds o procedimento
cirurgico de enxertia para a realizagdo de avaliagao histologica. Os resultados
microscopicos mostraram uma cicatrizagdo, com preenchimento de tecido conjuntivo
fibroso, no grupo controle e ossificagdo intramembranosa com proliferagdo vascular
e neoformacgao 6ssea do osso receptor em diregcdo ao osso enxertado no grupo |I.

No grupo IIl e IV, foi observada ossificagdo endocondral, reabsorgdo do enxerto
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6sseo humano desmineralizado, invasdo vascular e neoformacdo Ossea das

margens do 0sso receptor em direcao ao centro do defeito.

Chesmel et al. (1998) compararam a habilidade do enxerto ésseo autdégeno e
quatro diferentes formas de enxerto 6sseo desmineralizado de induzir reparo em
defeitos 6sseos criticos realizados em calotas cranianas de ratos atimicos. O estudo
foi dividido em seis grupos de seis animais cada: grupo | (enxerto 6sseo autdégeno);
grupo Il (enxerto ésseo particulado do rato desmineralizado embebido em glicerol-
gel); grupo lll (enxerto 6sseo humano desmineralizado embebido em glicerol-gel);
grupo IV (enxerto ésseo humano desmineralizado em fibras embebido em glicerol);
grupo V (enxerto 6sseo humano desmineralizado em fibras). Foram realizadas
avaliagdes histologicas, histomorfométricas e radiograficas dos sitios enxertados,
através das quais nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes
entre o enxerto 6sseo desmineralizado do rato, humano e o enxerto 6sseo autégeno.
Os enxertos compostos por fibras (grupo IV e V) mostraram as maiores quantidades

de neoformacao éssea.

Matzenbacher et al. (2003), avaliaram a cicatrizagdo 6ssea em defeitos 6sseos
criticos (8mm) em calvaria de ratos, utilizando enxerto 6sseo humano liofilizado
desmineralizado . Os autores dividiram o experimento em quatro grupos: em um grupo
foi enxertado glicerol; outro grupo recebeu glicerol e enxerto 6sseo humano
desmineralizado; num terceiro grupo, somente enxerto 0sseo humano
desmineralizado e o quarto ndo recebeu nenhum material de enxerto. Em um periodo
de oito semanas de pds-operatério o osso da calota foi coletado e realizada a
avaliagdo histomorfométrica. Foi observada maior formagdo Ossea nos grupos

contendo glicerol associado ao enxerto 6sseo e naquele com enxerto 6sseo isolado.
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Os autores concluiram também que o glicerol melhorou de forma significativa a

manipulacdo do material de enxerto ésseo.

Klepp et al. (2004) estudaram o potencial de neoformacédo éssea do DFDBA
em caes. Foram realizadas fenestragdes circulares com auxilio de brocas trefinas de
8mm, no osso alveolar vestibular na regidao dos quatro dentes caninos de quatorze
animais. Cada sitio foi recoberto por membrana de politetrafluoretileno e preenchido
com uma dos seguintes materiais: DFDBA esterilizado com éxido de etileno; DFDBA
tratado por aquecimento; DFDBA néo esterilizado e coagulo sanguineo, constituindo
o grupo controle. Os animais foram sacrificados na quarta semana de pés-operatério
e foi realizada analise histomorfométrica das pecas. Como resultado, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes na quantidade de tecido ésseo
neoformado nas perfuragdes intra-animais e sim inter-animais. Os autores atribuiram

esses achados a respostas individuais de cada animal.

Yukna e Vastardis (2005) avaliaram a cicatrizagdo 0ssea de defeitos criados
na maxila e mandibula de seis macacos rhesus. Foram realizados trés defeitos em
cada quadrante: um preenchido com cilindro de nylon contendo DFDBA; outro com
cilindro de nylon contendo FDBA e outro com cilindro vazio, como grupo controle. Os
cilindros foram removidos trinta, sessenta e noventa dias apds o procedimento
cirurgico e submetidos a analise histologica. Os resultados sugeriram que o FDBA
pode estimular uma neoformacédo éssea mais precoce, mais rapida e maior que o

DFDBA no modelo animal utilizado.
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2.7 MODELOS DE ESTUDO

Defeitos 0sseos que nao irdo cicatrizar durante o tempo de vida de um
animal, justificando a necessidade da utilizacdo de algum material para
preenchimento 6sseo, sdo denominados defeitos &ésseos criticos (HOLLINGER,;

KLEINSCHMIDT, 1990; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Diferentes modelos animais experimentais tém sido utilizados nos estudos em
Regeneracdo Ossea Guiada e neoformacéo 6ssea de biomateriais. Podemos citar:
ratos (BUSER; DAHLIN; SCHENK, 1994; CONSOLARO et al., 1997; ZAHEDI et al.,
1998; ZELLIN; GRITLI-LINDE; LINDE, 1995), cédes (McGINNIS et al., 1998;
SMUKLER; BARBOZA; BURLISS, 1995), coelhos (AABOE et al., 1998; ITO;
NAMBA; MURAI, 1998; LUNDGREN; SENNERBY; LUNDGREN, 1998; PIATTELLI
et al., 1996; SCHMID et al., 1997) e macacos (HURZELER et al., 1998). Os defeitos

sao criados em diferentes ossos como tibia, calvaria, fémur e mandibula.

A quantidade da neoformagdo d&ssea sob condigdes experimentais é
influenciada pela espécie do animal, idade, localizagdo anatémica, envolvimento de
cortical -uni ou bicortical-, presenca de peridsteo e/ou dura-mater e estabilidade do

defeito (AABOE; PINHOLT; HJORTING-HANSEN, 1995).
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3 METODOLOGIA

3.1 PARADIGMA

Este estudo foi realizado no paradigma tradicional quantitativo e tem uma
abordagem experimental classificando-se como um estudo quase experimental de
materiais equivalentes (CAMPBELL; STANLEY, 1979), que apresenta o seguinte

design:

ACX hminhdesO1.nvveeeneenenee Oy
ACX hminmhdesmO1.........
A - Animal

C - Controle

X - Grupo Experimental

O - Observacgao

hmin- Enxerto Osseo Humano Liofilizado Mineralizado

hges. Enxerto Osseo Humano Liofilizado Desmineralizado

hminm — Enxerto Osseo Humano Liofilizado Mineralizado + Membrana

hgesm — Enxerto Osseo Humano Liofilizado Desmineralizado + Membrana
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3.2 PROBLEMAS

a) Qual o potencial de osteocondug¢do do enxerto 6sseo humano

desmineralizado liofilizado no modelo animal rato?

b) Qual o potencial de osteocondugao do enxerto 6sseo humano mineralizado

liofilizado no modelo animal rato?

c) Qual a influéncia na cicatrizacdo o6ssea, da utilizacdo da técnica de

osteopromogédo com membrana biolégica?

d) Qual o enxerto 6sseo mostrou os melhores resultados no que diz respeito a

neoformacao ossea?

e) Sera que o modelo animal rato, € adequado para avaliagédo de cicatrizagao

ossea?

3.3 HIPOTESES

a) O enxerto 6sseo humano desmineralizado e mineralizado liofilizado

apresentam adequado potencial de osteoconducao.
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b) A utilizacdo da membrana biolégica promove melhores resultados de

cicatrizacao Ossea.

c) O enxerto 6sseo humano desmineralizado apresenta melhores resultados

no que diz respeito a neoformacao dssea.

d) O modelo animal proposto € adequado para avaliagdo de cicatrizagao

ossea.

3.4 CONFIGURACAO DAS AMOSTRAS

Esta pesquisa foi realizada apds a aprovacao pela Comissao Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio

Grande do Sul, conforme protocolo 0025/4 (Anexo A).

Foram respeitados os Principios Eticos de Experimentacdo Animal postulados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (1990 apud GOLDIM, 1997), bem
como as Normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccdo de Animais

(Anexo B) previstas na lei 6.638 de 8 de maio de 1979 (BRASIL, 1988).

Para a fase experimental desta pesquisa, foram utilizadas 35 ratos machos da
espécie Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar (BERNARDI, 1994), com trés

meses de idade, no momento da cirurgia.
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3.5 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os animais foram divididos em seis grupos de seis animais cada um. Dentro
de cada grupo os animais foram subdivididos em 2 grupos de trés animais cada um
e mantidos conforme tal subdiviséo, trés a trés, em gaiolas tipo caixa plastica em
polipropileno, de tamanho grande (60 cm de comprimento X 50 cm de largura X 22
cm de altura), sendo todos os procedimentos de manipulagdo, alimentacéo e
limpeza realizados por pessoal treinado em bioterismo (MERUSSE; LAPICHIK,

1996).

Os periodos de observagao determinados foram de 07 dias para o 1° grupo,
14 dias para o0 2°, 21 para o 3°, 30 para o 4°, 60 para o 5° e 90 dias para o 6° grupo

(quadro 1).

Todos os animais ficaram alojados sob condi¢cées satisfatérias, com
temperatura e umidade relativa adequadas, no Biotério da Fundacéao Estadual para

Produgéo e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul (FEPPS).

As gaiolas foram etiquetadas e identificadas com o numero do grupo, nome
do subgrupo, data de nascimento dos animais, pesquisador e orientador responsavel

pelo experimento.

A alimentacdo foi feita a base de ragdo comercial e agua ad libitum e a
limpeza das gaiolas foi realizada trés vezes por semana, com agua corrente, sabao

e desinfetantes.
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Grupo Subgrupo sem Membrana | Subgrupo com Membrana
| (7 dias) 3 animais 3 animais
Il (14 dias) 3 animais 3 animais
[l (21 dias) 3 animais 3 animais
IV (30 dias) 3 animais 3 animais
V (60 dias) 3 animais 3 animais
VI (90 dias) 3 animais 3 animais

Quadro 1 — Divisdo e Subdivisdo dos grupos da pesquisa

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

3.6 CARACTERISTICAS DOS MATERIAIS UTILIZADOS

Foram utilizados nesta pesquisa trés tipos de biomateriais distintos: a) Enxerto
Osseo Humano Mineralizado Liofilizado, com o nome comercial FDBA da U. S. Tissue
& Cell® (Figura 1). Apresenta-se na forma de granulos com dimensodes variando entre
300 e 500 um, esterilizados por raios Gama e embalados em frascos de vidro
transparente e lacrado contendo 1cc; b) Enxerto Osseo Humano Desmineralizado
Liofilizado, com o nome comercial DFDBA da U. S. Tissue & Cell® (Figura 2).
Apresenta-se na forma de granulos com dimensdes variando entre 300 e 500 um,
esterilizados por raios Gama e embalados em frascos de vidro transparente e lacrado

contendo 1cc. c) Membrana Absorvivel de Cortical Ossea Bovina Liofilizada com nome

comercial Gen-derm® (Figura 3 e 4).
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FIGURA 1 - FDBA FIGURA 2 - DFDBA
Fonte: Dados da pesquisa (2005) Fonte: Dados da pesquisa (2005)

FIGURA 3 e 4 - Membrana Absorvivel de Cortical Ossea Bovina Liofilizada
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

3.7 PROCEDIMENTO CIRURGICO

As cirurgias foram realizadas no laboratério de cirurgia experimental do
Biotério da Fundacao Estadual para Producao e Pesquisa em Saude do Rio Grande
do Sul, utilizando-se instrumental padronizado para os seis grupos, esterilizados por

calor seco, bem como equipamento de protegao individual.
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Apods pesagem, os animais foram induzidos a anestesia geral com 7mg/Kg de
Cloridrato de Xilazina (Anasedan®’) e 65mg/Kg de Cloridrato de Quetamina

(Dopalen®®).

Uma vez induzidos a anestesia geral, os animais foram submetidos a
tricotomia com tesoura reta cirdrgica e lamina de barbear da regiao fronto-parietal e

antissepsia com iodofor alcodlico a 2% (BRASIL, 1999).

Com o animal posicionado em decubito ventral, o acesso a calota craniana foi
obtido por meio de incisdo bicoronal de 2,5 cm de extensao realizada na pele e
tecido subcutaneo, no centro da regiao fronto-parietal, com o auxilio de uma lamina

de bisturi n° 15 montada num cabo n°® 3.

A pele e o tecido subcutaneo foram divulsionados com as pontas rombas de
uma tesoura tipo Metzembaum, até que o periosteo fosse exposto. Em seguida o
peridosteo também foi incisado com a lamina de bisturi n° 15 montada em cabo de

bisturi n° 3.

ApoOs o descolamento do periosteo foi realizada a ostectomia, com brocas
esféricas n° 10 adaptadas em peca de mao, montadas em motor de baixa rotagao
(Figura 5), e sob irrigacao constante com solugéo estéril de cloreto de sédio a 0,9%.
Foi utilizada uma broca, com devida esterilizacdo, a cada dois ratos, para evitar

perda de corte da mesma e aquecimento do sitio cirurgico.

’ Anasedan®, Agribands do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil.
8 Dopalen®, Agribands do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil.
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Foram realizadas trés perfuracdes na calota craniana de cada animal, duas
na por¢gao mais posterior e uma na anterior. A perfuragao posterior esquerda foi
preenchida com Enxerto Osseo Humano Desmineralizado Liofilizado; a perfuragdo
posterior direita com Enxerto Osseo Humano Mineralizado Liofilizado e a perfuragdo
anterior foi preenchida com o coagulo sanguineo do animal, servindo dessa forma

como grupo controle (Figura 6).

Os biomateriais foram previamente aglutinados com solugéao salina estéril a
0,9% e introduzidos nas perfuragbes com a utilizagdo do lado convexo de uma

cureta de dentina n° 4.

Em trés animais de cada grupo, as perfuragbes preenchidas com os
biomateriais foram cobertas pela Membrana Absorvivel de Cortical Ossea Bovina
Liofilizada (Gen-derm®), a qual também foi previamente hidratada com solugao
salina estéril a 0,9%. Antes da colocagdo da membrana foi realizada uma sutura
continua em U, no plano cutaneo, sem realizagdo do n6, mantendo os tecidos moles
afastados, permitindo acesso para a colocagdo desse material (Figura 7). Apos a
devida adaptagdo da membrana o n6 do ponto foi realizado, conferindo assim sua

correta estabilizag&o (Figura 8).

A sutura foi complementada com dois pontos interrompidos simples, um de
cada lado da sutura continua (Figura 8). O fio utilizado foi monofilamentar de nylon
preto (5-0), de 45 cm de comprimento, montado em agulha atraumatica semicircular
de 1,5 cm de comprimento e segao triangular. Para auxiliar a preensao dos tecidos,

foi utilizada uma pinca denteada tipo Adson.
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Durante o pés-operatério imediato foi administrado, junto a 4gua dos animais,
o antiinflamatério cetoprofeno a 10% (Ketofen®®) na dose de 3 mg/Kg de peso
corporal. Todos os animais foram acompanhados por um médico veterinario durante
0 pré, trans e pos-operatorio. Nao foram constatados sinais clinicos de complicagdes

pos-operatorias em nenhum dos ratos.

FIGURA 5 — Aspecto transoperatério do acesso cirurgico e ostectomia
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

9 Ketofen®, Laboratério Neo Quimica Comércio e Industria Ltda.
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FIGURA 6 — Aspecto transoperatorio das perfuragdes preenchidas pelos
materiais
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

FIGURA 7 — Aspecto transoperatorio da instalagdo da membrana e sutura
em U
Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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FIGURA 8 — Aspecto transoperatério da sutura em U e sutura interrompida
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

3.8 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS

O sacrificio dos animais, aos 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias, foi realizado por
inalagéo e intoxicagdo com diéxido de carbono (SOUZA, 1996), com o auxilio de
uma camara fechada, até a constatacao da morte dos mesmos. Apds, realizou-se
acesso a calota craniana através de uma incis&do transversal na regido cervical, na
base do occipital, seguida pela dissec¢ao da pele e tecido subcutaneo e retirada da
calota com o auxilio de brocas cilindricas n°® 701 adaptadas em peca de mao,
montadas em motor de baixa rotacédo, e sob irrigagdo constante com solugao de

cloreto de sodio a 0,9%.
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As pecas foram colocadas em vidros previamente preparados e etiquetados,
contendo solugao de formalina tamponada a 10%. Apds a fixagdo por um periodo de
48 horas, as pegas foram encaminhadas ao Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
e submetidas a descalcificacdo por solugdo de acido nitrico aquoso a 5%. Apds a
descalcificagao, para facilitar a obtencéo dos cortes histoldgicos, com auxilio de uma
ldmina de micrétomo, a peca foi dividida em duas porgdes: uma contendo as
perfuracdes preenchidas com Enxerto Osseo Humano Mineralizado Liofilizado e
coagulo sanguineo e outra contendo Enxerto Osseo Humano Desmineralizado
Liofilizado, além da presenga da Membrana Bioldgica, conforme subgrupos ja
citados (Figura 9). Apos processamento laboratorial de rotina, os cortes das pecgas
foram realizados com micrétomo no sentido transversal da calota com espessura de
6 um. As laminas histolégicas forma coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina

(HE).

Coagulo

FIGURA 9 — Divisdo da peca em duas porgoes
Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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3.9 CRITERIOS DE AVALIAGAO E ESTUDO MICROSCOPICO

O estudo microscépico foi baseado na mensuragcao da proporcdo de 0ssoO
neoformado no interior das trés perfuragbes 6sseas e do numero de células gigantes
multinucleadas relacionadas com os biomateriais. A analise histolégica e
histomorfométrica foi realizada através de sistema de processamento e analise de

imagem que consistia de:

a) Microscopio Optico, marca Olympus BX 50

b) Camera Capturadora de Imagem, marca Olympus, modelo DXC 107A

c) Microcomputador Compaq com Processador Pentium 4, 128 de RAM

d) Software Image Pro-Plus 4.5.1

De cada lamina, a area selecionada para analise ficava circunscrita ao campo
de captura da imagem. Sob um foco com clareza de campo, a imagem no
microscopio, com aumento de 40X era capturada pela cédmara de video e

transportada para a tela do computador.

ApOs a aquisicdo da imagem, realizou-se, com o auxilio do mouse, a
delimitacdo do contorno das regides desejadas (osso neoformado), e o valor dessas

areas, em um?, foi quantificado pelo software (Apéndice A). Foi quantificada também
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a area inicial de cada defeito (Apéndice B) para que pudéssemos obter a proporgéao

de osso neoformado:

Proporgao de Osso Neoformado= Arqa de Osso Neoformado
Area Total do Defeito

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados obtidos, construiu-se um modelo de Analise de
Varidancia (ANOVA), sendo comparados os seis grupos (periodos), materiais
utilizados e presenca ou nao de membrana em relacédo a variavel propor¢ao de 0sso
neoformado. Como teste complementar a ANOVA foi utilizado o Teste de
Comparacdes Multiplas de Bonferroni, avaliando quais as meédias que variavam
significativamente entre si. Foi avaliado também se o tipo de material e a presenca

ou ndo de membrana foi estatisticamente significante dentro de cada grupo.

Para a realizacdo do teste estatistico, utilizou-se o software SPSS 11.0 for

Windows, tendo-se adotado como nivel de significancia 0.05 (p<0.05).



RESULTADOS




72

4 RESULTADOS

Os resultados apresentados no grafico 1 expressam quantitativamente as
médias das propor¢des de tecido 0sseo neoformado, com os trés materiais de
preenchimento, nos diferentes grupos do experimento. Através dos resultados da
Analise de Variancia (Anova), verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente
significativa entre os materiais estudados nos periodos de 7, 14, 21, 30, 60 e 90
dias (p<0,05). Apesar de nao ter sido detectada esta diferenga, nota-se uma
evidente maior neoformacdo Ossea nos orificios que foram enxertados com

DFDBA.

0,35+
0,3+

0,25+
0,2
0,15+
0,1+

0,05

DFDBA FDBA Coégulo

GRAFICO 1 — Comparacéo das médias das proporgées de 0sso
neoformado com diferentes materiais de preenchimento nos
grupo estudados

Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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Os resultados apresentados no grafico 2 expressam quantitativamente as
médias das proporgdes de tecido 6sseo neoformado nos subgrupos com membrana
e sem membrana nos diferentes periodos de observagao. Através dos resultados da
Anadlise de Varidncia (Anova), verifica-se existir diferenga estatisticamente

significante entre os subgrupos (p<0,05).

Sem Membrana Com Membrana

GRAFICO 2 — Comparagéo das médias das proporgées de 0sso
neoformado de subgrupos com e sem membrana nos grupos
estudados

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

A tabela 1 mostra as médias das proporgcdes de osso neoformado, desvio
padrao e intervalos de confianga de cada material de preenchimento dentro de cada
grupo. A Andlise de Variancia (Anova), foi o teste estatistico utilizado para comparar
as médias de proporgao de tecido 6sseo neoformado. Na comparagao verifica-se
que, o unico grupo onde a diferenga das médias se mostrou estatisticamente

significante foi o grupo 3.
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Tabela 1 — Média das propor¢des de osso neoformado dos materiais nos diferentes intervalos de
tempo

Grupo Média Intervalo de Numero de Valor — p*

desvio-padrio Confianga de 95% observagdes

Grupo 1 0,2
Coagulo 0,05+ 0,03 -0,14 -0,24

FDBA 0,15+ 0,24 0,07 - 0,44

DFDBA 0,26 + 0,23 0,07 - 0,45

Grupo 2 0,3
Coagulo 0,18 £ 0,11 0,08 -0,34

FDBA 0,16+ 0,15 0,11 -0,37

DFDBA 0,33+0,14 0,21 -0,46

Grupo 3 0,006"
Coagulo 0,28 + 0,83 0,19-10,38

FDBA 0,17+ 0,91 0,07 -0,24

DFDBA 0,37 £ 0,89 0,29 - 0,45

Grupo 4 0,1
Coagulo 0,23 + 0,91 0,09 -0,38

FDBA 0,26 £ 0,10 0,13-0,39

DFDBA 0,38 + 0,21 0,29 - 0,54

Grupo 5 0,2
Coagulo 0,41+0,17 0,29 - 0,53

FDBA 0,27 £ 0,54 0,15-0,39

DFDBA 0,39+0,13 0,18 - 0,40

Grupo 6 0,3
Coagulo 0,53+0,16 0,39 -0,67

FDBA 0,39+ 0,15 0,27 — 0,55

DFDBA 0,41 +0,12 0,25-10,53

*teste ANOVA (p<0,05)

# Estatisticamente Significante

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

Os graficos de numeros 3 a 8 ilustram a comparacédo entre os materiais de

preenchimento dentro de cada grupo do experimento.
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Grupo 1

Coagulo FDBA DFDBA

GRAFICO 3 — Comparagéo das médias das proporgdes de 0sso
neoformado com diferentes materiais de preenchimento no
grupo 1

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

Grupo 2

0,35
0,3

0,25
0.2 0,18

0,15 0,16
0,1

0,05

Coagulo FDBA DFDBA

GRAFICO 4 — Comparagéo das médias das proporgdes de 0sso
neoformado com diferentes materiais de preenchimento no
grupo 2

Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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Grupo 3
*
0,41
0,37
0.3] 0,28 *
0,21
0,17
0,11
0,
Coagulo FDBA DFDBA

* Médias com diferenca estatistica significante

GRAFICO 5 — Comparacdo das médias das proporgées
de osso neoformado com diferentes materiais de
preenchimento no grupo 3

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

No grupo 3, para a identificacdo de quais médias apresentavam diferencas
estatisticamente significante foi realizado o teste estatistico de comparagdes
multiplas de Bonferroni, onde observou-se diferengas entre os materiais FDBA e

DFDBA.

Grupo 4

Coagulo FDBA DFDBA

GRAFICO 6 — Comparagdo das médias das proporcdes de
osso neoformado com diferentes materiais de
preenchimento no grupo 4

Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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Grupo 5
0,5-
] 0,41
0.4 0,39
0,3+
0,27
0,21
0,11
0,
Coagulo FDBA DFDBA

GRAFICO 7 — Comparagdo das médias das
propor¢des de osso neoformado com diferentes
materiais de preenchimento no grupo 5

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

Grupo 6

0,61 [ /[
051/ /053

0,41 0,41
0,31

0,2
0,14

Coagulo FDBA DFDBA

GRAFICO 8 — Comparagao das médias das
proporgdes de osso neoformado com diferentes
materiais de preenchimento no grupo 6

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

Os graficos 7 e 8, diferentemente dos anteriores, ilustram uma maior média
de proporgéao de tecido 6sseo neoformado nas perfuragdes que foram preenchidas

pelo coagulo.

Com o intuito de elucidar se a diferenga estatisticamente significante

encontrada no grupo 3 (Grafico 5) mostrava alguma relagdo com a presenga ou néao
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da membrana biolégica, realizou-se teste estatistico de anélise de variancia (Anova)

e comparacgdes multiplas pelo método de Bonferroni para p<0,05.

O grafico 9 ilustra as médias de proporgédo de tecido ésseo neoformado do
grupo 3, com os trés materiais de preenchimento com e sem a utilizagdo de

membrana bioldgica.

GRUPO: 3,00

1,0
84 -
%
64 S
MATERIAL
I

O M1 DFDBA

95%Cl PROPORCAO
' Yo
—
—
s

|

*

0,04 1 M2 epBa
— | I
-2 . . o C
N = 3 3 2 3 2 2
SEM coMm
MEMBRANA

* Médias com diferenca estatistica significante.

GRAFICO 9 — Comparacéo dos intervalos de confianca das
proporg¢des de osso neoformado com diferentes materiais de
preenchimento no grupo 3, com e sem a utilizagcdo da membrana
bioldgica

Fonte: Dados da pesquisa (2005)

A diferenca estatisticamente significante encontrada no grupo 3 mostrou uma

relagéo direta com a utilizagdo da membrana biolégica.

As figuras de numeros 10 a 15 mostram os resultados histolégicos no grupo

em que foi observada diferenga estatisticamente significante, entre as médias de
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proporcao de tecido 6sseo neoformado, dos diferentes materiais de preenchimento
(grupo 3). As figuras de numero 10 a 12 representam os subgrupos onde foi utilizada

a membrana bioldgica cobrindo os materiais.

Coagulo

FIGURA 10 — Amostra histologica da perfuragéo preenchida por coagulo e coberta por membrana aos
21 dias. Coloragao HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

FDBA

FIGURA 11 — Amostra histologica da perfuragédo preenchida por FDBA e coberta por membrana aos
21 dias. Coloragao HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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DFDBA

FIGURA 12 — Amostra histologica da perfuragéo preenchida por DFDBA e coberta por membrana aos
21 dias. Coloragéao HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

Pode-se notar nas amostras histolégicas acima, uma maior neoformagao
ossea (ON) relacionada com a cortical interna (Cl) dos defeitos em comparagao com
a observada na cortical externa (CE). Observa-se também, principalmente no defeito
preenchido com DFDBA (fig.12), a presenga de tecido ésseo neoformado localizado

no centro do defeito (TONC).

As figuras 11 e 12 evidenciam a diferenga de neoformagédo dssea entre os
materiais FDBA e DFDBA, a qual se mostrou estatisticamente significante como ja

ilustrado no gréfico 5.

As figuras de numero 13 a 15 representam os subgrupos onde a membrana

biolégica nao foi utilizada.



Coagulo

FIGURA 13 — Amostra histologica da perfuragéo preenchida por coagulo aos 21 dias. Coloragdo HE
(40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

FDBA

FIGURA 14 — Amostra histologica da perfuragéo preenchida por FDBA aos 21 dias. Coloragdo HE
(40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2005)
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DFDBA

FIGURA 15 — Amostra histologica da perfuragéo preenchida por DFDBA aos 21 dias. Coloragdo HE
(40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2005)

Nota-se, nessas trés amostras histolégicas acima, uma menor area de tecido
0sseo neoformado quando comparadas com as amostras do subgrupo onde foram

utilizadas membranas, como ja ilustrado no grafico 9.

Neste estudo ndo foram observadas células gigantes relacionadas com as
particulas do enxerto ésseo humano liofilizado desmineralizado e mineralizado.
Esses achados histologicos, assim como os resultados microscopicos da
neoformacgéo 6ssea dos demais grupos do experimento podem ser visualizados no

apéndice C.
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5 DISCUSSAO

A técnica cirirgica denominada Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) é
utilizada para otimizar o aumento ésseo, em volume e altura, em areas com defeitos

localizados no processo alveolar.

Como a avaliagdo, em humanos, de materiais utilizados em regeneragao
Ossea apresenta um questionamento ético, esforcos tém sido feitos para
desenvolver um modelo animal aceitavel. Dessa forma, diferentes modelos animais

experimentais tém sido utilizados nos estudos em ROG.

A utilizacdo de ratos como modelo de estudo em ROG ndo tem sido téo
frequente como a utilizagdo de cdes (McGINNIS et al., 1998; SMUKLER; BARBOZA;
BURLISS, 1995) e coelhos (AABOE et al., 1998; ITO; NAMBA; MURAI, 1998;
LUNDGREN; SENNERBY; LUNDGREN, 1998; PIATTELLI et al, 1996; SCHMID et
al., 1997). A fidelidade biolégica dos resultados, representada pela produgédo de
tecido 6sseo com caracteristicas histologicas normais, associada a necessidade de
facil aquisicao dos animais, a simplicidade no desenvolvimento da técnica e ao baixo

custo, levaram a escolha de ratos como modelo de estudo.

Como nesta pesquisa, Zellin, Gritli-Linde e Linde (1995) e Zahedi et al. (1998)

avaliaram a ROG em ratos criando defeitos 6sseos bicorticais.
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O presente estudo respeita os pré-requisitos citados por Buser et al. (1993)
para que ocorra o aumento e regeneragao de rebordos alveolares reduzidos. Tais
pré-requisitos sdo: criacdo e manutencdo de espago para a regeneragao, protegao
do coagulo sanguineo formado, trepanagao da cortical onde ocorrera a regeneragao
e utilizacdo de membranas como barreiras para prevenir a invasao de tecidos nao

osteogénicos.

Atualmente as membranas reabsorviveis representam o material de escolha
para procedimentos de ROG. Entretanto a criagdo e manutencdo do espaco de
regeneracgao sao essenciais para que resultados favoraveis sejam obtidos com estas
membranas. Isto é particularmente importante, quando a membrana nao é
adequadamente suportada por paredes 6sseas e quando ela é posicionada acima
da superficie 6ssea onde ocorrera a regeneragao. Nesta situagao, as consequéncias
do colapso da membrana incluem o comprometimento da regeneragao 6ssea. Neste
trabalho a membrana sobrepujou extensamente a area do defeito para que essa

variavel interveniente fosse descartada.

Assim, diversos trabalhos salientaram a importancia de prevenir o colapso
das membranas absorviveis e diferentes métodos tém sido propostos para esse fim.
Tais métodos incluem desde modificagdes estruturais reforcando as membranas
(SCHMID et al., 1997), até a utilizagdo de enxertos 6sseos homogenos (SMUKLER;

BARBOZA; BURLISS, 1995), método esse que foi preconizado neste trabalho.

Concordando com Chesmel et al. (1998), foi observado que, naqueles
defeitos Gsseos recobertos por membrana a neoformacédo déssea ocorreu mais a

partir das margens, diferentemente daqueles onde nao foram utilizadas membranas,



86

ocorrendo assim, mais centralmente aos defeitos. Essa neoformacdo mais central
pode ser atribuida a dois fatores: - ao dano térmico produzido pelas brocas durante
a criagao dos defeitos; - a agao de células osteoprogenitoras presentes no peridsteo

e duramater que nao foram isoladas pela membrana.

Foi observada maior e mais precoce neoformacgao 6ssea oriunda das corticais
internas dos defeitos (figura 12,13 e 14). Essa resposta se mostra histologicamente
tdo evidente ja que, a osteotomia dessa cortical, assim como o dano ao periésteo e

tecidos moles adjacentes foram bem menores (CARVALHO et al., 2003).

Entretanto, um fato importante pode ter limitado a neoformacao dssea neste
estudo: o defeito ter sido recoberto apenas na sua superficie voltada para a derme,
enquanto que a superficie voltada para a duramater ficou exposta, sem recobrimento
de membrana, o que pode ter permitido a invasdo de tecido conjuntivo oriundo
dessa regidao. Neste sentido, salientamos que Bosch, Melsen e Vargervik (1995)
utilizaram, em defeitos bicorticais de calvaria de ratos dupla membrana de ePTFE,
uma na abertura tegumentar e outra na abertura epidural da les&o, evitando assim a
migracg&o celular oriunda da porgéo interna e externa. Nesse experimento os autores
encontraram uma neoformag&o 6ssea maior no grupo com duas membranas quando

comparadas ao grupo com uma unica.

Ja, Aaboe et al. (1998) obtiveram cicatrizagdo 6ssea incompleta de defeitos
0sseos criticos de calvaria de coelhos com a instalagao bicortical de membranas de
ePTFE em um periodo de observagdo de até 6 meses. Segundo os autores essa

observacao indicaria uma limitacdo da capacidade dos osteoblastos em repopular a



87

area dos defeitos 6sseos, mesmo perante a exclusao de fibroblastos proporcionada

pelas membranas.

Todos subgrupos onde foram utilizadas membranas de cortical bovina
mostraram maior proporcao de osso neoformado, sendo a diferenga estatisticamente
significante para aqueles que os defeitos ndo foram recobertos com membrana, nos
grupos de 7 e 14 dias. Esse achado mostra que a membrana foi essencial para a
maior neoformacgédo éssea nos primeiros 21 dias, como ja fora salientado por

Herculiani et al. (2000) e Taga et al. (1997).

Embora ndo fosse proposicdo deste trabalho, observou-se a movimentacao
de algumas particulas do enxerto homogeno para fora da area dos defeitos 6sseos
(CHESMEL et al.,, 1998) naqueles animais que ndo receberam membrana. Esta
observagao sugere que a protegao oferecida pela presenga da membrana aumenta
a estabilidade do enxerto posicionado, tal como fora proposto por Rasmusson

(1998).

Neste estudo ndo foram observadas células gigantes relacionadas com as
particulas do enxerto 6sseo humano desmineralizado e mineralizado, observagao

essa que concorda com os achados de Becker et al. (1995) e Fu et al. (2003).

Entretanto, esses mesmos resultados podem ser confrontados com os de
Pinholt et al. (1992) e Pinholt et al. (1994) que encontraram presenga de
encapsulacéo fibrosa e células gigantes multinucleadas relacionadas com as

particulas de enxerto 6sseo humano liofilizado. Os achados desses dois trabalhos
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podem ser atribuidos ao fato do autor ter utilizado cabras e caes, respectivamente,

como modelos animais e nao ratos como foi utilizado nesta pesquisa.

Foi observado neste estudo, uma maior média de propor¢do de 0sso
neoformado nos defeitos preenchidos por enxerto 6sseo humano liofilizado
desmineralizado aos 7, 14, 21 e 30 dias, com diferenga estatisticamente significante
no grupo de 21 dias. Esse resultado pode sugerir a existéncia de um maior potencial
osteocondutor do material (KUBLER et al., 1993; SCHWARTZ et al., 1996). Essa
diferenga poderia, talvez, se mostrar estatisticamente significante em todos os quatro

grupos se a amostra do estudo fosse aumentada.

Resultados diferentes foram obtidos nos estudos realizados por Piattelli
(1996), e Yukna e Vastardis (2005) onde os autores obtiveram uma maior
neoformacéao dssea utilizando FDBA em comparagao ao DFDBA. Esse achado pode
estar relacionado com a auséncia de potencial osteoindutor de alguns DFDBAs por
apresentarem um numero insuficiente de BMPs. Essa insuficiéncia pode estar
relacionada com alguns fatores como: idade do doador, protocolo de processamento
e meétodo de esterilizagdo utilizado pelo banco de osso, grau residual de calcio e

tamanho das particulas de enxerto (BECKER et al., 1995).

A média de proporcdo de osso neoformado mostrou diferenca
estatitisticamente significante aos 21 dias com a utilizagdo de enxerto 6sseo humano
liofilizado desmineralizado em comparagdo com o grupo controle e enxerto 6sseo
humano liofilizado mineralizado. Essa diferenca mostrou uma relagao direta com a
utilizacdo da membrana bioldgica, de acordo com Herculiani et al. (2000). Ja, Becker

et al. (1992), Caplanis et al. (1997) e Caplanis et al. (1998) obtiveram resultados
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diferentes quando da associagdo DFDBA e membrana biolégica. Os autores
observaram uma maior neoformacao 6ssea quando as membranas foram utilizadas
isoladamente. Esse achado pode ser justificado pela utilizagdo de membranas nao-
absorviveis (e-PTFE) e pela utilizagdo de um modelo animal constituido de caes.
Além disso a quantidade de BMPs presentes no DFDBA também pode ser

questionada.

Nos periodos de observacdo de 60 e 90 dias foi observada uma maior
neoformacédo Ossea nas perfuragdes preenchidas pelo coagulo. Essa observagao
esta de acordo com os principios de cicatrizacdo 6ssea de defeitos nao-criticos,
citados por Hollinger e Kleinschmidt (1990). Por essa razdo que essa perfuragao foi
utilizada como controle intra-animal, servindo de pardmetro de cicatrizacdo Ossea
para os materiais da pesquisa. Os resultados do experimento demonstram que, em
relagdo ao coagulo -grupo controle-, os materiais de enxerto ésseo utilizados

apresentam potencial osteocondutor.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados, de acordo com a metodologia empregada neste

estudo, permitiram concluir que:

a) O uso da membrana de cortical 6ssea bovina desmineralizada apresenta

potencial para melhorar a cicatrizagcao ossea.

b) Os materiais de enxerto ésseo humano liofilizado desmineralizado e

mineralizado apresentam propriedades osteocondutoras.

c) Os materiais de enxerto 6sseo humano liofilizado desmineralizado e

mineralizado sdo materiais biocompativeis.

d) O modelo animal rato se mostrou adequado para o design da pesquisa
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Porto Alegre /RS - Brasil — Cx. Postal: 1429 X e-mail: odontologia-pg/@pucrs br
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ANEXO B — Normas para a Pratica Didatico-Cientifica de Vivissecc¢ao de

Animais

Art. 1 - Fica permitida, em todo territério nacional, a vivisseccdo de animais, nos

termos desta Lei.

Art. 2 - Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstracbes com animais
vivos deverdo ser registrados em o6rgao competente e por ele autorizados a

funcionar.

Art. 3 - A vivissecgao nao sera permitida:

| - sem o emprego de anestesia;

Il - em centros de pesquisas e estudos n&o registrados em 6rgédo competente;
lll - sem supervisdo de técnico especializado;

IV - com animais que n&o tenham permanecido mais de 15 (quinze) dias em
biotérios legalmente autorizados;

V - em estabelecimento de ensino de 1° e 2° graus e em quaisquer locais

frequentados por menores de idade.

Art. 4 - O animal s6 podera ser submetido as intervencbes recomendadas nos

protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou os programas de
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aprendizagem cirurgica, quando, durante ou apos a vivissecgao, receber cuidados

especiais.

Paragrafo 1 - Quando houver indicagdo, o animal podera ser sacrificado sob
estrita obediéncia as prescri¢des cientificas;

Paragrafo 2 - Caso ndo sejam sacrificados, os animais utilizados em
experiéncias ou demonstragcbes somente poderdao sair do biotério 30 (trinta)
dias apds a intervencdo, desde que destinados a pessoas ou entidades

idéneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 5 - Os infratores desta Lei estarao sujeitos:

| - as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei 3.688, de
03/10/41, no caso de ser a primeira infracao;
Il - & interdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de

pesquisas, no caso de reincidéncia.

Art. 6 - O Poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a presente

Lei, especificando:

| - o 6érgédo competente para o registro e a expedicdo de autorizagdo dos
biotérios e centros de experiéncia e demonstracbées com animais vivos;
Il - as condigbes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos

biotérios;
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lll - 6rgéo e autoridades competentes para fiscalizagao dos biotérios e centros

mencionados no inciso |.

Art. 7 - Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacgéo.

Art. 8 - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.



