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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a reparagédo de defeitos désseos
criticos na calvaria de ratos, tratados com diferentes enxertos xendégenos. Os
defeitos foram produzidos em ratos Wistar, machos, divididos equitativamente
em quatro grupos: Grupo A — tratados com Bio-oss® (Geistlich Pharma AG,
Wolhusen, Switzerland); Grupo B — tratados com Gen-ox Inorg® (Baumer, Séo
Paulo, Brasil); Grupo C- tratados com Bonefill® (Bionnovation Produtos
Biomédicos S.A. Sao Paulo, Brasil); Grupo D- defeitos 6sseos nao tratados
(controle). Os animais foram sacrificados trinta e sessenta dias apds o
procedimento cirurgico, quando entdo suas calotas cranianas foram removidas,
radiografadas de forma padronizada e enviadas para preparagéo histologica.
As radiografias obtidas foram digitalizadas (600 dpi, 8 bits), corrigidas em brilho
no Programa Photoshop® (Adobe Systems Incorporated, Mountain View,
Califérnia, EUA) e depois avaliadas no Programa ImageTool® (University of
Texas Health Science Center, San Antonio, Texas, EUA), onde a média e o
desvio-padrao dos niveis de cinza da area dos defeitos foram mensurados. A
partir desses valores foi calculado ainda o coeficiente de variagdo dos niveis de
cinza. As laminas histolégicas foram coradas pela técnica de hematoxilina-
eosina e picrosirius. Os resultados da analise histolégica revelaram que apos
trinta dias do procedimento cirurgico, a neoformacao 6ssea era incipiente nos
grupos tratados com os diferentes enxertos, embora na analise radiografica o
grupo tratado com o enxerto Gen-Ox tenha mostrado uma média
significativamente maior (p<0,05) dos niveis de cinza (141,00), em relagcdo ao
grupo controle (130,00). Isso provavelmente se deve a uma maior
radiopacidade do material, visto que o coeficiente de variacdo dos niveis de
cinza nesse grupo nao mostrou diferenga em relagdo ao grupo controle
(p>0,05), o que denota uma homogeneidade na distribuigdo dos niveis de cinza
na area do defeito, que parece nao refletir a dinAmica de uma neoformacao
Ossea. Histologicamente, a inflamacédo estava presente em grau discreto a
moderado, embora no grupo tratado com o enxerto Bio-oss a inflamacéo tenha
sido considerada severa em 100% dos casos. Apds sessenta dias do
procedimento cirurgico, a neoformacao 6ssea foi significativa nos grupos Gen-

ox (p=0,0498) e Bonefill (p=0,0014) e a intensidade do processo inflamatério



diminuiu em todos os grupos testados, na anadlise histolégica. Na analise
radiografica, todos os grupos testados mostraram um aumento significativo
(p<0,05) da média dos niveis de cinza e aumento do coeficiente de variagao
dos niveis de cinza (p<0,05), em relagdo ao grupo controle, demonstrando a
presenca de neoformagao 6ssea na area do defeito. Diante do exposto, pode-
se concluir que os grupos tratados com Gen-ox e o Bonefill foram os materiais
que mais demonstraram capacidade osteocondutora e osteoindutora e

desencadearam menor reagao inflamatéria.

Palavras-Chave: Defeito 6sseo, biomateriais, engenharia tecidual
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the repair of critical bone defects in the calvaria of
rats treated with different Xenograft. The defects were produced in male Wistar
rats, and them were divided equally into four groups: Group A - treated with
Bio-oss ® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland), Group B - treated
with Gen-ox ® Inorg (Baumer, S&o Paulo , Brazil), Group C-treated Bonefill ®
(Bionnovation Biomedical Products SA Sao Paulo, Brazil), Group D-bone
defects untreated (control). The animals were sacrificed thirty and sixty days
after the surgery, then their calvaria were removed, radiographed in
standardized conditions and sent for histological preparation. Radiographs have
scanned (600 dpi, 8 bits), adjusted in brightness in the program Photoshop ®
(Adobe Systems Incorporated, Mountain View, California, USA) and then
evaluated by the program ImageTool ® (University of Texas Health Science
Center, San Antonio, Texas, USA), where the mean and standard deviation of
gray levels in the area of the defects were measured. From these values have
been calculated the coefficient of variation of gray levels. Histology slides were
stained by hematoxylin-eosin and picrosirius. The results of histological analysis
revealed that after thirty days after surgery, new bone formation was incipient in
the groups treated with different grafts, although at radiographic analysis the
group treated with the graft Gen-Ox has shown an average significantly higher
(p <0 , 2005) of gray levels (141.00) to the control group (130.00). This is
probably due to increased radiopacity of the material, since the coefficient of
variation of gray levels in this group showed no difference in the control group
(p> 0.05), which denotes a homogeneous distribution of gray levels in the
defect area, which seems to reflect the dynamics of bone formation.
Histologically, inflammation was present in mild to moderate, although in the
group treated with Bio-oss graft inflammation was considered severe in 100% of
cases. After sixty days of surgery, new bone formation was significant in the
Gen-ox groups (p = 0.0498) and Bonefil (p = 0.0014) and intensity of
inflammation decreased in all groups tested, at the histological analysis. On
radiographic analysis, all groups showed a significant increase (p <0.05) in the
average of gray levels and increase the coefficient of variation of gray levels (p
<0.05) compared with the control group, demonstrating the presence of new



bone formation in the defect area. Given the above, one can conclude that the
groups treated with Gen-ox and Bonefill were the materials that showed more
osteoconductive and osteoinductive capacity and triggered minor inflammatory

reaction.

Keywords: defect bone, biomaterials, tissue engineering
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1 INTRODUCAO

As reconstrugdes craniofaciais e a correcdo de defeitos 6sseos, provenientes
de traumas cirurgicos ou acidentais e/ou doenga periodontal, tém sido tema de
grandes pesquisas, discussdes e controvérsias na literatura, principalmente em
razao do rapido crescimento de tecido conjunto, o qual impede ou dificulta a
formacao de tecido 6ésseo novo no defeito (FIGUEIREDO, 2000). Segundo Carvalho
et al. (2004), o tratamento regenerativo dos defeitos 6sseos podem apresentar dois
tipos de resultados: a reparacdao, na qual um tipo de tecido diferente daquele
originalmente perdido, no que diz respeito a morfologia e fungéo, recompde a area e
a regeneragao, na qual o reparo ocorre por um tecido idéntico ao tecido original
preexistente.

Para o tratamento de defeitos dsseos a colocacdo de enxertos € uma opgao
frequentemente utilizada em Odontologia. Os enxertos 6sseos podem ter diferentes
origens: autdégenos (provenientes do proprio individuo), enxertos alogénicos
(oriundos de banco de ossos liofilizados de cadaveres humanos), xendgenos
(derivados de outros animais como o0 0sso bovino) e aloplasticos (que sdo materiais
sintéticos). Além desses materiais ainda podem ser citadas as técnicas de
regeneragao 0ssea guiada e a utilizacao de fatores de crescimento.

Os enxertos autdgenos s&o considerados “padrdo-ouro” em cirurgias
maxilofaciais, craniofaciais, bucais, ortopédicas e em cirurgias plasticas (TSONIS,
2002). No entanto, o principal problema relacionado a esse material € a morbidade
que acomete o paciente (ORR et al., 2001), assim como a quantidade limitada de
material coletado (SCHIMMING e SCHMELZEISEN, 2004).

Tentando superar estes obstaculos, pesquisas foram dirigidas para a
obtencao de um substituto adequado para o enxerto 6sseo autégeno (MOREIRA et
al., 2003). Nesta linha, os enxertos alégenos, aloplasticos e xendgenos tém sido
usados como auxiliares ou substitutos aos enxertos autégenos. A demanda para
esses chamados biomaterias aumentou de forma logaritmica nos Estados Unidos da
América (EUA), assim como houve um aumento significativo no Brasil nos ultimos

dez anos.
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Diversos estudos da literatura demonstram que materiais derivados de
0sso bovino mostram-se perfeitamente biocompativeis. Trata-se de um material
colhido de uma fonte abundante e com um custo acessivel (WENZ et al., 2002). Os
0ssos colhidos sdo processados para remover propriedades antigénicas usando
varias técnicas de preparagdo quimicas. Tais materiais tém sido utilizados com
sucesso para preservar 0 0sso no local pos extragdo; contudo, Block et al. (2002),
relataram que até quatro meses as particulas dos enxertos estdo presentes sem

sinal de reabsorcéo ou substitui¢ao.

Pesquisas experimentais, utilizando animais, véem sendo conduzidos no
intuito de encontrar um substituto 6sseo ideal, assim como verificar os diversos
materiais presentes no mercado. Para a realizacado destes estudos, observa-se que
o0 modelo de defeitos na calvaria de ratos tem sido usado com grande frequéncia
(SCHMITZ e HOLLINGER, 1986; DAHLIN et al., 1991; LINDE et al., 1993; BOSCH
et al., 1995, 1998; MATZENBACHER et al., 2003; MOKBEL et al., 2008; SHIRASU
et al., 2009). Taga (2004), assim como Mokbel et al. (2008) e Kim e Kim (2008)
demonstraram que a utilizagdo do enxerto xendgeno de osso bovino desproteinizado

promoveu reparo 0sseo em defeitos de tamanho critico em calvaria de cobaias.

Apesar das varias opcoes de tratamento dos defeitos 6sseos, sdo escassos
na literatura estudos que avaliem sua efetividade e eficacia, mesmo sendo esses
materiais de uso comum na pratica odontolégica. Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar radiografica e histologicamente a reparacédo de
defeitos 6Osseos criticos na calvaria de ratos, tratados com diferentes enxertos

xenodgenos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE O TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é considerado uma forma especializada de tecido conjuntivo, no
qual a matriz extracelular é mineralizada e lhe confere a caracteristica de rigidez.
Além de proporcionar suporte e protecdo as estruturas organicas, o tecido 6sseo
representa o maior reservatorio de calcio do organismo, o qual participa da
manutengdo do pH interno do corpo, assim como na transmissdo e condugédo dos
impulsos elétricos em nervos e musculos. Dessa forma, o tecido 6sseo apresenta
uma grande capacidade de remodelagdo, principalmente em resposta as
necessidades metabdlicas do corpo e a manutengao da estabilidade da calcemia
(MARKS, 2002).

A arquitetura microestrutural do tecido 6sseo é formada por trés componentes:
células, matriz organica e matriz inorganica. Esses, por sua vez, sdo integrados em
duas hierarquias macroestruturais: osso cortical (compacto) e 0sso esponjoso
(trabecular) (BOGLIOLO, 1994; KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

Histologicamente, o tecido 6sseo pode demonstrar duas variaveis de formacao:
primario (imaturo), o qual apresenta-se com uma disposi¢cao irregular das fibras
colagenas e uma menor quantidade de hidroxiapatita e secundario (maduro,
haversiano ou lamelar), com fibras colagens dispostas em lamelas concéntricas ou
paralelas em torno dos canais de Havers, formando osso esponjoso ou compacto
(COTRAM,KUMAR e COLLINS, 2005).

Para Andia, Cerri e Spolidorio (2006) as células responsaveis pelos processos
de reabsorcdo, manutencao e remodelagao dssea, sao de quatro tipos distintos que
se originam de duas linhagens: uma relacionada a formagdo e manutencgao:
osteoblastos, células de revestimento e ostedcitos, e outra a reabsorgéo:
osteoclastos. Os osteoblastos sao células de origem mesenquimal, mononucleadas
que se apresentam como células polarizadas, com nucleo esférico e citoplasma
basdfilo. Trata-se de um grupo de células completamente diferenciadas cuja
principal fungao é a formacao 6ssea (osteogénese). Sao responsaveis pela sintese



22

dos componentes organicos da matriz 6ssea (colageno do tipo |, osteocalcina,
osteopontina, proteoglicanas e glicoproteinas), bem como dos componentes
inorganicos (LINDHE et al., 2005). As células de revestimento 0sseo sao células
representadas por osteoblastos, apds alteragdes morfolégicas e funcionais, que
recobrem a superficie do tecido 6sseo quiescente, dessa forma, estas células
exibem escassas organelas de sintese e secre¢cdo de proteinas e formam uma
camada continua e interconectada com a capacidade de manter a homeostase e
regulacéo da concentragao plasmatica de calcio (SODEK, 2000). Segundo o mesmo
autor, as células de revestimento 6sseo sob determinados estimulos, podem
diferenciar-se em osteoblastos demonstrando um importante papel na manutencao
e homeostase da matriz 6ssea e influéncia no metabolismo de célcio e fosfato e
troca de substancias. Os ostedcitos sado células maduras (anteriormente
osteoblastos) que se situam dentro da matriz por eles formada (osteoplastos),
demonstram uma redugéo das organelas de sintese e secregcédo e desempenham um
importante papel no controle dos niveis plasmaticos de calcio e fésforo
(SAUERESSIG, 2005). Sao as células mais abundantes no tecido &sseo,
caracterizadas por formas elipticas , menores que os osteoblastos e que possuem
diversos prolongamentos citoplasmaticos, situados no interior dos canaliculos
Osseos. Estas estruturas possibilitam interconectar a superficie 6ssea com as
por¢cdes mais internas e desta forma auxiliar na manutengao e vitalidade da matriz
o0ssea (BANKOFF, ZYLBERBERG e SCHIAVON, 1998; TATE, 2004). Os
osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas, derivadas dos mondcitos do
sangue. Estas células participam da reabsor¢do da matriz mineralizada e organica
do tecido 0sseo, participando dos processos de remodelagdo e reabsor¢cao ossea
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

2.2 BASES BIOLOGICAS DO REPARO OSSEO

A formacado de tecido 6sseo durante o desenvolvimento do esqueleto pode
ocorre de uma forma direta, por meio de uma membrana, sendo denominada de
ossificacdo intramembranosa, ou de uma forma indireta, através de um estagio
intermediario de cartilagem, denominado de ossificagdo endocondral (MARKS e
GARG, 1998).
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A ossificagao intramembranosa ocorre durante o desenvolvimento embrionario,
no interior de uma membrana conjuntiva, onde células mesenquimais se diferenciam
em osteoblastos para iniciar a formacgao de tecido 6sseo. Como exemplo desse tipo
de ossificagdo, tém-se alguns ossos do cranio, alguns ossos faciais e parte da
clavicula e da mandibula ( MARKS e GARG, 1998).

De acordo com Junqueira e Carneiro (2004 ), os ossos associados a uma maior
sobrecarga formam-se pela ossificagdo endocondral. Nesses tecidos, 0 mesénquima
embrionario transforma-se em cartilagem, comportando-se como um modelo para a

formacéao Ossea.

De acordo com os estudos de Schenk (1996) a formagédo de tecido O&sseo
depende de dois fatores importantes: suprimento vascular e suporte mecanico. Este
mesmo autor salienta que a falha de vascularizagdo, instabilidade mecanica,
defeitos de grandes volumes e tecidos competidores com alta atividade de

proliferacdo, podem dificultar ou mesmo impedir o reparo ésseo.

De acordo com os mecanismos bioldgicos de reparo do tecido ésseo, Garg
(1999) destaca a presenca de trés diferentes processos bioldgicos associados a este
evento: osteogénese, osteoindugdo ou osteocondugédo, ou por meio de uma

combinacdo de mecanismos.
a- Osteogénese

Trata-se de um termo que denota os elementos celulares do enxerto que
sobreviveram ao transplante e estdo ativamente produzindo osso novo (MELLONIG
et al., 1989; LANE, 1995). Segundo Dalapicula (2007), o osso autdgeno é o unico

material de enxerto disponivel com propriedade osteogénica.
b- Osteoinducao

O termo refere-se ao processo pelo qual as células tronco mesenquimais,
presentes no tecido circunjacente ao local do enxerto, s&o induzidas a diferenciagao

em células de linhagem osteogénica (BOYAN et al., 2006).

Lane (1995) e Lindhe et al., (2005) caracterizam a osteoindugdo como a
formacao de novo o0sso por novos osteoblastos diferenciados de células
mesenquimais indiferenciadas sob a influéncia de agentes indutores como a

proteina morfogenética 6ssea (BMP) e fatores de crescimento.
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c- Osteoconducéao

E o processo que favorece a proliferacdo, migracdo e maturacdo de
osteoblastos e a aposicdo do osso diretamente sobre o material (LANE, 1995). Os
materiais osteocondutores servem portanto como arcabougo para a proliferacdo do
tecido 6sseo perdido (CARVALHO et al., 2004), sustentando uma estrutura por onde
proliferam vasos sanguineos trazendo, entdo, os componentes necessarios para a
formacao 6ssea (GATTI, 2002).

Os materiais osteocondutores sdo biocompativeis, ndo apresentando reacao
toéxica evidente e, os mais comuns sao os enxertos xendégenos e 0s enxertos
aloplasticos (DALAPICULA, 2007).

2.3BIOMATERIAIS PARA ENXERTO OSSEO

A necessidade de utilizar enxertos como forma de tratamento para diferentes
tipos de defeitos 6sseos torna fundamental o entendimento da interacdo do
biomaterial com o ambiente vivo. A partir deste conhecimento, é possivel a producao

de substancias compativeis com a saude.

A reconstrucao ldeal do tecido 6sseo depende, principalmente, da atividade de
células osteoprogenitoras (OREFFO e TRIFFIT, 1999). Sicca (2005) afirma que o
numero dessas células € limitado e a sua acdo depende de estimulos, como os
promovidos pelos fatores de crescimento. Dessa forma, o0 mesmo autor demonstra a
importancia de se encontrar técnicas e materiais que estimulem a sua proliferacéao e

diferenciagao a fim de auxiliar no reparo de grandes defeitos 6sseos.

Costa e Veinstein (1994) classificaram os enxertos em: 1. Enxertos autégenos
ou auto-enxertos, quando o tecido é transferido de local para outro, de um mesmo
individuo. 2. Enxertos alogénicos, homogenos ou homoenxertos s&o tecidos
enxertados entre individuos da mesma espécie com genes nao idénticos, como o
osso fresco, congelado, liofilizado (FDBA), desmineralizado e liofilizado (DFDBA). 3.
Aloplastico, corpo estranho, inerte, utilizado para implantacdo nos tecidos, como

fosfato de calcio, hidroxiapatita, bioceramica, além de outros tipos. 4. Xenoenxertos,
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heteroenxertos ou heterdlogos, enxertos realizados entre individuos de espécies

diferentes.

Atualmente, diversos materiais tém sido utilizados com o propdsito de favorecer
0 reparo 0sseo, como 0s enxertos autdogenos, alogénicos, aloplasticos ou xendgenos
assim como os fatores de crescimento e morfogenes, seja de forma isolada ou em

combinagdes.

2.3.1 Enxertos Autdgenos

Os enxertos 0sseos autdgenos sao os materiais mais amplamente utilizados
em cirurgias para aumento de rebordo e para reconstru¢cdes de defeitos ésseos,
desde que contenham células viaveis como células osteoprogenitoras de 0sso
medular, matriz extracelular colagenosa e nao colagenosa e fatores de crescimento/
diferenciacdo. Sdo materiais bioldgicos considerados “padrdo ouro” na terapia para
reparo 0sseo, por sua capacidade de induzir a osteogénese, a osteoinducéo e a
osteoconducao (CONZ et al., 2005).

Embora os enxertos autdégenos possam ser tanto de osso cortical quanto
medular ou da associagdo de ambos, Misch (2000) em seus estudos afirma que o
0sso medular é o material mais eficiente na reconstrugcdo de defeitos 6sseos, por
possibilitar uma maior quantidade de células osteogénicas, aumentando o seu

potencial de osseoindugao e osseocondugao.

Pesquisas por um substituto 6sseo ideal foram realizadas por mais de 20 anos,
sendo o 0sso autélogo considerado o melhor dos materiais para enxerto, pois além
do seu potencial para reter células vitais, sdo materiais do proprio organismo

receptor, ndo produzindo uma reacgao imunologica (CAMELO, 2001).

Os enxertos 6sseos autdogenos podem ser retirados tanto de areas extra-orais
como crista iliaca, calota craniana e tibia, quanto de areas intra-orais como a regiao
retro molar, tuberosidade de maxila e sinfise mandibular (MISCH, 2000), a depender
da necessidade imposta pelo defeito ésseo.

Park (2004) observou que a sinfise mandibular é preferida como sitio doador

para enxertos 0sseos relativamente pequenos necessarios ao procedimento de
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enxerto 6sseo autdégeno. A observagao pertinente aos ossos cortical e trabecular,
auxiliam na determinacdo da profundidade da osteotomia. Estes resultados
fornecem uma informacéao util sobre o enxerto retirado da sinfise mandibular para a
colocacao de implantes dentarios. Desta forma, permitirdo que o volume da placa
cortical da regido da sinfise mandibular, seu tamanho adequado, profundidade e

localizag&do sejam previstos quando se vem a remover o bloco do enxerto.

Em um estudo prospectivo realizado por Chiapasco et al. (2007), foram
tratados seis pacientes com severa atrofia de mandibula edentula, as quais foram
reconstruidas com multiplas camadas de enxerto 6sseo da calvaria colocados na
area intraforames da mandibula. Cinco a 8 meses apds, 23 implantes dentais foram
colocados nas areas reconstruidas e carga imediata com overdenture implanto
suportada. Os pacientes foram anualmente avaliados clinico e radiograficamente. Os
autores demonstraram que a carga imediata de implantes dentais colocados em
areas severamente atrofiadas de mandibulas edentulas reconstruidas com enxerto
0sseo da calvaria € um procedimento previsivel, os quais permitem um sucesso na

reabilitacdo com o tempo de tratamento reduzido.

Os enxertos O&sseos autdogenos em geral, sao preferidos por sua
biocompatibilidade, por n&o apresentarem potencial imunogénico e pelo poder
osteogénico (YOSHIKAWA et al., 2004), além de serem provenientes do proprio

paciente, nao oferecendo risco de transmissao de doengas (TOTH et al., 1995).

Entretanto, diversos inconvenientes como a necessidade de uma segunda
intervengao cirurgica, quantidade limitada, alto risco de reabsor¢cdo e morbidade da
area doadora (BURG et al., 2000; CRUZ et al., 2006), podem limitar sua atuagéo na
area clinica, exigindo em alguns casos procedimentos em ambiente hospitalar, além

de um aumento no tempo cirurgico e nos custos operacionais.

2.3.2 Enxertos Alogénicos, Homodgenos ou Homoenxertos

Sao enxertos transplantados entre individuos de uma mesma espécie, porém
com carga genética diferente (DALAPICULA, 2007). O tecido é obtido de osso
humano, processado e estocado sob varias formas e tamanhos, em bancos de
ossos para uso futuro (OREFFO e TRIFFITTI, 1999).
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De acordo com Sicca (2005), esses materiais podem ser divididos em 2 tipos, o
osso alogénico congelado e liofilizado (FDBA) e o osso alogénico congelado
desmineralizado e liofilizado (DFDBA), sendo o segundo mais utilizado pela
liberacao facilitada de fatores de crescimento e BMPs. Se destacam pela maior
facilidade de obtengdo em relagdo aos enxertos autdégenos, ndo necessitando de um

segundo procedimento cirurgico.

No entanto, o uso de aloenxertos envolve certo risco quanto a antigenicidade,
muito embora sejam, usualmente, pré tratados por congelamento, radiagdo ou

agentes quimicos, visando evitar reagao de corpo estranho ( LINDHE et al., 2005).

Embora possa haver variagdes, o processo de producdo do FDBA e do DFDBA
€ especifico. De acordo com Dalapicula (2007), o processo denominado liofilizagao
dos enxertos aldgenos se inicia pela remog¢ao do osso cortical e medular do doador
seguindo o processo de lavagem em agua destilada e particulando o osso em
tamanhos que variam de 500um a 5um. A fim de remover a gordura, 0 0sso € imerso
em etanol a 100%, em seguida o material € congelado em nitrogénio, seco e entao
esterilizado em oOxido de etileno ou irradiado e, posteriormente, armazenado. Esse
processo de desidratacdo permite um maior tempo de armazenamento e diminuicao
da antigenicidade. A produgdo do DFDBA contém um estagio adicional no qual a
desmineralizacdo das particulas é feita em 0,6 N de acido cloridrico ou nitrico
durante 6 a 16 horas, melhorando dessa forma o seu potencial osteogénico pela

exposi¢ao de BMPs.

Boéck-Neto et al. (2000) em um estudo com 10 bidpsias, incluindo 10
pacientes, 10 meses apds cirurgia de levantamento de seio usando uma
combinacdo de 50% de osso autégeno plus, 50% de enxerto alogenico de 0sso
liofilizado desmineralizado (DFDBS grupo) ou 50% de osso autégeno plus e 50% de
hidroxiapatita (HA grupo). Processamento histologico de rotina e descoloragdo com
hematoxilina e eosina e tricromo de Masson foram realizados. Os resultados
indicaram que ambos DFDBA e HA associados com um enxerto de osso autégeno
foram biocompativeis e promoveram osteoconducao, atuando como uma matriz para
formacédo dssea. Entretanto ambos os materiais ainda estavam presentes apés 10

meses.

Baptista (2003) observou que devido ao crescente uso dos enxertos homologos

humanos, nas cirurgias reconstrutivas, ha necessidade do completo conhecimento
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de suas caracteristicas biomecanicas e microscopicas. Os enxertos 0sseos nao
necessitam de células viaveis para sua utilizagdo, logo, o processo de
criopreservacao € um meétodo util para o armazenamento dos aloenxertos em

bancos de tecidos, nao inviabilizando seu emprego futuro nas cirurgias ortopédicas.

2.3.3 Enxertos Aloplasticos

Materiais aloplasticos sao biomateriais sintéticos ou inorganicos utilizados
como alternativa na reconstrugao de defeitos 6sseos. De acordo com Bezzi (2003),
estes materiais devem ter um controle bem rigoroso de suas propriedades fisicas e
quimicas durante o processo de fabricagao a fim de permitir uma resposta tecidual

previsivel.

Trabalhos classicos da literatura demonstram uma preocupagdo com o0s
diversos substitutos désseos, possibilitando desde entdo uma grande evolugdo na
engenharia tecidual. Shaffer e App (1971) relataram que, embora muitos materiais
sintéticos correntemente usados para o tratamento de defeitos periodontais sejam
de componentes ceramicos de fosfato de calcio (fosfato tricalcio, hidroxiapatita
porosa, hidroxiapatita ndo porosa ou combinagcbes de hidroxiapatita e fosfato
tricalcio (fosfato de calcio bifasico), um numero de materiais sintéticos ndo ceramicos
tem também sido usado nos anos recentes. Isto inclui materiais como sulfato de
calcio (gesso) o qual é prontamente disponivel, barato, facil manuseio e esterilizado.
Embora tenha sido demonstrado ser biocompativel e prontamente absorvido, ndo ha

evidencia de qualquer propriedade osteocondutora.

Figueiredo et al. (2001) utilizaram em sua pesquisa 42 coelhos albinos (Nova
Zelandia), submetidos a defeito padrdao em 84 céndilos femorais, e implantacéo
aleatdria, em cada lado, de enxerto 6sseo autégeno ou hidroxiapatita porosa. Foram
avaliados os aspectos da evolugao clinica diaria dos animais. Apos duas, quatro e
doze semanas, grupos de 14 animais foram sacrificados e feita a avaliagao
radioldgica e macroscopica da integragao dos enxertos. Pecas das regides operadas
foram colhidas para estudo histolégico dessa integracdo. Os resultados
macroscopicos mostraram que a integridade O&ssea, coloragdo, cicatrizacédo da

cortical e mobilidade dos implantes nao foram estatisticamente significantes para os
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dois tipos de enxertos, nos diferentes tempos de observagdo. Concluiu-se que a
hidroxiapatita porosa de coral foi um substituto adequado ao enxerto Gsseo

autégeno em coelhos

Em uma pesquisa desenvolvida por Duarte et al. (2006) avaliou-se a
hidroxiapatita sintética como substituto 6sseo na regeneragdo do processo alveolar,
utilizando-se 28 cées adultos higidos, pesando entre 10 e 15kg, divididos em dois
grupos. Foram criados defeitos de aproximadamente 6 x 5mm na superficie
vestibular do processo alveolar até atingir a raiz do quarto pré-molar mandibular
direito. Em um grupo, o defeito foi totalmente preenchido com hidroxiapatita
sintética; o outro, sem tratamento, foi usado como controle. Aos 8, 15, 21, 42, 60, 90
e 120 dias, foram coletados fragmentos 6sseos para a analise histolégica sob
microscopia optica. Observou-se crescimento 6sseo e vascular no interior dos poros
de hidroxiapatita, intensa proliferacdo de osteoblastos e neovascularizacdo na
presenca do implante. A biocompatibilidade da hidroxiapatita permitiu a sua
integracdo com o processo alveolar por meio da formacdo direta de um o0sso

lamelar. Ocorreu neoformacéao 6ssea a medida que a hidroxiapatita foi degradada.

Socoll et al. (2006) em um estudo experimental randomizado, utilizaram 24
ratos da linhagem Wisthar- Furth. Um defeito 6sseo de 0,75cm x 1,5cm no corpo de
cada hemimandibula foi realizado em todos os animais com broca esférica de baixa
rotacdo. Padronizou-se a esquerda o preenchimento do defeito ésseo, no grupo |
com 15 microgramas de hidroxiapatita e no grupo Il com preenchimento de
submucosa de intestino delgado porcina (SID), e a direita 0 n&do-preenchimento
serviu como controle. A eutanasia foi realizada no 40° dia de pds-operatério, apds a
qual se procederam as analises macroscoépicas e histolégicas das pecas. No grupo
hidroxiapatita a neoformagédo 6ssea perfez uma area correspondente a 76,64% do
total ja no grupo SID 63,64% do total. Os resultados macroscopios e microscopicos
foram superiores com a utilizagcdo do enxerto de hidroxiapatita quando comparado
ao grupo submucosa de intestino delgado porcino. Entretanto os dois bioenxertos

mostraram-se osteoindutores quando comparados ao controle.
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2.3.4 Xenoenxertos, Heteroenxertos ou Heterbélogos

Os enxertos xendgenos sado biomateriais obtidos de doadores de outras
espécies, sobretudo bovinos, caprinos e suinos. Segundo Tadjoedin et al. (2003);
Simion e Fontana (2004) trata-se de um material com grande potencial

osteocondutor e, quimica e fisicamente semelhante ao osso humano.

Os enxertos xendgenos, por eliminar riscos cirurgicos e reduzir a possibilidade
de infecgdes sdo importantes alternativas ao uso de osso autégeno. Além de poder
ser obtido de fontes virtualmente inesgotaveis, apresentando resultados previsiveis
quanto aos principios cirurgicos. Entretanto, a utilizagcdo de enxertos de origem
bovina incluem a possibilidade de transmissédo de doencas e a reagao imune do
hospedeiro ao material enxertado, em casos onde o enxerto apresente
remanescente de matriz organica, o que diminui a aceitacdo da utilizacdo desses

materiais pelos pacientes e pelos profissionais (CALLAN e ROHRER, 1993).

Dentre os materiais, utilizados no mercado, provenientes de osso bovino
inorganico, encontra-se o Bio-oss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland).
Trata-se de uma matriz 6ssea mineral obtida apds a remocdo de componentes

organicos do 0sso bovino medular.

Schlegel et al. (2003) compararam um substituto de osso bovino (Bio-Oss) ao
0ssO autdogeno com respeito ao seu valor como material para aumento do seio
maxilar, ndo sendo observados problemas na cicatrizacdo. Os resultados indicaram
que devido as propriedades de nao reabsorgcdo do substituto 6sseo Bio-Oss, a
regeneracdo dos defeitos € possivel. Demonstrou-se, também, que o substituto
0sseo pareceu comportar-se como um implante permanente e o volume da area

enxertada por osso autdégeno diminuiu durante o periodo de observagéo.

A fim de investigar as respostas de células 6sseas para um material de osso
bovino desproteinizado, Bio-Oss, Tapety et al. (2004) realizaram uma pesquisa na
qual o biomaterial foi enxertado em defeitos artificiais no fémur de ratos. As limitadas
penetracdes foram preparadas no fundo da cavidade, permitindo a migracao celular
para o 0sso medular. Um defeito no fémur esquerdo sem Bio-oss foi usado como

controle. Os autores concluiram que o Bio-oss pode servir como suporte para as
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células osteogenicas tdo bem quanto para promover a diferenciagdo dos

osteoblastos e a sintese da matriz.

Este material 6sseo bovino inorganico (Bio-oss) é amplamente utilizado no
mercado e na pratica clinica. Entretanto, trata-se de um produto importado e de alto
custo. Apos alguns esforcos para a obtencdo de um material nacional com
propriedades semelhantes, chegou-se ao que hoje € encontrado no mercado com o
nome comercial de Gen-Ox® (Baumer S.A , Sado Paulo, Brasil) e Bonefill®
(Bionnovation Produtos Biomédicos S.A. Sado Paulo, SP). Produtos com menores
custos e propriedades fisico-quimicas e biologica semelhantes aos biomateriais
importados. Estes materiais vém sendo alvo de inumeras pesquisas, a fim de
verificar a sua biocompatibilidade, suas caracteristicas fisico-quimicas e os seu

potencial osteoindutor e osteocondutor.

Sanada et al.(2003), avaliaram a biocompatibilidade de blocos de enxerto de
0sso bovino esponjoso acelular e desmineralizado (Gen-Ox), implantados em
musculo abdutor da coxa de 30 ratos. Foram realizadas avaliagcbes radiograficas e
histologicas. De acordo com os resultados encontrado, os autores concluiram que o
enxerto de matriz de o0sso esponjoso bovino desmineralizado em bloco é
biocompativel quando implantado em tecido conjuntivo intramuscular de ratos, sendo
absorvido e substituido por tecido conjuntivo caracteristico da regido, sem qualquer

indicio de ocorréncia de osteogénese ectopica.

Em 2003, Oliveira et al., buscaram avaliar a biocompatibilidade de dois
enxertos 6sseos preparados a partir de osso cortical bovino, um desproteinizados a
100°C (produzido no laboratério de Bioquimica da FOB-USP) e outro a 1.000°C
(Gen-Ox). Esses materiais foram utilizados em particulas de tamanho de 1000 a
2000um, implantados em tecido subcutaneo de 60 ratos. Foram realizadas analises
microscopicas e de fosfatases acidas. No tecido reacional ao osso desmineralizado
a 1.000°C notou-se fibrosamento maior e as células gigantes ndo exibiam indicios
de atuarem na degradacao do material. Entretanto, a resposta celular ao osso 100°C
indicou uma interagdo maior com as células gigantes e sinais de reabsorgéo. Dessa
forma, pode concluir que a temperatura de desproteinizacdo alterou a resposta
bioldgica, provavelmente devido a material organico no osso desproteinizado a

100°C. Esses materiais, ambos biocompativeis, podem ser usados como de
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preenchimento d&sseo-substitutos ou potenciais carreadores de proteinas

morfogenéticas do o0sso.

Zambuzzi, Oliveira e Granjeiro (2006), realizaram um estudo para avaliar o
potencial das fosfatases acidas como biomarcadores da resposta tecidual ao
implante de osso medular inorganico bovino (Gen-Ox), utilizaram capsulas de
colageno como carreadores de particulas macro (1000a 2000 um) e microgranulares
(200 a 600 um) e as implantaram em subcutaneo de 60 ratos Wistar. De acordo com
os resultados encontrados neste estudo, os autores poderam concluir que a
atividade das fosfatases acidase tirosina fosfatase sdo moduladas, tanto em fungao
do tempo como do tamanho da particula, durante a resposta tecidual ao osso
medular inorganico bovino implantado em subcutaneo de ratos. Além disso, os
autores afirmam que o exato papel de cada uma dessas enzimas nesta complexa

cadeia de eventos deve, ainda, ser investigado.

Cruz et al. (2006), avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas e a
biocomaptibilidade de dois diferentes biomateriais: Gen-Ox e HA-U (Hidroxiapatita
sintética experimental- Universidade estadual de Ponta Grossa). Esses materiais
foram implantados no tecido subcutadneo de 36 ratos Wistar. As propriedades fisico-
quimicas foram realizadas utilizando analise granulométrica,microscépio eletrénico
de varredura, raios X de energia de dispersao, raios X de fluorescéncia e raios X de
difracdo. Apds todas as analises, os autores concluiram que estes biomateriais

possuem caracteristicas fisico-quimicas e biocompatibilidade similares.

Em um estudo avaliando o comportamento do osso cortical bovino inorganico
liofilizado (Gen-Ox) apos implante em alvéolos dentais de 32 ratos, Dall’Antonia et
al.(2006), demonstraram que o material € bem aceito pelo organismo sendo
lentamente reabsorvido. A presenca do implante ocasiona retardamento na
cronologia do processo de reparo alveolar e pode ser considerado como material

viavel para uso em alvéolo dental quando indicado.

Accorsi-Mendonga et al. (2008), buscaram caracterizar as propriedades fisico-
quimicas de dois diferentes biomateriais: Bio-Oss (granulagédo de 250 a 450 pm)
desproteinizados a 300 °C e Gen-Ox (granulagao de 250 a 1000um) desproteinizado
a 950 a 1000°C. Foram utilizados para a analise microscopio eletronico de
varredura, espectroscopio regional infra-vermelho, raios X de difragao,
termogravitometria e analise de degradacio. De acordo com os achados, os autores
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concluiram que ambos os materiais comerciais sdo compostos de hidroxiapatita,
sendo o Bio-Oss menos cristalino do que o Gen-Ox e portanto, mais suscetivel a

degradacgao.

Golgalves (2008) buscou avaliar a neoformagao 6ssea a partir da associagao
do plasma rico em plaquetas com o osso bovino inorganico (Bonefill), em 22
enxertos de seio maxilar. Foram realizadas analises histologicas e de acordo com os
resultados, o autor pode concluir que a associagao do osso bovino inorganico e o
plasma rico em plaquetas otimizaram as propriedades osteocondutoras do 0sso;
induziram a formacdo Ossea, acelerando a sua maturagdo, apresentando
histologicamente um indice de sucesso de 88,88%. Além disso destaca a
importancia de outros estudos histomorfometricos, de analise de sucesso e
capacidade osteocondutora, para ratificar o comportamento biolégico e clinico da

associacao destes biomateriais.

Alves (2008) buscou avaliar através de uma analise histomorfométrica o reparo
0sseo de uma area enxertada com osso autdégeno e xenégeno (Bonefill). A partir das
analises, o autor pode concluir que associagao do osso autdégeno com o biomaterial
Bonefill na propor¢do de 1:1 € biocompativel, em humanos, podendo ser utilizado
como material de substituicdo 6ssea em procedimento de levantamento de seio

maxilar.

Os xenoenxertos podem ser indicados para diversos procedimentos
regenerativos, os quais pode-se destacar os defeitos 6sseos, defeitos periodontais,
enxertos de seio maxilar, deiscéncias 6sseas ao redor de implantes e regeneragéo
Ossea guiada (WORTH et al., 2005; WALLACE et al., 2005).

2.3.5 Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento sdo polipepitideos com aproximadamente 6-45 kD
os quais estao envolvidos na proliferacdo celular, diferenciacdo e morfogénese de
tecidos e 6rgaos durante a embriogénese, infancia até a idade adulta (WOZNEY,
1998).
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Para Lindsey (2001), alguns fatores de crescimento assumem um efeito
endodcrino e sédo estabelecidos devido a elevados niveis séricos. Muitos fatores de
crescimento sdo depositados na matriz extracelular onde s&o liberados durante a
degradacao da matriz e agem como parte de uma complexa rede de sinais com
efeitos durante a regeneracdo e remodelacdo de tecidos. O efeito dos fatores de
crescimento € mediado através das superficies receptoras das células alvo, ativando
enzimas fosforilases intracelulares, que em seguida induzem uma via de sinalizagao
intracelular pela agregacao de co-fatores outras proteinas as quais migram para o
nucleo. No nucleo os fatores de crescimento conectam-se ao DNA e, justamente
com outros fatores, induzem a transcricdo e ativagcdo de um ou mais genes
(GONCALVES et al., 1998).

Dentre os fatores de crescimento ja caracterizados, cinco deles parecem muito
promissores no campo da regeneragao periodontal: fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF); fator de crescimento semelhante a insulina (IGF); fator de
crescimento transformador-b (TGF-b), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e
BMP, pois sdao capazes de estimular a proliferacdo de células com fendtipo
osteoblastico ou do ligamento periodontal, promover a formacdo é6ssea ou a

regeneracao periodontal em estudos em animais ou in vitro (STEFANI et al., 1997).

As BMPs sdo as responsaveis pela sinalizagdo para a inducdo da formagao
o0ssea (REDDI, 1994; RIPAMONTI E REDDI, 1994; WOZNEY, 1995). Representam
uma familia com mais de vinte proteinas relatadas, as quais representam parte da
familia dos fatores - 3 de crescimento e transformacéo (TGF- ) (BLUMENTHAL et
al., 2002), ativando e inibindo, os fatores de diferenciacdo e crescimento (GDFs)
(WOZNEY, 1998).

A BMP tem a capacidade de estimular o mecanismo de regeneracao ossea. As
BMPs pertencem a uma familia de fatores de crescimento e, como tal,
desempenham um papel importante na formagdo dos ossos e cartilagens, na
cicatrizacdo das fraturas, bem como na reparagcdo de outros tecidos
osteomusculares (SCHMITT, 1999). As fungbes do BMP sdo promover a
diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos e condrocitos, como

também influencia a formagéo dos padrdes esquelético (WOZNEY, 1998).

Uma caracteristica dessas proteinas morfogenéticas € que elas necessitam de
um veiculo para sua liberacédo, que pode ser colageno, fibrina do colageno, sulfato
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de calcio, matriz organica de osso, hidroxiapatita, acido polilatico ou poliglicolico
(MUNHOZ, 2005).

O substrato carreador ideal preencheria os seguintes requisitos: relativa
insolubilidade em condi¢cdes fisioldgicas; ser biodegradavel; proteger contra
atividades proteoliticas; funcionar como substrato para a adesido e proliferagao
celular; ser inerte imunologicamente; manter biodisponivel a BMP através da
degradagao biolégica controlada; ter estabilidade mecanica para unir defeitos
0sseos (GONCALVES et al., 1998).

2.4MODELO DE ESTUDO

Defeitos 6sseos criticos sdo definidos por Hollinger e Kleinschmidt (1990);
Schmitz e Hollinger (1986) como o menor defeito intra-6sseo que nao cicatrizam
durante o periodo de vida do animal, justificando a necessidade da utilizagdo de
algum material para preenchimento 6sseo. Os defeitos sdo criados em diferentes

0ssos como tibia, calvaria, fémur e mandibula.

Diversos modelos animais tém sido utilizados em experimentos para avaliar o
grau de reparo é6sseo utilizando-se biomateriais, dentre eles podemos destacar:
ratos (STAVROPOULOS et al., 2003; ZAMBUZZI, OLIVEIRA e GRANJEIRO, 2006;
DALL’ ANTONIA et al., 2006; da SILVA et al.,, 2008; LEITE e RAMALHO, 2008;
DEVELIOGLU, UNVER SARAYDIN e KARTAL, 2009), cdes (ARAUJO et al., 2002;
POLYZOIS et al.,, 2007; YOU et al.,, 2007; ABUSHAHBA et al.,, 2008), coelhos
(TAMIMI et al., 2006; DEHGHANI et al., 2008) e macacos (MIRANDA et al., 2005),
ovelha (KRAMER et al., 2008).
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o reparo de defeitos 6sseos criticos produzidos na calvaria de ratos,

tratados com diferentes enxertos xendgenos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar radiograficamente, por meio de critérios quantitativos;
- E histologicamente, qualitativa e quantitativamente, o reparo de defeitos

0sseos tratados com os seguintes enxertos xendgenos:

- Bio-0ss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland);
- Gen-ox Inorg® (Baumer, Sao Paulo, Brasil);
- e Bon€fill® (Bionnovation Produtos Biomédicos S.A. Sao Paulo,

Brasil).
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4 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Biotério Central da Universidade Estadual de Feira
de Santana (UEFS), seguindo todas as normas de conduta para experimentagao
animal, apds aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
instituicdo, em 24 de setembro de 2008 (ANEXO A). A obtencdo das imagens
radiograficas, sua digitalizacdo e avaliagdo foram realizadas no Servigo de
Radiologia e Laboratério de Imagens Eletronicas da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (FOUFBA), e a preparagdo e analise das laminas

histolégicas foram realizadas no Laboratério de Patologia da FOUFBA.
4.1. DELINEAMENTO DA PESQUISA

Foi realizado um estudo sob os paradigmas qualitativo e quantitativo (PADUA,
1998), conforme especificado a seguir:

Estudo Experimental Verdadeiro, com grupo controle e s6 pos-teste. Diagrama:

R X O1
02

(CAMPBELL; STANLEY, 1970; CAMPBELL; STANLEY, 1973; CAMPBELL;
STANLEY, 1979)
E estudo descritivo ndo-experimental (KOCHE, 1997).

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

Setenta e dois ratos, machos, adultos, da espécie Rattus Norvegicus Albinus,
Rodentia Mammalia, da linhagem Wistar, com peso aproximado de 300g,
clinicamente saudaveis, provenientes do referido Biotério foram aleatoriamente
selecionados para o estudo e separados em quatro grupos experimentais, contendo

18 animais cada, identificados a seguir:
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= Grupo A (G.A)- tratados com Bio-oss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen,
Switzerland);

= Grupo B (G.B) — tratados com Gen-ox Inorg® (Baumer, Sdo Paulo, Brasil);

= Grupo C (G.C)- tratados com Bonefill® (Bionnovation Produtos Biomédicos S.A.
Séo Paulo, Brasil);

= Grupo D (G.D)- defeitos 6sseos nao tratados (controle).

Os referidos animais foram mantidos em gaiolas individuais, medindo 20 x 30 x
13 cm, em condi¢bes ambientais de temperatura (22° C) e luminosidade (ciclo 12h
dia / 12h noite), umidade relativa de 50%, alimentados com uma ragdo comercial
sélida sob forma de pelotas (Nuvilab® CR 1) e hidratados com agua corrente ad
libidum. Antes do confinamento, os animais receberam uma dose unica de 0,2 ml de
invermectina. Os animais foram monitorados diariamente quanto a sinais de infec¢ao
e desconforto desde o inicio do cativeiro até o dia do sacrificio.

Um bioterista foi contratado para fazer a higienizagcao diaria das gaiolas, troca
de maravalha e de agua dos recipientes e reposicdo de ragdo. O biotério também

recebeu higienizagao diaria com detergente neutro e hipoclorito de sédio 1%.

4.3 BIOMATERIAIS UTILIZADOS

Bio-Oss®

O Bio-Oss® é o0sso bovino medular inorganico, produzido por Geistilich
Pharma Ag (Switzerland). A sua desproteinizagdo, de acordo com o fabricante,

ocorre a cerca de 300°C .

Gen-Ox®

O Gen-Ox é produzido pela Baumer S. A. (Registro no Ministério da Saude n.
10345500001) e apresenta-se em diferentes formas (particulados e blocos) e
composi¢des (organicos e inorganicos). Neste estudo, utilizou-se microparticulas
(250-1000um) de osso bovino medular inorganico a 1000°C.
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Bonefill ®

O Bonefill ® é produzido pela Bionnovation Produtos Biomédicos S.A., a partir
da extracao de osso natural de fémur bovino, totalmente desnaturado. Trata-se de
0sso bovino inorgéanico particulado, com diversas granulagdes. Para esse estudo

utilizou-se granulagdo média (particulas de 0,6 a 1,5 mm).

4.4 COLETA E PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

4.4.1. Procedimento Cirurgico

As cirurgias foram realizadas no centro cirurgico do Biotério da UEFS,
seguindo as normas de biosseguranga estabelecidas pela instituicdo. Apos jejum de
12 horas, os animais foram anestesiados com injecao intramuscular de cloridrato de
quetamina na propor¢édo de 0,08 mL/100g de massa corporal, e ainda foram
submetidos a sedagdo e analgesia com inje¢ao intramuscular em dose unica de
cloridrato de xilazina, na propor¢ao de 0,04 mL/100g de massa corporal. Em
seguida, os animais foram posicionados em decubito ventral e entado foi realizada
tricotomia na regido da calvaria, anti-sepsia da area cirurgica com alcool iodado e
anestesia local infiltrativa com xilocaina a 2% com epinefrina 1:50.000 (Merrel
Lepetit Farmacéutica e Industria Ltda).

Seguindo o mesmo protocolo estabelecido por Chesmel et al (1998), foi
realizado acesso coronal, com incisdo cutanea e muscular, com aproximadamente 3
cm de extensdo para a exposi¢ao do tecido 6sseo, utilizando cabo de bisturi n. 7
com lamina n. 15C. Os tecidos subcutaneo e muscular foram entdo divulsionados.
Em seguida o periésteo foi incisado e afastado. O acesso e visualizagdo do campo
operatério foram mantidos por meio de trés pingas hemostaticas (Figura 1a).

Foi confeccionado um defeito na por¢ao mediana da calota craniana de cada
rato, entre os ossos parietais, com aproximadamente 10 mm de diametro e com
cerda de 1,5 mm de profundidade, por meio de uma broca trefina de 9 mm de
diametro interno (3i-Implants), montada em um contra-angulo com reducao 1:20,

com o auxilio de um motor para implantes (Driller BLM 600 double, SP, Brasil) a
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1500 rpm, sob irrigacdo externa peristaltica, com soro fisiologico a 0,9%. A dura-
mater foi mantida integra (Figura 1b e 3).

Em seguida o biomaterial foi colocado no defeito dsseo, a depender do grupo
experimental. No Grupo A, o defeito foi preenchido com Bio-oss; no Grupo B, foi
utilizado Gen-ox; no Grupo C, foi utilizado Bonefill; e no Grupo D nenhum tratamento
especifico foi realizado no defeito . Utilizou-se uma colher de cha rasa (5 ml) como
medida para padronizar a quantidade de biomaterial a ser introduzido no defeito. O
enxerto foi colocado diretamente no defeito criado na calvaria, misturando-o apenas
com o sangue presente no leito cirurgico (Figura 4a).

Equidistante do centro do defeito 6sseo, dois buracos foram confeccionados
com uma fina broca carbide de tungsténio (ISSO 012, n. 9803, Horico, Germany),
um anterior e outro posterior, a 1 mm das margens do defeito. Os buracos foram
preenchidos com amalgama (Dispersalloy, codigo regular do grupo 2891, Johnson e
Johnson, Skillman, NJ, EUA) (Figura 2). Essas marcagdes serviram como referéncia
para delimitagdo do defeito 6sseo quando da analise radiografica.

Os tecidos subcutaneos foram reaproximados com uma sutura continua
simples e a pele com pontos simples separados, empregando fio de nailon n. 5
(Figura 4b). Nao foram utilizados antibidticos e antiinflamatoérios durante o
experimento.

ApoOs a cirurgia, os animais foram observados por um periodo de até oito
semanas. O sacrificio dos animais ocorreu 30 e 60 dias apds a cirurgia. Os ratos
foram mortos por overdose do anestésico utilizado. A porgédo do cranio que continha
os defeitos foi removida, conservando-se os tecidos moles superficiais, usando
discos de diamante montados em baixa rotagéo, com irrigagdo abundante com soro
fisiologico a 9%. As pegas cirurgicas foram entao colocadas em frascos com tampa,

contendo formol a 10%, em quantidade superior ao tamanho da peca.



Figura 1. Incisdo bicoronal na calvaria do animal (a) e
posicionamento da trefina circular, durante a realizacdo do
procedimento de transfixagdo da calvaria do animal (b).
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Figura 2. Vista superior do defeito critico antes da remo¢do do
bloco dsseo (a); marcagdes antero/posterior com amalgama.

Figura 3. Vista superior do defeito critico apds remogao do bloco
dsseo (a).
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Figura 4. Vista superior do defeito critico apds implantagdo do

enxerto(a); Tecido suturado(b).
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4.4.2 Exame Radiogréfico

Apos a morte dos animais, a porgao da calvaria contendo o defeito 6sseo foi
posicionada diretamente sobre um filme radiografico (tamanho 2, sensibilidade E/F,
marca Kodak®), de forma que sua superficie caudal ficasse voltada para a face ativa
do filme. Foi adicionado ao conjunto um penetrébmetro de aluminio de cinco degraus
com 1 mm de incremento, que foi posicionado ao lado da pega cirurgica, € um
simulador de tecidos moles (caixa de acrilico contendo aproximadamente 5 cm?® de
agua), que foi posicionado acima da pecga cirdrgica, durante a aquisicdo da
radiografia. Foi utilizado um aparelho radiografico de 70 kV e 8 mA, com um tempo
de exposi¢ao de 0,2 segundos, distancia focal de 20 cm, sendo que o feixe de

radiacédo X incidiu perpendicularmente ao objeto (Figura 5 a e b).

Figura 5: Porgao da calvaria posicionada sobre o filme radiografico, associado a um
penetrdmetro de aluminio (a); Simulador de tecido mole e posicionamento do aparelho

radiogréfico.

Os filmes foram processados, pelo método manual (temperatura-tempo), com
solugdes de processamento novas (Kodak®), em camara escura apropriada (tipo
labirinto, com luz de seguranga GBX-2 (Kodak®)). Todos os filmes de um mesmo
grupo foram processados simultaneamente, de forma a minimizar as possiveis

distorcbes de densidade e contraste inerentes ao processamento com solugdes
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quimicas. Em seguida foram secas em estufas de ar quente (EMB®). Depois foram
armazenadas em cartelas plasticas sob um cédigo especifico (Figura 6a).

As radiografias foram digitalizadas por um scanner com leitor de
transparéncia (HP PrecisionScan Pro 2.5, ScanJet XPA, Hewlett Packard Company,
Greeley, Colorado, EUA), com uma resolugao espacial de 600 dpi, ampliacao de
100%, no modo tons de cinza e 8 bits. O posicionamento da radiografia sobre a face
ativa do scanner, assim como os ajustes de exposigdo (meios-tons, sombras e
destaques) foram observados, de modo a padronizar todas as aquisi¢gdes. Optou-se
sempre pelo ajuste automatico da escala de cinza, a cada captura. Mascaras de
papel preto recobriram as areas nao utilizadas do scanner durante a aquisicao da
imagem radiografica digitalizada (Figura 6b). Todas as imagens foram salvas em

CD-rom, no formato bmp, sob um codigo especifico.

Figura 6: Estufa de ar quente (a); scanner com leitor de transparéncia (b).

4.4.3 Avaliacdo Radiografica

Antes da analise, as imagens digitalizadas foram ajustadas em brilho. Tal
procedimento teve como finalidade a uniformizagdo dos niveis de cinza exibidos

pelas imagens dos diferentes grupos avaliados, evitando que o ruido foténico ou
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diferengas no processamento com solugdes quimicas interferissem na avaliagao
radiografica. Assim, inicialmente uma imagem digitalizada foi aberta no programa
Photoshop v 7.0 (Adobe Systems Incorporated, Mountain View, California, EUA), e
utilizando a ferramenta “marca de selecao retangular”, foi selecionada uma area de
tamanho pré-fixado no terceiro degrau do penetrdmetro de aluminio (Figura 7). A
partir dai exibiu-se o histograma da area selecionada (Figura 8), e obteve-se a
média (M) de brilho da referida area (Figura 9). Para as demais imagens, o valor de
M dos niveis de cinza (NC) do mesmo degrau do penetrdmetro foi mensurado e
comparado com o valor de referéncia da primeira imagem. Diferengas superiores ou
inferiores a cinco unidades, naquele valor, foram corrigidas, a partir da ferramenta
“ajuste de brilho/contraste” (Figuras 10 e 11), e as imagens salvas.

As imagens digitalizadas corrigidas foram entdo abertas no programa
ImageTool® v. 3.0 (University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas,
EUA). Através da ferramenta “histograma” (Figuras 12) foi mensurada a M dos NC
assim como o desvio-padrao (DP) dos NC da regido do defeito 6sseo (guiada pelas
marcacgdes previamente realizadas com amalgama (Figuras 13 e 14). Dos valores
obtidos, foi calculado o coeficiente de variagdo (CV) dos NC da area (CV= (DP/M) x
100%). Esse valor indicou a homogeneidade ou n&o do tecido presente na area do
defeito. Para esta analise n&o foi possivel a alteragdo da aparéncia da imagem, além
da correcao do brilho ja realizada.

Todas as analise radiograficas digitais foram realizadas em um monitor de
tala plana, SuperVGA, de 15", por um unico avaliador, duas vezes, com intervalo de

uma semana entre as avaliagdes. Os dados foram anotados para posterior analise.
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Figura 7: Radiografia digitalizada aberta no Programa Photoshop®. Ferramenta “selecao

retangular’ sendo utilizada para delimitar o terceiro degrau do penetrémetro de aluminio.
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Figura 8: Radiografia digitalizada aberta no Programa Photoshop®. Sele¢cao da ferramenta

“histograma”.
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Figura 9: Radiografia digitalizada aberta no Programa Photoshop®. Determinagéo da média

dos niveis de cinza do terceiro degrau do penetrémetro.
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Figura 10: Radiografia digitalizada aberta no Programa Photoshop®. Selecdo da ferramenta

“ajuste de brilho/contraste”.
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Figura 11: Radiografia digitalizada aberta no Programa Photoshop®. Janela para alteracédo

do brilho sendo acionada.
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Figura 12: Radiografia digitalizada aberta no Programa ImageTool®. Sele¢do da ferramenta

“histograma”.
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Figura 13: Radiografia digitalizada aberta no Programa ImageTool®. Determinagédo da area

a ser avaliada no defeito dsseo.
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Figura 14: Radiografia digitalizada aberta no Programa ImageTool®. Histograma
demonstrando a média e o desvio-padrdo dos niveis de cinza da area selecionada do
defeito 6sseo.
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4.4.4 Avaliacdo Histoldgica

As pecas foram fixadas em solugéo de formol a 10%, por aproximadamente
sete dias. Apds a fixagdo, foram descalcificados, com acido nitrico 5% por duas
horas, desidratadas e incluidas em parafina para posteriores cortes histolégicos de
5um. Uma parte dos cortes foi corada por Hematoxilina-Eosina (HE), e outra parte
pela Coloragao de Picrosirius, sendo esta ultima especifica para fibras colagenas.

Para a analise histoldégica pela microscopia convencional utilizou-se um
Microscopio Nikon Eclipse E600 (magnificagbes: x4, x10 e x 20) acoplado a uma
camera digital Nikon DW100 (Nikon, Yohohama, Jap&o), usado para prover
avaliagao qualitativa e semi-quantitativa da tolerabilidade do local e desempenho do
material testado.

A avaliacdo da tolerabilidade do local incluiu a presenca de hiperemia,
necrose, edema, reacgao inflamatéria, fibras colagenas; tipo celular predominante
(células polimorfonucleares [PMNs], eosindfilos, linfocitos, plasmdcitos, macrofagos
e células gigantes).

A avaliacdo do desempenho dos materiais testados inclui a neoformacao
Ossea, osteoblastos, células multinucleadas, presenca do enxerto, reabsor¢cao do
enxerto, reabsor¢céo da borda do defeito. A avaliagédo histopatoldgica foi registrada,
com base numa escala de quatro pontos: 0= ausente, 1= leve, 2= moderada, 3=
severa. A avaliagcao foi feita por um examinador experiente e os dados foram

anotados em fichas especificas (APENDICE A) para posterior analise.

4.5 ANALISE DOS DADOS

Para as diferentes analises realizadas, distintos testes estatisticos foram
aplicados, sempre para uma probabilidade de erro de 5%. Assim, para a analise
radiografica quantitatva (M e CV dos NC) ao se comparar dois grupos foi
empregado o teste de Mann-Whitney, ja quando mais de dois grupos foram
comparados utilizou-se o teste de Kruskall-Wallis tendo como post hoc, o teste de
Dunn. Para a anadlise histolégica, estimou-se a distribuicdo dos achados nos
diferentes grupos e empregou-se o teste exato de Fischer, para avaliar a associacao
entre as variaveis. Para esta analise a intensidade dos critérios avaliados foram

agrupados (“Graus 0 e 1” e “Graus 2 e 3”").
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5 RESULTADOS

Alguns animais (seis ao todo) morreram durante a fase pos-cirurgica do
experimento, e assim, contabilizadas as perdas, ao final os grupos foram
constituidos por sete a nove animais cada. Vale ressaltar que tais mortes nao
puderam ser associadas a nenhum evento especifico, e seu numero encontra-se
dentro do patamar esperado de eventuais perdas quando da experimentagcdo em

animais.

5.1 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Ap0s sacrificio dos animais, 30 ou 60 dias apds a cirurgia, e separagao de sua
porcdo superior da cabeca, mantendo tecidos moles de superficie, as pecas
cirurgicas foram mantidas em frascos contendo formol a 10%, devidamente
identificados. Em seguida as pecas cirurgicas foram radiografadas e as radiografias
digitalizadas de forma padronizada, sendo as imagens ajustadas eletronicamente
em brilho e avaliadas duas vezes, com um intervalo de no minimo uma semana
entre as avaliagdes, por um unico examinador. Foram anotados a média (M) dos
niveis de cinza (NC) e o desvio-padrao (DP) da M dos NC da area da calota
craniana dos animais, onde o defeito 6sseo foi criado. Para a delimitacao desta area
com as ferramentas do programa digital utilizado, foram utilizadas as marcagdes
obtidas com os orificios preenchidos com amalgama confeccionados durante o
mesmo ato cirurgico do experimento. O coeficiente de variagdo (CV) da M dos NC foi
calculado para cada espécime aplicando-se a seguinte férmula: CV= (DP/M)x 100%.
Das duas medidas obtidas (a avaliagéo foi realizada duas vezes) de cada paréametro
ainda foi calculada uma média, que serviu de base para a analise estatistica.

Avaliando-se primeiramente os animais sacrificados apdés 30 dias do
experimento, pode-se verificar que entre o grupo Bonefil (M= 130,38) e o grupo
controle (M= 130,00) ndo houve diferenca significante na M dos NC (p= 0,80; Teste
Mann-Whitney). O mesmo pode ser observado (p= 0,06; Teste de Mann-Whitney)
entre os grupos Bio-oss (M= 138,06) e o grupo controle (M= 130,00). Ja entre os
grupos Gen-ox (M= 141,00) e controle (M= 130,00), a diferenga foi significante (p=

0,04; Teste de Mann-Whitney). Comparados os trés grupos experimentais entre si,



53

pode-se observar que n&do houve diferenga significativa entre eles (p= 0,05; Teste de
Kruskal-Wallis). Os dados s&o mostrados na Tabela 1.

Na avaliacdo do CV nos espécimes sacrificados apés 30 dias do ato cirurgico,
os resultados revelaram que entre os grupos Bonefill (CV= 6,13) e controle (CV=
5,17) houve uma diferenga significativa (p= 0,001; Teste de Mann-Whitney). O
mesmo resultado (p= 0,001; Teste de Mann-Whitney) foi encontrado entre os grupos
Bio-oss (CV= 6,49) e controle (CV= 5,17). Ja entre os grupos Gen-ox (CV= 5,52) e
controle (CV= 5,17) nao houve diferenca estatistica (p= 0,11; Teste de Man-
Whitney). Comparados os trés grupos experimentais entre si, observa-se que houve
diferenga significante (p= 0,02; Teste de Kruskal-Wallis), sendo esta determinada
pela diferengca entre os grupos Bio-oss e Gen-ox (p<0,05; Teste de Multiplas
Comparacdes de Dunn). Os dados sao exibidos na Tabela 1.

Para os animais sacrificados apos 60 dias do ato cirurgico, observa-se que a
diferenca da M dos NC foi estatisticamente significante (p= 0,03; Teste Mann-
Whitney) entre os grupos Bonefill (M= 138,44) e controle (M= 134,35). O mesmo
ocorreu (p= 0,003; Teste Mann-Whitney) entre os grupos Bio-oss (M= 141,72) e
controle (M= 134,35), e também (p= 0,03; Teste Mann-Whitney) entre os grupos
Gen-ox (M= 143,78) e controle (M= 134,35). Quando foram comparados os trés
grupos experimentais entre si, ndo houve diferenca estatistica (p= 0,07; Teste de
Kruskal-Wallis). Dados exibidos na Tabela 1.

Em relagcdo ao CV dos NC dos espécimes sacrificados em 60 dias, observa-se
que entre os grupos Bonefill (CV= 6,02) e controle (CV= 4,78) houve diferenca
significante (p= 0,006; Teste Mann Whitney), assim como (p= 0,008; Teste Mann-
Whitney) entre os grupos Bio-oss (CV= 5,59) e controle (CV= 4,78), e (p< 0,0001;
Teste Mann Whitney) entre os grupos Gen-ox (CV= 6,29) e controle (CV= 4,78). Ao
serem comparados os trés grupos experimentais entre si, observa-se que nao houve
diferenga significante entre eles (p= 0,33; Teste de Kruskal-Wallis). Os dados s&o

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Média e coeficiente de variagcdo dos niveis de cinza dos defeitos Gsseos
produzidos na calota craniana dos animais dos diferentes grupos avaliados e sacrificados 30

ou 60 dias apos o ato cirurgico

Tempo de 30 dias 60 dias

sacrificio
Grupos M CcV M CcV
Experimentais
Bonefill 130,382 6,132 138,442 6,022
Controle 130,002 517° 134,35° 4,78°
Bio-oss 138,062 6,492 141,722 5,592
Controle 130,002 5,17° 134,35° 4,78°
Gen-ox 141,002 5,522 143,782 6,297
Controle 130,00 5,172 134,35° 4,78°

Valores seguidos de letras iguais = sem diferenga estatistica (p>0,05)

Valores seguidos de letras diferentes = com diferenga estatistica (p< 0,05)

5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

Quanto a avaliagao histologica, foram avaliados critérios de tolerabilidade local
a presenca dos diferentes enxertos e seu desempenho na reparagao dos defeitos
O0sseos. A descricdo das laminas e as fotomicrografias selecionadas estao aqui
representadas de acordo com cada periodo biolégico estudado, relacionados
individualmente com as variaveis avaliadas, os valores de p estdo demonstrados na
Tabela 2.

Analisando-se inicialmente a presencga e intensidade da reacgao inflamatéria,
observa-se que no grupo controle, apds 30 dias, ndo houve inflamacgao tecidual em
62,5% (5 espécimes) dos casos e a inflamagao foi leve nos casos restantes (37,5% -
3 espécimes (Figura 38). Aos 60 dias, nota-se que 37,5% (3 casos) ndao houve
inflamagéao e em 62,5% (5 casos) a inflamagao foi leve. Ja ao se avaliar o grupo Bio-
oss, nota-se que em 100% dos casos (8 animais) houve inflamagéo severa aos 30
dias, e que aos 60 dias, a inflamagéao foi distribuida entre os graus leve (33,3% - 3

casos), moderado (33,3% - 3 casos) e severo (33,3% - 3 casos) (Figura 34),
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uniformemente. Nos espécimes tratados com Gen-ox, apés 30 dias do procedimento
cirurgico, observa-se que em 55,6% dos casos (5 espécimes), a inflamacéo foi
considerada leve (Figuras 43 e 44), o mesmo ocorrendo apos 60 dias. No grupo
Bonefill, apés 30 dias, observa-se um grau moderado em 62,5% (5 espécimes), ao
passo que apds 60 dias 71,2% (5 espécimes), demonstraram grau leve de

inflamacéao (Figura 15 a e b).

A anadlise estatistica quando aplicada a variavel “inflamacao” revelou uma
diferenga extremamente significante (p=0,0002) e muito significante (p=0,009), para
os periodos de 30 e 60 dias, respectivamente, quando confrontado o grupo Bio-oss
e o grupo controle. Entretanto para ambos os periodos a analise demonstrou
diferengas nao significantes (p=0,0824) para o grupo Gen-ox em comparagao ao
grupo controle. Para o grupo Bonefill, comparado ao grupo controle percebe-se que
no periodo de 30 dias houve uma diferenca estatisticamente significante (p=0,0254)
e para o periodo de 60 dias ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,1750).
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Figura 15: Grau de inflamagao no periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b), para os quatro

grupos testados.

Quanto a presenca de hiperemia, no grupo controle, ela estava ausente em
100% dos casos (8 espécimes), aos 30 dias, e em 62,5% dos casos (5 espécimes)
aos 60 dias. No grupo tratado com Bio-oss, depois de 30 dias da cirurgia, 100% dos
animais (8 espécimes) possuiam hiperemia severa, e apos 60 dias, esse valor era
de 77,8% (7 espécimes). No grupo Gen-ox, a hiperemia foi severa em 88,9% dos
casos (8 animais) apos 30 dias e em 62,5% dos casos (5 espécimes) apds 60 dias
da cirurgia. No grupo Bonefill, 75%( 6 espécimes), apds 30 dias do procedimento
cirurgico demonstraram grau severo (Figura 29) e 85,71%(6 espécimes) apos 60

dias (Figura 16 a e b).
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Figura 16: Grau de hiperemia nos periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b), para os quatro

grupos testados.

Quanto a presenga de células inflamatdrias, no grupo controle, independente
do tempo de sacrificio, foram encontrados linfocitos ocasionais em metade dos
casos (50% - 4 espécimes), ja nos grupos tratados com enxertos xendgenos, a

predominéncia foi de infiltrado do tipo linfo-plasmocitario.

Quanto aos critérios “edema” e “necrose” observa-se uma uniformidade de
valores para o grupo controle, com 100% dos casos de auséncia desses padrdes
para ambos os grupos de 30 dias (8 espécimes) e 60 dias (9 espécimes). Ja para o
grupo tratado com Bio-oss, 100% dos animais demonstraram edema moderado e
100% de auséncia de necrose ap6s 30 dias da cirurgia, ao passo que 44,4% (4
especimes) demonstraram auséncia de edema, 44,4% (4 espécimes) apresentaram
edema leve e 88,88% (8 espécimes) ndo demonstraram necrose, apds 60 dias da
cirurgia. Para o grupo tratado com Gen-ox, observa-se edema leve e auséncia de
necrose em 100% (9 espécimes) apds 30 dias e 50% (4 espécimes) e 75% (6
espécimes) demonstraram auséncia de edema e necrose, respectivamente, apés 60
dias. No grupo tratado com Bonefill, observa-se um grau leve de edema em 62,5%(5
espécimes) apdés 30 dias do procedimento cirurgico e auséncia de edema em
85,71% (6 especimes), apds 60 dias, para este material 100% (7 espécimes) para os
dois tempos poés cirurgicos demonstraram auséncia de necrose (Figuras 17 a, b, ce
d).
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Figura 17: Grau de hiperemia e necrose nos periodo de 30 dias (a, c) e 60 dias (b, d),

para os quatro grupos testados.

Quanto a presencga de colageno observa-se que no grupo controle 62,5% (5
espécimes) demonstraram uma presencga leve de colageno apdés 30 dias (Figura 39)
e 100 % (9 espécimes) presenga moderada, apds 60 dias do procedimento cirurgico.
Para o grupo tratado com Bio-oss apds 30 dias, 50%(4 espécimes) demonstraram
presenca moderada de colageno (Figura 36), ao passo que 100% (9 especimes),
demonstraram uma presenga severa apos 60 dias da cirurgia. No grupo Gen-ox, a
presencga de colageno foi moderada em 66,6%(6 espécimes) para o periodo de 30
dias (Figuras 45) e 75% (6 espécimes) para o periodo de 60 dias. Para o grupo
tratado com Bonefill, 75%(6 espécimes) apresentaram um grau severo, apos 30 dias

(Figura 30) e 85,71%(6 espécimes) apos 60 dias (Figura 18 a e b).
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Figura 18: Presenca de colageno nos periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b), para os

quatro grupos testados.

Quanto aos critérios de desempenho dos materiais enxertados, observa-se que
a presenga de osteoblastos foi visualizada em grau leve em 75% dos casos (6
espécimes) apdés 30 dias no grupo controle. Neste mesmo grupo a auséncia de
osteoblastos (50% dos casos — 4 espécimes) ocorreu em numero igual de casos ao
grau leve de osteoblastos (50% - 4 espécimes). No grupo tratado com Bio-oss, a
auséncia de osteoblastos foi observada em 62,5% dos casos (5 espécimes) apos 30
dias e em 66,7% dos casos (6 espécimes) apos 60 dias. No grupo Gen-ox, 0s
osteoblastos foram encontrados em grau leve em 44,4% dos casos (4 animais) apos
30 dias do experimento, e em grau moderado em 62,5% dos casos (5 animais) apés
60 dias da cirurgia. No grupo Bonéefill, observa-se apds 30 dias um grau severo em
50% (4 espécimes) da amostra, ao passo que em 42,85% (3 especimes) dos casos

demonstraram grau moderado apds 60 dias da cirurgia (Figura 19 a e b).

A analise estatistica quando aplicada a variavel “osteoblastos” revelou para os
dois periodos analisados que nado houve diferenga estatisticamente significante
(p=1,000) entre os grupos Bio-oss e o grupo controle. Quando analisado o grupo
Gen-ox em relacdo ao grupo controle, observa-se que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p=0,4706), a0 passo que para o
periodo de 60 dias nota-se uma diferenga estatisticamente significante entre os
grupos (p=0,0498). O grupo Bone€fill, quando confrontado com o grupo controle,

demonstrou uma diferenga muito significante (p=0,007) para o periodo de 30 dias, e
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para o periodo de 60 dias ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,5253).
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Figura 19: Presenca de osteoblastos nos periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b), para os

quatro grupos testados.

Células gigantes ndo foram observadas no grupo controle, nos dois tempos de
estudo, e ao contrario foram freqlientes nos grupos tratados com enxertos
xenégenos, sendo no grupo Bio-oss em grau moderado em 75% dos casos (6
espécimes) apos 30 dias (Figura 35), e em grau leve em 55,6% dos casos (5
espécimes) apos 60 dias. No grupo Gen-ox as células gigantes foram visualizadas
em grau leve em 77,8% dos casos (7 espécimes) apés 30 dias (Figura 43), e em
50% dos casos (4 espécimes) apdés 60 dias (Figura 42). No grupo tratado com
Bonefill, observa-se um grau severo em 75% (6 espécimes) dos casos apés 30 dias
(Figura 27) e 100% dos casos apresentaram grau leve, apos o periodo de 60 dias
(Figura 20 a e b).
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Figura 20: Presenca de células gigantes multinucleadas nos periodo de 30 dias (a) e

60 dias (b), para os quatro grupos testados.

Quanto a neoformacéo 6ssea, observou-se um grau leve no grupo controle em
62,5% (5 espécimes) no periodo de 30 dias (Figura 37), ao passo que no periodo
apos 60 dias demonstrou um grau leve em 77,77% (7 espécimes). Para o grupo
tratado com Bio-o0ss, um grau leve de neoformacao dssea foi observado em 62,5%
(5 espécimes) e um grau moderado em 12,5% (1espécime) apds 30 dias (Figura 31
e 32), no periodo apés 60 dias do procedimento cirurgico, observa-se que em
33,33% (3 espécimes) e 44,44% (4 especimes), houve um grau severo de
neoformacgéo Ossea e auséncia, respectivamente (Figura 33). No grupo tratado com
Gen-ox, um grau leve foi observado em 44,44% (4 espécimes), ap6s 30 dias
(Figuras 40 e 41) e um grau severo em 50% (4 espécimes) apos 60 dias. Para o
grupo tratado com Bonefill, 62,5% (5 especimes) dos casos apresentaram grau

severo, apos 30 dias da cirurgia (Figuras 25, 26 e 28), ao passo que apos 60 dias,
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71,42% (5espécimes) dos casos apresentaram grau moderado de neo formagao

Ossea (Figura 21 a e b).

A analise estatistica quando aplicada a variavel “neoformagao 6ssea” revelou
que nao houve diferenga estatisticamente significante (p=1,000), para o grupo Bio-
0ss, quando confrontado com o grupo controle, para ambos os periodos em estudo.
Quando confrontado o grupo Gen-ox com o grupo controle, observa-se que n&o
houve diferenga estatisticamente significante (p=1,000), para o periodo de 30 dias e
que houve diferengca estatistica entre os grupos para o periodo de 60 dias
(p=0,0498). Observa-se ainda que para o grupo Bonefill, quando confrontado com o
grupo controle, ndo demonstrou diferenga estatisticamente significante para o
periodo de 30 dias (p=0,6193), ao passo que para o periodo de 60 dias nota-se uma

diferenga muito significante entre os grupos (p=0,0014).
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Figura 21: Grau de neoformagao nos periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b), para os

quatro grupos testados.
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O enxerto ainda estava presente em grau severo em 75% dos casos (6
espécimes) apos 30 dias, e 66,7% dos casos (6 espécimes) apds 60 dias no grupo
Bio-oss. No grupo Gen-ox, o material esteve presente em grau moderado em
77,77% (7 espécimes) apos 30 dias, e 50% (4 espécimes) apds 60dias. Quanto ao
grupo tratado com Bonefill, observa-se uma presenca do enxerto em grau moderado
em 50% (4 espécimes) dos casos apds 30 dias e um grau leve, em 57,14% (4

espécimes) dos casos apos 60 dias (Figura 22 a e b).

PRESENCA DO ENXERTO d

8
6 - ® ESCORE O
4 - m ESCORE 1
5 _l J | ESCORE 2
0 : : , ® ESCORE 3

Bio-o0ss 30d Gen-ox 30d Bonefill 30d

PRESENCA DO ENXERTO
6 B ESCORED
4 -L J—L m ESCORE 1
2 ESCORE 2
0" ' ' ' W ESCORE 3
Bio-0ss 60d Gen-ox 60d Bonefill 60d

Figura 22: Grau de presenca do enxerto nos periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b), para

0s quatro grupos testados.

Quanto a reabsorgao do enxerto, o grupo tratado com Bio-oss demonstrou um
grau leve em 62,5%(5 espécimes), apés 30 dias (Figura 35), e 44,44% (4
espécimes), apdés 60 dias. Para o grupo Gen-ox, 44,44% (4 espécimes)

apresentaram grau moderado, apos 30 dias (Figura43), 75% (6 espécimes) apds 60
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dia. Para o grupo tratado com Bonéefill, a reabsor¢do do enxerto demonstrou grau
moderado em 37,5% (3 espécimes), apos 30 dias (Figura 27) e em 100% (7

espécimes) dos casos apos 60 dias (Figura 23 a e b).
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Figura 23: Grau de reabsor¢cao do enxerto nos periodo de 30 dias (a) e 60 dias (b),

para os quatro grupos testados.

Quando avaliado a reabsor¢ao da borda do defeito, observa-se auséncia em

todos os grupos avaliados (Figura 24 a e b).
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Figura 24: Grau de reabsorgédo da borda do defeito nos periodo de 30 dias (a) e 60

dias (b), para os quatro grupos testados.

Esses resultados demonstram que os materiais em estudo determinaram
importantes alteragdes inflamatérias, que tendeu a diminuir com o tempo, sendo o
enxerto Bio-oss 0 que determinou alteracbes mais intensas. Esse estudo impde a
necessidade de novas investigagdes com maiores tempos de sacrificio, a fim de se
determinar o comportamento tecidual a longo prazo, frente aos materiais testados,

assim como para avaliar o desempenho de outros materiais comercializados.
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Tabela 2: Avaliacdo histolégica dos diferentes pardmetros histologicos: Presenca de

Inflamacéo, Neoformacdo dssea e Presenga de Osteoblastos, entre os grupos Teste vs.

Controle, nos periodos de 30 e 60 dias.

Grupos Tempo de sacrificio
Experi-
mentais 30 dias 60 dias

Inflam. NO Osteob. Inflam. NO Osteob.
Bio-oss

- - _ ns

Controle p= 0,0002" p=0,5692" | p=1,000"™ p=0,009 p=0,5765 p=1,000"™
Gen-ox

— ns _ ns . )
Controle p=0.0624 P=1.000"" | =0 4706™ |p=0,0824" | p=0,0498" | p=0,0498
Bonéefill

= ' = ns x *k
Controle p=0,0256 p=0,6193 p=0,0070 p=0,175" | p=0,0014 p=0,5353"

Inflam.= inflamag&o; NO= neoformacao 6ssea; Osteob.= osteoblastos

"S ndo significante *Significante **Muito significante ***Extremamente significante
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Figura 25: Corte histolégico corado por HE
(aumento aproximado de 4x). Grupo
Bonefill(30 dias). Observa-se intensa
neoformagdo  dssea (setas amarelas),
aproximando as margens do defeito ésseo.

Figure 25: Histological section stained with HE
(increase of about 4X). group

Bonefill (30 days). Observed intense

bone formation (yellow arrows),

approaching the margins of the bone defect

Figura 26: Corte histolégico corado por HE
(aumento aproximado de 4x). Grupo Bonefill(30
dias). Observa-se neoformacdo odssea e
osteoblastos (setas amarelas), osso maduro da
margem do defeito (seta verde) e
remanescentes do enxerto (seta azul).

Figure 26: Histological section stained with HE
(increase of about 4X). Bonefill group (30
days). Observed bone formation and
osteoblasts (yellow arrows), mature bone
margin of the defect (white arrow) and
remaining graft (blue arrow).

Figura 27: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 20x). Grupo
Bonefill(30  dias). Observa-se intensa
reabsorcdo do enxerto (seta amarela) e
presenga de células gigantes mutinucleadas

(setas azuis).

Figure 27 : Histological section stained with HE
( approximate increase of 20x ) . group

Bonefill (30 days). Observed intense
resorption of the graft ( yellow arrow ) and
presence of giant cells mutinucleadas

(blue arrows).
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Figure 25: Histological section stained with HE
(increase of about 4X). group
Bonefill (30 days). Observed intense
bone formation (yellow arrows),
approaching the margins of the bone defect
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Figure 26: Histological section stained with HE
(increase of about 4X). Bonefill group (30
days). Observed bone formation and
osteoblasts (yellow arrows), mature bone
margin of the defect (white arrow) and
remaining graft (blue arrow).
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Figure 27 : Histological section stained with HE
( approximate increase of 20x ) . group
Bonefill (30 days). Observed intense
resorption of the graft ( yellow arrow ) and
presence of giant cells mutinucleadas
(blue arrows).
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Figura 28: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 10x). Grupo
Bonefill(30 dias). Observa-se neoformacdo
Ossea (seta amarela) e disceto infiltrado
inflamatdrio do tipo linfo-plasmocitario (seta
azul).

Figure 28 : Histological section stained with HE
(approximately 10X magnification ) . group

Bonefill (30 days). Observed neoformation

bone ( yellow arrow ) and infiltrated disceto

inflammatory type of lymphocytes and plasma cells (arrow
blue).

Figura 29: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 10x). Grupo
Bonefill(30  dias). Observa-se intensa

hiperemia (seta amarela).

Figure 29 : Histological section stained with HE
(approximately 10X magnification ) . group
Bonefill (30 days). Observed intense
hyperemia ( yellow arrow ) .

Figura 30: Corte histolégico corado por
Pricosirius (aumento aproximado de 4x).
Grupo Bonefill(30 dias). Observa-se
neoformacdo dssea (seta amarela) e fibras
colagenas (seta azul).

. Figure 30 : Histological section stained by
Pricosirius ( increase of about 4X).
Bonefill group ( 30 days). Observed

= bone formation ( yellow arrow ) and fibers
collagen ( blue arrow ) .
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Figure 28 : Histological section stained with HE
(approximately 10X magnification ) . group
Bonefill (30 days). Observed neoformation
bone ( yellow arrow ) and infiltrated disceto
inflammatory type of lymphocytes and plasma cells (arrow
blue).
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Figure 29 : Histological section stained with HE
(approximately 10X magnification ) . group
Bonefill (30 days). Observed intense
hyperemia ( yellow arrow ) .
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Figure 30 : Histological section stained by
Pricosirius ( increase of about 4X).
Bonefill group ( 30 days). Observed
bone formation ( yellow arrow ) and fibers
collagen ( blue arrow ) .
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Figura 31: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 4x). Grupo Bio-
0ss(30 dias). Observa-se neoformacdo dssea
(seta amarela) e enxerto (seta azul).

Figura 32: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 10x). Grupo Bio-oss
(30 dias). Observa-se neoformacgdo &ssea
(seta amarela) aproximando as margens do
defeito.

Figura 33: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 10x). Grupo Bio-
0ss(60 dias). Observa-se neoformacdo dssea
(setas amarelas) a partir do enxerto ésseo.
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Figura 34: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 20x). Grupo Bio-
oss(60 dias). Observa-se formacdo de
abscessos e intenso infiltrado inflamatério.

Figura 35: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 20x). Grupo Bio-
0ss(30 dias). Observa-se reabsor¢do do
enxerto e célula gigante mutinucleada (seta
amarela).

Figura 36: Corte histolégico corado por
Pricosirius (aumento aproximado de 20x).
Grupo  Bio-0ss(30 dias). Observa-se
deposicdo de fibras colagenas.
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Figura 37: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 4x). Grupo
controle(30 dias). Observa-se neoformacdo
dssea na margem do defeito.

Figura 38: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 10x). Grupo
controle(60 dias).. Nota-se auséncia de
infiltrado infamatorio.

Figura 39: Corte histolégico corado por
Pricosirius (aumento aproximado de 4x).
Grupo controle(30 dias).. Observa-se
deposicdo de fibras colagenas na regido
J central do defeito.
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Figura 40: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 20x). Grupo Gen-
ox(30 dias). Neoformacdo dssea, osteoblastos
(seta amarela) e enxerto (seta azul).

Figura 41: Corte histolégico corado por HE
(aumento aproximado de 4x). Grupo Gen-
ox(30 dias).. Neoformagdo dssea adjacente a
area do enxerto.

Figura 42: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 20x). Grupo Gen-
ox(60 dias).. Encapsulamento do enxerto.
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Figura 43: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 20x). Grupo Gen-
ox(30 dias). Célula gigante multinucleada (seta
amarela) reabsorvendo o enxerto (seta azul).

Figura 44: Corte histoldgico corado por HE
(aumento aproximado de 10x). Grupo Gen-
0x(30 dias). Observa-se formagdo de abscesso
e intenso infiltrado inflamatdrio.

Figura 45: Corte histolégico corado por
Pricosirius (aumento aproximado de 10x).
Grupo Gen-ox(30 dias). Observa-se deposicdo
de fibras colagenas.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, com o desenvolvimento tecnoldgico observa-se um maior
entendimento sobre a fisiologia 6ssea, assim como um consideravel conhecimento
sobre seus potenciais substitutos - os biomateriais. Os enxertos autdégenos sédo os
substitutos 6sseos mais amplamente utilizados em cirurgias de aumento de rebordo
e reconstrucdo de defeitos 6sseos, desde que estes enxertos contenham células
viaveis tais como células progenitoras de osso medular, matriz extracelular
colagenosa e nao colagenosa e fatores de diferenciagcéo e crescimento. Trata-se de
um material considerado padrao-ouro para as terapias de reparo 6sseo, por suas
propriedades osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras (CONZ et al., 2005,
CRUZ et al., 2006). A maior desvantagem desta técnica é a morbidade do local
doador, a necessidade de um segundo procedimento cirurgico, a limitacdo de
material de enxerto e o alto custo (BURG et al., 2000; JOSHI, 2004; CRUZ et al.,
2006), o que tem motivado pesquisadores a desenvolverem novos biomateriais que

possam atuar como substitutos dsseos.

O biomaterial ideal para enxerto 6sseo deve promover osteogénese,
osteoindugao; permitir a angiogénese e a osteoconducdo; estar disponivel em
quantidade suficiente para o tratamento proposto; ser de facil manuseio; apresentar
estrutura fisica capaz de manter o espaco para a formagao 6ssea; ser reabsorvivel e
nao imunogénico (JENSEN et al., 1996;LOURENCO,2002). A despeito do grande
numero de biomateriais disponiveis no mercado, o biomaterial ideal, aliando
propriedades fisicas e biolégicas que favoreca ao reparo 6sseo ainda ndo foi

produzido.

Os enxertos xendgenos possuem a vantagem de ndo exigir area doadora,
possuir grande estabilidade dimensional na area enxertada, serem reabsorviveis,
evitando um segundo tempo cirdrgico; sdo biocompativeis e osteoindutores,
favorecendo o preenchimento das lojas cirurgicas (SANCHEZ, SHERIDAN e KUPP,
2003).

Atualmente observa-se um grande numero de marcas comerciais para 0 0SSO

bovino desproteinizado. No presente estudo, foram avaliadas trés marcas comerciais
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desse tipo de material, sendo uma de fabricacido norte-americana e duas nacionais.
O Bio-oss® é uma matriz 6ssea mineral obtida apos a remogédo de componentes
organicos do osso bovino medular. Trata-se de um produto importado com alto
custo. De acordo com Lioubavina-Hack et al. (2005) e Schwartz et al. (2008) este
biomaterial € biocompativel, osteocondutor, além de demonstrar muito pouca

reabsorgéo, como demonstrado nos estudos de Sartori et al. (2003).

O Gen-ox assim como o Bonefill sdo substitutos 6sseos fabricados no Brasil,
derivados de osso bovino desproteinizado. Produzidos a partir de tecnologia
nacional, estes produtos parecem demonstrar propriedades fisico-quimicas e

biologicas semelhantes aos similares importados, entretanto com um menor custo.

Nesta pesquisa, a escolha dos enxertos xenégenos encontra justificativa em
varios fatores aqui relacionados. Primeiro, pela posicao de destaque que tém obtido
no cenario clinico /cientifico, sem que muitas pesquisas confirmem seus atributos;
por se tratar de um biomaterial que se apresenta como alternativa para a
reconstrugdo de estruturas organicas danificadas por traumas ou infeccdes
(SANADA et al., 2003; GOLCALVES, 2008; ACCORSI-MENDONCA et al., 2008;
DALL’ANTONIA et al., 2006; CRUZ et al., 2006); e finalmente justifica-se a escolha
desses materiais pelo favoravel conjunto de propriedades fisico-quimicas e

bioldgicas que seus fabricantes afirmam apresentarem.

A utilizagdo de ratos como modelo de estudo em técnicas utilizando enxertos
O0sseos, sobretudo em defeitos criticos na calvaria, tem sido muito freqlente na
literatura (KIM e KIM, 2007; MOKBEI et al., 2008; PARK et al., 2009; SHIRASU et al.,
2009). Embora, demonstre capacidade regenerativa limitada, possivelmente pelo
pobre suprimento sanguineo e uma relativa deficiéncia de osso medular (PROLO et
al., 1982), este foi o modelo de estudo escolhido por se tratar de um modelo bem
documentado na literatura, pela fidedignidade bioldgica dos achados, demonstrada
pela formagao de tecido 6sseo com caracteristicas histolégicas compativeis com a
normalidade, associada a facil obtencdo dos animais, a simplicidade da técnica e ao

baixo custo.

Defeito de tamanho critico € definido por muito autores como aquele em que o
menor didmetro intra-6sseo nao possui a capacidade de reparar espontaneamente
(MOKBEL et al. 2008; SCHIMITZ e HOLLINGER, 1998). Para Bosch et al. (1998),
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Mardas et al., (2002) e Khojasteh et al., (2008) o defeito de tamanho critico na
calvaria de ratos € de 5 mm, embora para Dahlin et al. (1991), Mokbel et al.(2008) e
Park et al. (2009) este diametro seja de 8 mm. Na presente pesquisa, foi

confeccionado um defeito com didmetro de 10 mm.

6.1 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Avaliando-se os resultados da analise radiografica, pode-se inferir que apods
30 dias do ato cirurgico, embora todos os materiais ja tenham determinado um
aumento da M dos NC, comparado ao grupo controle, apenas o Gen-ox mostrou
diferenga significativa. Isto pode indicar que este material permitiu a formagcao de
uma maior quantidade de tecido mineralizado ou € o material que apresenta maior
radiopacidade dentre os testados. Observando-se os valores do CV dos NC,
observa-se que foi apenas nesse mesmo grupo que nao houve uma diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle, o que indica uma homogeneidade da area
operada. Esse fato pode justificar um aumento da M dos NC devido a uma maior
radiopacidade do material e ndo devido a uma intensa neoformacgéo 6ssea, pois um
estado dindmico de neoformacdo O&ssea, geralmente deixa a regido mais
heterogénea. Os dois outros materiais demonstraram um aumento da
heterogeneidade, que talvez indique o inicio da atividade osteoblastica ou a
permanéncia do material de enxerto em diferentes graus de reabsor¢ao. De acordo
com a analise histoldgica pode-se inferir que a neoformacgao éssea ja se processava
em todos os grupos avaliados, sobretudo nos tratados com os diferentes enxertos, o
que determinou um aumento no CV da area avaliada, principalmente para os grupos

Bio-oss e Boneéfill.

Ja apds 60 dias, todos os materiais induziram o aumento da producédo de
material mineralizado no defeito 6sseo, refletida pelo aumento significativo da M dos
NC. Apos 60 dias, em todos os grupos testados nota-se também um aumento
significativo do CV que reflete a dindmica da neoformag&o 6ssea ou 0 aumento da
atividade inflamatéria e reabsorcdo Ossea. Mais uma vez, tendo-se a analise

histolégica como referéncia, pode-se afirmar a presenga de um tecido heterogéneo
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nos defeitos 6sseos, devido a presenca em diferentes graus de osso neoformado e
restos de enxerto. Em alguns espécimes também foi encontrada areas de abscesso
e inflamacgao que contribuiram para a elevagédo do valor do CV. Tais processos se
processaram em menor intensidade no grupo controle, que assim teve

comparativamente menores valores de CV dos NC.

Tais analises radiograficas ja foram utilizadas em diversos estudos na
Odontologia, quantificando tecidos mineralizados, especialmente tecido o&sseo
periapical (SARMENTO e RUBIRA, 1998; SARMENTO e PRETO, 2003) ou
periodontal (AZOUBEL et al., 2008), mas também a estrutura dentaria (LAMBERTI,
2004) e materiais de uso odontolégico (SARMENTO et al., 1998; LEAL et al., 2001;
CRUZ et al., 2004; SOARES et al., 2004; FERRAZ et al., 2009). Pesquisas
envolvendo tecido 6sseo de animais, sobretudo ratos, seja a calvaria ou o fémur
(MORAES et al., 2005; CUNHA et al., 2007) também ja foram desenvolvidos. Os
resultados desses estudos comprovaram a alta sensibilidade do método em detectar
pequenas alteragcdes nos tecidos radiopacos. Nao se pode esquecer, no entanto, a
possibilidade do ruido foténico (SARMENTO et al.,, 2004) ou do processo de
digitalizacao das radiografias (RUBIRA-BULLEN et al., 2006; RUBIRA-BULLEN et
al., 2007) interferir nos resultados encontrados. No presente estudo tentou-se
minimizar essas possiveis distorcdes a partir da padronizagdo dos processos e

ajuste eletrénico do brilho das imagens.

A importancia dessa avaliacédo reside no fato que quando do uso clinico em
humanos dos materiais de enxerto, a avaliagdo histolégica ndo é indicada, por
questdes éticas, principalmente. Porém a avaliagao radiografica é factivel e simples
de ser executada. Comprovando-se a correspondéncia dos achados da avaliagao
radiografica com aquela da histologica, os clinicos terdo um subsidio confidvel para
avaliar o resultado do tratamento de seus pacientes, mensurando a M e o CV dos
niveis de cinza das areas tratadas com os enxertos, tomados os devidos cuidados

na obtencgao e padronizagao das radiografias e imagens digitalizadas.
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6.2 ANALISE MICROSCOPICA

A formagdo Ossea € um processo coordenado envolvendo varios fatores
biolégicos (HUANG et al., 2005). Muitos fatores de crescimento/ citocinas
expressados durante o desenvolvimento do esqueleto fetal sdo induzidos em
resposta a injurias e possuem um papel importante no processo de reparo 0sseo.
Nota-se, portanto, a importadncia do preenchimento do defeito com coagulo
sanguineo, favorecendo o seu intimo contato com as paredes do defeito e com
células osteoprogenitoras (MARKS e ODEGREN, 2002).

A analise dos resultados histolégicos obtidos para o grupo controle mostrou
que nao houve o completo reparo ésseo do defeito ao longo do periodo analisado.
Microscopicamente, observa-se que a neoformacdo éssea analisada no grupo
controle, restringiu-se a borda do defeito para o periodo de 30 dias, mantendo os
mesmos padrbes para o periodo de 60 dias apdés o procedimento cirurgico,
associada a uma pequena quantidade de osteoblastos na periferia, corroborando
com os achados de Mokbel et al. (2008) e Develioglu, Unver Saraydin e Kartal
(2009). Em relacédo ao centro do defeito observou-se, no presente estudo, uma
quantidade maior de fibras colagenas e pequenas quantidade de células
inflamatérias (DEVELIOGLU, UNVER SARAYDIN E KARTAL, 2009), tendo havido
um aumento discreto de seu numero no periodo de 60 dias. Essa limitada
quantidade de osso neoformado, relacionada a borda do defeito, associado a células
osteoprogenitoras presentes nas margens ésseas remanescentes, apenas confirma

que o defeito ésseo criado era de fato de tamanho critico.

Ao serem avaliados os aspectos que indicam a efetivacdo do processo de
reparo 0sseo, pode-se observar padroes bem semelhantes de inflamagao, edema e
hiperemia entre os grupos Bio-oss, Gen-ox, Bonefill, para os periodos analisados.
Para o grupo tratado com Bio-oss, no periodo de 30 dias ap6s o procedimento
cirurgico um grau severo de hiperemia, inflamagado e um grau moderado de edema
foi constatado ao longo de todo o defeito ésseo, diferentemente dos resultados
apresentados por Indovina e Block (2002), Schelegel et al. (2003), Tapety et al.
(2004) e Lioubavina-Hack et al. (2004). Entretanto apds 60 dias, notou-se uma

reducdo destes parametros. Para o grupo Gen-ox, os presentes achados sao
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confirmados pelo estudo de Zambuzzi et al. (2005), os quais demonstraram a

presenga de células inflamatorias crénicas nos mesmos periodos aqui empregados.

Aliado a presencga de muitas células inflamatérias no local do defeito, verifica-
se a presenga de muitas células gigantes multinucleadas, sendo esta em maior
freqUéncia no grupo Bio-oss, em comparagdo com os demais. Nota-se sobretudo
sua presencga em intimo contato com as particulas de enxerto, no primeiro periodo

experimental e uma reducéo deste aspecto durante o segundo tempo estudado.

Embora, a maioria dos estudos da literatura ndo demonstre a presenca de
células multinucleadas associadas a implantacdo de enxertos do grupo Bio-oss,
alguns estudos demonstram a presencga de tais componentes, mesmo que de forma
branda durante o processo de reparo 6sseo, quando utilizado o material do grupo
Gen-ox (ZAMBUZZ| et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2003).

E de fato desejavel, que os biomateriais utilizados como substitutos ésseos
sejam reabsorvidos e substituidos por tecido ésseo neoformado ao longo do tempo,
restabelecendo as caracteristicas bioldégicas do tecido original. A grande presenca
de células multinucleadas ao longo de todos os defeitos, em maior ou menor
proporgao, pode sugerir um maior numero de reabsorg¢ao das particulas do enxerto.
Isso foi confirmado em diferentes graus ao longo dos dois periodos experimentais,
embora os estudos de Schlegel et al. (2003) demonstrem uma capacidade de nao

reabsorg¢ao das particulas do grupo Bio-oss.

A analise histologica de todos os grupos testados puderam demonstrar a
presenca em graus variaveis dos materiais enxertados nos defeitos, durante todo o
periodo da pesquisa, fato este confirmado pelos estudos de Araujo et al. (2003),
Tapety et al. (2004) e Lioubavina-Hack et al. (2004) em relagédo ao material testado
no grupo Bio-oss e de acordo com os estudos de Cruz et al. (2006), em relagcao ao
biomaterial do grupo Gen-ox. A auséncia esporadica do biomaterial, quando notada,
deve-se provavelmente a reabsorgao das particulas e ndo simplesmente a falta de

preenchimento do material.

A neoformacao éssea foi observada ao longo de todo o defeito, sobretudo na
periferia do defeito, aos 30 dias, em todos os grupos experimentais Bio-oss, Gen-ox,

Bonefill. Entretanto, constatou-se que aos 60 dias apds o procedimento cirurgico o
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New bone formation was seen throughout the defect , especially in

periphery of the defect at 30 days , in all Bio - oss , Gen -ox experimental groups ,

Bonefill . However , it was found that at 60 days after surgery the bone repair process had become little different from the initial frame , not
showing great progress between periods . In groups Bio - oss and Gen -0x »]3

we observe islands of newly formed bone in the center of the defect and the associated margins the same , whereas in the group Bonefill
observe a more regular form of bone formation than in the other groups and filling almost

entirely around the defect.

processo de reparacao ossea apresentava-se pouco diferente do quadro inicial, ndo
demonstrando grande evolugdo entre os periodos. Nos grupos Bio-oss e Gen-ox,
observam-se ilhas de osso neoformado no centro do defeito e associado as margens
do mesmo, ao passo que no grupo Bonefill observa-se uma neoformagao éssea de
forma mais regular do que nos demais grupos e preenchendo quase que

inteiramente todo o defeito.

O fechamento completo do defeito ndo ocorreu, para o periodo estudado,
possivelmente pela grande formagédo de fibras colagenas entre os grupos teste
analisados, de forma comparavel entre eles, ou pelo periodo limitado em que este

estudo foi conduzido.

A analise histologica demonstrou a capacidade osteocondutiva dos diferentes
biomateriais testados, verificada pela aposicdo de tecido 6ésseo neoformado em sua
superficie, confirmando os achados de outros autores que avaliaram biomateriais
xenogenos inorganicos, entretanto de marcas comerciais diferentes (INDOVINA e
BLOCK, 2002; VALENTINI e ABENSUR, 2003).
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7 CONCLUSOES

A metodologia aplicada no presente estudo permite concluir que:

1- Radiograficamente, o grupo tratado com o enxerto Gen-ox demonstrou um
maior aumento da média dos niveis de cinza nos espécimes sacrificados
apo6s 30 dias do procedimento cirurgico (M=141,00; p<0,05); apdés 60 dias,
todos os grupos testados demonstraram um aumento significativo daquele

valor, em relagdo ao grupo controle (p<0,05);

2- Histologicamente, ap6s 60 dias do procedimento cirurgico, tanto o grupo
tratado com o enxerto Gen-ox (Grau severo= 50%) quanto com o Bonefill

(Grau moderado= 71,42%) apresentaram significativa neoformacgao éssea;

3- Os espécimes tratados com o enxerto Bio-oss demonstraram uma maior
reacao inflamatoria, comparado aos demais grupos, principalmente apos 30

dias do procedimento cirurgico (Grau severo= 100%).

2 - Histologically, after 60 days the surgical procedure, both the group
treated with graft Gen-ox (severe Grade = 50%) and with the Bonefill
(Grade Moderate = 71.42%) showed significant new bone formation;
3 - graft specimens treated with Bio-Oss showed a greater
inflammatory reaction, compared to other groups, especially after 30
days after surgery (Grade severe = 100%).
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APENDICE A

QUADRO 1: Parametros de avaliacdo Histoldgica (Bio-oss 30 e 60 dias)

Identificacéo Avaliagao da Tolerabilidade Avaliagdo do Desempenho
v)

< .

(@) =
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= 5 < |[2|&|S

o - L x | W] O

[m) 2 O N L x

w o = DN X2

:(I Q 14 5 = O Z L 1)
= é = L Z O i i : = (@) (&) 8
8 2 | o B | S22l ¢| 2| S |el=|8 8|8

=) e o O i

= = - @ a A D | o= o m s 2l 2| @ |E|D|D
Z = (O] o I L =z i (®) 4 = o (@) 4 o | x|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 151 16 | 17
1|Bio-oss|A1 3 3 0 1 1 3]mononud 2 2 2 2 1 3
2 A1 3 2 0 1 1 3mononud 0] | 2 (0] | 3 1 1
3 A1 3 2 0 1 2 3|Linf.Plas 1 2 1 o 1 1
4 A1 3 2 0 1 1 3]Linf.Plas 0 2 1 3 1 0
5 A1 3 2 0 1 2 3]Linf.Plas 0| 2 1 3 2 0
6 A1 3 2 0 1 3 3|Linf.Plas 0 3 1 3 3 0
7 A1 3 2 0 0 2 3IPMN 0 3 0 3 3 0
8 A1 3 2 0 0 2 3|Linf.Plas 1 2 1 3 1 0
1|Bio-oss|A2 3 0] | 0 0 3 1|Linf.Plas 0] | 0 1 3 1 0
2 A2 3 1 0 0 3 3]Linf.Plas 0 2 3 3 2 0
3 A2 3 2 1 0 3 3Mista LPQ 0 1 0 3 1 0
4 A2 3 1 0 0 3 2]Linf.Plas 1| 1 3| 1 3 0
5 A2 3 1 0 0 3 2]Linf.Plas 0 1 0 2 1 0
6 A2 3 1 0 0 3 3Mista LPQ 0 1 0 3 1 0
7 A2 2 0 0 0 3 1]Linf.Plas 1 0 3 1 3 0
8 A2 1 0 0 0 3 2|Linf.Plas 0 2 0 3 2 0
9 A2 3 0 0 0 3 1]Linf.Plas 1 1 1 3 2 0

Este quadro foi confeccionado para a organizacao dos dados coletados e registrados em fichas de coleta e transformados em cddigos, de acordo com alegenda:

01 a 04: Identificagcdo 05 a11: Avaliacéo da tolerabilidade (Histopatologica) 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
01: Numero do Animal 12 a17: Avaliacdo do desempenho (Histopatologica) 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
02:Material de enxerto utilizado

03:Grupo: 1= 30dias; 2 =60 dias

04: Peso do animal




QUADRO 2: Parametros de avaliacdo Histoldgica (Gen-ox 30 e 60 dias)

Identificacéo Avaliagao da Tolerabilidade Avaliagdo do Desempenho
[90)

< .

O —

: a "

= S| < |2|&|S

o o P x| Wl o

[a] N O 9] L X
m o S I xX|2|5
< < (@) <L o 2 = : oo
= = = i z 4 i 4 5 Z o8 ]|8
I B 2 | o | B | S|lelz|e| 2 ||| =|E|ald]|d
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5 2l = @ o af 2 @ o} m o 'é ] QeS|
Z = ) o I L z i (®) Z = (@) pd o | v |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 151 16 | 17
1]Gen-ox|B1 3 1 0 0 2 1]Linf.Plas 2 2 2 0 0
2 B1 2 1 1 0 2 2|Linf.Plas 1 1 1 2 2 0
3 B1 3 1 0 0 2 3|mista LP] 0 1 o 2| 2/ o
4 B1 3 1 0 0 2 1|Linf.Plas 0 1 0 2 2 0
5 B1 3 1 0 0 3 1|Linf.Plas 1 1 1 2 1 0
6 B1 3 1 0 0 2 2|Linf.Plas 0 1 1 2 2 0
7 B1 3 1 0 0 3 1|Linf.Plas 1 0] | 1 1 1 0
8 B1 3 1 0 0 2 2|Linf.Plas 1 1 2 1 1 0
9 B1 3 1 0 0 3 1|Linf.Plas 2 1 3 2 1 0
1]Gen-ox|B2 3 1 0 0 3 2|mononud 0 2 0 2 2 0
2 B2 3 2 2 1 3 3|PMN 0 1 0 1 2 0
3 B2 3 2 1 0 3 31PMN 0 1 0 2 1 0
4 B2 3 1 0 0 3 1|Linf.Plas 2 1 3 1 2 0
5 B2 2 0 0 0 3 1|Linf.Plas 2 OI 3 2 2 0
6 B2 3 0 0 0 3 1|Linf.Plas 2 0 2 3 2 0
7 B2 2 0 0 0 2 1|Linf.Plas 2 1 3 2 2 0
8 B2 1 0 0 0 1 1|Linf.Plas 2 0] | 3 1 3 0

Este quadrofoi confeccionado paraa organizagao dos dados coletados e registrados em fichas de coleta e transformados em coédigos, de acordo com alegenda:

01 a 04: Identificagao 05 a11: Avaliagéo da tolerabilidade (Histopatoldgica) 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
01: Numero do Animal 12 a17: Avaliagdo do desempenho (Histopatol6gica) 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
02:Material de enxerto utilizado

03:Grupo: 1= 30dias; 2 =60 dias

04: Peso do animal




QUADRO 3: Parametros de avaliacao Histoldgica (Bonefill 30 e 60 dias)

Identificacéo Avaliagao da Tolerabilidade Avaliacdo do Desempenho

2 .

: Q o|R |k

3 | o | 9|3 |E|E]|S

- @) [ = O = i L

= 4 < o ' o % = = S)ol2

pd < S 7] G %E) d s} 3 o 8 010

Z r o % < o Q = O Q = 2 |22

: L o @) W = o S — @) = i i O

% :: a i o a) o (@) = a o | 2 | ol o

pd = O o T m z o = = o o z Q| ¥ | x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15 | 16
1]Boné€fill  |C1 3 1 0 3 2|Mono Ipn 1 1 1 2 1 0
2 C1 2 0] | 0 3 1]Mono Ipn 3 3 3 1 3 0
3 c1 2 0 0 2 1|ip 3 1 3l 1 1] o
4 C1 3 1 0 2 1lp 2 1 3 1 1 0
5 C1 3 2 0 3 2]Mono 1 1 1 2 2 0
6 C1 3 1 0 3 2|lp 3 2 3 2 3 0
7 C1 3 1 0 3 2]lp 3 1 3 2 2 0
8 C1 3 1 0 3 2]lp 2 1 1 3 2 0
1]Bone€fill  |C1 3 0] | 0 3 2|lp 1 1 2 2 2 0
2 C1 3 0 0 2 1lp 2 1 3 1 2 0
3 C1 3 1 0 3 2]lp 1 1 2 2 2 0
4 C1 3 0] | 0 3 1lp 2 1 3 2 2 0
5 C1 2 0 0 3 1lp 1 1 2 1 2 0
6 C1 3 0] | 0 3 1lp 1 1 2 1 2 0
7 C1 3 0 0 3 1lp 2 1 2 1 2 0

Este quadro foi confeccionado para a organizag&o dos dados coletados e registrados em fichas de coleta e transformados em codigos, de acordo com alegenda:
01 a 04: Identificagao 05a 10: Avaliagao da tolerabilidade (Histopato 0=ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
01: NUumero do Animal 11a 16: Avaliagdo do desempenho (Histopatol 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
02:Material de enxerto utilizado

03:Grupo: 1=30dias; 2 =60 dias

04: Peso do animal



QUADRO 4: Parametros de avaliagao Histoldgica (Controle 30 e 60 dias)

Identificagéo Avaliagdo da Tolerabilidade Avaliagcdo do Desempenho
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 151 16 | 17
1]ControldD1 1 1 0 0 1 O|Linf ocasl 1 0 1 0 0 0
2 D1 1 0] | 0 0 1 0 0 1 0 1 o o0 0
3 D1 1 0 0 0 2 0 0 of o 11 of o o
4 D1 1 0 0 0 1 1linf 0 0 2 0 0 0
5 D1 1 0 0 0 1 0 OI 1 0 2 0 0 0
6 D1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0
7 D1 1 0 0 0 2 1]Linf 1 0 1 0 0 0
8 D1 1 0] | 0 0 2 1|Linf 1 0 3 o O 0
1]Control4dD2 1 0 0 0 2 1]Linf 0 0 of 0 0 0
2 D2 0 of 0 0 2 1 of O| 0 1 of 0O 0
3 D2 1 0 0 0 2 1]Linf 0 0 1 0 0 0
4 D2 2 ol 0 0 2 1]Linf 1 0 1 o O 0
5 D2 1 0 0 0 2 0 0] | 1 0 1 0 0 0
6 D2 1 0 0 0 2 1|Linf. of 0 1 0 0 0
7 D2 1 0] | 0 0 2 0 OI 1 0 1 o o 0
8 D2 0 0 0 0 2 0 0 1 0 1 0 0 0
9 1 0] | 0 0 2 O|Linf 2 0 2 o o 0

Este quadro foi confeccionado paraa organizagdo dos dados coletados e registrados em fichas de coleta e transformados em cédigos, de acordo com alegenda:

01 a 04: Identificacdo 05 a11: Avaliagéo da tolerabilidade (Histopatoldgica) 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
01: NUmero do Animal 12 a17: Avaliagdo do desempenho (Histopatoldgica) 0= ausente; 1= leve; 2= moderada; 3= severa
02:Material de enxerto utilizado

03:Grupo: 1=30dias; 2 =60 dias

04: Peso do animal






