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RESUMO

A utilizacdo de materiais em enxertos 0sseos, que favorecem a regeneracdo, € um
fato bastante comum nos procedimentos reabilitadores. Diversos materiais sao
utilizados para este fim, mas dentre eles, 0 gesso paris, que foi um dos precursores
desta linha, entrou em desuso em detrimento de materiais mais elaborados. O
objetivo deste estudo foi fazer uma analise comparativa entre 0 gesso paris e a
hidroxiapatita reabsorvivel, visando estabelecer uma margem de confiabilidade de
utilizacdo para este material nos dias atuais como uma opgéao de baixo custo e facil
manuseio. Para isto, foi feito uma analise em 36 ratos Wistar fémeas, com a
utilizacdo destes materiais, para uma posterior analise histologica da reparacéo da
ferida cirdrgica. Este estudo demonstrou que nesta situacao, nao existiu diferenca no
potencial de reparacdo 0ssea se comparando os dois materiais e 0 grupo controle
gue utiizou apenas coagulo sanguineo, como também a excelente
biocompatibilidade dos mesmos com o potencial negativo de produzir reacdes

indesejadas.

LINHA DE PESQUISA

Biomateriais em odontologia

DESCRITORES
Gesso paris
Hidroxiapatita

Enxerto\Biomateriais
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ABSTRACT

The use of bone graft materials that promote the regeneration, it is a
fact quite common in rehabilitation procedures. Various materials are used for this
purpose, but among them, the plaster paris, which was one of the forerunners of this
line fell into disuse at the expense of more elaborate materials. The objective of this
study was a comparative analysis between the plaster paris and resorbable
hydroxyapatite, to establish a degree of reliability of use for this material today as an
option for low cost and easy handling. For this, an analysis was performed on 36
female Wistar rats with the use of these materials, for subsequent histological
analysis of wound repair. This study demonstrated that in this situation, there was no
difference in the potential of bone repair by comparing the two materials and the
control group using only a blood clot, as well as the excellent biocompatibility of the

same with the negative potential to produce unwanted reactions.

LINE SEARCH

Biomaterials in dentistry

DESCRIPTORS
Plaster paris
hydroxyapatite

Graft \ Biomaterials
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1. INTRODUCAO

Durante muitos anos trabalhos de pesquisa vem sendo estruturados com
0 objetivo de encontrar um material que possibilite a reconstituicdo O0ssea de
maneira adequada. Este material prioritariamente devera possuir caracteristicas
compativeis com a repara¢ao ou substituicdo do tecido ésseo.

Inicialmente estas pesquisas se deram com a utilizagcdo de materiais de
origens biolégicas, como enxertos e transplantes, que recebem a classificacao de
autégenos.

Essencialmente o0 0sso é constituido de dois componentes:

a) matriz mineralizada, fosfato de célcio cristalino;

b) matriz orgéanica contendo principalmente colageno tipo | e tracos de
fatores de crescimento como proteinas morfogenéticas

Inicialmente, faz-se necessaria uma breve introducdo sobre os trés
mecanismos biolégicos de formacdo Ossea: osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducao.

A osteogénese surge, inicialmente, das células transplantadas no
enxerto, que proliferam e formam novo ostedide. A quantidade de regeneracéo
O0ssea durante essa fase depende da quantidade de células ésseas transplantadas
gue resistem ao procedimento de enxerto.

A osteoinducado é a formacao de tecido 6sseo a partir da diferenciacéo
dos fibroblastos do tecido conjuntivo em osteoblastos.

Na osteoconducdo ha formacdo Ossea por meio de um processo de
crescimento de capilares e células O0sseas progenitoras, seja dentro,em volta ou
através do enxerto 0sseo ou arcabouco previamente instalado,servindo como um
elo de ligacéo para a formacdo de um novo osso. Diferentemente da osteoinducéao,
esse processo ocorre em locais onde ja ha formacédo de tecido 6sseo (KONTIO,
2004).

Segundo LeGeros (2002), os enxertos autdgenos e aldégenos sao as
opcOes tradicionais de tratamento para defeitos 6sseos extensos, porém o seu uso
€ associado com diversas desvantagens. 0s autdgenos apesar de serem
considerados os mais efetivos, necessitam de um procedimento cirdrgico adicional,
trazem uma viabilidade limitada e carregam a possibilidade de morbidade do sitio

doador.
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Substitutos 6sseos Aldgenos e xendgenos, tem sido estudados para
substituir os riscos associados com 0 0SS0 autdgeno, mas 0 seu uso € complicado
devido a imunogenicidade e consequente rejei¢ao, sequestro do enxerto, infeccao,
e 0 seu potencial de transmisséo de doengas.

A atuacdo desses substituintes dsseos na osteogénese € puramente
passiva; eles oferecem uma matriz de tecido duro para a inducdo da fase I,
responsavel pela angiogénese e proliferagéo fibroblastica do leito receptor sobre o
enxerto 6sseo, e logo comeca a osteogénese do tecido conjuntivo.

Os tecidos calcificados que participam do processo de regeneragao
O0ssea podem ser identificados em tecido condroide, cartilagem calcificada, osso
fibrorreticular, e osso lamelar, sendo a identificacdo do tecido condroide possivel
somente com técnicas que preservam a natureza calcificada dos tecidos ( Dhem et
al, 1989; Franch, 1994). Jasty et al. (1992) e Suominen et al. (1995) apud SHEYLA
et al. (2008), encontraram o0sso firorreticular com tres semanas e 0sso reticular com
seis semanas, apO0s a implantacdo de hidroxiapatita em cédes e coelhos
respectivamente. Estes autores ndo observaram na interface hidroxiapatita osso, a
presenca de tecido conjuntivo fibroso. Concluiram que a presenca de um
componente osteocondutivo favorece o crescimento 0sseo nas fases iniciais do pés

operatorio.

1.1 JUSTIFICATIVA

A pesquisa teve como objetivo comprovar as caracteristicas de
Osteoinducao do gesso paris utilizado obedecendo todo o protocolo de manipulacéo
para este fim, objetivando encontrar um material de baixo custo e alta efetividade
nos procedimentos de regeneracdo Ossea, sendo que a analise inicial desta
pesquisa visou apenas avaliar o comportamento do material pré-cristalizado frente

ao processo de regeneracao 0ssea.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TECIDO OSSEO E BASES BIOLOGICAS DO REPARO OSSEO

O tecido 6sseo é um dos mais resistentes e rigidos do corpo humano.
Como tecido especializado em suportar pressfes, sucede a cartilagem, tanto na
ontogénese quanto na filogénese. Constituinte principal do esqueleto, serve de
suporte para as partes moles e protege 6rgéos vitais, como os contidos nas caixas
craniana e toracica e no canal raquidiano. Aloja e protege a medula Ossea,
formadora de células do sangue. Além dessas funcbes, proporciona apoio aos
musculos esqueléticos, transformando suas contragcbes em movimentos Uteis, e
constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contracéo
muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1985).

Como outros tecidos conjuntivos de sustentacdo, 0 0Sso € composto de
células e uma matriz extracelular que contém substancia fundamental organica e
fibras colagenas. Essa matriz organica constitui 33% do tecido 0sseo, dos quais
28% sao colageno do tipo | e os 5% restantes sdo proteinas ndo colagenas
(BURKITT et al., 1994).

O componente principal da matriz 6ssea € o colageno, semelhante ao
encontrado na pele e tendBes, porém mais resistente e menos sollvel,
provavelmente devido as caracteristicas do "cross-linking" entre as cadeias de
polipeptideos, no seu processo de maturacdo (MODOLIN; SOUZA, 1993). H&4 ainda
pequena quantidade de substancia fundamental amorfa que contém proteoglicanas
e glicoproteinas. Entre as glicosaminoglicanas do tecido ésseo encontra-se a
condroitina-4-fosfato, a condroitina-6-sulfato e o queratossulfato (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1985).

A substancia inorganica da matriz 6ssea € composta por cristais de
hidroxiapatita Caio(PO.)s(OH).. Seu tamanho é de 25 a 50A de largura e 100A de
comprimento. Possuem uma superficie de contato muito grande, favorecendo as
trocas ibnicas, 0 que limita seu crescimento. Estes cristais mantém relacao direta
com o colageno e colocam-se paralelamente ao seu eixo longitudinal, devido a
forcas ou ainda por ligacdes fisicas diretas (MODOLIN; SOUZA, 1993). A

7

associacdo de hidroxiapatita com fibras coldgenas é responsavel pela dureza e
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resisténcia caracteristica do tecido 6sseo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1985;
WILLIAMS et al., 1995).

As células que formam o tecido ésseo sdo: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos, sendo que as duas primeiras sdo derivadas de células mesenquimais.
Os osteoblastos sao responsaveis pela sintese e secrecdo da matriz éssea
extracelular, estando agregados em uma Unica camada de células situadas em
aposicao ao osso em formacdo. Os ostedcitos sdo células 6sseas maduras que se
encontram incluidas na matriz 6ssea (dentro de lacunas) recentemente depositada
por eles, quando ainda eram osteoblastos. Sdo responsaveis pela manutencdo da
matriz 6ssea, contribuindo para a homeostase do calcio sanguineo. Os osteoclastos
sdo células mdveis, gigantes, multinucleadas, cuja funcao é reabsorver 0sso. Estédo
ativamente associados ao remodelamento do osso. Quando em atividade, os
osteoclastos repousam sobre a superficie do 0sso e, através de erosao pela acéo
enzimatica, formam um recesso pouco profundo conhecido como Lacuna de
Howship ou lacuna de reabsorcéo (BURKITT et al., 1994, WILLIAMS et al., 1995).
Ao contrario dos osteoblastos e dos ostedcitos, 0s osteoclastos provavelmente séo
derivados do sistema macréfago — mondcito (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1985;
BURKITT et al., 1994).

2.2 IMPLANTES DE HIDROXIAPATITA NO REPARO OSSEO

A Hidroxiapatita se constitui um dos biomateriais mais utilizados para o
preenchimento de cavidades Oésseas, ndo apenas por apresentar excelente
biocompatibilidade, mas também por estar associado a bons niveis de
osteoconducdo. Pode ser reabsorvivel ou ndo reabsorvivel. O tipo reabsorvivel é
indicado nos casos onde se necessita da substituicdo do mesmo pelo tecido 6sseo
e frequentemente € associado a matriz organica de 0sso e membranas biolégicas
na sua utilizacdo. Dentre elas existem disponiveis no mercado duas marcas: uma
de procedéncia norte-americana com granulacdo média de 100 micrémetros® e a
outra desenvolvida no Departamento de Bioquimica da Faculdade de Odontologia
de Bauru com uma granulacdo média de 10 a 50 micrdmetros®. O tipo n&o

reabsorvivel € indicado nos casos cirargicos onde houve grande perda de tecido

! OSTEOGEN®
2 BIOAPATITA®
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0sse0 e necessita-se realizar um preenchimento da cavidade surgida em
consequéncia da lesdo patologica. No mercado nacional existem varias marcas
disponiveis de Hidroxiapatita ndo reabsorvivel, todos de procedéncia nacional® e de
procedéncia norte-americana* (TAGA; MULATINHO, 1999).

A Hidroxiapatita pode ser utilizada em qualquer regido do organismo
onde haja osso, como em Ortopedia, Cirurgia Plastica, reconstru¢cdes faciais e em
Odontologia (GARBIN; GARBIN, 1994). E um material de preenchimento e possui
boas aplicacfes clinicas em Odontologia, como em cavidades alveolares (ROSA,;
BRENTEGANI; GRANDINI, 1995; TAKESHITA et al., 1997), defeitos periodontais
(SEIBERT; NYMAN, 1990; MILAN; DOMINGUEZ, 1998), preenchimento de defeito
em torno de implante (CAIAZZA et al., 2002; LINS et al., 2003; TAKESHITA et al.,
1997), aumento de rebordo em individuos edéntulos para suporte de protese total
(CALLAN; ROHRER, 1993; DIAZ, 1995), entre outras indicacdes. Além disso, varios
estudos experimentais sobre reparo 60sseo que avaliaram a performance de
implantes de Hidroxiapatita foram realizados, comprovando sempre o seu potencial
osteocondutor e sua capacidade de estimular a atividade osteoblastica (BUCHAIM
et al., 2002; CHU et al., 2002; DALBY et al.,, 2002; DALKYZ et al., 2002;
DELIGIANII, et al., 2001; KURASHINA et al., 2002; MACEDO et al., 2003; MANSO
et al., 2002; MOURSI et al., 2002; ROSEN; HOBBS; SPECTOR, 2002).

Marzola; Toledo Filho; Zorzetto (1996) relataram seis casos cirurgicos de
exéreses de cistos odontogénicos, onde foram usados implantes® associados a uma
membrana reabsorvivel®. Para os autores, apds 0 uso desses biomateriais em mais
de 20 pacientes, com acompanhamento de mais de dois anos, parece licito concluir
gue se trata de um excelente material implantar, com 6tima aceitacdo pelos
pacientes e, que nao apresentaram nenhum sinal de eliminacdo ou rejeicao.

Gabrielli et al. (2001) realizaram um estudo histolégico sobre implantes
de Hidroxiapatita em cavidades 0Osseas confeccionadas em arco zigomatico de
ratos. Para tanto 50 ratos albinos foram divididos em quatro grupos que receberam:
grupo | — controle; grupo Il — implantes de Hidroxiapatita ndo rebsorvivel’; grupo Ill —

implantes de Hidroxiapatita experimental; grupo IV - implantes de Hidroxiapatita

* HA-40°, OSTEOSYNT®, BIOSYNTH®
* INTERPORE 200° Porosa
® Bioapatita® e Osseobond®. Atualmente denominados, respectivamente, Gen-phos® e Gen-ox” e
Eroduzidos@pela Baumer S.A, Mogi Mirim — SP.

Dentoflex®. Atualmente denominada Gen-derm® e produzida pela Baumer S.A, Mogi Mirim — SP.
" Interpore®
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experimental associada a colageno. Segundo os autores, os melhores resultados
foram encontrados nas cavidades submetidas a implante de Hidroxiapatita
experimental que apresentou propriedades superiores em relacdo a neoformacao
0ssea. Neste grupo, a aposicao direta de tecido 6sseo neoformado sobre o implante
foi constatada ja a partir do periodo de 15 dias pés-implantar. Ressaltam, ainda, os
autores, que todos os materiais testados foram biocompativeis, com resposta
inflamatdria mais intensa para o grupo IV.

Brandédo et al. (2002), estudando os efeitos da Hidroxiapatita sintética
(HA) granular, em reparo alveolar pds-exodontia, observaram que no alvéolo com
implante apenas de HA, o volume 0sseo presente foi menor em relacdo ao grupo
controle 21 e 42 dias apos a cirurgia refletindo um significativo atraso na cronologia
do reparo alveolar. No entanto, para os autores, a persisténcia de particulas de HA
no alvéolo a auséncia de inflamacao aos 42 dias pOs-operatdrio apontam para um

beneficio a longo prazo, como a manutenc¢éao da anatomia do alvéolo.

2.3 SULFATO DE CALCIO

O gesso paris (CaSO 4) tem sido utilizado desde o final do século 19. Os
defeitos 6sseos tratados com este material mostrou uma cicatrizacdo mais rapida e
mais maduras do tecido 6sseo recém-formado que o controle (ALDERMAN, 1969 )

Mineral chamado gipsita, cozido a baixa temperatura e empregado em
diversas modalidades. Passa por varias etapas antes de sua composicao final,
iniciando-se pela extracdo do ambiente natural, seguida por sua trituracdo, pela
desidratacdo através de cozimento em fornos especiais, até a trituracdo completa
gue o torna po.

Existem tipos de gesso diferentes, de acordo com o grau de calcinacéo,
sendo o gesso de Paris obtido por calcinacdo incompleta, de modo que resta meia
molécula de 4gua para cada molécula de gesso paris.

Esta substancia é um simples e altamente biocompativel enxerto
possuindo uma histéria muito longa clinica. Ela tem sido usada em defeitos
periodontais, tratamentos endodénticos, sitios apos exodontias, e procedimentos de
elevacao do seio maxilar.

O gesso paris como barreira de membrana tem sido utilizada para
prevenir a perda do material enxertado, visto que nao interfere com os processos de

cura. O gesso paris pode também ser utilizado em associagdo com outros tipos de
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materiais, tais como 0 0sso autdgeno, desmineralizadado, liofilizado, polimeros ou
hidroxiapatita, um aumento do efeito positivo na regeneracdo 0ssea potencial tem
sido reportada (RICCI, 2000)

Ele combinado com osso autdégeno mostrou consideravelmente maior
potencial de regeneracgéo. Foi demonstrado que este material pode servir como uma
matriz que pode suportar os outros materiais de enxerto particulados (PECORA,
2001).

Além disso, tem sido proposto como um sistema de entrega de
antibidticos, facilitando o crescimento de fatores, e proteina morfogenética 6ssea.

Por ser um material de rapida reabsorcéo que deixa para tras uma malha
de fosfato de célcio, que promove regeneracao 6ssea (TURNER, 2003), com uma
mais rapida taxa de reabsor¢cdo de gesso paris provavelmente pode permitir uma
entrada mais cedo de células 6steoprogenitoras (MCNEILL, 1999).

O gesso paris normalmente é para ser reabsorvido por volta de seis
semanas em defeitos tibiais de coelho, enquanto (BEESON, 1981), em um estudo
radiografico da medula canina, o gesso paris apareceu ser totalmente reabsorvida e
substituido por osso em 13 semanas (TURNER, 2003).

Nenhuma resposta inflamatéria adversos foi observada com o uso de
gesso paris, e este material demonstrou ser tdo eficaz quanto 6sseo o autélogo na
obtencdo de um completo selamento de grandes defeitos 6sseos (RICCI, 2000;
TURNER, 2003).

Entre os materiais de enxerto, tem sido utilizado com sucesso para a
regeneracao 0ssea guiada como relatado em implantologia por Sottosanti (1993) e
Rocci (1997). Esta substancia foi utilizada para induzir a formacao 6ssea em varios
estudos experimentais in vivo. Um relatério inicial de Pecora (1998) descreve os
resultados da bidpsia 6ssea tomadas a partir de 2 pacientes ap0s nove meses a
elevacdo dos seios usando um enxerto de gesso paris hemi-hidratado de grau
médico. Os resultados indicaram que houve a formac¢do de 0sso novo.

Semelhantes achados histolégicos foram confirmados por De Leonardis e
Pecora (1998) em uma série de 60 casos. Guarnieri e Bovil9 usado um gesso paris,
gue foi pré-endurecido a 140°C por 1 hora e, em seguida, implantados com algum

gesso paris recém-preparado em uma estrutura 6ssea trabecular.
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O gesso paris € considerado um material seguro, porque é absorvivel,
maleavel, facilmente manipuléavel, e pode ser usado como um enchimento ou agente
aglutinante de implantes 0sseos, além de apresentar baixo custo.

Ele pode ser usado como uma barreira fisica, permitindo o mecanismo
osteopromocao, bem como realizacdo de regeneracdo 6ssea em ensaios clinicos
controlados e em estudos com animais (PIETRZAK, 2000).

Uma das principais vantagens associadas com gesso paris € a sua
biocompatibilidade in vitro e sua tolerancia ao vivo em tecido gengival (SHAFFER,
1971).

Embora os relatérios tenham documentado resultados positivos obtidos
com o uso dos materiais acima mencionados, ha também uma demanda por estudos
gue demonstrem os achados histolégicos dos efeitos do gesso paris, e quando
utilizado como uma barreira, no tratamento de defeitos 6sseos.

Uma desvantagem associada ao uso do SC como material de enxerto &
sua elevada taxa de degradacédo. Ele sofre um processo de degradacdo em uma
taxa de aproximadamente 1mm/semana podendo ser completamente degradado em

aproximadamente 04 ( quatro ) semanas (RICCI, 2000 )
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3. OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVO GERAL

A finalidade desta pesquisa foi avaliar a reparacdo de cavidades criticas
confeccionadas em calvaria de ratos apds a implantacdo isoladamente de gesso
paris em grau ndo médico , cristalizado e particulado e a hidroxiapatita sintética

reabsorvivel sem a utilizacdo de membranas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar microscopicamente reparacdo 0ssea ap6s o implante de
hidroxiapatira sintética reabsorvivel e gesso paris em cavidade
osseas confeccionadas em calvaria de ratos;
e Avaliar comparativamente a reparacao 0ssea apos o implante de
gesso paris e a hidroxiapatita sintética isoladamente em cavidade

0sseas confeccionadas em calvaria de ratos;

4. HIPOTESE DE ESTUDO

Ho: A reparacdo de cavidades é6sseas em calvaria de ratos nao é

incrementada pelo implante de gesso paris e hidroxiapatita sintética.

H1l: A reparacdo de cavidades Osseas em calvaria de ratos é

incrementada pelo implante de gesso paris e hidroxiapatita sintética.

5. METODOLOGIA
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5.1 LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Experimentagdo Animal do CCS
da Universidade Federal da Paraiba.

5.1.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto pauta-se pelos preceitos éticos, conforme as Normas do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA): quando estes séo utilizados
em pesquisas, objetiva-se adequar os animais ao menor desconforto, angustia ou
dor. Considerando que os animais submetidos a tais estudos sao indefesos e nao
podem escapar aos procedimentos, foram respeitadas as normas para pratica
didatico-cientifica da vivisseccdo de animais de acordo com a Lei 11.794/08,
regulamentada pelo decreto 6889/09. Este projeto foi submetido a apreciacéo pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais do LTF/UFPB.

5.2 OBTENCAO DE AMOSTRAS

A amostra foi constituida de 36 ratos Wistar fémeas com 90 dias de vida

e obtidos do Biotério do Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica da UFPB.

5.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por 36 ratos albinos, da linhagem Wistar, adultos,
fémeas, com 90 dias de vida, tendo peso estimado em torno de 300g, procedentes
do biotério do LTF (laboratdrio de tecnologia Farmacéutica) da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB). A escolha para ratos se baseia no fato de que sédo animais de
custo razoavel, disponibilidade e facil manipulacdo, embora possuam uma
manutencdo dispendiosa. O peso de 300g é um peso utilizado pouco abaixo da
média de grande numero de trabalhos publicados sobre reparacdo tecidual
(PEPLOW et al., 2010).
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CRITERIO DE INCLUSAO

Todos 0s animais com as caracteristicas iniciais descritas anteriormente

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Animais que ndo se enquadraram nas caracteristicas iniciais, animais
debilitados apds o procedimento cirdrgico, que apresentaram complicacées pos-
operatérias, quadro clinico alterado ( prenhez ), animais que foram a 6bito.

5.4 ACONDICIONAMENTO DOS ANIMAIS

Os animais foram mantidos no Laboratorio de Experimentagdo Animal
(LEA) do Centro de Ciéncias da Saude da UfPb, em gaiolas separados por grupo de
04 em ambiente climatizado 24 horas, acondicionados em gaiolas especificas com
utilizacdo de cama de serragem trocadas periodicamente. Os animais receberam
agua e racdo solida peletizada com alto teor de proteina (20 a 27%) ad libitum
(Labina® - Purina Nutrimentos) adquiridos da empresa NUTRIVET, habitual

fornecedor deste tipo de racao.

5.5 DIVISAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos distintos,
(grupos 1, 2, 3 ), sendo 0os grupos compostos por 12 animais, , obedecendo os
periodos observacionais de trinta, quarenta e cinco e sessenta dias
respectivamente. Cada grupo por sua vez foi subdividido da seguinte maneira: os
dois primeiros em 03 subgrupos de 04 animais e o terceiro em 02 subgrupos com a
mesma quantidade ,suprimindo-se o grupo controle.( subgrupos G<x>-C, G<x>-CA,

G<x>-HI, aonde o <x> refere-se aos grupos .
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GRUPOS QUANTIDADE
GRUPO 1 (G1) 12 ANIMAIS
GRUPO 2 (G2) 12 ANIMAIS
GRUPO 3 (G3) 12 ANIMAIS
Quadro 1

Gl | G1-C G1-Ca | G1-Ha 12 animais,sendo 4 por

sub-grupo

G2 | G2-C G2-Ca | G2-Ha 12 animais,sendo 4 por

sub-grupo

G3 | G3-C G3-Ca | G3-Ha 12 animais,sendo 4 por

sub-grupo

Quadro 2

O tamanho da amostra configurada esta baseada na literatura cientifica
correlata, na qual se pode constatar um numero de animais compativel com a
necessidade de resultados confiaveis, do ponto de vista de significancia estatistica,
bem como nos estudos anteriores do grupo de pesquisa.

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados por um Unico
operador e seu auxiliar, seguindo rigorosamente a mesma metodologia. Cada

animal foi identificado de acordo com o grupo e o subgrupo ao qual foi incluido.

5.6 IDENTIFICACAO DAS GAIOLAS

Cada gaiola foi identificada com etiqueta que continha data de cirurgia,
sacrificio, massa corporal, nome do experimento, e responsaveis pela pesquisa.
Cada animal foi marcado no momento da cirurgia na orelha com uma incisdo em
forma de cunha da seguinte maneira, o .grupo controle ndo teve nenhuma

marcacao, para o grupo que utilizou o gesso paris foi feita uma marcacéo cirargica
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em forma de cunha na orelha direita, para o grupo que utilizou a Hidroxiapatita a

marcacao foi feita na orelha esquerda.

Fig 00 Marcacao na orelha em forma de cunha

5.7 CARACTERISTICA DOS BIOMATERIAIS

O biomaterial a base de gesso paris foi 0 gesso paris convencional que
foi manipulado com agua destilada e apds a cristalizac&o triturado com grau e pistilo
até uma granulometria média aproximada de 251 micrébmetros ( Figura 1 ) e
posteriormente esterilizado em estufa a temperatura de 140°C por 2 horas. Como
material para analise comparativa a Hidroxiapatita reabsorvivel granulada

Bionnovation® ( Biomedical).
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Fig. 1 Gesso Paris cristalizado

5.8 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos de anestesia geral e técnica cirlrgica seguiram oS

principios descritos por Frota (2003, 2006), a saber .( Figura 2)
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Fig. 2 instrumental cirtrgico

5.8.1 ANESTESIA GERAL

Para a anestesia geral dos animais foi feita inicialmente uma pré
anestesia com éter PA numa campanula de vidro, para diminuir o estresse do
animal, até ele obter um relaxamento satisfatério, determinado pelo seu reflexo
motor .

Posteriormente foi utilizado o Cloridrato de Quetamina a 5% (60-90
mg/kg) aplicado no musculo da coxa do animal,posteriormente o Cloridrato de
Xilazina a 2% (4-8 mg/kg) com aplicacdo intraperitoneal, utilizando-se sempre
conjunto descartavel de seringa e agulha para insulina obtendo-se um periodo de

aproximadamente duas horas de anestesia. (Figura 3)
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Fig 3. Anestesia do animal

Imediatamente apds o efeito da anestesia, foi realizada a tricotomia da
regido mediana da calota craniana dos ratos,envolvendo a area que seria incisada
longitudinalmente e lateralmente com uma margem de aproximadamente 3 cm de
cada lado da incisdo. Os animais foram imobilizados em uma mesa cirdrgica
confeccionada para este fim, mesa esta que possui pinos de contencao inicialmente
projetados para serem colocados no conduto auricular, mas que durante este projeto
foi utilizado na regido infra articular da regido cranio mandibular do animal, pois este
posicao, proporcionou um melhor alinhamento com o plano horizontal posicionando
melhor o cranio para o procedimento em questdo devido a dificuldade da perfuracéo
gue foi feita com trefina, e este referido instrumento ndo possui a convexidade
segura para perfuracdo em calota craniana de dimensdes reduzidas aonde a
convexidade é de diferenca fundamental.Segundo, para minimizar o risco de atingir
a dura-mater o que poderia provocar o 6bito do animal.

Entre cada procedimento todo conjunto era limpo com alcool 70° e animal
coberto com pano de campo estéril fenestrado associado a papel absorvente para

ndo deixar a irrigacdo molhar o corpo do animal, melhorando o pos operatério.
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5.8.2 TECNICA CIRURGICA

Primeiramente, foi realizada a anti-sepsia da regidao da calota craniana,
com Polivinilpirrolidona-iodo5 a 10% na regido a ser incisada( Figura 4). Em seguida
a aposicdo dos campos operatérios, promove-se a infiltracdo anestésica local de
0,1ml de Cloridrato de Lidocaina com Adrenalina, na concentracdo de 1:200.000
(Figura 5).

Este procedimento foi adotado com o intuito de diminuir o sangramento

no transoperatério e promover um maior conforto no pés-operatério imediato.

Fig 4 anti-sepsia da regido da calota craniana
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Fig 5 infiltracdo anestésica local

Em seguida, realizou-se uma incisao linear através da pele e do periésteo,
indo da regido fronto-nasal a protuberancia occipital externa, com o uso de uma
lamina de bisturi nimero 15, montada em cabo de bisturi do tipo Bard-Parker
numero 3. (Figura 6) Com o destaca-periosteo de Molt, efetua-se o descolamento do
retalho e o seu afastamento através de descoladores delicados (Figura 7)
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Fig. 6 incisdo

Fig 7 descolamento do retalho e o seu afastamento.
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Através de uma broca trefina de 10,0 mm de diametro, foi realizada uma
ostectomia centralizado sempre na sutura parietal utilizando um contra angulo com
reducdo 16:1 para micro motor elétrico acionado a uma velocidade de 30.000 rpm. e
irrigacdo  externa com uso de soro fisiologico 0,9%, evitando assim um
superaquecimento e subseqiente necrose 0ssea.

Todos os procedimentos foram executados utilizando uma lupa 3X e iluminacao

direta adequada.( Figuras 8[,a,b,c])

Fig. 8-a Ostectomia
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O preenchimento do defeito ésseo foi feito com gesso paris (grupo
G<1,2e3>-Ca) ( Figura 9), hidroxiapatita(grupo G<1,2e3>-HI) e o grupo G<le2>-C

apenas coagulo sanguineo (controle) .

Fig.9 O preenchimento do defeito 6sseo

Por altimo, foi confeccionada a sutura interrompida simples para periosteo

e a pele confeccionada com o fio de poliamida® (mononylon 5-0). ( Figura 10)

8 Ethicon® - Johnson & Johnson
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Fig..10 Sutura interrompida simples

5.8.3 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Os animais foram mantidos a temperatura corpérea, sendo
acondicionados em ambiente sem ar condicionado, com o intuito de o ambiente
permanecer aquecido no periodo pOs-anestésico, evitando, assim, hipotermia
corporal, depressdo cardiorrespiratoria e Obito (HARKNESS, WAGNER, 1993).
imediatamente ap6s o procedimento foi efetuada a limpeza da ferida cirdrgica com
PVPI, para que os animais que despertassem primeiro da anestesia ndo ficassem
estimulados a praticar o canibalismo, devido ao odor exalado pelo sangue presente
na ferida cirdrgica. A dieta foi mantida (FIGUEIREDO, TAKITA, GOLDENBERG,
1997).

5.8.4 CICLO DE SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais em cada grupo foram sacrificados de acordo com a
cronologia preestabelecida obedecida, com os periodos de 30, 45 e 60 dias de

pos-operatorio com dose letal dos anestésicos utilizados anteriormente, as lesfes
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removidas imediatamente apdés com disco diamantado deixando uma margem de
seguranca e sem remover a pele na area da lesdo pretendendo-se preservar ao
maximo toda a estrutura em anexo .

No grupo de Hidroxiapatita com 45 dias, foram escolhidos aleatoriamente
dois animais, devidamente marcados, que apés o sacrificio foram submetidos a
tomografia computadorizada visando dimensionar a cavidade éssea em questédo
para uma comparacao ao achado histologico.( Figura 11 [a,b,c])

Todo o processamento histotécnico foi realizado no Laboratério de
Biodiagnéstico da Escola de Saude da UfPb

5.8.5 COLETA DOS DADOS

A coleta de dados foi obtida através de cortes histol6gicos seqiienciados
para confeccdes de laminas coradas com HE .

As alteracdes encontradas foram devidamente anotadas, fotografadas
com camera digital com iluminacdo adequada para este tipo de tomada, e

catalogada tomando por base as informacdes fornecidas e observadas.

5.9 ANALISE HISTOLOGICA

O processamento histolégico foi realizado no Laboratorio de Imagens
Biologicas do CCS, e Laboratorio de Biodiagnoéstico da Escola de Saude da UfPb.
Os espécimes foram fixados em formol neutro (paraformaldeido 4%), a temperatura
ambiente e posteriormente descalcificados em solucdo de acido nitrico a 0,5% por
15 dias. ApGs a descalcificacdo, os espécimes foram lavados em agua corrente, por
24 horas, desidratados em cadeia crescente de alcool (70 a 100%), diafanizados em
banhos de xilol e incluidos em parafina. Os blocos seccionados em cortes seriados
de 5,0mm dentro do defeito, procurando sempre posi¢cOes aleatdrias dentro do
mesmo para obter um registro das alteracbes em &reas variadas da ferida,
predominantemente na regido de maior diametro, foram corados por Hematoxilina e
Eosina (H.E.) .

Cada peca foi marcada no bloco e nas laminas de acordo com o grupo e

animal obtido, sendo assim cada subgrupo foi dividido em mais 4 , an(1), an(2),
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an(3) e an(4) referente ao animal de que foi obtido. Esta marcacéo foi feita em
carater aleatério quando do processamento das pecas obtidas..

A andlise histolégica e tomada fotografica foram feitas no Laboratorio de
Microscopia e Imagem Bioldgica.da UfPb.

Foram utilizados como parametros histologicos: infiltrado inflamatorio,
vascularizacéo, reacao de corpo estranho (RCE), tecido conjuntivo fibroso (TCF),
atividade osteobléastica e neoformacgéo éssea .

5.9.1 CRITERIOS DE GRADAGCAO

Para a avaliacdo dos resultados histologicos nos diferentes
parametros,sera utilizado (1) para presente e (0) para ausente. Quando presente, 0
infiltrado inflamatdrio avaliado pela quantidade de nucleos celulares no tecido
conjuntivo ; a neoformacao 6ssea,levando em consideracdo a presenca de 0SSO
imaturo, segundo os aspectos, a saber:

1) Leve — neoformacdo Ossea incipiente restrita as bordas do defeito
0sseo.

2) Moderada — neoformacéo Ossea a partir da borda do defeito 6sseo e

ilhotas no interior do mesmo.

As inclusbes serdo avaliadas utilizando-se o (1) para presentes ou (2)

para ausentes .

5.9.2 ANALISE MORFOMETRICA

A analise morfométrica foi realizada no laboratério de imagens Biologicas
do CCS Universidade Federal da Paraiba (UFPB), por dois observadores
independentes, quantificando a area (um2) de ferida cirdrgica, determinando a
distancia entre os bordos das fotos obtidas com aumento de 2x em campo claro
utilizando microscoépio 6tico, camera digital acoplada o programa FIJI , gerando os
graficos, o software OriginLab Pro8 e para andlise estatistica o programa
ASSISTAT
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Fig 11 animais posicionados no tomdgrafo ( Tomoface Paraiba)
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Fig 11 b reconstrugcéo 3D da imagem obtida

Fig 11c imagem tomografica
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6. Resultados

Feita a coleta das amostras, verificou-se inicialmente uma grande
semelhanca no aspecto macroscopico em todos os cortes, com a cavidade 0ssea
completamente visivel e recoberta pelos tecidos moles do animal com uma
comunicacgdo direta com o interior da caixa craniana, consoante se pensava,nas
tomadas tomogréficas efetuadas no grupo de hidroxiapatita de 45 dias, foi verificada
a presenca de cavidade com dimensBes compativeis com a lesdo inicial, sem
aparéncia de regeneracdo visivel, provavelmente devido a diminuta espessura
0ssea no local de aproximadamente 1 a 2 mm de tabua ossea.

Histologicamente as diferencas foram um pouco mais visiveis
conforme relato a ser apresentado a seguir.

Inicialmente foi feito um levantamento em cada grupo e de cada
animal separadamente, analisando-se o0s trés cortes por amostra, procurando
identificar a regido da lesdo que seria analisada , procurando-se sempre o ponto de
maior afastamento entre os bordos da ferida. Esta analise foi feita realizando-se as
medicbes em campo claro com um aumento de 4x , com um zoom de 6X em
equipamento fotografico digital acoplado tendo como padrdo para tomada das
medidas uma reticula de 10% fotomicrografada nas mesmas condi¢cdes acima
Figura (12)
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Fig 12 reticula

Posteriormente as fotos foram analisadas no programa OriginPro 8
e todas as medidas devidamente anotadas para que pudesse ser gerado um
grafico no software Fiji , conforme figuras (13 a,b,c,d), aonde pudesse ser
demonstrada a diversidade nos cortes , levando-se em consideracdo de que o

comportamento tecidual seria diferenciado para cada parte da leséo.
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Figura (13 a,b,c,d) Amostra dos graficos para cada subgrupo

Feita a analise, foi feita uma média e gerado um grafico com todas
as medidas apresentadas por grupos, para que fosse demonstrada a média das

dimensdes. Figura (14)aeb
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Posteriormente foi feita uma tomada fotografica das laminas
escolhidas para uma avaliagdo da atividade celular nestas areas, levando em
consideracdo a quantidade percentual de nucleos por regido analisada o que
denotaria um maior poder de reparacao.

Esta analise esta representada pela tabela a seguir:

ANALISE DE VARIANCIA

(Experimento em Blocos com Repeticdes)

1) VARIAVEL — PRESENCA DE NUCLEOS POR LAMINA (%)

PLANILHA DE DADOS

BLOCOS TRATAMENTOS
T1:C T2: CA T3: HA
(controle) (Sulfato de calcio) (Hidroxiapatita)
1.7 6.42 18.94
B1 30 dias 2.2 6.35 18.44
1.6 8.56 20.26
1.8 8.49 23.70
3.46 9.59 13.51
B2_ 45 dias 3.14 10.10 16.43
4.31 9.59 17.56
4.64 5.28 14.58
10.03 17.69 14.54
B3 _60 dias 9.38 23.43 14.25
10.25 27.24 18.88
13.02 17.92 18.87

QUADRO RESUMO - ANOVA de 2 fatores com iteracéo.

Soma de Quadrado

Fonte variagdo g.l.  quadrados médio F Sig. p-valor
Tratamento 2 878.43 439.22 84.61 0.000 **
Bloco 2 358.75 179.38 34.56 0.000 **
Tratamento x Bloco 4 353.82 88.46 17.04 0.000 **
Residuo 27 140.15 5.19

Total 35 1731.16

Resultado significativo: (**) p-valor < 0,01 ou 0,05 Nivel de significancia adotado a = 0,05
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A ANOVA aplicada para a variavel Presenca de Nucleos por Lamina (%) Grau
de Reparacio Ossea, apresentou resultados estatisticamente significativos para os
fatores TRATAMENTOS, sendo estatistica F = 84.61 com p-valor = 0,000 < 0,05 e,
para o fator BLOCOS apresentando resultado estatisticamente significativo, sendo
estatistica F = 34.56 e significancia p-valor = 0,000 < 0,05. Para as iteracfes entre
TRATAMENTOS x BLOCOS apresentou também resultados significativos com F =
17.04 e significancia p-valor = 0,000 < 0,05. O teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia, para comparag8es multiplas dos fatores TRATAMENTOS x BLOCOS,

apresentou 0s seguintes subconjuntos homogéneos:

Variavel: Grau de Reparacio Ossea

FATORES Subconjuntos
Teste Post Hoc Tratamentos N Homogéneos™

T1 C 12 546 a
Tukey T2_CA 12 12.55 b

T3 HA 12 17.50 c

Blocos

B1 30 dias 12 9.87 b
Tukey B2_45 dias 12 935 b

B3_60 dias 12 16.29 a

Tratamentos x Blocos

T1xB1 4 1.82 c

T1xB2 4 3.89 c

T1xB3 4 10.67 C
Tukey T2 x Bl 4 7.46 b

T2 x B2 4 8.64 b

T2 x B3 4 2157 a

T3xB1 4 20.34 a

T3x B2 4 1552 a

T3 x B3 4 16.64 b

* Subconj. Homogéneos (letras iguais): médias ndo diferem estatisticamente entre si.

Posteriomente foram feitas fotografias com luz polarizada, figs ( 15aeb )
procurando verificar a presenca de 0sso imaturo, sequestros 0sseos, e 0sso maduro
através da visualizacdo das lamelas e da presenca ou auséncia de nucleos de
ostedcitos nas ilhotas o0 que caracteriza tecido viavel e ndo sujeito a reabsorcéo

pelos osteoclastos .
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Fig 15 a Fotomicrografia com luz polarizada

Fig 15 b Fotomicrografia com luz polarizada demonstrando a bi-refrigéncia

Nas fotos em campo claro, foram verificada a presenca de um

padrdes muito diferenciados de crescimento 6sseo radial e bastante irregular Figura
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(16), uns em forma de digitagdes, outros em forma de ilhas envolvidas intimamente

por um tecido conjuntivo com alta densidade de condrécitos e alguns macréfagos .

Fig 16 osso neoformado circundado por tecido conjuntivo bastante celularizado

Nesta andlise nao foi feita uma avaliacdo histomorfométrica do
crescimento radial pois a localizacdo dos cortes foi feita de maneira bastante
variavel de maneira que o resultado ndo seria satisfatério por o comportamento
poderia variar de acordo com a localizacéo .

A avaliacdo da presenca ou auséncia de insertos nos dois grupos,
no caso a grupo Ca e Ha , foi feita de maneira a detectar apenas a presenca ou
auséncia dos mesmos, pois a analise de quantficacdo destas particulas,
primeiramente so foi viavel no grupo Ca 30, Figura 17 (a e b)), pois como o nimero
de insercbes era bastante acentuado e ndo havia sido ainda metabolizado e
reabsorvido, esta propor¢gdo em relagéo ao tecido conjuntivo foi possivel através de
software, mas a partir do grupo Ca45,esta analise estava sendo muito variavel , pelo
fato do programa analisar a presenca destes insertos, pala variagdo de tons de

cinza, e alguns deles estavam com uma coloracao idéntica ao tecido 0sseo vizinho
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Fig 17 a insercbes de 2CaS04.H20 ( gesso paris )( 10X)

Fig 17 b Aumento de 40x mostrando o 2CaS04.H20

O grupo com enxerto de hidroxiapatita analisado, apresentou 0s
granulos em forma de cavidades, devido ao fato do processamento das laminas
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descalcificar a hidroxiapatita figura ( 18 a e b ) da mesma maneira que o tecido
0sseo, pois € 0 mesmo mineral que esta na composi¢cdo 0ssea.. Estes granulos se
apresentaram em uma distribuicdo com pouca densidade se levada em
consideracdo a quantidade colocada durante o procedimento, densidade esta que

ndo promoveu nenhum tipo de reparo detectavel histologicamente ..

Fig 18 a ( aumento de 40X) lacunas de insertos de Cal0(P0O4)6(0OH)2
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Fig 18 b (aumento de 40X) lacunas de insetos de Cal0(P0O4)6(0OH)2

Praticamente inserido em todas as amostras, encontrou-se seqlestros 0sseos,
provavelmente derivados do procedimento cirargico, alguns deste viaveis e outros
necroéticos determinados pela auséncia nucleos de células ( ostedcitos ) nas lacunas
e presenca de osteoclastos que sao células multinucledas especializadas em
remocdo na proximidade. A caracteristica destes sequestros, é a presenca de
lamelas de tecido conjuntivo maduro, alguns canais incompletos, como que
seccionados.Figura 19
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Fig 19 sequestros 6sseos viaveis e necroticos

Todo o experimento foi executado in vivo sem a utilizacdo de
membrana ou qualquer outro tipo de barreira que pudesse isolar e manter em
posicao o material de enxerto utilizado.

ANALISE 1- PRESENCA DE OSSO MADURO, IMATURO,
SEQUESTROS E INCLUSOES

Grupo Osso imaturo Osso maduro sequestros inclusoes
controle 30 ausente ausente presente ausente
controle 45 presente ausente presente ausente
controle 60 presente ausente presente ausente
2CaS04.H20 30 ausente ausente presente presente
2CaS04.H20 45 presente ausente presente presente
2CaS04.H20 60 presente ausente presente ausente
CalO(P0O4)6(0OH)2 30 presente ausente presente presente
CalO(P0O4)6(0OH)2 45 presente ausente presente presente
CalO(P0O4)6(0OH)2 60 presente ausente presente ausente
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TRATAMENTO X BLOCO

Osso imaturo

Ausente
Presente
Total

Osso imaturo

Frequency
Valid Ausente 2
Presente 7
Total 9
Missing  n.s.a. 27
Total 36
Osso maduro
Frequency
Valid Ausente 9
Missing  n.s.a. 27
Total 36
Sequestros
Frequency
Valid Presente 9
Missing  n.s.a. 27
Total 36
InclusGes
Frequency
Valid Ausente 5
Presente 4
Total 9
Missing  n.s.a. 27
Total 36

Osso maduro sequestros inclusodes

22,2 100 - 55,6
77,8 . 100 44,4
100 100 100 100

Percent Valid Percent Cumulative Percent
5,6 22,2 22,2
19,4 77,8 100
25 100
75
100
Percent Valid Percent Cumulative Percent
25 100 100
75
100
Percent Valid Percent Cumulative Percent
25 100 100
75
100
Percent Valid Percent Cumulative Percent
13,9 55,6 55,6
11,1 44,4 100
25 100
75
100
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2) VARIAVEL - GRAU DE REPARACAO OSSEA

QUADRO DE ANALISE

Fv GL sQ am F

Tratamentos 2 2.09140 1.04570 1.2470 ns

Blocos 2 2.02893 1.01446  1.2098 ns

TratxBloc 4 2.62501 0.65625  0.7826 ns

Residuo 18 15.09408 0.83856

Total 26 21.83941

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

2 18 3.5546  1.247 0.311

2 18 3.5546  1.2098 0.3214
4 18 0.1167 0.7826  >0.050

MEDIAS E MEDIDAS

Médias tratamento



1 2.78944a

2 214422 a

3 2.27622a

dms = 1.10193

Médias de bloco

1 2.08000a
2 2.37967a
3 2.75022a

dms=  1.10193

Tratamentos x Blocos

Bl B2 B3

T1 2.4807 2.8130 3.0747

T2 1.3887 2.0250 3.0190

T3 2.3707 2.3010 2.1570

N&ao foi aplicado o teste de comparacdo de médias por que o F de interacéo

nao foi significativo
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A ANOVA aplicada para a variavel Grau de Reparacdo Ossea, apresentou
resultados estatisticamente significativos para os fatores TRATAMENTOS, sendo
estatistica F = 1.2470 com p-valor = 0,000 >0,05 e, para o fator BLOCOS
apresentando resultado estatisticamente significativo, sendo estatistica F = 1.2098
e significancia p-valor = 0,000 > 0,05. Para as iteragOes entre TRATAMENTOS x
BLOCOS apresentou também resultados significativos com F = 0.7826 e
significancia p-valor = 0,000 >0,05. O teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia, para compara¢6es multiplas dos fatores TRATAMENTOS x BLOCOS,

apresentou 0s seguintes subconjuntos homogéneos:
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7.DIscussao

Os primeiros relatos sobre enxertos 6sseos bem sucedidos datam do inicio do
século passado, quando Walker (1820) apud Shena, transplantou 0osso autbégeno no
homem. No inicio do século XX, a transplantacdo Ossea obteve grande
popularidade na medicina humana, porém com sucesso questionavel(VOLKOV,M.
1970).

Desde 1892, a literatura médica descreve 0 uso do gesso paris como um enxerto
0sseo. Nos ultimos 15 anos, cientistas e clinicos associados com a United States
Gypsum(USG) e Wright Medical Technology tém estudado e caracterizado
exaustivamente o gesso paris. Foi descoberto que projetando a forma e o tamanho
dos cristais, a taxa de reabsorcdo do produto final poderia ser controlada,

fornecendo resultados clinicos consistentes.

A segunda guerra mundial estimulou o interesse por enxertos, autégenos, aldgenos
e xenoégenos (GEORGE BURNET W.1978).0Ocorreram muitos experimentos e erros
na selecdo dos biomateriais, na cirurgia, na analise mecanica, na reabilitacdo
protética e na terapia periodontal. Falhas precoces foram comuns e freqliientemente
resultaram em infeccdo, dor, desconforto e com consequente perda de tecido
0sseo0.

No final da década de 60 e inicio da de 70, Volkov, Parrish e Ottolenghi publicaram
0S sucessos obtidos com enxertos alégenos em humanos, utilizados no tratamento
de defeitos Osteoarticulares devido a retirada de tumores e no tratamento da artrite
(HOLMES,R.E 1979).

Nos ultimos dez anos, devido a extensa documentacdo cientifica sobre
procedimentos clinicos experimentais, tem-se desenvolvido tanto na odontologia
como na medicina ortopédica novos materiais para enxertos que tem sido

experimentados.
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Dentre os biomateriais, os a base de fosfato de calcio sdo os mais utilizados.Entre

0s substitutos 0sseos destacam-se os corais marinhos das familias Poritidae e
Goniopora, que atraves de reacdes hidrotérmicas com fosfato de amonio bibasico, ,

séo convertidos em hidroxiapatita.(Kuhne et al 1994)50.

Entretanto a hidroxiapatita natural tem limitacdes, porém a hidroxiapatita obtida
através da reacdo entre reagentes inorganicos,pode ser preparada por diferentes
métodos e tem mostrado bons resultados, ndo apresentando obstaculos( George
Burnett,W 1978).23

O Osso é composto de uma matriz organica rigida, grandemente fortalecida por
depdsitos de sais de calcio, O 0sso compacto medio contém 30% de matriz e 70%

de sais.

Dos sais Osseos de fosfato de célcio, os principais sdao denominados de
hidroxiapatita. Este ,material, Cal0 (PO4)6(OH)2, sendo o principal constituinte da
fase mineral dos ossos e dos dentes, tem sido sintetizadas e extremamente
utilizadas para preencher defeitos 6sseos( Holmes,R.E.1979).

A partir das ultimas décadas, pesquisas tém sido direcionadas ao desenvolvimento
e obtencdo de biomateriais visando a reparacdo de tecidos duros. Combinar os
requisitos biomecanicos com os ambientes bioquimico e celular ciscundantes, tem
sido um desafio formidavel.

Quando a hidroxiapatita € colocada proxima ao 0sso, primeiramente ela atua como
uma protese, e posteriormente, atuara como um suporte para a regeneragédo dos
tecidos( Fox,S.M.et all 1991).

A Hidroxiapatita permite que os tecidos cres¢cam dentro de sua estrutura, devido a
interconexao dos poros, reduzindo a encapsulacéo, e aumentando a velocidade de
crescimento do tecido oO0sseo 0 que reduz o periodo de
recuperacao.(White,E.,Shors,E.C 1986) 88 Favorece também o suporte nutricional
do tecido dentro de seus poros, uma continuidade com o0 0sso em
volta.(Holmes,R.E. 1979) .
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Levando-se em consideracdo as dificuldades estruturais encontradas nesta
pesquisa, alguns fatos foram destaque durante todo o processo dentre 0s quais vou

enumerar alguns:

O Gesso paris, foi empregado pela primeira vez em 1892, por Dressmann, para
preencher defeitos 6sseos criados artificialmente em cdes (SOTTOSANTI, 1995) e
vem sendo utilizado na odontologia ha mais de 30 anos (KIM etal. 1998). Esse
material apresenta propriedades que lhe confere vantagens significativas no
tratamento de defeitos periodontais e endodonticos (ORSINI, 2001) , tais como: ser
biocompativel, esterilizavel, poroso, inerte, biodegradavel, radiopaco, bem tolerado
pelos tecidos, facilmente manipulado, ndo estimular reacao inflamatéria ou de corpo
estranho, aderir a superficie radicular, prevenir o colapso dos tecidos vizinhos e
invaginacdo de tecido mole para o interior do defeito 6sseo, promover suporte
estrutural, permitir o ingresso de células osteoprogenitoras, além de ser facilmente
encontrado no comeércio e ter baixo custo (FRAME, 1975; SOTTOSANTI, 1995; TAY
et al., 1999; ANSON 1998, 2000; AL RUHAIMI, 2001; SBORDONE et al., 2005;
Outras grandes vantagens deste material estdo na capacidade de estimular a
angiogénese, que € extremamente importante na formacdo 6ssea (STROCCHI,
2002) , ser soluvel, o que nédo permite a colonizacdo bacteriana sobre ele mesmo e
sua rapida reabsorcdo, entre 4 e 5 semanas, que coincide com a taxa de
neoformacao de osso vital (SBORDONEet al., 2005) ORSINI et al. (2001) obtiveram
resultados consistentes na combinacdo destes materiais aliados ao uso de Gesso
paris como barreira e classificou essa associacdo como promissora. O Gesso Paris
provou ser uma valida barreira para correcdo de defeitos 6sseos periodontais por
impedir invaginacdo de tecido mole, e por manter espaco seguro protegendo o
coagulo sanguineo e outras particulas recobertas por ele (SOTTOSANTI 1992,
1995; ANDREANA, 1998; ROSEN&REYNOLDS, 1999; ORSINI, 2001) Segundo
TREVISAN JR et al. (2005) o Sulfato deCalcio ndo deve ser utilizado isoladamente,
mas Sempre em associacao a outro material, servindo de aglutinante das particulas
do enxerto ao qual se associa. Além de funcionar como membrana reabsorvivel ao
recobrir o sitio cirdrgico PECORA (1997) , afirma que de acordo com o principio de
osteopromocado, o tecido conjuntivo pode ser barrado, deixando células Osseas
conduzirem a regeneracdo do 0sso. Baseado nestas circunstancias, o Gesso Paris

provou ser uma valida barreira para correcdo de defeitos 6sseos periodontais por
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impedir a invaginacdo de tecido mole e por manter espaco seguro, protegendo o
coagulo sanguineo e outras particulas recobertas por ele (SOTTOSANTI 1992,
1995; ANDREANA, 1998; ROSEN&REYNOLDS, 1999; ORSINI, 2001) . O alto custo
das membranas convencionais e, nos casos de membranas ndo-reabsorviveis a
necessidade de um segundo estagio cirargico, tornam a RTG uma terapia quase
gue inacessivel a grande parcela da populacdo. A barreira de Gesso paris contorna
perfeitamente estes inconvenientes e apresenta resultados comprovadamente
satisfatorios, que referendam sua utilizacdo em situacfes de limitacfes financeiras,
apresentando-se como possibilidade viavel a pacientes com baixo poder aquisitivo
gue necessitam de RTG para correcdo de defeitos periodontais e endodonticos.
Além das vantagens até aqui discutidas, SOTTOSANTI (1993) ainda ressalta que a
principal propriedade deste material como barreira € a possibilidade de selamento
em cas0s em que ocorra exposicao pos-cirurgica da membrana de Gesso paris
devido a migracdo de tecido mole. PAYNE et al. (1996) explica que isso ocorre
justamente por causa da quimiotaxia dos fibroblastos gengivais pelo Gesso paris

sem alteragédo da morfologia celular.

O gesso paris, misturado com enxerto 0sseo autélogo, foi testado por Alexander et
al, nas artrodeses da coluna vertebral na regido lombar sem utilizacdo de materiais
de osteossintese — trabalho publicado em 2001 — baseado em casuistica de 32
pacientes e seguimento de um ano. A analise radiografica mostrou resultados

semelhantes entre os grupos comparados (Alexander,D.I.; 2001).

Questionamos se o efeito do gesso paris, substancia que conhecidamente nao
apresenta qualquer resisténcia estrutural e tem taxa de absorcéo pelo organismo
elevada, ndo se deu mais pela presenca do osso autélogo, sendo apenas um
elemento de expanséo da massa de enxerto, sem propriedades de fato como

substituto 6sseo.

A pequena espessura da calvaria do animal gerou uma grande dificuldade durante a
abordagem cirargica, pois o espaco gerado pela remocéo da referida tAbua 6ssea
foi insuficiente para conter o material utilizado no enxerto, permitindo uma grande
mobilidade do mesmo por absoluta falta de contencdo o que contribuiu de maneira
decisiva no potencial de 6steoinducdo dos mesmos. Este fato associado a extrema

mobilidade do tecido cutaneo do animal e a ndo utilizagdo de qualquer outro meio
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de contencdo, como membranas fixadas ou néo, levou a uma grande difusdo do

material pelas areas circunvizinhas.

A manutencao do volume e da espessura do enxerto (implante) na fase inicial da
regeneracao 6ssea, € um fator importante para a funcédo osteogénica( Jensen et
al.,1996 Ripamonti,1996).

Nesta pesquisa optou-se pela utilizacdo dos materiais sem associagcdo com

nenhum tipo de membrana que visasse imobilizar o mesmo na regido de enxertia.

Uma condicdo favoravel a colocacdo de qualquer matéria de enxertia Ossea,
significa primeiramente um leito receptor compativel e capacitado a promover a
estabilidade priméria deste referido material, propriedade esta que €é mais
favorecida quando esta cavidade possui pelo menos trés paredes, e quando ela tem
profundidade suficiente para reter uma quantidade minima de enxerto que podera
ser posteriormente dimensionada, 0 que ndo neste caso nao invalida nenhum dos
dois materiais utilizados nesta pesquisa, pois as condi¢cdes ndo foram totalmente
nem minimamente favoravel a sua contencéo.

Houve o grande deslocamento a nivel mascroscopico de grande parte do material
de enxerto pela grande mobilidade da regido como também pala falta de arcabouco

inicial que pudesse promover sua imobilizacao.

Provavelmente pelo fato deste material ficar quase que totalmente envolvido por
membranas, no caso em uma face pelo periésteo e na outra face pela meninge,
possuindo uma interface 0ssea minima para que pudesse haver migracdo de

ostedcitos que levassem a uma reparacao de maneira satisfatoria.

A impossibilidade de promover uma imobilizacdo do enxerto pela atividade motora
do animal, provavelmente criaram condicfes desfavoraveis a esta resposta , isto
associado ao alto metabolismo da espécie, provavelmente fez um diferencial quanto
a velocidade de reabsorcdo dos mesmos.

Chegou-se a conclusdo, apés a analise de todas as amostras que o
padrdo histolégico das pecas, se mostrou de maneira bastante inconclusiva,
variando de animal para animal independente do enxerto utilizado e do tempo pois

estudos apesar de mostrarem que o grau de reabsorcao destes materiais ocorre de
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maneira completa em aproximadamente quatro semanas, (RICCI, 2000 ) o estudo

mostrou a presenca de inser¢cdes em até seis semanas.

Quando da formacao de tecido 6sseo em &rea enxertada, a condicdo para que isto

ocorra é a ndo interposicao de tecido fibroso na interface osso enxerto.

Um aspecto ainda controverso € a biodegradacdo da hidroxiapatita sintética. Alguns
estudos ndo evidenciaram sinais de reabsor¢do ou degradacao, outros observaram
sinais de degradacdo do material implantado. Esta controvérsia segundo Van
Blitterswijk et al ( 1996). apud BORGES.A.P.B (1997), pode ser em parte a
procedimentos diferentes na preparacdo da hidroxiapatita sintética e ao
despreendimento mecéanico de particulas.

Estatisticamente ndo houve diferencas significativas entre os dois materiais apesar
da hidroxiapatita ter uma taxa de degradacdo e um poder de Osteoinducéo
conhecidamente menor que 0 gesso paris.

MARTIN et al. (1993) observaram muitas lacunas de Howship na superficie da
hidroxiapatita, e sua diminuicdo com o tempo. Os autores atribuiram a este fato,sua
reabsorcdo por osteoclastos e substituicdo por 0sso, num processo Similar a

remodelacdo normal
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8. CONCLUSAO

Considerando todas as andlises histologicas feitas , pode-se concluir que :

» Nao houve diferenca significativa entre os dois materiais quando a reparacéo
0ssea dentro do proposto pela pesquisa.

» O alto grau de reabsorcao do gesso paris é fator determinante para o nao

bloqueio de crescimento do tecido conjuntivo fibroso.
> A hidroxiapatita 0 0 gesso paris usado em pequenas cavidades , possui um
alto grau de reabsorcao e dispersdo o que influencia na permanéncia do leito

osteoindutor.

» O tipo de cavidade Ossea é fator determinante na contencao do biomaterial.
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9.ANEXOS
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