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RESUMO

Azambuja-Santos A. Avaliacdo in vivo da biocompatibilidade e capacidade
osteoindutora do nitrato de gélio combinado ao sulfato de célcio. Campo
Grande; 2012. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Atualmente o sulfato de calcio apresenta-se como um biomaterial opcional para os
procedimentos de preenchimento de cavidades 6sseas patoldgicas e de alvéolos
dentarios apds exodontias em reabilitagcdes orais com implantes dentarios, visto que
apresenta muitos estudos na literatura, pode ser obtido em grande quantidade e
possui uma longa historia como material auxiliar no processo de regeneracao 0ssea.
Porém, como ndo apresenta propriedades osteoindutoras nem osteogénicas, suas
aplicacoes clinicas sao limitadas, sendo associado ao 0sso autégeno em grande
parte dos casos. Neste contexto, os compostos a base de gdlio tém reconhecida
capacidade osteoindutora, sendo utilizados pela Medicina ha alguns anos. Este
trabalho estudou in vivo o nitrato de galio combinado ao sulfato de calcio, com o
intuito de analisar histologicamente o comportamento desses biomateriais. Para
tanto, foram utilizados 12 ratos adultos jovens da linhagem Wistar, onde se realizou
dois defeitos experimentais na calvaria de cada animal, sendo um lado o controle,
preenchido apenas com coagulo sanguineo e o outro lado o experimental, onde no
grupo | foi preenchido com sulfato de calcio e no grupo Il com sulfato de calcio
associado ao nitrato de galio a 1% em peso. Apds trinta dias os animais foram
sacrificados e as pecas submetidas a andlise histomorfométrica e ao MEV. Os
resultados demonstraram indicios de acao sistémica do nitrato de galio em uso local,
contudo mais estudos devem ser realizados para melhor demonstrar o efeito anti-
reabsortivo e osteoindutor desse biomaterial.

Palavras-chave: osteoinducéo, nitrato de galio, sulfato de calcio.



ABSTRACT

Azambuja-Santos A. Evaluation in vivo of biocompatibility and osteogenesis
capacity of gallium nitrate combined with calcium sulfate. Campo Grande; 2012.
[Dissertation - Federal University of Mato Grosso do Sul].

Calcium sulfate currently presents itself as a biomaterial optional to fill procedures of
pathological bone cavities and dental alveoli after tooth extractions in oral
rehabilitation with dental implants, as it presents many studies in the literature, can
be obtained in large quantities and has a long history as auxiliary material in the
process of bone regeneration. However, as no osseous inducers or osteogenic
properties, their clinical applications are limited, being associated with autogenic
bone in most cases. In this context, the gallium based compounds have recognized
osteoinductive capacity, being used by Medicine a few years ago. This work studied
in vivo gallium nitrate combined with calcium sulfate, to analyze the behavior of these
histologically biomaterials. Therefore, were used 12 young adult rats of Wistar strain,
which was detected two defects during the experiments in the skull of each animal,
being in one hand the control, filled only with blood clot and the otherside the
experimental group I, which was filled with calcium sulfate and group Il with calcium
sulfate associated with gallium nitrate 1% by weight. After thirty days the animals
were sacrificed and specimens underwent histomorphometric analysis and SEM. The
results showed evidence of systemic action of gallium nitrate in local use, however
more studies must be done to demonstrate the effect antiresorptive and
osteoinductive this biomaterial.

Keywords: osteoinduction, gallium nitrate, calcium sulfate.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, existe uma procura constante por um material capaz de substituir
0 0sso humano e eliminar a necessidade de areas doadoras 6sseas para enxerto
intra e extrabucais. As pesquisas nessa area sao direcionadas para a busca de um
biomaterial que possua as propriedades de induzir a diferenciacdo osteoblastica e
favorecer a liberacdo e a ativagdo dos fatores de crescimento, porém ainda
inexistem relatos de um substituto 6sseo ideal (MAGINI, 2006).

O osso bovino liofilizado apresenta-se atualmente como uma alternativa para
o preenchimento de cavidades 0sseas patoldgicas e levantamento de seio maxilar,
visto que podem ser obtidos em grandes quantidades, evitando cirurgias de coleta
de osso autdégeno, diminuindo assim o tempo e a morbidade cirargica. Porém,
diferentemente do osso autégeno, o o0sso bovino liofilizado n&o apresenta
propriedades osteoindutoras e ndo € osteogénico, sendo utilizado na grande maioria
das vezes associado ao o0sso autdgeno particulado, apresentando aplicacdes
clinicas limitadas (CHIAPASCO, 2008).

O sulfato de célcio, durante mais de cem anos, tem se distinguido de outros
biomateriais por ser um dos materiais aloplasticos mais simples, possuindo uma
longa histéria como material sintético. Entre as suas principais propriedades,
destacam-se a sua facil obtencdo, capacidade de osteoconducdo, sua total
absorcdo, ndo causa inflamacdo ou reacBGes antigénicas, facil modelacdo e
resisténcia & compressdo semelhante ao tecido 6sseo (LOPEZ & ALARCON, 2011).

Os compostos a base de gélio tém reconhecida capacidade osteoindutora,
sendo utilizados pela Medicina ha alguns anos. O nitrato de galio € utilizado no
tratamento de doencas que apresentam reabsorcfes 6sseas, como a sindrome de
Paget (BOCKMAN et al., 1990). Pequenas doses do nitrato de gélio constituem um
método seguro e extremamente efetivo em reduzir perdas 6sseas aceleradas em
pacientes com cancer e disturbios no metabolismo 6sseo (WARREL, 1995). Além da
inibicdo de reabsor¢gbes 0sseas pela sua acdo nos osteoclastos, o nitrato de gélio
também age estimulando osteoblastos, favorecendo a neoformacédo O&ssea
(BOCKMAN et al.,, 1995). Esta propriedade osteoindutora juntamente com a
propriedade osteocondutora do sulfato de calcio, revela-se muito interessante no

tratamento de lesBes Osseas patologicas e para reabilitacdes orais com implantes
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osteointegrados, pois poderia estimular o reparo tecidual e favorecer a cicatrizagao
local evitando assim cirurgias para o sitio doador.

Tendo em vista 0 enorme potencial que estes compostos apresentam quando
aplicados a odontologia, além da caréncia de estudos sobre 0s mesmos nesta area
do conhecimento humano, torna-se premente a realizacdo de pesquisas focando a
aplicacao in vivo dos mesmos.

Deste modo, devido as caracteristicas interessantes e promissoras, o galio
merece ser avaliado do ponto de vista experimental, como um agente antiabsortivo e
osteoindutor, tendo como veiculo de aplicacdo o sulfato de calcio, para reabilitacdes
0sseas nas areas de cirurgia buco-maxilo-facial, traumatologia, patologia 6ssea e

implantodontia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Tecido 6sseo

O tecido 0sseo serve de suporte para os tecidos mucosos e protege 6rgaos
vitais, como 0s contidos nas caixas craniana e toracica e no canal medular. Aloja e
protege a medula 6ssea, formadora das células sanguineas. Proporciona apoio aos
musculos esqueléticos, transformando suas contracfes em movimentos Uteis, e
constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contracao
muscular. Suas células especificas sdo 0s osteoblastos que possuem alta atividade
metabdlica com a funcéo de secretar a matriz 6ssea, 0s ostedcitos que estao presos
em lacunas e secretam substancias para a manutengdo 0ssea e 0s osteoclastos que
estdo relacionados a remodelacdo e reabsorcdo Ossea. A superficie interna e
externa do tecido 6sseo € recoberta por células osteogénicas e tecido conjuntivo,
que constituem o enddsteo e o peridsteo, respectivamente. Estes tecidos tém a
funcdo de nutrir o tecido 0sseo e fornecer osteoblastos para o crescimento e
reparacao do osso (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O componente organico da matriz, produzido pelos osteoblastos, é
predominantemente constituido por coladgeno tipo | (85%), com pequenas
quantidades de colageno tipo lll e V (5%). As proteinas ndo colagénicas da matriz,
juntas, perfazem os 10% restantes. Além da porcdo organica, a matriz 6ssea é
composta por uma porcao inorganica cuja composicdo é basicamente de ions
fosfato e célcio na forma de cristais de hidroxiapatita, principal componente mineral
do 0sso. Esses cristais conferem também ao tecido 6sseo a participacao secundaria
no processo de homeostasia do nivel de célcio no sangue (MOORE et al., 2001).

2.2 Principios biologicos de neoformacéo 0ssea

Apesar do aspecto aparentemente inerte, 0S 0SSOS crescem, Sao
remodelados e se mantém ativos durante toda a vida do organismo. Quando
lesados, como em fraturas, séo capazes de reparacao, fendbmeno que demonstra

sua permanente vitalidade. O processo pelo qual o tecido ésseo se desenvolve é
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denominado ossificagdo ou osteogénese. Os 0ssos podem se originar de duas
maneiras: no seio de uma regido condensada de natureza conjuntiva ou quando o
tecido Osseo se forma substituindo gradualmente um modelo cartilaginoso
preexistente. Pelas suas caracteristicas, esses dois processos foram denominados,
respectivamente, ossificagdo intramembranosa e ossificacdo endocondral (LYNCH
et al., 1999).

Miloro et al. (2008), relataram que o tecido Osseo € biologicamente
privilegiado, pois a sua cicatrizacdo ocorre mais por regeneracdo do que por reparo,
originando assim um tecido biologicamente semelhante ao original.

De acordo com Peterson et al. (2005) os eventos que ocorrem durante a
cicatrizacdo normal de feridas e tecidos moles (inflamacédo, fibroplasia e
remodelacdo) também ocorrem durante a reparacdo de um osso lesado. Mas, em
contraste com os tecidos moles, osteoblastos e osteoclastos também estédo
envolvidos para reconstituir e remodelar o tecido 6sseo. Os osteoblastos depositam
entdo, o ostedide que, se mantido completamente imével durante o processo de
cicatrizacdo, chega a calcificacao.

O reparo € um processo complexo com eventos celulares e extracelulares,
sendo influenciado por uma variedade de fatores incluindo tipo de osso (cortical ou
trabecular), local de fratura ou implante, severidade do trauma na fratura ou local de
implantacdo, grau de fixacado durante o reparo, espécie e idade. Sendo que o reparo
bem sucedido seria aquele com reconstituicdo da continuidade tecidual (DAVIES et
al., 2000).

Assim, o tecido 6sseo quando lesado por trauma ou por procedimentos
cirirgicos passa por fase inflamatéria inicial, seguida de reparo e, por fim,
remodelacdo. A duracédo de cada fase depende do tipo de osso envolvido, da idade
do individuo, do estado de saude geral e nutricional, da intensidade do trauma,
irrigacao local, presenca ou ndo de forgas mecanicas, imobilizacdo e auséncia de
infeccdo para que o tecido 6sseo possa constituir o0sso com capacidade de receber
carga funcional (TEN CATE, 2001).

O reparo 0sseo é dividido em trés estagios: inflamatoério, fibroblastico e de
remodelacéo.

Junqueira & Carneiro em 2004, relataram que o estagio inflamatério inicia-se
no momento em que a leséo tecidual ocorre e dura, geralmente, de trés a cinco dias,

sendo dividido em duas fases, a vascular e a celular. Através de uma vasoconstricao
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inicial, o coagulo € formado, e minutos apds a histamina e as prostaglandinas E1 e
E2 causam vasodilatacéo, possibilitando a passagem do plasma e leucdcitos através
das células endoteliais. Fibrina proveniente do transudato plasmatico causa
obstrucéo linfatica, acumulando-se na area da leséo, diluindo os contaminantes e
provocando edema.

Segundo Peterson et al. (2005), na fase de fibroplasia, ocorre o
entrelacamento dos fios de fibrina que possibilita a precipitacdo de substancia
fundamental e tropocolageno pelos fibroblastos. Os fibroblastos induzem as células
mesenquimais indiferenciadas presentes na lesdo ou na corrente sanguinea e estas
por sua vez, iniciam a producdo de tropocolageno entre o terceiro e o quarto dia
apos a lesédo tecidual. Além disso, os fibroblastos secretam fibronectina, que ajudam
a estabilizar a fibrina e auxiliam, ainda, no reconhecimento de materiais estranhos a
serem removidos pelo sistema imune guiando macrofagos ao longo dos fios de
fibrina.

Ainda de acordo com Peterson et al. (2005), na fase de remodelacdo, 0 0sso
produzido desordenadamente é reabsorvido por osteoclastos e 0s osteoblastos
depositam novo 0sso, orientando para o baixo grau de tensdo que normalmente atua
sobre 0s 0ss0s neste momento.

Enlow & Hans (1998), reforcam que o tecido 6sseo neoformado adquire
caracteristicas idénticas ao destruido devido ao processo fisiolégico de

remodelamento e adaptacéo funcional do osso.

2.2.1 Osteogénese

Osteogénese é a formacao e desenvolvimento do osso. Neste mecanismo, 0s
biomateriais sdo capazes de promover a formacdo Ossea por carregarem consigo
células Osseas. Células osteogénicas podem encorajar a formacao 6ssea em tecidos
mMucosos ou ativar rapidamente a neoformagéo nos sitios 6sseos. O 0sso autégeno
intra-oral e extra-oral sdo exemplos de materiais de enxertos com propriedades
osteogénicas e sdo capazes de formar tecido 6sseo mesmo na auséncia de células
mesenquimais indiferenciadas (LINDHE et al., 2005).

Segundo Chiapasco & Romeu (2008), a osteogénese € definida como a

capacidade de neoformacdo é6ssea pelo enxerto, independente da area doadora,
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sendo que as ceélulas com atividade osteogénica provém do peridsteo (30%) do
proprio cortex (20%), do endodsteo e da medula 6ssea (50%). Ao contrario, as células

da linhagem hemopoética parecem néo possuir nenhuma funcéao.

2.2.2 Osteoinducao

Osteoinducéo é o ato ou processo de estimular a osteogénese. Envolve a
formacdo de um novo tecido Osseo, pela diferenciagcdo local das células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, sob a influéncia de um ou mais
agentes indutores, como as proteinas 0sseas morfogenéticas (BMP), presentes nos
enxertos (LINDHE et al., 2005).

Para Chiapasco & Romeu (2008), osteinducdo é a capacidade de um tecido
de induzir as células mesenquimais indiferenciadas, provenientes do leito receptor
ou da vizinhanca, em se diferenciarem em osteoblastos, estimulando assim a

neogénese Ossea.

2.2.3 Osteoconducéo

Na osteoconducdo o biomaterial funciona como uma matriz fisica ou
arcabouco para deposi¢cdo de novo osso oriundo das imediacées. E caracterizada
por um processo de crescimento e invasdo de vasos sanguineos, de tecidos
perivasculares e de células osteoprogenitoras do sitio receptor para o enxerto. O
biomaterial € gradativamente reabsorvido e simultaneamente substituido por novo
tecido 6sseo (BAUER & MUSCHLER, 2000).

Chiapasco & Romeu (2008), relataram que a osteoconducdo € definida como
a capacidade do enxerto de criar suporte estrutural para a neoformacao 6ssea. Por
essa razao, € um processo de crescimento vascular e de invasdo do enxerto pelas
células matrizes provenientes do tecido receptor, inicialmente da sua periferia e,

posteriormente, com a penetracdo no enxerto
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2.3 Classificagéo dos enxertos

2.3.1 Enxertos autdgenos

Dentre os substitutos 6sseos, 0 0SS0 autdgeno apresenta ainda os melhores
resultados devido a sua caracteristica osteogénica e osteoindutora, com isto,
Kuabara et al. (2000) revisou a literatura sobre as areas doadoras para enxerto
0sseo autdgeno e técnicas cirargicas de obtencdo de enxertos, concluindo que as
melhores éareas doadoras intrabucais sdo o mento, a regido retromolar e a
tuberosidade da maxila, sendo que destas a regido retromolar apresenta menor
indices de complicacdes e um bom pos-operatério quando comparado com a regiao
de mento. Entre as possiveis areas doadoras externas estdo a crista iliaca anterior e
a calota craniana sendo que o osso de origem intramembranosa (mandibula e calota
craniana) apresenta menor reabsor¢cdo éssea que o de origem endocondral (iliaco,
tibia e costela).

Segundo Chiapasco & Romeu (2008), define-se como enxerto autdgeno como
o deslocamento de tecido de uma area doadora para um leito receptor, no mesmo
individuo, sendo atualmente, o material de referéncia por sua confiabilidade e
capacidades osteoindutora e osteocodutora. Ressaltam também que frente as
indiscutiveis vantagens, o uso do 0sso autbgeno para enxertos 0sseos, apresenta
algumas desvantagens, dentre as quais estdo principalmente, a necessidade de
coleta em areas intra ou extra bucais, com aumento de morbidade pds-operatoria,
ampliacdo dos tempos operatérios e de convalescenca, e a necessidade em alguns
casos do emprego de anestesia geral, sendo por essa razao que as pesquisas
clinicas e experimentais tém sido dirigidas para o uso de substitutos de 0sso

autogeno.

2.3.2 Enxertos alégenos

Os enxertos alégenos ou homogenos sao obtidos de individuos da mesma

espécie, porém com diferentes gendtipos. O material pode provir tanto de cadaveres
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guanto de seres vivos que, por diferentes razdes, foram submetidos a amputacdes
terapéuticas (CHIAPASCO & ROMEO, 2008).

Segundo Tulasne & Andréani (2010), os aloenxertos s&do materiais
essencialmente osteocondutores, tendo sofrido um tratamento para eliminar a

antigenicidade e o risco infeccioso. A matriz organica é conservada, mas as

proteinas de inducdo ndo podem estar acessiveis.

2.3.3 Enxertos xenégenos

Os biomateriais xendgenos provém de doadores de outra espécie, como
exemplo o osso de origem bovina. Sua resisténcia biomecanica é similar a do 0sso
humano e tratamentos adequados para a sua obtencdo podem evitar respostas
imunoldgicas ou inflamatérias adversas. A auséncia de proteina torna-o seguro para
a utilizacdo em humanos, deixando como restricbes ao seu uso apenas 0S aspectos
culturais e religiosos (MISCH, 2000).

Os xenoenxertos mais utilizados derivam da por¢cédo mineral do osso animal e
representam o arcabou¢o a migracdo vascular e celular sendo essencialmentes
osteocondutores (TULASNE & ANDREANI, 2010).

2.3.4 Enxertos aloplasticos

Os materiais aloplasticos sao dispositivos de origem sintética. Esses
biomateriais, bioinertes e/ou bioativos, podem ser porosos, cristalinos, amorfos e
granulados, porém, sobretudo, devem garantir a formacdo de ligacdes estaveis
como 0sso neoformado, com o passar do tempo. Utilizados para reconstrucdo de
defeitos 0sseos e aumento do rebordo alveolar reabsorvido, funcionam através da
promocgdo de um arcabouco para a angiogénese e consequente neoformacao 0ssea.
Em geral, estes materiais exibem boa resisténcia a compressao e pobre resisténcia
a tenséo, similares ao osso humano (MISCH, 2000).

Chiapasco & Romeu (2008), relataram que o enxerto aloplastico é a insercgéo,
no leito receptor, de materiais sintéticos apropriadamente tratados, sendo

biocompativeis ou biotolerados pelo organismo.



22

2.4 Biomaterias para substituicdo e regeneracdo 6ssea

Pereira et al. (1997) realizaram uma pesquisa com 0 objetivo de avaliar
histolégica e radiograficamente, a acdo da calcitonina de salméo sobre a
cicatrizacdo de defeitos 0sseos circunscritos, criados cirurgicamente em fémur de
coelhos saudaveis. Esses foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle
(n = 12) e tratado (n = 12). O grupo controle ndo recebeu qualquer substancia
durante o experimento, enquanto no grupo tratado foi aplicada dose diaria de 2 ul/kg
de calcitonina por via intramuscular. Os animais foram sacrificados nos periodos de
7, 14, 21 e 28 dias ap6s a criagéo dos defeitos 0sseos. As areas radiollcidas desses
foram medidas, em mm2 por meio de um programa de computador denominado
AutoCAD, demonstrando que essas, em média, foram menores no grupo tratado.
Histologicamente, aos 7 dias, os defeitos do grupo tratado apresentaram uma maior
neoformacédo éssea. Aos 28 dias houve a formagdo de um 0sSso menos compacto no
grupo controle. No entanto, aos 14 e 21 dias, os resultados foram semelhantes entre
os dois grupos. Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram inferir que a
calcitonina de salmdo demonstrou resultados positivos quanto a cicatrizacdo 6ssea
em defeitos circunscritos, baseados nas analises radiogréficas e histoldgicas
realizadas.

Segundo Arisawa et al. (2000) a reparagdo Ossea, principalmente em
decorréncia dos implantes osseintegrados, tem sido objeto de estudos em diferentes
condi¢cdes como, por exemplo, as alteracdes hormonais decorrentes do climatério.
Com isto, esses autores realizaram um estudo para observar a agédo da calcitonina
no processo de reparacdo 6ssea em tibias de ratas ovariectomizadas. Doze ratas
com aproximadamente sessenta dias foram ovariectomizadas e, um més apos esta
cirurgia, um defeito 6sseo na tibia foi realizado, através de processo cirargico
utilizando broca esférica n.° 6, sob irrigacdo constante com soro fisiolégico 0,9%.
Imediatamente ap0s a cirurgia, iniciou-se a administracdo de calcitonina 2 ul/kg, I.M,
trés vezes por semana em nove animais. Estes foram sacrificados apos 7, 14 e 21
dias, sendo suas tibias removidas e encaminhadas para preparacao histologica de
rotina. As ratas do grupo controle foram submetidas ao mesmo procedimento,
recebendo apenas soro fisiolégico. Todos o0s espécimes foram analisados
histologicamente e os resultados demonstraram que a administracdo de calcitonina

em ratas ovariectomizadas, imediatamente apés a realizacdo de um defeito 6sseo
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cirrgico circunscrito, apresentando, histologicamente, uma maior neoformacéo
0ssea apods o periodo de 7 e 14 dias em relagcdo aos animais néo tratados.

Duarte da Silva et al. (2000) realizaram uma pesquisa para analisar as
alteracdes histologicas de enxerto 6sseo homogeno preparado de diferentes modos.
Em um grupo, ossos metatarsicos de ratos foram armazenados a -70°C e em outro
grupo, os ossos foram descalcificados e estocados em temperatura ambiente apoés
terem sido liofilizados. Esses ossos foram enxertados nas regides inguinais de ratos
e retirados para estudo histolégico apdés 30 dias do procedimento cirdrgico. Na

andlise microscopica existiram diferencas histologicas entre o enxerto de 0Sso
[0}
homogeno armazenado a -70 C quando comparado ao enxerto de 0sso homégeno

descalcificado e liofilizado. O enxerto de osso homdgeno armazenado a 70°C
apresentou grande quantidade de osso mineralizado sofrendo processo de absorcéo
no trigésimo dia apos a enxertia. O enxerto de osso homégeno descalcificado e
liofilizado apresentou, no trigésimo dia apos a enxertia, tecido homogéneo avascular
e acelular, na sua maior parte, muito semelhante a cartilagem.

De acordo com Mastrocinque et al., (2002) as fraturas ésseas complexas, de
dificil tratamento, ainda sdo um grande desafio dentro da medicina humana e
veterinaria. Métodos cirdrgicos que envolvem enxertos 6sseos podem trazer bons
resultados, porém eleva o tempo cirdrgico, a morbidade e ndo estdo totalmente
livres de complicacdes. Nesses casos mais complexos, a associacao de proteinas
O0sseas morfogenéticas e outros fatores de crescimento, de maneira sistémica ou
local, poderiam contribuir para a consolidacdo de fraturas complexas em menor
tempo, com menor morbidade cirdrgica e menor incidéncia de intercorréncias.

Leonel et al. (2004) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a acao do
polimero de mamona durante a neoformacdo 6ssea. Para isto, utilizaram um grupo
de 45 ratos, onde foi realizado a criacdo de um defeito 6sseo na regido do arco
zigomatico de todos os animais, sendo que todos estes defeitos foram preenchidos
com o polimero de mamona. Decorridos periodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias, 0s
animais foram sacrificados e seguiram-se as tramitacdes laboratoriais de rotina para
analise histoldgica, concluindo que o polimero de mamona mostrou-se como um
material auxiliar ao processo regenerativo dos defeitos 6sseos, levando a formacgéo
de tecido 6sseo maduro. A neoformacdo 6ssea ocorrida deveu-se principalmente ao

fendbmeno biolégico da osteoconducédo, uma vez que o0 polimero de mamona
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permitiu o crescimento tecidual em meio a seus poros e sobre sua superficie externa
desde os periodos iniciais de observacéo.

Sassioto et al. (2004) realizaram um estudo para avaliar o efeito da calcitonina
no reparo de defeito femoral preenchido com matriz 6ssea bovina desvitalizada.
Para isso, quarenta e oito ratos Wistar, machos e adultos foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos com 24 animais, onde foram produzidos
bilateralmente, defeitos na diafise femoral com 2 mm de diametro e preenchidos com
matriz éssea bovina desvitalizada. O grupo experimental recebeu 0,05 ml de
calcitonina, intramuscular, no pdés-operatério imediato e o grupo controle recebeu
0,05 ml de cloreto de sodio 0,9%. Os animais foram sacrificados com 7, 14 e 21 dias
e os fémures submetidos a avaliacdo clinica, microscopica e histométrica.
Microscopicamente, os defeitos demonstraram reacédo inflamatéria e formacéo 6ssea
ativa nas proximidades da matriz 6ssea bovina. A analise quantitativa mostrou maior
formacdo Ossea nas fases iniciais da osteogénese reparadora no grupo
experimento, sem diferencas em relacdo a reacao inflamatéria em ambos 0s grupos,
concluindo que o uso de calcitonina em defeitos preenchidos com matriz 6ssea
bovina desvitalizada estimula a neoformagcdo 6ssea com 7 e 14 dias de pés-
operatério, mas ndo diminui a reacao inflamatoria.

Oliveira et al. (2005) revisaram as bases cientificas para a utilizacdo do
enxerto 6sseo desmineralizado humano associado ao uso de membranas biolégicas
relatando a sua aplicacdo em dois casos clinicos. Concluiram que a associa¢ao de
enxerto 6sseo homégeno em alvéolos pés-extracdo, irrigacdo com solucdo de
tetraciclina e uso de membranas bioldgicas, apés um tempo de espera de 90 dias
para colocacdo de implantes e de 120 dias para a confeccdo da protese, tém-se
mostrado com previsibilidade de resultados na pratica da implantologia.

Cruz et al. (2005) relataram que os substitutos ésseos sdo materiais utilizados
em terapia Ossea regenerativa podendo ser de origem humana, bovina,
hidroxiapatita ou materiais bioativos. Analisando a morfologia de oito tipos de
substitutos 6sseos por microscopia eletrénica de varredura, concluiram que todos os
substitutos 0sseos analisados possuiram o formato irregular em sua superficie
apresentando diferentes tipos de porosidades.

Miranda et al. (2005) realizaram um trabalho com proposta de avaliar o
resultado na consolidacédo de fraturas do radio em coelhos utilizando enxerto 6sseo

organico e enxerto 6sseo mineral. No estudo foram utilizados 20 animais adultos,
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machos e fémeas pesando entre 3,0 e 3,5 kg, divididos em dois grupos iguais e
submetidos a osteotomia transversa completa simples na diafise do radio direito
sendo retirado 1 cm de fragmento 6sseo. No grupo | (G1) foi colocado fragmento de
enxerto 6sseo organico retirado da asa iliaca do mesmo animal no local da
osteotomia; no grupo Il (G2) foi colocado enxerto 6sseo inorganico Osteosynt,
constituido de hidroxiapatita sintética e fosfato de célcio. Os grupos foram
subdivididos em 5 periodos (15, 30, 45, 60 e 75 dias), para avaliacdo dos aspectos
radiogréaficos e histologicos do local da osteotomia visando observar o processo de
consolidagdo Ossea local. Concluiram que o enxerto inorganico estimulou
precocemente o inicio do processo de reparacdo Ossea em coelhos quando
comparado ao 0ssO organico e os achados radiograficos e histolégicos mostraram
melhor evolucéo na formacédo de calo 6sseo com uso de enxerto inorganico.

Carlo et al. (2007) realizaram um trabalho experimental com o objetivo de
estudar o efeito osteoindutor do biovidro e da hidroxiapatita sintética, esses
biomateriais foram implantados no tecido subcutdaneo de cdes e analisados ao
microscopio Optico. Nas laminas que continham a hidroxiapatita observou-se
infiltrado celular intenso com células gigantes do tipo corpo estranho e reacéo
inflamat6ria exsudativa inicial importante, que posteriormente se tornou
granulomatosa. Nas laminas dos animais com o biovidro, até os 30 dias, verificaram-
se infiltrado discreto, predominantemente macrofagico, e, aos 45 dias, predominava
infiltrado fibroso. Em nenhuma lamina foi encontrada qualquer evidéncia de
degradacdo das particulas dos biomateriais analisados ou formacédo ectépica de
tecido 0sseo; portanto, concluiu-se que os dois biomateriais ndo sdo osteoindutores.

Laureano-Filho et al. (2007) realizaram um estudo comparativo entre uma
matriz 6ssea desmineralizada de origem humana com uma resina poliuretana
derivada do 6leo da mamona, analisando o processo de reparacdo 6ssea de ambos.
No estudo foram utilizados 24 coelhos, e em cada calvaria foram preparadas duas
cavidades cirurgicas, sendo uma do lado direito e a outra do lado esquerdo da
sutura parietal. Os animais foram divididos em dois grupos. No grupo |, a cavidade
experimental foi preenchida com a matriz 6ssea desmineralizada de origem humana,
enquanto no grupo Il a cavidade experimental foi preenchida com a poliuretana
derivada do 6leo de mamona. Os autores concluiram que histologicamente, tanto o0s
grupos controle quanto 0s grupos experimentais, houve um aumento na

neoformacédo 6ssea ao longo do tempo, sendo nos grupos controle mais rapidas que
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nos experimentais. Ambos os materiais testados apresentaram-se como materiais
biocompativeis, sendo a matriz déssea desmineralizada de origem humana
reabsorvida bem mais rapidamente que a poliuretana derivada do polimero da
mamona, a qual parece ser um material de reabsorcéo tardia, conforme observado,
na andlise histolégica, nos periodos de 4, 7 e 15 semanas.

Mendonca et al. (2007) realizaram um estudo para avaliar histologicamente o
processo de reparo 0sseo apés a implantacdo de um pool de proteinas
morfogenéticas 6sseas (Gen-Pro®). Para isto, foram utilizados 24 Rattus norvegicus
machos, clinicamente sadios e com peso aproximado entre 300 e 350 gramas, onde
foram criados defeitos 6sseos no fémur, sendo um defeito por cobaia e divididos em
2 grupos: Grupo | (controle; n=12) que foram preenchidos apenas com coagulo
sanguineo e grupo Il (Gen-Pro; n=12) preenchidos com o pool de BMPs. Os animais
foram sacrificados em 15, 21 e 30 dias, e as laminas foram coradas em
hematoxilina/eosina e picrosirius e analisadas por microscopia de luz através de
analise descritiva e semiquantitativa, considerando parametros representativos do
processo de reparo, tais como: reparo cortical, fibras colagenas, infiltrado
inflamatério e neoformagédo Ossea. Nos periodos iniciais de 15 e 21 dias foi
observada uma diferenca estatisticamente significante no confronto do Grupo |
contra o Grupo Il, sendo que a velocidade de neoformacéo 6ssea foi maior no grupo
I. Aos trinta dias, todos os defeitos 6sseos estudados alcancaram reparacdo, com
diferentes graus de resolucdo. Concluiram entdo que o biomaterial testado
promoveu efeito biomodulador positivo sobre a neoformacdo Ossea, embora se
tenha verificado maior velocidade de neoformacéo 6ssea no grupo | (controle).

Carvalho (2009) relatou que os substitutos 6sseos foram desenvolvidos para
auxiliar e facilitar os procedimentos regenerativos de tecido 6sseo nas mais variadas
situacdes, seja de reforco ou na recuperacao da dimensao vertical e horizontal apés
as perdas dentarias. No entanto, atualmente ainda ndo existe um material que possa
substituir o 0sso autdgeno com todos os eventos primordiais da neoformacao 0ssea.
Contudo, segundo esses autores, atualmente, inUmeras pesquisas em todo o mundo
estdo evoluindo e investigando o0s componentes celulares que influenciam
diretamente na osseointegracao e na regeneracao 0ssea.

De acordo com Teixeira (2009), os biomateriais a base de fosfato de calcio
sdo amplamente utilizados como substitutos Osseos. Para avaliar o efeito

osteocondutor da hidroxiapatita, realizou um trabalho com hidroxiapatitas com
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diferentes caracteristicas fisico-quimicas, uma com baixa cristalinidade (HA-1) e
outra com alta cristalinidade (HA-2) inseridas em defeitos ésseos de tamanho critico
na calvaria de ratos. Foram utilizados 45 ratos, sendo 15 enxertados com HA-1, 15
com HA-2 e 15 preenchidos apenas pelo coagulo. O sacrificio dos animais ocorreu
em 1, 3 e 6 meses apdés a cirurgia e o0s procedimentos histotécnicos e
histomorfométricos foram realizados para se determinar a densidade de volume de
0sso neoformado nas regides periférica, intermediaria e central do defeito, nos trés
grupos. A primeira analise comparou a densidade de volume de osso neoformado
nas regides periférica, intermediaria e central entre os grupos. A segunda avaliou a
dindmica da neoformacdo 6ssea em cada grupo isoladamente. Ao comparar 0s
grupos HA-1, HA-2 e coagulo ndo existiram diferencas estatisticamente significantes
na densidade de volume de osso neoformado nas trés regifes estudadas, no
intervalo de tempo determinado. No entanto, ao se analisar os grupos isoladamente
houve diferenca na dindmica da neoformacao 6ssea. O grupo coagulo apresentou
um aumento da densidade de volume de osso neoformado na regido intermediaria
aos 6 meses apoés a cirurgia. Os grupos enxertados com HA-1 aos 3 meses e com
HA-2 a 1 e aos 6 meses apds a cirurgia apresentaram equivalentes densidade de
volume de osso neoformado nas regides periférica, intermediaria e central sem
diferenca estatisticamente significante, demonstrando satisfatério potencial
osteocondutor desse biomaterial.

Almeida et al. (2010) realizaram um experimento com o0 objetivo de avaliar
histomorfometricamente o comportamento do polimero de mamona durante o
processo de cicatrizacdo de defeitos de tamanho critico preparados em calvérias de
20 ratos, onde foi realizado cirurgicamente, um defeito critico de 8 mm de diametro
com broca trefina. Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com 0s
seguintes procedimentos: grupo C, ndo receberam nenhum tratamento local e o
defeito 6sseo foi preenchido com coagulo sanguineo; grupo M, o defeito ésseo foi
preenchido com particulas de polimero de mamona. Os animais foram sacrificados
180 dias ap0Os os procedimentos cirdrgicos e as pecas foram submetidas a analise
histomorfométrica, onde foi constatado que nos animais do grupo C o tecido 0sseo
neoformado mostrou-se bem desenvolvido, com areas adjacentes de matriz ostedide
rica em osteoblastos, e restrito as proximidades das bordas do defeito. Nos animais
do grupo M, observou-se tecido 6sseo lamelar neoformado restrito as proximidades

das bordas do defeito e particulas de polimero de mamona distribuidas ao longo do
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defeito. Houve uma maior porcentagem de &rea de 0sso neoformado nos animais do
grupo C comparado aos animais do grupo M. Concluiram que o polimero de
mamona apresentou-se histomorfometricamente biocompativel e manteve o espaco
durante o processo de cicatrizacdo de defeitos de tamanho critico cirurgicamente
preparados em calvarias de ratos.

De acordo com Souza et al. (2010) a regeneracdo de defeitos 0sseos
representa um grande desafio para a area biomédica, pois podem acarretar em
sequelas funcionais e/ou estéticas que comprometem a qualidade de vida do
individuo afetado. Nesses casos, 0s enxertos 0sseos podem ser utilizados para o
tratamento do tecido 6sseo perdido reabilitando e devolvendo a autoestima ao
paciente. Os enxertos 6sseos autégenos sdo eleitos como os de primeira escolha,
pela sua eficiéncia, biosseguranca e facilidade de obtencdo, porém apresentam
algumas desvantagens e limitacbes. A utilizacdo de homoenxertos provenientes de
bancos de ossos demonstra ser uma ferramenta bastante Gtil para a odontologia,
com a finalidade de regenerar o tecido 6sseo perdido dos maxilares, porém faz-se
necessario que mais bancos de coleta e preparo do tecido 6sseo sejam instalados
nos hospitais brasileiros para que esta op¢do torne-se viavel e acessivel a um
ndamero maior de servigos que atuam com reconstrucdes 0sseas.

Guimaraes et al. (2011) realizaram um estudo relativo a biocompatibilidade e
capacidade osteocondutora do cimento de fosfato de calcio para a substituicdo
O0ssea. O objetivo deste estudo foi fazer uma comparacdo histomorfométrica da
regeneracao 6ssea usando ceramica bifasica de hidroxiapatita, cimento de fosfato
de calcio e enxerto 0sseo autdégeno. Para isto, foram confeccionadas duas
cavidades de 5 mm de didmetro (esquerda e direita - teste e controle) no 0sso
parietal de 72 ratos. Os grupos Gl, Gll, Glll e GIV, as cavidades teste foram
preenchidas respectivamente com cimento de fosfato de calcio, ceramica bifasica de
hidroxiapatita, enxerto 6sseo autdgeno e coagulo sanguineo. Os animais foram
sacrificados com 30, 60 e 90 dias e as amostras foram submetidas a anélise
histomorfométrica. Os resultados demonstraram que os defeitos tratados com
enxerto 0sseo autdgeno apresentaram mais 0sso neoformado aos 30 dias em
comparacao com outros grupos de teste. Dentro de 60 e 90 dias, a neoformacéo
Ossea foi mais significativa nos grupos de teste Gl, Gll e Glll; Gl e Gll abrangeram
areas maiores. Ao longo dos periodos de avaliacdo, os testes do Gll apresentaram

maior formacdo Ossea, quando comparado ao GIl. Concluiu-se entdo que 0s



29

biomateriais descritos apresentaram um aumento significativo na neoformacao
0ssea e podem ser utilizados para auxiliar na regeneracao 0ssea.

Sousa (2010) realizou um trabalho com o objetivo de avaliar
histomorfometricamente a reparacdo 0ssea em defeitos criados na calota craniana
de ratos Wistar, acima do limite critico, utilizando biomaterial sintético (hidroxiapatita
+ B- tricélcio-fosfato). Foram utilizados 18 animais, distribuidos aleatoriamente em
trés grupos G1, G2 e G3, com 6 animais cada. O estudo foi pareado, com defeito de
5 mm criado no 0sso parietal em cada lado da sutura sagital mediana do animal,
onde o lado esquerdo correspondeu ao experimento, subgrupo A, (preenchido por
biomaterial de origem sintética) e o lado direito ao controle, subgrupo B, (preenchido
por codgulo sanguineo). Os espécimes foram enviados para avaliacdo histolégica,
nos periodos de 15, 30 e 45 dias, que corresponderam aos grupos G1, G2 e G3. Os
resultados demonstraram que a matriz 6ssea neoformada foi maior nos defeitos
0sseos preenchidos pelo biomaterial (4,00 £ 0,89 ym?) do que no grupo controle
(1,67 = 0,82 pm?), havendo diferenca estatisticamente significante entre os
subgrupos. Concluiu-se que o biomaterial utilizado contribuiu no processo de

reparacao 0ssea.

2.5 Sulfato de Calcio

Em 2001, Alexander et al. relataram a utilizacao do sulfato de calcio misturado
com enxerto 0sseo autdlogo nas artrodeses da coluna vertebral, na regido lombar,
sem utilizacdo de materiais de osteossintese. No estudo foram analisadas a
casuistica de 40 pacientes, sendo que 32 tinham seguimento de pelo menos um ano
de pdés-operatério. A andlise clinica e radiografica mostrou resultados semelhantes
ao enxerto de osso autégeno de crista iliaca, sendo, portanto, satisfatérios pra esse
fim.

Strocchi et al. (2002) relataram que o osso autélogo € o material de enxerto
0sseo ideal porque carrega consigo proteinas ésseas, minerais e células O0sseas
vitais. Porém, entre os substitutos 6sseos, o sulfato de calcio € um biomaterial bem
tolerado, biodegradavel e osteocondutor podendo ser uma alternativa razoavel para
substituir 0 enxerto 6sseo autdégeno. Os vasos sanguineos sdo um componente

importante na formagcdo Ossea de sua manutencdo, sendo que o0 processo de
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inducdo vascular chama-se angiogénese e desempenha um papel fundamental em
todos os processos regenerativos. A diferenciacdo de tecido 0sseo esta relacionada
com o local e a presenca dos vasos sanguineos. Um método para avaliar a
presenca de vasos sanguineos em um tecido € contar o microvasos, avaliando a
densidade de microvasos (DMV). Sendo assim, realizaram um estudo com o objetivo
de fazer uma avaliagdo comparativa na densidade vascular nos sitios tratados com
sulfato de céalcio com ou sem membranas nao reabsorviveis de e-PTFE (Gore-Tex,
Flagstaff, Ariz) e osso autdgeno em coelhos. Nove coelhos da Nova Zelandia, com
peso de aproximadamente 2,5 kg cada, foram utilizados nesta experiéncia. Trés
defeitos 0sseos de 6 mm de largura foram criados em cada metafise tibial sendo
preenchidos de forma aleatéria. Os defeitos do grupo 1 (3 coelhos) foram
preenchidos com granulos de sulfato de calcio (Surgiplaster, Classimplant, Roma,
Itdlia) e cobertos com membranas de e-PTFE, os defeitos no grupo 2 (3 coelhos)
foram preenchidos com granulos de sulfato de calcio (Surgiplaster) e os defeitos do
grupo 3 (trés coelhos) foram preenchidos com osso autélogo. Um total de 54
defeitos foram preenchidos (18 com sulfato de calcio e membranas de e-PTFE, com
18 sulfato de célcio e 18 com o0sso autdgeno). Os nove animais foram sacrificados
apos 4 semanas e os resultados do DMV foram os seguintes: no primeiro grupo,
9,88 +/- 4,613; no segundo grupo, 7,92 +/- 1,998, e no terceiro grupo, 5,56 +/- 1,895.
P=0,001 foi altamente significativo. Ouve diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos 1 e 3, 1 e 2, e 2 e 3. Com isso, concluiram que a presenca de mais
vasos sanguineos nos sitios tratados com sulfato de calcio pode ajudar a explicar os
bons resultados relatado na literatura com a utilizagdo desse biomaterial.
Trevisan-Junior et al. (2006) relataram que a combinacdo de membrana com
sulfato de calcio, com a associacdo ao enxerto 6sseo autbgeno como material de
preenchimento, pareceu-lhes uma alternativa altamente efetiva e viavel para
correcdo de defeitos 6sseos periodontais. O caso relatado obteve sucesso em longo
prazo, observando clinica e radiograficamente pela condicdo de salude apresentada
pelos tecidos periodontais, pela diminuicdo significativa da profundidade de
sondagem e pela manutencao da radiopacidade e estabilidade da area enxertada,
sugestiva de neoformacao 0ssea, mesmo apos cinco anos de acompanhamento.
Furlaneto et al. (2007) realizaram um estudo com o objetivo de analisar
histologicamente a influéncia sobre a cicatrizacdo 6ssea do vidro bioativo com ou

sem barreira de sulfato de calcio em defeitos de tamanho critico criados
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cirurgicamente na calvaria de 48 ratos. Os animais foram divididos em trés grupos: C
(controle): coagulo de sangue; VB: defeito preenchido com vidro bioativo; VB/SC:
vidro bioativo com sulfato de calcio. Os animais foram sacrificados apés 4 e 12
semanas sendo avaliados histomorfometricamente sobre a neoformacédo Ossea.
Concluiram entdo que nenhum defeito foi regenerado completamente com 0sso,
sendo que foram observadas particulas de vidro bioativo nos grupos VB e VB/SC em
ambos os periodos da analise ndo havendo diferenca significativa na quantidade de
formacdo Ossea observada entre os trés grupos. Porém ao comparar 4 e 12
semanas, verificou-se um aumento significativo de osso neoformado dentro dos
grupos VB e VB / SC, o que néo ocorreu em C.

Macedo et al. (2008) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
possibilidade de obter a regeneracdo O0ssea guiada com dois tipos de barreiras
fisicas (sulfato de célcio e barreira de PTFE nao poroso) em defeitos cirdrgicos
criado nos 0ssos parietais de ratos. No 0sso parietal direito o defeito foi preenchido
inteiramente com sulfato de calcio e no osso parietal esquerdo utilizou-se uma
barreira de PTFE que foi posicionada na superficie e no assoalho do defeito
cirargico. Ap6s 7, 14, 30 e 45 dias, quatro animais foram sacrificados em cada
periodo e 0 osso contendo os defeitos foram submetidos & andlise microscopica. Os
resultados revelaram que a barreira de PTFE foi mais eficaz para a regeneragao
O0ssea em defeitos transcorticais em comparacdo com o sulfato de calcio. Contudo,
experiéncias adicionais sdo necessarias para determinar se o sulfato de célcio seria
bem sucedido em outros tipos de defeitos 6sseos ou a utilizacdo do material sob
outra consisténcia poderia complementar os resultados obtidos neste trabalho.

Zabeu & Mercadante (2008), realizaram uma revisdo sistematizada da
literatura, de estudos clinicos com nivel 1 de evidéncia, comparando substitutos
0sseos ao enxerto autdlogo. Para isto, foi realizada uma busca eletrénica de artigos
que comparassem 0 uso do enxerto 6sseo autélogo a um substituto 6sseo em
cirurgia ortopédica considerando como critérios de elegibilidade ensaios clinicos
prospectivos e randomizados em cirurgia ortopédica, com casuistica minima de 20
pacientes, envolvendo ossos da coluna vertebral ou esqueleto apendicular,
publicados entre janeiro de 1990 e janeiro de 2006. Foram identificados vinte e dois
trabalhos, todos em lingua inglesa, dos quais cinco compararam enxerto autélogo ao
homologo, sete envolveram uso de proteina morfogenética do tipo 2 (BMP-2), trés

foi avaliado a proteina morfogenética do tipo 7 (BMP-7) e sete utilizaram
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bioceramicas, como hidroxiapatita, fosfato tricalcio e sulfato de célcio. Os resultados
mais sugestivos da equivaléncia com o enxerto autélogo se deram nos trabalhos
com BMP-2 em cirurgia da coluna vertebral, embora diversos questionamentos
possam ser feitos em relacdo a estes e aos demais estudos analisados, referentes a
métodos e possiveis conflitos de interesses. Com esses dados concluiu-se que
existem poucos estudos com alto nivel de evidéncia que demonstrem a
aplicabilidade clinica dos substitutos 6sseos atualmente existentes.

Lopez & Alarcon (2011), relataram que durante mais de cem anos, o sulfato
de calcio tem se distinguido de outros biomateriais por ser um dos materiais
aloplasticos mais simples e com uma longa historia como material sintético. Entre as
suas principais propriedades, se destacam a sua facil obtencéo, capacidade de
osteoconducao, sua total absorcdo, ndo causa inflamacéo ou reacdes antigénicas,
facil modelacédo e resisténcia a compressao semelhante ao tecido 6sseo. Todas
estas caracteristicas sdo necessarias para utilizacdo como um substituto ésseo. No
entanto, relatam também que diferencas na morfologia e na estrutura dos cristais,
porosidade, propriedades mecanicas e de constituicdo quimica de sulfato de célcio
podem alterar significativamente as suas propriedades bioldgicas.

Toloue et al. (2011) relataram que muitos materiais ja foram utilizados com
eficacia para preservar o alvéolo dental apds exodontias em reabilitagcbes orais e
realizaram um estudo com o objetivo de determinar se o sulfato de célcio € téao
eficaz quanto o osso liofilizado na preservagcdo dimensdes do alvéolo dentario apés
exodontias, avaliando a espessura e a quantidade de neoformacdo 0ssea desses
dois biomateriais através de andlise histomorfométrica apdés 3 meses do
procedimento cirdrgico. Os resultados demonstraram que o sulfato de calcio se
mostrou tdo eficiente quanto o osso bovino liofilizado na manutencdo do alvéolo
dentéario apds exodontias em regiées ndo molares.

Dasmah et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar clinica e
histologicamente o uso do sulfato de calcio em procedimentos de elevagado do seio
maxilar, para posterior tratamento com implantes dentarios. Dez pacientes com
maxilas edéntulas foram submetidos a cirurgia de elevacdo de seio maxilar,
utilizando-se para isso, os biomateriais Surgiplaster (Classimplant ®, Roma, Italia)
recoberto por BioGide ® (Geistlish Pharmaceutical, Wolhusen, Suica). Apds 4 meses
de cicatrizacdo do enxerto, 40 implantes dentérios foram colocados e uma biopsia

para analise histomorfométrica foi realizada. Os resultados deste estudo
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demonstraram que a neoformacdo 6éssea ocorre com sucesso no seio maxilar apés
a elevacdo com sulfato de calcio e ap6s um ano de controle, apenas 1 dos 40
implantes instalados foi perdido, dando uma taxa de sucesso clinico de 97,5%.

Em 2012, Pettinicchio et al. realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
histologica e ultra-estruturalmente o osso formado no seio maxilar humano em
procedimentos de elevacdo de assoalho com sulfato de calcio. Para tanto foram
utilizados a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios-X
por dispersdo em energia para avaliar a relacdo entre o sulfato de céalcio e o osso
neoformado. Os resultados confirmam a elevada biocompatibilidade e taxa de
reabsorcgao rapida do sulfato de calcio. O mecanismo de transformacédo do sulfato de
calcio para fosfato de célcio, que ja foi demonstrado em estudos em animais, foi

confirmado nesse presente estudo humano.

2.6 Nitrato de Galio

Jenis et al. (1993) relataram que apoés a aplicacdo em ratos por um periodo de
14 dias, o nitrato de galio, induziu mudancas expressivas nas propriedades minerais
dos ossos desses animais, acumulando-se principalmente nas regides de formacao
ativa de osso (osteoblasticas), regides metafisarias. Os autores concluiram que o
tratamento com nitrato de galio, mesmo em curto prazo, causou aumento nos teores
de célcio e fosforo nos ossos, gerando uma resposta 6ssea favorecendo a sua
densidade, dificultando assim sua reabsorgéo.

Warrel (1995) relatou que o gélio parece ser um agente que atua unicamente
no tratamento de doencas reabsortivas do 0sso, reduzindo perda éssea acelerada
em pacientes com cancer e doenca osteometabdlica. O conceito de usar certas
medidas terapéuticas como adjuvantes ao tratamento tradicional anticancer para
fortalecimento do tecido 6sseo frente a erosédo devida as metastases tem ganhado
maior confianga. Contudo, no resultado ideal, essas medidas deveriam ndo soé
minimizar perda 0ssea progressiva, mas também restituir 0Sso previamente erosado,
por exemplo, em ortopedia.

Segundo Bernstein (1999), o galio se acumula intensamente nos focos de
infeccdo e inflamacao, incluindo aqueles de origem granulomatosa e sinovites

associadas com artrite reumatoide. Nesse estudo foi demonstrado que o elemento
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gélio se concentra na maioria dos tumores onde o receptor da transferrina esta
expresso em grandes quantidades e em areas de grande atividade osteoblastica.

Rokita et al. (2001) realizaram um estudo utilizando fluorescéncia de raios-X e
sua emissao induzida por prétons para demonstrar que o galio esta depositado nos
componentes organico e inorganico da célula. Concluiram com esse estudo que o
acumulo do elemento na matriz organica indica que o mecanismo de acao do gélio é
mais complexo do que o sugerido pela ideia simplista da mera incorporacao do ion
dentro da rede cristalina da hidroxiapatita.

De acordo com Bockman (2003) a doenca de Paget € um dos casos mais
bem sucedidos de aplicagdo do galio em sua terapia. Essa enfermidade pode ser
definida como remodelamento anormal do 0sso com constante renovacado 6ssea ou
reciclagem, sem mudancas anarquicas no seu tamanho e forma. Essa alteracdo do
processo de remodelacdo do osso muda a sua textura e da origem a quatro fases da
doenca observadas radiologicamente. Sao as fases osteolitica, mista, osteoblastica
e osteoesclerotica inativa, as quais sdo caracterizada pelos niveis de atividade
0ssea encontrados em cada uma delas.

Mori et al. (2006) testaram a solucdo de nitrato de galio, um agente anti-
reabsortivo, como curativo intracanal para dentes reimplantados tardiamente. Trinta
Incisivos centrais superiores direitos de ratos foram avulsionados e mantidos a seco
por trinta minutos, tiveram os canais radiculares instrumentados e sua superficie
radicular tratada com hipoclorito de sédio a 1%, seguido de fluoreto de sodio a 2%.
Apés isso, os dentes foram divididos em dois grupos de acordo com a medicacao
intracanal: no grupo |, foi usada solucdo de nitrato de géalio e grupo Il, pasta de
hidroxido de calcio. Apés 15, 30 e 60 dias da reimplantacdo dos dentes, 0os animais
foram sacrificados e as laminas processadas e obtidas para analise microscoépica e
morfométrica. Os resultados mostraram que a solucdo de nitrato de galio e a pasta
de hidroxido de célcio limitaram a reabsor¢éo radicular, mas nao impediram a sua
ocorréncia. Concluiu-se que ambos 0os medicamentos possuem acao semelhante.

Mori et al. (2007) realizaram um trabalho com o objetivo de testar o efeito da
solucdo de nitrato de galio, uma substancia anti-reabsortiva, para inibir o processo
de reabsorcdo radicular e facilitar o reparo 0sseo em dentes reimplantados
tardiamente. Para isso, foram utilizados 20 incisivos centrais superiores direitos de

ratos, divididos em 2 grupos (n=10). No grupo |, a superficie radicular foi tratada com
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solucdo de nitrato de galio por 20 min e no grupo Il com fluoreto de sodio a 2% por
20 min. Todos os canais foram preenchidos com pasta de hidréxido de calcio e ap6s
15 e 60 dias do reimplante, os animais foram sacrificados e as pecas obtidas,
processadas em laboratério para analise em microscopio de transmissao de luz. Na
andlise, foi observado que em ambos os grupos, houve pequena ocorréncia de
anquilose e reabsorcédo radicular, o tecido conjuntivo formado no espaco do
ligamento periodontal era disposto paralelamente a raiz e na maioria dos espécimes
dos dois grupos mostrou-se inflamado e com algumas areas de necrose. Porém no
grupo |, houve a formacao de bolsa periodontal em todos os espécimes aos 60 dias,
indicando a auséncia de reparo, desaconselhando entdo, o uso do nitrato de galio
para o tratamento de superficie de dentes reimplantados tardiamente.

Segundo Malzac (2008) um novo material que pode ser recomendado para
enxerto e estimular o crescimento 6sseo em implantes tém sido obtido pela
introducdo de ions de galio dentro da rede cristalina da hidroxiapatita. O gélio ndo
substitui o calcio como resultado da substituicdo heterovalente e consequentemente
nao produz distorcdo na matriz da hidroxiapatita, ndo causando nenhuma alteracéo
na estrutura morfolégica da hidroxiapatita e o produto desenvolvido segue critérios
fisico-quimicos para o biomaterial a ser empregado na pratica ortopédica e
tratamento das lesdes traumaticas. Confirmou também, que a hidroxiapatita dopada
pelo galio ndo apresenta citotoxidade e relataram a sua futura utilizacdo para
melhorar a osteossintese e retengéo de célcio in loco.

Melnikov et al. (2008) relataram que o galio (geralmente na forma de nitrato)
aumenta a concentracdo de célcio e fésforo no 0sso, influindo nos osteoclastos de
maneira direta e ndo-téxica, em doses surpreendentemente baixas. Este farmaco
age nos componentes celulares do osso, impedindo sua absorcdo ao diminuir a
secrecdo 4&cida dos osteoclastos, estando esse mecanismo relacionado a
incorporacgao direta nos sais de hidroxiapatita e diferentemente de outras drogas que
impedem a perda de célcio, os sais de elemento traco galio, sdo eficazes em
hipercalcemia severa. Relataram também que o gélio merece ser futuramente
avaliado do ponto de vista experimental e clinico, como um agente antiabsortivo em

ortopedia, traumatologia e doencas relacionadas com o cancer.
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2.7 Modelos experimentais

O osso parietal é formado por uma placa que apresenta corticais externa e
interna compactas, relativamente espessas, com faixa intermediéria estreita de 0sso
medular e ossificacdo intramembranosa tendo reparo 0sseo muito semelhante a
regido maxilar (FROTA, 2006).

Prado et al. (2006) relataram que devido a semelhanca do reparo 6sseo em
tibia com o reparo mandibular e a simplicidade do modelo experimental no qual se
realizam defeitos 6sseos em tibias de ratos, propuseram um trabalho com o objetivo
de determinar o tamanho de defeito exequivel na tibia para adequada utilizacdo em
estudos de regeneracdo 6ssea. Para isso foram realizados defeitos monocorticais de
2, 3 ou 3,5 mm de diametro nas tibias de 54 ratos adultos. Ap6s o sacrificio, que
ocorreu depois de periodos de observacdo de 15, 30 ou 45 dias, as tibias foram
fixadas, descalcificadas e preparadas. Como nado houve fechamento da area total do
defeito, podendo-se utilizar, com ressalvas, 0 modelo de defeito 6sseo em diafise de
tibias de ratos para pesquisas sobre reparo 0sseo.

De acordo com Kussano et al. (2007) individuos imaturos e adultos possuem
habilidades diferentes na cicatrizacdo 6ssea de defeitos amplos criados em calvaria.
A calvaria de ratos adultos possui vantagens como modelo experimental em testes
de biomateriais para reparo 6sseo. Entretanto, faltam informacfes sobre a influéncia
da idade de ratos neste processo. Realizaram entdo um estudo com objetivo de
avaliar a cicatrizacdo 0ssea em defeitos criados em calvarias de ratos Wistar com
duas faixas etarias distintas. Os ratos foram divididos em 2 grupos: A: 12 semanas
de idade (n = 16); e B: 40 semanas (n = 15). Um defeito de 5 mm de diametro foi
criado em cada calvaria e preenchido com coagulo sanguineo. Cada grupo foi
dividido em dois para eutanasia aos 30 e 90 dias poOs-operatorios. Foi realizada
analise histomorfométrica da area de osso neoformado. Os Grupos A e B néo
apresentaram diferencas significativas em relacdo a quantidade de o0sso
neoformado, tanto aos 30 (22,04% + 5,42 e 19,88% + 4,56, respectivamente) como
aos 90 dias (26,88% + 11,83 e 22,32% = 3,39, respectivamente). Concluiu-se entao
gue ratos Wistar com 12 e 40 semanas de idade ndo diferem entre si quanto a

habilidade de cicatrizacdo 6¢ssea em defeitos em calvarias.
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Costa et al. (2010) realizaram um trabalho com o objetivo desenvolver um
modelo experimental em ratos para o estudo de deformidades craniofaciais e
concluiram que o modelo experimental com defeitos de 5 x 8 mm na regido parietal,
com remocdo do periésteo e manutencdo da integridade da dura-mater séo
considerados criticos, e podem ser utilizado para o estudo dos defeitos Osseos
cranianos nas anomalias craniofaciais permanecendo abertos apds 16 semanas da

cirurgia.



3. OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar as propriedades terapéuticas do nitrato de galio em uso local.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Através de testes in vivo, avaliar a biocompatibilidade e a capacidade

osteoindutora do nitrato de galio combinado com o sulfato de calcio.



4. MATERIAIS E METODOS

Para realizagdo deste experimento, foram utilizados 12 ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus) adultos jovens, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Apds o0 nascimento, 0s animais foram
observados até atingirem peso corporal de aproximadamente 300 gramas (sendo
considerados adultos jovens), o que ocorreu em meédia apés 100 dias de
nascimento. Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos experimentais
distintos, contendo 6 individuos, sendo que cada um destes grupos recebeu a
experimentacédo de um tipo de biomaterial.

Os animais foram mantidos em gaiolas padronizadas, individuais, etiquetadas
e identificadas com o numero do grupo ao qual pertenciam, nome do pesquisador,
do orientador e acondicionadas em ambiente climatizado por ar condicionado e com
minimo de ruidos. Os animais receberam alimentacdo constituida de racao soélida
balanceada e &gua a vontade. A limpeza das gaiolas foi realizada em dias
alternados, com agua corrente, sabao e desinfetante, sendo as mesmas mantidas
em estante ventilada e com iluminacéo de 12 horas ao dia (figura 1).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade

com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram

analisados e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/UFMS) e sob Protocolo n°® 290/2010 (Anexo
1).

188 ¢ -
Figura 1 - Estante ventilada com fotoperiodo de 12 horas ao dia.
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A racdo dos animais foi suspensa quatro horas antes do procedimento
cirdrgico, permanecendo com ingestdo de agua a vontade. Apds a pesagem em
balanca de precisdo, os animais foram inspecionados a fim de verificar o estado da
pele, presenca de secrecdes nos olhos, ouvidos, narinas e caracteristicas das fezes,
para certificar que 0s mesmos encontravam-se saudaveis; caso contrario, seriam
desprezados.

Uma hora antes do procedimento cirurgico, foi realizada profilaxia antibiética
com oxitetraciclina 50 mg /kg. Os animais foram pré-anestesiados com cloridrato de
ketamina 25mg/kg e como medicagdo analgésica foi administrado o butorfanol
0,1ml/kg (ambos intramuscularmente, na face posterior da coxa dos animais). Apés
um periodo de laténcia de 2 a 5 minutos, a anestesia foi complementada pela
associacdo de cloridrato de ketamina 50 mg/kg (0,05ml/100g) com cloridrato de
xilazina 5mg/kg (0,025 ml/100g) por via intraperitoneal, obtendo-se um tempo de

trabalho para cada animal de aproximadamente duas horas ( Figura 2).

Figura 2- Anestesia intraperitoneal com cloridrato de ketamina associada com cloridrato de xilazina.

Estando os animais anestesiados, foi realizada a tricotomia na regiao
craniana e apos a realizagdo de manobras de assepsia e anti-sepsia com PVPI a
2%, realizou-se uma incisdo acompanhando o plano sagital na linha média craniana

com lamina de bisturi Bard-Parker n°15 montada em cabo de bisturi n°3, até o
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pericranio dos animais, posteriormente foi realizado o descolamento periosteal com

destaca peridsteo de Molt n°9 para a exposicao do sitio cirdrgico (figura 3).

Figura 3- A: Mesa cirlrgica. B: Inciséo sagital na linha média craniana e descolamento pericraniano
para exposicao do sitio cirrgico.

Com uma broca de 2,0 mm de diametro, acionada por motor elétrico e sob
irrigacdo abundante com soro fisiolégico 0,9%, foi realizado um defeito ésseo de 2,0
mm de didmetro em cada um dos lados da calvaria craniana. Um destes defeitos foi
considerado o controle sendo preenchido apenas por coagulo sanguineo, enquanto
o outro lado com auxilio de um calcador odontoldgico foi implantado os seguintes
biomateriais de acordo com o grupo experimental: no grupo | com sulfato de célcio
P.A. e grupo Il com sulfato de célcio P.A. associado ao nitrato de galio 3,0% em
peso (Figuras 4 e 5).

O sulfato de calcio P.A. foi misturado ao nitrato de galio numa proporcdo de
240 mg de sulfato de calcio P.A para 120 pl de nitrato de galio com auxilio de um
medidor de cimento odontolégico e de uma micropipeta graduada monocanal
ajustada para um volume de 60 pl (figura 4). A concentracdo final da mistura
continha, portanto, 1,0% de nitrato de galio.
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Figura 4- A: Materiais necessarios para experimentagdo. B: micropipeta monocanal de volume
variavel (estrela) e medidor de cimento odontoldgico (seta).

Figura 5- Defeitos experimentais na calvaria dos animais, com material

experimental (seta branca) e com coagulo sanguineo (seta preta).

preenchido
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Os ratos foram marcados para distinguir onde esta cada corpo de prova e as

incisGes foram suturadas com fio de nylon 5.0 por pontos simples e interrompidos.
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Figura 6- A: Fio de sutura de nylon monofilamentar 5.0 B: Sutura na incisdo sagital com pontos
simples e interrompidos com fio de nylon 5.0.

Depois da implantagéo, os animais foram colocados em gaiolas individuais e
acompanhados até que se recuperassem da anestesia, sendo observados
diariamente para verificacdo do comportamento com a finalidade de -evitar
intercorréncias que pudessem comprometer o experimento. Os animais
permaneceram nesta condicdo até que se completasse o periodo de 30 dias de

observacéo (figura 7).
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Figura 7- A e B: Animais acondicionados em gaiolas individuais e acomodados em estante ventilada
para observacdo pOs-operatoria.
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ApGs o periodo experimental, os animais foram sacrificados na camara de

CO, e as pecas foram removidas em bloco e imediatamente fixadas em formol a
10% (figura 8).

Figura 8- A: Remoc¢do da calvaria dos animais para andlise microscOpica apds 30 dias do
procedimento operatério. B: Pec¢as acondicionadas em formal a 10%.

Cada grupo foi representado por um tipo de material testado com o tempo
experimental de 30 dias composto por 6 individuos. Destes, 5 animais foram
analisados pelo método histolégico sob microscopia Optica, enquanto 1 foi
submetido a analise ao microscopio eletrénico de varredura.

Duas semanas apds a remocao das pecas, os tecidos foram totalmente
fixados e preparados para iniciar a fase laboratorial. As pegas obtidas foram lavadas
para retirar o excesso de formol e imersas em solucdo descalcificante de EDTA-
formol (5,5% de EDTA e 4% de formol, em solu¢cdo aquosa) para remocao da parte
mineral das pecas 0sseas, sendo essa solucdo foi trocada semanalmente durante
30 dias. Apos a desmineralizagdo, as pecas foram lavadas novamente para remogao
do excesso de EDTA e submetidas a desidratacdo em concentracdes crescentes de
alcool (80%, 90%, 95%, e 100%, consecutivamente) e posteriormente diafanizadas
em xilol.

Através de um microtomo, as pecgas sofreram cortes axiais com 3 uym de
espessura, as fitas obtidas nesse corte foram transferidas para um banho-maria,
com auxilio de uma pinca, para serem distendidas e colocadas em laminas de vidro.

As pecas foram cortadas e preparadas antes da inclusdo em parafina para

gue no momento da microtomia, ambos os defeitos, controle e o tratado, fossem
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cortados na mesma altura. Os cortes obtidos foram colocados em uma estufa a 60°
para a desparafinacéo por aproximadamente 12 horas e coradas com hematoxilina e
eosina.

Os mesmos grupos analisados em microscopia 6ptica foram processados
para andlise qualitativa sob microscopia eletrénica de varredura a fim de determinar
a relacdo do osso com o material, avaliando-se também a presenca e/ou reabsorcao
do sulfato de calcio apds os 30 dias da experimentacao.

Para tanto, duas calotas cranianas foram reduzidas em tamanho com uma
broca cirtrgica carbide 701 montada em peca de mao sob abundante irrigacdo com
soro fisiologico 0,9% e desidratadas em bateria ascendente de alcool etilico até a
concentracdo de 100%, sendo levadas a ponto critico por meio de camara de gas
carbonico.

Depois de desidratadas, as amostras foram posicionadas em suportes
metélicos e fixadas com fita dupla-face de carbono, e uma fina camada de tinta a
base de prata foi aplicada para auxiliar na condutividade. As amostras foram

metalizadas (Figura 9 e 10), sendo entdo encaminhadas para analise no microscopio

eletrénico de varredura (Jeol JSM-6380LV, Toquio, Japéo, Figura 11).

Figura 9 — A e B: Metalizacdo dos espécimes para analise ao microscépio eletrénico de varredura.
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Figura 11 - Analise no microscépio eletrdnico de varredura (Jeol JSM-6380LV, Téquio, Japdo da
UFMS).



5.  RESULTADOS

Tanto para analise qualitativa quanto quantitativa foram utilizadas seccdes
histologicas com 3 um de espessura, coradas com hematoxilina e eosina. As pecas
foram cortadas e preparadas antes da inclusdo em parafina para que no momento
da microtomia, ambos os defeitos, controle e o tratado, fossem cortados na mesma

altura.

Analise Histoldgica Quantitativa

Na analise histomorfométrica as imagens foram capturadas por uma camera
digital cAmera digital Motic 2.0 acoplada a um microscopio de luz Olympus B45 em
um aumento de 50 vezes. Utilizando-se o sistema de andlise de imagem Motic
Image Plus 2.0, foi calculada a area de tecido 6sseo neoformado nos defeitos
controle e tratado dos animais de ambos 0s grupos experimentais. De acordo com o
tempo de experimentagdo de 30 dias, foi possivel observar a diferenca entre o tecido
0sseo original da calvaria e tecido 6sseo neoformado com base em caracteristicas
histoldgicas (figura 12).

O tecido neoformado, na grande maioria dos defeitos, era constituido de
tecido 6sseo imaturo, com auséncia de formacao de lamelas e disposicdo aleatoria
das lacunas contendo ostedcitos jovens, ao passo que o tecido 6sseo original era de
0sso maduro com presenca de lamelas, as lacunas contendo os ostedcitos estavam
organizadas entre as lamelas e eram mais dilatadas do que aquelas do o0sso
neoformado (figura 13).



48

S —
S =
S

Figura 12- Lamina histologica do grupo Il em aumento de 100x. Linha em negrito demarcando a

divisdo entre osso antigo (O) e osso neoformado (ON).

Figura 13- Lamina histologica do defeito tratado do grupo Il com aumento de 400x, onde se pode
notar as diferencas entre o osso maduro (O) e o osso neoformado (ON), onde a demarcacdo esta
sinalizada (seta).
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Além disso, foi observada maior celularidade no osso neoformado do que no
0sso original, compativel com o maior metabolismo do primeiro em relacdo ao
segundo. Linhas basofilicas cimentantes, que demarcavam a separacao entre 0SSO
neoformado e osso original também foram consideradas para identificacdo das

areas a serem demarcadas (figura 14).

Figura 14- Lamina histolégica do defeito controle do grupo | com aumento de 400x, onde pode-se
notar a presenca das linhas basofilicas cimentantes (setas).

Para efeitos de padronizacdo da andlise histomorfométrica, sé foram
consideradas as areas de neoformacgédo 6ssea que estavam incluidas nas margens
dos defeitos e que ndo ultrapassavam a espessura original da calvaria. Isso porque
o estimulo inflamatdério, induzido pelas manobras cirargicas e provavelmente pelos
materiais, atinge limites além daqueles da margem cirlrgica, e induz neoformacéao
O0ssea em outras areas. Dessa maneira, seria dificil, sendo impossivel, distinguir as
areas de neoformacgéo 0ssea originadas em funcdo dos experimentos daquelas que
surgiram em funcao do processo fisiolégico de remodelacao 6ssea (figura 15).
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Figura 15 — Lamina histolégica do grupo | com aumento de 25x, observe toda a espessura da
calvéria, local que foi incluido para analise histomorfométrica (setas).

A andlise estatistica (two-way ANOVA) revelou ndo haver diferencas
significativas entre as areas de neoformacdo Ossea dos lados controle e
experimental (p=0,522), bem como entre os tipos de material utilizados no
preenchimento do defeito 6sseo (p=0,462). A Figura 16 apresenta estes resultados

sob forma grafica.
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Figura 16- Area média de neoformacéo Ossea dos lados controle e experimental com e sem a
utilizacé@o de nitrato de galio.
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A analise de poder do teste estatistico utilizado revelou uma probabilidade de
deteccéo de diferencgas entre os grupos de apenas 12,5%, sendo que para se obter

um valor de poder de 80%, seriam necessarios grupos compostos por 40 animais.

Anélise histologica qualitativa

Na maioria dos defeitos, tanto tratados quanto controles, de ambos 0s grupos

experimentais, 0 0sso neoformado ficou restrito as margens cirdrgicas (figura 17).

- B - -
By AR ™.

Figur 17 - Lamina Histol?fgica do defeito controle do grupo | em aumento de 100x mostrando 0sso
neoformado restrito as margens cirlrgicas, separacao entre 0sso antigo e 0Sso novo (seta).

Em alguns defeitos foi possivel observar trabéculas de 0sso novas soltas em
meio ao tecido mole de reparacdo que preenchia os defeitos. As areas de 0sso
neoformado eram representadas por por¢cdes de matriz 6ssea imatura circundadas
por osteoblastos e células de revestimento Osseo. Osteoclastos ndo foram
observados de maneira frequente nos cortes histolégicos. Somente em um

espécime de cada grupo houve grande quantidade de neoformacdo Ossea em



52

grande parte dos defeitos cirargicos, com formacado de osso lamelar e haversiano no

defeito tratado do grupo dois (figura 18).

-
Figura 18- Lamina histolégica do defeito experimental do grupo | em aumento de 400x mostrando
tecido de reparacao (TR), osteoclastos (asterisco), linha basofilica cimentante (seta), osso antigo (O)
e 0sso neoformado (ON).

O tecido mole de reparacdo que preenchia a grande maioria dos defeitos,
tratados e controles, originava-se tanto do tecido conjuntivo do peridsteo gquanto
daquele constituinte da dura-méater. A constituicdo e organizacao deste tecido era a
de um tecido de granulacdo, mostrando grande quantidade de células de nucleo
claro e oval compativeis com fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas;
vasos neoformados, muitos deles congestos; finos feixes colagenosos dispostos

frouxamente e discreto infiltrado inflamatério crénico (figura 19).
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Figura 19- Lamina histoldgica do defeito tratado do grupo | em aumento de 100x mostrando periésteo
(P), tecido de reparacao (TR), osso antigo (O), osso neoformado (ON), dura-mater (DM).

Nos dois espécimes onde houve uma quantidade maior de neoformacao
0ssea, 0 tecido de granulacdo era mais maduro, com quantidade reduzida de vasos
sanguineos e maior quantidade de fibras colagenas, que inclusive tinha uma
orientacdo mais definida. Em dois espécimes do grupo um e trés do grupo dois
foram observadas areas de hemorragia intersticial nos defeitos cirdrgicos, as vezes
relacionadas extravasamento de fibrina (figura 20).
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loja cirargica.

Anélise ao microscopio eletrénico de varredura

As Figuras 20 a 31 ilustram os achados encontrados ao exame qualitativo
realizado através de microscopia eletronica de varredura para os dois grupos
testados.
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Figura 21- Grpo | observe que enquanto do defeito experimental foi totalmente fechado, o defeito do
lado controle apresentava-se aberto (setas). Aumento original de 15x.

OF I -UFMs

Figura 22- Defeito controle do grupo |, observa-se que o defeito de 2 mm, ndo apresentava-se
cicatrizado. Aumento original de 37x.
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Figura 23- Defeito controle do grupo I. Observa-se a interface entre 0sso antigo e osso neoformado (seta) e a
presenca de fibras colagenas (estrela). Aumento original de 150x.
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Figura 24- Defeito controle do Grupo I.Observa-se grande quantidade de fibras colagenas participando do
processo de reparo 0sseo no interior da loja cirtrgica(seta). Aumento original de 1300x.
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Figura 25- Defeito experimental do grupo I. Observe que o defeito ja havia sido totalmente fechado
apos 30 dias. Aumento original de 37x.
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Figura 26- Defeito experimental do grupo |, defeito fechado apds 30 dias. Auento riginal de 1300x.
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Figura 27- Defeito experimental do grupo |, notar a presenca de granulos de sulfato de calcio ainda
nao reabsorvidos (seta), e grande presenca de fibras colagenas (estrela). Aumento original de 5000x.
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Figura 28- Defeito controle do grupo |l apresentndo guase totalmente fechado apés 30 dias do
procedimento cirdrgico. Aumento original de 37x.
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Figura 29- Defeito controle do grupo Il, com prsenga de fibras coléenas e células (seta). Aumento
original de 1000x.
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Figura 30- Defeito experimental do grupo Il, defeito havia sido parcialmente fechado apds 30 dias do
procedimento operatério. Aumento original de 37x.
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Figura 31- Defeito experimental do grupoll, regido onde foi constatada a presenca de neoformacédo
6ssea. Aumento original de 1000x.



6. DISCUSSAO

Atualmente inimeras pesquisas em todo o mundo estdo evoluindo e
investigando o0s componentes celulares que influenciam diretamente na
osseointegracdo e na regeneracado 0ssea (CARVALHO, 2009). Muitos materiais
organicos e sintéticos ja foram testados para a substituicdo 0ssea, com variado grau
de sucesso (ZABEU & MERCADANTE,2008), polimero de mamona (LEONEL et al.,
2004; ALMEIDA et al., 2010), calcitonina (SASSIOTO et al., 2004), vidro bioativo
(CARLO et al., 2007), hidroxiapatita com nitrato de galio (MALZAC, 2008), entre
outros.

As propriedades desejadas desses biomateriais sdo a osteoconducdo, a
osteoinducao e osteogénese (CHIAPASCO & ROMEU, 2008). Somente o enxerto
0sseo autdgeno possui tais propriedades, porém a sua principal desvantagem é a
necessidade de coleta das areas doadoras, com aumento de morbidade pés-
operatoria, ampliacdo do tempo operatorio e de recuperacdo, sendo por essa razao
que as pesquisas clinicas e experimentais tém sido dirigidas para o uso de
biomateriais que o substituam (MASTROCINQUE et al.,, 2006; CHIAPASCO &
ROMEU, 2008; CARVALHO, 2009).

O presente estudo avaliou os potenciais osteoindutor e osteocondutor do
sulfato de calcio e do nitrato de galio in vivo.

De acordo com os padrdes aceitos para materiais biocompativeis relatados
por Chiapasco & Romeu (2008), deve haver discreta ou nenhuma reacao tecidual
durante o experimento. Segundo Strocchi et al. (2002) entre os substitutos 6sseos, 0
sulfato de calcio € um biomaterial bem tolerado, biodegradavel e osteocondutor.
Lopez & Alarcén (2011) relataram que o sulfato de calcio tem se distinguido de
outros biomateriais por ser um dos materiais aloplasticos mais simples e com uma
histéria de mais de cem anos como material sintético, tendo entre suas principais
caracteristicas a capacidade de osteoconducdo, total absor¢do e ndo causar
inflamagéo ou reagdes antigénicas. Os resultados encontrados no presente estudo
corroboram o relato destes autores, com auséncia de reacdo de corpo estranho em
todos os grupos testados, tanto do ponto de vista clinico como histolégico. No
entanto, Lopez & Alarcén (2001) relatam também que diferencas na morfologia e na

estrutura dos cristais, porosidade, propriedades mecénicas e de constituicdo quimica
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de sulfato de célcio podem alterar significativamente as suas propriedades
biolégicas.

De acordo com Frota (2006), resultados de reacdo a corpo estranho podem
ser evidenciados histologicamente devido a permeabilidade do tecido conjuntivo
entre os granulos do material implantado, o que confere um aspecto reticular, menos
evidente aos 30 dias, sem que isto tenha promovido algum tipo de reacéo tecidual.
O tecido neoformado apos 30 dias, na grande maioria dos defeitos 0sseos
experimentais produzidos neste estudo, era constituido de tecido 6sseo imaturo,
com auséncia de formacgéo de lamelas e disposi¢do aleatéria das lacunas contendo
ostedcitos jovens, sem presenca de infiltrado inflamatério extenso ou reacdes de
corpo estranho que pudessem interferir no reparo tecidual.

O osso parietal € formado por uma placa que apresenta corticais externa e
interna compactas, relativamente espessas, com faixa intermediaria estreita de 0osso
medular e ossificacdo intramembranosa (FROTA, 2006). No presente estudo
utilizou-se a calota craniana de ratos adultos da linhagem Wistar, visando um
modelo experimental pareado, sem efeitos indesejaveis entre 0S grupos
experimentais e o controle. O 0sso e a area operada sdo de facil manuseio e
acesso, agregando os beneficios de possuirem osso com reparo semelhante aos
maxilares.

De acordo com Strocchi et al. (2002), os sitios cirdrgicos tratados com sulfato
de calcio apresentam maior formacdo de vasos sanguineos quando comparado a
outros tratamentos experimentais, o que pode ajudar a esclarecer os bons
resultados encontrados neste experimento e corroborados pela literatura.

Do ponto de vista clinico, Trevisan-Junior et al. (2006) relataram que a
combinacdo de membrana ndo reabsorvivel recobrindo sulfato de calcio associado
ao enxerto 6sseo é uma alternativa altamente efetiva e viavel para correcdo de
defeitos O0sseos periodontais. Dasmah, et al. (2012) realizaram um estudo onde
demonstraram que apos a elevacdo do seio maxilar com sulfato de calcio, ocorreu
uma neoformacédo Ossea satisfatoria para reabilitacdo com implantes dentarios e
apos a instalacdo de 40 implantes, houve um indice de sucesso clinico em 97,5%
dos casos ap6s um ano de controle pos-operatério. Ja Pettinicchio et al. (2012)
realizaram um estudo com o objetivo de avaliar histologica e ultra-estruturalmente o
osso formado no seio maxilar humano em procedimentos de elevacao de assoalho

com sulfato de calcio, concluindo a elevada biocompatibilidade e taxa de reabsorcao
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rapida do sulfato de calcio. Nesse estudo também foi confirmada a répida
reabsorcdo do sulfato de célcio analisada ao MEV apds trinta dias da realizacdo do
experimento. Toloue et al. (2011) realizaram um estudo demonstrando que o sulfato
de célcio é tao eficiente quanto o osso bovino liofilizado na manutencdo do alvéolo
dentario apds exodontias em regifes ndo-molares, confirmando que clinicamente o
sulfato de célcio pode ser usado em humanos com resultados clinicos satisfatérios.
Corroborando com os estudos mencionados, no grupo | do presente estudo, notou-
se uma tendéncia a maior neoformacao 6ssea no lado tratado com sulfato de calcio
em comparacao ao lado controle (com coagulo sanguineo), porém a diferenca néo
se mostrou estatisticamente significante devido ao numero reduzido de animais
utilizados neste estudo (5 por grupo), que determinou um poder de apenas 12,5% da
analise estatistica.

Furlaneto et al. (2007) realizaram um estudo com o objetivo de analisar
histologicamente a influéncia sobre a cicatrizacdo 6ssea do vidro bioativo com ou
sem barreira de sulfato de célcio em defeitos de tamanho critico criados
cirurgicamente na calvaria de 48 ratos. Concluiram que nenhum defeito foi
regenerado completamente com 0sso, sendo que foram observadas particulas de
vidro bioativo em ambos os periodos da analise, ndo havendo diferenca significativa
na quantidade de formacao 6ssea observada entre os diferentes grupos. Igualmente
0 que ocorreu no trabalho de Furlaneto et al. (2007), no presente estudo também
nao houve regeneracdo completa em nenhuma lamina histolégica analisada ao
microscépio optico apés 30 dias do procedimento cirdrgico e também ndo houve
diferenca estatisticamente significante na quantidade de o0sso neoformado
comparando os diferentes grupos experimentais .

Apos 30 dias do procedimento cirdrgico, o sulfato de calcio apresentou uma
reabsorgcdo quase completa, observando-se apenas alguns cristais desse material
na andlise ao MEV. A literatura traz relatos semelhantes, confirmando a natureza
biodegradavel deste material e sua substituicdo por osso (ALEXANDER et al., 2001,
STROCCHI et al., 2002; ZABEU & MERCADANTE, 2008; LOPEZ & ALARCON,
2011; DASMAH et al., 2012; PETTINICCHIO et al.,, 2012). Esta caracteristica,
teoricamente, poderia ser utilizada em favor de uma liberagéo lenta e controlada de
um agente anti-reabsortivo e osteindutor que favorecesse o reparo da loja cirdrgica,

no presente experimento, utilizamos como este agente o nitrato de galio.
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O gélio foi utiizado na medicina como agente anti-neopldsico sendo
descoberto acidentalmente. Sua administracdo diminuia a reabsor¢cdo O0ssea em
casos de hipercalcemias decorrentes de cancer e doenca de Paget. Segundo as
teorias mais aceitas, isto se da devido a sua acdo da inibicdo osteoclastica e
estimulacdo de osteoblastos, favorecendo a neoformacdo dssea. Em 1999,
Bernstein relatou que o galio concentra-se principalmente em lugares onde exista a
presenca de inflamacéo e/ou infecgcdo com alta atividade osteoblastica. Esse efeito
anti-reabsortivo e osteindutor do galio associado as propriedades osteocondutoras
do sulfato de célcio seriam interessantes para a cicatrizacdo O0ssea de feridas
cirdrgicas e patologicas, pois tratam-se de locais com alta atividade osteoblastica, o
gue poderia favorecer o efeito osteoindutor do galio.

O mecanismo pelo qual o galio corrige a hipercalcemia ainda nao esta
totalmente compreendido. Para investigar tal mecanismo, Rokita et al. (2001)
realizaram em estudo usando fluorescéncia de raios-x e relataram que o gélio esta
depositado em componentes organico e inorganico da célula. O acumulo do
elemento na matriz organica indicou que o mecanismo de acdo do galio é
provavelmente mais complexo do que sugerido pela mera incorporacdo do ion
dentro da rede cristalina. Outros estudos demonstraram inimeros efeitos do galio,
como a inibicdo dos osteoclastos, estimulacdo da neoformacdo déssea e alteracédo
das propriedades e composicao mineral do 0sso e, além disso, o nitrato de galio ndo
€ uma substancia citotoxica para as ceélulas 6sseas (MALZAC, 2008). No presente
estudo, o nitrato de galio apresentou-se histologicamente biocompativel sem induzir
reacdo inflamatoria extensa que comprometesse o0 processo de cicatrizacao.

Dentre os compostos moleculares com galio tem se destacado a sua forma
em nitrato, sendo que para alguns autores, o tratamento com nitrato de galio,
mesmo em curto prazo, causa aumento nos teores de célcio e fésforo nos 0ssos,
gerando uma resposta 0ssea favorecendo a sua densidade, dificultando assim sua
reabsor¢éo (MELNIKOV et al., 2008) acumulando-se principalmente em regiées com
alta atividade osteoblastica (JENIS et al., 1993). Optamos pelo nitrato de galio a 1%
em peso como agente osteoindutor e anti-reabsortivo pelos 6timos resultados desse
biomaterial relatados na literatura.

O uso do nitrato de gélio também vem sendo estudado quanto a diminuigdo
da reabsorgdo dentinaria. De acordo com Liewehr et al. (1995) o tratamento com

bisfosfonatos ou nitrato de galio pode ser util para evitar ou pelo menos adiar a
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reabsorcdo por substituicio em dentes avulsionados. Porém Mori et al. (2007)
relataram que o nitrato de gélio diminui a reabsorgéo dentinaria mas ndo impede sua
ocorréncia, fato este semelhante ao que ocorre com a pasta de hidroxido de calcio.
Essa propriedade anti-reabsortiva seria extremamente interessante para o reparo
0sseo em regifes déntulas, como cistos periapicais, bolsas periodontais extensas e
em reabilitagcdes orais com implantes dentarios. Contudo, Mori et al. (2006) relataram
apos um estudo com 20 incisivos de ratos que tiveram os dentes reimplantados
tardiamente, que houve a formacéo de bolsa periodontal em todos os espécimes aos
60 dias, indicando a auséncia de reparo, desaconselhando entdo, o uso do nitrato de
galio para o tratamento de superficie de dentes reimplantados tardiamente, fato
semelhante ocorre com todos os biomateriais disponiveis ho mercado atualmente.
Malzac (2008) realizou um estudo onde foi incorporado o nitrato de galio em
cristais de hidroxiapatita com o intuito de avaliar sua utilidade in vivo nas areas de
ortopedia e traumatologia e concluiram que a hidroxiapatita dopada pelo géalio ndo
apresenta citotoxidade e relatou sua possivel utilizacdo para melhorar a
osteossintese e retencdo de célcio in loco. O presente trabalho avaliou o géalio do
ponto de vista experimental como auxiliar no reparo 0sseo, e 0s resultados
demonstraram que o lado controle do grupo Il (sulfato de célcio associado ao nitrato
de galio), apresentou uma area de neoformacéo 6ssea maior quando comparado ao
lado controle do grupo | (sulfato de calcio), porém essa diferenca nao foi
estatisticamente significante devido ao niumero de animais utilizados na pesquisa.
Essa diferenca na neoformacao 6ssea poderia ser explicada por um efeito sistémico
de osteoinducdo em areas de alta atividade osteoblastica, mediada pela atividade do
nitrato de galio, contudo estudos adicionais devem ser realizados para melhor

demonstrar e/ou confirmar essa observacao.



7. CONCLUSOES

Dentro dos propaésitos desse trabalho podemos concluir que:

O sulfato de célcio foi quase totalmente reabsorvido apds o periodo de 30 dias
em ambos 0s grupos experimentais, sendo considerado um bom veiculo para a
implantac&o in loco do nitrato de galio;

Histologicamente pode ser constatado que ambos os biomateriais mostraram-
se biocompativeis, sem induzir reacdo inflamatéria extensa que
comprometesse 0 processo de cicatrizagéo;

O nitrato de galio apresentou indicios de acao sistémica mesmo em uso local,
contudo mais estudos devem ser realizados para melhor demonstrar o poder
anti-reabsortivo e osteoindutor do nitrato de géalio associado a biomateriais para

preenchimento 6sseo.
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