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RESUMO

STEILEIN, AP. Analise Histoldgica de biomateriais para enxerto 60sseo em
Odontologia. Campo Grande; 2013. [Dissertacdo — Programa de Pdés-Graduacéo
em Odontologia da Faculdade de Odontologia Prof. Albino Coimbra Filho da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]

A doenca periodontal € uma inflamacgé&o dos tecidos de suporte dos dentes que leva
a perda do ligamento periodontal e osso alveolar. Os objetivos da terapia periodontal
sao reducao de bolsa, regeneracdo do aparato de insercdo funcional e restauracao
do osso alveolar perdido. Pesquisas clinicas sugerem que uma das técnicas mais
previsiveis para a obtencdo de sucesso no tratamento, € a combinagdo da
Regeneracao Tecidual Guiada (RTG) a biomateriais para enxerto. H4 um aumento
nos ultimos anos do interesse no desenvolvimento de um biomaterial capaz de
promover regeneracado 0ssea, Visto que apesar do 0sso autdgeno ser um material
com capacidade osteoindutora e osteogénica, apresenta inconvenientes que
estimulam a busca por um material ideal. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar
histologicamente trés diferentes biomaterias, dois enxertos xendgenos - Bio-Oss®, o
Gen-Ox® e o biopolimero quitosana, utilizando-se a membrana de quitosana da
HemCon®. Pode-se concluir que devido a variabilidade da natureza fisica e quimica
entre 0s enxertos para substituicdo 0ssea, a meta de reproduzir ou reconstruir as
estruturas periodontais perdidas, o aumento de espessura e altura 0ssea para a
colocacao de implantes tém sido conseguida com taxas variaveis de sucesso. Ainda
que uma infinidade de estudos procure estabelecer padronizacdo no emprego
desses biomateriais para enxertos 0sseos na periodontia, implantodontia e cirurgia
buco-maxilo-facial, assim como suas vantagens e desvantagens quando usados
sozinhos ou em associagdes, ha ainda muitas divergéncias em relagdo ao sucesso a
longo prazo se comparados ao 0sso autdégeno.

Palavras-chaves: Materiais Biocompativeis; Quitosana; Regeneracdo Ossea.



ABSTRACT

STEILEIN, AP. Histological evaluation of bone graft biomaterials in Odontology.
Campo Grande; 2013. [Dissertacdo — Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia
da Faculdade de Odontologia Prof. Albino Coimbra Filho da Universidade Federal de
Mato Groso do Sul]

Periodontal disease is an inflammation of the supportive tissues of the teeth that
results in damage to the soft tissue and bone that support the teeth. The goal of
periodontal therapy is pocket reduction, regeneration of the attachment apparatus
and functional restoration of lost alveolar bone. Clinical trials suggest that a more
predictable techniques for obtaining successful treatment is the combination of
guided tissue regeneration (GTR) and biomaterials for grafting. There is an increased
interest in the development of biomaterials capable of promoting bone regeneration.
Therefore, despite a consensus about the autogenous bone be an osteogenic and
osteoinductive potential, other biomaterials have been studied. The aim of this
experiment was to investigate three different biomaterials, two xenograft material
(Bio-Oss ® Wolhusen Geistlich Pharma, Switzerland) and Gen-Ox ® (Baumer - Sao
Paulo-Brazil) and biopolymer chitosan membrane (HemCon ® — USA). It can be
concluded that due to the variability of the physical and chemical nature from the
bone grafts to, the target reproduce or reconstruct the lost periodontal structures, the
increased thickness and height for bone implants have been achieved with varying
rates of success. Although recents studies seek to establish standardization in the
use of these biomaterials in periodontics, implant dentistry and maxillofacial surgery,
as well as advantages and disadvantages when used alone or in associations, there
are still many differences in relation to successful long term compared to autogenous
bone.

Key-words: Biocompatible Materials; Chitosan; Bone Regeneration.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal é definida como uma inflamacao dos tecidos de suporte
dos dentes, causada por micro-organismos ou grupos de micro-organismos
especificos, resultando em uma destruicdo progressiva do ligamento periodontal e
0sso alveolar. Os maiores objetivos da terapia periodontal inclui reducéo de bolsa,
regeneracdo do aparato de insercdo funcional e restauracdo do o0sso alveolar
perdido. Ao longo dos anos, varios materiais e técnicas foram desenvolvidos para
cumprir esse objetivo, obtendo-se variavel grau de sucesso (CARRANZA et al.,
2007).

Através do conceito da “compartimentalizacdo” dos tecidos periodontais,
estabeleceu-se o principio da Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG), cujo maior
objetivo seria a exclusdo do tecido conjuntivo da ferida e a prevencdo do
crescimento epitelial. Esse procedimento favorece o crescimento de células com
potencial regenerativo (ligamento periodontal, células 6sseas e cementoblastos)
para dentro da ferida (MELCHER, 1976).

Entretanto, um ponto critico na RTG é a manutencdo de um espaco
preservado abaixo da barreira por um periodo de tempo suficiente para que se tenha
a cicatrizacdo e a regeneracao possa ocorrer, ou seja, um tempo adequado para
gue se tenha formacdo de cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. Portanto
para compensar esse risco e promover formacdo Ossea, varios materiais para
enxerto 0sseo tém sido utilizados como adjuntos & RTG (CORTELLINI; BOWERS,
1995).

De acordo com Willians (1987), o biomaterial para enxerto pode ser definido
como uma substdncia ou a combinacdo de duas ou mais substancias
farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural, que séo utilizadas para

melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou integralmente tecidos e 6rgaos.

Para Schallhorn (1970) o substituto 6sseo ideal deve apresentar potencial de
osteogénese, cementogénese e formacdo de um ligamento periodontal funcional.
Osteogénese é a formacdo de osso mineralizado através do transplante de
osteoblastos e s6 é conseguido com o enxerto autégeno (elementos celulares e

células progenitoras devem estar presentes para que isso ocorra). Os outros tipos
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de substitutos 6sseos ndo possuem qualquer elemento celular. O melhor que estes
materiais podem oferecer é a osteoindugcdo, que é um processo dinamico de
formacdo 6ssea induzido por proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs), ativadas

guando removidos minerais do 0sso.

Muitos substitutos 6sseos apresentam potencial de osteoconducdo, a qual
ocorre quando 0 0SSO cresce por aposicao a partir de um 0Sso ou sobre outro 0sso
existente. (GARBIN; GARBIN, 1994).

Uma grande variedade de materiais esta disponivel para promocdo da
regeneracao 0ssea e do aparato de insercéo periodontal. Esses materiais podem ser
classificados, de acordo com sua origem em: autdégenos (obtidos do mesmo
individuo), alégenos/homogenos (individuos da mesma espécie), xendgenos/
heterdgenos (espécies diferentes das do receptor) e aloplasticos (sintéticos)
(CARRANZA et al., 2007).

O osso autdgeno foi o primeiro substituto a ter aplicacdo periodontal. Nos
anos 70, foram introduzidos os enxertos alégenos congelados e secos (FDBA) ja
0sso alégeno desmineralizado congelado e seco (DFDBA) teve maior aplicacdo nos
anos 80. Também nos anos 80 houve a introdu¢do dos enxertos xendgenos e
aloplasticos (BOWERS et al., 1989).

Segundo Buser et al., em 1993, o enxerto xendégeno €é um tecido
transplantado de uma espécie diferente da do receptor. Como exemplo pode-se
citar dois materiais diferentes: o 0sso bovino e o coral natural (carbonato de calcio).
Ambas as fontes passam por técnicas de processamento e resultam em produtos

biocompativeis e estruturalmente similares ao 0sso humano.

O o0sso bovino inorganico € um material tratado quimicamente para remover
seus componentes organicos, mantendo sua estrutura microporosa natural e que

permite sua reabsorcdo mediada por células.

Na implantodontia a necessidade de reabilitacbes em pacientes parcial ou
totalmente desdentados, apresentando ossos maxilares deficientes, aumentou a
busca por materiais para a reconstru¢cdo O0ssea. Tais procedimentos podem ser
realizados antes ou durante a terapia com implantes e principalmente nos casos
onde ha uma preocupacdo maior com a estética. Esse resultado pode ser

conseguido através da regeneragdo O0ssea guiada (combinacdo da técnica de RTG
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com um material de preenchimento) em sitios pés-extracdo, com a utilizacdo de
enxertos 0sseos particulados ou em bloco para o aumento de deficiéncias dos
rebordos tanto verticais quanto horizontais (CARRANZA et al., 2007).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enxertos xendgenos

Segundo Garbin e Garbin (1994), os mais utilizados sao principalmente os de
origem bovina. Para Cohen et al., 1994, os enxertos xendgenos sdo amplamente
utilizados na periodontia e que apresentam como grandes vantagens sua provisao
ilimitada e seguranca provada O 0sso bovino desmineralizado além de apresentar
boa propriedade osteocondutora e integragdo com o tecido 6sseo sofre reabsor¢cédo
lentamente através da atividade osteoclastica. Entre suas vantagens cita-se: (1)
facilidade de colocacao no local, (2) facilidade de adaptacdo do material no defeito,
(3) habilidade do material em apresentar adesdo quando colocada no defeito,
mesmo com hemorragia significante, promovendo estabilidade do enxerto, (4)
habilidade de manutencéo do espaco (BERGLUNDH; LINDHE,1997).

O o0sso bovino inorganico € um material tratado quimicamente para remover
seus componentes organicos, mantendo sua estrutura microporosa natural e que
permite sua reabsorcdo mediada por células. A ampla utilizacdo desse biomaterial
na periodontia ocorre devido a sua provisao ilimitada e seguranga provada (COHEN
et al., 1994).

Para Stevenson et al., em 1997, o interesse do uso de enxertos 6sseos tem
aumentado na medicina no tratamento de reconstru¢des apds resseccdes tumorais
e apos perdas Osseas por trauma. De acordo com Nasr et al. (1999) sdo materiais
osteocondutores prontamente disponiveis e livres do risco de transmissdo de

doencas

A cicatrizacdo promovida através da utilizacdo do Bio-Oss®, impregnado ou
nao com gentamicina, como adjunto para a regeneracao tecidual guiada quando
comparado a RTG sozinha foi avaliada em defeitos intra-6sseos de uma ou duas
paredes. Sessenta pacientes com no minimo um defeito ésseo interproximal com
profundidade de sondagem de bolsa (PPD) maior que 7mm e evidéncias
radiograficas do componente intraésseo (IC) maior que 4mm foram tratadas ao
acaso com membrana reabsorvivel (RTG), com membrana reabsorvivel combinada
com Bio-Oss® impregnado com solugdo salina, membrana reabsorvivel em

combinagdo com o Bio-Oss® impregnado com gentamicina ou apenas cirurgia a
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retalho. Todas as modalidades de tratamento resultaram em significativos ganhos
estatisticos de nova insercdo. Defeitos tratados com apenas RTG apresentaram
ganho de nova insercdo (PAL) de 2,9mm, profundidade de sondagem (PPD) de
4.9mm, ganho de nivel 6sseo radiografico (RBL) 3,1mm e defeito intradsseo residual
(IC) de 2,7mm; na RTG combinada com o Bio-Oss® foi observado: ganho de PAL
2,5mm; PPD12: 49mm; RBL ganho de 2,8mm; IC 12,3mm). Com Bio-Oss®
impregnado com gentamicina 2% foi observado: PAL ganho: 3,8mm; PPD 12:
4,2mm; RBL ganho de: 4,7mm; IC12: 2,1mm. Os defeitos tratados apenas com
retalho foram os que demonstraram resposta clinica inferior (ganho de PAL: 1,5mm;
PPD12: 5,1mm; ganho de RBL: 1,2mm; IC12: 4,2mm. Concluiu-se que os resultados
falharam em demonstrar um efeito adicional do Bio-Oss® em combinacdo com a
RTG na cicatrizacdo de defeitos interproximais profundos de 1 ou 2 paredes ou a
combinacdo de defeitos intradsseos de 1 e 2 paredes quando comparados a RTG
sozinha. A aplicagdo local de gentamicina por outro lado demonstrou melhora nos
resultados, mas ndo em extensdes estatisticamente significantes (STAVROPOULOS
et al., 2003).

Outro estudo observou que em um ano apos o procedimento cirdrgico, tanto o
tratamento usando osso bovino e membrana quanto o retalho e debridamento
apresentaram significativa reducédo de sondagem e ganho de insercéo. O tratamento
com o Bio-Oss® e membrana de coldgeno apresentou um aumento de insercao
significativamente maior. O ganho de insercdo para o grupo teste e controle foi de
4,0mm e 2,1mm respectivamente (SCULEAN et al., 2003).

De acordo com Tadic e Epple (2004) a desproteinizacdo do 0sso bovino Gen
Ox ® (Baumer, Sao Paulo, Brasil) € obtida através de temperaturas entre 950 e
1000°C o que gera alta cristalidade ao biomaterial promovendo um aumento do

tempo de reabsorcéo.

Dois enxertos xendgenos (Gen Ox ® e Bio Oss®) tiveram suas caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas. A analise morfologica foi realizada através de microscopia
eletrdnica, a presenca de residuos da fase orgénica e de diferentes formas de
fosfato foi realizada através de termogravimetria e espectroscopio infravermelho
respectivamente. Para a avaliacdo das diferentes fases de cristalinizacdo foi
utilizado o difractdbmetro de Rx e a cristalinidade foi determinada através do teste de

degradacdo em HCI. Na andlise microscopica ficou demonstrado que o Bio Oss ®
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apresentou tamanho de particulas regulares, jA 0 Gen Ox® apresentou coalescéncia
de particulas de hidroxiapatita devido as altas temperaturas a que o material é
submetido no seu processamento (entre 1000°C). Na analise espectral
infravermelho ficou demonstrado que o Gen Ox® apresenta maior cristalinidade e
gue o Bio Oss® apresenta componentes da fase organica e cristais de dimensdes
nanomeétricas na sua constituicdo. Ao se realizar a analise termogavimétrica o Bio
Oss® apresentou massa residual de 94,3% apos o aquecimento a 950°C e o Gen
Ox® de 99,4%, sugerindo que o Bio Oss® apresenta maior quantidade de massa
organica residual, em torno de 3%. O teste de difracdo de RX e degradagéo em HCI
também demonstraram a maior cristalinidade do Gen Ox® em relagdo ao Bio Oss®.
Concluiu-se que o Bio Oss® por ter presente na sua constituicdo maior quantidade
de componentes da fase organica, apresenta maior inclinacdo para a reabsorcao
(ACCORSI-MENDONCA et al., 2008).

Outro estudo realizado comparou diferentes biomateriais para enxerto em
defeitos de 1 parede. Foram utilizadas hemiesferas de titanio preenchidas com Bio
Oss®, Ostem® (pasta aquosa de hidroxiapatita nanoparticular) e Osteoinductal®
(suspensdo de hidroxido de calcio) e o grupo controle onde ndo houve o
preenchimento com material. A avaliagdo histolégica demonstrou capacidade
osteocondutora do Bio Oss® com aproximadamente quatro quintos da esfera
preenchida no periodo de 6 semanas, a maior parte do Bio Oss® foi convertida em
0SSO € a por¢cado ndo convertida se caracterizava por zonas claras ocupadas por
células multinucleadas. As particulas de Ostim® foram quase que totalmente
substituidas por novo 0sso, uma area intensamente corada demarcava a area entre
as particulas de enxerto e o osso neoformado. O Osteoconductal® ndo promoveu
formacdo 6ssea nem apos 12 semanas de observacdo. A analise histomorfométrica
demonstrou formacédo Gssea por volume apos 6 semanas de 29,1 + 4,9% para o Bio
Oss®; 19,8 + 14,4% para Ostim® e 0,05 + 0,02% para Osteoconductal®. Com 12
semanas observou-se 38,4 + 13,3% para Bio Oss®; 23,3 + 18,3 para Ostim® e 0.07
*+ 0.02% para Osteoinductal®. Conclui-se que n&o houve diferencas significativas
entre Bio Oss® e Ostim® com 6 semanas. Apos 12 semanas 0 grupo controle e
Ostim ® nao apresentaram diferencas significativas (BUSENLECHNER et al., 2008).

Em 2008, lezzi et al. realizaram um estudo com o objetivo de avaliar as

caracteristicas 0sseas e 0 processo de osseointegracdo em uma paciente de 47
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anos que foi submetida a levantamento de seio unilateral utilizando Bio Oss® e
posteriormente foi realizada coloca¢do de implantes. Apds 5 anos a por¢ao distal do
implante fraturou e teve que ser removida com broca trefina de 5mm. O resultado
histol6gico demonstrou a presenca de osso ao redor do implante. As particulas de
enxerto presente encontravam-se em contato com o implante e em alguns casos
lacunas de ostedcitos foram verificadas ao redor do enxerto. Nao foram observados
GAPs na interface entre osso e particulas, nem células epiteliais, nem infiltrado
inflamatorio. Em algumas areas pode ser observado tecido conjuntivo. A andlise
histomorfométrica demonstrou que a area ao redor dos implantes era composta por
40% + 2,4% de 0ss0, 12 = 2,9 % de enxerto bovino e 50 % + 6,2% de osso medular.
O contato entre osso e implante foi de 48,6% + 3,7%. Em muitas areas ao longo da
interface entre osso e implante foi observado 5um de matriz ostedide nao
mineralizado. O uso de luz polarizada demonstrou que 50% do o0sso era lamelar e
50% do osso cortical. Os autores concluiram que o Bio Oss® € um material
altamente biocompativel e que leva a regeneracdo 6ssea sem efeitos adversos
como células inflamatorias ou resposta inflamatoéria, sendo estavel apds 5 anos, sem

efeitos adversos na interface entre 0sso e metal.

De acordo com os achados de Calasans-Maia et al. (2009), os quais
avaliaram a biocompatibilidade, biodegradacdo e osteoconducdo de enxertos
xenodgenos, além do contato direto entre o osso neoformado e as particulas do
enxerto, 0s autores observaram que o material é biocompativel, apresenta
reabsorcdo lenta e controlada e que sua superficie apresenta caracteristicas fisico-

quimicas que favorecem a proliferacéo celular.

O preenchimento 6sseo ao redor de deiscéncias peri-implantares foram
analisados utilizando o osso bovino desproteinizado (DBBM) sozinho, associado ao
plasma rico em fatores de crescimento (PRGF) e em associagcdo com membrana
coldgena. Os grupos foram comparados entre si e com 0 grupo controle (apenas
coagulo). Dezesseis coelhos adultos receberam 2 implantes em fémur cada um. Os
animais foram sacrificados com 4 e 8 semanas para a realizagdo de andlise
histolégica. Os resultados demonstraram osseointegracdo em todos 0s grupos, nao
havendo espaco entre a superficie do implante e o osso neoformado. A
porcentagem de novo o0sso ao redor do implante com 4 semanas foi de
55,66+24,39% para 0 grupo que recebeu apenas DBBM; 58,62+20,37% para o
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grupo que recebeu DBBM + PRGF; 70,82 + 20,34% para o grupo tratado com DBBM
+ membrana e 33,07+£5,49% para o controle. Com 8 semanas foi observado
63,35+27,69% para DBBM; 58,42+24,77% para DBBM+PRGF; 78,02+15,13% para
DBBM+membrana e 40,28+27,32% para o grupo controle. Concluiu-se que a maior
formacao 6ssea ocorreu no grupo que recebeu DBBM+membrana. O crescimento
0sseo foi muito similar entre DBBM e DBBM associado a PRGF, o grupo controle
apresentou menor formacao 6ssea entre 0s grupos analisados. Pode-se concluir que
a associacao entre DBBM e membrana é a técnica mais favoravel para promover

formacao 6ssea nos casos de deiscéncia peri-implantares (GUERRA et al., 2011).

O uso do enxerto xendgeno Gen-Ox ® Inorg (Baumer, SP, Brasil) foi avaliado
histologicamente e histomorfometricamente em defeitos apresentando 2mm de
diametro e 1mm de profundidade realizados em fémur de ratos Wistar e
comparando-os com defeitos preenchidos apenas com coagulo. Os animais foram
sacrificados no 1°,2°,3°,5°,7°,14° dias ap0s o procedimento. No primeiro dia foi
observado denso tecido fibroso, reacdo inflamatéria, células mesenquimais,
leucdcitos, eritrocitos e estruturas vasculares. No terceiro dia foi observado coagulo
apresentando leucdcitos polimorfonucleares embebidos num tecido fibroso denso
em ambos os grupos. No quinto dia nos 2 grupos foi visualizado grande intensidade
de fibras colagenas e mineralizacdo inicial. A formacdo de osso nédo foi
estatisticamente diferente nos tempos 5,7 e 14, P = 0,695, P = 0,228, P= 0,576
respectivamente. Os resultados confirmaram as propriedades osteocondutoras do
material. No entanto ndo houve aceleracdo da formacéo 6ssea sugerindo que este
biomaterial exige longos periodos para o reparo (SOTTO-MAIOR et al., 2011).

O preenchimento 6sseo promovido pelo Gen-Ox® e o causado apenas por
coagulo foi estudado em defeitos poéds-extragdo em mandibula de coelhos.
Primeiramente foi realizada a exodontia de incisivos mandibulares bilaterais de
coelhos. Os alvéolos foram preenchidos com osso bovino inorganico Gen-Ox®
(grupo teste) e apenas coagulo (grupo controle). Sessenta dias ap0s as extragdes
0s animais tiveram a insergdo cirurgica de implantes de titanio de 3,75mm x 8,5mm.
As avaliacbes ocorreram nos tempos 0, 30, 60 e 180 dias através de radiografias
periapicas. Foi avaliada a altura 0ssea (VBH), densidade o0ssea (BD). Apos a
remocao de tecidos verificou-se o contato do osso com o implante (BIC) e a area de

contato entre osso e implante (BA). A andlise radiografica ndo demonstrou
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diferencas estatisticas entre os grupos avaliados em relagdo a VBH e BA. O grupo
teste apresentou BD significativamente maior. Na analise histoldgica verificou-se que
no grupo controle em todos os periodos 0 0sso estava em contato direto com o
implante e alguma quantidade de tecido conjuntivo. Ja no grupo teste o biomaterial
encontrava-se em contato direto com o 0sso e eventualmente com o implante,
havendo também tecido conjuntivo. A auséncia de diferenca significativa na altura
da crista 6ssea e implante entre os dois grupos demonstra que o enxerto xendgeno
utilizado ndo promoveu alteracbes verticais ap0s a colocacdo de implantes. Os
autores concluiram que o material testado n&o interferiu no processo de cicatrizacéo.
(MUNHOZ et al., 2011).

Kemper et al. (2011) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar os
meétodos de esterilizacdo e a interferéncia que estes teriam nas caracteristicas dos
biomateriais para enxerto. Foi observado que métodos de esterilizacdo utilizando
radiagdo ndo interferem nas caracteristicas fisicas e mecéanicas dos enxertos
bovinos, ndo havendo contra indicacfes na utilizacdo desses materiais em cirurgias

ortopédicas.

Gokhale e Dwarakanath realizaram um estudo em 2012, com o objetivo de
avaliar a capacidade regenerativa do Bio Oss® ap0ls tratamento de defeitos
periodontais. Foram realizados enxertos em 12 pacientes (5 homens e 7 mulheres)
com idades entre 30 e 50 anos e que apresentaram periodontite com 2 ou mais
bolsas com mais de 5 mm de profundidade de sondagem. Os defeitos teriam que
apresentar 1, 2 ou 3 paredes ou combinacdo destes. No total foram tratados 12
defeitos com Bio Oss® e 12 com retalho e debridamento apenas. Para a pesquisa
foram analisados profundidade de sondagem, insercdo clinica e medicdo da
recessao gengival. O ganho 6sseo foi realizado através de analise radiografica antes
e apos o procedimento. Apos 24 semanas houve melhora em todos os grupos onde
foi utilizado enxerto (preenchimento 6sseo de 54,065% do defeito). O ganho de
insercao foi de 0,583 para o grupo controle (retalho apenas) e 2,920 para 0 grupo
teste (Bio Oss®). Em relacdo a recessdo gengival, foi de 2,920mm para o grupo
controle e 1,420mm para o grupo teste. A reducéo de profundidade de sondagem foi
de 2,920mm para grupo controle e 4,33mm para o grupo teste. Preenchimento do
defeito foi de 0,020mm para grupo controle e 1,936mm para grupo teste. O estudo

demonstrou que o Bio Oss® teve significativo aumento em todos os parametros
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clinicos. Além disso, os locais tratados com Bio Oss® demonstraram minima
recessdo gengival quando comparado ao grupo controle. Os autores concluiram que
0 Bio Oss® € um material para enxerto promissor, que se tornou eficiente em

defeitos infra-0sseos periodontais.

Cook e Mealey, em 2013, realizaram um estudo com o objetivo de avaliar dois
diferentes protocolos no tratamento de sitios pds exodontia. O protocolo 1 recebeu
0sso bovino inorganico combinado com 10% de fibras colagenas e membrana
colagena, o protocolo 2 consistia em esponja xendégena composta por 70% de fibras,
membrana de hidroxiapatita e recobertos por membrana de colageno. O periodo de
cicatrizacdo para colocacao de implantes foi de 20,73 semanas (SD=1,29) para o
protocolo 1 e 20,96 semanas (SD=1,15) para o 2. Todos 0s espécimes foram
avaliados em microscopio. O osso vital foi caracterizado pela presenca de tecido
mineralizado contendo ostedcitos em lacunas. O material de enxerto residual do
protocolo 1 se caracterizou pela presenca de tecido mineralizado desprovido de
osteqcitos e células vitais. A maioria dos materiais de enxerto residual encontrava-se
rodeado por osso neoformado em intimo contato. No protocolo 2 néo foi observado
material de enxerto residual. Pacientes do protocolo 2 apresentaram porcentagem
significativamente maior de osso vital (P> 0.001). Particulas residuais foram
observadas apenas no protocolo 1. O grupo que utilizou 0sso bovino anorganico
apresentou 32,83% + 14,72% de osso vital e o grupo que utilizou o protocolo 2

apresentou 47,03 £ 9,09% de osso vital.

Hsu e Wang (2013) realizaram uma revisao de literatura onde foram avaliados
diferentes biomateriais para enxerto e suas diferentes utilizacbes. Pode-se concluir
gue mesmo com o advento tecnoldgico os enxertos 6sseos autdgenos continuam
sendo a melhor escolha como biomaterial para a realizacdo de enxertos 0sseos,
mas nao sdo a Unica opc¢ao na odontologia. Varios substitutos O6sseos estdo
disponiveis e apresentam diferentes propriedades e quando usados corretamente

com a indicagao certa podem trazer bons resultados.

Moreno et al., em 2013, avaliaram a presenca de biomaterial xendgeno nos
tempos de 6 meses, 3 anos e 7 anos apos 17 cirurgias de levantamento de seio
maxilar em pacientes com média de idade de 46.29 + 8.10 anos. Em todas as
amostras histolégicas células multinucleares foram encontradas na superficie 6ssea.

Muitas apresentavam atividade osteoclastica. Pode-se verificar diminuicdo na
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porcentagem de material enxertado ao longo dos anos (21,44 + 19,60% com 6
meses; 20,25% + 10,44% para 3 anos e 11,58 + 21,81% para 7 anos). Os autores
concluiram que a reabsorcdo do material aconteceu devido a atividade de células
multinucleadas que se encontravam em menor numero com 0 passar dos anos o

que poderia explicar a persisténcia de particulas de enxertos mesmo apds 7 anos.

Tovar et al., em 2014, avaliaram 4 enxertos xendgenos em defeitos realizados
em calvaria de coelhos. Entre os biomateriais avaliados encontrava-se o Bio Oss®
(Bio Oss Geistlich Pharma AG, Switzerland). A formacéo 0ssea foi observada com 4
e 8 semanas através de andlise histomorfométrica e de micro tomografia
computadorizada. A andlise por tomografia demonstrou que o Bio Oss® gerou
formacdo 6ssea com 4 semanas. Nao houve sinal de resposta imunoldgica,
verificou-se areas de remodelacdo Ossea e intensa atividade osteoblastica. A
mesma andlise realizada com 8 semanas demonstrou uma grande quantidade de
osso formado, auséncia de resposta imunolégica e intensa atividade osteoblastica. A
analise histomorfométrica demonstrou formacéo 6ssea de 23,49% para o Bio Oss®,
presenca de biomaterial em 26,04 % do defeito e tecido conjuntivo em 50,46%. Com
8 semanas o resultado foi preenchimento do defeitos com 27% de formacéo 0ssea,
24,97% de biomaterial e 47,96% de tecido conjuntivo. Os autores concluiram que o
Bio Oss ® promoveu formacédo 6ssea, mas que a degradacdo do material € lenta.

2.2 Quitosana

Tanto a quitina quanto a quitosana fazem parte de uma familia de
macromoléculas formadas por unidades de monossacarideos, unidas por ligacdes
glicosidicas. Esses materiais se destacam pela sua biocompatibilidade,
biodegrabilidade, n&o toxicidade e atividades antimicrobianas (SUH; MATTHEW,
2000).

No campo da engenharia tecidual a quitosana apresenta grandes vantagens
na formacdo Ossea in vitro. E um biopolimero biodegradavel que demonstra boa
capacidade de cicatrizag&o de feridas e na inducéo de formac&o 6ssea. E ndo toxico
e ndo imunogénico. Suas caracteristicas estruturais tornam possivel a aplicacao

clinica como substituto 6sseo e um arcabouco para a proliferacédo celular. Pode ser
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produzida em vérias formas, filmes, esponjas e sua degradacao pode ser controlada
(LEE et al., 2000).

A quitosana € um biopolimero natural derivado da quitina, residuo da industria
da pesca, sendo um material que apresenta varias aplicacdes em diversas areas
como no tratamento de aguas, medicamentos, cosméticos e desenvolvimento de
biomateriais (SANTOS et al., 2003).

Com o objetivo de avaliar o efeito da quitosana na regeneracéo periodontal,
Park et al., em 2003, realizaram defeitos periodontais em 4 caes beagle.
Primeiramente foi realizada a extracdo do segundo pré-molar maxilar e terceiro pré-
molar mandibular. Apds 8 semanas foi realizado retalho e confec¢do de um defeito
4x4mm de 1 parede na distal do primeiro pré-molar superior e mesial do terceiro
pré-molar superior, distal do segundo pré-molar inferior e mesial do quarto pré-molar
mandibular. Os defeitos foram tratados com quitosana, coagulo (grupo controle) e
esponja de colageno/fosfato tamponado. A migracéo do epitélio juncional foi de 2,30
+ 1,24mm para 0 grupo controle; 1,49 + 1,25mm no grupo tamponado e 0,26 *

0,59mm para o grupo que recebeu quitosana. Houve diferenca significativa entre o

grupo que recebeu quitosana e o controle (p < 0.05). A adeséo de tecido conjuntivo
foi de 0,68 + 0,60mm; 1,07 = 0,910mm; 0,41 £ 0,42mm para 0 grupo controle,

tamponado e quitosana respectivamente. Diferenca significativa entre o grupo que

recebeu quitosana e o restante (p <= 0.05). A gquantidade de regeneracdo do 0SSO
alveolar foi de 1,00 £ 0,77mm, 1,52 + 0,37mm e 2,43 = 0,44mm no grupo controle,

tamponado e quitosana respectivamente, havendo diferenca significativa entre a

quitosana e os demais (p = 0.05). Em relacdo a avaliacdo histolégica, foi
encontrada grande quantidade de regeneracao 0ssea e de cemento no grupo que
recebeu quitosana, demonstrando a efichcia do material em converter células
mesenquimais em cementoblastos. Desta forma os autores puderam concluir que a

quitosana apresentou bons resultados na regeneracédo periodontal.

Em 2004, Dhiman et al., verificaram que o grau desacetilacdo influencia
grandemente nas caracteristicas fisico-quimicas, no peso molecular e nas
propriedades bioldgicas, na biodegradacdo pela lizozima e também na cicatrizacédo

e osteogénese. O grau de desacetilacdo tem uma relag&o inversa com as unidades
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de N-acetil-D glicosaminoglicana. Na quitosana quando essa desacetilacdo é maior
que 50% ha maior solubilidade do polimero.

Li et al., em 2005, afirmaram que a quitosana ndo deve ser usada sozinha
devido a falta de substancias inorganicas, mas que € normalmente utilizada para

melhorar as caracteristicas de outros materiais.

Pang et al., em 2005, realizaram um estudo para avaliar o efeito da quitosana
no ligamento periodontal de humanos tanto in vitro como em defeitos realizados em
calvaria de ratos. Os fibroblastos foram obtidos de individuos saudaveis, a cultura de
células continham quitosana nas concentra¢gdes de 0,01, 0,1, 1 e 2mg/ml. Também
foi realizados defeitos de 8mm na calvéria de 30 ratos. Os animais foram divididos
em 3 grupos cada um contendo 10 animais. Um grupo recebeu quitosana/esponja
de colageno, outro apenas quitosana e outro apenas coagulo (controle). A eutanasia
ocorreu apos 2 e 8 semanas e entdo foi realizada andlise histologica e

histomorfométrica, Pode-se concluir que a quitosana induziu a proliferacdo celular

nas concentragées de 0,1mg/ml (p = 0,01). Em relacdo aos defeitos 6sseos o0 grupo

que recebeu quitosana e esponja de colageno foi significativamente melhor, mas a

-

densidade 6ssea foi menor nesse grupo (p = 0,01). Através desse estudo pode-se
verificar que a quitosana apresenta propriedades biol6gicas e caracteristicas
estruturais que possibilitam sua aplicacao clinica como um substituto 6sseo e um
arcabouco para o crescimento celular. Verificou-se também que a quitosana na
concentracdo de 0,01mg/ml aumenta a sintese de colageno tipo 2 e diferenciacao
das células do ligamento periodontal em células osteogénicas. A quitosana
reconstruida com esponja de coladgeno reabsorvivel apresentou significante

potencial para acelerar a formacdo 6ssea em defeitos criticos em calvéaria de ratos.

Shin et al. (2005) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a membrana
de quitosana em defeitos 6sseos de 10mm de didmetro realizados em calvaria de
coelhos. Foi pesquisada também a proliferacdo celular a partir de células de
osteossarcoma (MGG3) para verificar expressao de fosfatase alcalina. A membrana

também foi implantada em tecido subcuténeo e observada por 2, 4 e 6 semanas. O

teste in vitro demonstrou diferenca significativa (p < 0.05) do tempo 1 para o 28,
demonstrando boa adaptabilidade celular e condi¢des favoraveis para a proliferacao
celular. Nenhuma alteracéo foi observada na implantacdo subcutanea. O inicio da
reabsorcdo do material foi com 2 semanas, sendo entdo delimitada por tecido



28

conjuntivo e fibroblastos, ndo foram observadas células inflamatérias como linfécitos
e macréfagos. Com 6 semanas, pode-se visualizar penetragdo de tecido conjuntivo
na membrana. Nos defeitos 6sseos cobertos com quitosana foi observada formacéao
O0ssea apo6s 4 semanas, foi verificado osso neoformado proximo as margens e
também ilhas no centro do defeito. Formacdo 6ssea no grupo que usou quitosana foi
de 28,8 £ 6,9% significativamente maior que o grupo que nao usou nada (10,6 +
5,0%) apos 4 semanas. Os autores puderam concluir que a quitosana € um produto

biocompativel e que houve inducdo de formacgao Ossea.

A quitosana foi descoberta, em 1859, por Rouget, € um polissacarideo linear,
composto de unidade de glicosamina e N-acetil-glicosamina, ligada por ligagdes
glicosidicas B(1-4). Sua formacdo ocorre através da desacetilagcdo alcalina da
quitina, ligacdes N-acetil da quitina sdo rompidas formando D-glicosamina, quando o
grau de desacetilacdo se torna maior que 50%, a quitina passa a ser soluvel em
meio aquoso tornando-se a quitosana (DALLAN, 2005).

A combinacdo da quitosana com coralina na regeneracao 0ssea foi avaliada
por Gravel et al., em 2006. A introducdo da coralina na quitosana teve como objetivo
modificar a superficie e criar uma superficie macroporosa. Esse processo ocorre
devido a reacdo do carbonato de calcio e o acido acético com o polimero de
quitosana. H& a geracdo de didxidos de carbono formando poros na estrutura. Para
a avaliacdo dessa estrutura foram utilizadas culturas de células tronco. A atividade
celular, proliferacéo e diferenciacdo foram verificadas através do conteido de DNA,
fosfatase alcalina (ALP) e atividade da osteocalcina (OC). Na cultura de células a
proliferacdo celular foi maior na combinacdo quitosana/coralina que apenas na
quitosana (p < 0,001). A atividade da fosfatase alcalina foi significantemente maior
no grupo onde houve a combinacdo que no que foi usado apenas a quitosana (p<
0.001). A combinagao quitosana/coralina influenciou positivamente a adesé&o celular
e morfologia. A aceleracdo na formacdo de pseudépodos e o rapido espalhamento
celular apdés 1 semana so6 ocorreu devido a afinidade e comportamento celular em
relacdo a combinagdo. A superficie da coralina contribuiu para melhor adeséo

celular se comparada a apenas a quitosana.
A quitina poli (B-(1-4)-N-acetil-D-glicosamina) € um polissacarideo descoberto
por Branoccot, em 1884, é insolivel em Agua e apresenta baixa toxicidade. E

sintetizada por varios animais formando o exoesqueleto dos artropodes e paredes
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celulares de fungos e leveduras. Por esse motivo é o segundo polissacarideo mais
abundante do planeta. Industrialmente € extraida de carapaca de camardo e
caranguejo por meio de um tratamento acido para dissolver o carbonato, em seguida

é feita extracéo alcalina para a solubilizacao de proteinas (RINAUDO, 2006).

Costa Silva et al. (2006) afirmaram que a quitina reduz o tempo de
coagulacdo sanguinea devido a capacidade de agregar tanto plaquetas quanto
eritrocitos. Grupos aminicos livres da quitosana interagem com receptores das
hemacias. A ligacdo com as plaquetas promove liberacédo de fatores de crescimento
derivados de plaquetas AB e também fator de transformagédo de crescimento (1.

Sua degradacao no organismo ocorre devido a ativacdo dos macréfagos.

Malmquist et al., em 2008, avaliaram a eficacia da membrana de quitosana da
HemCon (HemCon Medical Tecnology Inc, Beaverton,OR) na hemostasia de feridas
orais. Participaram pacientes com idades entre 18 e 90 anos que faziam uso de
anticoagulantes e que necessitavam de dois ou mais sitios cirargicos. A
administracdo de anticoagulantes nédo foi alterada durante a pesquisa. Os resultados
demonstraram que os locais que receberam a membrana tiveram hemostasia com 1
minuto enquanto o grupo controle, onde ndo ouve preenchimento, com 9,53 minutos.
Os locais que receberam quitosana tiveram cicatrizagao significativamente melhor.
Além disso, pode-se perceber melhora no quadro de dor e também menor incidéncia
de osteite. Os autores concluiram que a membrana apresentou-se estatisticamente

significativa na promocao da hemostasia e cicatrizagdo no pés-operatorio.

Em 2008, Thein-Han et al., observaram que quanto maior o grau de
desacetilagdo maior a proliferacao celular e a resisténcia mecanica.

Em 2008, Tang et al., avaliaram a quitina associada a hidroxiapatita (HA) e
puderam concluir que essa combinacédo é biocompativel e osteocondutora, podendo

ser usada com sucesso ha regeneracao 6ssea e também na engenharia tecidual.

De acordo com Spin-Neto et al., em 2008, a quitosana € um biopolimero
hidrofilico obtido a partir da quitina existente na carapaca de crustaceos. E formada
a partir da reacdo de desacetilacdo parcial da quitina por tratamento alcalino,
podendo ser considerada um material biodegradavel e biocompativel. Além disso,
tem como vantagem a grande abundancia, baixo custo, facilidade de obtencao, pode

ser manipulada de diferentes formas, mas ainda existem questionamentos em
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relacdo ao método de esterilizagdo e variacdes na sua eficdcia de acordo com sua

formulagéo.

Chesnutt et al., em 2009, avaliaram a capacidade regenerativa dos substitutos
0sseos formados por microesferas constituidas por quitosana combinada a fosfato
de célcio e apenas quitosana. Tanto o composto quanto a quitosana foram formadas
por esferas apresentando 500-900um de diametro, porosidade entre 33 — 35%, e
poros de 100- 800um. Foi avaliado porosidade, degradacédo e crescimento celular.
Pode ser observado que o composto apresentava irregularidade de superficie 20
vezes maior que apenas a quitosana. Estruturas formadas pela quitosana né&o
apresentaram calcio nem fésforo em sua constituicdo o que estava presente no
composto. A cristalinidade da quitosana foi de 79,7% + 1,2% e caiu para 67,3% =+
1,5% para o composto foi verificado diferenca de degradacao entre os grupos com 1,
4, 7 e 14 dias. A adsorcdo da fibronectina, importante para a adesdo dos
osteoclastos, foi avaliada com 30 minutos, 1,2,3 e 4 horas. N&o houve diferencga

entre 0s grupos até 2 horas, mas apos 4 horas a quantidade de adsorcao foi muito

maior no composto que na quitosana (p= 2-03) . A proliferacéo celular foi avaliada
com 0,5, 1 e 2 horas. Apés 30 minutos a propor¢cdo de células aderidas foi muito
maior no composto, com 1 e 2 horas, a porcentagem foi similar (60% das ligacdes
apos 2 horas). Com o estudo foi possivel verificar que a quitosana é eficiente na
formacao O6ssea, mas quando associada a outros materiais esse efeito pode ser
potencializado.

Canter et al. (2010) utilizaram 240 ratos Wistar divididos em 8 grupos com o
objetivo de avaliar diferentes biomateriais utilizados para enxerto 0sseo. Foi
confeccionado 1 defeito de 8mm em cada calvaria. O grupo 1 foi preenchido por
coagulo, grupo 2 recebeu osso autdégeno, 3 0sso alégeno, 4 quitosana, 5 quitosana
associada ao o0sso aldégeno e sexto recebeu quitosana/alégeno e fator de
crescimento tumoral beta 2 (TGF beta 2), 7 foi preenchido pela associacédo alégeno,
quitosana e proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) o grupo oito recebeu
quitosana, 0osso alogeno TGF beta 2 e BMP-2. Em relagdo a analise histolégica com
2 semanas, ndo existiram diferencas estatisticas entre 0os grupos que receberam
0sso alégeno, autégeno, quitosana, quitosana e alégeno e apenas 0sso alégeno. A
diferenca comecou a ser aparente na oitava semana e persistiu até a décima quarta.

A cicatrizagdo no grupo que recebeu BMP foi melhor que no grupo que recebeu
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0sso autdgeno. Foi verificado que ndo houve grandes vantagens usando 0SSO
alégeno BMP e TGF beta 2 ao mesmo tempo. Nao houve diferenca estatistica
significante entre enxerto alégeno, quitosana, alégeno/quitosana em qualquer
intervalo em relacdo ao reparo e resposta tecidual em todos os intervalos avaliados.
Nao foi observada formagdo O6ssea no grupo que recebeu a quitosana nem na
segunda, nem na oitava semana, existindo apenas biomaterial e tecido conjuntivo. O
TGF beta 2 foi efetivo apenas nos primeiros estagios de cicatrizacdo. A BMP-2 foi
efetiva em todas as fases de cicatrizacdo, a combinacdo dos dois nao teve
vantagens superiores, concluiu-se também que a quitosana pode ser utilizada na

engenharia tecidual sendo um material biocompativel.

A quitosana e a quitosana hidrocloridrica em forma de gel foram avaliadas,
em 2010, por Spin-Neto et al. Foram realizados defeitos de 8mm em calvéaria de 50
ratos. Os defeitos foram preenchidos com coagulo (grupo controle) quitosana de
baixo peso molecular, quitosana de alto peso molecular e quitosana hidrocloridrica
de baixo peso molecular e quitosana hidrocloridrica de alto peso molecular. Cada
grupo era formado por 10 animais que foram divididos em 2 subgrupos, avaliados
com 15 e 60 dias. A andlise histologica foi baseada na morfologia do 0sso
neoformado. Os grupos tratados com quitosana apresentaram grande quantidade de
tecido conjuntivo e células inflamatérias préximas as bordas do defeito. Pode-se
observar areas pontuais de necrose. O infiltrado inflamatorio foi sempre moderado e
severo, contendo grandes quantidades de células inflamatérias, normalmente
macréfagos. Os autores concluiram que nenhum dos modelos foi eficiente na

formacao de osso.

Ardakani et al., em 2011, realizaram um estudo utilizando sitios pds exodontia
de pré-molares de 24 pacientes com idades entre 15 e 24 anos. Os defeitos de um
lado foram preenchidos com quitosana e o outro apenas com coagulo. Apos 10
semanas foram avaliadas as radiografias da regido. Pode-se observar que a porcéo
média e apical da lesdo apresentou maior densidade no grupo teste. Na regido
apical houve uma regeneracdo de 98,2% no grupo teste. Houve aumento de
densidade na regido média e apical de 29,3% e 10,8% do osso normal, concluindo

gue a quitosana pode ser usada no reparo de defeitos 0sseos.

Azargoon et al., em 2011, avaliaram os efeitos da membrana de quitosana

HemCon ® (Patterson Dental, St Paul,MN) em cirurgias periapicais realizadas em 12
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coelhos. O objetivo do trabalho foi avaliar a acdo da quitosana na hemostasia,
cicatrizacdo e se existiam efeitos na formacao 6ssea. Os animais foram divididos em
grupo controle, que utilizou apenas coagulo e dois grupos experimentais que usaram
ou quitosana ou sulfato férrico a 15,5%. A membrana da HemCon ® apresentou
hemostasia com 2,17 (SD+0,98) minutos e sulfato férrico 2,33 (SD+0.52). Os grupos
experimentais apresentaram melhores resultados que o grupo controle. A andlise
histol6gica demonstrou que o 0sso neoformado foi de 28,3% (SD+7.4) para 0 grupo
controle, 32,4% (SD+10.2) para o sulfato férrico e 46,1% (SD£21.0) para membrana
HemCon ®. A diferenga foi significativamente maior entre quitosana e controle, mas
ndo foi observada diferenga significativa entre a membrana e o sulfato férrico na
formacdo Ossea. Os autores concluiram que a membrana de quitosana da
HemCon ® apresenta capacidade de hemostasia e também maior formacdo 6ssea

quando comparada apenas ao coagulo.

Lotfi et al., em 2011 avaliaram 0 uso da quitosana no tratamento de defeitos
gengivais realizados em 5 cachorros e puderam concluir que o material apresentou
bons resultados na regeneracao tecidual, demonstrando-se biocompativel. A andlise
histolégica demonstrou que houve aceleracdo no processo de cicatrizacdo devido a
promogao de infiltrado polimorfonuclear e aumento da circulagéo. N&o foi observada
reacao de corpo estranho.

Em 2011, Luca et al.,, avaliaram o uso da quitosana como carreador da
rhBMP-2 com a quitosana e rhBMP-2/quitosana/fosfato tricalcico. Para a pesquisa
foi realizada aplicagdo intramuscular em radio de coelho. Ap6s 3 semanas a
avaliacdo foi feita utilizando-se tomografia computadorizada da regido e andlise
histol6gica. Verificou-se maior formagcdo 6éssea na combinacdo rhBMO-
2/quitosanal/fosfato tricalcico. Regeneracdo incompleta com 8 semanas e

extravazamento dos compostos.

A aplicacao e caracteristicas da quitosana dependem basicamente do grau de
desacetilagdo e tamanho da cadeia polimérica, este grau esta normalmente entre 60
e 100% e influencia nas propriedades fisico quimicas como conformacéao,
deformacéo, tensdo de ruptura, biodegrabilidade e atividade imunologica (HSU;
WANG, 2013).

Farrugia et al., em 2014 verificaram in vivo e in vitro a atividades dos

mastécitos em enxertos de quitosana através de marcadores produzidos pelos
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proprios mastocitos e que sdo responsavel pela resposta inflamatoria. Através do
estudo verificou-se que a exposicdo a quitosana leva a liberacdo de mastoécitos e
gue mediadores liberados além de gerar resposta inflamatéria também promovem
grande impacto na formacédo da capsula fibrose formada ao redor do enxerto. A
andlise histoldgica ap6s a implantacdo subcutdanea em ratos demonstrou intensa
resposta inflamatdria, presenca de macrofagos e células gigantes que se estendiam

entre a superficie do biomaterial e o tecido e capsula de tecido conjuntivo.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi comparar histologicamente duas diferentes
marcas de enxertos 6sseos bovinos, a quitosana material derivado da quitina e

apenas o coagulo.

3.2 Objetivos especificos

Na pesquisa 0 0sso xenodgeno bovino Gen Ox Inorg® (Baumer, Sdo Paulo,
Brasil); o enxerto 6sseo bovino Bio Oss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suica); a
membrana de quitosana (HemCon® - HemCon Medical Technologies, Inc, Oregon,
EUA) e o preenchimento do defeito apenas com o codgulo foram avaliados

histologicamente com o objetivo de verificar qualitativamente:
e capacidade de formacédo 6ssea no periodo de 7 e 11 dias;
e resposta inflamatoria;
e quantidade de particulas do enxerto remanescentes;

e preenchimento do defeito.



4 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo da pesquisa, 0 projeto foi primeiramente aprovado pela
Comissédo de Etica e uso de Animais da Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul, além de estar de acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagéo Animal.

4.1 Materiais avaliados

Durante o estudo foram avaliados o 0sso bovino inorganico, Gen Ox Inorg®
(Baumer, Sao Paulo, Brasil), o osso bovino inorgéanico, Bio Oss Inorg® (Geistlich
Pharma AG, Wolhusen, Suica); a membrana de quitosana (HemCon® - HemCon
Medical Technologies, Inc, Oregon, EUA) e o preenchimento do defeito apenas com
o coagulo (Figuras 1, 2 e 3).

Enxerto Osseo

GeniUS et

Figura 1- Enxerto 6sseo bovino Gen Ox®
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Figura 3 — Membrana de Quitosana HemCon®
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4.2 Selegdo da amostra

Foram utilizados 30 ratos Wistar, machos, pesando em média 350g,
apresentando 3 meses de vida, (Figura 4). Os animais foram mantidos em gaiolas a
temperatura ambiente sendo alimentadas duas vezes ao dia com ragdes (Nuvilab
CR - 1®, Nuvital Nutrientes SA, Colombo, Paran4, Brasil).

Figura 4 — Ratos Wistar utilizados na pesquisa

Para a realizacdo da pesquisa foram confeccionados quatro defeitos ésseos,

2 na tibia direita e 2 em tibia esquerda de cada animal (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos biomateriais entre 0s grupos.

GRUPO LOCALIZACAO BIOMATERIAL

DO DEFEITO
Grupo A Superior direito Osso Bovino (Bio Oss®)
Grupo B Inferior direito Osso Bovino(Gen Ox®)
Grupo C Superior esquerdo Quitosana (HemCon®)
Grupo D Inferior esquerdo Coégulo

4.3 Procedimento cirurgico

No pré-operatério todos os animais foram pesados e entdo foi administrada
uma dose Unica de Pentabidtico Veterinario (benzilpenicilina benzatina) 600.000Ul,
benzilpenicilina procaina 300.000Ul, benzilpenicilina potassica 300.000Ul, sulfato de
dihidroestreptomicina 250mg e sulfato de estreptomicina 250mg (Pentabibtico
Veterinario Pequeno Porte®) por via intramuscular, na dose de 0,1ml para cada 100g

de peso corpéreo do rato.

A cirurgia ocorreu ap0s a anestesia por via intraperitoneal, utilizando agulhas
de 25x5mm, com Cloridrato de Ketamina a 5% (Koning do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) na dose de 58 mg/kg associado ao cloridrato xilazina 2% (Bayer SA, Sé&o
Paulo, Brasil) na proporcdo de 9,2mg/Kg (Figura 5). Apds a obtencdo da anestesia
realizou-se a tricotomia da regido a ser operada, utilizando lamina de barbear estéril
(Gillette®, S&o Paulo, Brasil), antissepsia com alcool iodado a 2% (Povidini®,

Amazonas, Brasil) (Figuras 6 e 7).



Figura 5 — Administracdo de anestésico por via intraperitoneal.

Figura 6 — Antissepsia
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Figura 7 — Tricotomia da area a ser operada.

A complementagdo da anestesia foi realizada através de infiltracao
subperiostal do anestésico Mepiadre® (Cloridrato de Mepivacaina a 2% com
adrenalida 1:100.000 — DFL, Rio de Janeiro — Brasil) na regido do procedimento,

para hemostasia local (Figura 8).
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Figura 8 — Complementacao anestésica local.

Apbs isso se realizou uma incisdo longitudinal de 40 mm, com lamina n° 15
montada em cabo de bisturi n° 3, para a exposi¢do do 0sso da tibia dissecando pele

musculo e peridsteo (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Inciséo inicial na pele.
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Figura 10 — Dissecacao para exposicao do 0sso da tibia.

Com o auxilio de uma broca lanca (Neodent, Parana, Brasil) foi feito o
rompimento da cortical (Figura 11) e o defeito 6sseo utilizando uma broca para
colocacédo de implantes (Neodent, Parana, Brasil) apresentando 2,0mm de diametro
adaptada a um contra-angulo com reducéo de 16:1 sob refrigeracdo abundante com
solucdo fisiolégica (Figura 12). Foram realizadas 2 perfuracbes em cada tibia,
havendo uma distancia de 2 mm entre elas, cada perfuracdo apresentou 2 mm de

didmetro e 4 mm de profundidade (Figura 13).



Figura 11 — Perfuracao inicial com broca lanca.

Figura 12 — Perfuracao utilizando broca de implante com 2 mm de diametro.
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Figura 13 — Defeitos de 2 mm de didmetro em tibia.

Os defeitos foram preenchidos com diferentes biomateriais formando 4
grupos. O grupo A (defeito superior direito) foi preenchido com Bio Oss®. O grupo B
(defeito inferior direito) recebeu Gen Ox Inorg; o grupo C (defeito superior esquerdo)
recebeu a membrana de quitosana HemCon® colocada no interior do defeito; o

Grupo D (defeito inferior esquerdo) foi preenchido apenas com coagulo (Figura 14).
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Figura 14 — Preenchimento do defeito com Bio Oss® e Gen Ox®.

Para a finalizacdo, os defeitos receberam uma membrana colagena bovina
(Gen Derm® - Baumer, Séo Paulo, Brasil) com o objetivo de recobrir totalmente a
cavidade e ultrapassar 2mm a borda de cada lesdo (Figura 15). Para a sutura foi
utilizado o fio de nylon 5.0 (Shalon®, Brasil), a sutura foi realizada em camadas,
primeiro periésteo e musculo (Figura 16) e depois a pele (Figuras 17 e 18). Apés a
realizacdo do procedimento cirdrgico os animais receberam doses de Analgésico
butorfanol (Torbugesic®, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, Lowa, Estados

Unidos) na dosagem de 2mg/kg, via subcutéanea a cada 6 horas.



Figura 15 — Recobrimento do defeito com membrana Gem Derm®.

Figura 16 — Sutura do musculo com fio Nylon 5.0.

46



Figura 17 — Musculo suturado com fio Nylon 5.0.

Figura 18 — Sutura finalizada.
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4.4 Analise histoldgica

Para a realizacdo na analise histologica, os animais foram divididos
aleatoriamente em 2 grupos, cada um contendo 15 animais. O grupo 1 sofreu

eutanasia com 7 dias e o grupo 2 com 11 dias.

Os animais foram sacrificados utilizando Pentobarbital S6dico (Nembutal®,
Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., Brasil) administrado por via intraperitoneal, na
dose de 100mg/Kg.

As pecas foram removidas utilizando o mesmo acesso cirurgico através do
descolamento dermo-periostal (Figura 19). Os defeitos foram separados com disco
de carborundum (Figuras 20 e 21). Foram entdo colocadas em tubos de ensaio
contendo formaldeido 10% durante 24 horas (Figura 22) e ap0s isso descalcificados
com EDTA 4,12% durante 2 meses. As amostras foram incluidas em parafina para a
confecgdo de cortes histoldégicos de 5 uym de espessura, 0os quais apresentavam
apenas a porcdo central do defeito. As laminas foram coradas pela técnica

Hematoxilina-Eosina (HE) e a andlise histoldgica realizada por microscopio optico.

Figura 19 — Peca de tibia contendo dois defeitos apds a remocéo.



Figura 20 — Defeitos separados utilizando disco de Carburundum.

Figura 21 — Pecas apos a separacao.
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Figura 22 — Colocacao das pecas em Formol.

Na avaliacdo histologica foi observada a presenca e infiltrado inflamatoria,
neoformacéo 6ssea, preenchimento do defeito, assim como a presenca de particulas

do bimaterial remanescentes.

A avaliacédo histoldgica foi realizada de acordo com escores definidos (Tabela
2).



Tabela 2 — Critérios de avaliacdo histoldgica

Escores Infiltrado Preenchimento Particulas do Osso

Inflamatério  do Defeito Biomaterial Neoformado

0 Ausente Ausente Ausente Ausente
Pequeno Pequeno Pequeno Pequeno

1 (presenca em (preenchimento (presenca em (presenca em
Y, do defeito) ¥ do defeito) Y, do defeito) ¥ do defeito)
Moderada Moderado Moderada Moderado

2 (presenca em (preenchimento (presenca em (presenca em
% do defeito) %2 do defeito) % do defeito) % do defeito)
Abundante Abundante Abundante Abundante

3 (presente em (preenchimento (presenca em (presenca em

mais da Y2 do
defeito)

de mais da

do defeito)

mais da Y2 do
defeito)

mais da Y2 do
defeito)
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4.5 Anélise estatistica

Os resultados obtidos na avaliacdo histologica foram submetidos a uma
andlise estatistica realizada pela Disciplina de Bioestatistica da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul.

Para a realizacdo da analise foi utilizado o programa GraphPad Prism versao
5.01.

O universo amostral foi composto por 4 grupos distintos (Bio Oss®, Gen Ox®,
HemCon e codgulo) sendo testados em 2 tempos experimentais (7 e 11 dias) para 4
variaveis independentes (infiltrado inflamatério, preenchimento do defeito, particulas
do biomaterial e osso neoformado). Foi utilizado um sistema de atribuicdo de
escores variando de 0 a 3, o que implica no uso de testes estatisticos nado-
paramétricos.

Para a analise entre materiais em um mesmo tempo experimental, foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para comparagdes duas a duas. As
comparacdes entre tempos diferentes de um mesmo biomaterial foram realizadas
pelo teste de Mann Whitney. Todos os testes foram realizados com um nivel de

significancia (a) igual a 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Analise histolégica

5.1.1 Grupo A — Bio Oss® — 7 dias

Os cortes histoldgicos de tecidos 6sseos revelaram exuberante presenca de
células inflamatérias mononucleares, representadas por macréfagos ativados,
alguns linfdcitos e plasmaocitos. Na maioria das amostras foi possivel observar 0sso
neoformado. Pode-se verificar também a presenca de biomaterial em todos os
defeitos (Figura 23).

Figura 23 - Fotomicrografia de defeito preenchido com osso bovino Bio Oss® (7 dias). A)
Fotomicrografia do defeito tratado com o 0sso bovino Bio Oss avaliada com sete dias,
coloracdo HE 10x de aumento, onde foi possivel observar osso neoformado. B)
Fotomigrografia do defeito tratado com o 0sso bovino Bio Oss® com sete dias, coloracdo HE
40x de aumento, onde foi possivel observar osso neoformado (seta preta), particulas do
biomaterial (seta branca).
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5.1.2 Grupo B - Gen Ox® — 7 dias

Observou-se células inflamatérias mononucleares representadas por
macrofagos ativados, alguns linfocitos e plasmécitos. Discreta formacédo 6ssea em
alguns defeitos. Em relagdo a remanescentes do biomaterial esses puderam ser
visualizados em todas as amostras (Figura 24).

Figura 24 - Fotomicrografia do defeito ésseo tratado com o 0sso bovino Gen Ox® (7 dias).
A) Fotomicrografia do defeito 6sseo tratado com o0 0sso bovino Gen Ox® avaliado com sete
dias, coloragdo HE, 10x de aumento, onde foi possivel observar osso neo formado e
particulas do biomaterial. B) Fotomicrografia do defeito 6sseo tratado com o 0sso bovino
Gen Ox® avaliado com sete dias, coloragdo HE, 40x de aumento, onde foi possivel observar
0sso neo formado (seta preta), particulas do biomaterial (seta branca).

5.1.3 Grupo C — Membrana HemCon® — 7 dias

Os defeitos apresentaram infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico, além de macro6fagos, alguns linfécitos e plasmdcitos. Néo foi verificado

remanescentes dos materiais com 7 dias (Figura 25).
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Figura 25 - Fotomicrografia do defeito tratado com membrana de quitosana (7 dias). A)
Fotomicrografia do defeito tratado com a membrana de quitosana avaliada com sete dias,
coloragcdo HE 10x de aumento, onde foi possivel observar osso neoformado, sem a
presenca de particulas do biomaterial. B) Fotomicrografia da membrana de quitosana
avaliada com sete dias, coloragdo HE 40x de aumento, onde foi possivel observar 0sso neo
formado (seta preta), sem a presenca de particulas do biomaterial.

5.1.4 Grupo D — Coagulo — 7 dias

Os defeitos tratados apenas com coagulo apresentaram resposta inflamatoria
formada por células mononucleares e discreta formacédo 6ssea em alguns defeitos
(Figura 26).

Figura 26 - Fotomicrografia do defeito tratado com codgulo (7 dias). A) Fotomicrografia do
defeito tratado com coagulo avaliado com sete dias, colora¢do HE, 10x de aumento, onde foi
possivel observar 0osso neo formado (seta preta). B) Fotomicrografia do defeito tratado com
coagulo avaliado com sete dias, coloracdo HE, 40x de aumento.
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5.1.5 Grupo A- Bio Oss® — 11 dias

Pode ser observada presenca de infiltrado inflamatério como no grupo com 7
dias sem a presenca de diferenca significativa entre os 2 tempos. Em relacdo a
formacao 6ssea houve um aumento de osso neoformado significativo em todas as
amostras. Em alguns defeitos foi verificada a diminuigdo nos escores em relagcéo a
particulas do biomaterial (Figura 27).

Figura 27 - Fotomicrografia do defeito tratado com Bio Oss® (11 dias). A) Fotomicrografia
do defeito tratado com enxerto 6sseo bovino Bio Oss® com 11 dias, coloragcdo HE, aumento
10x. Onde foi possivel verificar remanescente do biomaterial enxertado (seta branca). B)
Fotomicrografia de defeito tratado com enxerto 6sseo bovino Bio Oss® com 11 dias,
coloragdo HE, aumento 40 x. Onde foi possivel verificar osso neoformado (seta preta).

5.1.6 Grupo B — Gen Ox® — 11 dias

Poucas amostras apresentaram infiltrado inflamatério. O osso neoformado foi
observado em todas as amostras, quando comparado ao grupo que recebeu Gen
Ox® com 7 dias esse aumento foi significativo. Em relacdo a presenca de

biomaterial, esse ainda pode ser encontrado em grande quantidade (Figura 28).
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Figura 28 - Fotomicrografia do defeito tratado com Gen Ox® (11 dias). A) Fotomicrografia
do defeito tratado com 0sso bovino Gen Ox® com 11 dias, coloracdo HE, 10 x de aumento.
Onde foi possivel verificar osso neoformado (seta preta) e remanescente do biomaterial
(seta branca). B) Fotomicrografia do defeito tratado com o0sso bovino Gen Ox® com 11 dias,
coloracdo HE, 40 x de aumento. Onde foi possivel verificar osso neoformado (seta preta).

5.1.7 Grupo C — Membrana Hemcon® — 11 dias

Houve um aumento significativo da resposta inflamatoria com 11 dias, esse
namero foi maior quando esse resultado foi comparado aos defeitos que receberam
Bio Oss® e Gen Ox®. No periodo avaliado ndo foi verificada presenca de
biomaterial em nenhuma das amostras além de discreta formacdo 6ssea em poucos

defeitos (Figura 29).

Figura 29 - Fotomicrografia do defeito tratado com a membrana de quitosana (11 dias). A)
Fotomicrografia do defeito tratado com membrana de quitosana com 11 dias, coloracdo HE,
10 x de aumento. B) Fotomicrografia do defeito tratada com membrana de quitosana com 11
dias, coloragéo HE, 40 x de aumento. Possivel visualizar osso neoformado (seta preta).
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5.1.8 Grupo D — Coéqulo — 11 dias

A resposta inflamatéria encontrada nesse tempo nédo foi significativamente
menor que a verificada com 7 dias. Em algumas amostras pode-se visualizar
formacdo Ossea, mas esta ndo foi estatisticamente significativa quando os dois

tempos foram analisados.

Figura 30 - Fotomicrografia de defeito tratado com coagulo com 11 dias.
Presenca de formacédo 0ssea (seta preta).
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5.2 Avaliacédo dos escores

5.2.1 Infiltrado inflamatério

Como resultado da avaliacdo com 7 dias do infiltrado inflamatério através do
teste de Kruskal-Wallis onde foi p=0,448 (n&o-significante para a=5%).N&o houve a
necessidade da realizacdo do pds-teste de Dunn pelo fato do resultado do teste de

Kruskal-Wallis ter sido ndo-significante. Os resultados encontram-se no grafico 1.

Grafico 1 - Escores do infiltrado inflamatorio apos o periodo experimental de 7 dias.
A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha vertical indica a variancia.
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Ao avaliar-se a resposta inflamatéria com 11 dias o teste de Kruskal-Wallis

demonstrou p<0,001 (significante para a=5%).
Desta forma os resultados do pés-teste de Dunn puderam concluir:

Bio Oss® (11 dias) versus Gen Ox® (11 dias) p>0,05 (n&o-significante)
Bio Oss® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p<0,01 (significante)

Bio Oss® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Gen Ox® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p<0,001 (significante)
Gen Ox® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p<0,01 (significante)



59

HemCon® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (n&o-significante)
Os resultados da resposta inflamatéria encontram-se no grafico 2.

Grafico 2 - scores do infiltrado inflamatorio apds o periodo experimental de 11 dias.
A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha vertical indica a variancia.
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A andlise em relacéo a resposta inflamatéria dentro do mesmo grupo nos
tempos de 7 e 11 dias demonstrou:

Bio Oss® (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,103 (n&o-significante para a=5%)

Gen Ox® (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p<0,001 (significante para a=5%)

HemCon (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,002 (significante para a=5%)

Coagulo (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,838 (ndo-significante para a=5%)



5.2.2 Preenchimento do defeito

As andlises com 7 dias demonstraram através do teste de Kruskal-Wallis:

p=0,013 (significante para a=5%).

Resultados do pés-teste de Dunn:

Bio Oss® (7 dias) versus Gen Ox® (7 dias)
Bio Oss® (7 dias) versus HemCon (7 dias)
Bio Oss® (7 dias) versus Coagulo (7 dias)
Gen Ox® (7 dias) versus HemCon (7 dias)

Gen Ox® (7 dias) versus Coagulo (7 dias)

p>0,05 (n&o-significante)
p>0,05 (ndo-significante)
p>0,05 (ndo-significante)
p<0,05 (significante)

p>0,05 (ndo-significante)

HemCon (7 dias) versus Coagulo (7 dias)p>0,05 (n&o-significante)
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Gréfico 3 - Escores do preenchimento do defeito apds o periodo experimental de 7
dias. A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha vertical indica a

variancia.
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Resultados do pos-teste de Dunn:

Bio Oss® (11 dias) versus Gen Ox® (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Bio Oss® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Bio Oss® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Gen Ox® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Gen Ox® (11 dias) versus Coéagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)

HemCon (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p<0,001 (significante)

Gréfico 4 - Escores do preenchimento do defeito apds o periodo experimental de 11
dias. A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha vertical indica a
variancia.
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Ao avaliar-se os resultados nos diferentes tempos, dentro do mesmo grupo

observou-se:
Bio Oss® (7 dias versus 11 dias)
Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,646 (n&o-significante para a=5%)

Gen Ox® (7 dias versus 11 dias)
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Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,257 (n&o-significante para a=5%)

HemCon (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p<0,001 (significante para a=5%)

Coagulo (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p<0,001 (significante para a=5%)

5.2.3 Particulas do Biomaterial

A avaliacdo em relacdo a presenca de particulas remanescentes demonstrou:

Resultado do teste de Kruskal-Wallis: p<0,001 (significante para a=5%).

Resultados do pds-teste de Dunn:

Bio Oss® (7 dias) versus Gen Ox® (7 dias)
Bio Oss® (7 dias) versus HemCon (7 dias)
Bio Oss® (7 dias) versus Coagulo (7 dias)
Gen Ox® (7 dias) versus HemCon (7 dias)
Gen Ox® (7 dias) versus Coagulo (7 dias)

HemCon (7 dias) versus Coagulo (7 dias)

p>0,05 (ndo-significante)
p<0,001 (significante)
p<0,001 (significante)
p<0,01 (significante)
p<0,01 (significante)

p>0,05 (ndo-significante)
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Grafico 5 - Escores da presenca de particulas do biomaterial apds o periodo
experimental de 7 dias. A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha
vertical indica a variancia.
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A avaliacé@o das particulas do material remanescente com 11 dias através do

teste de Kruskal-Wallis resultou em p<0,001 (significante para a=5%).
O pos-teste de Dunn resultou em:
Bio Oss® (11 dias) versus Gen Ox® (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Bio Oss® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p<0,01 (significante)
Bio Oss® (11 dias) versus Co4gulo (11 dias) p<0,01 (significante)
Gen Ox® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p<0,001 (significante)
Gen Ox® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p<0,001 (significante)

HemCon (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
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Grafico 6 - Escores da presenca de particulas do biomaterial apds o periodo
experimental de 11 dias. A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha
vertical indica a variancia.
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Grupos experimentais

A avaliacao individual de cada grupo nos 2 tempos estudados tiveram como

resultado:
Bio Oss® (7 dias versus 11 dias)
Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,537 (ndo-significante para a=5%)
Gen Ox® (7 dias versus 11 dias)
Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,009 (significante para a=5%)
HemCon (7 dias versus 11 dias)
Resultado do teste de Mann Whitney: p>0,05 (ndo-significante para a=5%)
Coagulo (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p>0,05 (ndo-significante para a=5%)

5.2.4 Osso neoformado

O resultado entre os diferentes grupos em relacao ao osso neoformado com 7

dias atraves do teste de Kruskal-Wallis demonstrou p=0,316 (ndo-significante para
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a=5%). Desta forma n&o foi necessério a realizacado do pos-teste de Dunn, pelo fato
do resultado do teste de Kruskal-Wallis ter sido ndo-significante. (Resultados

demonstrados no grafico 7).

Grafico 7 - Escores da presenca de 0sso neoformado apos o periodo experimental
de 7 dias. A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha vertical indica a
variancia.
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A mesma analise com 11 dias apresentou como resultado 11 dias do teste de
Kruskal-Wallis p<0,001 (significante para a=5%). Com os resultados do pos-teste de

Dunn pode-se verificar:
Bio Oss® (11 dias) versus Gen Ox® (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Bio Oss® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p<0,001 (significante)
Bio Oss® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
Gen Ox® (11 dias) versus HemCon (11 dias) p<0,001 (significante)
Gen Ox® (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)

HemCon (11 dias) versus Coagulo (11 dias) p>0,05 (ndo-significante)
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Grafico 8 - Escores da presenca de 0sso neoformado apdos o periodo experimental
de 11 dias. A barra horizontal representa a mediana, enquanto a linha vertical indica
a variancia.
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Grupos experimentais

A avaliacdo dos grupos nos tempos avaliados teve como resultado:

Bio Oss® (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,036 (significante para a=5%)
Gen Ox® (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p=0,001 (significante para a=5%)
HemCon (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p>0,05 (ndo-significante para a=5%)
Codgulo (7 dias versus 11 dias)

Resultado do teste de Mann Whitney: p>0,05 (ndo-significante para a=5%)



6 DISCUSSAO

Devido a variabilidade da natureza fisica e quimica entre 0os enxertos para
substituicdo 6ssea, a meta de reproduzir ou reconstruir as estruturas periodontais
perdidas (0sso alveolar, ligamento periodontal e cemento), o0 aumento de espessura
e altura 6ssea para a colocagcdo de implantes tém sido conseguidos com variadas
taxas de sucesso. Ainda que uma infinidade de estudos procure estabelecer uma
padronizacdo no emprego desses materiais, assim como suas vantagens e
desvantagem quando usados sozinhos ou em associacdes, ha muitas divergéncias

em relacdo ao sucesso a longo prazo.

A combinacdo de RTG com materiais de enxerto é uma das técnicas mais
previsiveis para ganho de insercdo clinica e preenchimento 6sseo em periodontia
(CORTELLINI; BOWERS, 1995). Apesar de o0 0sso autdgeno ser o primeiro material
com aplicacdo periodontal (BOWERS et al.,1989), existem hoje uma infinidade de
materiais disponiveis para a promocao da formacdo déssea (CARRANZA et al.,
2007). O osso autdgeno é considerado o material “padréo ouro” para a realizagao de
enxertos. Ele apresenta capacidade osteoindutora e osteogénica, mas tem como
desvantagens a alta morbidade, &area doadora intra-oral limitada e possiveis
complicacBes no poés-operatorio. Desta forma existe um grande estimulo para o
desenvolvimento de um biomaterial capaz de promover regeneracao 0ssea e que
apresente caracteristicas muito préoximas das ideais (ACCORSI-MENDONCA et al.,
2011; PELEGRINI et al., 2011). Baseado nesses questionamentos o objetivo do
trabalho foi avaliar dois biomateriais de origem bovina muito utilizados na
odontologia, tanto para promover formacdo éssea como regeneracdo periodontal. A
principal davida foi em relacdo as diferentes respostas que esses enxertos poderiam
promover. Apesar de serem materiais xendgenos, passam por diferentes técnicas
de processamento, que de acordo com Accorsi-Mendonga, et al., 2008, causam
interferéncias no seu comportamento. A membrana de quitosana, material muito
utilizado na hemostasia de feridas, também teve a sua capacidade de formacgéo

Ossea avaliada pela pesquisa.

O osso bovino inorganico € um enxerto xenogeno tratado quimicamente para
a remocao dos componentes organicos (COHEN et al.,1994). Esse processo torna o

produto biocompativel e livre da transmissdo de doencas (NASR et al., 1999). Os
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enxertos xendgenos principalmente os bovinos apresentam boa integracdo com o
0sso neoformado. Além disso, 0 processo de remodelagdo € lento, fisiolégico e
mediado por células, contribuindo dessa forma para o processo regenerativo
(JARCHO, 1981; BERGLUNDH; LINDHE, 1997; ITO et al., 2005; CALASANS-MAIA
et al., 2009).

O 0sso0 bovino Bio Oss® tem sido muito pesquisado nos ultimos anos e
muitos trabalhos demonstraram a capacidade que esse material apresenta na
formacdo Ossea, sem grandes efeitos adversos (IEZZI et al., 2008; GOKHALE e
DWARAKANATH et al., 2012; TOVAR et al., 2014). No entanto, Stavroupolos et al.
(2003) ndo encontraram efeitos adicionais do Bio Oss ® combinado a RTG no
tratamento de defeitos interproximais quando comparado a RTG sozinha. Sculean et
al., também em 2003, observou que o Bio Oss® quando associado a membranas
torna-se eficiente na regeneracdo periodontal quando comparado a apenas o
debridamento cirdrgico. O mesmo resultado foi observado por Gokhale e
Dwarakanath et al., 2012, os autores puderam afirmar que a associa¢ao entre Bio
Oss® e membrana promoveram melhoras em todos os parametros clinicos. lezzi et
al., em 2008, ao usar o Bio Oss® em procedimentos de levantamento de seio
maxilar concluiram que o material € altamente biocompativel e que leva a
regeneracao 0ssea sem efeitos adversos. Guerra et al., em 2011 utilizaram 0 0sso
bovino no tratamento de deiscéncias peri-implantares e concluiram que a
combinacdo de enxerto 6sseo bovino e membrana seria a técnica mais previsivel
para a formacdo Ossea nesse tipo de defeito. Foi possivel verificar no presente
estudo que o Bio Oss® promoveu formacdo 6ssea nos dois tempos avaliados, mas
guando comparado ao coagulo apenas nado foi verificado estatisticamente a

presenca de efeitos adicionais.

Apesar de tanto o Bio Oss® quanto o Gen Ox ® serem enxertos de origem
bovina, essas materiais passam por diferentes técnicas de processamento que
segundo Accorsi-Mendonga et al., em 2008, as altas temperaturas a que o Gen Ox®
€ submetido causam uma coalescéncia das particulas do biomaterial fazendo com
que o produto apresente maior grau de cristalizacdo quando comparado ao Bio
Oss®. Por esse motivo os autores puderam concluir que o osso bovino Bio Oss®
apresenta uma reabsorcdo mais rapida que o Gen Ox®. Foi verificado também que

0 Bio Oss® apresenta na sua constituicdo maior quantidade de componentes da
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fase organica. Em 2004, Tadic e Epple ja& haviam afirmado que as altas
temperaturas de processamento a que o Gen Ox® é submetido provocariam
aumento no tempo de reabsorcdo desse material. Apesar dos autores acima
afirmarem que o Bio Oss® apresentaria uma reabsor¢cao mais rapida, um estudo de
Moreno et al., em 2013, demonstraram que mesmo apods 7 anos foi possivel verificar
a presenca de biomaterial em pacientes que passaram por procedimento de
levantamento de seio maxilar. Na pesquisa pode ser observada a presenca do
material enxertado nos dois tempos avaliados. Tovar et al. (2014) também
concluiram em seus estudo que apesar de 0 Bio Oss® promover formacao déssea
sua reabsorcdo é lenta. Em relacdo a reabsorcao do Gen Ox®, Sotto-Maior et al.,
em 2011, ao avaliaram o produto em defeitos realizados em fémur de ratos e
puderam verificar que o material apresenta capacidade osteocondutora, mas que
precisa de grande periodos para o reparo devido a sua reabsor¢cdo ser mais lenta.
Os resultados de Accorsi Mendonga et al. (2008), ndo foram confirmados pela
pesquisa, visto que nao foi encontrada diferenca estatistica entre Bio Oss® e Gen
Ox® em relacdo a remanescentes do biomaterial no dois tempos avaliados. Foi
possivel verificar remanescentes com 7 e com 11 dias, sendo que para o Bio Oss®
esta diferenca néo foi significativa.

No que diz respeito a formacao 6ssea pode ser verificado que tanto Gen Ox®
guanto o Bio Oss® apresentaram capacidade osteocondutora, esse resultado esta
de acordo com os trabalhos de Busenlechner., 2008; lezzi et al., 2008; Guerra et al.,
2011; Sotto-Maior et al., 2011; Munhoz et al., 2011; Tovar et al., 2014, que
verificaram a eficiéncia dos dois materiais individualmente. O estudo realizado teve
como um dos objetivos comparar a formacéo 6ssea promovida pelos 2 enxertos, ndo
sendo encontrada diferenca significativa entre eles no que diz respeito a formacao
0ssea no dois periodos avaliados nem efeitos adicionais quando comparados ao
coagulo.

A quitosana € um biopolimero derivado da quitina e que apresenta diversas
aplicacbes na mais variadas areas (SANTOS et al., 2003). Sado materiais
biodegradaveis, ndo toxicos e que apresentam atividade antimicrobiana (SUH;
MATTHEW, 2000; SPIN-NETO et al.,, 2008). Costa e Silva et al., em 2006,
verificaram que a quitosana apresenta grande capacidade de agregar plaguetas o

que contribui grandemente para o processo de coagulagdo. Além da liberagédo de
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fatores de crescimento os quais teriam grandes efeitos na cicatrizacao de feridas.
Lotfi et al., em 2011, ao avaliaram histologicamente a quitosana observaram que
havia um aumento da circulacdo e nenhuma reacdo de corpo estranho. O que pode
ser observado no estudo foi que a inflamacdo promovida pela quitosana com 7 dias,
0sso bovino Gen Ox®, Bio Oss® e apenas 0 coagulo, ndo apresentou diferencas
estatisticas entre eles (p = 0,448). Mas que a resposta inflamatdria da quitosana foi
significativamente maior com 11 dias quando comparada com a inflamacao
provocada pelo Bio Oss® e Gen Ox®. Ao compararmos a membrana HemCon® ao
coagulo ndo houve diferenca estatistica significativa. Ao contrario do resultado de
outros estudos que demonstraram que a quitosana é uma membrana que apresenta
sucessos na promocdo de hemostasia e aceleracdo da cicatrizacdo (COSTA E
SILVA et al., 2006; MALMQUIST et al., 2008). Além dessas caracteristicas alguns
autores verificaram a capacidade desse biomaterial em promover a formacao 6ssea
(PARK et al., 2003; SHIN et al., 2005; PANG et al., 2005. ARDAKANI et al., 2011). O
gue pode ser observado no estudo foi que além da quitosana apresentar uma
resposta inflamatoria significativamente maior com 11 dias se comparada aos
demais materiais avaliados, quando a formacdo Ossea foi analisada esse material
nao se demonstrou eficiente, apresentando formagéo significativamente menor que
0s enxertos bovinos. Quando a quitosana foi comparada ao coagulo essa diferenca
nao foi significativo. Os resultados encontrados estdo de acordo com Spin-Neto et al.
(2010) ao avaliarem a quitosana em calvaria de ratos verificaram grande quantidade
de tecido conjuntivo préximo as bordas dos defeitos, presenca de intenso infiltrado
inflamatorio, além de areas pontuais de necrose. Em relacdo a formacéo 6ssea os
autores concluiram que o biomaterial ndo foi eficiente. Li et al., 2005, defenderam
gue a quitosana sozinha ndo apresenta bons resultados na formacao 6ssea, devido
a falta de substancias inorganicas, sendo necessaria sua combinacdo com outros
biomateriais para a obtencdo de melhores resultados. Para compensar essa
deficiéncia alguns autores avaliaram a associacdo da quitosana a outros materiais,
foi 0 que demonstrou Chesnutt et al., em 2009, combinando- a ao fosfato de calcio.
Resultado parecido foi obtido por Carter et al.,, em 2010, ao associa-la a fatores de
crescimento. Diferente do resultado encontrado na pesquisa e dos autores acima
Malmquista et al., em 2008, ao avaliarem a membrana de quitosana da HemCon®
no tratamento de feridas orais, puderam verificar a eficiéncia do biomaterial na

hemostasia e cicatrizagao de tecidos. O trabalho de Park et al. (2003), avaliaram o
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efeito da quitosana em defeitos periodontais demonstrando que esse material
apresenta grande capacidade de converter células mesenquimais em
cementoblastos, confirmando dessa forma sua capacidade de promover
regeneracdo em defeitos periodontais. Pang et al., em 2005, verificaram que a
quitosana apresenta propriedades biologicas e caracteristicas estruturais que
possibilitam a sua aplicacdo clinica como um substituto 6sseo e um arcabougo para
o crescimento celular. Shin et al.,, em 2005, também puderam observar crescimento
0sseo promovido pela quitosana em defeitos realizados em calvaria de rato. Os
resultados foram estatisticamente superiores aos obtidos nos defeitos preenchidos
apenas com codgulo. Ardakani et al., em 2011, também demonstraram a eficiéncia
da quitosana na formacao 6ssea em sitios pés-exodontia. Azargoon et al., em 2011,
avaliaram a utilizacdo da membrana de quitosana da HemCon® em cirurgias
periapicais. Os resultados em relacdo a formagdo Ossea e hemostasia foram
estatisticamente superiores ao encontrados nos defeitos que receberam apenas

coagulo.

Hsu e Wang, em 2013, realizaram uma revisdo de literatura onde foram
avaliados diferentes biomateriais para enxerto e suas diferentes utilizacdes. Pode-se
concluir que mesmo com o advento tecnolégico os enxertos ésseos autdégenos
continuam sendo a melhor escolha como biomaterial para a realizacado de enxertos
0sseos, mas nao sdo a Unica opcdo na odontologia. Varios substitutos estéo
disponiveis e apresentam diferentes propriedades e quando usados corretamente

com a indicag&o certa podem trazer bons resultados.

Atualmente existe uma infinidade de materiais disponiveis para a realizacdo
de enxertos 6sseos tanto na periodontia quanto na implantodontia e cirurgia buco-
maxilo-facial. A literatura tem demonstrado, nos ultimos anos, que o 0sso autégeno
seria 0 material “padrdo ouro” para a formacdo O6ssea, mas que apresenta como
grande desvantagem sua alta morbidade. Desta forma torna-se importante a busca
de um substituto 6sseo ideal através de pesquisas que demonstrem as repostas dos
diferentes materiais, principalmente no que diz respeito as caracteristicas

histoldgicas e grau de formacao 0ssea.



7 CONCLUSAO

Através do presente trabalho pode-se concluir:

e Gen Ox® e Bio Oss® foram eficientes na formacdo 6ssea ndo havendo
diferencas estatisticas entre eles, nem em relagdo ao coagulo. Quando
comparados a quitosana os enxertos bovinos tiveram resultados superiores, o
mesmo nao ocorreu com o coagulo.

e A resposta inflamatoria ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
com 7 dias, mas aos 11 dias a quitosana apresentou inflamacao
significativamente superior aos demais.

e Tanto Gen Ox® quanto Bio Oss ® apresentaram remanescentes com 7 e 11

dias, essa diferenca nao foi significativa entre eles.
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