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“Nao devemos nunca nos acostumar com
a vida, isto seria a morte.”

Paulo Bonfim (1926)

1. Introducdo
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H a muito tempo existe a necessidade de recuperagdo dos
defeitos ésseos de grandes dimensdes provocado por traumas, infecgoes,
e malformagdes, e despertam o interesse de pesquisadores em
desenvolver materiais com caracteristicas biolégicas aceitaveis e que
possam ser usados como substitutos dos tecidos ésseos (PADCT, 1994).

Frequentemente é realizado enxerto de osso autégeno, ou seja, €
retirado tecido 6sseo do proprio paciente para em seguida realizar o
enxerto no local de interesse. O maior problema de tratamento é a
limitagdo no volume de osso a ser retirado do sitio doador, o desconforto
no pés-operatério, e o alto custo, devido a necessidade de uma segunda
cirurgia, o que encarece o custo beneficio da cirurgia para o paciente
(RAY E HOLLOWAY, 1957).

A fim de minimizar esse problema varios pesquisadores trabalham
em busca de novos biomateriais na intengao de suprir as intercorréncias
dos enxertos de osso autdgeno.

Os biomateriais apresentam bons resultados para enxertos ésseos.
No entanto, o0 maior problema dos enxertos com biomateriais € a auséncia
de vascularizagdo no tecido lesado, dificultando assim sua
osseointegracado (LOZANO et al., 1976).

O principio de neoformacao éssea utilizando-se da bioengenharia
tecidual estd baseado na utilizagdo de arcabougos (osteocondutores),

moléculas sinalizadoras (osteoindutores) e células tronco (osteogénicas).
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Por isso hoje, tem se realizado associagdes de biomateriais com o
intuito de minimizar as deficiéncias individuais dos mesmos. Assim, utiliza-
se de materiais osteocondutores, associados aos osteoindutores na
busca de melhores resultados na regeneragcado tecidual (GUASTALDI,
2004).

Atualmente, o estimulo de incremento 6sseo se consegue tanto
com substancias quimicas, como pela utilizagdo de ultra-som, emprego
de campos eletromagnéticos, e mais recentemente pela terapia com laser
de baixa intensidade (GJELSVIK?, 1973).

O laser de baixa intensidade apresentou resultados promissores na
década de 60, quando Mester e colaboradores iniciaram as pesquisas
descrevendo seus primeiros resultados clinicos.

Descobriu-se que a irradiagcao laser de baixa poténcia estimulava a
proliferagcéo celular e também a vascularizagdo em tecidos injuriados. Seu
efeito estimulador inicialmente foi utilizado na cicatrizagcao de feridas, e
atualmente, este recurso terapéutico é utilizado na reparagao de diversos

tecidos biologicos (MESTER et al., 1985).



“O pensamento é a semente da agao.”

Emerson (1803-1882)

2. Revisdo da (iteratura
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Para fins de organizacdo, este capitulo sera didaticamente
apresentado sob a forma de topicos: Histologia do tecido ésseo; historico
e descricdo dos biomateriais; apresentacao e utilizagao de hidroxiapatita,
proteina morfogenética 6ssea e polimero do &cido ricinoléico; e por fim,

as caracteristicas e aplicacbes do laser.

2.1 Tecido Osseo

O osso é um tecido conjuntivo especializado mineralizado,
composto por 33% de matriz organica, dentre os quais 28% colageno tipo
| e 5% de proteinas n&o colagenosas, como a osteocalcina, osteonectina,
sialoproteinas, proteoglicanas e proteinas morfogenéticas dsseas. Os
67% restantes compdem-se de mineral, principalmente por cristais de

hidroxiapatita (Cao(PO4)s(OH)2) (TEN CATE, 2001).

A funcédo do tecido 6sseo é de sustentacéo e protecdo dos 6rgéaos
do corpo. Também serve como alavanca para o0s musculos,
impulsionando a movimentagéo, e fisiologicamente apresenta a fungao de
reservatorio mineral, principalmente de ions calcio (KATCHBURIAN e

ARANA, 1999).
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O tecido 6sseo é composto por quatro tipos de células:

- Células Osteoprogenitoras: Localizadas no periésteo, no
enddsteo, e revestindo os canais de Havers. Essas células sdo derivadas
do mesenquima e apresentam potencial em se diferenciar nos
osteoblastos, e quando privadas de oxigénio e nutrientes, diferenciam em

células condrogénicas (GARTNER e HIATT, 2003).

-Osteoblastos: Advindas de células progenitoras, sé&o
responsaveis pela sintese dos componentes organicos da matriz dssea,
incluindo fibras colagenas e proteinas nao colagenosas. Produzem a
enzima fosfatase alcalina dssea, possibilitando a mineralizagdo da matriz
O0ssea. Localizam-se na superficie do tecido 6sseo, quando inativos sao

denominados células de revestimento (DUCY et al., 2000).

-Osteodcitos: Sao células oésseas maduras, derivadas dos
osteoblastos. Estdo aprisionadas em lacunas dentro da matriz dssea
calcificada. Apresentam funcdo de manutencdo do tecido Osseo, pois
apresentam prolongamentos citoplasmaticos unidos por juncdes
comunicantes formando um complexo necessario a manutencdo e

vitalidade da matriz;

Osteoclastos: Sao células gigantes multinucleadas derivadas de
granulécitos-macrofagos, localizadas frequientemente no enddsteo, sendo
responsavel pela reabsorgao do tecido ésseo. (KATCHBURIAN e ARANA,

1999; TEN CATE, 2001; GARTNER e HIATT, 2003).



Revisdo da (iteratura 19

A formacado do tecido 6sseo pode se dar de duas maneiras,
intramembranosa e endocondral. Embora histologicamente um osso
nao seja diferente do outro, a ossificagdo intramembranosa faz-se
diretamente dentro de um tecido mesenquimatoso, ou seja, células
progenitoras diferenciam-se em osteoblastos, que secretam matriz 6éssea
formando uma malha de espiculas e trabéculas 6sseas. De outra
maneira, na ossificacdo endocondral ocorre um adensamento de células
mesenquimais, que se diferenciam em células cartilaginosas formando
um molde de cartilagem hialina. Por fim, o molde de cartilagem cresce
servindo de esqueleto estrutural para o desenvolvimento do osso, e

posteriormente € reabsorvido.

Tipos de tecido 6sseo

Seja qual for o processo de ossificagao pelo qual um osso é
formado, o tecido resultante € sempre o mesmo. Porém histologicamente
existem dois tipos de tecido 0sseo: osso primario, embrionario, imaturo,
isotropico, ou ostedide; e osso secundario, maduro, anisotropico, ou
lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas células, porém, apresentam
diferentes orientagbes das fibrilas de coldgeno quando analisados sob

microscopia de luz polarizada. (BUSER et al., 1996).

O o0sso primario € o primeiro tecido 6sseo a se formar
durante o desenvolvimento fetal, e durante a reparacdo dssea. Possui,

proporcionalmente, grande numero de ostedcitos, dispostos
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irregularmente nas trabéculas 6sseas neoformadas. As fibras colagenas
apresentam-se sem organizacao definida e o teor mineral € menor do que

Nno 0sso secundario.

O tecido 6sseo secundario substitui gradativamente o tecido ésseo
primario pela deposi¢ao gradual de fibras colagenas modelando a forma
trabecular do osso primario em lamelas dispostas paralelamente umas as
outras, formando &angulos retos que definem pequenos espacos
medulares, o chamado osso esponjoso. Quando as fibras colagenas
encontram-se dispostas em camadas concéntricas em torno de capilares
sanguineos e nervos, denominamos de canal de Havers, constituindo o

chamado osso compacto (GARTNER e HIATT, 2003).

Essa dinamica de modelagao 6ssea é explicada pela incidéncia de
forcas externas sobre o tecido, alterando assim a arquitetura das fibras
colagenas, e por fim promovendo resisténcia ao tecido. Assim podemos
explicar porque o osso € um tecido adaptavel, ou seja, o tipo de
modelamento 6sseo esta diretamente ligado a carga que ele recebe,

determinando assim 0 0Sso esponjoso e compacto.
Reparacao e remodelagao 6ssea

A remodelacdo 0ssea ndo ocorre apenas no desenvolvimento do
tecido, ou apds uma injuria, seja esta patolégica ou traumética. E um

processo dinamico, que ocorre no decorrer de toda vida, porém com
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menor intensidade quando comparado ao processo de reparacgao tecidual

geral.

O remodelamento 6sseo se caracteriza por ser um processo ciclico
e de longa duragdo que ocorre principalmente por intermédio dos
osteoblastos realizando aposicdo Ossea, e com os osteoclastos,
responsaveis pela reabsorcdo 6ssea. O resultado da atividade dessas
células é uma verdadeira escavagao acompanhada de liberacdo éssea,
na qual produtos da degradacdo do tecido sdo incorporados pelos
capilares sanguineos, promovendo uma perfeita homeostase tecidual.
Essa sequéncia de eventos, na verdade, constitui um mecanismo de auto-
reparacao da estrutura éssea, preservando a massa e a arquitetura dssea
dos organismos (RICHTER e BOYNE, 1969; PASCHOAL, 2003;

LEONEL? et al, 2003).

Sabe-se que a regeneragao O0ssea nao € somente um processo
bioldgico, mas, fatores elétricos, bioquimicos e mecéanicos sdo também de
fundamental importancia na regeneragdo e manutengdo do 0sso vivo

(PASCHOAL, 2003).

Dentre os fatores citados, alguns pesquisadores tém estudado o
fendmeno elétrico do osso (SHAMOS et al., 1963; MARINO e BECKER,
1970; MARINO e GROSS, 1989), na qual reportaram o fendmeno da
eletricidade produzida quando estruturas dsseas eram artificialmente

deformadas. Esse fenbmeno é conhecido por piezoeletricidade. Quando o
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tecido 6sseo é submetido a acao de forgcas externas, desenvolve-se uma
diferenca de potencial surgindo uma pequena corrente elétrica. Os
elétrons, entdo se deslocam para as regides de compressao, deixando o
local com potencial negativo, enquanto que, em regides que sofrem
tracdo existe uma auséncia de elétrons, culminando com potencial
positivo. As cargas negativas possuem a propriedade de ativar células
precursoras dos osteoblastos. Por outro lado, os osteoclastos, células de
reabsor¢cdo Ossea, sao ativados em regides de polarizagao positiva.
Portanto, podemos dizer que o tecido 6sseo sofrendo acdo de forgas
externas desencadeia potenciais elétricos, caracterizando esse tecido

como um material piezelétrico.

A piezeletricidade 6ssea no processo de reparagao merece grande
atencao pelos pesquisadores, pois como as células precursoras do tecido
0sseo apresentam tropismo por regides eletronegativas, uma vez induzido
essa condicdo em um tecido injuriado, conseguiriamos promover uma
migragdo dessas células auxiliando assim o processo de reparagao
tecidual. Por isso, a uma busca constante por biomateriais piezelétricos, e
ou estimulos extrinsecos capazes de induzir esse fenbmeno

(PASCHOAL, 2003).

Apds a injuria do tecido 6sseo, ocorrem inumeras reagdes no
processo de reparacao Ossea. A tabela abaixo resume os eventos histo-

fisiolégicos desse processo.
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Quadro 1 — Passos do processo de indugéo 6ssea (REDDI, 1987)

Tempo apoés
defeito 6sseo

Evento Celular

Processo Molecular

»  Formagéo do coagulo sanguineo; »  Formagéo da rede de fibrina;
1 Min » Liberagdo de Fatores de crescimento derivados
de plaquetas (PDGF);
Aparecimento de fibronectina;
» Chegada de polimorfonucleares (PMN) Liberacdo de enzimas proteoliticas semelhantes:
1 Hora por quimiotaxia; colagenase e elastina;
» Liberagao de pepitidios colagenos;
» Acumulo de (PMN), e adesdo das »  Protedlise limitada;
3-18 Horas células; » Liberagdo de fatores quimiotaticos para
fibroblastos;
» Quimiotaxia de fibroblastos e unido »  Liberagao de peptidios da fibronectina;
1° Dia celular da matriz extracelular implantada; »  Aumento mobilidade celular;
» Desempenha papel de microtibulos e
microfilamentos;
»  Continuagdo quimiotaxia por fibroblastos; » Inicio da sintese de proteinas e acido nucléicos;
2° Dia »  Liberagao de fatores de crescimento;
» Tradugdo do sinal originado da matriz »  H-Timidina incorporada no DNA;
3 Dia para células superficiais; » Aumento da atividade da ornitina descarboxilase;
»  Proliferagao celular;
»  Proliferagao celular; »  Sintese de colageno tipo lll;
5° Dia » Diferenciagao de condroblastos; »  Aumento de SO, incorporagao proteoglicanas;
» Condrécitos, sintese e secregdo de »  Sintese de colageno tipo Il;
7° Dia matriz;
»  Hipertrofia de condroblastos; »  Aumento da incorporagéo de Calcio e atividade da
9°Dia fosfatase alcalina;
»  Sintese de colageno tipo 1V;
»  Fator VIII nos vasos sanguineos;
»  Osteoblasto; »  Sintese de colageno tipo I;
10-12° Dia »  Formagéao 6ssea e Mineralizagao; »  Sintese de proteoglicanas ésseas;
»  Pico de incorporagéo de Calcio e de atividade da
fosfatase alcalina;
»  Osteoclasto; . » Aumento das enzimas lisossomais (fosfatase
12-18° Dia » Remodelagdo Ossea e dissolugdo da acida, sulfatase, e glucoronidase-p);
matriz implantada;
»  Diferenciagao medula 6ssea; » Aumento da incorporagdo de ferro no grupo
21° Dia (Heme);
> Acumulo de lisossima;
»  Sintese de colageno tipo llI;
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2.2 Biomateriais

A busca por novos materiais sintéticos para o tratamento de
alteragbes Osseas incentiva o estudo de uma técnica apoiada no
desenvolvimento tecnoldgico, ainda pouco explorado, a do biomaterial.

Biomateriais sao materiais artificiais desenvolvidos para uso em
areas da saude com finalidade de substituir a matéria viva cuja fungao foi
perdida, neste caso, o tecido Osseo. Um biomaterial € qualquer
substancia sintética ou natural que pode ser utilizada como tratamento
para substituicdo total ou parcial de qualquer tecido, ou 6rgao do
organismo. Excluem-se aqui os farmacos ou combinagdes de substancias
(GUASTALDI, 2004).

Sao requisitos desejaveis de um biomaterial, a biocompatibilidade
com o tecido, atoxicidade, ndo ser carcinogénico ou pirogénico,
apresentar estabilidade quimica e bioldgica, baixa densidade, pouco
peso, resisténcia mecanica e elastica adequadas, e ter baixo custo (BOSS
et al., 1995; GUASTALDI, 2004).

Dentre os inumeros biomateriais, os ceramicos e os poliméricos
despertam grande interesse. Os materiais ceramicos e poliméricos tanto
podem substituir o tecido vivo sem fungdo, como também estimular o
crescimento de um novo tecido. Os metais inertes, por sua vez,

apresentam como desvantagem a falta de biocompatibilidade na interface
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metal-tecido vivo, o que favorece a proliferacdo de microorganismos no
local, necessitando de substituicdo periddica (PADCT, 1994).

Em geral, os materiais usados como substitutos do tecido ésseo
atuam por meio de trés diferentes mecanismos: osteogénese
osteoconducao e osteoindugao (URIST, 1965; CARVALHO et al., 2004).

Osteogénico: Material capaz de formar osso diretamente a partir
dos osteoblastos provenientes da area doadora.

Osteocondutor: E aquele que quando colocado em uma ferida

ossea, preenche a cavidade e conduz o desenvolvimento de novo tecido
0sseo através de sua matriz de suporte. Deve ser reabsorvido e
simultaneamente substituido por tecido dsseo. Pode ser englobado pelo
tecido de reparo passando a fazer parte do osso neoformado. Sao
exemplos de materiais osteocondutores: sulfato de calcio, colageno,
hidroxiapatita, polimero de mamona.

Osteoindutor: Auxilia a reparagdo da ferida dssea, induzindo a
formacdo de novo tecido 6sseo por mecanismo no qual células
mesenquimais se diferenciam em osteoblastos. Alguns exemplos s&o:
0sso autdégeno, matriz organica do osso humano ou bovino e fatores de
crescimento (BMP, PDGF) (BURCHARDT, 1983; LANCE, 1985).

Os polimeros tém se destacado entre os biomateriais no cenario
mundial. O polimetilmetacrilato, por exemplo, € um polimero utilizado em
areas como a oftalmologia, a ortopedia, e a odontologia. Outros materiais

pertencentes ao grupo dos polimeros séo o politetrafluoretileno (teflon), o
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polietileno, os poliésteres e os silicones. Porém, o grande desafio no
estudo dos materiais poliméricos, consiste na busca de um polimero que
se enquadre nos conceitos exigidos para ser classificado como um
biomaterial. Ou seja, um material o mais parecido possivel com o tecido
vivo, capaz de interagir sem ativar o sistema de defesa do hospedeiro e
que apresente toxicidade minima, ndo causando destruicdo das células
sanguineas e nao liberando radicais nocivos que possam afetar érgaos

sensiveis (PADCT, 1994; HOLLINGER e LEONG, 1996).

2.3 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita € um sal de fosfato de calcio com uma organizagao
cristalina bastante complexa. Normalmente os cristais apresentam-se de
forma hexagonal. Este tipo de hidroxiapatita € indicado para os casos de
substituicdo do tecido 0sseo e frequentemente é associado a matriz
organica do o0sso e as membranas bioldgicas. Apresenta como
caracteristicas uma textura microgranular e lenta velocidade de
reabsorc¢ao pelo organismo, demandando cerca de 4 a 6 meses para sua
completa reabsor¢do (BLOCK e KENT, 1985; BELL e BEIRNE, 1988;
COBB et al., 1990).

Devido a sua solubilidade nos liquidos fisiolégicos, a sua
reabsorcao pelo tecido 0sseo € uma certeza, caracteristica essa que

enquadra a hidroxiapatita como um biomaterial (TAGA et al., 2000).
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Block e Kent em 1985 implantaram hidroxiapatita em mandibulas
de caes para aumento de rebordo. Outros animais receberam
hidroxiapatita associada a o0sso autdogeno, procurando promover
osteogénese. Os espécimes foram obtidos com 4, 8 e 16 semanas. Apos
quatro semanas os implantes estavam estaveis e firmes, e, no grupo de
hidroxiapatita ndo houve formacdo &ssea nos periodos iniciais e a
resposta inflamatdria era minima. Para o grupo hidroxiapatita mais 0sso,
no periodo de 4 semanas, nao foi observado formagao dssea, porém no
periodo de 8 semanas observou-se grande quantidade de osteoblastos,
formagao de sistema harvesiano e espiculas 6sseas entre tecido dsseo e
implante. No periodo de 16 semanas, clinicamente o grupo de
hidroxiapatita estava com os implantes firmes, sem inflamacao.
Histologicamente demonstrou-se crescimento de 1-2 milimetros de osso
no rebordo. Nesse mesmo periodo, para o grupo hidroxiapatita mais osso
0s implantes apresentavam-se firmes, sem inflamacao.
Microscopicamente observou-se proliferacdo 6ssea no rebordo. O
crescimento 6sseo estendeu-se através do rebordo e penetrou no tecido
mole subjacente. Apareceram, também, areas de formacdo éssea néao
relacionada com formagao o6ssea cortical, as quais foram interpretadas
com sitios de indugdo osteogénica. Os autores concluiram que a adigao
de osso autégeno na hidroxiapatita promove estimulagcéo de osteogénese

nos aumentos de rebordo.
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Bell e Beirne, em 1988, avaliaram o efeito do fosfato tricalcio e
hidroxiapatita isolados e associados ao colageno no reparo de defeitos
em mandibulas de ratos. Os animais foram divididos em grupo com
hidroxiapatita e colageno, grupo com tricalcio fosfato e colageno e grupo
com defeitos preenchidos com colageno (grupo controle).

Os resultados obtidos por Bell e Beirne sob microscopia 6ptica dos
periodos de 12 semanas apresentaram os implantes de hidroxiapatita e
fosfato tricalcio envolvidos por tecido conjuntivo fibroso, macréfagos e
algumas células gigantes. Apenas poucas areas dos implantes tiveram
contato direto com tecido 6sseo, inclusive para os implantes associados
ao colageno. No grupo controle formou-se tecido adiposo e tecido fibroso.
Os resultados mostraram que a hidroxiapatita e o tricalcio fosfato
induziram resposta inflamatéria minima e nao estimularam a cicatrizagao
O0ssea. Na associagao dos implantes ao coladgeno ndo houve mudancgas
na resposta inflamatéria ou processo de cicatrizacdo 6éssea comparando
com os grupos com implantes de hidroxiapatita isolado e fosfato tricalcio
isolado.

Cobb et al., em 1990, analisaram as respostas cicatriciais nos
periodos de 6 a 18 meses, nos defeitos dsseos criados na mandibula de
macacos, que foram preenchidos por misturas de osso autégeno e de
hidroxiapatita densa em diferentes proporgdes, 25% osso e 75%
hidroxiapatita; 50% de cada material; 75% o0sso e 25% de hidroxiapatita e

100% hidroxiapatita.
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Tanto nos espécimes de 6 quanto de 18 meses, a relagéo entre
tecido e a hidroxiapatita pode ser dividida em 3 categorias histoldgicas
diferentes: A primeira foi caracterizada pelo encapsulamento individual
dos granulos de hidroxiapatita por fibras do tecido conjuntivo.
Frequentemente, esse tecido conjuntivo mostrava-se disposto
paralelamente a superficie de hidroxiapatita e exibia camadas de
fibroblastos e macréfagos e outras vezes apresentavam células gigantes
na interface tecido-hidroxiapatita. O segundo tipo mostrou-se como uma
completa integracdao do osso com a hidroxiapatita. Geralmente o tecido
O0sseo paramelar e linhas reversas pareciam originar-se da periferia do
0sso do hospedeiro, progredindo em direcédo ao local implantado.

O terceiro tipo foi uma combinagdo dos dois anteriores, ou seja,
frequentemente granulos de hidroxiapatita mostraram encapsulamento
parcial, interrompido por zonas de integragcdo com o osso. As fibras do
tecido conjuntivo, nesta terceira categoria, pareciam aderir a superficie da
hidroxiapatita em orientacédo perpendicular.

Além disso, os defeitos que receberam 75% e 100% de
hidroxiapatita mostraram recobrimento ésseo sobre as particulas de 75 e
66% respectivamente.

Esses resultados indicaram que as proporgcdes 3:1 e 1:1 0sso-
hidroxiapatita podem ser usadas com sucesso para induzir o

desenvolvimento 6sseo em cirurgia reconstrutiva.
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Sob microscopia de transmissdo observou-se nos espécimes de 6
a 18 meses, que as fibras colagenas estavam intimamente associadas
com a superficie da hidroxiapatita, ou localizadas em areas de deposigao
de ostedide e sempre orientadas com disposigao perpendicular. Por outro
lado, o tecido conjuntivo fibroso que encapsula os granulos, mostrava
camadas de fibras e fibroblastos paralelos ao granulo. Nos espécimes
encapsulados nao houve evidéncia de mineralizagcdo ou matriz associada
com a superficie da hidroxiapatita.

ONO et al., em 1992, estudaram o comportamento da ceramica de
hidroxiapatita implantada subperiostalmente como implante “onlay” em
cranio de coelhos, servindo como grupo controle, comparado com um
grupo de hidroxiapatita associada ao atelocolageno e um grupo de um
complexo hidroxiapatita-atelocolageno e proteina morfogenética Ossea,
para serem analisados e comparados do ponto de vista bioquimico,
radiolégico e histopatolégico. Foram analisadas as respostas quanto a
quantidade de fosfatase alcalina e os resultados revelaram que a
porcentagem dessa enzima encontrada no grupo da proteina
morfogenética dssea foi bem mais elevada que para os demais grupos,
significando um indice de formagcao 6ssea acentuado. Na avaliagdo da
densidade Ossea houveram os indices mais elevados em todos os
periodos (3, 6, e 9 semanas) ocorreram no grupo da proteina
morfogenética 6ssea. Quanto as avaliagbes histopatoldgicas,

demonstrou-se que no grupo de hidroxiapatita houve formagao éssea nos
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poros que estavam em contato com a superficie do cranio, no periodo de
9 semanas. Achados semelhantes foram observados com o grupo do
atelocolageno. Em contraste, puderam observar formagao éssea no grupo
de proteina morfogenética 6ssea ja nos periodos iniciais. Inclusive notou-
se que muitos osteoblastos emergiram da interface entre osso craniano e
implante, com ativa formagao dssea.

Esses achados demonstraram segundo Ono et al., que a proteina
morfogenética &ssea apresenta um grande potencial para induzir
formacgao 6ssea. Além disso, a utilizagao dessa técnica de embebicao de
hidroxiapatita em atelocolageno e proteina morfogenética Ossea, nos
enxertos “onlay”, poderia substituir os implantes de osso autégeno para
as aplicagdes clinicas.

Taga et al.,, em 2000, avaliaram a capacidade de reparagéo de
lesbes Osseas perenes produzidas em calvaria de cobaias com a
utilizacdo de matriz 6ssea bovina desmineralizada (Osseobond) e
hidroxiapatita ultrafina (Bioaphatita) como material de preenchimento e
como mantedora de espaco viavel. Uma lesdo 6ssea circular de doze
milimetros de didmetro foi realizada na regido da sutura dos ossos
parietais de 37 cobaias (Cavia porcellus); 15 lesbes foram preenchidas
com uma mistura 1:1 de Osseobond e Bioaphatita aglutinada com
sangue do préprio animal; outras 15 receberam o mesmo tratamento e
foram recobertas com membrana Dentoflex. Esses animais foram

sacrificados 1, 3 e 6 meses apds as cirurgias. Nos 7 animais do grupo
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controle 6 meses e 0 h, as lesbes foram preenchidas apenas com
coagulo sanguineo. As andlises radiograficas, histologicas e
morfométricas mostram que: Nos defeitos preenchidos com matriz
Ossea desmineralizada e hidroxiapatita sem recobrimento com
membrana, ocorreram a presenga de reagao tipo corpo estranho,
devido provavelmente a formacdo de acumulos arredondados de
hidroxiapatita, de tamanho relativamente grande, o que favoreceu a
formagdo de tecido fibroso e a reabsorcao o6ssea. Nos defeitos
preenchidos com a mesma mistura e recobertos com a membrana, ao
final de 6 meses pds-cirurgia, houve o preenchimento de 73,3% da area
da lesdo por tecido 6sseo neoformado; os poucos acumulos de
hidroxiapatita observados estavam incorporados ao tecido 0Osseo
neoformado. Os autores concluiram que a membrana recobrindo toda
area do defeito funcionou como barreira contra invasdo de células e
exsudato do tecido conjuntivo inflamado, e a formagédo de corpos

maiores de hidroxiapatita, fibrose e reagdo tipo corpo estranho,

favorecendo com isso a ocorréncia de neoformagao dssea.

2.4  Proteina Morfogenética Ossea

As constantes inovagdes tecnologicas e os achados biolégicos
estdo trazendo diferentes opgdes terapéuticas e conhecimentos

importantes para o cirurgido-dentista. Muitos desses achados associam
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direta ou indiretamente, a biologia a tecnologia. Recentemente
pesquisadores vém explorando o wuso clinico das proteinas
morfogenéticas do osso (BMP). O uso desses fatores de crescimento
provavelmente tera importantes implicagdes, tanto para nossos
conhecimentos biolégicos como para a tecnologia de aplicagao diaria
no consultoério.

Fator de crescimento € um termo geral para designar uma classe
de hormoénios polipeptidios que estimulam uma ampla variedade de
eventos celulares como proliferacdo, quimiotaxia, diferenciacao e
producao de proteinas matriciais extracelulares (URIST e STRATES,
1971).

As BMPs sao consideradas fatores de crescimento osteoindutores
com potencial de atuar sobre uma célula mesenquimal, tornando-a capaz
de sintetizar osso. Foi também demonstrado que as BMP promovem,
além da osteogénese, formagdo de dentina. Esses achados séao
relevantes para a clinica odontolégica (URIST e STRATES, 1971;
GONGCALVES et al., 1998; NUNES, 1999).

Com relacdo a sua aplicagao clinica, varios autores demonstraram
ser a BMP uma boa opc¢ao clinica para a correcido de varios defeitos
Osseos. A literatura também mostra sucesso com a utilizagdo das BMP na
reparacdo oOssea ao redor de implantes, promovendo uma rapida

osteointegracdo (CAULA et al., 1999).
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Paralelamente aos estudos com as BMPs, muitas pesquisas sao
realizadas em busca da obtengdo do veiculo ideal, um dos principais
problemas na efetiva utilizagcao dessas proteinas (HOLLINGER e LEONG,
1996; RENGACHARY, 2002).

Uma caracteristica importante que pode determinar o sucesso ou o
fracasso dos enxertos osteoindutores é a eficiéncia do material carreador,
veiculo que propicia a sua bioatividade. O carreador ideal deve aumentar
a exposicao dos tecidos do hospedeiro a substancia de crescimento e
assegurar uma distribuicdo uniforme, sem permitir que o material
implantado ultrapasse seu sitio. Além disso, deve apresentar boa
afinidade com a BMP, auséncia de toxicidade e imunogenicidade, nao
provocar interferéncia na regeneracdo 6ssea, potencializar a atividade
osteogénica da BMP, melhorar o desempenho mecanico para suporte de
forgcas, ter receptividade a esterilizacado, ser reabsorvido a medida que
ocorrer a formagao 6ssea, ser biodegradavel, biocompativel e formulado
para permitir tamanho e forma adequados para o enxerto (HOLLINGER e
LEONG, 1996; NUNES, 1999; RENGACHARY, 2002).

Ha uma infinidade de materiais utilizados para enxerto 6sseo, e
cada um possui suas limitacbes. Entretanto, técnicas combinadas tém
mostrado melhores resultados do que aquelas nas quais s6 um tipo de
material & usado.

Sampath e Rueger, 1994, realizaram um levantamento a respeito

da estrutura, fungéo e aplicagbes ortopédicas da proteina osteogénica 1
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(OP — 1) e relataram que o implante de colageno como carreador em
conjunto com a OP -1 também conhecida como BMP-7, em grandes
defeitos cirurgicos criados no segmento diafisario de animais, leva a
regeneragao Ossea; que € totalmente funcional, tanto biolégica quanto
mecanicamente.

Modelos in vitro e in vivo sugerem que a OP-1 contém dispositivos
que podem ser usados como substitutos de implantes 6sseos no reparo
da fusdo vertebral, no aumento da crista alveolar em cirurgias de
reconstrucao ortopédica e facial, e promove a osteointegracao durante a
fixagdo de proteses metalicas em varios procedimentos dentais e
ortopedicos. A OP-1, também tem potencial terapéutico no tratamento da
osteoporose e doengas Osseas metabdlicas. Em humanos a formacao
0ssea inicia-se entre a sexta e oitava semana de desenvolvimento fetal.
As células progenitoras de origem mesenquimal migram para locais pré-
estabelecidos onde se condensam, proliferam e diferencia-se em células
formadoras de osso (osteoblastos). Ou se condensam, proliferam e
diferenciam em condroblastos, células formadoras de cartilagem que
subsequentemente serdao substituidas por células formadoras de osso.
Este processo também €& observado nos ossos longos e denomina-se
ossificagado endocondral.

Na vida pos-fetal o osso se repara apds injuria através de células
progenitoras mesenquimais da medula éssea e do peridsteo, assim elas

se acumulam, proliferam e diferencia em cartilagem, que
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subsequentemente sera substituida por osso neoformado. A matriz 6ssea
contém uma ou mais proteinas responsaveis pelo desenvolvimento 6sseo
normal e reparativo.

Em ratos a OP-1 contida nos implantes, recruta células
mesenquimais e promovem sua diferenciagcdo em condrécitos num prazo
de 5 a 7 dias, que produzem matriz cartilaginosa que calcifica, sofrem
hipertrofia, se degeneram, e sob a invasédo de capilares sao substituidos
por osso novo neoformado. Entre 14 e 21 dias, 0 0sso mineralizado é
extensivamente remodelado e torna-se preenchido por elementos
funcionais da medula éssea.

Na auséncia de OP-1 o implante de matriz de colageno sera
lentamente reabsorvido, e ndo havera formagao 6ssea. A quantidade e a
média de formacdo Ossea dependem da concentragdo de OP-1 no
dispositivo carreador.

Os estudos sobre imunoinvestigacao demonstram que a OP-1 esta
presente durante o desenvolvimento 6sseo embrionario e nas fraturas
durante a reparagao. Apesar de nao haver OP-1 na matriz e nas células
durante a condensacéo da cartilagem no mesenquima. Ela foi detectada
no pericondrio. Na ossificacdo endocondral a proteina aparece
transitoriamente nos condrdcitos hipertrofiados e se cora intensamente
nos osteoblastos e no peridsteo, e, nas areas de degradagao ativa da
cartilagem e formagado Ossea. Ha estudos mostrando também que a

proteina OP-1 promove a proliferagao celular e sintese de colageno nas
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culturas de osteoblastos. Ela estimula especificamente a sintese e
secrecdo de fosfatase alcalina e producdo de adenosina
monofosfatociclico (AMPc) em resposta a sintese de paratohormdnio
(PTH) e osteocalcina e mineralizagdo da matriz extracelular das culturas
de osteoblastos

Mulatinho e Taga, em 1996, realizaram trabalho que trata da
apresentacao de um caso clinico de implante de titdnio imediatamente
apo6s a extracdo dentaria. Os autores utilizaram uma mistura de
Osseobond e Biohapatita como preenchimento e verificaram
histologicamente que apds 6 meses esses materiais foram substituidos
por tecido ésseo altamente organizado do tipo lamelar ou secundario
porem ainda em fase de remodelacao.

Kinoshita et al., em 1997 realizaram o estudo da analise da
regeneragao do tecido periodontal de caes apds aplicagdo de proteina
O0ssea morfogenética recombinante humana (rhBMP-2) em defeitos
periodontais horizontais em caes. Foi introduzido no defeito como material
carreador de rhBMP-2, uma esponja de gelatina de acidos polilatico e
poliglicdlico. No grupo controle usou-se a mesma esponja sem a adigao
da proteina. Doze semanas ap0s a cirurgia, os animais foram sacrificados
e os autores verificaram uma consideravel neoformacido o&ssea nos
animais do grupo tratado. Observou-se inclusive a neoformagao de
cemento com fibras de Sharpey nas superficies radiculares

instrumentadas. A histometria mostrou que a neoformacgdo O&ssea,
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cementaria, e de fibras de tecido conjuntivo foi significantemente maior no
grupo tratado com rhBMP-2, indicando que mesmo nos casos de defeitos
horizontais pode haver regeneracdo Ossea com o0 uso da proteina
morfogenética.

Gongalves et al., em 1998, trabalho de levantamento bibliografico,
propdéem-se apresentar uma revisao concisa sobre BMPs, enfocando sua
atuacéao e aplicagao clinica em procedimentos terapéuticos para o reparo
tecidual. Assim temos que a sua identificagdo e purificagao iniciou-se em
com Urist em 1965 quando induziu a neoformacdo 6ssea em sitios
ectopicos (tecido subcutdneo e intramuscular) implantados com
fragmentos de osso desmineralizado, no periodo de duas semanas.
Salientando-se que este fragmento de osso desmineralizado foi
denominado por Urist de proteina morfogenética dssea. Somente na
ultima década por meio de técnicas moleculares, identificou-se uma
familia de proteinas morfogenéticas estruturalmente relacionadas,
contendo sequéncias de aminoacidos homélogos as proteinas do Fator
de crescimento transformador-beta (TGF-beta).

Embora as fungdes exata de cada uma das BMPs nao estejam
completamente esclarecidas, sabe-se que as evidéncias indicam que elas
aumentam a diferenciacdo e a expressao de condroblastos e
osteoblastos em sitios 6sseos lesados.

Quanto a sua origem e obtengdo, sabe-se que as BMPs séo

produtos de metabolismo de osteoblastos, odontoblastos e de varias
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células tumorais, e, sdo armazenadas em forma concentrada no 0sso,
dentina e em células neoplasicas do osteossarcoma.

A extracdo de BMPs foi obtida de varios animais, como bois,
porcos, ratos, camundongos, caes e coelhos, bem como de humanos.
Independentemente da espécie animal de onde foi extraida, a BMP
promoveu osteoindugdo. Em humanos a dificuldade de extracao é muito
grande, pois além de outros problemas € necessario uma tonelada de po6

de o0sso para se extrair um grama de BMP.

Atuacao e implicagoes terapéuticas

Os efeitos das proteinas morfogenéticas oOsseas podem ser
observados em células tronco geradoras de clones celulares
osteogénicos, tanto in vivo como in vitro. A resposta celular, descrita apos
a aplicacdo de BMPs em tecidos ectdpicos, consiste na quimiotaxia,
promovendo a migragao de células mesenquimais € mondcitos para o
local de implante: proliferagao celular e diferenciagdo em condroblastos e
osteoblastos; sintese dos componentes da matriz; maturacao;
mineralizagao e remodelacao, resultando na formacédo de um ossiculo.

Muitos pesquisadores (YASKO et al., 1992; ONO et al., 1992;
HEDNER e LINDE, 1995; ZELLIN et al., 1996; HOLLINGER e LEONG,

1996; GONCALVES et al., 1998; YUDELL e BLOCK, 2000; SPECTOR et
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al., 2001; RENGACHARY, 2002; BRANDAO et al., 2002; RUHE et al.,
2004; KROESE-DEUTMAN et al, 2005) concentram-se no
desenvolvimento do melhor substrato carreador, para a BMP, com
atividade osteogénica intacta e um efeito osteoindutor efetivo, e, entre os
biomateriais testados incluem-se os varios componentes da matriz
extracelular, isolados ou combinados (colageno, fibronectina,

glicosaminoglicanas), hidréxido de calcio e fosfato de calcio.

Perspectivas terapéuticas futuras

O substrato carreador ideal preencheria os seguintes requisitos: 1-
relativa insolubilidade em condigdes fisioldgicas. 2 — ser biodegradavel; 3
— proteger contra atividades proteoliticas; 4 — funcionar como substrato
para a adesao e proliferagao celular; 5 — ser inerte imunologicamente; 6 —
obter a liberagdo vagarosa de BMP através da degradacédo bioldgica
controlada; 7 — ter estabilidade mecanica para unir defeitos dsseos.

As indicacdes para o uso das BMPs estdo associadas principalmente a
grandes perdas ésseas, decorrentes de anomalias de desenvolvimento e
neoplasias, bem como de doencas infecciosas e inflamatodrias, como
doencas periodontais. Outras indicagdes sido para a elevagao do rebordo
alveolar; fraturas extensas com perda tecidual impossibilitando a
coaptacdo dos segmentos; e na indugdo a formagdo de dentina

reparadora (SELLERS, et al., 2000; RENGACHARY, 2002).
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Cadula et al, em 1999, se propuseram a apresentar uma revisao
bibliografica da proteina 6ssea morfogenética humana recombinante, sob
varios aspectos: quanto a sua estrutura, mecanismo de acgao, os tipos de
carreadores e as suas vantagens em relagao a outros substitutos 6sseos.
Assim tem-se que a proteina é proveniente de 13 proteinas purificadas e
clonadas, gerando um material glicosado, duplo e processado da mesma
forma que as moléculas de BMP encontradas no osso.

A BMP-2 aumenta a expressao da fosfatase alcalina e do horménio
paratireoideo (PTH), bem como induz a formacédo da osteocalcina, um
marcador especifico de osteoblastos. As BMPs sao as unicas proteinas
conhecidas capazes de induzir a expressdo deste marcador de
osteoblastos. Quando altas doses da BMP-2 sao aplicadas, ocorre a
formacdo éssea endocondral e intramembranosa. E necessario também o
uso de um carreador, pois quando a BMP-2 é usada sem qualquer
carreador, é necessario o uso de grandes quantidades e, além disso, ela
€ altamente soluvel dispersando-se imediatamente apds o implante.
Existem varios carreadores artificiais que podem oferecer suporte
estrutural, sdo essencialmente osteocondutores, oferecendo estrutura
para ajudar o 0SSO a crescer no seu interior ou a sua volta.

Polimeros podem agir como carreadores efetivos, por serem
biodegradaveis. Isso n&do acontece com a hidroxiapatita que parece
permanecer no organismo. Existem dois tipos de substitutos ésseos que

podem ser descritos como oOsseo-condutores ou Osseo-indutores. Os
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condutores se tornam incorporados no defeito pelo crescimento do osso
das margens. Os enxertos O6sseo-indutores estimulam as células
mesenquimais a se diferenciar em células osteogénicas que produzem
NOVO 0SSO.

Allegrini e Konig, em 2000, descreveram um modelo experimental em
coelhos para procedimentos de elevagdo de seio maxilar. Foram
utilizados quatro materiais de enxerto com e sem associacdo a BMP
bovina (0,5miligramas). Os periodos de observagao foram de 8, 12 e 16
semanas, sendo utilizados marcadores sequenciais de polifluorcromo
(alizarina, calceina e tetraciclina) para avaliacdo dos periodos de
deposicdo o6ssea. Nos animais de 8 semanas associados a BMP, houve
um ganho de 33,34% na formagédo O&ssea, proporcionalmente aos
controles. Em 12 e 16 semanas esta deposicdo permaneceu sem
alteragcdo significativa, enquanto nos controles houve continuo
crescimento 0sseo. Esta diferenca demonstra que a BMP estimulou a
formacado Ossea durante os periodos iniciais de cicatrizagao, alterando,
porém, o ciclo normal de deposi¢gdo 6éssea em tempos mais prolongados.
O modelo animal serviu eficazmente e sem complicagcdes. Resultados
indicaram que a BMP utilizada, apesar de promover osteoinducao, pode
ter sido insuficiente a formagcdao Ossea em quantidade e qualidade,

necessarias a instalacao de implantes de titanio.
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2.5 Polimero do acido ricinoléico

A mamona (Ricinus comunis), da classe Dicotiledénea, ordem
Geraneaces e familia Euforbaceas, constitui um vegetal tipico de clima
tropical. O Brasil, devido as suas caracteristicas climaticas e territoriais,
apresenta-se como uma das grandes reservas mundiais deste produto. A
mamona possui um grande potencial oleoquimico, podendo garantir o
fornecimento de polidis e pré-polimeros a partir de acidos graxos em larga
escala.

O o6leo de mamona, também conhecido como 6leo de ricino ou
“castor oil’, € um produto que contém em sua composicao 81% a 96% de
trigliceridios do acido ricinoléico (12-hidroxioléico), podendo ser
considerado um poliol natural por conter trés radicais hidroxilas passiveis
de serem utilizados na sintese de poliuretanas. Estruturalmente, o 6leo
de mamona é um poliéster possuindo trés moléculas do acido 12-
hidroxioléico e este, por possuir trés diferentes sitios ativos, a carboxila
terminal, a insaturagdo no nono carbono e a hidroxila no décimo segundo
carbono proporciona diferentes possibilidades de reagdées (PADCT, 1994;
IGNACIO et al., 1997).

Os polidis vegetais a base do acido ricinoléico sao bastante
estaveis quimicamente por causa das ligagcbes uretanas, que apresentam
maior resisténcia as reacdes hidroliticas. A quimica envolvida na sintese
do poliuretano esta baseada nas reagbes com o grupo isocianato. A

reacao de pré-polimerizacdo para a formacao da poliuretana é realizada
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entre um diisocianato e um poliol, de maneira a deixar grupos isocianato
de partida. O pré-polimero € um liquido viscoso com menor reatividade
do que o diisocianato de partida. A reagao de polimerizacao final com o
pré-polimero para a formagao da poliuretana pode ser feita com um diol,
uma diamina ou ainda um poliol. Os polidis utilizados na sintese de
poliuretanas sao moléculas de alto peso molecular, contendo dois ou mais
radicais hidroxilas, apresentando-se geralmente nas formas de poliéster e
poliéter. A poliuretana derivada do 6leo de mamona apresenta uma
férmula molecular com certa compatibilidade com os tecidos vivos.
Apresenta aspectos favoraveis de processabilidade; flexibilidade de
formulacao; versatilidade de gel; excelentes propriedades estruturais;
auséncia de emissao de vapores toxicos; bom poder de adesdo; nao
libera radicais téxicos quando implantada, e tem baixo custo. (PADCT,
1994; IGNACIO et al., 1997; TEIXEIRA e RAMALHO, 1999).

A poliuretana que foi utilizada neste estudo € derivada do poliol
poliéster, obtido a partir de acido graxo vegetal retirado da mamona, o

difenilmetanodiisocianato, com a seguinte formula quimica:

9

0=C=N-R,-N=C=0+HO-R,-OH-> C-N-RN-C-R,0
| |
OH H

di-isocianato poliol poliuretana
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O vegetal conhecido no Brasil e no mundo pelos sinbnimos de
palma Christi, mamona, carrapateira, ricino, tartago, “castor oil”, “castor
bean” é originario, possivelmente, da india, de onde se espalhou para
todos os paises de clima quente e temperado Pereira em 1929 citado por
Rodrigues et al., 2002. Por outro lado, para De Candole, 1836 o vegetal é
originario da Africa intertropical, pois sementes desta espécie foram
encontradas em catacumbas de mumias notaveis. Isso comprova que
essa semente era cultivada desde os tempos egipcios ha mais de 4000
anos, e que essas civilizagdes apresentavam veneragao por essa
semente, provavelmente atribuindo-lhe propriedades medicinais.

A maior parte dos trabalhos com Ricinus communis foram
executados com suas sementes. O 6leo de ricino, obtido das sementes,
apresenta além de seu emprego medicinal e cosmético, diversas
utilidades para as necessidades humanas (RODRIGUES et al., 2002).

Ignéacio et al., em 1997, ao empregar a poliuretana de mamona em
defeitos produzidos no osso radio de coelhos, verificou que este material
€ biocompativel, ndo apresentando reagdo tipo corpo estranho e
permitindo o fendmeno de osteoconducido através do conceito de
regeneragao tecidual orientada. Foi realizado um defeito de dois
centimetros na diafise radial de coelhos, no qual colocou-se cilindros de
poliuretana da mamona adicionado carbonato de calcio. Utilizou-se para

referida pesquisa 34 animais distribuido em periodos de avaliacéo de 2, 4,
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8 e 16 semanas. Foram realizadas avaliagcbes radiologicas,
macroscopicas e histologicas.

Teixeira e Ramalho, 1999 de maneira semelhante apos
implantarem a poliuretana associada ao carbonato de calcio em defeitos
produzidos nas mandibulas de ratos, observaram a biocompatibilidade
deste material, ndo havendo formagao de capsula fibrosa ou migracao de
células inflamatdrias, apresentando, sim, o aparecimento de células
osteogénicas.

Ohara et al., 1995, comprovaram a auséncia de toxicidade
sistémica do polimero, avaliando a biocompatibilidade da poliuretana da
mamona implantada intra-6ssea e intra-articular em coelhos, nao
detectaram reacgdes tdxicas nos rins, no figado nem no baco.

Vilarinho et al., 1996, posteriormente implantaram a resina da
poliuretana vegetal derivada da mamona na camara anterior do olho de
camundongo, e verificaram que este material foi bem tolerado pelo
organismo receptor, desencadeando reacgado inflamatéria inicial, que
diminui com o passar do tempo.

Carvalho® et al., 1997, observaram a osteointegragéo progressiva,
sem reagdes inflamatdrias ou de corpo estranho apdés 6 semanas da
implantagédo de granulos da poliuretana em alvéolo dental de ratos.

Kharmandayan em 1997 estudou a interface entre osso-pino de
poliuretano de 6leo de mamona com e sem carbonato de calcio em tibia

de coelho. Foram utilizados grupos de 1, 30, 60, 120, 180 e 360 dias de
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pos-operatorio utilizando-se microscopia de luz e eletrbnica de varredura
para avaliagao histolégica. Os dados revelaram que, no primeiro dia de
pos-operatorio, a parede do canal de implante do pino era revestida por
smear layer. Os grupos de 30, 60 e 120 dias de pds-operatério,
mostraram a formacéao de tecido colageno denso envolvendo a superficie
do pino. Pequenas irregularidades de superficie dos implantes foram
notadas nestes grupos, revelando a adesédo do colageno a superficie da
resina 0 que provocou uma reparagao na interface o0sso-pino. As
trabéculas Osseas adjacentes revelaram uma disposi¢ao irregular tanto
em cortes histolégicos, como nos aspectos tridimensionais em imagens
obtidas através da microscopia eletrénica de varredura. A orientagéo de
fibras colagenas é notada nitidamente, envolvendo a superficie do pino.
Nos grupos de 180 e 360 dias de pds-operatério, houve uma formacgao de
fibras colagenas de disposigdo ordenada. Os aspectos histoldgicos
revelaram a presenga de um tecido conjuntivo denso constituindo a
interface osso-pino. O implante de poliuretano foi acompanhado de uma
neoformacao 6ssea bem evidente, na porgao proxima a superficie que se
estendeu até a profundidade do canal.

Além disso, nos estudos de Kharmandayan os dados obtidos
revelaram diferengcas apenas de aspectos estruturais decorrentes da
reparagao tecidual, nas fases examinadas, mais intensas no grupo de 360

dias de pds-operatério e com pinos com carbonato de calcio.
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Almeida et al., 2000, realizaram estudo histolégico da reparagao
0ssea de defeitos realizados em mandibulas de ratos. Foram utilizados 18
animais, nos quais se realizaram perfuragdes trans-6sseas de 4,0 mm de
didmetro na regido de angulo. Os animais foram sacrificados em grupos
de trés em periodos pos-operatorios de 1, 3, 5, 7, 14 e 28 dias. Apos
processamento laboratorial as pecas foram coradas pelo HE. Os
resultados mostraram que a reparagao dos defeitos dsseos produzidos
em mandibulas de ratos ocorre a partir do tecido 6sseo das margens dos
mesmos. A neoformagao é6ssea ocorre também ao redor de esquirolas
o6sseas remanescentes. No entanto, o tamanho do defeito, bem como a
utiizacao de barreira mecanica que impeca a proliferacdo de tecido
conjuntivo em seu interior, sdo fatores que interferem na completa
regeneracao do defeito dsseo cirurgico.

Cavalieri em 2000 realizou um estudo comparativo das respostas
teciduais apds a implantacdo de polimero de mamona, cimento 6sseo e
resina acrilica termicamente ativada em defeitos &sseos cirurgicos
confeccionados nas tibias de coelhos, mediante analises macroscoépicas
através da microscopia de luz. Foram utilizados nove coelhos adultos
divididos em quatro grupos: Polimero de Mamona (PM), Cimento Osseo
(CO), Resina Acrilica Termicamente Ativada (RATA) e Controle. Realizou-
se a confeccao de dois defeitos 6sseos em cada tibia. No lado direito, um
defeito foi implantado com polimero de mamona (grupo - PM) e o outro

com cimento 6sseo (grupo - CO). No lado esquerdo, um defeito foi
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implantado com resina acrilica termicamente ativada (grupo-RATA) e o
outro foi preenchido apenas por coagulo sanguineo (grupo - CO).
Decorridos 30, 60 e 90 dias, trés coelhos de cada grupo foram
sacrificados. As pecas contendo o defeito dsseo foram removidas em
bloco, fixadas em formol 10%, processadas e submetidas a analise
macroscopica € microscopica através da microscopia de luz. O polimero
de mamona, a resina acrilica termicamente ativada e o cimento 6sseo
foram bem tolerados pelos tecidos hospedeiros. O autor concluiu que o
polimero de mamona permitiu o crescimento de tecido conjuntivo
osteogénico no interior dos seus poros e fendas, bem como se incorporou
ao tecido 6sseo, promovendo a sua estabilidade no local de implantagao.
Verificou também que o polimero de mamona estava sendo lentamente

substituido por tecido 6sseo durante o processo de remodelagéo.

2.6 Laser de baixa intensidade

A palavra LASER é um acronimo de "Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation", ou seja, "Luz Amplificada por Emissao
Estimulada de Radiag¢ao". O principio da emissao estimulada foi proposto
primeiramente, sob forma tedrica, por Einstein, em 1917: a emissao
estimulada de radiacdo € causada pela presenca de um féton indutor de
energia interagindo com um atomo em seu estado excitado, resultando na

liberagao de dois fétons induzidos (GUTKNETCHT e EDUARDO, 2004).
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Os diferentes tipos de laser de baixa densidade de poténcia
possuem um efeito eminentemente analgésico, antiinflamatério e
bioestimulante, sendo utilizados nos casos de lesdes da cavidade bucal,
como: aftas, herpes labial, queilite angular, trismos, parestesia,
hipersensibilidade dentinaria, pos-cirurgias, pos-intervencgdes
endodénticas. A laserterapia, com essa finalidade, provoca um aumento
da microcirculacéo local e da velocidade da cicatrizagao. A existéncia da
fotoestimulacao pelos lasers de baixa poténcia, topico tdo controverso e
pouco entendido antes de 1980 tem sido objeto de intenso estudo
cientifico. A aplicagao clinica demonstra a evidéncia factual entdo obtida
onde extensivas discussdes da agao (com possiveis mecanismos) da luz
visivel monocromatica nos fotorreceptores primarios de células e
organismos tém encantado tanto os profissionais clinicos quanto os
pesquisadores.

Para que um laser possa funcionar, devem ser satisfeitas,
simultaneamente, trés condi¢bes fundamentais. Em primeiro lugar, é
necessario dispor de um meio ativo, ou seja, de uma colegcao de atomos,
moléculas ou ions, que emitam radiagcao na parte 6ptica do espectro. Em
segundo lugar, deve ser satisfeita uma condicdo conhecida sob o nome
de inversao de populacdo. Esta condicao, geralmente nao preenchida em
nosso ambiente natural, € gerada por um processo de excitagdo
denominado bombeamento: ela transforma o meio ativo em meio

amplificador de radiagdo. Finalmente, € indispensavel dispor de uma
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reacao optica para que o sistema composto por essa reagao oOptica e pelo
meio ativo seja a sede de uma oscilagao laser (ALMEIDA LOPES et al.,
2001).

Os primeiros sistemas LILT (Low Intensity Laser Therapy) tinham
como meio ativo uma mistura gasosa de gas hélio e nebnio (lasers de
HeNe) que emitiam no vermelho (632,8 nm), mas que apresentam
também outra linha de emissdo no verde. Atualmente os sistemas laser
LILT s&o, na sua grande maioria, constituidos de um cristal confeccionado
em laboratorio de diodo semicondutor de arseneto de galio (GaAs)
podendo estar dopado por diversos outros elementos, dependendo do
comprimento de onda desejado (p. ex., In-indio dopa o cristal para emitir

no vermelho) (GUTKNECHT e EDUARDO, 2004).

Efeitos primarios ou Diretos

Efeito Bioquimico

O Laser controla a producdo de substancias liberadas nos
fendbmenos de dor e inflamagao, como as prostaglandinas, prostaciclinas,
histamina, serotonina, bradicinina, leucotrienos, etc. Modifica também as
reacbes enzimaticas normais, tanto no sentido de excitagcdo como de
inibicdo, como s&o a producado de ATP e a sintese de prostaglandinas

(CAMPANA et al., 1998).
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Karu et al.,, 1995 demonstraram que a radiagdo laser exerce
estimulo na producdo de ATP no interior das células, originando e
provocando a aceleracdo da mitose, fato que se produz quando ha um
aumento desta enzima das mitocondrias.

O efeito bioquimico, como certos farmacos nao-opiaceos, interfere
na producao de prostaglandinas, pela interferéncia na atividade da
ciclooxigenase que intermedia a producdo desta substancia pelo acido

araquidénico (CAMPANA et al., 1998).

Efeito Bioelétrico

Toda célula tem em seu interior mais cargas negativas do que
positivas. No meio extracelular, existem substancias de cargas positivas,
como o Na* e K'. A diferenca de potencial deve-se a existéncia de
diferentes concentragdes de ions positivos ou negativos dentro ou fora da
célula, o que mantém a pressdo osmoética da membrana celular,
determinando a sua permeabilidade e agindo no limiar da condugao da
dor, impedindo que os estimulos dolorosos se transmitam aos centros
superiores (KARU et al., 1995; BORTOLETTO et al., 2004).

Os ions de sddio sao abundantes no meio externo e pode penetrar
com facilidade pela membrana. Entretanto, a célula deve expulsa-los

mediante um mecanismo denominado “bomba de sddio e potassio” e que,
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logicamente, precisa de uma energia para seu funcionamento. Essa
energia € extraida da hidrélise da ATP.

Em condigbes patoldgicas, as células ndo podem manter seu
potencial de membrana, isto é, o gradiente ibnico de ambos os lados
dessa membrana se transforma, podendo chegar a zero ou inclusive
inverter-se. As agdes terapéuticas da energia a laser se manifestam das
seguintes formas:

De modo direto, atuando sobre a mobilidade i6nica;

De modo indireto, aumentando a quantidade de ATP produzida
pela célula.

O efeito bioelétrico da radiagao laser ajuda a normalizar o potencial
da membrana, atuando como reequilibrante e normalizador da atividade

funcional da célula (KARU et al., 1995).

Efeito Bioenergético

Ha cerca de 70 anos o efeito bioenergético foi estudado a partir de
diversos cultivos celulares independentes e observou-se que, quando se
iniciavam as mitoses em um deles, notou-se 0 mesmo processo Nnos
outros. No entanto se repetisse a mesma experiéncia interpondo uma
barreira de vidro entre esses cultivos, a referida reagdo ndo chegava a
ocorrer. Desse fato pode deduzir-se que as células vivas emitem

irradiagdes proprias. Fazendo-se uma analise espectral observou-se que
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essas irradiagoes vao desde o ultravioleta ao infravermelho. Esses
resultados levaram alguns pesquisadores a citar essas experiéncias para
explicar os efeitos do laser como um fendmeno de indugao biolégica, uma
vez que, irradiando uma zona, as mais proximas seriam beneficiadas.
Dessa forma, pode-se admitir que as radiacdes laser proporcionam
as células, tecidos e organismos, em conjunto, uma energia valida e que
estimula, em todos os niveis, o trofismo, normalizando as deficiéncias e

equilibrando as desigualdades.

Efeitos secundarios ou indiretos

Apos a acado do efeito primario ha ocorréncias secundarias tais

como o estimulo ao trofismo celular e a microcirculacgao.

Estimulo ao Trofismo Celular

Com o aumento da producao de ATP, causada pela aplicacdo da
energia laser de baixa intensidade, a velocidade de mitose é aumentada.
Esse fato leva a concluir que o laser de baixa intensidade aumenta os
processos de reparacao tecidual; isto é, devido ao estimulo na
capacidade de cicatrizagao do tecido conjuntivo. Esse fator contribui para
reparar perdas de substancia, sobretudo ulceras de diversas origens,

como a ulceragdo aftosa recorrente e reparacdo de feridas cirurgicas
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(NARA et al., 1990; DORTBUDAK et al., 2000; GUZZARDELLA et al.,

2002).

Estimulo a microcirculagao

No sistema circulatério, as artérias se dividem e diminuem
progressivamente de calibre até que, posteriormente as arteriolas, abre-
se a rede capilar, com abertura e fechamento comandados pela atuacao
de um musculo chamado esfincter pré-capilar. Em circunstancias normais,
funciona de forma periddica, ativando ou cessando o funcionamento das
diferentes regides (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Parece que a radiagdo laser tem uma acdo indireta sobre o
esfincter pré-capilar, por meio de mediadores quimicos, paralizando-o e
produzindo sua abertura constante e, portanto, um estimulo a
microcirculagdo. Admite-se que um dos intermediarios, ndo o unico, é a
liberacdo de histamina. O fato € que a dilatacdo produzida é persistente e
pode manifestar a maior ou menor distédncia, segundo a poténcia de
radiacao (BENEDICENTI et al., 1984).

O laser de baixa intensidade produz efeito acalérico. Portanto, se
houver aumento de temperatura no local de aplicacdo da energia laser,
deve-se ao aumento do metabolismo celular e da vasodilatagcao

provocada na regidao (GUTKNECHT e EDUARDO, 2004).
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Foi demonstrado que o laser de baixa poténcia aumentava o grau
de vascularizacado do tecido neoformado, quando se irradiava feridas em
processo de cicatrizacdo (PRETEL et al., 2002; NICOLAU et al., 2003)

A bioestimulagéo com laser de baixa poténcia comegou na Hungria
com Mester (1966) e a partir dai até a década de 80, foram reportados
varios experimentos in vivo que visavam a estimulagédo do processo de
cicatrizacdo de feridas e estudos em modelos usando feridas e
queimaduras em pele e mucosa de animais (MESTER et al., 1985). Os
primeiros estudos foram feitos in vivo e concluiam que o laser de baixa
poténcia afetava o processo metabdlico celular e aumentava o potencial
regenerativo dos tecidos biologicos.

Muitos desses trabalhos demonstravam os efeitos do laser de
baixa poténcia e o reconheciam como terapéutico, entretanto, os autores
ainda nao conseguiam explicar completamente sua acdo, sobretudo
quando lhe atribuiram uma importante acao sistémica (MESTER et al.,
1985).

Havia a necessidade, todavia, de serem feitos experimentos onde
se trabalhassem com modelos mais especificos como células, ou grupo
delas, isoladamente dentro de um determinado processo complexo, como
€ a cicatrizagao, por exemplo, e assim se pudesse chegar a resultados
mais conclusivos. Foi quando comecaram a aparecer trabalhos in vitro,
com modelos em cultura de células, buscando dessa forma maior

facilidade para fixacdo de parametros e limitacdo de variaveis nesses
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experimentos (KARU et al, 1995, DORTBUDAK et al., 2000;
BORTOLETTO et al., 2004).

A partir do final da década de 80, muitos autores e suas equipes
como Karu et al., 1995, passaram a buscar exaustivamente explicagbes
para a elucidagao dos mecanismos de acao do laser de baixa poténcia.

Os lasers emitindo na regiao do visivel foram os mais utilizados na
terapia de cicatrizacdo de feridas, desde Mester (1966), mas com o
advento dos diodos lasers semicondutores os clinicos comegaram a
trabalhar principalmente com comprimentos de onda emitidos no
infravermelho préximo, devido ao baixo custo desses equipamentos.

Karu em 1988 sugeriu um mecanismo de acao diferente para os
comprimentos de onda emitidos no visivel e no infravermelho préximo, ja
que alguns autores tinham observado in vitro diferencas significativas
quando trabalharam com ambos. Com o passar do tempo, essas
diferencas de resultados foram confirmadas in vitro por outros
pesquisadores (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

E claramente observado nos dados da literatura que os efeitos do
laser foram dose-dependente. Parametros de irradiagao, como fluéncia e
irradidncia foram altamente relevantes para a obtencdo de bons
resultados. Os efeitos do laser de baixa poténcia dependeram da fluéncia,
energia, poténcia e comprimento de onda in vitro (KARU et al., 1995;

DORTBUDAK et al., 2000) e in vivo (TAKEDA, 1988; BRAVERMAN et al.,
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1989; HALL et al., 1994; NICCOLI-FILHO e OKAMOTO, 1994; OLIVEIRA
et al., 1997; SILVA JUNIOR et al., 2002).

A fluéncia administrada, 2 J/cm?, para reparacdo e cicatrizacdo de
feridas em pele e mucosa comprovou-se eficaz em diferentes trabalhos
clinicos e laboratoriais (MESTER et al.,, 1985; ALMEIDA-LOPES et al.,
2001; PRETEL et al, 2002).

O mecanismo de acao do laser no processo de reparagdo e
cicatrizacdo tecidual ainda ndo esta totalmente esclarecido, entretanto,
nao ha duvida que a radiagdo laser aumenta o Ca?* intracelular (KARU et

al., 1995).



‘A educacido € simplesmente a alma de
uma sociedade, passando de uma
geragao para outra.”

Chisterton (1874-1936)

3. Proposigcdao
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O proposito deste trabalho foi estudar o diferencial de neoformacgao
O0ssea nos defeitos preenchidos com biomateriais, o polimero do acido
ricinoléico particulado, o pool de proteina morfogenética 6ssea e a
hidroxiapatita absorvivel, estimulado ou n&o pelo laser de baixa
intensidade (L/LT), sob analise morfolégica realizada ao microscopio

6ptico comum e de luz polarizada.



“A grande falha dos educadores é nunca
lembrarem que eles também foram
criangas.”

Jacques De Lacretele (1888)

4. Material e método
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Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Holtzman)
machos, adultos jovens com peso corporal de aproximadamente 300
gramas. Os animais dessa pesquisa foram cedidos pelo Biotério Central
de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
e mantidos durante o periodo experimental no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP (Figura 1). A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP, constando na mesma o processo n°
062/2004 (Anexo 1).
Todo instrumental cirargico desse experimento foi autoclavado a
121°C por 20 minutos (Figura 2). As cirurgias foram realizadas em fluxo
laminar, cujo local, foi previamente descontaminado com alcool 70° e luz
ultravioleta por 30 minutos (Figura 3).
Os animais foram anestesiados via intramuscular com Ketamina®,
na dose de 0,1 ml/100 gramas de peso corporal, associado com o
relaxante muscular Cloridrato de Tiazina™ na dose de 0,01 ml/ 100
gramas de peso corporal (Figura 4).

Foi realizada depilacdo na superficie da base da mandibula de
cada animal e, em seguida a anti-sepsia local com detergente de
mamona*™’, incisdo de 2,0 cm com auxilio de tesoura reta (Figura 5),

rebatimento da pele, musculo, periésteo, e exposicdo do osso da

* Ketamina Agener (Ketamina — 10%)- 10ml - uso veterinario. Agener Uni3o.
“ Rompum® 2%- 10ml - uso veterinario. Bayer S. A.
“* Poliquil Germ — Poliquil — Araraquara — SP.



Material e método 63

mandibula (Figura 6). Um defeito em forma de canaleta com dimensdes
aproximadas de 4,0 mm de profundidade e 10 mm de comprimento foi
confeccionado, utilizando-se micromotor® em baixa rotagdo (Figura 7) e
fresa cilindrica de agco n°58. Durante a confeccdo do defeito dsseo o
local foi irrigado constantemente com solugado fisiolégica esterilizada
(Figura 8). Os animais com os defeitos confeccionados, foram divididos
equitativamente em 4 grupos submetidos aos seguintes procedimentos

operatorios:

G.I- Grupo Controle = 15 animais nao receberam qualquer tratamento.

O peridsteo foi reposicionado sobre o defeito e suturado.

G.Il - Grupo Experimental com estimulagao Laser = 15 animais
receberam apenas estimulagcao a laser na area do defeito. O peridsteo foi

reposicionado sobre o defeito e suturado.

G.lll - Grupo Experimental com Biomateriais = 15 animais receberam
preenchimento com resina de acido ricinoléico particulada acrescido da
proteina éssea morfogenética (BMP-HA), na proporcdo de (10:1)
respectivamente, na area do defeito. A quantidade de material introduzido
no leito cirargico foi de aproximadamente 7mg. O periésteo foi

reposicionado sobre o defeito e suturado.

* Micromotor Beltec (LB-100) — Araraquara — SP.
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Fig.2 - Instrumental
Fig.3 - Fluxo Laminar

Fig.5 - Regido de incisao

Fig.8 - Defeito confeccionado Fig.9 - Aparelho Laser
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G.IV - Grupo Experimental com estimulagao Laser e Biomateriais =
15 animais receberam estimulacdo a laser na area do defeito e
preenchimento com resina de acido ricinoléico particulada acrescido da
proteina éssea morfogenética (BMP-HA), na proporcdo de (10:1)
respectivamente. A quantidade de material utilizado introduzido no leito
cirurgico foi de aproximadamente 7mg. O periosteo foi reposicionado
sobre o defeito e suturado.

Nos grupos experimentais Gll-laser e GlV-laser associado a
biomateriais utilizou-se a Unidade Laser de baixa intensidade Laser
Beam Multi Laser DR 500" (Figura 9) com as seguintes especificagdes:
laser de diodo (semicondutor) com meio ativo de Arseneto de Galio-
Aluminio, infravermelho, comprimento de onda de 785nm, poténcia de
emissao de 50mW (nominal). A densidade de energia foi ajustada para 2
Joules por centimetro quadrado (2 J/cm?) modo automatico do aparelho,
com emissao continua aplicada por intermédio de uma ponta de fibra
Optica de 1mm de didmetro, uma unica vez no centro de cada defeito
o0sseo dos grupos GIl e GIV (Figura 10 ). Apds os ajustes dos
parametros fisicos do aparelho foi realizada uma afericao da poténcia de
emissdo real com auxilio de um medidor de poténcia™, na qual foi
medida a emissdo da ponta de fibra Optica acoplada ao laser.

Determinou-se a poténcia de 35mW (real). Entdo recalculado a dose e

* Laser Beam, Industria e Tecnologia Ltda., Niterdi - RJ — Brasil.
* FIELD MASTER - Coherent - Palo Alto - CA - USA



Material e método 66

energia foram obtidos os seguintes parametros reais: A= 780nm; P=
35mW; T= 40 s; ©= 1,0mm; D= 178J/cm?; E= 1,4 J.

Nos grupos G.llI e G.IV, os biomateriais utilizados para o
preenchimento do defeito 6ésseo foram a resina do acido ricinoléico
particulada®, acrescida de proteina dssea morfogenética (BMP-HA)™
(Figura 11).

O material foi introduzido no leito 6sseo receptor utilizando-se

*

instrumentos manuais especiais de pequeno didametro™ a fim de
padronizar a quantidade de material.

Ap0ds o reposicionamento do peridsteo sobre o defeito dsseo, tanto
musculo masseter internamente, quanto a regido de incisdo foram
suturadas com fio de poliglactina™"* (Figuras 12 e 13). Realizou-se a anti-
sepsia final com detergente de mamona. Os animais foram mantidos
isolados em gaiolas individuais durante todo o periodo experimental em
boas condigdes de alimentacdo, com ragdo e agua ad libitum,
temperatura controlada, iluminagdo e higiene adequadas. Ressalta-se
que logo apds a cirurgia, os animais foram submetidos a uma dieta

especial a base de papa de fuba, durante trés dias, para evitar o trauma

oclusal sobre a ferida cirurgica.

* Resina do acido ricinoléico particulada (Aug-Ex) - granulagdo maxima 290um. Poliquil-
Araraquara.

** BMP- Proteina Morfogenética Ossea Bovina - Gen-pro® 0,5cc - Baumer - Mogi Mirim.
“* Instrumento manual — colher de dentina — Stainless Guth 3.

Fio de sutura absorvivel sintética (poliglactina), e agulha de sutura E-15. VICRYL 4.0
- ETHICON

sk
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Os periodos de sacrificio, para todos os grupos experimentais,

foram 15, 45 e 60 dias pds-cirurgia.

A Tabela 2 ilustra como foram subdivididos os grupos em fungao

do procedimento e do periodo de analise.

Tabela 2 — |dentificagdo dos grupos e subgrupos do estudo

Grupos Subgrupos N Procedimento
Controle C15/C45/C60 15 Controle
LASER L15/L45/L60 15 Laser (D= 178)/cm™; E= 1,4 J)
Biomateriais B15/B45/B60 15 Aug-EX® + Gen-Pro®
LASER + LB15/LB45/LB60| 15 | Laser (D=178J/cm™; E=1,417)+
Biomateriais Aug-EX® + Gen-Pro®

Decorridos os periodos apds a cirurgia, os animais foram

sacrificados humanamente por meio de dose excessiva de anestésico” via

intraperitoneal. As mandibulas foram removidas com técnica cirurgica

apropriada e fotografadas com auxilio de uma lupa estereoscépica Zeiss

(Citoval) com aumento aproximado de 20 vezes (Figura 14). O material

foi fixado em formol de Lilly tamponado durante 96 horas. Em seguida

descalcificado em solucdo de Morse durante 30 dias com troca da solugao

a cada 3 dias, e as pecas permaneceram em cassetes plasticos a fim de

impedir o contato do material com a superficie do frasco, facilitando a

* Hidrato de cloral (10%)
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descalcificagdo. Apo6s a descalcificagcdo o material foi neutralizado em
sulfato de sédio a 5% por 24 horas, lavado em agua corrente por 10
minutos e, em seguida, desidratado numa sequéncia de alcoois
crescentes (70%, 80%, 90% e absoluto). A seguir, diafanizagdo em xilol e
finalmente embebidos e incluidos em parafina pela metodologia de rotina
do Laboratdrio de Histologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara
- UNESP. Foi utilizado nessas etapas o aparelho Histolab ZX-110 para o
processamento laboratorial e para inclusao o Centro de Inclusdo Modular.

O material assim processado foi cortado em micrétomo™ com cortes
semi-seriados de 6um de espessura, utilizando l&minas descartaveis. O
plano de secgao dos cortes foi transversal em relagcéo a lesdo no angulo
da mandibula.

As laminas foram desparafinizadas e re-hidratadas para posterior
coloracdo. Os cortes foram corados pela Hematoxilina e Eosina (H&E)
para a analise morfolégica; em Tricrdbmico de Masson (TM) a fim de
evidenciar a neoformacgao 6ssea frente ao polimero do acido ricinoléico
particulado, a hidroxiapatita e o colageno existente no tecido conjuntivo
mineralizado e n&do mineralizado do local; e em Picro Sirius (PS) para
analise do grau de amadurecimento do colageno por polarizagéo. Os
estudos histoldgicos foram analisados em microscopio Optico comum

(Figura 15), e em microscopia de polarizagao (Figura 16).

* Micrétomo Rotatério modelo HM 325 — MICROM.
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Fig.12 - Sutura interna Fig.13 - Sutura externa

Fig.14 - Lupa Fig.15 - Microscopio Fig.16 - Microscopio
comum pnlariza{;én
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Analise Histologica

A analise histologica foi realizada com auxilio de microscépio 6ptico

* 0 kk - .
comum” e de luz polarizada™, analisando os seguintes eventos: 1) grau
de inflamacgao; 2) formagao e qualidade do tecido 6sseo; 3) grau de
amadurecimento do colageno (anisotropia), de acordo com a
birrefringéncia obtida pela luz polarizada em microscopia de polarizagéo.
Estes eventos foram codificados em escores como descritos abaixo na

forma de tabelas:

Tabela 3 — Escore do grau de inflamagéao

Escore Caracterizagao
1 Auséncia de células inflamatérias.
2 Moderada presenca de células inflamatérias.
3 Intensa presenca de células inflamatdrias.

adaptado ISO, 7405-1997

* Microscopio 6ptico Zeiss, modelo Jenaval.
** Microscopio optico Zeiss, modelo Docuval acoplado com sistema de filtros de polarizagio.
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Tabela 4 — Escore da formacéao e qualidade do tecido 6sseo

Escore Caracterizacao

1 Neoformagdo tecidual (preenchimento do defeito com tecido
conjuntivo  contendo  capilares  sanguineos, fibroblastos,

macrofagos e neoformacgéo fibras colagenas).

2 Tecido conjuntivo denso sugerindo a diferenciagdo para tecido
0sseo com presenca de muitas células e fibras em processo de

organizagao.

3 Neoformagdo Ossea, na qual o tecido conjuntivo encontra-se em

processo de diferenciagao formando matriz 6ssea, ou osteon.

4 Presenca de tecido 6sseo.

Adaptado de DAHLIN, et al., 1988 e HEDNER E LINDE, 1995

Tabela 5 — Escore do grau de amadurecimento do colageno (anisotropia) e

densidade mineral do tecido

Escore Caracterizagao

1 Nenhum sinal de unido éssea, preenchimento do leito com tecido

conjuntivo — isotropia (auséncia de birrefringéncia).

2 Osteon (Formacdo do tecido conjuntivo em osso com células

osteoprogenitoras e osteogénicas) — anisotropia baixa.

3 Espiculas isoladas de osso imaturo — anisotropia moderada.
4 Formacado de osso compacto — anisotropia intensa (polarizagcao
total).

Adaptado de MARKEL, et al., 1991

Para avaliar semi-quantitativamente os escores e facilitar seu
entendimento foram realizadas fotomicrografias de cada evento descrito

acima. Assim temos:
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Escores histolégicos

Grau de Inflamacao

Figura-17 Figura - 18
Escore 1 Escore 2

Formacéo e Qualidade do tecido 6sseo

Figura - 20 Figura - 21
Escore 1 Escore 2
Figura - 22 Figura - 23
Escore 3 Escore 4

Figura - 24 Figura - 25
Escore 1 Escore 2
Figura - 26 Figura - 27
Escore 3 Escore 4
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Tratamento estatistico dos resultados

Os dados obtidos a partir da codificagdo dos resultados
morfolégicos foram tratados estatisticamente através de testes néo
paramétricos. Consideramos para cada espécime trés eventos
histolégicos: 1) grau de inflamacao; 2) formacao e qualidade do tecido
0sseo; 3) grau de amadurecimento do colageno (anisotropia). Essas
variaveis correspondentes as alteracbes detectaveis em cada um dos
quatro grupos experimentais: Gl—controle; Gll-laser; GllI-biomateriais;
GlV-laser mais biomateriais. Foi utilizado o programa BioEstat 3.0
(AYRES et al.,, 2003) para realizagao do teste Kruskal-Wallis com
finalidade de comparar os grupos. E uma vez detectada diferenga
estatisticamente significativa, o teste de Mann-Whitney U para
comparacgao dois a dois com o objetivo de identificar qual grupo apresenta

a diferenca. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (a = 0,05).



“O coragao tem suas razdes que a razao
nao conhece.”

Pascal (1623-1662)

5. Resultados




Resultados 75

Os resultados encontrados neste trabalho serdo expostos de duas
maneiras:

Resultados mesoscoépicos, subdivididos por periodos de estudo,

obtidos a partir da analise das fotomicrografias das mandibulas apds

o sacrificio dos animais, através de lupa estereoscépica com aumento

médio de 20x.

Resultados histolégicos, subdivididos dos grupos estudados,
obtidos pela analise semi-seriada das l|aminas com diferentes
coloragdes histolégicas: Hematoxilina-Eosina, Tricrdbmico de Masson e

Picro Sirius, através do microscoépio 6ptico e de polarizagao.
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5.1 Resultados Mesoscdpicos

Aos 15 dias, o grupo controle (Figura 28), apresenta a formacéo de
um tecido fibrético sobre o defeito, sugerindo uma invaginagéo de tecidos
adjacentes no leito devido a descontinuidade do mesmo sobre o defeito.

No grupo laser (Figura 29), apresenta um tecido mole de
preenchimento abaulado e circunscrito no defeito em continuidade com o
leito cirurgico. No grupo de biomateriais (Figura 30) s&o visiveis as
particulas do polimero do acido ricinoléico em meio a um tecido mole e
transparente, que preenche o leito cirargico. O grupo laser associado aos
biomateriais (Figura 31), apresenta caracteristica semelhante ao grupo de
biomateriais, porém as particulas aparecem mais unidas dando aspecto
de uma maior compactagdo com o tecido que esta envolvendo as
mesmas.

Aos 45 dias, o grupo controle (Figura 32), mostra a presenga de uma
capsula fibrotica delimitando toda a lesdo, com caracteristicas de um
tecido de preenchimento. O grupo laser (Figura 33) diferentemente do
controle aos 45 dias, apresenta formagao éssea parcial com presencga de
vascularizacdo. No grupo de biomateriais (Figura 34) o leito cirurgico
surge totalmente preenchido com particulas do polimero do acido
ricinoléico entrepostas a um fino tecido, que proporcionam sustentacao as
particulas no leito receptor. E o grupo laser associado aos biomateriais

(Figura 35) apresenta caracteristica de formagao éssea, porém um 0SSO
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trabeculado com presenga de capilares sanguineos, em meio as
particulas de biomateriais preenchendo o0 mesmo.

O periodo final de 60 dias, o grupo controle se apresenta totalmente
reparado, porém com descontinuidade entre o defeito reparado e o tecido
0sseo adjacente (Figura 36). Por outro lado, o grupo do laser apresenta-
se totalmente preenchido por tecido ésseo com presenca de inumeros
capilares sanguineos. O leito cirurgico encontra-se em intimo contato com
0 osso adjacente (Figura 37). No grupo de biomateriais ainda é nitida a
presenca das particulas no interior do leito. O biomaterial esta em meio ao
tecido 6sseo neoformado (Figura 38). E o grupo do laser com
biomateriais, ha também a presenca dos biomateriais, porém em menor
quantidade quando comparado ao grupo somente com biomateriais. O

defeito ndo se encontra totalmente reparado (Figura 39).
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Periodo de 15 dias
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5.1 Resultados Mesoscopicos

Periodo de 15 dias

Figura 28 - Gl-15dias : Tecido fibrdtico sobre  Figura 29 - Gll-15dias : Formacéo de tecido
odefeito 6sse0-20%. abaulado e circunscrito a lesdo - 20x.

Figura 30 - Glll-15dias : Presenga de Figura 31 - GVI-15dias : Particulas do
particulas do polimero em meio a tecido polimero enlreposta ao lecido conjuntivo
neoformado - 20x. == recém formado - 20x.
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Periodo de 45 dias

Figura 32 - Gl-45dias : Presenga de capsula  Figura 33 - Gll-45dias : Formagéo parcial de
fibratica delimitando toda a lesdo - 20x. tecido osseo. Presenga de capilares
sanguineos - 22x, ==

Figura 34 - Glll-45dias : Leilo cirirgico Figura 35 - GVI-45dias : Osso trabeculado

iotalmente preenchido por particulas do com cortical compacta. Presenga dos

polimero associado a hidroxiapatila - 20x. biomateriais<~"e inimeros capilares
sanguineos - 22X,
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Periodo de 60 dias

Resultados 80

Periodo de 60 dias

Figura 36 - Gl-60dias : Defeito totalmente  Figura 37 - GlI-60dias : Defeito totalmente
preenchido por tecido dsseo. Presenga de preenchido com presenca de indmeros
poucos capilares sanguineos - 20x, = capilares sanguineos - 20x. ==

Figura 38 - Glll-60dias : Biomateriais Figura 39 - GVI-60dias : Defeito em

entrepostos ao lecido 6sseoneoformado-  Processo de cicatrizagio com presenca de
20 biomateriais entroposto ao lecide dsseo

neoformado - 20X,
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5.2 Resultados Histoldégicos

Previamente a descricdo dos resultados sera descrito as tabelas
dos resultados das variaveis, apresentando a posicdo de cada
espécime nos escores determinados. Juntamente com as tabelas seréo
apresentados seus respectivos graficos. Os graficos mostram a

mediana de cada grupo ilustrando apenas um resultado.

15 Dias

Tabela 6 - Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para
grau de inflamagao no periodo de 15 dias

Grau de Inflamacgéo ( 1,2,3) - 15 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
I 3 1 2 1
| 3 2 2 1
] 2 1 1 2
v 2 1 2 1
\'/ 3 1 2 2
Mediana 3 1 2 1
- ~ ™)
Inflamagéo O Controle
W Laser

w
|

O Biomateriais

O Laser+Biomateriais

N
I

-
I

o

Mediana do grau de inflamagao

Grau de Inflamagéo ( 1,2,3) - 15 dias

\ J
GRAFICO 1 — Gréfico de barras ilustrativo da mediana do grau de inflamagéo no

periodo de 15 dias.
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Tabela 7 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

formacao e qualidade do tecido 6sseo no periodo de 15 dias

Formacgéo e qualidade do tecido 6sseo ( 1,2,3,4) - 15 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
I 1 2 1 1
] 1 1 1 1
] 1 2 1 1
v 1 2 1 1
\' 1 2 1 1
Mediana 1 2 1 1
- ™)

Formagao Ossea
O Controle

W Laser
O Biomateriais
O Laser+Biomateriais

Formagéo e qualidade do tecido ésseo (1,2,3,4) - 15
dias

Mediana do grau de Formacgao dssea
N
L

< J

GRAFICO 2 — Gréfico de barras ilustrativo da mediana do grau na formacéo e

qualidade do tecido 6sseo no periodo de 15 dias.
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Tabela 8 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

amadurecimento do colageno no periodo de 15 dias

Grau de amadurecimento do colageno (anisotropia)(1,2,3,4) - 15 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
| 1 2 1 2
! 1 2 1 2
[} 1 2 1 2
v 1 2 2 1
Vv 1 2 1 2
Mediana 1 2 1 2
/ )
Maturagio Ossea @ Controle
B Laser
4 - O Biomateriais
O Laser+Biomateriais

Grau de amadurecimento do colageno
(anisotropia)(1,2,3,4) - 15 dias

Mediana do grau de Maturagdo Ossea
N
|

GRAFICO 3 — Grafico de barras ilustrativo da mediana do grau do

amadurecimento do colageno no periodo de 15 dias.
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Controle

No periodo inicial de 15 dias, todos os espécimes encontram-se
preenchidos por tecido conjuntivo desorganizado com presenca de fina
rede de fibrina composta por células sanguineas, fibroblastos,
macrofagos, e células em processo de degeneracao (Figuras 40 e 41).
Foi evidenciado nesse grupo pela analise histologica trés espécimes com
intensa reacao inflamatéria, e dois espécimes com moderada reacgao
(Figura 42). Em nenhuma amostra ha sinal de unido 6ssea, e maturagao
das fibras colagenas. As fibras dispostas aleatoriamente sao visualizadas
em microscopia de polarizagao com auséncia de birrefringéncia, ou seja,

isotropia das fibras colagenas(Figura 43).
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Controle

Figura 40 - Gl-15dias : Desorganizagao Figura 41 - Gl-15dias : Células em
tecidual com presenga de tecido necrdticoe  degeneragdo. Tecido amorfo preenchendo
células em processo de degeneragio. —=>  oleito cirurgico. 4

H&E - * 125X. M- £100X.

L L .'4-\#.. o
o e A s
e e
A s ',,:‘-#fg,_'

Figura 42 - Gl-15dias : Presenga de Figura 43 - Gl-15dias @ Auséncia de
infiltrado inflamatdrio intenso de células birrfreingéncia das fibras colagenas.
polimorfonucleares. PS-+ 150 X.

HEE- % 100X.
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Laser

Aos 15 dias verifica-se o preenchimento total do defeito com tecido
conjuntivo denso tocando as superficies laterais do leito. Em quatro
espécimes ha auséncia de inflamacao, e um deles apresenta inflamacao
moderada (Figura 44). Foi encontrado também um grande numero de
fibroblastos, osteoblastos em diferenciagdo produzindo fibras colagenas
intrinsecas em meio ao grande numero de ostedcitos preenchendo
grandes lacunas no interior da matriz organica 6ssea (Figuras 45 e 46).
Pelo Picro sirius verificamos a birrefringéncia inicial das fibras colagenas
caracterizando um osteon, e o tecido conjuntivo denso composto por
grande quantidade de capilares sanguineos e células osteoprogenitoras.

Verifica-se anisotropia baixa das fibras colagenas (Figura 47).
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Figura 44 - Gll-15dias : Presenca de Figura 45 - Gll-15dias : Tecido conjuntivo
infiltrado inflamatério moderado. Tecido denso preenchendo oleito cirdrgico.
conjuntivo preenchendo o leito cinirgico. T™M- £ 200X,

H&E - + 230X,

Figura 46 - Gll-15dias : Tecido conjuntive Figura 47 - Gll-15dias : Birrefring&ncia
denso e matriz orginica. Presenga de moderadadasfibrascolagenas.

inumeros fibroblastos. P3-1 200 X.

TM- £ 230X,
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Biomateriais

Aos 15 dias os cortes histolégicos mostram uma inflamagéao
moderada em quatro espécimes com preenchimento de tecido conjuntivo
no leito cirurgico (Figuras 48 e 49). E em apenas um espécime auséncia
de inflamagdo. Todos os espécimes apresentam auséncia de tecido
0sseo. Entre as particulas do polimero do acido ricinoléico verifica-se a
neoformacado de matriz constituida por tecido conjuntivo denso, e ainda
verificamos intimo contato entre as particulas e as células do tecido
(Figura 50). Na analise por polarizacao verificamos as particulas do acido
ricinoléico, que sao isotropicas em intimo contato com o tecido conjuntivo
neoformado. Enquanto que as fibras colagenas aparecem com
anisotropia baixa e em inicio de modelagdo ao redor das particulas do

polimero (Figura 51).
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BIOMATERIAIS

Figura 48 - Glll-15dias : Particulas do
polimero rodeadas por tecido conjuntivo
denso.

H&E - £ 100X

Figura 50 - Glll-15dias :
conjuntiva rodeando as particulas do
polimero do dcido ricinoléico. [Q

PS5- + 580X,

Células do

Figura 49 - Glll-15dias : Inflamagao
moderada no tecido preenchido por
biomateriais.
TM -t 250 X.

- Glil-15dias
moderada das fibras ao redor das
particulas de polimero do acido ricinoléico.
PS-:00X. ==

Figura 51 : Anisotropia
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Laser + Biomateriais

Nesse periodo inicial verificamos o leito totalmente preenchido
pelos biomateriais em contato com tecido conjuntivo, presenga de muitas
células, capilares sanguineos e uma linha reversa de crescimento no
fundo da cavidade, em meio a inumeros osteoblastos (Figura 52). Das
cinco amostras, em trés espécimes foi verificada moderada inflamacéao e
em dois espécimes auséncia de inflamagao. Ao redor das particulas do
polimero verificamos grande quantidade de células, dentre as quais,
fibroblastos e osteoblastos (Figura 53). Um evento histolégico observado
€ a diferenga no tamanho, e no formato das particulas do polimero do
acido ricinoléico e da hidroxiapatita. Verifica-se também uma resposta
tecidual diferente entre as duas particulas (Figura 54). Na analise por
polarizacdo da coloragdo de picro sirius, em quatro espécimes
quantificamos escore grau 2, que denota anisotropia baixa (Figura 55), e

um especime com escore 1.
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LASER + BIOMATERIAIS

Figura 52 - GIV-15dias : Tecido denso rico
em células e capilares. Presenca de linha
de crescimento com presenga de células no
fundo da cavidade =57 .

HEE- * 120X,

Figura 54 - GIV-15dias :
hidroxiapatita rodeada por células. (7
Particula do polimero do acido ricinoléico

Particula de

em intimo contato com células do
conjuntivo, =
H&E- * 460X,

Figura 53 - GIV-15dias : Células do
conjuntive rodeando a particula do
polimero do acido ricinoléico.,

H&E- * 460X,

Figura 55 - GIV-15dias : Anisolropia baixa
das fibras colidgenas. Defeito preenchido
com particulas em meio a matriz organica.
PS-£120X. {f
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45 Dias

Tabela 9 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

grau de inflamagao no periodo de 45 dias

Grau de Inflamacgéo ( 1,2,3) - 45 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
| 2 2 1 1
Il 2 1 1 1
1} 2 1 1 1
v 2 1 2 2
\"/ 2 1 2 1

Mediana 2 1 1 1

4 )
Inflamagao
3
% @ Controle
€ 3 W Laser
[+
% 0O Biomateriais
'5 0O Laser+Biomateriais
°
S 2
o
o
[e)
°
o 1
c
8
°
2
0
Grau de Inflamacéo ( 1,2,3) - 45 dias
N J

GRAFICO 4 — Grafico de barras ilustrativo da mediana do grau inflamagao no

periodo de 45 dias.



Resultados 93

Tabela 9 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

formacao e qualidade do tecido 6sseo no periodo de 45 dias

Formacgéo e qualidade do tecido 6sseo ( 1,2,3,4) - 45 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
| 2 3 2 3
] 1 3 3 3
1} 3 3 3 3
v 2 3 2 3
\"/ 2 3 2 3
Mediana 2 3 2 3
e L )
Formacao Ossea
@ Controle
P W Laser
§ O Biomateriais
o 47 O Laser+Biomateriais
g 3
.
o
L.
g2
=
s
o 4 |
o 1
T
(3]
80
2 Formacéo e qualidade do tecido 6sseo (1,2,3,4) - 45 dias
=
N J

GRAFICO 5 — Gréfico de barras ilustrativo da mediana da formagao e qualidade

do tecido 6sseo no periodo de 45 dias.
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Tabela 10 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

0 grau de amadurecimento do colageno no periodo de 45 dias

Grau de amadurecimento do colageno (anisotropia) (1,2,3,4) - 45 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
I 3 3 2 3
] 2 3 2 3
] 3 3 3 3
v 2 3 2 3
\' 2 3 3 2
Mediana 2 3 2 3
-

Maturagio Ossea

@ Controle

| Laser

O Biomateriais

O Laser+Biomateriais

Mediana do grau de Maturagao Ossea
N

Grau de amadurecimento do colageno (anisotropia)

(1,2,3,4) - 45 dias

GRAFICO 6 — Grafico de barras ilustrativo da mediana o grau de

amadurecimento do colageno no periodo de 45 dias.
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Controle

Aos 45 dias o grupo controle apresenta o defeito parcialmente
preenchido com tecido 6sseo em formacgao constituido por numerosos
osteoblastos se diferenciando em ostedcitos formando varias camadas.
Os cinco espécimes ainda apresentam moderada inflamacgéo (Figura 56).
E trés desses cinco evidenciam a formac&o de osteon com grande
quantidade de células (Figura 57). Ha& a presenca de grandes espacos
medulares (Figura 58). Pelo picro sirius observa-se a formacao de tecido
0sseo na porgao inferior do leito cirurgico, onde também observamos a
presenga de uma camada de osso recém formada (Figura 59). Verifica-se

ainda em 2 espécimes uma moderada anisotropia das fibras colagenas.



Resultados

96

Resullados O

CONTROLE

Figura 56 - Gl-45dias : Preenchimento Figura 57 - Gl-45dias -Linha reversa de
parcial do defeito dsseo. Presenca de crescimento. Malriz rica em células 1} i
reagdo inflamatéria moderada —= . H&E-* 500X,

HEE - + 180X,

Figura 58 - Gl-45dias : Presenga de Figura 59 - Gl-45dias : Anisotropia
grandes espagos medulares. ! Interface moderada da fibras coldgenas. Arefato
leito @ osso neoformado e ilustrando separacio de osso neoformado
TM- £ 300X, do leito cirdrgico ==

PS-£175X%.
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Laser

Aos 45 dias resta um pequeno espaco a ser substituido pelo osso
neoformado. Em quatro das cinco amostras ha auséncia de inflamacgéao. E
todos os espécimes apresentaram neoformagao éssea com o defeito
praticamente preenchido por tecido 6sseo (Figura 60). Constatou-se
também a formacéo de osso secundario com a presencga de lamelas em
locais isolados do leito cirurgico (Figura 61). E bem evidente nesse
periodo a grande quantidade de capilares sanguineos facilitando o
processo de reparagcao Ossea (Figura 62). Pelo picro sirius percebe-se
que o tecido Osseo ja apresenta lamelas concéntricas evidenciando
maturidade éssea. Essa maturidade € observada devido a disposigao
concéntrica das fibras colagenas, formando assim lamelas. Percebe-se
ainda, uma linha de cimentacdo entre o leito receptor e a reparagao
Ossea. Todos os espécimes apresentam anisotropia moderada (Figura

63).



Resultados

98

Resultados

98

Figura 60 - Gll-45dias : Preenchimento do
defeito com lecido dsseo neoformado.
Presenga de muitos capilares sanguineos.
H&E - £ 180X ==

Figura 62 - Gll-45dias : Preenchimento do
defeito com lecide dsseo neoformado.
Visualiza-se a diferenga de anisolropia do
leito cirdrgico (alta anisotropia=s=) e do oss0
neoformado (moderada anisotropia 7 ).
P5- % 300X

Figura 81 - Gll-45dias : Presenca de
lamelas osseas concéntricas. Osso
secundarip ==,

PS-t 580X,

Figura 63 - Gll-45dias
moderada da fibras coldgenas. Fibras
colagenas organizadas concentricamentes
==, Interface Ileito cirdrgico e o0ss0
neoformado ff .

PS-+175X.

. Anisotropia
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Biomateriais

As fibras colagenas estdo em processo de amadurecimento,
mudando a sua configuragdo para a posterior formagao das lamelas,
que denota a formagao dos nucleos de matriz organica éssea. Trés
dos cinco espécimes apresentam auséncia de reacao inflamatéria, e
dois deles estdo em processo de neoformagdo dssea com presenca
de grande quantidade de células. A Figura 64 ilustra os fragmentos do
polimero do acido ricinoléico entrepostos ao tecido 6sseo, e a linha
reversa de crescimento bem evidenciada no fundo da cavidade
cirurgica. Analise pelo Tricrdbmico de Masson mostra que o0 0SSO
neoformado que rodeia os fragmentos de resina abriga no seu interior
algumas células cartilaginosas (Figura 65). Na Figura 66 visualiza-se
uma particula do polimero em intimo contato com o tecido 6sseo
rodeado por células. Pelo Picro sirius observa-se junto aos fragmentos
de resina tecido 6sseo com caracteristicas embrionarias. Presenca
também de grande numero de ostedcitos presentes no interior da
matriz neoformada, caracterizando um osso ainda em estado de

maturagdo com anisotropia moderada (Figura 67).
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Figura 64 - Glll-45dias : Polimero do acido
ricinoléico rodeado por tecido dsseo.
Vizualiza-se a linha de formagdo ossea
entre o leito & o enxerto de biomateriais == .
HEE- & 80X.

Figura 65 - Glll-45dias : Presenca de
células cartilaginosas ocasionais em meio
ao tecido Osseo entreposto as particulas do
polimearo e da hidroxiapatita,

TM-t115X.

Figura 66 - Glll-45dias : Parlicula do
polimero do acido ricinoléico em intimo
contato com o lecido 6sseo. Ha a presenca
de células do tecido dssec margeando a
particula.

HEE -t 1150X.

Leite cirdrgico
parcialmente preenchido por tecido dsseo
em contato com as particulas. Nola-se a
linha de separagio entre o leilo cindrgicoe o

Figura 67 - Glll-45dias :

ossoneoformado > .  Anisotropia
moderada das fibras colagenas.

PS-:150X.
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Laser + Biomateriais

Nesse periodo intermediario os cortes histolégicos revelam a
presenca de biomateriais entreposto ao tecido 6sseo neoformado (Figura
68). Ocorre uma diminuicdo no tamanho das particulas quando
comparado ao grupo de biomateriais somente. Observa-se a ocorréncia
da remodelagdo das particulas do polimero do acido ricinoléico e da
hidroxiapatita que vao sofrendo reabsor¢cdo e se modificando
espacialmente até obter uma conformacdo homogénea. A Figura 69
mostra um cristal de hidroxiapatita em contato com células clasticas
envolvendo o cristal. Nota-se nessa regido o tecido 06sseo nao
mineralizado. Dos cinco espécimes quatro apresentam escore 1, auséncia
de inflamagao. Observa-se neoformacao dssea em todos os espécimes
(Figura 70). Na analise em microscoépio de polarizagao todas as amostras
evidenciaram anisotropia moderada, com formagao de tecido conjuntivo

dentro dos poros do polimero do acido ricinoléico (Figura 71).
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LASER + BIOMATERIAIS

Figura 68 - GIV-45dias : Tecido dssec Figura 69 - GIV-45dias : Cristal de
formado preenchendo o leito cirirgico em  hidroxiapatita rodeado por células
meio acs biomateriais. Interface do leito clasticas. ==

cinirgico. == HRE- % 1150X.

HEE - * 80X,

Figura 70 - GIV-45dias : Particula do Figura 71 - GIV-45dias : Poros do polimero

polimero preenchendo o leito em conlato  do acido ricinoléico com presenga de tecido

com o lecido dsseo necformado. conjuntivo== . Particulas em intimo contato

TM-*% 80X, com tecido dsseo. Interface entre o osso
remanescente e o osso neoformado & .
PS-+150 X,
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60 Dias

Tabela 11 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

o grau de inflamacgao no periodo de 60 dias

Grau de Inflamagao ( 1,2,3) - 60 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
| 1 1 2 1
Il 1 1 1 2
]} 1 1 2 1
v 1 1 2 2
\') 2 1 1 1
Mediana 1 1 2 1
e . )
Inflamagao
18 3 -
s @ Controle
g B Laser
g O Biomateriais
-GE, 2 - O Laser+Biomateriais
ge]
>
s
o
o 1
o
®©
c
8
H
s 0

Grau de Inflamagao ( 1,2,3) - 60 dias
\ S
GRAFICO 7 — Gréfico de barras ilustrativo da mediana do grau de inflamagéo no

periodo de 60 dias.
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Tabela 12 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

a formacéo e qualidade do tecido 6sseo no periodo de 60 dias

Formagéo e qualidade do tecido 6sseo ( 1,2,3,4) - 60 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
| 4 4 3 4
] 4 4 3 3
1] 4 4 3 4
v 3 4 3 4
\' 4 4 3 3
Mediana 4 4 3 4
4 i )
Formagao Ossea
@ Controle
B Laser

O Biomateriais
O Laser+Biomateriais

Formacao e qualidade do tecido ésseo ( 1,2,3,4) - 60 dias

Mediana do grau de Formagao 6ssea
N
|

-

J
GRAFICO 8 — Gréfico de barras ilustrativo da mediana da formagao e qualidade

do tecido 6sseo no periodo de 60 dias.
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Tabela 13 — Escore individual de cada espécime e mediana de cada grupo para

0 grau de amadurecimento do colageno no periodo de 60 dias

Grau de amadurecimento do colageno (anisotropia) (1,2,3,4) - 60 dias

Animais Controle Laser Biomateriais Laser+Biomateriais
| 3 4 3
| 4 4 3 3
]} 3 4 3 4
v 4 4 3 4
\"/ 4 4 4 4
Mediana 4 4 3 4
4 )
Maturagio Ossea @ Controle

W Laser

P

Mediana do grau de Maturagdo Ossea
N

O Biomateriais

O Laser+Biomateriais

Grau de amadurecimento do colageno (anisotropia)
(1,2,3,4)- 60 dias

GRAFICO 9 — Gréfico de barras ilustrativo da mediana do grau de

amadurecimento do colageno no periodo de 60 dias.
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Controle

Verifica-se nesse grupo um tecido 6sseo com organizagao lamelar
concéntrica das fibras colagenas que constituem o chamado o0sso
secundario. Nesse periodo final todos os espécimes apresentaram
auséncia de inflamacdo. Verifica-se na Figura 72 o leito cirurgico
totalmente preenchido por tecido 6sseo e sua respectiva linha reversa de
crescimento. A Figura 73 pela coloragédo de picro sirius sem polarizagao
ilustra nitidamente a interface entre o leito e o osso neoformado. Em
quatro dos cinco espécimes tivemos a presencga de 0sso secundario com
inumeros ostedcitos (Figuras 74 e 75). Pela analise em microscopia de

polarizagao trés espécimes apresentaram anisotropia intensa (Figura 76).
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Figura 72 - Gl-80dias : Tecido o6sseo Figura 73 - Gl-60dias : Interface entre o leito
preenchendo totalmente o defeito. ecossonecformado=-,

Vizualiza-se a interface leilo e osso PS-1 120X

neoformado == .

H&E- t 175X.

S
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Figuras 74 e 75 - GI-60dias : Osso lamelar Figura 76 - Gl-60dias : Defeito totalmente

ou secundario com indmeros ostedcitos. preenchido por lecido dsseo. Interface
H&E -t 520X, entre leito & osso neoformado ——=
TM-% 480X, Anisolropia intensa das fibras colagenas

PS-t 250 X.
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Laser

Aos 60 dias o tecido 6sseo encontra-se completamente integrado
ao 0sso receptor separado do mesmo por delicada linha reversa de
crescimento (Figura 77). Nota-se que o0 novo osso além de grande
quantidade de ostedcitos apresenta canais de Havers com grande
diametro, e presenga de inumeros capilares sanguineos (Figura 78).
Todos 0s espécimes apresentaram auséncia de inflamacgao, presencga de
0sso0 compacto e anisotropia intensa (Figura 79). Verificou-se também
que o osso neoformado que preenche o leito € mais organizado e

mineralizado que o osso do leito receptor (Figura 80).
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LASER

Figura 77 - Gll-60dias : Tecido d¢sseo Figura 78 - Gll-60dias : Osso do tipo
preenchendo totalmente o defeito. Harvesiano ou secundario (lamela ou
Vizualiza-se a linha reversa de crescimento  0steon)==>(") .

fortemente corada pela hematoxilina == .

Presenca de indmeros capilares =z, HE&E - T 460 X.

HEE - * 180X.

Figura 79 - GlI-60dias : Inlensa anisotropia Figura B0 - Gli-60dias : Tecido Gsseo
das fibras colégenas. Interface do leito ¢ organizado com anisotropia intensa.

osso neoformado == . PS-£ 120 X.

PS-t 100X,
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Biomateriais

Aos 60 dias persistem os fragmentos do polimero do acido
ricinoléico em meio ao tecido 6sseo formado (Figura 81). Ocorre a
presenca de uma moderada inflamagao em trés espécimes com presenca
de células multinucleadas (Figura 82). Verifica-se nesse periodo a
ocorréncia da remodelacdo 6ssea com presenca de osteoclastos ativos
(Figura 83). O osso neoformado esta quase que todo do tipo lamelar,
porém persistem alguns espagos medulares preenchidos por tecido
conjuntivo. A formagao éssea ndo esta completa devido a presenga de
biomateriais. Pela analise de polarizacao trés espécimes apresentam

anisotropia moderada (Figura 84).
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Resultados 1

BIOMATERIAIS

Figura 81 - GllI-60dias : Tecido ésseoc Figura 82 - Glll-60dias : Célula giganle
preenchendo totalmente o defeito com multinucleada = .

presenga de biomateriais em intimo contato
com tecido necformado==-. H&E - £ 1150 X.

H&E - £ 180X.

Figura 83 - Glll-60dias : Osteoclasto ativo, Figura 84 - Glll-60dias : Polarizagdo tolal

Processo de remodelagio dssea. evidenciando anisolropia moderada das
fibras colagenas. Polimero com imagem
H&E- £ 1380X. isotropica=

PS- 100 X.
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Laser + Biomateriais

Nesse periodo final verifica-se a presengca de moderada inflamacao
com diferenciacao do tecido conjuntivo em tecido 6sseo ao redor das
particulas do polimero em dois espécimes (Figuras 85). Na Figura 86
nota-se a perfeita interface osso-particula do polimero do acido ricinoléico
demonstrando o alto grau de compatibilidade com o tecido 6sseo. Na
analise em microscopio de polarizagado observou-se o crescimento de
tecido conjuntivo e capilares sanguineos dentro dos poros do polimero
(Figura 87). Quatro amostras apresentaram intensa anisotropia com
formagao de osso compacto. A Figura 88 ilustra a interface entre o leito
cirurgico e osso neoformado entreposto aos biomateriais. Verifica-se

também anisotropia intensa das fibras colagenas.



Resultados 113

Resultados 13

LASER + BIOMATERIAIS

Figura B5 - GIV-60dias : Presenga de Figura 86 - GIV-BOdias : Parliculas do
moderada inflamacdo em meio acs polimeroem processo de reabsorgio.

biomateriais.
H&E-% 460 X,

H&E- £ 180X.

Figura 87 - GIV-60dias : Parficulas do Figura 88 - GIV-60dias : Anisotropia intensa
polimero em meio ao tecido dsseo. Porps  das fibras colagenas em meio a fragmenios
do polimero preenchidos por tecido com de polimerodo acido ricinaléico isotropico
anisotropiaintensa == =

P5- 1 550X, P3- £150 X,
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5.3 Analise estatistica dos resultados

Serao apresentados os resultados estatisticos para cada variavel

dependente:

- Grau de inflamacao;

- Grau de formacao e qualidade do tecido 6sseo;
- Grau de amadurecimento do colageno;

Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis inicialmente para verificacao
da existéncia de diferenca significante entre os escores dos quatro grupos
previamente descritos na metodologia, considerando-se o nivel de
significancia de 5%. Quando encontrada diferenca estatisticamente
significante o teste de Mann-Whitney foi aplicado com o objetivo de
localizar essas diferencgas.

Tabela 14 — Teste estatistico de Kruskal-Wallis para comparagao dos grupos

para o evento grau de inflamagéao

15 dias 45 dias 60 dias
H 10.6854 8.2525 4.5238

Graus de Liberdade 3 3 3
(p) Kruskal-Wallis 0.0136* 0.0411 * 0.2102

*Nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

Os resultados da Tabela 14 mostram que houve diferenca significante nos
periodos de 15 dias (p<0,0136), e 45 dias (p<0,0411) para o evento grau de

inflamacao.
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Tabela 15 — Teste de Mann-Whitney para o evento grau de inflamagao no

periodo de15 dias

Comparagdo dois a dois Mann-Whitney(U) Z Valor de p
Controle(GI) X Laser(GII) 1.00 2.4023 0.0163*
Controle(GI) X Biomateriais(GIII) 4.00 1.7756 0.0758
Controle(GI) X Laser + Biomateriais(GIV) 2.00 2.1934 0.0283*
Laser (GII) X Biomateriais(GIII) 5.00 1.5667 0.1172
Laser(GII) X Laser + Biomateriais(GIV) 10.00 0.5222 0.6015
Biomateriais(GIII) X Laser + Biomateriais(GIV) 7.50 1.0445 0.2963

*Nivel de significancia 5% (p<0,05)
A Tabela 15 mostra que as diferencas significantes no evento grau de

inflamacao no periodo de 15 dias estdo entre os grupos GI e GII; e Gl e GIV.

Tabela 16 — Teste de Mann-Whitney para o evento grau de inflamagao no

periodo de 45 dias

Comparacgdo dois a dois Mann-Whitney(U) Z Valor de p
Controle(GI) X Laser(GII) 2.50 2.0889  0.0367*
Controle(GI) X Biomateriais(GIII) 5.00 1.5667 0.1172
Controle(GI) X Laser + Biomateriais(GIV) 2.50 2.0889  0.0367*
Laser (GII) X Biomateriais(GIII) 10.00 0.5222 0.6015
Laser(GII) X Laser + Biomateriais(GIV) 12.50 0.0000 1.0000
Biomateriais(GIII) X Laser + Biomateriais(GIV) 10.00 0.5222 0.6015

*Nivel de significancia 5% (p<0,05)

A tabela 16 mostra que as diferencas significantes no evento grau de

inflamacgao no periodo de 45 dias estao entre os grupos GI e GII; e GI e GIV.
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Tabela 17 — Teste estatistico de Kruskal-Wallis para comparagao dos grupos

para o evento formacao e qualidade do tecido 6sseo

15 dias 45 dias 60 dias
H 14.2500 10.6898 11.0833

Graus de Liberdade 3 3 3
(p) Kruskal-Wallis 0.0026% 0.0135% 0.0113*

*Nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

Os resultados da Tabela 17 mostram que houve diferenca significante nos
periodos de 15 dias (p<0,0026), 45 dias (p<0,0135), e 60 dias (p<0,0113) para o
evento formagao e qualidade do tecido 6sseo.

Tabela 18 — Teste de Mann-Whitney para o evento formacgao e qualidade do

tecido 6sseo no periodo de 15 dias

Comparacgdo dois a dois Mann-Whitney(U) Z Valor de p
Controle(GI) X Laser(GII) 2.50 2.0889  0.0367*
Controle(GI) X Biomateriais(GIII) 12.50 0.0000 1.0000
Controle(GI) X Laser + Biomateriais(GIV) 12.50 0.0000 1.0000
Laser (GII) X Biomateriais(GIII) 2.50 2.0889  0.0367*
Laser(GII) X Laser + Biomateriais(GIV) 2.50 2.0889  0.0367*
Biomateriais(GIII) X Laser + Biomateriais(GIV) 12.50 0.0000 1.0000

*Nivel de significancia 5% (p<0,05)

A Tabela 18 mostra que as diferencgas significantes no evento formacao e
qualidade do tecido 6sseo no periodo de 15 dias estdo entre os grupos GI e GII;

GlI e GIII; e GIT e GIV.
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Tabela 19 — Teste de Mann-Whitney para o evento formagéao e qualidade do

tecido 6sseo no periodo de 45 dias

Comparagdo dois a dois Mann-Whitney(U) Z Valor de p
Controle(GI) X Laser(GII) 2.50 2.0889  0.0367*
Controle(GI) X Biomateriais(GIII) 8.50 0.8356 0.4034
Controle(GI) X Laser + Biomateriais(GIV) 2.50 2.0889  0.0367*
Laser (GII) X Biomateriais(GIII) 5.00 1.5667 0.1172
Laser(GII) X Laser + Biomateriais(GIV) 12.50 0.0000 1.0000
Biomateriais(GIII) X Laser + Biomateriais(GIV) 5.00 1.5667 0.1172

Nivel de significincia 5% (p<0,05)

A Tabela 19 mostra que as diferencas significantes no evento formagao e
qualidade do tecido 6sseo no periodo de 45 dias estdo entre os grupos GI e GII; GI

e GIV.

Tabela 20 — Teste de Mann-Whitney para o evento formacgao e qualidade do

tecido 6sseo no periodo de 60 dias

Comparacgdo dois a dois Mann-Whitney(U) Z Valor de p
Controle(GI) X Laser(GII) 10.00 0.5222 0.6015
Controle(GI) X Biomateriais(GIII) 2.50 2.0889  0.0367*
Controle(GI) X Laser + Biomateriais(GIV) 10.00 0.5222 0.6015
Laser (GII) X Biomateriais(GIII) 0.00 2.6112  0.0090%
Laser(GII) X Laser + Biomateriais(GIV) 7.50 1.0445 0.2963
Biomateriais(GIII) X Laser + Biomateriais(GIV) 5.00 1.5667 0.1172

Nivel de significincia 5% (p<0,05)

A Tabela 20 mostra que as diferencas significantes no evento formagao e
qualidade do tecido 6sseo no periodo de 60 dias estdo entre os grupos GI e GIII;

GII e GIII.
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Tabela 21 — Teste estatistico de Kruskal-Wallis para comparagao dos grupos

para o evento amadurecimento das fibras colagenas (anisotropia)

15 dias 45 dias 60 dias
H 12.9200 5.6374 7.3077

Graus de Liberdade 3 3 3
(p) Kruskal-Wallis 0.0048* 0.1306 0.0627

*Nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

Os resultados da Tabela 21 mostram que houve diferenca significante no
periodo de 15 dias (p<0,0048) para o evento amadurecimento das fibras colagenas

(anisotropia).

Tabela 22 — Teste de Mann-Whitney para o evento amadurecimento das fibras

colagenas no periodo de 15 dias

Comparagdo dois a dois Mann-Whitney(U) Z Valor de p
Controle(GI) X Laser(GII) 0.00 2.6112  0.0090%
Controle(GI) X Biomateriais(GIII) 10.00 0.5222 0.6015
Controle(GI) X Laser + Biomateriais(GIV) 2.50 2.0889  0.0367*
Laser (GII) X Biomateriais(GIII) 2.50 2.0889  0.0367*
Laser(GII) X Laser + Biomateriais(GIV) 10.00 0.5222 0.6015
Biomateriais(GIII) X Laser + Biomateriais(GIV) 5.00 1.5667 0.1172

Nivel de significincia 5% (p<0,05)

A Tabela 22 mostra que as diferengas significantes no evento
amadurecimento das fibras coldgenas (anisotropia) no periodo de 15 dias estdo

entre os grupos Gl e GII; GI e GIV; e GII e GIII.



“A maioria dos homens é mais capaz de
grandes agoes do que de boas.”

Montesquieu (1689-1755)

6. Discussdo




Discussdo 120

6.1 Da metodologia empregada

T odo material, associagcdo de materiais, € ou estimulos fisicos
empregados na reparagado tecidual em seres humanos necessita ser
previamente analisado quanto a sua eficiéncia e biocompatibilidade com
os tecidos vivos. Tanto os materiais aqui utilizados (polimero do acido
ricinoléico, BMP e hidroxiapatita), quanto o estimulo da laserterapia de
baixa intensidade ja foram objeto de alguns estudos em animais (BLOCK
e KENT, 1985; BELL e BEIRNE, 1988; COBB et al., 1990; TORIUMI et al.,
1991; LINDE e HEDNER, 1995; FREITAS et al., 2000; ROCHKIND et al.,
2004; NICOLAU et al., 2003). No entanto, as associa¢gdes de materiais
com estimulo de laserterapia sdo escassos na literatura (PINHEIRO et al.,
2003), o que justifica a realizagdo desse estudo (MARINS et al., 2004).

Devido a inumeras pesquisas em animais sendo desenvolvidas em
carater mundial, hoje é de extrema importancia a submissao dos projetos
a um Comité de Etica (DAHLIN et al., 1994; MACEDO et al., 2004). N6s
pesquisadores temos o dever de apresentar responsabilidade no
tratamento humanitario com os animais. Por essa, e outras razbes esse
trabalho foi submetido a apreciacédo do (CEEA), e obteve aprovacéo do
mesmo.

Optou-se pela utilizagado de ratos no modelo experimental por ser

um animal de pequeno porte de facil obtengdo e manuseio. Desta forma,
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pudemos propiciar aos animais, adequadas condi¢gdes de sobrevivéncia,
evitando assim desconforto aos mesmos. Além disso, o rato € um animal
barato e de facil acomodagao, quando comparado a animais de grande
porte (LIEBSCHNER, 2004). Outra questdo a ser abordada € quanto ao
sexo, as rata fémeas sao inadequadas nesse modelo experimental devido
a sua concentragdo hormonal, que pode ocasionar significante perda
ossea sistémica, ocasionando assim diferentes resultados. Por isso o rato
macho apresenta-se como um modelo experimental conveniente para a
avaliagdo da reparagao Ossea, com inumeros trabalhos descritos na
literatura (LOZANO et al., 1976; TAKEDA, 1988; ALPER et al., 1989;
TORIUMI et al., 1991; YASKO et al.,1992; NICCOLI-FILHO et al., 1993;
LINDE e HEDNER, 1995; GARCIA et al., 1996; CARVALHO? et al., 1997;
LAMANO CARVALHO, 1997; SAITO e SHIMIZU, 1997; TSURUGA, 1997,
DAHLIN et al., 1988; FUENTEFRIA et al., 1998; TEIXEIRA e RAMALHO,
1999; PURICELLI et al, 1999; KUCEROVA et al, 2000; SPECTOR et al.,
2001; BRANDAO et al., 2002; SILVA JUNIOR et al., 2002; GARAVELLO-
FREITAS et al., 2003; PRETEL et al., 2003; PINHEIRO et al., 2003;
ROCHKIND et al., 2004).

O osso da mandibula foi o local de escolha do modelo experimental
devido a boa reprodutibilidade de forgas mastigatérias incidentes sobre a
injuria, quando comparado com o 0sso da tibia. Outro fator relevante é o
tipo de osso da mandibula, com compacta externa exuberante e 0sso

trabeculado internamente (TEN CATE, 2001). A maior dificuldade dessa
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regido € o acesso cirurgico, pois os roedores apresentam o musculo
masseter bem proeminente, dificultando assim o acesso ao angulo da
mandibula. A confec¢ao do defeito em forma de canaleta, diferentemente
de trabalhos descritos na literatura que realizaram de forma circular
(DAHLIN et al., 1988; BELL e BEIRNE, 1988), foi escolhida em funcao
das caracteristicas anatdbmicas da regiao, pois o angulo da mandibula dos
ratos apresenta-se em forma de canaleta e o ramo da mandibula, local de
escolha dos demais trabalhos da literatura, apresenta-se de forma plana
facilitando a confecgao de defeitos circulares. A n&o utilizagdo do ramo da
mandibula nesse trabalho é explicada pela inviabilidade da manutengao
de material de preenchimento nesse local, pois seria necessario o uso de
membranas para a adequada fixacdo do material de preenchimento. Por
outro lado, o angulo da mandibula ndo apresenta essa dificuldade,
eliminando assim a necessidade de utilizacdo de membranas para
fixacao.

O alcance do sucesso no procedimento cirurgico esta diretamente
relacionado aos cuidados para se evitar a contaminacdo do campo
operatdrio, e consequentemente a contaminacdo dos animais. Com o
intuito de dificultar a ocorréncia de infeccdo nos animais, realizou-se a
tricotomia e anti-sepsia da regido de acesso do angulo da mandibula com
detergente de mamona 10%, substancia com caracteristica
bacteriostatica (FERREIRA et al., 1999). Além disso, todo o instrumental

cirdrgico foi esterilizado em autoclave a 121° C, por 20 minutos. As
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cirurgias foram realizadas no fluxo laminar previamente desinfetado com
alcool 70° e luz ultravioleta por 30 minutos antes do procedimento
cirargico.

Independente dos cuidados de anti-sepsia 2 animais apresentaram
infeccdo com presenca de colegcao purulenta no leito cirurgico. Esses
animais foram entdo sacrificados humanamente e desprezados da
pesquisa, e posteriormente substituidos por outros animais. Nos dois
casos, provavelmente a infecgao deveu-se a contaminacgao e deiscéncia
das suturas, que pode ter ocorrido tanto no procedimento cirurgico,
quanto no periodo experimental.

A sutura é fundamental para se evitar a contaminagao do material
implantado, mesmo em leitos preenchidos por coagulo. Por essa razao,
utilizou-se fio de sutura reabsorvivel, evitando assim um segundo ato
cirargico. Entretanto, a utilizacdo de fios de sutura reabsorvivel pode
induzir em um aumento da resposta inflamatdria inicial, com atividade
fagocitaria para degradacdo dos mesmos (PURICELLI et al., 1999;
MARIA et al., 2003;).

Na confecgao do leito cirurgico foi utilizado motor em baixa rotagao
com irrigagao abundante de solugao salina, a fim de minimizar a necrose
celular devido ao aquecimento gerado pelo atrito da fresa de ago com o
tecido 6sseo. Desde 1957 Ray e Holloway, apresentavam a preocupagao

com o aquecimento na confecg¢ao de defeitos 0sseos.
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A administracdo de uma dieta mole de fuba se faz de extrema
importancia nos primeiros dias pds-cirurgia, pois 0s animais por serem
roedores apresentam dificuldade na mastigacao (TEIXEIRA e RAMALHO,
1999).

Os periodos de 15, 45 e 60 dias propostos nesse estudo sao
semelhantes aos estudos de regeneragcao 0ssea encontrados na literatura
(PURICELLI et al., 1999; IGNACIO et al., 1997; TAVANO et al., 1999;
TEIXEIRA e RAMALHO, 1999; CALIXTO et al., 2001; MARIA et al., 2003).
Esses periodos correspondem a resposta inicial e tardia dos biomateriais.
Porém, na resposta tardia de 60 dias, o leito cirurgico receptor ainda
apresentava material de preenchimento, evidenciando assim, a
necessidade de novos grupos tardios de 90 e 120 dias como proposto por
diferentes autores. Porém nos grupos sem a utilizagdo de biomateriais,
grupos controle e laser, no periodo tardio de 60 dias, os defeitos
cirargicos ja se apresentavam totalmente recobertos por tecido 6sseo.

A utilizacdo de materiais de preenchimento para defeitos 6sseos
deve atuar como uma resisténcia mecanica a proliferacdo de tecidos
muscular, epitelial e tecido conjuntivo subjacente, em meio a esse defeito.
Essa interposicao tecidual pode dificultar, ou impedir o processo de
cicatrizacdo o6ssea (RAY E HOLLOWAY, 1957; BUCHARDT, 1983;
DAHLIN et al., 1988; BELL e BEIRNE, 1988; XIAO et al., 1996; MARINS

et al., 2004).
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O polimero do acido ricinoléico € muito utilizado em pesquisas de
preenchimento 6sseo (IGNACIO et al., 1997; SILVA et al., 1997;
ROSLINDO et al., 1997; LAMANO CARVALHO® et al., 1997;
FUENTEFRIA et al., 1998; TEIXEIRA e RAMALHO, 1999; PURICELLI et
al., 1999; TAVANO et al., 1999; CALIXTO et al., 2001; PASCON et al.,
2001; SOUZA et al., 2002; KFURI JUNIOR et al., 2001; IGNACIO et al.,
2002; LEONEL® et al., 2003; MARIA et al., 2003; FIGUEIREDO et al.,
2004). Sua larga utilizacao é explicada pelos bons resultados obtidos em
trabalhos descritos na literatura. O polimero apresenta compatibilidade
toleravel com os tecidos vivos (VILARINHO et al.,, 1996; MARIA et al.,
2003), estabilidade mecanica aceitdvel com resisténcia a esforgos
mecanicos semelhante ao tecido 0sseo, lentamente reabsorvido pelo
organismo, presencga de poros e de baixo custo (PADCT, 1994).

A matéria-prima para sintetizar o polimero é oriunda da semente da
planta Ricinus communis L., conhecida também como mamona, palma de
cristo, ricino, castor-oil (RODRIGUES et al., 2002). O processo de sintese
do ¢6leo é de fundamental importancia devido a presenca da proteina
ricina na semente. Essa proteina é altamente téxica, porém o6leo de ricino
nao é toxico, visto que a ricina, ndo é soluvel em lipidios, ficando todo o
componente toxico restrito a torta, que € o subproduto da extracdo do
6leo de mamona (MCKEON et al., 1999; MCKEON et al.,, 2000;

RODRIGUES et al., 2002).
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As proteinas morfogenéticas 6sseas BMPs sdao membros da
superfamilia do fator B de transformacéo do crescimento (TGFpB), que é
uma larga familia de fatores de crescimento (RENGACHARY, 2002).
Atualmente sdao amplamente difundidas nos casos de reabilitagbes do
tecido 6sseo, pois apresentam capacidade de estimular diferenciagao de
células mesenquimais em células especializadas, induzindo a
neoformacado de osso, cartilagem e dentina. (URIST e STATES et al.,
1971; GONGCALVES et al.,, 1998, KROESE-DEUTMAN et al., 2005).
Porém, as BMPs por apresentarem baixo peso molecular sdo facilmente
solubilizadas nos fluidos corporais, necessitando assim de carreadores. A
necessidade dos carreadores € reconhecida desde a identificacdo das
BMPs. Inumeros carreadores sao estudados experimentalmente e
clinicamente (HOLLINGER e LEONG, 1996; RENGACHARY, 2002). O
produto utilizado nessa pesquisa, Gen-Pro®, apresenta associagao entre
hidroxiapatita e um misturado de BMPs de origem bovina.

A associacdo do Gen-Pro® com o polimero do &cido ricinoléico
Aug-EX® foi realizada pela necessidade do Gen-Pro® na utilizacido de um
carreador. O fabricante da proteina sugere uma associagéo de 10 partes
do carreador para 1 parte da proteina com hidroxiapatita em volume.

O laser de baixa intensidade apresenta excelentes resultados na
terapia de regeneracédo tecidual (TAKEDA, 1988; BRAVERMAN et al.,
1989; NARA, et al., 1990; NICCOLI-FILHO et al., 1993; HALL et al., 1994;

NICCOLI-FILHO e OKAMOTO, 1994; GARCIA et al., 1995; GARCIA et al.,
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1996; SAITO e SHIMIZU, 1997; OLIVEIRA et al., 1997; FREITAS et al.,
2000; KUCEROVA et al., 2000; PRETEL et al., 2002; GARAVELLO-
FREITAS et al, 2003; NICOLAU 2003; PINHEIRO et al., 2003;
ROCHKIND et al., 2004).

Benedicenti et al., em 1984, demonstraram que o fluxo de sangue
em capilares do mesentério aumentou apos a irradiagdo com um diodo
laser operando em 904 nm. Outra caracteristica do laser nas células
comprovado por Karu et al., em 1995, é o aumento da producédo de ATP
causado pela aplicagcédo da energia laser de baixa intensidade, aumentado
a atividade mitética das células. Esse fato pressupde que o laser de baixa
intensidade aumenta os processos de reparagao tecidual, isto é, devido
ao estimulo na capacidade de cicatrizagdo do tecido conjuntivo, assim
como a neoformacado de vasos, a partir dos ja existentes. Ambos os
fatores contribuem para reparar tecidos, sobretudo na reparagao de
feridas cirurgicas. Assim, a terapia laser € utilizada em associagdo com
biomateriais de preenchimento (PINHEIRO et al., 2003), e ou, em defeitos
preenchidos apenas com coagulo sanguineo (KUCEROVA et al., 2000).

Entretanto, observam-se claramente nos dados da literatura que os
efeitos do laser sdo dose-dependente, ou seja, parametros de
comprimento de onda, poténcia, freqiéncia, fluéncia ou dose e energia
sdo altamente relevantes para a obtengédo de bons resultados (WILDER-
SMITH, 1988; TAKEDA, 1988; NARA et al., 1990; GARCIA et al., 1995;

YAMAMOTO et al., 2001; BORTOLETTO et al., 2004).
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Os parametros de utilizacdo do laser nessa pesquisa foram
determinados devidos a bons resultados encontrados em trabalhos
anteriores em tecido conjuntivo (PRETEL et al., 2002). Por outro lado, a
escolha por uma aplicagdo unica do laser em contato direto com a area
lesionada, diferentemente das pesquisas que propdem varias aplicagdes
trans-cutaneas (MESTER et al., 1985; HALL et al., 1994; TAKEDA, 1988;
FREITAS et al., 2000; PINHEIRO et al., 2003; ROCHKIND et al., 2004),
foi feita pela facilidade de aplicagdo, evitando-se imobilizacao e
anestesias que teriam de ser realizadas nas multiplas aplicagdes, ao
mesmo tempo em que poderiam ocasionar artefatos relevantes na analise

dos resultados.

A morte dos animais induzida com excesso de anestésico, nesse
caso, com hidrato de cloral a 10% via intraperitonial € uma pratica
indicada pelo conselho canadense de prote¢cdo dos animais (OLFERT et

al., 1998).

Com relagao aos corantes utilizados, optou-se pela utilizagao de
trés coloragdes: hematoxilina e eosina, tricrobmico de Masson e picro sirius
devido a analise mais apurada que cada coloracdo pode oferecer. A
hematoxilina e eosina, coloragdo de rotina nos permite avaliar a
morfologia celular; pelo tricrdbmico de Masson que evidencia a substancia
intercelular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999), e a coloragéo pelo picro

sirius, para analise sob microscopia de polarizacdo, é utilizada para
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detectar o amadurecimento das fibras de colageno tipo I. A cor e a
intensidade da birrefringéncia do colageno variam dependendo do
diametro das fibras e da espessura do tecido formado. Esse método
possui a vantagem de revelar a organizacao tridimensional das fibras
colagenas, e o principal componente do osso (GARAVELLO-FREITAS et
al.,, 2003). Anisotropia & definida como grau de orientacdo do o0sso
trabecular dentro do defeito. Alta anisotropia indica forte orientacdo do
osso trabecular no defeito 6sseo. Enquanto que, baixa anisotropia indica

orientagdo mais desordenada do osso trabecular (MARKEL et al., 1991).

6.2 Do critério para andlise dos resultados

O critério de analise histomorfolégica dos resultados, apods
tratamentos com biomateriais e ou estimulos de laserterapia sdo variados.
Nota-se que, na maioria das vezes os autores descrevem o0s aspectos
histolégicos e morfométricos observados, o qual usualmente apresenta
critérios subjetivos de analise (BELL e BEIRNE, 1988; ONO et al., 1992;
YASKO et al., 1992; NAGAHARA et al., 1994; SPECTOR et al., 2001;
PINHEIRO et al., 2003; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; RUHE et al.,
2004; MARINS et al., 2004). No entanto, DAHLIN et al.,, em 1988, e
LINDE e HEDNER, em 1995, preocuparam-se em tornar um pouco menos
subjetiva a analise dos resultados histomorfolégicos. Desta forma,
resolvemos adaptar os critérios utilizados por esses autores as

particularidades da nossa pesquisa. Assim, constituimos trés topicos
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histomorfolégicos. Cada um desses topicos foi dimensionado por escores
com valores bem definidos e claros para a analise. Registrou-se entao
cada escore com fotomicrografias buscando dar ao leitor uma idéia bem

préxima, e 0 menos subjetiva possivel dos resultados obtidos.

6.3 Dos resultados obtidos

Grupo Controle

Os resultados do grupo controle foram semelhantes aos achados
da literatura, no qual, visualiza-se a formacao de tecido 6sseo apds um
periodo de 15 dias (DAHLIN et al.,, 1988; DAHLIN et al.,, 1994;
GUZZARDELLA et al., 2002; PINHEIRO et al., 2003; MACEDO et al.,

2004).

A reacao inflamatdria no periodo inicial € um processo natural do
organismo. Apos o trauma e a injuria dos vasos sanguineos local, forma-
se um coagulo rico em fibrina. Em quatro dias é formado o chamado
tecido de granulagdo com novos capilares, macréfagos, fibroblastos, e a
secrecdo de fatores de crescimento locais (AUKHIL, 2000; SODEK e
MCKEE, 2000). Essa inflamacéo é bem vinda no processo de reparagao
inicial. Porém essa deve ser controlada, evitando assim o desconforto no

processo de reparagao.
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Aos 45 dias observou-se a formagcdo de osteon com grande
quantidade de ostedcito. Essa condigdo nos mostra a formagao de osso
embrionario (KATCHBURIAN e ARANA, 1999; TEN CATE, 2001). Esse
periodo apresenta também o defeito cirdrgico preenchido por uma
capsula fibrosa. Esse fendbmeno ¢é descrito por DAHLIN et al., 1988, 1994,
e ocorre devido a interposicao de outros tecidos na ferida cirurgica. Para
resolver esse problema é indicada a utilizagdo de membranas e ou

biomateriais de preenchimento agindo como um espagador bioldgico.

Nos 60 dias o defeito cirdrgico apresentou-se praticamente
completo preenchido por osso neoformado. Um tecido 6sseo com
presenca de lamelas concéntricas com evidente birrefringéncia das fibras
colagenas pela coloragdo do picro sirius. Verificou-se ainda nesse
periodo, a presenca de uma linha reversa de crescimento fortemente
corado pela hematoxilina. Essa linha representa a interface dos ossos

remanescente e neoformado (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Grupo Laser

Os resultados do periodo inicial de 15 dias foram semelhantes aos
citados na literatura. Verificou-se uma reagao inflamatéria minima com
presenca de tecido conjuntivo em organizacédo, presenga de inumeros
capilares sanguineos, e fibroblastos. Esses resultados foram verificados
também por varios pesquisadores (BRAVERMAN et al., 1989; TAKEDA,

1988; HALL et al., 1994; SAITO e SHIMIZU, 1997; FREITAS et al., 2001;
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GUZZARDELLA, 2002, SILVA JUNIOR et al, 2002; GARAVELLO-
FREITAS et al., 2003; PINHEIRO et al., 2003). Uma possivel explicagcao
para essa diminuicdo do tempo no processo regeneracgao € descrito por
Karu et al., 1995, na qual, demonstram o incremento do nivel de ATP pelo
estimulo as membranas das mitocéndrias em cultivo de cultura de células.
O aumento de energia intracelular ocasiona em um acréscimo na sintese
de proteinas, maior producdo de matriz organica e intensa mitose celular
(BORTOLETTO et al., 2004).

Outra possivel explicacdo ¢é o efeito da ativacdo da
microcirculagcdo, que aumenta os niveis de oxigenacao e nutricao tecidual
melhorando consideravelmente o metabolismo e a regeneragao tecidual
(BENEDICENTI et al., 1984).

Diferentemente desses resultados, Niccoli-Filho et al., em 1993 ndo
obtiveram os resultados de diminuicdo no tempo de cicatrizagdo, quando
da utilizacdo de laser com comprimento de onda verde em irradiagao de
alvéolos de ratos.

E dificil a comparagdo de trabalhos na literatura utilizando laser de
baixa intensidade, porque existe uma grande variedade nos métodos de
estudo (TAKEDA, 1988; NICOLAU, 2003). Porém, sabe-se que, o
comprimento de onda, a energia total irradiada, a frequéncia de emissao e
a dose estao diretamente relacionados com uma eficiente resposta celular
a laser terapia (WILDER-SMITH et al., 1988; NARA et al., 1990;

DORTBUDAK et al., 2000; YAMAMOTO et al., 2001).
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No periodo de 45 dias o leito cirurgico apresentou-se praticamente
preenchido por tecido 6sseo neoformado. A presenca de lamelas
concéntricas evidencia o processo de organizagao das fibras colagenas,
levando o0 o0sso a apresentar caracteristicas de suporte as forgas
mastigatorias (KATCHBURIAN e ARANA, 1999).

Sob analise em microscopia de polarizagao, nesse periodo o tecido
O0sseo apresentou anisotropia moderada, o que confirma a presencga de
0sso secundario ou lamelar. A coloragao pelo picro sirius nos mostrou as
mudancas estruturais da matriz 6ssea neoformada. A intensidade de
coloracao e a birrefringéncia das fibras colagenas variavam dependendo
do seu didmetro e da espessura do tecido. Essa analise nos permitiu
verificar a organizagao tridimensional das fibras colagenas, que é o maior
componente do tecido 6ésseo. (GARAVELLO-FREITAS et al., 2003).

No periodo final, o defeito se encontrava totalmente preenchido
com tecido 6sseo lamelar em meio aos capilares sanguineos. Lozano et
al.,, 1976 ressaltam a importancia da rapida neovascularizagao no local
injuriado. Por essa razdo, o reposicionamento do periosteo é de
fundamental importancia, pois os capilares presentes no peridsteo
originam novos capilares por brotamento. Esses capilares apresentam
justapostos ao seu endotélio células indiferenciadas, os pericitos, capazes
de se diferenciar em células osteogénicas promovendo a recuperagao da

lesdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).
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Grupo Biomateriais

No periodo inicial a presenca de um processo inflamatorio é
justificado pela resposta fisioldgica normal frente a presenga dos
biomateriais. O polimero do acido ricinoléico por se apresentar na forma
de particulas irregulares, causa um processo inflamatorio inicial. Esses
resultados sdo semelhantes a outros trabalhos citados na literatura
(LAMANO-CARVALHO et al., 1997; PURICELLI et al., 1999; CALIXTO et
al., 2001; BONINI et al., 2002). As particulas por se apresentarem
irregulares com presengca de pontas estimulam o deslocamento das
cargas elétricas de sua superficie para a regidao das pontas, deixando
assim o material com um potencial piezoelétrico (TAGLIARO, 1966;
TRIPLER, 1994).

Shamos et al., 1963; Marino e Becker, 1970; Gjelsvik®, 1973;
Marino e Gross, 1989; Tanaka, 1999, descreveram o efeito da
piezoeletricidade no tecido 6sseo e mostraram que em regides de
compressao ocorre deslocamento de elétrons enquanto que em regides
de tracdo ocorre auséncia de elétrons deixando o local com potencial
positivo. Sabe-se também que as células precursoras de osteoblastos
apresentam tropismo por regides eletronegativas, e os osteoclastos por
regides positivas.

Assim podemos explicar a agdo dos osteoclastos nas regides de
pontas das particulas de biomateriais. Nessas regides ocorre um

processo inflamatério exacerbado, pois temos deslocamento de elétrons
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para as pontas das particulas. Essas particulas em contato com o tecido
0sseo repelem as cargas negativas do tecido, deixando o meio com carga
positiva, e ativando assim a agao dos osteoclastos.

O polimero do acido ricinoléico apresenta um potencial
osteocondutor, que é evidenciado pela analise em microscopia de
polarizacdo, na qual visualizamos as fibras colagenas se organizando
primeiramente em torno das particulas como visto na Figura 51 (IGNACIO
et al., 1997; LAMANO CARVALHO et al., 1997; TEIXEIRA e RAMALHO,
1999; CALIXTO et al., 2001; LEONEL? et al., 2003).

No periodo de 45 dias ocorreu o aparecimento de cartilagem ao
redor dos fragmentos do polimero (Figura 65). Normalmente no processo
de reparacdo Ossea ha formacdao de células cartilaginosas de
preenchimento. Pois, devido a diminuicdo da vascularizagdo apos a
injuria, o unico tecido que suporta condigdes adversas de oxigénio e
nutrientes é o tecido cartilaginoso. (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).
Outra possivel explicacdo desse fato € que em presenca das BMPs
alguns autores relatam a formagéo de ossificagdo endocondral. (YASKO
et al., 1992; SANDHU et al., 1996; TSURUGA et al., 1997).

Aos 60 dias persistia a ocorréncia dos biomateriais em intimo
contato com o tecido 6sseo neoformado. Porém, com a presenca de uma
moderada resposta inflamatéria. Possivelmente devido ao processo de
reabsor¢gao dos biomateriais e a agdo da remodelagao 6ssea fisioldgica,

ocorreu o0 aparecimento da inflamacdo com retardo da completa
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neoformacdo ¢ssea, fato que estd em acordo com diversos
pesquisadores (PURICELLI et al., 1999; TEIXEIRA e RAMALHO, 1999;
MAGRO-FILHO et al., 1999; CALIXTO et al., 2001; LEONEL? et al., 2003;

MASTRANTONIO e RAMALHO, 2003).

Laser + Biomateriais

No periodo inicial visualizamos a presenca de grande quantidade
de células, capilares e fibroblastos em meio aos biomateriais de
preenchimento. Essa caracteristica diferentemente do grupo de
biomateriais somente nos evidencia a importancia da vascularizacdo da
injuria. Esse fator é condigdo necessaria para o sucesso dos enxertos
tanto com biomateriais quanto com osso autogeno (CAMPBELL et al.,
1953; RAY e HOLLOWAY, 1957; RICHTER e BOYNE et al., 1969;
LOZANO et al., 1976; BUCHARDT, 1983; BLOCK e KENT, 1985; LANCE,
1985; BELL e BEIRNE, 1988; ALPER et al., 1989; ILIZAROV, 1989;
COBB et al.,, 1990; MARKEL et al, 1991; TORIUMI et al., 1991;
SERVICE, 2000).

Nos 45 dias verificamos um grau de inflamagao menor do que os
resultados do Glll-biomateriais. Provavelmente o laser abreviou o
processo inflamatério permitindo ao tecido, condicdbes de uma
neoformacdo e maturagcdo do tecido d6sseo (FREITAS et al., 2001;

PINHEIRO et al., 2003; CAMPANA et al., 1998).
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Aos 60 dias uma caracteristica importante para os biomateriais € a
presenca de poros no interior dos mesmos. O polimero do acido
ricinoléico na forma particulada apresenta poros, o que propicia uma
vascularizacdo mais intensa. Na Figura 87 é evidente a formacao de
tecido conjuntivo no interior dos poros, o que ocasiona um aumento de
superficie e uma reabsorcdo mais efetiva (TSURUGA et al.,, 1997;

CALIXTO et al., 2001; LEONEL® et al., 2003).

6.4 Dos resultados estatisticos

Para a variavel grau de inflamagao, o teste estatistico confirmou os
resultados obtidos através da analise histolégica. Os grupos irradiados
pelo laser nos periodos de 15 e 45 dias apresentaram diferenca
significativa em relagdo aos demais grupos. Esse resultado mostra o
efeito biomodulador do laser de baixa poténcia (GARCIA et al., 1996;
CAMPANA et al., 1998; FREITAS et al., 2000; FREITAS et al., 2001).

No evento formacao e qualidade do tecido dsseo, o teste de Kruskal-
Wallis apontou diferenga nos grupos dentro dos trés periodos de analise.
Aos 15 dias o grupo laser apresentou diferenca significante comparada
aos demais grupos. No periodo de 45 dias os grupos com bioestimulagao
laser apresentaram melhores resultado quando comparados aos demais
grupos (FREITAS et al., 2000; PINHEIRO et al.,, 2003; GARAVELLO-
FREITAS et al., 2003). Nos 60 dias, o grupo de biomateriais apresentou

um atraso em relagdo aos grupos irradiados com o laser e o controle.
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Esse resultado nos mostra que no periodo final de analise os biomateriais
estavam ainda sendo reabsorvidos. Por essa razao, a diferencga
estatistica foi apontada mostrando uma incorporacédo lenta e gradativa
dos biomateriais (CARVALHO? et al., 1997; CALIXTO et al., 2001).

A anadlise para o evento maturagao e anisotropia das fibras colagenas
demonstrou diferengas significantes apenas no periodo de 15 dias, para
os dois grupos irradiados com laser (Glll e GIV). No grupo da associagao
laser e biomateriais, as fibras se organizaram inicialmente em torno dos
materiais enxertados, mostrando a importancia de um arcaboucgo
osteocondutor no processo de reparagao tecidual (GARAVELLO-
FREITAS et al, 2003; GUASTALDI, 2004).

A analise estatistica ndo demonstrou diferengas no processo de
amadurecimento das fibras colagenas, aos 45 e 60 dias, para todos
grupos (Gl, GllI, Glll e GIV). Este fato é explicavel uma vez que, a analise
histomorfolégica, sob microscopio mostrou o processo de formacgéao
(fibrilogénese), amadurecimento e organizacdo das fibras colagenas
ocorrendo a formacéao de tecido 6sseo. Assim sendo, a analise estatistica
confirma a neoformacdo Ossea nesses periodos (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 1999; KATCHBURIAN e ARANA, 1999).



“‘Uma descoberta ndo consiste em ver o
que todo mundo viu, mas em pensar o
gue ninguém ainda pensou.”

Albert E. Gyorgy

7. Conclusdo
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E nfatizando as condi¢cdes experimentais especificas desse
trabalho e considerando seus resultados, julgamos validas as

seguintes conclusoes:

» Os biomateriais promovem neoformacdo Ossea lenta e

gradativa;

» Ha persisténcia de biomateriais aos 60 dias;

» O laser estimula células e a microcirculagao tecidual, e, a
associacdo aos biomateriais acelera o processo de

reparacao tecidual;

» A reparacao 6ssea € antecipada com o uso da laser terapia.



“‘Sejamos razoaveis: busquemos o
impossivel.”
Platao
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Resumo

PRETEL, H. Acdao de Biomateriais e do Laser de Baixa Intensidade na
Reparacdao de tecido 6sseo. Estudo histologico em ratos. 2005. 165f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Odontoldgicas — Odontopediatria) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2005.

A poliuretana derivada do 6leo de mamona propicia estimulagdo na
reparacao Ossea por apresentar propriedades de osteocondutividade auxiliando
na neoformagdo dssea. Quanto a osteoinducdo, pode ser estimulada por fatores
de crescimento, como a BMP, e por fatores fisicos como o laser. O trabalho
avaliou a regeneracdo Ossea a partir da confeccdo de uma lesdo na base da
mandibula de rato, preenchida com mamona particulada, acrescida do “pool”
de BMP e Hidroxiapatita (HA) absorvivel. Posteriormente aplicou-se ou ndo
um estimulo local com o laser de baixa intensidade. O aparelho utilizado foi o
Laser beam (Semicondutor de Arseneto de Galio-Aluminio, infravermelho -
785nm, 35mW). Foram usados 60 ratos Holtzman, divididos em quatro grupos
de 15 animais, e estes subdivididos em 5 animais por periodo de andlise, da
seguinte forma: Grupo Controle (somente defeito); Grupo Experimental com
estimulagdo laser (dose=178J/cm*; energia=1,4]); Grupo Experimental com
mamona particulada acrescido de (BMP-HA); Grupo Experimental com
mamona particulada acrescido de (BMP-HA), e estimulagdo laser
(dose=178J/cm’; energia=1,4J). Os ratos foram sacrificados nos periodos de
15, 45 e 60 dias; as mandibulas foram removidas e processadas para inclusdo
em parafina, e os cortes de 6um foram corados por H&E, Tricromico de
Massom e Picro sirius. Os resultados histologicos mostraram formag¢do ossea
em todos os grupos. Nos grupos com o laser, a resposta tecidual foi
antecipada em relag¢do aos demais grupos promovendo a rapida neoformagdo
da matriz ossea.
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It suggest that polyurethane achieved from (Ricinus communis) induces bone
repair because their osteoconductivity properties. In concerning the bone-
inducing, that promotes osseous neoformation, it has been stimulate by growth
factors, as bone morphogenetic protein (BMP), and laser therapy. The aim of
this study was to evaluate osseous regeneration after mandible defects created
in rats, and coveried with polyurethane resin particles (Ricinus communis),
added with BMP and absorbable Hydroxyapatite (HA), stimulated or not by
Laser beam. It was used the laser equipment “Laser beam” (Infra-red,
continuous, Gallium-arsenide, 785nm, 35mW). Were utilized for this study 60
rats (Holtzman), were distributed in 4 groups of 15 animals. The control group
(with only defect); the experimental group with laser stimulated
(fluency=178J/cm’; energy=1,47); the experimental group with resin particles
added with (BMP-HA), and another similar group with laser stimulation
(fluency=178J/cm?; energy=1,4]). The animals were then sacrified at the 15,
45" and 60™ days; mandibles were removed and processed for light
microscopy. The histological examination samples were stain with H&E,
Tricomic of Masson and Sirius Red. The results showed osseous neoformation
in all groups. However, in the groups with laser stimulation the tissue response

presented demonstrating earlier bone matrix formation.
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