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1 Introducao

As estruturas periodontais s&o originadas e desenvolvidas em
conjunto com o elemento dental, sendo assim, a perda do dente faz com
que ocorra um processo de involugdo destas estruturas, devido a uma
remodelagdo progressiva no processo alveolar, e remanescente 6sseo
que é acompanhada pelos tecidos moles (PINTO et al., 2004).

Os diferentes defeitos da estrutura 6ssea tém sido um desafio
diante da necessidade da fixagdo de implantes. A presenca de defeitos
0sseos, independente de sua natureza, limita as opg¢oes de
posicionamento dos implantes, fazendo com que, freqlentemente,
possamos nos deparar com situagées nas quais as fenestragdes parciais
ou totais da parede vestibular possam acarretar exposi¢cdes de roscas
destes implantes.

Desde a década de sessenta até hoje a implantodontia teve uma
grande evolugdo, visto que no inicio era contra-indicada a colocagdo de
implantes em areas que nao possuissem largura e altura adequada.
Sendo assim, regides com rebordos finos, areas proximas ao seio maxilar
e estruturas neurais da cavidade bucal eram desconsideradas para
terapia com implantes (Adell et al., 1981). Diante destes problemas, a
comunidade cientifica tem buscado respostas em pesquisas relevantes,
no sentido de conseguir induzir adequada formacéao tecidual em areas
0sseas que devam ser reconstituidas.

Uma das possibilidades para correcdo de determinados defeitos
sdo 0s materiais substitutos 6sseos. Estes podem ser classificados de

acordo com seu mecanismo de acgdo: osteogénicos (capacidade do
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enxerto de levar consigo células viaveis), osteoindutores liberam proteinas
morfogenéticas Osseas (BMPs) como produto do mecanismo de
fagocitose dos osteoclastos, que induzem células mesenquimais
indiferenciadas a se diferenciarem em osteoblastos e condroblastos
iniciando o processo de remodelacao 0ssea e osteocondutores servem de
arcabougo para a neoformacao 6ssea, permitindo a migragao celular, para
o interior do defeito, e a proliferacdo de vasos sangulineos, formando uma
nova matriz 6ssea (PERRI e OKAMOTO, 1987).

O osso autdégeno é considerado o melhor material para enxerto
devido a sua capacidade osteogénica, advinda de células viaveis e por
nao apresentar riscos de reagdes imunoldgicas. Entretanto, nem sempre a
sua utilizacdo é possivel, pois freqlientemente, requer um segundo sitio
cirlrgico para sua obtencao, o que aumenta a morbidade e o desconforto
para o paciente (Becker et al., 1998).

A utilizacao de diversos materiais, sintéticos ou naturais, para
reparar ou substituir 6rgaos ou partes dos sistemas do corpo humano tem
crescido muito nos ultimos anos, gracas ao desenvolvimento de novas
tecnologias e materiais € uma melhor compreensdo dos mecanismos de
interacao desses implantes com os tecidos biolégicos. Os biomateriais
sao definidos como aqueles materiais ndo vivos utilizados na area médica
ou biomédica, objetivando a interagdo com o sistema biol6gico
(WILLIAMS, 1987). Muitos deles sdo uma alternativa efetiva para a
substituicdo dos tecidos ésseos, pois ndo possuem riscos de transmissao
de doencas ou rejeicdo imunoldgica além de apresentarem suprimento

ilimitado (HALL. et al., 1999).
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A utilizacdo de biomateriais sintéticos ou naturais como
substitutos do tecido 6sseo em contato com roscas de implantes
expostas, assim como para preenchimento de defeitos 6sseos, tem
demonstrado, histologicamente, resultados satisfatérios (CANCIAN et al.,
2004; BLOCK e KENT, 1997).

Mais recentemente, muitos pesquisadores demonstraram
interesse na pesquisa de novos materiais que possam substituir osso
perdido e permitir fungdo semelhante. Entre estes destacamos
especialmente os biopolimeros naturais, em particular a quitosana (PARK
et al., 2003).

A quitosana é um polissacarideo proveniente, principalmente, de
carapacas de crustaceos sendo também encontrada em insetos,
moluscos e na parede celular de fungos. E um biopolimero hidrofilico
com propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, devido a
estas caracteristicas tem sido empregado na area agricola, industrial,
alimenticia e mais recentemente na area médica e odontologica.

Ja o biovidro, ou vidro bioativo, € um material composto de sais
de Célcio e de Sddio, fosfato e didxido de silica. Em sua forma sélida tem
sido usado em ortopedia, otorrinolaringologia e em odontologia apos
exodontias e para manutencao de rebordo alveolar (DUCHEYNE, 1987;
FROUN et al., 1998). A forma particular do vidro bioativo esta disponivel
para uso odontoldgico e esta indicada para tratamento de defeitos intra-
0sseos decorrentes da doenca periodontal bem como de defeitos
resultantes de exodontias ou necessidade de aumento do rebordo
alveolar. Suas particulas variam de 90 a 210 micrébmetros, sendo seus

granulos irregulares. Quando em contato com fluidos tissulares, o vidro
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bioativo desencadeia uma série de reagdes quimicas, resultando na
formagé@o de Hidroxicarbonatoapatita (HCA) na superficie das particulas.
Proteinas orgéanicas como Sulfato de Condroitina e Glicosaminoglicanas
incorporam-se a camaras de Hidroxicarbonatoapatita (HCA), e os
osteoblastos e constituintes organicos sdo atraidos por tais camaras,
levando a mineralizagdo do tecido 6sseo. A velocidade de crescimento
0sseo0 ao redor do material tem se mostrado rapida, com 0sso
neoformado denso (ANDEREG et al., 1999; WILSON et al., 1981).

Tendo em vista a possibilidade de utilizagdo de biomateriais para
correcao de defeitos 6ésseos, achamos oportuno avaliar o desempenho da
quitosana e do biovidro para o preenchimento de defeitos ésseos

associados a instalacao de implantes osseointegrados.



Revisao
da literatura
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2 Revisao da literatura

O bom desempenho de um biomaterial estd associado a um
equilibrio entre a biocompatibilidade, definida como a habilidade que um
material tem de induzir no hospedeiro uma resposta adequada a uma
aplicacao especifica (WILLIAMS, 1987), e a capacidade deste material
desempenhar a funcao para a qual foi projetado com a maxima eficiéncia,
isto &, ser biofuncional (PARK e ROBINSON, 1984; WILLIAMS, 1987).
Além disso, um biomaterial deve apresentar propriedades mecénicas
adequadas, nao deve ser tdéxico nem carcinogénico, relativamente barato,
reprodutivel, apresentar densidade, peso e forma adequados de acordo
com sua aplicacao. (DOILLON et al., 1998; KATO et al 1989).

Com relagdo a origem, os biomateriais sdo classificados em
sintéticos e naturais. No caso dos materiais sintéticos s&o utilizados
materiais como polimeros, metais, ceramicas, e mais recentemente
materiais compostos. Os de origem natural ainda podem ser classificados
como autdégenos, quando o tecido utilizado é proveniente do proprio
individuo; alégenos ou homdgenos, quando o doador é da mesma
espécie que o receptor; heter6genos ou xendégenos, quando o material
utilizado é originario de uma espécie diferente (bovino, crustaceos, etc.)
(RAWLINGS, 1993).

Para substituicdo de tecidos ou oOrgaos deve-se levar em
consideracao a natureza da fungéo a ser substituida. A principio, 0 melhor
material a ser utilizado é o osso autéogeno (TRIPLETT e SCHOW, 1996),
mas a limitacao e disponibilidade em quantidade, muitas vezes, limita seu

uso.
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Do ponto de vista de resolugéo de defeitos 6sseos provocados ou
patolégicos, pode seguir, normalmente, dois cursos: podera haver uma
regeneracao, quando ha a reposicdao das células e elementos teciduais
originais; ou podera haver uma reparacao, com substituicdo do tecido
lesado por outro tecido de preenchimento ou suporte. Tecidos conjuntivos
altamente especializados, como ligamentos e tenddes, nunca alcangaréo
o nivel original de organizagao e se restabelecerdo como uma cicatriz de
forca mecanica reduzida. O osso € um dos tecidos que tem um potencial
Unico para restaurar sua estrutura original, dentro de certas limitagdes,
sendo que a reconstrugcdo ao nivel original de organizacao ocorre
sequencialmente e repete exatamente o padrdo de desenvolvimento e
crescimento 6sseo (SCHENK, 1996).

Sendo assim, ha um consenso de que 0 enxerto autégeno é o
“padrdo ouro” dentre os materiais de enxertos devido as propriedades
osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas (TRIPLETT e SCHOW,
1996).

Os enxertos autdgenos tém sido utilizados com indice de sucesso
consideravel, sendo que enxertos cortico-medulares apresentam alto
potencial osteoindutor. Este tipo de material pode apresentar
propriedades osteoindutoras pela presenca da BMP (BOYNE et al.,
1997). Tais propriedades conferem ao enxerto 6sseo autdégeno papel
fundamental na formacdo de osso adequado para receber implantes
(BOYNE e JAMES, 1980; SMILER et al.,, 1992; SMILER, 1993;
WHEELER et al., 1996).

Embora o osso autégeno tenha uma grande aplicagdo em

procedimentos de regeneracdo 6ssea na odontologia, sua utilizacao
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requer uma area doadora intra ou extrabucal, tornando estes
procedimentos cirdrgicos mais invasivos e aumentando a morbidade e o
desconforto para o paciente (SCHIMITT, et al, 1997).

As vantagens da utilizagdo dos sitios doadores intrabucais em
relagdo aos extrabucais incluem a possibilidade das cirurgias para
obtengdo desses enxertos podem ser realizadas em nivel ambulatorial,
sob anestesia local e, condigbes estas que reduzem sobremaneira os
custos do procedimento (RAGHOEBAR et al, 1996). Além disso, observa-
se menor morbidade relacionada ao procedimento e auséncia de
cicatrizes cutaneas (GUNGORMUS et al., 2002).

O padrao de reparacao do enxerto de acordo com sua origem
embrionaria ja foi amplamente pesquisado, alguns autores descreveram
maior manutencdo de volume de enxertos de origem intramembranosa
(OZAKI e BUCHMAN, 1998), outros atribuiram as possiveis diferencas
entre ambos a sua constituicao arquitetural (CHEN et al., 1994).

Por outro lado, na auséncia de um material para enxertia, ou seja,
em uma regiao onde ha apenas o coagulo sanglineo poés-cirargico, o
processo de reparacao pode ser, histolégicamente, dividido em trés fases:
A primeira fase tem caracteristicas exudativas, marcada pelo adequado
desenvolvimento de uma rede de fibrina. A segunda fase é considerada
proliferativa, com destaque a rede de capilares e fibroblastos. Na terceira
fase observamos uma caracteristica reparativa, com organizacdo e
ossificacao do coagulo sangliineo (PERRI de CARVALHO e OKAMOTO,
1987).

Durante a primeira fase, é a rede de fibrina formada que permite a

progressiva infiltracdo e adesdo de células como fibroblastos, células
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endoteliais e macréfagos. Células estas responsaveis diretas pela
substituicdo do coagulo. S&o as fibras de colageno produzidas por esses
fibroblastos, agregadas a matriz 6ssea secretada por osteoblastos que
também migram ou se formam na regido que fardo com que ocorra a
ossificagdo (PERRI de CARVALHO e OKAMOTO, 1987). Em qualquer
lesdo déssea ocorrerd ativagdo do processo de regeneragdo Ossea local
ocasionada pela liberacdo de fatores de crescimento e fatores indutores.
O osso é, de fato, uma das fontes mais ricas de fatores de crescimento, e,
quando lesado, libera esses fatores para o coagulo sangulineo.

A formacdo déssea no interior de orificios feitos em tibias de
coelhos inicia-se em dois dias, sendo que orificios pequenos (do tamanho
de ostebnios) sao concentricamente preenchidos por osso de
organizacao lamelar proveniente diretamente do coagulo, enquanto que,
em orificios maiores (até 1mm) uma estrutura de osso embrionario é
formada e depois o0 o0sso lamelar é depositado nos espacos inter-
trabeculares neoformados, processo este que ocorre apds quatro
semanas. Apesar disso, ambos os tipos de defeitos serdo completamente
preenchidos por osso cortical (JOHNER, 1972).

Ha, entretanto uma dimensao limite para reparacao 6ssea a partir
do codagulo: em orificios criados em coelhos, esse limite € de 1mm
(SCHENK e WILLENEGER, 1977), e em caes o resultado € o mesmo
(HARRIS et al., 1983).

Muito embora existam controvérsias quanto a origem dos
fibroblastos que invadem o coagulo, parece provavel que estas células
tenham origem dos fibroblastos originados da diferenciacao das células

mesenquimais perivasculares (SANCHES, et al., 1972).
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Visto que muitos fendmenos biol6gicos ocorrem na presenca do
coagulo sanguinea permitindo a formagao déssea, é de se esperar que a
remogao do coagulo sangiiineo em alvéolos provenientes de extracao
dentaria resulte em grande atraso na reparacdao e formagdo éssea

(OKAMOTO e RUSSO, 1973).

| — Quitina e Quitosana

O termo quitina é derivado da palavra grega Khitén, que significa
carapaca, casca ou caixa de revestimento. A quitina é um polissacarideo
abundante na natureza, perdendo apenas para a celulose em quantidade
produzida anualmente (SENEL e MCCLURE, 2004).

Este material é proveniente principalmente de carapacas de
crustaceos, sendo também encontrada em insetos, molUscos e na parede
celular de fungos. No entanto, toda a quitina comercialmente produzida é
obtida dos residuos das industrias de processamento de crustaceos
enquanto alimento. A quitosana € um polissacarideo originado a partir da
reacdo de desatilacdo parcial de quitina, geralmente por tratamento
alcalino, podendo ocorrer também naturalmente em alguns fungos
(CHEN,et al., 2005).

Caracteristicas como biocompatibilidade e a biodegradabilidade
sdo suas propriedades fundamentais. Devido a estas caracteristicas
biologicas, foram encontradas diversas aplicacdes para este biomaterial,
dentre elas: Na agricultura, na industria de alimentos e recentemente, na
area médica (SENEL et al., 2000; SINGLA e CHAWLA, 2001), aonde vem

sendo empregada como bioadesivo, osseindutor (LEE et al., 2000, 2002),
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além de excipiente para industria farmacéutica (FELT et al., 1998), agente
cicatrizador, agente antimicrobiano, material de bandagem, molde para
enxerto de pele e agente hemostatico (SENEL e MCCLURE, 2004). Além
disso, apresenta outras caracteristicas interessantes como, por exemplo:
ndo toxicidade, podendo ainda ser utilizada de acordo com sua
apresentacao na forma de filmes, gel ou solugcado (PARK et al., 2000a, b),
na pendéncia de sua concentragao.

Este material foi apresentado na forma de gel em diferentes
granulacdes do pé da quitosana. Gerentes et al, em 2002, avaliaram a
possibilidade de utilizacdo deste gel em sitos cirdrgicos ou em terapia
periodontal ndo cirurgica. Nos casos de sitios fechados, bolsas
periodontais, defeitos infra-6sseos, o gel pode ser levado com uma
seringa sem a necessidade de anestesia e pode ser adicionada solugao
hidroalcodlica para diminuir sua viscosidade. J&, para preenchimento de
defeitos &sseos, essa fluidez deve ser ajustada para que haja um
completo preenchimento da cavidade e, portanto, ndo deve ter um alto
grau de escoamento. Os autores também descrevem que a apresentacao
do gel pode variar de acordo com a relagao entre o polimero e o solvente,
obtendo-se assim as diferentes consisténcias que sejam desejadas.

Os polimeros de quitosana vém sendo testados com sucesso no
tratamento de defeitos periodontais (MUZZARELLI et al., 1994; PARK et
al., 2003) mostrando-se nao promover de fato nenhuma reacao alérgica
ou inflamatéria apdés sua implantagdo, injecdo, aplicacdo tépica ou
ingestdo (CHATELET et al., 2001).

Park et al, em 2003, realizaram um estudo histolégico em céaes

Beagle, para analisar o efeito da quitosana na regeneracdo de defeitos
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intra-6sseos (4 x 4mm), cirurgicamente criados.Os trés grupos testados
foram: grupo controle cirurgico, no qual foi realizado apenas o retalho,
grupo controle tampéao, no qual a solugao tampao fosfatada foi adicionada
a uma esponja de colageno, e o ultimo grupo foi tratado com quitosana
também em esponja de colageno. O grupo que melhor manteve a
migragao apical de um epitélio juncional longo, e que teve maior
regeneracao de cemento e ainda maior quantidade de regeneracao 6ssea
alveolar foi o grupo quitosana. Nao houve diferenca estatistica significante
entre os grupos quando se avaliou a extensdo da adesao dos tecidos do
ligamento.

Em geral, os polimeros e o0s seus componentes sé&o
especialmente sensiveis as técnicas de esterilizagdo e manuseio. Quando
designados para uso com implantes osseointegraveis, ndo podem ser
esterilizados a vapor ou mesmo com Oxido de etileno. Portanto, nos
procedimentos que necessitam de materiais estéreis, a utilizacdo da
quitosana pode ser um problema, pois este biopolimero, quando exposto
a temperaturas superiores a 120°c, sofre alteragcdes em sua solubilidade,
aparéncia e estrutura fisica. Quando exposto a radiacdo gama, sofre
fissuras e um decréscimo de viscosidade dose-dependente (LIM et al.,
1998), o que abre ainda mais campo para pesquisas sobre as
propriedades biomecénicas desse tipo de biopolimero.

A quitosana quando analisada em suas propriedades fisico-
quimicas e biolégicas, também tem mostrado biocompatibilidade e
biodegradabilidade (ILLUM, 1998; SENEL, et al.,2000). Este biomaterial &
capaz de aumentar as fungbes de células inflamatérias como os

leucocitos polimorfonucleares e macréfagos, promovendo organizacao
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celular. Sendo assim, pode contribuir beneficamente pra o reparo tecidual
(UENO et al., 2001a).

A quitosana é tida como acelerador da reparagao tecidual, capaz
de aumentar a producdo de matriz extracelular através do aumento de
producdo de fatores de crescimento (UENO et al.,, 2001b). Também,
acelera a infiltracao de linfocitos polimorfonucleares nas fases iniciais de
cicatrizagao tecidual, aumentando, consideravelmente, a osteopantina,
uma fosfoproteina capaz de aumentar a ligacdo celular na ferida em
cicatrizacao.

Foi sugerido o compésito de quitina fosfato como substituto
0sseo. Pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar
materiais que possam ser utilizados como substitutos 6sseos, um
exemplo é a combinacdo de polimeros com minerais que oferecam a
resisténcia da dureza dos minerais e a flexibilidade dos polimeros. Muitos
compositos poliméricos reforcados com calcio e hidroxiapatita como
material de preenchimento foram preparados para serem usados
substituindo tecidos duros. Como vantagem, estes compdsitos teriam o
potencial osteogénico de, por exemplo, uma hidroxiapatita bioativa
associado as propriedades da matriz polimérica que atua como ligante
impedindo migragdes das particulas do material mineral, inclusive,
diminuindo a reacao inflamatoéria que estes materiais, de formas isoladas,
possam apresentar (MUZZARELLI e MUZZARELLI, 2002).

Além das propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, este polimero pode atuar como material substituto
0sseo que ao longo do tempo vai sendo substituido por osso natural.

Polimeros de quitina sao constituidos por arranjos paralelos de pontes de
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hidrogénio que conferem melhores propriedades mecéanicas, com alta
resisténcia a cargas, bem como estabilidade ao enxerto, caracteristicas
extremamente importantes especialmente nos estagios iniciais de

formagao 6ssea (MUZZARELLI e MUZZARELLI, 2002).

Il - Biovidro

As formas de biovidro disponiveis no mercado e sobre as quais
encontra-se maior quantidade de artigos cientificos sdo o Biogran
(SiO2;NaO/P,0s+Ca0) e Perioglass. Estes materiais sdo descritos na
literatura como material sintético reabsorvivel utilizado para enxerto
0sseo, constituido de granulos de vidro bioativo com didmetro variando
entre 300-355um (SCHEPERS et al.,, 1993) ou 90 a 710 ym, que se
transformam em cémaras de Fosfato de Calcio onde ira ocorrer a
formacgao 6ssea(WHEELER et al., 1998).

A biocompatibilidade dos vidros bioativos ja foi demonstrada pelas
caracteristicas dos tecidos dentro e ao redor dos granulos do material
incorporado ao tecido 6sseo, descritos em trabalhos onde os resultados
foram também avaliados histologicamente (CANCIAN et al., 1999,
FETNER et al., 1994; FURUSAWA e MIZUNUNA, 1997, SCHEPERS et
al., 1991, 1993; 1988).

Sendo assim, pode-se dizer que os vidros bioativos apresentam
propriedades osteocondutoras, ou seja, servem como arcabouco para as
células formadoras de tecido 6sseo. Essa caracteristica foi observada por
SCHEPERS et al, em 1991, que demonstrou propriedades
osteocondutoras e efeito osteoestimulador em defeitos 06sseos

cirurgicamente criados em Beagles, em periodos longos (6 a 12 meses).
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Esses resultados levaram os autores a utilizar vidro bioativo em pacientes,
em varios tipos de defeitos como, por exemplo: defeitos 0Osseos
resultantes de resseccao apical, remogao de cistos, exodontias e defeitos
de rebordo alveolar devido a cirurgia ou reabsorcao; concluindo que o
mesmo foi efetivo no tratamento desses defeitos dsseos.

Trabalhos cientificos demonstraram que esse material também
esta bem indicado em cirurgias orais menores, para o preenchimento de
rebordo pés-exodontia (YILMAZ et al., 1998), bem como em cirurgia de
levantamento de seio maxilar para futura instalacdo de implantes
osseointegraveis (SCHEPERS et al.,, 1993; FURUZAWA e MIZUNUNA,
1997). Quanto a sua utilizagcdo para tratamento de defeitos ésseos ao
redor de implantes, a literatura ainda é escassa para afirmar que este
material estaria bem indicado ou se materiais como 0 0sso autégeno seria

uma melhor op¢ao (HALL et al., 1999).



Proposicao



30

3 Proposicao

O presente estudo tem como objetivo analisar, histologicamente o
emprego da quitosana, biovidro e 0sso autdégeno no reparo de defeitos
0sseos criados em mandibulas de cdes e associados a implantes

osseointegraveis.



Material e
metodo
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4 Material e Método

4.1 Local dos procedimentos

No presente estudo foram utilizados oito cées, trés machos e
cinco fémeas, sem racga definida, adultos jovens com idade média de 2,5
anos variando de 2 a 3 anos, e com peso médio de 21 Kg variando de 17
a 32 kg. Os animais foram avaliados clinicamente pelo Servico de
Ortopedia do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Universidade Estadual
Paulista — UNESP — Campus de Jaboticabal. Estes animais foram entao
submetidos a vacinagao, vermifugagao, além de exames laboratoriais de
hematologia rotineira, creatinina e alanina aminotranferase (ALT),
previamente aos procedimentos cirurgicos relacionados a pesquisa. Os
caes foram mantidos em canis individuais e receberam ra¢do comercial

adequada a espécie e agua ad libitum.

4.2 Procedimentos anestésicos

No dia anterior ao procedimento cirargico foi iniciada
administracao de uma mistura (Stomogil 10® - ¢ LTDA) de espiramicina
(75.000 UI/Kg) e Metronidazol (12,5 mg/Kg), por via oral, e mantida por 5
dias no pos-operatério a cada intervalo de 24 horas. Apés jejum hidrico e
alimentar de doze horas, os animais foram pesados e em seguida
submetidos a anestesia geral, um a um, para os procedimentos de

exodontia, implantes e bidpsias, divididos em trés fazes cirurgicas, que
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serdo descritas adiante. Para tanto, receberam cloridrato de
levomepromazina  (Neozine®, Cristdlia  Produtos Quimicos e
Farmacéuticos LTDA, ltapira, SP) na dose de 1,0 mg/Kg, administrado
por via intravenosa, juntamente ao caprofeno (Ketofen® Merial Saude
Animal, LTDA Sao Paulo) na dose de 1,0 mg/Kg, por via subcuténea. A
seguir, cada animal foi induzido a anestesia geral pela administracao
intravenosa de propofol (Propofol® Cristdlia Produtos Quimicos e
farmacéuticos Ltda, Itapira, SP), em doses variando entre 5,0 a 8,0 mg/Kg
para a intubacao orotraqueal.

A anestesia geral foi mantida pela combinacdo de anestésico
volatil halotano (Halotano® Cristélia produtos quimicos e farmacéuticos
Ltda, Itapira, SP) diluido em oxigénio permitindo fluxo de 30mg/Kg/min,
em sistema semi-fechado. No curso dos procedimentos, foram
monitorados os parametros combinados de saturagcao parcial de oxigénio
(Sp0y), diéxido de carbono (CO.,), eletrocardiograma (ECG), Frequéncia

respiratoria (FR), pressao arterial ndo invasiva (PA) e temperatura (T).

4.3 Exodontias

Antes das exodontias serem realizadas, foram realizados
procedimentos de raspagem supragengival em todos os dentes com
utilizacdo de Profident (Gnatus, Ribeirdo Preto, SP), e em seguida foi
realizada a anti-sepsia com solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%,
seguida de irrigacdo com solucao salina de cloreto de sédio a 10% para
iniciar o procedimento cirurgico de exodontia dos terceiros e quartos pré-

molares inferiores dos lados direito e esquerdo.
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Por meio de um descolador tipo Molt (Schobell Ind. e Com. LTDA,
Rio Claro, Sao Paulo, SP) foi realizada a sindesmotomia. Para evitar
fratura das raizes, os dentes foram seccionados, em seu longo eixo, com
fresa FG-702SL (SSWhite Sao Paulo, SP) (Figura 1). Com a utilizacao de
motor de alta rotacdo (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP) sob irrigacao
abundante com solugdo salina de cloreto de soédio a 0,9%. Apos a
odontoseccao, com o uso de férceps, os elementos citados foram
removidos (Figura 2). Os alvéolos foram curetados e irrigados com
solucao salina de cloreto de sédio a 0,9%, apés estes procedimentos, os
aléolos foram suturados com fio Vicryl 4.0 (Ethicon, Jonhson & Jonhson,
Sao Paulo, SP). Ap6s o término da cirurgia, foi ministrado, para cada
animal, os seguintes medicamentos: Cetoprofeno 50 mg (Rhodia farma,
Ltda. Sdo Paulo, SP), Cloridrato de Ranitidina (Farmasa, Laboratério
Americano de Farmacoterapia S/A, Sao Paulo, SP), e Stomogyl 10 mg

(Rhodia farma, Ltda. Sao Paulo, SP).

4.4 Preparacao dos defeitos d0sseos e instalacao de
implantes osseointegraveis

Apés doze semanas, tempo necessario para reparagao alveolar
(PERRI de CARVALHO e OKAMOTO, 1987), os animais foram
novamente anestesiados por meio de intubacdo orotraqueal, usando-se
as medicacdes ja citadas.

Apl6s a anestesia geral, o animal foi posicionado em decubito

lateral para iniciar o procedimento cirargico.
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Foi entdo realizada anestesia local com o intuito de promover
vasoconstricdo no local da cirurgia, usando-se Mepivacaina 2% (DFL,
Sao Paulo, SP), através de infiltracdo submucosa.

Com lamina de bisturi nimero 15 (BD, Hualan-China), montada
em cabo de bisturi, foi realizada incisdo muco-periosteal em fundo de
sulco vestibular (area dos dentes extraidos) de aproximadamente dois
centimetros no sentido antero-posterior e duas incisdes verticais a partir
da incisdo horizontal até o rebordo alveolar (Figura 3). Assim, com o
descolador tipo Molt, o retalho foi descolado e afastado para expor o
rebordo alveolar (Figura 4).

Na sequéncia, foram confeccionadas duas perfuracdes para
instalagdo de implantes osseointegraveis, tomando o cuidado de
posicionamento dessas perfuracées no sentido mésio distal de tal forma
que, no momento de se realizar a biopsia, fossem respeitados pelo
menos 2,0 mm de osso de cada lado dos implantes, descontando a area
de osteotomia (Figuras 5,6 € 7). Para tanto, foram utilizadas as brocas
para implantes Langa, Helicoidal 2,0mm, broca Piloto e Helicoidal 2,8mm
de diametro (Titanium Fix, Sdo José dos Campos, SP), com velocidade
de 1500 rotacdes por minuto (RPM) e sob irrigacdo com cloreto de sodio
a 0,9%, até a profundidade de 11,0 mm. Concluidas as perfuragdes, uma
broca do tipo Trefina de 4,0 mm de didmetro foi usada para promover
defeitos criticos verticais com comprometimento de 4.0 mm de largura e
5,0 mm de profundidade na parede Ossea vestibular, as quais tiveram
apds suas confecgdes, as dimensdes verificadas com o auxilio de uma

sonda periodontal tipo Williams (Neumar, Sao Paulo, SP).
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A confeccado desses defeitos teve por objetivo induzir, de forma
padronizada, a exposicdo de roscas nas regides das paredes Osseas
citadas no ato da instalagdo dos implantes osseointegraveis(Figura 8).

Feito isso, implantes de 10,0 mm de altura e 3,75mm de
diametro, lisos com superficie tratada (Titanium Fix, Sdo José dos
Campos, SP) foram inseridos em posicdo. Com a confecgdo do defeito
0sseo, cerca de quatro roscas permaneceram expostas em seu aspecto
coronal, além da plataforma.

Cada animal recebeu um total de quatro implantes, sendo
distribuidos aleatoriamente, para os lados direito e esquerdo da
mandibula, na regido de pré-molares, ja citada anteriormente, conferindo
um total de 32 implantes, permitindo 4 repeticdes para cada grupo,
conforme Tabela 1. O espaco de separacao respeitado entre dente e
implante e entre os implantes foi de 8mm em todos os casos.

Apobs a confeccao dos defeitos 6sseos cirurgicos e da instalagao
dos implantes (Figura 9), os defeitos foram preenchidos com os materiais
propostos para a avaliagao neste estudo, tendo como controle negativo o
coagulo sanguineo (Figura 10), e como controle positivo 0 0sso autégeno,
coletado da prépria confeccao dos implantes e da trituracdo das paredes
Osseas trefinadas na confecgdo dos defeitos 6sseos, dividindo os sitios
contendo os implantes em grupos distribuidos em dois periodos, assim
descritos conforme Quadro 1.

-Grupo | (controle negativo): O defeito d6sseo foi mantido
apenas com coagulo sanguineo e membrana.

-Grupo Il (controle positivo): O defeito ésseo foi preenchido com
0SS0 autdgeno.
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-Grupo llI: O defeito 6sseo foi preenchido com biovidro (
PerioGlass, Nova Bone Products, Florida, USA)

-Grupo IV: O defeito désseo foi preenchido com quitosana
(Instituto de Fisica, USP, Sao Carlos-Grupo de Polimeros)

Preenchidos os defeitos 6sseos com os materiais ja citados,
esses foram recobertos com membrana dssea reabsorvivel (Baumer S.A
— Divisdo Biomateriais — Mogi Mirim — SP.) (Figuras 11 e 12), e em
seguida o retalho mucoperiostal foi reposicionado e suturado com fio
Vycril 4.0. As medicacbes pds-operatorias usadas foram as mesmas
descritas anteriormente, no procedimento de exodontia.

As bidpsias dsseas foram realizadas em dois periodos, cada um
composto por quatro animais, sendo que, para o primeiro periodo, a
biépsia dos blocos O6sseos contendo os implantes foi realizada

transcorridos 15 dias da cirurgia e, para o segundo periodo, 90 dias.



38

Quadro 1- Distribuicdo dos animais de acordo com 0s Qrupos

experimentais e periodos de retirada da biopsia

Periodo das
Sitios cirlrgicos e materiais de preenchimento
Cao Bidpsias
I Il Il v
1 Coégulo + M OA+M BV+M QTS+M 15 dias
2 Coégulo + M OA+M BV+M QTS+M 15 dias
3 Codgulo + M OA+M BV+M QTS+M 15 dias
4 Coagulo + M OA+M BV+M QTS+M 15 dias
5 Coagulo + M OA+M BV+M QTS+M 90 dias
6 Coagulo + M OA+M BV+M QTS+M 90 dias
7 Coagulo + M OA+M BV+M QTS+M 90 dias
8 Coégulo + M OA+M BV+M QTS+M 90 dias

Grupo | - Coagulo = Coagulo + Membrana - Grupo |

Grupo Il -OA+M = Osso autégeno + membrana - Grupo I

Grupo Il - BV + M Biovidro + Membrana - Grupo I

Grupo IV - QTS + M = Quitosana + Membrana - Grupo IV
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4.5 Obtencao das biopsias 6sseas

Apo6s os periodos de 15 e 90 dias, foram obtida as bidpsias
Osseas. O processo de anestesia geral, anti-sepsia e de abertura dos
retalhos foi feito de acordo com o0s procedimentos descritos
anteriormente. As bidpsias foram realizadas por meio do uso de pega reta
e discos diamantados, em baixa rotagdo, para realizacdo das
osteotomias, sob irrigacdo constante com solucdo salina de cloreto de
sodio a 0,9%, para remocao de blocos 6sseos (0sso e implante). As
osteotomias foram realizadas respeitando 2.0 mm de distancia ao redor
das margens de cada implante, com profundidade de todo o comprimento
do implante, e envolvendo a margem vestibular até a lingual facilitando a
remocao do bloco 6sseo com o implante (Figura 13). As areas de bidpsia
foram suturadas com Vicryl 4.0 (Ethicon, Jonhson & Jonhson, Sao Paulo)
e 0s anmais receberdao medicagbes referentes a dor e antibidticoterapia
da mesma forma que para as outras intervencoes cirurgicas.

Apobs a remogao dos blocos (0sso e implante) da regido, as pecas
foram fixadas em solugdo de formol tamponado 10%, para o seu
transporte para o laboratério, onde em média apés 12 horas, foram entdo
lavadas em agua corrente durante 24 horas e descalcificadas em uma
solucéo de acido nitrico a 5%, durante 6 dias, para seguirem 0 processo
laboratorial de rotina e coloracado padrdo de Hematoxilina / Eosina para
avaliacdo. Em algumas pecas foi necessaria a realizacao de coloracao de
Tricrébmicro de Masson a fim de evidenciar a linha de reversao éssea.

Posteriormente, foi realizada a andlise histoldgica.
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4.6 Obtencao da Quitosana em pé para preparacao
do gel

O processo de obtengdo da quitosana consiste na desacetilagao
parcial da quitina, que é inerte e insoluvel, a qual é extraida da carapaca
de crustaceos provinda dos restos do processo industrial dos mesmos.
Durante a desacetilacdo, os grupamentos acetamido (NHCOCH;) da
quitina sdo transformados, em graus variados, em grupo amino (- NHy),
dando origem a quitosana(Quadro 2). Assim, a quitosana € 0 nome
atribuido genericamente ao polimero onde o numero de unidades
monomeéricas contendo o grupamento NH, é suficiente para tornar o
polimero soluvel em acidos fracos, € relativa, podendo ser caracterizada
como um polieletrélito catibnico, sendo geralmente purificada na forma
neutra.

A primeira etapa do processo consiste na redugéo de tamanho do
material e posterior tratamento para remocgao de proteinas, realizado com
hidréxido de sédio ou mesmo pela digestdo do material com enzimas
proteoliticas (papaina, pepsina, tripsina).Em seguida, €& feita a
desmineralizagdo do material com &cido cloridrico para extragdo do
carbonato de calcio e do fosfato de célcio presentes em quantidades
significativas nos residuos marinhos (30-50%). O material também pode
passar por uma extragdo com permanganato de potassio 0,02% a 60° C
visando remover pigmentos como melaninas e carotendides. Ao final
desse processo obtém-se a quitina. Nesta etapa, a quitina é tratada com
hidroxido de sodio concentrado (50%), a altas temperaturas (100° C) por

um periodo que varia de 2 a 5 horas para que ocorra a reagdo de
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desacetilacdo, dando origem a quitosana. Em alguns casos, a reacdo de
desacetilacao é realizada na presenga de tiofenol ou borohidreto de sddio
ou sob atmosfera de nitrogénio para prevenir a degradagcédo da cadeia do
polimero durante a reacao sob fortes condigdes alcalinas.
Quadro 2- Fluxograma simplificado do processo de obtengdo da
quitosana
Exoesqueleto de camarao
|
Reducao de tamanho
|
Desproteinizacao
|
Desmineralizacao
|
Quitina
|
Desacetilizacao
|

Quitosana

4.7 Preparo do gel de quitosana pura

A preparagado do gel de quitosana puro foi realizada sempre imediatamente
antes de sua utilizagéo.

Uma correta seqiiéncia na adicdo dos componentes necessarios para a
preparacao do gel foi sempre respeitada. Seguimos a seqiiéncia: acido ascorbico, agua

destilada e por Ultimo adicionamos a quitosana purificada em pé. Desta forma,
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conseguimos uma boa agregagéo e facil manipulagdo desta mistura, conseqientemente

a obtencado de um gel consistente.

4.8 llustracoes

FIGURA 1- Odontosecgéo no longo eixo do FIGURA 2- Exodontia dos dentes

dente para exodontia. seccionados.
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FIGURA 3-Incisdo em fundo de sulco e FIGURA 4-Descolamento do retalho muco
incisdes verticais. periésteo e exposicdo do

rebordo ésseo.

FIGURA 5- Medida entre dente e primeira FIGURA 6- Medida entre primeira e

perfuragao. segunda perfuragao.
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FIGURA 7- Perfuragbes marcadas e FIGURA 8-: Confecgao dos defeitos
padronizadas. vestibulares por meio da
utilizagéo de trefina de 4,0

mm de diametro.

FIGURA 9- Implantes instalados nos FIGURA 10- Aspecto do defeito
alvéolos preparados, preenchido com
com exposicao de quitosana (esq.) e defeito
roscas. mantido com codagulo

(dir.).
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FIGURA 11- Adaptagao da membrana FIGURA 12- Sutura de fixagdo da

dssea reabsorvivel. membrana.

FIGURA 13- Biopsia 6ssea de 15 dias,

envolvendo implante e osso.
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5 Resultado

Pela andlise histoldgica, sob a luz de microscopia Optica, dos
cortes transversais seriados de 0,5 mm dos defeitos 6sseos criados

cirurgicamente, que revelaram os seguintes achados:

5.1 Periodo de 15 dias.

5.1.1 Grupo I - Tratado com coagulo sanguineo:

Aos 15 dias, foi observada, em drea correspondente ao defeito,
pequena drea de tecido conjuntivo fibroso denso, e desorganizado
envolvendo drea com maior predominio de células e vasos sanguineos.

(Figuras 14a e 14b).

5.1.2 — Grupo II - Tratado com osso autégeno:

Aos 15 dias, observamos presenca de tecido conjuntivo com
densidade coldgena varidvel preenchendo toda a area do defeito, onde
destaca-se, proximo a linha de reversao, pequena drea de formacao de
osso trabecular (Figuras 15a e 15b).

Por raras ocasides foram encontrados fragmentos de tecido

dsseo envoltos por tecido conjuntivo.



47

5.1.3 — Grupo III - Tratado com Biovidro:

No periodo de 15 dias, observamos a partir da parede do
defeito 6sseo, formacdo trabecular disposta regularmente, com
presenga de tecido conjuntivo frouxo em intima relacdo com tais
formacdes. Junto as bordas do implante observa-se presenga de
osteoblastos.

Presenca de trabéculas dsseas € observada, em formagdo ao
redor de granulos do biomaterial em decomposi¢ao e integrados com o

tecido conjuntivo (Figuras 16a e 16b).

5.1.4 — Grupo IV - Tratado com Quitosana:

Aos 15 dias, observamos formagdes trabeculares regulares,
delgadas, entremeadas por tecido conjuntivo celularizado e
vascularizadas, preenchendo toda a drea do defeito realizado (Figuras
17a e 17b).

Na maioria dos cortes, nao foram observados remanescentes

do material de preenchimento.

5.2 Periodo de 90 dias.

5.2.1 Grupo I - Tratado com coagulo sanguineo:
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Aos 90 dias, foi observado, ap6s linha de reversao, a formagao
de trabéculas 6ssea em formacao. Perifericamente as trabéculas, em
superficie, notamos presenca de osteoblastos dispostos regularmente
(Figuras 18a e 18b). Por vezes, observa-se espessas dreas de matriz

colagénicas sem diferenciacdo dssea.
5.2.2 Grupo II - Tratado com osso autégeno:

No periodo experimental de 90 dias, observamos dreas com
concentracio coldgena densa, e dreas com matriz colagénica bem

celularizada (Figuras 19a e 19b).

5.2.3 Grupo III - Tratado com biovidro
(Perioglass):

Aos 90 dias, a neoformacao Ossea apresenta-se de forma
compacta ocupando praticamente toda a area de defeito dsseo
produzido, exibindo em areas formacoes haversianas como também
osteoblastos vazios e continuidade osteobldstica em superficie
(Figuras 20a e 20b). Preseca do biomaterial em fase de degradacao
porém com formacado dssea ao redor dessas particulas em intimo

contato.

5.2.4 Grupo IV - Tratado com Quitosana:
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Para o periodo de 90 dias, neoformacio dssea apresentando
padrao denso, com espacos medulares de forma e volume varidveis,
preenchidas com tecido conjuntivo celularizado podem ser observadas
(Figuras 21a e 21b).

As trabéculas dsseas mais compactas exibem formagdes

haversianas, indicando maturacdo dessas formagdes dsseas.
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5.3 llustracoes

FIGURA 14a — Grupo |, 15 dias (Controle negativo). Aumento de 40x.Tecido conjuntivo
neoformado junto ao tecido ésseo do defeito criado e a superficie do
implante.

FIGURA 14b - Grupo |, 15 dias (Controle negativo). Aumento de 100x.Presenga de
tecido conjuntivo rico em fibras colagenas (A), e vasos sanguineos
(B).
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FIGURA 15a — Grupo Il, 15 Dias (Controle Positivo). Aumento de 40x. Presenca de
fibras colagenas dispostas paralelamente (D).

FIGURA 15b — Grupo Il, 15 Dias (Controle positivo). Aumento de 100x. Fragmentos
osseos (E), por vezes encontramos no interior das fibras colagenas e
presencga de inUmeros osteblastos.
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FIGURA 16a — Grupo lll, (Biovidro) 15 dias. Aumento de 40x. Presenga de trabéculas
osseas em formagao, ocupando a area do defeito.

FIGURA 16b — Grupo lll,(Biovidro) 15 dias. Aumento de 100x. Presencga de espagos
deixados pela dissolugéo dos granulos de biovidro (M), envoltos por osso
interno e osteoblastos.
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v itk 7Ox. Trabéculas 6sseas em
formagao, entremeadas com tecido conjuntivo vascularizado.

SRR, -

FIGURA 17b — Grupo IV, (Quitosana) 15 dias. Aumento de 100x. Presenca de ostedcitos
(P), osteoblastos ( Q)
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FIGURA 18a —.Grupo |, 90 dias (controle negativo). Aumento de 40x. Loja cirirgica com
presenga de matriz 6ssea, préxima da margem inferior do defeito(C).

TR
-

FIGURA 18b — Grupo |, 90 dias. (controle negativo). Aumento de 100x. na linha de
reversao, observa-se trabéculas ésseas em formagdo com presenga
de osteoblastos e tecido colagenoso acelular na area de superficie do
implante osseintegravel.

FIGURA 19a — Grupo Il, 90 dias. (Controle positivo). Aumento de 40x. Formagdo de

matriz 6ssea organizada (F) e areas de fibras coldgenas com presenga de osteoblastos
(G).
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FIGURA 19b — Grupo I, 90 dias. (Controle positivo). Aumento de 100x. Area de tecido
colagenoso com tecido conjuntivo denso (H) e presenca de linha de
orga ada

rever éo_(l)_.;_gm matriz 6
- ' A

FIGURA 20a — Grupo lll, (Biovidro) 90 dias. Aumento de 40x. Presenca de matriz 6ssea
bem desenvolvida, envolvendo as particulas de biovidro em dissolugdo
(N).



FIGURA 20b — Grupo lll, (Biovidro) 90 dias. Aumento de 100x. Trabéculas 6sseas bem
desenvolvidas em intimo contato com as particulas do Biomaterial em
dissolugéo (O).

FIGURA 21a — Grupo IV, (Quitosana) 90 dias. Aumento de 40x. Coalecéncia das
trabéculas 6sseas.



FIGURA 21b — Grupo IV, (Quitosana) 90 dias. Aumento de 100x. Presenga de matriz
6ssea bem definida, apresentando ostedcitos (R).



Discussao
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6 Discussao

A implantodontia deu um grande salto cientifico a partir dos
estudos do grupo de Branemark, que vieram a permitir uma acentuada
melhora na qualidade da reabilitacdao bucal de pacientes edéntulos.
Devido a auséncia de altura e largura éssea, freqlientemente encontradas
em pacientes candidatos a esta modalidade de tratamento, vérias
técnicas foram propostas objetivando-se viabilizar as condigdes ésseas,
permitindo a ampliagdo das indica¢cdes da reabilitagcdo com implantes e
sua colocacdo em posicdes que favorecessem a estética e a
funcionalidade (ADELL et al., 1981).

Este estudo teve como objetivo avaliar histolégicamente o reparo
6sseo em defeitos criticos na face vestibular de implantes, através da
utilizacdo de dois biomateriais, o biovidro e a quitosana, utilizando como
comparacao o coagulo sangtiineo e 0sso autégeno.

H4 anos, pesquisas t€ém procurado maneiras para substituir tecidos vivos,
utilizando como substitutos,substincias sintéticas ou naturais. Sabe-se que os
biomateriais foram desenvolvidos como substitutos de ossos e estruturas
construtoras de tecidos, e podem ser definidos como uma substancia ou
combinacdo de duas ou mais substancias farmacologicamente inertes, de natureza
sintética ou natural, que s@o utilizados para melhorar, aumentar ou substituir,
parcial ou integralmente tecidos e 6érgaos (WILLIAMS,1987).

Uma das propriedades desejaveis dos materiais de implante é
que apresente compatibilidade com os tecidos vivos. Sabemos que a

biocompatibilidade de um material € avaliada pela sua capacidade em
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produzir uma resposta apropriada no hospedeiro, a qual é influenciada por
uma série de fatores que dependem de sua aplicacdo especifica
(EDGERTON e LEVINE, 1993).

A presenga de minimo infiltrado inflamatério ou auséncia do
mesmo, baseados nos resultados de trabalhos da literatura referentes
tanto ao biovidro quanto a quitosana, mostram que esses materiais nao
apresentam toxicidade sistémica ou local, sendo portanto materiais de
excelente compatibilidade (CANCIAN et al.,, 2004; SENEL et al., 2000;
SINGLA e CHAWLA, 2001).

Williams, em 1985, relata que para um biomaterial possa ser
utiizado como substituto ésseo devera ter, “in vivo”, dois objetivos
basicos: poder ser utilizado como substituto 6sseo permanente, ocupando
o lugar do tecido 6sseo e desempenhando suas funcdes protetoras e de
suporte situagdo esta onde nao é pré-requisito que o material possua uma
estrutura fisica e quimica semelhante ao osso, mas sim propriedades
mecanicas, fisicas e quimicas adequadas, como por exemplo
estabilidade, facil utilizacao clinica e habilidade de se incorporar ao tecido
0sseo, além disso, também pode ser utilizado como substituto ésseo, pela
sua capacidade de formacao de arcabouco para neoformacao tecidual em
seu interior, devendo ser reabsorvido ou dissolver-se ao final do processo
de remodelamento tecidual.

Entretanto, é sabido também que um material para enxerto ou
transplante deve ser capaz de promover osteoconducéo, osteoinducéo e
osteopromocgao, isoladamente ou em conjunto. Conforme relata a
literatura, a osteogénese refere-se a um material capaz de formar osso

diretamente, a partir de osteoblastos provenientes da area doadora. Ja a



61

osteoinducao ocorre em materiais capazes de induzir a transformacéao de
células mesenquimais indiferenciadas em condroblastos e osteoblastos
além de intensificar o crescimento 6sseo mesmo onde este nao é
esperado. Finalizando, a osteoconducdo refere-se a um material que
permita aposicdo 0ssea pré-existente e requer presenga de tecido 6sseo
(CANCIAN et al., 2004), ou seja, osteoindugdo ocorre quando células
mesenquimais indiferenciadas invadem materiais implantados ou
transplantados, a partir do leito receptor, provocando, posteriormente,
neoformacgdo éssea. Este € o tipo de processo que ocorre, por exemplo,
na osseoficacdo endocondral. De fato, em ossos longos, o processo de
subistituicdo de enxertos ésseos podem apresentam areas de formacgao
cartilaginosa no interior do enxerto, posteriormente ossificadas. Nos locais
de ossificagdo intramembranosas o0s enxertos 0sseos  serao
progressivamente absorvidos e invadidos por tecido conjuntivo e vasos
sanguineos, com posterior ossificacao (SUMMER, 2002).

Os defeitos 6sseos, segundo Schenk et al., 1996 podem se
regenerar quando ha a reposicdo das células e elementos teciduais
originais, ou podem ser reparados com substituicdo do tecido lesado por
outro tecido de preenchimento ou suporte. O osso é um dos tecidos que
tem um potencial Unico para restaurar sua estrutura original, dentro de
certas limitacbes, sendo que a reconstrugcdo ao nivel original de
organizagdo ocorre seqglencialmente e repete exatamente o padrdo de
desenvolvimento e crescimento 6sseo, assim o enxerto autégeno é o mais
completo dentre os materiais de enxertos devido as suas propriedades
osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas (TRIPLET e SCHOW,

1996).
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Por outro lado, em grupos de defeitos 6sseos nao implantados, ou
seja, preenchidos com apenas coagulo sanglineo e que foi utilizado como
controle negativo no presente estudo, procurando avaliar mais
especificamente o efeito de cada biomaterial, do ponto de vista do atraso
da reparagao dssea.

E bem conhecido o fato de que, em pequenas cavidades dsseas,
materiais de implantes ou enxertos, via de regra atrasam a reparagdo em
grau maior ou menor, jA que o biomaterial tem que ser substituido,
incorporado ou eliminado para que a reparag¢ao dssea ocorra.

No presente estudo, aos 15 dias de p6s operatério, para o grupo |
(coagulo — controle negativo), observamos presencga de tecido conjuntivo
em pequena proporcdo com disposicdo desorganizada, porém com
células progenitoras 6sseas e alta concentragdo vascular. De fato,
OKAMOTO e RUSSO, 1973, descreve muito bem as trés fazes
histolégicas do processo de reparacao a partir da organizacao do coagulo.
Dessa forma, parece que neste periodo nos encontramos na segunda
fase que é considerada proliferativa, uma vez que o cao apresenta um
metabolismo mais acentuado quando comparado ao homem; sugerindo
uma tendéncia, futura, a reparacado 6ssea com cronologia prolongada.

Quanto ao grupo Il (Osso autbégeno — controle positivo), neste
mesmo periodo, encontramos fragmentos 6sseos envoltos por tecido
conjuntivo com presenca de células de formacao éssea e nas bordas da
parede éssea remanescente a presenca de formacdo de trabéculas
Osseas. Este fato, nos leva a pensar que, possivelmente os fragmentos
0sseos encontrados sdo decorrentes do enxerto colocado e que o tecido

ao redor deste encontra-se viavel para preenchimento 6sseo completo do
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defeito. As caracteristicas histolégicas encontradas para este grupo
conferem com as afirmagdes de SCHENK, 1996; BOYNE et al., 1997.

Diferentes modelos animais tém sido usados para investigar a
regeneragao tecidual, como exemplo, lesdes intra-6sseos de uma, duas e
trés paredes, além de perda horizontal. A configuragdo da lesdo é uma
das variagbes primarias na regeneragao tecidual, sendo que um maior
namero de paredes ocasiona um amplo suprimento de células
osteogénicas (PARK et al., 2003).

Gerentes et al., 2002, mostraram a possibilidade de manipulacao
do preparo do gel de quitosana, podendo assim tornar sua consisténcia
compativel com diferentes situagdes clinicas que necessitassem do
material de consisténcia mais ou menos endurecido para os diferentes
defeitos a serem regenerados. Esta possibilidade permite que, no plano
piloto, nos orientdssemos quanto as mistura das partes para criarmos um
gel que tivesse uma grande viscosidade e aderéncia, e com isso favorecer
um completo preenchimento do defeito minimizando o escoamento do
material. Provavelmente, este escoamento reduzido fez com que o
material permanecesse no local, ampliando as propriedades
osteocondutoras e assim otimizando os resultados.

Assim, podemos observar ja aos 15 dias de pds operatério, em
todos os espécimes, o grupo IV (Implantado com quitosana) apresentou
ora trabéculas ésseas delgadas e o tecido conjuntivo entremeado nas
trabéculas com inumeros fibroblastos e ponto de vascularizacao,
demonstrando a presengca de osso imaturo. Ndo foram encontradas
células inflamatdérias em nenhum dos espécimes estudados. Esses

achados vao de encontro aos encontrados por Mi et al.,2001, ndo s6 no
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que diz respeito aos resultados histologicos como também as
caracteristicas clinicas no periodo trans cirurgico experimental. Esses
autores descrevem também a propriedade hemostatica da quitosana
preparada em forma de membrana para ser utilizado em curativos de
feridas em ratos. Mi et al, 2001, mostram que o teste para as
propriedades cicatrizantes que foram realizados com andlise histolégica
nos periodos de 5, 21, e 35 dias pds operatérios, demonstrou
impermeabilidade desta membrana a microrganismos, biocompatibilidade
e inerente propriedade antimicrobiana, caracteristicas que justificam os
resultados em microscopia de luz realizados, onde nao foi encontrada
presenca de células inflamatdrias.

Em outro estudo realizado por Muzzarelli et al., 1989, avaliando
em 10 pacientes com periodos de 30 e 60 dias por meio de microscopia
de varredura e microscopia de transmissdo, o comportamento do gel de
ascorbato de quitosana em pH 7,0 para reconstrucido de tecidos
periodontais. Os autores encontraram os 30 dias uma redugédo do edema
e inflamagéo com presenga de residuos de quitosana. Aos 60 dias, a area
tratada mostrou excelente organizagdo estrutural, concluindo que a
quitosana em pH neutro foi altamente biocompativel, e que a reabsorcao
do gel ocorreu por uma reagao tipo corpo-estranho. Nos resultados das
bidpsias realizadas com 15 dias em nosso estudo, ndo foram encontrados
residuos de material possivelmente em decorréncia do processo de
descalcificacdo ao qual as pecas foram submetidas.

Assim como a quitosana a biocompatibilidade do vidro bioativo
usado neste estudo (PerioGlass) foi comprovada pelas caracteristicas do

tecido formado ao redor de granulos do material restante no defeito, que
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no periodo de 15 dias, os histolégicos demonstram o material em
decomposigao envolto por tecido conjuntivo frouxo rico em fibroblastos e
também trabéculas 6sseas, sem a presenca de células inflamatoérias.

Esses resultados sdo similares aos encontrados por Scheppers et
al., 1991, que realizaram defeitos 6sseos em mandibulas de cées, e apos
periodos de 6 a 12 meses observaram erosdo da parte central dos
granulos do material, ainda presentes com contato de tecido 6sseo ao
redor e na parte central desses granulos.

A presenca de poucos granulos de PerioGlass no interior do
tecido neoformado, demonstra que pode ter ocorrido reabsorcdo ou
dissolucdo do material, durante os periodos de analise. O aspecto do
material, no interior do tecido neoformado, sugere que o processo descrito
na literatura de formagao de camaras ao redor dos granulos, decorrentes
da saida do gel de silica, permitindo assim que ocorra neoformagéo éssea
ao redor e dentro dos granulos de vidro bioativo tenha ocorrido
(DUCHEYNE, 1987; SCHEPERS et al., 1991, 1993).

Recentemente, pesquisadores avaliaram os efeitos do vidro
bioativo, em associa¢ao ao Titadnio, em preenchimento do 0sso parietal de
coelhos, onde um enxerto composto por uma pastilha de Titanio em
associacao com granulos de biovidro misturados em gel de colageno foi
comparado com um enxerto composto apenas pelo Titanio e pelo gel de
colageno, concluindo que os enxertos enriquecidos com o biovidro foram
capazes de gerar novo tecido 6sseo em estagios mais precoces quando
comparados ao controle sem o biovidro (NISHIDA et al., 2006), o que vem
de encontro com os resultados deste trabalho, onde o biovidro em

comparacao com outros materiais ja apresentou no periodo inicial
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formacdes dsseas trabeculares entremeadas com tecido conjuntivo, de
forma, cronolégicamente, mais precoce e com maior intensidade.

Para o grupo | (coagulo), aos 90 dias, foram observados nos
espécimes a presenca de colageno sem diferenciacdo 6ssea o0 que
sugere um processo de cicatrizagdo por fibrose. O padrao do defeito e
localizagdo com certeza nao favoreceram a organizagdo do codgulo para
reparagao 6ssea.

Em relagdo ao grupo Il (osso autdgeno), neste mesmo periodo,
podemos observar formacao éssea preenchendo, porém nao totalmente o
defeito 6sseo e juntamente, foi observado também tecido colagenoso com
células viaveis para reparacdo éssea do defeito. Comparando com os
grupos lll e IV, observamos uma cronologia de reparo um pouco atrasada.
Talvez um outro fator que tenha contribuido seja o tipo de animal. O céao
com freqliéncia, tende a morder as grades das baias, o eu poderia sr um
coadjuvante ao comprometimento do resultado.

Aos 90 dias, o grupo IV,verificamos alem da auséncia de
particulas, um trabeculado 6sseo organizado com formacao haversianas,
indicando maturacdo Ossea, apresentando coalecéncia das trabéculas
dando um aspécto sélido ao tecido. Podemos observar neste trabalho de
Park et al., 2003 que estudaram a regeneracao de lesdes intra-ésseas de
uma parede conhecida como caso dificil de osteogénese natural, a fim de
explorar a eficacia da quitosana como material de implantacdo na
regeneracao tecidual. Para tanto, os autores utilizaram o p6 de quitosana
soluvel para avaliar a regeneragdo de tecido periodontal em lesdes de
uma parede 6ssea, e verificaram a inibigdo da migragéo apical do epitélio

e 0 aumento do 0sso bem como do cemento neo-formados. Assim, o0s
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autores concluiram que o0 uso da quitosana permitiu inducdo da
regeneragao do tecido periodontal. Tal neoformagéo dssea € condizente
com os achados do presente estudo, onde a quitosana também teve
potencial de guiar nova formacédo éssea no interior dos defeitos 6sseos
cirurgicamente criados.

Com relacao ao grupo lll (biovidro), neste periodo, evidenciou-se
a presenga de 0sso compacto e formagéo haversiana, observando-se na
grande maioria, auséncia de tecido conjuntivo entre implante e 0sso,
muito embora, mesmo quando apenas um tipo de biomaterial é testado,
diferentes comportamentos podem ser observados, diferentes
comportamentos podem ser observados, quanto a integragdo do material.

Ainda, estudos como de Schepers et al., 1993 e Wheeler et al.,
1998, sugerem que o tamanho dos poros do biomaterial também parece
ser um fator importante que afetaria a formacéo 6ssea dentro do material,
pois 0s poros compativeis com a migracao vascular, promoveriam maior
capacidade de neoformacgéao 6ssea.

Mesmo assim, os resultados obtidos neste trabalho com a
utilizacdo do osso autdogeno foram inferiores aos grupos tratados com
biovidro e quitosana. Apesar disso, ndo se pode dizer que os biomateriais
utiizados nesse estudo apresentam um maior potencial para a
regeneracdao 6ssea. No entanto, podemos supor que os resultados
obtidos por meio da utilizacdo de enxerto ésseo podem ser explicados
pela metodologia aplicada, isto &, foram confeccionadas lojas sem
suportes 6sseos ou seja, defeitos de trés paredes em que uma delas era
a propria superficie do implante que é do ponto de vista biolégico,

totalmente inerte. para manutencao desses materiais, inclusive o enxerto
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0sseo, no interior do defeito, foram recobertos com membrana
reabsorvivel, conforme ja descrito na metodologia e que pode néo ter
promovido suporte suficiente para a manutencdo desse material
permitindo que parte do enxerto 6sseo se desprendesse do leito cirurgico
desfavorecendo a formacao éssea. Podemos ver claramente nos cortes
histolégicos de todos os espécimes, dos periodos de 15 dias, poucos
fragmentos do tecido 6ésseo enxertado.

No presente estudo, os defeitos criticos tratados com quitosana
apresentaram caracteristicas clinicas, no periodo trans-cirurgico
experimental, compativeis com o estudo de Mi et al., 2001), que
descrevem Em 90 dias, verificamos além da auséncia de particulas de
material, um trabeculado ésseo organizado com formagbes haversianas
indicando maturagao 6ssea, além de coalescéncia das trabéculas dando
um aspecto sélido ao tecido.

O PerioGlass demonstrou, histologicamente, servir como
arcabouco para as células formadoras de tecido 6sseo, resultado esse
compativel com o demonstrado por Schepers et al., 1991, que
demonstrou propriedades osteocondutoras e efeito osteoestimulador em
defeitos 6sseos cirurgicamente criados em Beagles, em periodos longos
(de 6 a 12 meses), que levaram os autores a utilizar tal material em
defeitos désseos resultantes de ressecgbes apicais, remocao de cistos,
exodontias e defeitos de rebordo alveolar devido a cirurgia ou reabsorgao,
concluindo que o mesmo foi efetivo no tratamento de tais lesdes.

O Biovidro utilizado permitiu em parte sua substituicdo por tecido
0sseo, 0 que levou ao preenchimento do defeito criado por este tecido,

demonstrando capacidade osteocondutora. Aos 90 dias, granulos
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restantes do biomaterial estavam intimamente unidos ao tecido 6sseo,
com a presenga de ostedcitos, como demonstrado por Furuzawa e
Mizunuma, 1997.

Os resultados do presente trabalho sdo também condizentes com
os encontrados por Cancian et al., 1999, que em defeitos 6sseos criados
cirurgicamente na mandibula de macacos, avaliaram a neoformagéo
0ssea, e as caracteristicas dos tecidos neoformados apds preenchimento
com o vidro bioativo Biogran e hidroxiapatita, concluindo que o biovidro
utilizado permitiu a neoformacgéo éssea.

Andereg et al, em 1999, avaliaram a efetividade do vidro bioativo
PerioGlass no tratamento de defeitos 6sseos de classe | e |l na furca de
primeiros e segundos molares em humanos, sendo que o0s parametros
clinicos foram avaliados previamente ao procedimento cirurgico e, aos 3 e
6 meses apds 0 mesmo, com a amostra dividida entre os pacientes que
receberam o enxerto de vidro bioativo e o grupo que nao recebeu material
algum (Controle negativo), obtendo resultados que permitiram concluir
que o uso de vidro bioativo no tratamento desse tipo de defeito trouxe
beneficios quanto a redugdo da profundidade e sangramento a
sondagem.

E importante salientar que, embora normalmente materiais
implantados em defeitos 0sseos acabem resultando em atraso na
reparacao, no presente estudo esse fato ndo ocorreu, pelo contrario o
reparo ocorreu dentro de um prazo de tempo aceitavel, com incorporacao
e parcial substituicdo do biomaterial.

Dessa forma, os biomateriais utilizados, tanto do grupo Il quanto

do grupo IV proporcionaram resultados favoraveis, tendo em vista que, a
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reparagcao, aos 90 dias, apresento-se quase completa. O resultado final
de aposicao déssea direta sobre o material € sobremaneira favoravel. A
auséncia de reacao inflamatéria ala a favor pois ao contrario poderia
altera para utilizagdo clinica no sentido de possiveis problemas de
eliminag&o ou infecg@o no curso do tratamento.

Assim, os resultados obtidos, dentro das condi¢des experimentais
deste estudo, sugerem que estes biomateriais podem ser utilizados
clinicamente como material de preenchimento de defeitos ésseos, e
auxiliar na correcdo das limitacbes da indicacdo de instalacdo de

implantes osseointegaveis.
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7 Conclusao

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, nos

limites da metodologia empregada, € licito concluir que:

Tanto a quitosana como o biovidro, permitiram
neoformagéao 6ssea, reparando o defeito critico produzido.
Os biomateriais estudados apresentaram boa
biocompatibilidade.

Os biomateriais testados (grupo Il e Grupo V)
apresentaram aposicao éssea direta sobre o material mais
precocemente e de forma mais intensa, em comparacao
com 0S outros grupos.

Para o tipo de defeito estudado, o codgulo sanglineo, nao
mostrou resultados satisfatérios.

A longo prazo, o grupo com enxerto 6sseo apresentou
maior organizagao éssea.

Pela avaliagdo histolégica do presente trabalho néo foi
possivel concluir no periodo tardio se existiu diferenga na

ossificagdo comparando os grupos lll e IV.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente o efeito da
quitosana e do biovidro colocados em defeitos 6sseos criticos criados em
mandibulas de caes e associados a implantes osseointegraveis. Para
isso, foram utilizados 8 cées adultos jovens e sem raga definida, que
foram submetidos as exodontias dos terceiros e quartos pré-molares
inferiores, bilateralmente. Apés 12 semanas, nos locais das exodontias,
foram instalados 2 implantes de Ticp de 3,3 x 10 mm, e em seguida
criados defeitos 0sseos cilindricos com 4 mm de didmetro por 5 mm de
profundidade na regiao vestibular de cada implante. Os 8 animais foram
divididos em 4 grupos, a saber: Grupo | — Controle negativo (Coagulo
sanguineo), Grupo |l — Defeito preenchido com osso autégeno, Grupo Il —
Defeito preenchido com Biovidro e Grupo IV — Defeito preenchido gel de
quitosana. Foram realizadas biépsias 6sseas aos 15 e aos 90 dias, num
total de 4 biopsias por biomaterial/periodo, que foram processadas e
avaliadas através de andlise histolégica descritiva. Como resultado,
observou-se aos 15 dias formacao de tecido fibroso no grupo controle, e
nos grupos tratados com 0sso autdgeno, quitosana e biovidro, observou-
se neoformacdo Ossea com padrdo denso e espacos medulares
preenchidos com tecido fibroso, de forma e tamanhos variaveis, com
trabéculas 6sseas compactas. Aos 90 dias, observou-se a maturagao do
0sso neoformado nesses trés grupos. No grupo Il (Biovidro), aos 90 dias
observa-se presencga de biomaterial. No grupo IV, na grande maioria dos
espécimes, houve degradacao do biomaterial.
Palavras-chave: Implante dentario; transplante 6sseo; Quitosana;

materiais biocompativeis.
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MANTOVANI JUNIOR, M. Histologic evaluation of biomaterial filled
bone defects associated to osseointegrated implants. Study in dogs.
2006. 87f. Dissertagdo (Mestrado em Periodontia) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2006.
Abstract

This study objective was to histologically evaluate chitosan and
bioactive glass effect on critical size bone defects created in dog’s
mandibles, associated to osseointegrated implants. For this, it were
utilized 8 young adult, without defined race dogs, that underwent third and
fourth inferior premolars extractions, bilaterally. After 12 weeks, in
extraction sites, it were installed two Ticp implants of 3.3 x 10.0 mm,
followed by the creation of a 4mm diameter and 5mm depth cylindrical
bone defects, buccally to each implant. The 8 animals were divided into 4
groups: Group | — Negative control (Blood clot), Group Il — Defect filled
with autogenous bone graft, Group Ill — Defect filled with Bioactive glass
and Group IV — Defect filled with chitosan gel. It was realized bone
biopsies at 15 and 90 days, in a total amount of 4 biopsies by
biomaterial/period, that were processed and evaluated under histological
descriptive analysis. As a result, it was observed, at 15 days, the formation
of a fibrous tissue in the negative control group, and in the groups treated
with autogenous bone graft, chitosan and Bioactive glass, it was observed
dense pattern bone neoformation, with bone marrow spaces filled with
fibrous tissue, of variable sizes and forms, with compact bone trabecules.
At 90 days, it was observed the maturation of the new formed bone in
these three groups. In group Il (Bioactive glass), at 90 days, there is still
the presence of the biomaterial. In group IV, in most specimens, the
biomaterial was degenerated.

Key-words: Dental implant; bone transplantation; Chitosan; biocampatible

materials.
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