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RESUMO

Defeitos 6sseos na regido maxilo-facial podem ser corrigidos com
enxerto autdogeno, no entanto as desvantagens desta modalidade terapéutica
motivam a pesquisa por novos substitutos ésseos. Com isso, o uso de fatores
osteocondutores, como 0 0sso particulado, tem sido uma alternativa. Tal
material se apresenta como uma estrutura mista, composta por uma porcao
organica (25-30% de proteinas colagenosas) e uma por¢édo mineral (65-70% de
hidroxiapatita). Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar a presenca de colageno
tipo I, no processo de reparagdo 6ssea de cavidades cirurgicamente criadas
em calvaria de ratos. Dois defeitos criticos (A e B) de 5 mm de diametro foram
preparados utilizando broca trefina com motor em baixa rotagcéo sob irrigacao
abundante em cada animal. Os animais foram divididos em 2 grupos conforme
o material de preenchimento. Grupo A: defeito preenchido por coagulo; no
Grupo B: defeito preenchido com osso particulado. Os animais foram
sacrificados aos 5, 15 e 30 dias poés-operatorio. Algumas laminas foram
separadas para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE), para avaliacdo do
tecido em formacdo, para melhor caracterizagdo do colageno da matriz
organica do tecido 6sseo em questao.

Palavras-chave: Reparo Osseo. Osso Particulado. Colageno. Materiais

Biocompativeis.



ABSTRACT

Bone defects in maxillofacial region can be corrected with autogenous
graft, however the disadvantages of this therapeutic modality motivate the
search for new bony substitutes. Thus, the use of osteoconductive factors, such
as bone particles, has been an alternative. Such material is presented as a
mixed structure consisting of a organic fraction (25-30% collagenous proteins)
and a mineral portion (65-70% hydroxyapatite). This research aims at
evaluating the presence of type | collagen in bone repair process of surgically
created cavities in calvaria of rats. Two critical defects (A and B) of 5 mm
diameter were prepared using a trephine drill motor at low speed under
abundant irrigation in each animal. The animals were divided into 2 groups
according to the filling material. Group A: defect filled with blood clot; Group B:
defect filled with bone particles. The animals were sacrificed at 5, 15 and 30
days postoperative. Some blades were separated for staining with hematoxylin
and eosin (HE) for evaluation of tissue formation, collagen for better
characterization of the organic matrix of the corresponding bone tissue.

Keywords: Bone Repair. Particulate Bone. Collagen. Biocompatible Materials.
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1 INTRODUCAO

A reabilitacdo do sistema estomatognatico colabora para a recuperacéao
estética, funcional e psicossocial dos pacientes. Entretanto, a falta de 0osso nos
rebordos alveolares constitui um grande desafio para 0 sucesso destas
reabilitacfes. Neste sentido, 0 0sso autégeno continua sendo considerado o
biomaterial padrdo ouro (Boyne e James 1980; Tatum 1986; Misch 1987) para
a reconstrucao dos defeitos causados por patologias e traumas (Tessier et al.,
2005) e, principalmente, para a reconstrugdo dos rebordos edéntulos
possibilitando entre outras coisas a instalagao de implantes dentarios de titanio
(Proussaefs e Lozada 2005; Wada et al.,, 2001; Esposito et al., 2006;
Branemark et al., 1975).

O o0sso autégeno possui propriedades importantes como: (l)
osseointegracao, a capacidade de unir-se quimicamente a superficie 6ssea
sem a intervengao de uma camada de tecido fibroso (Constantino et al., 1994);
(Il) osteocondugéo, a capacidade de sustentar o crescimento 6sseo sobre esta
superficie (Constantino et al., 1994); (lll) osteoinducgédo, a capacidade de induzir
a diferenciacdo de células mesenquimais (pluripotentes) do tecido
circunjacente (leito receptor) em células osteoblasticas (Cypher, et al., 1996); e
(IV) osteogénese, a neoformacgéo o6ssea pelas células osteoblasticas presentes
no material enxertado - caracteristicas diferenciais que conferem ao 0sso
autégeno seu alto indice de sucesso (Triplett e Schow 1996; Hirsch e Ericsson
1991; Lundgren et al., 1996; Raghoebar et al., 1993; Wood e Moore, 1988). No
entanto, o seu uso pode ser limitado pelos seguintes fatores: a) morbidade da
area doadora; b) quantidade limitada de enxerto que pode ser removido de
regides intra-orais, e c) a necessidade de anestesia geral para a remogao de

enxertos de areas extra- orais em casos de reconstru¢cdes mais extensas.

Devido a estas limitagdes dos enxertos biolodgicos, a engenharia tecidual
tem surgido como alternativa para se obter materiais que possuam
propriedades de inducdo ou auxilio no processo de neoformagéo éssea (Yao et
al., 2004; Carvalho et al., 2004). O estudo dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no reparo, durante o processo de ossificacao pode ser

melhor compreendido e justificado através de técnicas imunoistoquimicas e
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histomorfométricas, que atuam como ferramentas metodolégicas, possibilitando
a analise da dindmica do tecido 6sseo em defeitos preenchidos com 0sso
particulado e/ou biomateriais, por meio da imunomarcagdo de proteinas
presentes durante o reparo 6sseo. As fibras colagenas tem como funcdes
principais manter a integridade estrutural e determinar a funcdo do tecido

0sseo a ser enxertado (Rich et al. 2005).

O método de coloragdo consiste na coloragdo da proteina colageno
presente nas fibras colagenas, reticulares, cartilagens e nas membranas
basais. Quando associada a microscopia de polarizacdo, possibilita a
visualizacdo de colageno pela organizacdo paralela das moléculas de
tropocolageno. As fibras de colageno tipo | apresentam coloracao que varia do
vermelho ao amarelo brilhante com intensa birrefringéncia. O colageno tipo |l
apresenta birrefringéncia menos intensa e coloragdo amarelo palida. O
colageno tipo Il aparece como fibras delicadas de coloragdo esverdeada
(Martins, et al. 2002; Junqueira et al. 1979).



2 OBJETIVOS

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de
colageno tipo I, no processo de reparagdo 6ssea de cavidades cirurgicamente

criadas em calvaria de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

A metodologia empregada neste trabalho foi aprovada pelo Comité de

Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Sagrado Coragéo (USC).

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 36 ratos (Rattus
norvegicus albinus, variedade Wistar), machos, adultos, com peso entre 250 e
300 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com dieta
padrdo, racdo sélida e agua, em condi¢cfes climatizadas e 4gua canalizada no
Biotério da Universidade do Sagrado Coracdo — Bauru. Em cada animal foi
realizado dois defeitos O6sseos de tamanho critico (5 mm) localizado na

calvaria, constituindo dois grupos:
Grupo |: defeito preenchido por coagulo;

Grupo lI: defeito preenchido com osso particulado.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apos um periodo de doze horas em jejum o0s animais foram
anestesiados com Cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer AS - Saude
Animal, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de Ketamina (Francotar — Vibrac do
Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) via intramuscular na proporcédo de 1:1 e com
dose equivalente a 0,5 mL /100 g de peso do animal. Receberam, ainda,
infiltracdo de solugdo anestésica local contendo cloridrato de mepivacaina
(0.03ml/100mg, Scandicaine® 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franca), para hemostasia do campo operatorio. Em seguida foi realizado
tricotomia e antissepsia da regido da calota craniana, incisées divergentes, no
sentido antero-posterior a partir da linha mediana e deslocamento de um

retalho de espessura total (Figuras 1 e 2).
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Figura 2 - Inciséo e rebatimento do retalho total.

Uma vez exposta a calota craniana, defeitos 6sseos de tamanho critico,
foram realizados utilizando uma broca trefina (Figuras 3 e 4) de 5 mm de
diametro (3i Implant Innovations, Inc. , Palm Beach Gardens, EUA).

Figura 3 - Afastamento dos tecidos para exposi¢cao
do osso da calota craniana.
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Figura 4 - Confecgao dos defeitos 6sseos com auxilio da broca

trefina.

Os defeitos foram preenchidos de acordo com os grupos especificados
anteriormente, e os tecidos moles devidamente reposicionados e suturados
(Figura 5). No po6s-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica de
24.000 unidades de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno

Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP) por via intramuscular.

\ i/ AR ;.
Figura 5 - Reposicionamento do retalho, sutura e antissepsia

final.
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3.3 EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL

Os animais (n=36) foram subdivididos em 3 grupos de acordo com o
periodo de andlise experimental (5, 15 e 30 dias pods-operatorio) e
eutanasiados por meio de dose excessiva do anestésico. A parte de interesse
do cranio foi removida e fixada em tamponado neutro com 4% solucédo de

formol.

Posteriormente, as calvarias foram divididas ao meio usando uma serra
de alta precisdo (Exakt Apparatebau, Norderstedt, Alemanha), tendo a linha
sagital mediana como referéncia. As pecas obtidas foram fixadas em formol e
sofreram descalcificacdo em EDTA (18%) e desidratacdo utilizando uma
sequéncia de alcoois. Apés essas etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol,
inclusao em parafina e
obtencdo de cortes com 5 pm de espessura montados em laminas. As

laminas foram separadas para marcacao em analise imunohistoquimica.
3.4 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

ApoOs as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.) as
mensuracdes foram realizadas utilizando um microscépio Optico (LeicaR
DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de
imagem (LeicaR DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) e
conectado a um microcomputador Pentium Ill com um software analisador de
imagens digitalizadas ImagelLab 2000 (Software de Processamento e Analise
de Imagens, Ontéario, Canad4). As imagens digitalizadas foram gravadas em
arquivos JPEG para serem analisadas e projetadas na tela de um monitor
Samsung (SyncMaster, 15 polegadas). Foi avaliada a area de tecido 6sseo
presente na regido central dos defeitos 6sseos. A Andlise Imunohistoquimica

foi realizada por meio da atribuicdo de escores, conforme Figura 6:
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ESCORE CRITERIO DE CLASSIFICACAO
0 Auséncia de marcacao
1 Marcagao Leve
2 Marcacédo Moderada
3 Marcacéo Intensa

Figura 6 - Escores utilizados na avaliagcdo imunohistoquimica obtidos.

Apébs examinados e classificados de acordo com os escores, 0s dados
obtidos das analises das laminas foram tabulados e posteriormente submetidos

a analise estatistica.
3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através de da Analise de Variancia (ANOVA)
a 2 critérios (material e tempo de avaliacdo) seguido do Teste de Tukey para
identificagdo das diferencas. Para todos os testes foi utilizado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05).




15

4 RESULTADOS

Grupo Coagulo

Aos 5, 15 e 30 dias de pos-operatério, ao longo de toda extensdo da loja
cirirgica, observou-se a presenca de tecido conjuntivo neoformado com
discreto niumero de fibroblastos ao lado de alguns linfocitos e macrofagos. Em
alguns espécimes, evidenciou-se discreta neoformacéo 6ssea junto as bordas

da loja cirargica (Figura 7, Figura 8 e Figura 9).
Grupo Osso Particulado

Aos 5 e 15 dias de pés-operatoério, em alguns espécimes, evidenciou-se
delgada faixa de tecido 6sseo neoformado ocupando grande extensédo da loja
cirargica. Em outros casos, notou-se o tecido 0sseo preenchendo menor
extensdo da loja cirdrgica supracitada. O tecido conjuntivo sem diferenciacdo
0ssea exibiu discreto numero de fibroblastos, macrofagos e linfocitos (Figura 9,

Figura 10 e Figura 11).

Aos 30 dias de pés-operatorio, na maioria dos espécimes, observou-se a
presenca de delgada faixa de tecido ésseo neoformado ocupando parcialmente
a loja cirdrgica. Em alguns casos, evidenciou-se discreta neoformacéo 0ssea
préxima a borda da loja cirargica. O restante do espaco encontrou-se ocupado
por tecido conjuntivo com discreto numero de fibroblastos. Em um dos
espécimes, notou-se trabéculas 0sseas neoformadas com maior espessura

preenchendo parcialmente a loja cirargica (Figura 10, Figura 11 e Figura 12).



Figura 7 - Preenchido com coégulo, 5 dias.

Figura 8 - Preenchido com coéagulo, 15 dias.
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et
Figura 9 - Preenchido com coagulo, 30 dias.

Imagens representativas da do grupo cujos defeitos foram preenchidos
com coagulo nos periodos de 5, 15 e 30 dias, respectivamente.

Figura 10 - Preenchido com 0sso particulado, 5 dias.
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Figura 12 - Preenchido com osso particulado, 30 dias.

Imagens representativas do grupo cujos defeitos foram preenchidos com
osso particulado nos periodos de 5, 15 e 30 dias, respectivamente.
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Média dos escores obtidos por periodo de

GRUPOS avaliacao

5 dias 15 dias 30 dias
Coagulo 1 1 1
Osso particulado 2 2 2

Figura 13 - Média dos escores observados nos grupos experimentais em funcéo do

periodo de avaliacado experimental.
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5 DISCUSSAO

Muitos procedimentos realizados nas condutas terapéuticas meédica e/ou
odontolégica, como por exemplo a correcdo de defeitos &sseos pos
traumaticos, as resseccdes oncologicas, exodontias, infecgbes ou previamente
a instalacdo de implantes dentarios, que envolvem a necessidade de reparos
0sseos de maiores magnitudes, apresentam algumas dificuldades na sua
execucdo em virtude da capacidade reparativa limitada que o tecido ésseo
apresenta (Boyne e James 1980; Tatum 1986; Misch 1987).

Com o intuito de otimizar o processo de reparo do tecido 6sseo nesse
tipo de terapia e ainda, de suplantar as desvantagens dos enxertos autdégenos
(morbidade, necessidade de confeccdo de dois leitos cirdrgicos, etc.) tem-se
testado a substituicdo deste pelos chamados biomateriais - materiais de
enxertia utilizados como substitutos 6sseos de origem natural ou sintética
(Ambard et al., 2006). Dentre os materiais sintéticos destacam-se na literatura
0S materiais ceramicos como 0s biovidros e os materiais a base de fosfato de
calcio, como a hidroxiapatita (HA), o fosfato tricalcico entre outros (LeGeros,
1991).

Para avaliar a eficacia desses materiais durante o processo de reparo
0sse0 é necessario que se utilize um modelo experimental no qual séo
confeccionados defeitos 6sseos considerados criticos, ou seja, aqueles que
nNAo se reparam espontaneamente a menos que um enxerto ou biomaterial seja
utilizado. Colaborando com dados da literatura, o presente estudo optou por
cavidades cirurgicas criadas em calvarias de ratos com 5 mm de diametro e
tempo de avaliacdo curto, ndo superior a 30 dias pos-operatérios (Hollinger &
Kleinschmidt, 1990; Guskman et al., 2013; Luvizoto et al., 2012). O grupo
coagulo confirmou a validade do modelo experimental, onde ndo se observou a

capacidade de reparacdo 0ssea completa na porgéo central do defeito.

Ja no grupo de osso particulado, observou-se a presenca de delgada
faixa de tecido 6sseo neoformado ocupando parcialmente a loja cirdrgica. Em
alguns casos, evidenciou-se discreta neoformacdo 0ssea préxima a borda da
loja cirdrgica. O restante do espagco encontrou-se ocupado por tecido

conjuntivo com discreto numero de fibroblastos. Em um dos espécimes, notou-
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se trabéculas Osseas neoformadas com maior espessura preenchendo
parcialmente a loja cirirgica. A deteccdo da producdo destas proteinas em
tecidos em fase reparagcdo, como no modelo experimental proposto neste
estudo, pode ajudar a entender os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no reparo, durante o processo de ossificagdo, podendo sua
producdo ser detectada através de técnicas imunoistoquimicas, que atuam
como ferramentas metodologicas, possibilitando a analise da dindmica do
tecido 6sseo em defeitos preenchidos com biomateriais, por meio da

imunomarcacao de proteinas presentes durante o reparo 6sseo.

A utlizacdo de biomateriais como materiais de preenchimento de
defeitos 0Osseos considerados criticos, visa favorecer a diferenciacdo e
migracdo de osteoblastos nas areas centrais da ferida, onde a formacéao

espontanea de 0sso ndo acontece.

Muitos fatores podem influenciar a regeneracéo do tecido 6sseo quando
regenerado por meio de materiais de enxertia, e portanto, mais estudos sao
necessarios para gue se possa compreender a fundo o papel regenerador dos

materiais de enxertia 6ssea.

No entanto, dada a complexidade dos eventos envolvidos neste
processo, mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel combinado

destas substancias na regeneracao de defeitos criticos em calvarias de ratos.
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6 CONCLUSAO

O referido estudo permite concluir que a formacdo de matriz colagena
atingiu nivel méaximo quando os defeitos de calvaria de ratos foram
preenchidos com o0sso particulado, resultando em maior neoformacdo 0ssea e

mineralizacao.
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