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ste capitulo tem por objetivo avaliar a resposta biolégica associada

ao poder osseogénico de trés diferentes tipos comerciais de matrizes

bsseas organicas de origem bovina, aplicadas sobre defeitos 6sseos
induzidos em calvaria de ratos, por intermédio da analise de cortes teciduais
microscopicos. Esta criteriosa analise € importante parte de uma proposicao de
parametros direcionados a quantificar e mensurar as reacoes biologicas teciduais
no processo de osseogénese, onde determinamos graduacOes crescentes para
cinco fases distintas do reparo ésseo. Para esta classificacéo, levamos em conta
fendmenos inflamatdrios ocorridos nas superficies das particulas, assim como no
intermeio das particulas de cada um dos trés biomateriais xendgenos utilizados,
em periodos de 30 e 60 dias de observacao. Antes, porém, € oportuna uma re-
visao geral sobre 0 0ss0, as bases biolégicas do reparo ésseo e os variados tipos
de enxertos ésseos amplamente estudados na literatura e disponiveis no mercado
como alternativas terapéuticas, com suas respectivas classificagoes.

Em razédo da perda de um tecido, o organismo reage no intuito de substitui-lo de
forma a assemelhar-se ao maximo com o tecido original. O tecido 6sseo apre-
senta grande potencial de reparo, entretanto, em casos de perdas extensas, isso
pode nao acontecer*!.

As reconstrugdes craniofaciais e a correcao de defeitos dsseos, provenientes de
traumas cirlrgicos ou acidentais e/ou doenca periodontal, tém sido tema de gran-
des pesquisas, discussoes e controvérsias na literatura, principalmente em razao
do rapido crescimento de tecido conjuntivo, o qual impede ou dificulta a neofor-
macao de tecido ésseo no defeito?.
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A recomposicao estrutural 6ssea pode ser feita por tecido ésseo igual ao original,
ou a regiao pode ser preenchida por tecido conjuntivo fibroso sem restabelecer
a fungcdo nem a anatomia, deixando marcas, sinais ou cicatriz na regiao. A este
ultimo fato denominamos cicatrizacéo. E importante esclarecer neste momento
que 0 0sso ou tecido dsseo ndo se regenera! A regeneracao € caracteristica pro-
pria de glandulas, epitélio e visceras. O 0sso sofre reparacao®!’!

Uma ferramenta basica para a reparacao do 0sso € a presenca de tecido de gra-
nulacao. Se este tecido estiver permeado por células indiferenciadas de linhagem
fibroblastica, teremos como resultado final tecido fibroso. Se o tecido de granula-
cao for invadido por células de linhagem osteobléastica, progredira para um tecido

conjuntivo 6sseo ou, simplesmente, osso propriamente dito®°!” (Figura 01).

O advento dos biomateriais intensificou as pesquisas e aumentou o numero de
cirurgias reconstrutivas, entre as quais se enquadram aquelas que se referem aos

implantes dentéarios’.

FIG.01 A,B Tecido de granulagao depois de 7 dias de ferida cirurgica na pele sem sutura em reparagao. Destaca-se o
componente vascular e celular fibroblastico do tecido de granulagao com formagéo de matriz extracelular (*). O epité-
lio remanescente prolifera e migra sobre o tecido de granulagao pelo processo da regeneracao (HE; A=4X e B=25X).
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Diversos fatores podem influenciar diretamente no sucesso dos enxertos: higie-
ne oral, morfologia e extensao do defeito dsseo, técnica operatéria associada a
habilidade do operador e o biomaterial utilizado’.

O substituto dsseo ideal deve ser biocompativel e gradualmente substituido por novo te-
cido 6sseo, além de possuir propriedade osteoindutiva ou osteocondutiva®’ (Figura 02).

Os enxertos 0sseos podem ser obtidos a partir de diferentes origens, que exem-
plificaremos mais adiante. Adiantamos, contudo, que os enxertos autégenos sao
considerados “padrao ouro” em cirurgias maxilofaciais, craniofaciais, orais, orto-
pédicas e em cirurgias plasticas®®. No entanto, o principal problema relacionado
a esse procedimento é a morbidade da qual o paciente € acometido?®, assim
como a quantidade limitada de material coletado33.

Tentando superar estes obstaculos, pesquisas foram dirigidas para a obtengao
de um substituto adequado para o enxerto 6sseo autdégeno?s. Nesta linha, os en-
xertos aldégenos, aloplasticos e xendgenos tém sido usados em locais de defeitos
6sseos, como auxiliares ou substitutos aos enxertos autdégenos. A demanda para
esses chamados biomateriais aumentou de forma logaritmica nos EUA, assim
como houve um aumento significativo no Brasil nos Ultimos 10 anos. A indUstria
médica é uma das maiores protagonistas desse aumento.

Enxertos alogénicos de 0ssos humanos liofilizados desmineralizados (DFD-
BA) séo os mais comumente usados pelos dentistas quando sédo necessarios
materiais alternativos de enxerto. Apds o 0sso removido da area doadora ser

FIG.02 A,B Granuloma do tipo corpo estranho na superficie de cada particula de biomaterial particulado inserido em
defeitos 0sseos induzidos experimentalmente em ratos para avaliacdo de sua compatibilidade tecidual. Destaca-se
0 aglomerado de macrofagos (setas) na interface do material com o tecido vizinho, inclusive com células gigantes
multinucleadas inflamatorias (setas). Em torno de cada granuloma nota-se fibrosamento periférico (F). (Tricomico
de Masson: A=4X e B=25X).



desmineralizado, a matriz 6ssea e as proteinas sao liofilizadas, processo que
favorece uma vida Util longa para as particulas de osso cortical e a reducao da
antigenicidade do enxerto®*'°. O DFDBA é prontamente disponivel, é seguro
para o uso, e, em algumas pesquisas, ele é osteoindutor, embora outros estu-

dos contradigam esses achados?%2°,

Na dificuldade ou limitacdo para adquirir osso autégeno, e na falta de material alo-
génico, os enxertos aloplasticos tém sido foco de consideravel atencao para o trata-
mento de defeitos 6sseos periodontais. Estes materiais sao utilizados em quantidades
ilimitadas, nao necessitam de local doador, sdo nao antigénicos e sao estéreis33.
Os enxertos sintéticos justificam-se em virtude de nédo exigirem intervencao cirdrgica
em mais de uma area. Portanto, auséncia de morbidade de uma area doadora, um
menor tempo cirdrgico e um maior volume de enxerto, que sao fatores conseguidos
com sucesso quando da utilizagdo de alguns substitutos do osso autdgeno.

Os materiais aloplasticos usados incorporam as formas sintéticas de fosfato de cél-
cio, incluindo a hidroxiapatita, e outros tipos de materiais, como os vidros bioativos.

Enxertos xendgenos sao aqueles colhidos de espécies nao humanas, onde as
espécies mais tipicas e comumente usadas sao as bovinas. Os ossos colhidos
sao processados para remover propriedades antigénicas usando variadas téc-
nicas de preparacao quimica. Tais materiais tém sido utilizados com sucesso
para preservar 0 0sso no local pos-extracao; contudo, a literatura relatal que
por um periodo de até quatro meses as particulas dos enxertos estao presentes
sem sinal de reabsorcao ou substitui¢ao.

Para reduzir as reagdes celulares adversas na implantagao de 0sso mineralizado
e possibilitar tanto 0 acesso quanto a obtencao mais faceis do que o material
humano, 0 0sso bovino desproteinizado, ou DBB, foi desenvolvido para ser usado
como um biomaterial substituto aos enxertos 6sseos autégenos.

Os modelos de defeitos produzidos na calvaria de ratos tém sido usados em
experimentos direcionados para o reparo 0sseo3410.18,4.3.22,
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TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é considerado uma forma especializada de tecido conjuntivo, no
qual a matriz extracelular ¢ mineralizada, o que lhe confere a caracteristica de
rigidez. Além de proporcionar suporte as estruturas organicas, o tecido 6sseo repre-
senta o maior reservatério de célcio do organismo, o qual participa da manutencao
do pH interno do corpo, assim como também na transmissao e condugao dos im-
pulsos elétricos em nervos e musculos. Dessa forma, o tecido ésseo apresenta uma
grande capacidade de remodelagéo, principalmente em resposta as necessidades
metabdlicas do corpo e a manutengao da estabilidade da calcemia??.

Microestruturalmente, 0 0sso pode ser categorizado em trés componentes: células,
matriz organica e matriz inorganica. Esses sao integrados em duas hierarquias ma-
croestruturais: 0sso cortical e 0ss0 esponjoso?.

As células encontradas no 0sso sao de trés tipos: osteo-
blastos, ostedcitos e osteoclastos, sendo os dois primeiros
tipos celulares derivados das células mesenquimais deno-
minadas células osteoprogenitoras. Os osteoblastos séo
células completamente diferenciadas cuja principal fun-
cao € a formagao dssea (osteogénese). Sao responsaveis F16.03 Osteoblasios.
pela sintese dos componentes organicos, da matriz 6ssea

(coladgeno do tipo |, proteoglicanas e glicoproteinas), bem

como dos componentes inorganicos!® (Figura 03).

Os ostedcitos sao células maduras (anteriormente os-
teoblastos) que se situam dentro da matriz por eles
formada (osteoplastos) e desempenham um importan-
te papel no controle dos niveis plasméticos de célcio e
fosforo®? (Figura 04).

FIG.04 Ostedcitos.

Os osteoclastos séo células gigantes multinucleadas,
derivadas dos monécitos do sangue. Estas células par-
ticipam da reabsorcao da matriz mineralizada e orga-
nica do tecido dsseo, participando dos processos de
remodelacdo e reabsorcdo 6ssea'® (Figura 05).

FIG.05 Osteoclastos.



BASES E MECANISMOS BIOLOGICOS
PARA O REPARO OSSEO

A formacéao de tecido 6sseo durante o desenvolvimento do esqueleto pode ocor-
rer de uma forma direta, por meio de uma membrana, sendo denominada de
ossificagao intramembranosa, ou de uma forma indireta, através de um estagio

intermediario de cartilagem, denominado de ossificacado endocondral?°.

A ossificacao intramembranosa ocorre durante o desenvolvimento embrionério,
no interior de uma membrana conjuntiva, onde as células mesenquimais se dife-
renciam em osteoblastos para iniciar a formacao de tecido 6sseo. Como exemplo
desse tipo de ossificacao podemos citar alguns o0ssos do cranio, alguns 0ssos
faciais e parte da clavicula e da mandibula?®.

Os 0ssos associados a uma maior sobrecarga formam-se pela ossificacdo endo-
condral. Nesses tecidos, 0 mesénquima embrionério transforma-se em cartilagem,

comportando-se como um modelo para a formacao 6sseat'®.

Os enxertos 6sseos podem atuar por 3 diferentes mecanismos para o processo de
formacao dssea: osteogénese, osteoinducao ou osteoconducéo, ou por meio de
uma combinacao desses mecanismos.

Osteogénese

Trata-se de um termo que denota os elementos celulares do enxerto que sobrevive-
ram ao transplante e estao ativamente produzindo 0sso novo?*!¢. O 0sso autégeno é
0 Unico material de enxerto disponivel com propriedade osteogénica'®.

Osteoinducao

O termo refere-se ao processo pelo qual as células-tronco mesenquimais, presen-
tes no tecido circunjacente ao local do enxerto séo induzidas a diferenciagéo em
células de linhagem osteogénica®.

A osteoindugao € caracterizada como a formacao de novo 0sso por novos osteo-
blastos diferenciados de células mesenquimais indiferenciadas sob a influéncia
de agentes indutores, como a BMP e os fatores de crescimento!®19,
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Osteoconducao

Eo processo que favorece a proliferagdo, migragdo e maturagao de osteoblastos e
a aposicao do o0sso diretamente sobre o material'®. Os materiais osteocondutores
servem, portanto, como arcabouco para a proliferacao do tecido ésseo perdido’,
sustentando uma estrutura por onde proliferam vasos sanguineos, trazendo en-
tao, os componentes necessarios para a formacao o6ssea'4. Os materiais osteo-
condutores nao apresentam reacao toxica, e os mais comuns sao 0s enxertos
xendgenos e 0s enxertos aloplasticos!?.

BIOMATERIAIS PARA ENXERTO OSSEO

A necessidade de utilizar enxertos como forma de tratamento para diferentes
tipos de defeitos 6sseos torna fundamental o entendimento da interacéo do
biomaterial com o ambiente vivo. A partir deste conhecimento, é possivel a

producao de substancias compativeis com a saude.

Os enxertos 0sseos estao assim classificados!©:
Enxertos autégenos ou auto-enxertos

Quando o tecido € transferido de uma posicao para outra, de um mesmo indi-
viduo, nao provocando, consequentemente, reacao imune, podendo ser 0sso

cortical ou medular, quando é transplantado.

Enxertos alogénicos, homogenos ou homoenxertos

Séo tecidos enxertados entre individuos da mesma espécie com genes nao
idénticos, como 0 0sso fresco, congelado, liofilizado (FDBA), desmineralizado
e liofilizado (DFDBA).

Enxertos aloplasticos

Séo corpos inertes, utilizados para implantacao nos tecidos, como fosfato de

célcio, hidroxiapatita, bioceramica, além de outros tipos.



Xenoenxertos, heteroenxertos ou heterélogos

Enxertos realizados entre individuos de espécies diferentes, onde se inclui o
0SS0 bovino.

A reconstrucao ideal do tecido 6sseo depende, principalmente, da atividade de células
osteoprogenitoras?®. O nlimero dessas células é limitado e a sua acao depende de esti-
mulos, como os promovidos pelos fatores de crescimento. Dessa forma, foi demonstra-
da a importancia de se encontrar técnicas e materiais que estimulem a sua proliferagao
e diferenciacao a fim de auxiliar no reparo de grandes defeitos dsseos®. Atualmente,
diversos materiais tém sido utilizados com o proposito de favorecer o reparo 6sseo,
COmo 0s enxertos autdgenos, alogénicos, aloplasticos ou xendgenos, assim como 0s
fatores de crescimento e a morfogénese, seja de forma isolada ou em combinacoes.

ENXERTOS XENOGENOS

Os enxertos xendgenos sao biomateriais obtidos de doadores de outras espécies,
sobretudo bovinos, caprinos e suinos. Trata-se de um material®’:3¢ com grande
potencial osteocondutor e, quimica e fisicamente, semelhante ao 0sso humano.

Os enxertos xendgenos, por eliminar riscos cirlrgicos e reduzir a possibilidade de
infecgdes, sao importantes alternativas ao uso de 0sso autégeno, além de poder
ser obtidos de fontes virtualmente inesgotaveis, apresentando resultados previsiveis
quanto aos principios cirlrgicos. Entretanto, a utilizagédo de enxertos de origem bo-
vina poderé incluir, ainda que com riscos reduzidos, a possibilidade de transmissao
de doencas e a reacao imune do hospedeiro ao material enxertado, em casos onde o
enxerto apresente remanescente de matriz organica, o que contribui para diminuir a
aceitagao da utilizacao desses materiais pelos pacientes e pelos profissionais®.

Os xenoenxertos podem ser indicados para diversos procedimentos reconstrutivos, 0s
quais podemos destacar os defeitos 6sseos, os defeitos periodontais, os enxertos de

seio maxilar, as deiscéncias 6sseas ao redor de implantes e o reparo 6sseo guiado®*=°,
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BASES SOBRE INFLAMACAO E REPARO

Toda inflamacgao cronica, necessariamente, advém da fase aguda classicamente
descrita como de sintomatologia intensa, duragédo curta de alguns dias e prepon-
deréncia de fendmenos vasculares e exsudativos permeados por migragao celular
rica em leucécitos polimorfonucleares do tipo neutréfilos. No entanto, a grande
maioria das inflamacdes agudas € subclinica, evoluindo rapidamente para a re-
paracao sem que percebamos qualquer desconforto®?’.

Se o agente agressor for destruido e eliminado pelas substancias e células da infla-
macao aguda, evolui-se para a resolu¢do do processo. A resolugédo implica em um
processo de reparo e cura dos danos da lesao tecidual promovida, reconstruindo-se o
tecido conjuntivo pelo processo da reparag@o, mas isto requer uma formacao prévia
de tecido de granulagéo. A reparacdo pode ser mencionada como reparo ou processo
de reparo e representa os Ultimos capitulos de uma inflamagéo bem sucedida®?’.

O processo inflamatorio representa um mecanismo de defesa dos tecidos conjun-
tivos como fibroso, 6sseo, cartilaginoso e outros. Os demais tecidos nao conjun-
tivos lesados, como epitélios e nervos periféricos, sao reconstruidos a partir da
regeneracao caracterizada pela proliferagdo celular dos seus remanescentes nas
areas vizinhas, sem necessitar de formacao prévia de tecido de granulacao®?’.

A reparacao e a regeneracao sao mecanismos bioldgicos distintos de reconstru-
cao tecidual e podem ser simultaneos para restaurar a anatomia e a fisiologia
de uma area lesada, mas nem sempre isto significa uma completa recuperacgao
estrutural e funcional. Alguns sinais conhecidos como marcas ou cicatrizes po-
dem ser permanentes. A reparacao e/ou a regeneragao representam a cura de
uma agressao tecidual®!’.

Quando os remanescentes dos tecidos nao conjuntivos nao sao suficientes para
reconstrui-los em virtude da maior extenséao da lesao, parte ou todo o espago ocupa-
do anteriormente por eles podera ser preenchido por tecido conjuntivo neoformado a



partir das areas vizinhas. Os tecidos conjuntivos para serem formados ou reconstru-
idos precisam, antes, organizarem no local um tecido, quase que embrionério, para

lhe dar origem, e receber o nome de tecido de granulagédo®?’.

Os tecidos conjuntivos estao quase sempre presentes na vizinhanga dos demais
pois tém a funcao de preenchimento e sustentacao e, como tal, fazem parte do
estroma de todos os 6rgaos. A parte celular nobre e especializada dos 6rgaos
e das visceras tem o nome de parénquima. Quando o parénquima lesado nao
consegue se reconstruir por si mesmo pelo processo da regeneracao, o tecido
conjuntivo vizinho formara no local um tecido de granulacdo, que ocupara o
espaco — pela funcao de preenchimento — e dara origem a uma nova area de
tecido conjuntivo. Esta ocorréncia faz parte do que se chama de processo da
reparagao, mas em uma regiao onde nao havia um tecido conjuntivo e sim um
tecido mais diferenciado e especializado. Agora esta area de tecido conjuntivo

em local incomum serd denominada de fibrose cicatricial®'’.

A impossibilidade de interacao de alguns agentes faz os neutrofilos “desisti-
rem” e migrar do local em 24 horas em média e/ou entrarem em apoptose
sem derramar suas enzimas proteoliticas. A chegada dos macréfagos e sua
predominancia na regiao ocorre simultaneamente e, mesmo que nao consi-
gam interagir com o agressor ou fagocita-lo, estas células sdo persistentes e
tém longo tempo de vida. Esta circunscricdo ou delimitacao macrofagica vai
caracterizando uma assembleia, reuniao ou aglomerado ao redor do agressot,

e que recebera o nome de granuloma®'’.

O termo granuloma foi criado por Virchow, aproximadamente em 1878, para des-
crever certos crescimentos de “tecido de granulagao” em areas ulceradas formando
pequenos botdes ou tumores em forma de ilhas ou graos. Granulo representa o
diminutivo de grao. A confusédo terminolédgica vem desde a sua origem ja que a sua
Criagao nao levou em consideragao 0s aspectos microscopicos e sim o0s aspectos
clinicos. O termo tumor, de forma precisa, € sinbnimo de qualquer tumefacao®*’.
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O objetivo da instalacao de um granuloma é localizar e circunscrever o agente
agressor a fim de impedir sua proliferacao e disseminacao via sanguinea, linfatica
e pelos espacos teciduais.

Por fim, a inflamacéo cronica indica persisténcia do agente agressor e pode ser:

Granulomatosa

A forma cléssica pelo qual o infiltrado inflamatério cronico ou mononuclear se distribui
em aglomerados mais ou menos organizados que recebem o nome de granuloma.

Difusa intersticial

Implica em uma distribuicao aleatéria e desorganizada do infiltrado inflamatério mo-
nonuclear em consequéncia da irregular e persistente acdo de um agressor nem

sempre acessivel as células e ao exsudato como, por exemplo, o trauma repetitivo®!”.

AMOSTRA UTILIZADA NO EXPERIMENTO

Uma amostra inicial de 80 ratos Rattus norvegicus, machos, adultos de 4 meses
de idade, da linhagem Wistar, variante albina, com peso aproximado de 430g,
sem doencas clinicamente manifestadas, primeiramente foi dividida em 4 grupos
de 20 animais cada, e imediatamente redistribuidos em subgrupos iguais de 10
espécimes, que correspondiam aos periodos experimentalmente avaliados de 30
e 60 dias. A excegao do grupo azul (Controle), os grupos amarelo, verde e rosa
foram respectivamente implantados com os materiais particulados Bio-0ss, GenOx
e Bonefill nos defeitos cirurgicamente induzidos. No transcurso deste experimento,
foram excluidos animais dentro dos quatro grupos, ou por terem morrido ao nao
resistirem no pés-operatério do experimento, ou por simples descarte de laminas
contendo cortes teciduais microscopicos tecnicamente inviaveis, resultando nos
numeros finais de espécimes abaixo ilustrados no quadro O1.

80 RATOS

GRUPOS Controle Bio-0ss Gen-0x Bone-Fill
PERIODOS 30 60 30 60 30 60 30 60
ESPECIMES 7 8 8 6 6 6 6 5

QUADRO 01 Espécimes estudados em cada grupo e periodo experimental de 30 e 60 dias, ja excluidos os animais
mortos por nao resistirem ao pds-operatdrio do experimento, ou por descarte de laminas contendo cortes teciduais
microscopicos tecnicamente inviaveis.



ANALISE MICROSCOPICA
Utilizando critérios de mensuracéo para quantificar as reac()es teciduais
na superﬁcie ou ao redor das partl'culas do material enxertaco

Para a realizacao da analise descritiva quatro grupos foram utilizados para diferenciar,
morfologicamente, do ponto de vista microscdpico, o tipo de organizagao celular e
tecidual de natureza reacional e reparatéria que possa ter ocorrido na interface e
ao redor das particulas de trés diferentes marcas comerciais de biomateriais consi-
derados enxertos xenogenos de origem bovina: Bio-0ss®, GenOx Inorg® e Bonefill®
guando implantados em defeitos ésseos induzidos na calvaria murina.

O método criado para mensurar o biomaterial empregado, o 0sso neoformado, o
tecido fibroso e o espaco remanescente de cada defeito critico produzido (com uma
trefina de 8mm de didametro), orientaram a seguinte sequéncia: para cada corte
tecidual microscépico analisado, foi tragada sobre a imagem gerada uma figura ge-
omérica retangular medindo 8mm em sua base, por 1mm altura, delimitando uma
area compreendida entre a extensao do defeito critico (base maior do retangulo) e
a espessura das bordas 6sseas remanescentes deste mesmo defeito, utilizando-se,
sempre como ponto referencial padrao a linha média do cérebro do rato.

O encontro dos dois hemisférios do cérebro forma a linha mediana que se posiciona
perpendicularmente a metade da base do retangulo tracado para a avaliacao quan-
titativa do defeito critico. Desta forma, foram levantados dados histomorfométricos.

Para cada grupo e tempo experimental elaborou-se uma descricdo do quadro
microscépico encontrado, no qual se procurou caracterizar o padrao morfolégi-
co reacional ou reparatério. Embora se procurasse uma caracterizacao de cada
grupo e tempo experimental, em cada uma destas descrigdes, destacou-se es-
pecificamente algum detalhe encontrado em apenas um dos espécimes, desde
que nao fosse considerado artefato de técnica. As caracteristicas morfolégicas
das particulas do ponto de vista do microscépio éptico também foram descritas.
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FIG.06 Diagrama ilustrando esquema para
inducéo de defeito de 8mm de didmetro em
calvéria de ratos.
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Corte tecidual microscopico ilustrando defeito produzido em calvaria murina (Grupo Controle).

Perimetro do defeito critico (A); e defeito preenchido com xenoenxerto particulado (B).

Particulas de Bio-0ss; Fotomicroscopio 10x (A). Particulas de GenOx; Fotomicroscopio 10x (B). Parti-
culas de Bonefill; Fotomicroscdpio, 10x (C).
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Os padroes morfolégicos que determinaram os parametros e critérios de avaliacao
microscoépica diante de cada um dos substitutos 6sseos utilizados valeram-se de
escores numéricos crescentes de 1 a b5, atribuidos aos fendbmenos bioldgicos re-
lacionados a organizacao celular e tecidual observados nas reacoes reparatorias
ocorridas na superficie do material implantado e em sua periferia (ao redor).

(As ilustracdes das figuras 10 e 11, foram modificadas a partir de desenhos originais elaborados para a Dissertagcao
de Mestrado em Implantologia, LEAHY, F. M.; Faculdade SLMandic, Campinas, Séo paulo, p.50-51,2011.%)

FIG.10 A-E Padrdes morfologicos mensurados em escores de 1 a 5 relativos a reagao tecidual ocorrida na superficie das particulas dos
materiais testados. Granuloma do tipo corpo estranho - ESCORE 1 (A). Tecido de granulag&o imaturo com exuberante nimero de vasos, fibro-
blastos jovens e raras fibras colagenas - ESCORE 2 (B). Tecido de granulagdo maduro com menor nimero de vasos, mais fibroblastos jovens e
numero maior de fibras colagenas - ESCORE 3 (C). Tecido conjuntivo jovem com poucos vasos, menor numero de fibroblastos e muitas fibras
colagenas em feixes bem definidos - ESCORE 4 (D). Tecido conjuntivo com neoformagao 6ssea em contato com as particulas - ESCORE 5 (E).
MXP = Material Xendgeno Particulado.

MACROFAGOS
CELULAS GIGANTES
FIBROBLASTOS
0STEOBLASTOS
0STEOCITOS
APOSIGAQ OSSEA
VASOS SANGUINEOS

FIBRAS COLAGENAS




Progressiva gradacao no processo de neoformacao déssea:

= Granuloma do tipo corpo estranho .........cocccoeeeiinnnn. (GTCE) = ESCORE 1
= Tecido de granulagdo imaturo ...........cocovvviiiiieiiiiiinnn, (TGI) = ESCORE 2
= Tecido de granulacdo maduro ..............coevvvveeiineennnn. (TGM) = ESCORE 3
= Tecido conjuntivo fibroso maduro .............ccoeeveeenenn. (TCFM) = ESCORE 4

® Tecido conjuntivo fibroso com neoformacéo éssea.....(TCFNO) = ESCORE 5

FIG.11 B-E Padroes morfologicos mensurados em escores de 2 a 5 da reagao tecidual ao redor das particulas dos
materiais testados. Na superficie do material nota-se um granuloma do tipo corpo estranho. Tecido de granulagéo imaturo
com exuberante nimero de vasos, fibroblastos jovens e raras fibras colagenas - ESCORE 2 (B). Tecido de granulagao
maduro com menor numero de vasos, mais fibroblastos jovens e numero maior de fibras colagenas - ESCORE 3 (C).
Tecido conjuntivo jovem com poucos vasos, menor nimero de fibroblastos e muitas fibras colagenas em feixes bem

definidos - ESCORE 4 (D). Tecido conjuntivo com neoformagao 6ssea em contato com as particulas - ESCORE 5 (E).
MXP = Material Xen6geno Particulado.
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TABELAS DOS RESULTADOS - Analise quantitativa das reacoes celulares e
teciduais (nas superficies e ao redor das particulas)

PERIODOS EXPERIMENTAIS 30 DIAS 60 DIAS
Cmérios/ESCOF&SESpéCimeS 123456780910 7T 1234567891071
g?rr:::ﬁ? /a (%()T(T):Ep)o—cgsrggre 1 g b0 4 4

I?(%ISO (ées S;z:guzlagéo Imatura 0 0 0 0 0

e y o 0
G 5 00 o

Tec. Conjunt. Fib. com neofor 0 0 0 0 0

dssea / (TCFNO) - Escore 5

PERIODOS EXPERIMENTAIS 30 DIAS 60 DIAS
ESPECIMES | ) 3 4 5678 910 T 123456789107
Critérios / Escores
Granuloma do Tipo Corpo
Estranho / (GTCE) - Escore 1 0 00 0 0
Tecido de Granulag@o Imatura
(TGI) - Escore 2 0 00 0 0
Tecido de Granulagdo Maduro
(TGM) - Escore 3 X X X b x0 0 12 0 0
Tecido Conjuntivo Fib. Maduro . . x 0 Bl Ll L Ll el o | e o

(TCFM) - Escore 4

Tec. Conjunt. Fib. com neofor
Gssea / (TCFNO) - Escore 5 uloE aE

T = total; GTCE = Granuloma do Tipo Corpo Estranho; TGI= Tecido de Granulacéo Imaturo; TGM= Tecido de Granula-
¢ao Maduro; TCFM = Tecido Conjuntivo Fibroso Maduro; TCFNO = Tecido Conjuntivo Fibroso com Neoformagéo Ossea;
ESCORE 1,2,3,4,5 = critério numérico crescente que mensura a reagao tecidual quantificando a neoformagéo dssea
correspondente; @ = espécimes mortos no transcurso do experimento, ou excluidos por fazer parte de cortes teciduais
microscopicos tecnicamente inviaveis.

QUADRO 02 Presenca de fenémenos observados em defeitos 6sseos produzidos em calvarias murinas sem a implantacao de qualquer biomaterial,
em 30 e 60 dias experimentais (GRUPO A — CONTROLE).
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PERIODOS EXPERIMENTAIS 30 DIAS 60 DIAS

ESPECIMeS 1 5 3 4 5678910 T 1234567839107
Critérios / Escores
Granuloma do Tipo Corpo
Estranho / (GTCE) - Escore 1 * % X X X X XX BB 8 xx B xxx @ xBd @6
Tecido de Granulagéo Imatura
(TGI) - Escore 2 b0 0 0 00
Tecido de Granulag&o Maduro
(TGM) - Escore 3 b0 o 0 00
Tecido Conjuntivo Fib. Maduro
(TCFM) - Escore 4 b0 0 0 00
Tec. Conjunt. Fib. com neofor 0 ¢ 0 0 0 0

dssea / (TCFNO) - Escore 5

PERIODOS EXPERIMENTAIS 30 DIAS 60 DIAS
Critéms/EscoresEspéCimes 1 23456780910 7T 12345678910 T
Cstanha) GICD - Escore 1 0 0 0 b 00
R 59 s s s
el Ly x 89 ax 8 x 8 88
I?gig&)c??sggwfb' cuoy i I x 0 0 20 x @ x x 0 x 0 0 16
Tec. Conjunt. Fib. com neofor 0 0 0 0 0 0

dssea / (TCFNO) - Escore 5

T = total; GTICE = Granuloma do Tipo Corpo Estranho; TGl= Tecido de Granulacao Imaturo; TGM= Tecido de Granula-
¢ao Maduro; TCFM = Tecido Conjuntivo Fibroso Maduro; TCFNO = Tecido Conjuntivo Fibroso com Neoformagao Ossea;
ESCORE 1,2,3,4,5 = critério numérico crescente que mensura a reagao tecidual quantificando a neoformacao dssea
correspondente; @ = espécimes mortos no transcurso do experimento, ou excluidos por fazer parte de cortes teciduais
microscopicos tecnicamente inviaveis.

QUADRO 03 Presenca de fendmenos observados na superficie e ao redor das particulas de 0sso xendgeno Bio-0ss implantados em defeitos
0sseos de calvarias murinas em 30 e 60 dias experimentais (GRUPO B - BIO-0SS).
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GRUPO C - GEN-OX (NA SUPERFICIE DAS PARTICULAS)

PERIODOS EXPERIMENTAIS 30 DIAS 60 DIAS
Espécimes
Critérios / Escores

Granuloma do Tipo Corpo
Estranho/(GTCE) -Escorel © @ x x x 8 x 8 5 x B x x @ x 8 0 4

(1 RZ8 RSN 20 5N ROR 7R W3R RON BN BT T B2 NN N BN RON B/ BEN BN RL0N B

Tecido de Granulagao Imatura
(TGI) - Escore 2 00 0 0 0 0 b0
Tecido de Granulagéo Maduro
(TGM) - Escore 3 09 g 0 0 0 00
Tecido Conjuntivo Fib. Maduro
(TCFM) - Escore 4 00 0 p ) ] g 0
Tec. Conjunt. Fib. com neofor
ossea / (TCFNO) - Escore 5 b0 A X 8110 x 0 0 x o0 10
GRUPO C - GEN-OX (AO REDOR DAS PARTICULAS)

PERIODOS EXPERIMENTAIS 30 DIAS 60 DIAS

ESPECIMES. 1 ) 3 4 5 578 9 10T 123456780910 T
Critérios / Escores

Granuloma do Tipo Corpo

Estranho / (6TCE) - Escore 1 © 7 J o g 0 o 0
I%éil()i({ (:_:es ((:;(;ar\guzlagéo Imatura 00 g 0 0 0 0 g
- 0 v ¢ ¢ 6
i O
Tec. Conjunt. Fib. com neofor 0 0 0 x « g 10 ‘0 . g g 15

ossea / (TCFNO) - Escore 5

T = total; GTCE = Granuloma do Tipo Corpo Estranho; TGI= Tecido de Granulagao Imaturo; TGM= Tecido de Granula-
¢ao Maduro; TCFM = Tecido Conjuntivo Fibroso Maduro; TCFNO = Tecido Conjuntivo Fibroso com Neoformagao Ossea;
ESCORE 1,2,3,4,5 = critério numérico crescente que mensura a reagao tecidual quantificando a neoformagao dssea
correspondente; @ = espécimes mortos no transcurso do experimento, ou excluidos por fazer parte de cortes teciduais
microscopicos tecnicamente inviaveis.

QUADRO 04 Presenca de fenbmenos observados na superficie e ao redor das particulas de 0sso xendgeno Gen-Ox implantados em defeitos
0sseos de calvarias murinas em 30 e 60 dias experimentais (GRUPO C — GEN-0X).
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PERIODOS EXPERIMENTAIS
Espécimes
Critérios / Escores

Granuloma do Tipo Corpo
Estranho / (GTCE) - Escore 1

Tecido de Granulag&o Imatura
(TGI) - Escore 2

Tecido de Granulagéo Maduro
(TGM) - Escore 3

Tecido Conjuntivo Fib. Maduro
(TCFM) - Escore 4

Tec. Conjunt. Fib. com neofor
ossea / (TCFNOQ) - Escore 5

PERIODOS EXPERIMENTAIS
Espécimes
Critérios / Escores

Granuloma do Tipo Corpo
Estranho / (GTCE) - Escore 1

Tecido de Granulagéo Imatura
(TGI) - Escore 2

Tecido de Granulagéo Maduro
(TGM) - Escore 3

Tecido Conjuntivo Fib. Maduro
(TCFM) - Escore 4

Tec. Conjunt. Fib. com neofor
ossea / (TCFNO) - Escore 5

1

1

30 DIAS
Z8 0 3 NOR NON B REE

) 0 0
g 0 0
) 0 0
0 x 0 0

30 DIAS
2345617389
0 (/N
0 (/N
0 g0
g x x 0 )
x 0 x 0 0

10

10

60 DIAS

T 123 4567 89
D oo )
P oo 0
P00 0

4 x 0 00 )

25 X X X P00 x 0
60 DIAS

1 I B T N R RGN A NG
000 0
000 0
o000

8 o000

20 x x x x 000 x 0

10

0

20

25

T = total; GTCE = Granuloma do Tipo Corpo Estranho; TGl= Tecido de Granulacao Imaturo; TGM= Tecido de Granula-
¢ao Maduro; TCFM = Tecido Conjuntivo Fibroso Maduro; TCFNO = Tecido Conjuntivo Fibroso com Neoformagao Ossea;
ESCORE 1,2,3,4,5 = critério numérico crescente que mensura a reagao tecidual quantificando a neoformagao dssea
correspondente; @ = espécimes mortos no transcurso do experimento, ou excluidos por fazer parte de cortes teciduais
microscopicos tecnicamente inviaveis.

QUADRO 05 Presenca de fendmenos observados na superficie e ao redor das particulas de 0sso xendgeno BoneFill implantados em defeitos
6sseos de calvarias murinas em 30 e 60 dias experimentais (GRUPO D — BONEFILL).
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RESULTADOS DA ANALISE MICROSCOPICA DESCRITIVA

Os resultados serao apresentados de forma descritiva quanto a presenca e au-

séncia de estruturas e componentes teciduais reacionais na interface ou ao redor

das particulas do material implantado nos defeitos ésseos na calvéria de ratos.

Grupo Experimental A ou Controle aos 30 dias (Figuras 12 e 13)

Na area do defeito 6sseo, o Grupo Controle revelou a substituicdo do teci-

do ésseo por uma fina membrana de tecido fibroso, bem colagenizada, com

feixes paralelos a superficie. Nas margens, em uma pequena faixa, o tecido

6sseo se neoformou com padrdo primario ou ima-
turo, também conhecido como 0sso embrionério. O
tecido fibroso membranoso que se formou no defeito
continuava-se naturalmente com a margem déssea e
com o peridsteo sobrejacente.

O tecido 6sseo imaturo ja revelava, aos 30 dias, um
recobrimento com o peridsteo, em continuidade com
a area vizinha, assim como uma substituicao focal
por 0sso maduro com formacao de novos sistemas
de Havers. Neste tecido ésseo embrionario, os oste-
ocitos estdo presentes em grande nimero e interli-
gados por evidentes canaliculos e prolongamentos
citoplasmaticos. Perifericamente ao novo 0sso, no
tecido conjuntivo membranoso neoformado, desta-
ca-se a auséncia de infiltrado inflamatdrio, quer seja

mono ou polimorfonuclear.

Nas margens cirlrgicas do defeito 6sseo, a superficie
mostrou neoformacéo &ssea exuberante, caracteri-

zando uma periostite ossificante.

FIG.12 Neoformagdo 0ssea periférica no grupo controle. Em
azul, destaca-se 0 0sso imaturo, embriondrio ou primario
aos 30 dias (Tricromico de Masson, 10X).

FIG.13 Maior aumento de uma das areas da figura anterior
(Tricrémico de Masson, 40X).



Grupo Experimental A ou Controle aos 60 dias
(Figuras 14 e 15)

Aos 60 dias, aproximadamente um terco do defeito 6s-
seo estava recoberto por uma lingueta de tecido désseo
neoformado apresentando inclusive discretos sistemas
de Havers. Este tecido 6sseo era regularmente distribuido
quanto a sua espessura e organizagao; contrastava com
0 0ss0 original pela sua rica celularidade. Na parte ainda
recoberta pelo tecido 6sseo, o defeito estava preenchido
por um tecido conjuntivo fibroso, livre de inflamagéo, com
seus feixes colagenos bem organizados em fasciculos.

Grupo Experimental B ou Bio-0ss® aos 30 dias
(Figuras 16 € 17)

As particulas identificaveis do material caracterizavam-se por
uma textura finamente granular e basofilica, que aos cortes
executados pela ldmina do micrétomo enrugava-se e assu-
mia um aspecto periquimatoso. Elas se apresentavam com

contorno poliédrico e/ou ovoide, sem formar angulos retos.

Nas margens do defeito dsseo a neoformacao 6ssea €
menor do que no grupo controle, muito embora houves-
se uma minima formacgao na maior parte dos espécimes.
No entanto, em alguns deles, a neoformacao éssea nas
margens do defeito foi insignificante.

Em lugar da membrana de tecido conjuntivo fibroso que
recobria o defeito dsseo no grupo controle, observaram-se
as particulas do Bio-0Oss. Entre estas particulas havia tecido
conjuntivo frouxo e desorganizado, com fibras colagenas ale-
atoriamente distribuidas. Perifericamente ao material inserido
no defeito dsseo, em sua parte mais externa, notava-se teci-

do conjuntivo fibroso bem organizado e membranoso.

FIG.14 Neoformagéo 6ssea em forma de lingueta no
grupo controle aos 60 dias (Tricromico de Masson, 10X).

FIG.15 Maior aumento de uma das areas da figura an-
terior (Tricrémico de Masson, 40X).

FIG.16 Reagéo tecidual na superficie das particulas de
Bio-0ss apos 30 dias (Tricromico de Masson, 40X).

FIG.17 Reagdo tecidual na superficie das particulas
de Bio-Oss apos 30 dias. Observa-se o tecido de
granulagéo maduro ao redor/periferia das reacoes da
interface (Tricrdmico de Masson, 40X).
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As particulas do Bio-Oss estavam constituidas por estruturas 6sseas como lame-
las do tipo cortical dssea, assim como sistema de Havers. Nestas particulas, no-
tava-se ainda osteoplastos vazios. A superficie destas particulas e o seu contorno
sao irregulares. Ao redor de cada granulo do Bio-Oss nota-se a concentracéao
de macrofagos e células gigantes multinucleadas e inflamatérias, circundadas
no todo por fibras coldgenas delicadas, circunscrevendo este acimulo celular
na periferia das particulas. Esta organizacao ao redor das particulas do Bio-Oss
caracteriza os granulomas inflamatdérios do tipo corpo estranho.

Entre as particulas do Bio-Oss, a distancia ou na interface de sua superficie nao
foi detectada atividade osteogénica, mesmo que incipiente. Eventualmente, nos
tecidos peri e inter particulas, o conjuntivo revelou presenca de células inflama-
torias polimorfonucleares difusamente distribuidas, sem areas de abscedacao.

Pode-se afirmar pelos fenémenos observados que o defeito ésseo foi preen-
chido pelo material sem que tenha havido formacao éssea no defeito experi-
mentalmente obtido.

Grupo Experimental B ou Bio-0ss® aos 60 dias
(Figuras 18 e 19)

Aos 60 dias as particulas de Bio-Oss apresentam sinais
de morfologia 6ssea como osteoplastos e estrutura lame-
lar tipo deposicéo.

Na periferia destas particulas predominam na interface o

, , , . . FIG.18 Reagéo tecidual na superficie das particulas e no
acumulo de macrofagos e células gigantes multinucleadas sy intermeio ap6s 30 dias de implantagao do Bio-Oss

constituindo granulomas tipo corpo estranho. Na periferia ~ (Teromico de Masson, 4X).
dos fragmentos o tecido conjuntivo capsular se apresenta
bem constituido. Em dois dos dez espécimes examinados
algumas raras particulas apresentavam-se associadas, in-
diretamente, com areas de neoformacgéo dssea, mas nao
na interface de forma direta, e assim mesmo na regiao

mais periférica do defeito dsseo.
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FIG.19 Reacdo tecidual na superficie e ao redor de
particulas de Bio-0Oss apds 60 dias (Tricromico de
Masson, 40X).
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Grupo Experimental C ou GenOx® ao 30 dias (Figuras 20 e 21)

Tal como nas particulas de Bio-Oss, as particulas identificaveis do material

GenOx caracterizavam-se por uma matriz finamente granular e basofilica, que

aos cortes produzidos pela 1damina do micrétomo enrugava-se e assumia um

aspecto periquimatoso. Elas se apresentavam com contorno poliédrico e/ou

ovoide, sem formar angulos retos.

Aos 30 dias, na margem lateral do defeito 6sseo ci-
rirgico, notou-se osteogénese com grande quantidade
de o0sso ricamente celularizado, caracterizando uma
periostite ossificante reacional periférica. No centro
do defeito cirlrgico as particulas do material estavam
presentes, circundadas por tecido fibroso. Na interface
com o material, notaram-se células gigantes multinu-
cleadas do tipo corpo estranho, assim como macro-
fagos. Eventualmente se observou neoformacao 6ssea
em alguns raros pontos sobre suas particulas. O 0sso
neoformado intercalava-se com uma resposta inflama-
toria do tipo corpo estranho. Nao foram observados si-
nais morfoldgicos significantes nas porcoes centrais do
defeito. Morfologicamente a osteocondugao incipiente
nas margens periféricas sugere mais o fendbmeno os-
teogénico reacional do que adaptativo a presenca das
particulas do material analisado. Comparativamente,
este fendmeno osteogénico periférico nao estava pre-

sente no mesmo periodo experimental do Bio-0ss.

FIG.20 Reagdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de GenOx apds 30 dias (Tricrdmico de
Masson, 25X).

FIG.21 Reagao tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de GenOx ap6s 30 dias em aumento
maior da figura anterior (Tricromico de Masson, 25X).

CAPIiTULO

VIl

193

ESTETICA E OSSEOINTEGRACAQ



A

EVIDENCIAS CIENTIFICAS

194

Grupo Experimental C ou GenOx® ao 60 dias
(Figuras 22 e 23)

Neste periodo experimental, nao foram detectadas dife-
rencas morfoldgicas significantes no padrao reacional e
reparatério comparativamente ao periodo experimental
de 30 dias realizado com o0 mesmo material. Eventu-
almente, em alguns pontos de algumas particulas do
material notaram-se pontos de osteogénese na inter-
face. Na maioria das particulas, as mesmas eram cir-
cunscritas por macréfagos, células gigantes multinu-
cleadas inflamatdrias e, mais perifericamente, tecido
conjuntivo fibroso com organizagao capsular. Na mar-
gem do defeito cirlrgico o padrao reacional osteogénico
foi 0 mesmo observado aos 30 dias. As particulas do
material com pontos osteogénicos estavam localizadas
na periferia do defeito ésseo.

Grupo Experimental D ou BoneFill aos 30 dias
(Figuras 24 e 25)

As particulas do material se apresentavam como frag-
mentos 0sseos carcomidos, com osteoplastos, canais de
sistemas de Havers e de tamanhos uniformes de formatos
heterogéneos. Em sua maioria eram poliédricos e havia
formacao de angulos retos em seus contornos. As lame-
las de deposicao dssea e os canais de Volkman também
eram identificados com facilidade. Os espacos dentro dos
fragmentos se apresentavam, neste periodo, colonizados
por células de morfologia fibroblastica e fibras colagenas
tal qual o tecido circundante a estes fragmentos. Neste
periodo experimental observaram-se lacunas de Howship
e clastos, indicando remodelacao.

FIG.22 Reagdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de GenOx apds 60 dias (Tricromico de
Masson, 25X).

FIG.23 Reagdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de GenOx apds 60 dias (Tricromico de
Masson, 40X).

FIG.24 Reacdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de BoneFill ap6s 30 dias (Tricromico de
Masson, 25X).

FIG.25 Reacdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de Bonefill apos 30 dias (Tricromico de
Masson, 25X).



Aos 30 dias as particulas do material se apresentavam em continuidade pon-
tual com o0 0sso neoformado, ricamente celularizado, depositado no tecido con-
juntivo circundante. Havia uma nitida diferenciacao visto que o osso das par-
ticulas do material era do tipo maduro, enquanto que no 0sso neoformado era
do tipo primario ou imaturo.

Destaca-se a presenca de multiplas unidades osteorremodeladoras ou BMUs em
areas nas quais o tecido 6sseo neoformado se misturava com as particulas do
Bonefill. Esta neoformacao 6ssea inter e intra particulas, por vezes, se continuava
com as margens do defeito dsseo.

Grupo Experimental D ou BoneFill aos 60 dias
(Figuras 26 e 27)

Neste periodo experimental, em aproximadamente me-
tade dos fragmentos identificaveis nos cortes teciduais
havia neoformacao 6ssea na superficie e/ou nos espacos
das particulas do material. Essas particulas, associadas

a osteogénese, estavam mais proximas da margem do

FIG.26 Reagdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de Bonefill apos 60 dias (Tricromico de

do defeito. As particulas sem associacdo direta com a  Masson, 25K).

defeito 6sseo, embora muitas delas proximas ao centro

osteogénese e ainda circundadas por tecido conjuntivo
fibroso eram mais comumente observadas na porgao
central do defeito cirlrgico. A extensao das areas cons-
tituidas por osso neoformado era consideravelmente
maior do que aos 30 dias.

FIG.27 Reacdo tecidual na superficie e no intermeio
das particulas de Bonefill apds 60 dias em aumento
maior da figura anterior (Tricromico de Masson, 25X).
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ANALISE ESTATISTICA

Nos dados totalizados e contextualizados foi aplicado o teste estatistico Shapiro
Wilk para andlise da normalidade dos resultados. Posteriormente, aplicaram-se os
testes estatisticos de Kruskal-Wallis e, para a verificacao das possiveis diferencas
intergrupos e tempos experimentais, o teste de Dunn.

Para cada grupo e tempo experimental elaborou-se uma descricao do quadro micros-
cépico encontrado no qual se procurou caracterizar o padrao morfolégico reacional
ou reparatério. Embora se procurasse uma caracterizacao de cada grupo e tempo
experimental, em cada uma destas descrigdes destacou-se, especificamente, algum
detalhe encontrado em apenas um dos espécimes, desde que nao fosse considerado
artefato de técnica. As caracteristicas morfolégicas das particulas do ponto de vista
do microscépio Optico também foram descritas.

GRUPOS PERIODO DE AVALIAGAQ
EXPERIMENTAIS 30 Dias (Média = Desvio Padrao) | 60 Dias (Média = Desvio Padrao)

Grupo Bio-0ss 1.00 = 0.00 (A 1.00 = 0.00 (A)
Grupo Genox 1.89 = 1.76 (A) 2.33 = 2.00 (A)
Grupo BoneFill 4.88 + 0.354 (B) 4.88 + 0.354 (B)

QUADRO 06 Valores das médias e desvio padrao dos escores nos periodos de avaliagao de 30 e 60 dias na superficie
das particulas do material.

GRUPOS PERIODO DE AVALIAGAO
EXPERIMENTAIS 30 Dias (Média = Desvio Padrao) | 60 Dias (Média =+ Desvio Padrao)

Grupo Controle 3.50 = 0.535 (A 4.00 = 0.00 (A

Grupo Bio-0ss 3.63 = 0.518 (A) 3.75 = 0.463 (A)
Grupo Genox 3.89 = 0.782 (A) 4.33 + 0.500 (B)
Grupo Bone-Fill 4.63 = 0.518 (B) 5.00 = 0.00 (C)

QUADRO 07 Valores das médias e desvio padrao dos scores nos periodos de avaliagao de 30 e 60 dias ao redor das
particulas do material.



GRAFICOS REPRESENTATIVOS - REACOES TECIDUAIS NA SUPERFICIE E
AO REDOR DAS PARTICULAS DOS MATERIAIS TESTADOS

30 DIAS

0,0

*Grupo A (Controle)
Grupo C (Gen-0x)
*Grupo A (Controle) = sem particulas

GRAFICO 01 Resultados obtidos na superficie das particulas dos materiais testados / Histograma / 30 dias.

60 DIAS

0,0

*Grupo A (Controle)

Grupo C (Gen-0x)

*Grupo A (Controle) = sem particulas

GRAFICO 02 Resultados obtidos na superficie das particulas dos materiais testados / Histograma / 60 dias.

CAPITULO

197



EVIDENCIAS CIENTIFICAS

30 DIAS

Grupo A (Controle)

Grupo C (Gen-0x)

GRAFICO 03 Resultados obtidos ao redor das particulas dos materiais testados / Histograma / 30 dias.

60 DIAS

Grupo A (Controle)

Grupo C (Gen-0x)

GRAFICO 04 Resultados obtidos ao redor das particulas dos materiais testados / Histograma / 60 dias.



DISCUSSAO

Depois da cirurgia 6ssea, 0 codgulo sanguineo deve preencher a cavidade pois a
rede de fibrina serve como uma matriz de ancoragem para que as células vizinhas
estimuladas a proliferar invadam e colonizem o espaco a ser reparado por um novo
tecido. Os mediadores inflamatérios, derivados principalmente das plaquetas e dos
macrofagos depois que o agressor foi controlado ou eliminado, estimulam a proli-
feracao, diferenciacdo, migracao e sintese celular. O reparo 6sseo teve o seu inicio:
a colonizagéo da rede de fibrina representa um dos primeiros fendmenos para
compor o tecido de granulacéo que evoluird para um novo tecido maduro na area.

As primeiras células estimuladas a proliferarem e migrarem para o local séo as endo-
teliais ou angioblasticas e que, em forma de brotos nas paredes dos vasos vizinhos,
formam uma trama de novos vasos por entre a rede de fibrina. Esta angiogénese per-
mite uma fonte rica e extensa de nutricao para as novas células que irdo chegar para
refazer o tecido destruido. Uma vez ancoradas na fibrina e nutridas pelos novos vasos
formados, as células migrantes iniciam a sintese de uma matriz bem organizada para
restabelecer as funcoes do tecido conjuntivo que foi destruido na area.

Se as células que colonizam o coagulo forem de origem e natureza fibroblastica,
produzirao uma matriz fibrosa colagénica e formarao um tecido conjuntivo fibro-
so. Caso as células colonizadoras sejam células de linhagem osteoblastica, deri-
vadas do periosteo e endosteo adjacentes, teremos a sintese de matriz colagénica
6ssea, com formacao de trabéculas mineralizadas de 0sso primério ou imaturo,
gue depois serdo reabsorvidas e substituidas por osso secundario ou maduro,
integrando-se aos tecidos duros vizinhos da regiéo.

Ao se colocar particulas de material ou biomaterial no coagulo sanguineo, esta-
mos procurando ajudar na ancoragem da rede de fibrina para que nao ocorra a
retracao do coagulo. Esta retracao diminui a area da matriz a ser colonizada pelas
células vizinhas, com grande possibilidade de reduzir-se o nivel ésseo superficial
a ser restabelecido pelo reparo. A esséncia das indicacoes de biomaterial em ci-
rurgias ésseas esta representada pelo aumento de ancoragem da rede de fibrina,
a matriz priméria a ser utilizada como arcabouco para a reconstrucao tecidual.
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Na superficie ou interface das particulas do material implantado po-
dem acontecer os seguintes eventos celulares e teciduais

1°) O coagulo e sua rede fibrina podem se fixar na superficie das particulas e
deixar os neutrofilos interagirem com as moléculas do material. Os neutréfilos sao
0s primeiros leucocitos que chegam, em grande ndmero, em qualquer agressao
e decorrente inflamacdo. Como estas células sao especializadas em interagirem
quase que exclusivamente com bactérias, em poucas horas migram do local,
se nao as encontrarem. Gradativamente, ao longo das horas, serao substituidas
por macréfagos com capacidade para interagir com quase todos os produtos que

adentram o organismo, dai a sua denominacao.

Na superficie dos biomateriais implantados os macréfagos podem interagir e se
fixarem na superficie ou interface na tentativa de fagocitar ou reabsorver, mas em
geral nao tém sucesso em tais produtos. A grande maioria dos materiais ndo sao
fagocitaveis ou reabsorviveis pelos macréfagos ou pelas células gigantes multinu-
cleadas inflamatdrias. Estas células gigantes sao formadas pela fusdo de membra-
nas de macréfagos jovens e velhos, em uma tentativa de prolongar sua vida celular:
sao os macrofagos multinucleados. Estas células sao estruturalmente diferentes
dos clastos, muito embora tenham origem na mesma linhagem de células macro-
fagicas. No entanto, nao se tem relatos ou evidéncias dessas células darem origem
a clastos em qualquer situacao tecidual.

N&o conseguindo fagocitar ou reabsorver, os macréfagos, que naturalmente tém
vida longa, nao migram e persistem indefinidamente ao redor da particula do ma-
terial implantado. Ao longo de dias e semanas, e depois que morrem, sao substitu-
idos naturalmente por novos macréfagos do sangue para o local. Ao tentar fagocitar
as particulas do material, os macréfagos liberam mediadores que estimulam a
fibroplasia, ou formacéao de fibras coldgenas, pelos fibroblastos vizinhos, para criar

uma circunscricao periférica e assim isolar o processo do resto do organismo.

Este tipo de organizacao dos macréfagos e das células derivadas ao redor de algo
gue nao conseguem eliminar e persistem chama-se granuloma do tipo corpo es-
tranho. Os corpos estranhos sao materiais “estranhos” ao nosso organismo mas
que, por nao apresentarem proteinas estranhas conhecidas como antigenos em

sua composicao, nao induzem resposta imunolégica, promovendo unicamente



respostas inflamatorias inespecificas como os tais granulomas que assim per-
manecem indefinidamente. Se os produtos particulados também apresentassem
proteinas estranhas seriam considerados antigénicos e induziriam granulomas
imunogénicos; entre os biomateriais ndo se conhecem produtos com caracteris-

ticas imunogénicas determinantes.

2°) Uma segunda situacao que pode ocorrer na superficie das particulas dos bio-
materiais implantados difere muito da primeira. A superficie do material particulado,
apods interagir com a fibrina e outros componentes do codgulo sanguineo, pode ser
povoada rapidamente por neutréfilos e macrofagos. Mas, como estas células nao
reconhecem nenhum grau de estranheza no material, abandonam e migram das
superficies, deixando-as para serem colonizadas por fibroblastos do tecido de granu-
lacao em formacao ao seu redor. Depois de alguns dias, na superficie das particulas
dos biomateriais, pode se formar um tecido conjuntivo fibroso jovem e maduro, sem

a formacao de granulomas, e em intimo contato com estas superficies.

3°) Em geral, o reparo com biomateriais representa um processo em um ambien-
te 6sseo, 0 coagulo e sua rede fibrina, que tendem a ser colonizados por células
de linhagem osteoblastica do enddsteo e/ou do peridsteo. Apds a rapida coloni-
zacao por neutrofilos e macréfagos, ja que nado ha nenhum grau de estranheza
no material, abandonam e migram das superficies das particulas, e o tecido de
granulacdo jovem e maduro cede lugar nestas superficies aos osteoblastos que
iniciam o depoésito de matriz extracelular 6ssea a ser mineralizada. Nestes casos,

teremos neoformacao 6ssea na interface ou superficie do biomaterial.

Um dos pontos mais importantes estd em descobrir se as caracteristicas fisicas e
quimicas do biomaterial determinam, ou se induzem a formacao de granulomas,
tecido de granulacéao, tecido conjuntivo e/ou tecido 6sseo na sua superficie quan-
do implantado em lojas 6sseas cirdrgicas. Quais seriam as razdes para alguns
materiais permitirem a colonizacao de suas superficies por fibroblastos, mas nao
por osteoblastos? Serd que esta diferenciacao celular é induzida pelo material
utilizado? Sera importante inferir que o tamanho e a forma tridimensional des-
tas particulas podem ser fatores determinantes para a possibilidade ou nao de
neoformacgao 6ssea nas superficies de cada granulo do material enxertado? As
explicacoes devem passar por caracteristicas fisicas e quimicas destes produtos.
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Apos a formacao de tecido 6sseo na superficie do biomaterial, as células 6sseas
que realizam e estimulam a remodelagdo constante deste tecido mineral tendem a
fazer o mesmo com o material implantado. Em alguns casos, como nas particulas
de 0sso autdgeno, estas células tém competéncia para promover a remodelacéao
6ssea conjuntamente e envolver o material ao longo de alguns meses depois, de-
volvendo a normalidade 6ssea a regiao. Em alguns outros materiais as células 0s-
seas nao conseguem fagocitar ou reabsorver o produto, e a remodelacao se limita
aos componentes 0sseos que estao em sua superficie ou interface, e ao seu redor.

Mesmo considerando o fato de serem biomateriais naturais e minerais de uma mesma
origem, a xendgena, admitindo ainda processos distintos de fabricacao, ao analisarmos
as particulas de cada material testado neste trabalho (Figuras 23-25), sob luz polari-
zada de microscopia 6tica, com 10 vezes de aumento, houve nitida diferenca entre as
particulas de Bio-0Oss, GenOx e Bonefill, quanto a forma, ao contorno, a superficie e a
textura. Nesta avaliacdo, os tamanhos das particulas (granulometria) de cada produto
e comparativamente entre eles ndo foram relevados pelo fato de corresponderem, apro-

ximadamente, aqueles indicados nos rétulos das respectivas embalagens.

Observou-se, nos granulos de Bio-Oss e GenOx contornos irregulares, pontiagu-
dos ou serrilhados, superficies com texturas aparentemente mais porosas e esca-
mosas. Ao serem colocados sobre laminulas destinadas ao exame microscopico,
verificou-se que os granulos nao se agrupavam casualmente em superposicoes

aleatérias que sugerissem boa acomodacao ou adaptacao entre si.

O material Bonefill apresentou granulos com contornos arredondados, regulares
e superficies aparentemente mais lisas, com encaixes aleatérios inter particulas

mais harmoniosos e coordenados.

A possibilidade de haver ou nao interferéncia como componente facilitador do
processo biolégico de remodelacédo 6ssea, decorrente de encaixes casuais e for-
matos anatdmicos destas particulas quando enxertadas em defeitos 6sseos para,
na sequéncia, serem permeadas completamente pelo coagulo sanguineo e fun-
cionarem como importante agente de ancoragem para a rede de fibrina, é uma
hipotese que nao deve ser descartada. Ao final deste experimento, os resultados
demonstraram um melhor desempenho do biomaterial Bonefill no quesito neo-
formacao 6ssea na superficie e ao redor das particulas.



Na periferia das reacoes teciduais ou ao redor das particulas do material
podem acontecer os seguintes eventos

Ao redor ou na periferia da reacao tecidual que ocorre no intermeio das particulas
dos biomateriais implantados o codgulo sanguineo vai inicialmente preencher o
espaco com fibrina a ser colonizado, quase que imediatamente, por neutrdfilos.
Ao nao encontrar bactérias para interagir, os neutrofilos, em poucas horas, mi-
gram do local e deixam este e as funcdes para os macréfagos e para as plaque-
tas liberarem grandes quantidades e variedades de mediadores para estimular a
migracao, diferenciacao, proliferacéo e sintese celular das células vizinhas como
as endoteliais, as indiferenciadas e os osteoblastos, atraindo-as por quimiotaxia.

Neste espaco do coagulo e tecido de granulacao jovem, os macréfagos e vasos
sanguineos do tecido de granulacao logo serao substituidos por:

1°) células de linhagem fibroblastica para dar origem a um tecido conjuntivo
fibroso sem qualquer nivel de neoformacao 6ssea;

2°) mais frequentemente, o local seria invadido por células de linhagem osteo-
blastica, visto que a cavidade promove um ambiente ésseo isolado pelo peridsteo
sobrejacente, com neoformacao 6ssea por entre as particulas, mas nao necessa-
riamente em sua superficie ou interface.

A presenca de neoformagao 6ssea por entre os granulomas e/ou tecido conjunti-
vo localizado nas superficies das particulas dos biomateriais indica diferenca de
comportamento nas inducoes de reacdes teciduais desses biomateriais e nos leva
a questionamentos como:

1. Quais seriam os fendbmenos quimicos e fisicos que induziriam a osteogénese
ao redor ou na periferia das particulas em alguns materiais € ndo em outros?

2. O processo de osteogénese decorreria da qualidade das margens désseas que
seriam responsaveis pela migracao de fibroblastos ou de osteoblastos?

3. Ou seria decorrente de fatores ou mediadores ou condigbes especificas intrin-
secas ao biomaterial?

CAPIiTULO
VIl

203

ESTETICA E OSSEOINTEGRACAQ



A

EVIDENCIAS CIENTIFICAS

204

4. A composicao quimica e os produtos liberados por estas particulas poderiam

ser um destes fatores? Mas como ocorreria apenas uma inducao a distancia?

5. Se promovem neoformacgao 6ssea na periferia ou ao redor de suas particulas,
por que nao induzem neoformacao 6ssea diretamente sobre a sua prépria super-

ficie, como ocorre em alguns casos?

6. Por que na superficie e ao redor de uma mesma particula de um mesmo
biomaterial podem ser observados granulomas do tipo corpo estranho, tecido
conjuntivo fibroso e neoformacao 6ssea? Seria falta de homogeneidade relacio-
nada com a forma, com o tamanho, com a textura e superficie no processo de
granulagao do material?

Para a evolugao de boa parte dos procedimentos que incluem o uso dos biomate-
riais, o melhor seria que houvesse formacao 6ssea nas superficies das particulas,
assim como por entre elas, ou seja, ao seu redor, perifericamente, ou no seu in-
termeio. Melhor ainda seria que, no natural e progressivo curso de remodelagdo
6ssea, as particulas dos biomateriais fossem normalmente incluidas no processo
ao longo dos meses.

Proposta de critérios e parametros de analise das reacoes teciduais
frente aos biomateriais particulados

Em muitos trabalhos investigativos ha uma dificuldade em se estabelecer para-
metros mensurativos das reagoes teciduais frente aos biomateriais implantados.
Neste estudo propde-se dividir as analises da toxidade celular e tecidual do pro-
duto, a capacidade de irritabilidade dos tecidos e a capacidade indutiva e favore-
cedora de um reparo tecidual em dois distintos critérios:

19) Anélise das reacoes teciduais nas superficies diretas das particulas do bio-

material implantado e;

2?) Anélise das reacoes teciduais ao redor, no entorno, nos intermeios, na periferia
das particulas ou a distancia do produto.



Avaliar o que a formacao de granuloma do tipo corpo estranho ou tecido conjun-
tivo fibroso e/ou dsseo nas superficies das particulas podera indicar: os tecidos
aceitam passivamente o produto e sao ativados por ele, ou 0 organismo esta
indicando, com a presenca de granulomas do tipo corpo estranho, que o produto
esta exercendo um certo grau de irritabilidade tecidual.

Ao mesmo tempo, determinar se a neoformacao de tecido conjuntivo fibroso ou 6s-
seo ao redor ou na periferia da reacao tecidual da superficie indica que, pelo menos
a distancia, o material nao oferece irritabilidade. Caso o tecido de granulacao jovem
e imaturo nao evolua e persista neste grau incipiente de evolugdo, sem dar origem a

um tecido conjuntivo maduro ou 6sseo, pode indicar uma maior toxidade do material.

Assim, sugerimos que as analises ou avaliagbes da aceitacdo dos biomateriais
pelos tecidos seguissem os parametros estipulados em 5 escores crescentes,
partindo de uma maior irritabilidade e imaturidade reacional para uma recompo-
sicao tecidual mais préxima da normalidade.

A formacao de granuloma tipo corpo estranho representa um resultado inflamatério
indicativo de “agressividade” do material, sem resposta imunolégica. Uma reacao
inespecifica indicadora de agressao tecidual. Por isto, seu escore é 0 mais baixo, ou
seja, um (1). Se na superficie ou ao redor tem algum tecido de granulacao, pelo
menos € um indicador de evolugao para um reparo, ainda que seja as custas de
tecido conjuntivo fibroso jovem, mas que seria ideal em uma neoformacao 6ssea.

A neoformacéao 6ssea apenas ao redor do material, longe da superficie tam-
bém pode ser interessante; entretanto, na presenca do granuloma do tipo
corpo estranho, isto se perpetua e nao teremos retorno a normalidade a nao
ser que os macréfagos e as células gigantes multinucleadas inflamatérias
consigam fagocitar/reabsorver as particulas do material lenta e progressi-
vamente, deixando espaco para que um tecido de granulagao forme teci-
do conjuntivo fibroso, que evoluira para uma ossificacao, atingindo-se no
transcurso do tempo o padrao de Escore 5.
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CONSIDERACOES FINAIS

= Os critérios e parametros sugeridos para este estudo analisam e quantificam,
microscopicamente, o tipo de organizacao celular e tecidual na superficie e ao
redor das particulas de cada um dos trés materiais xendgenos particulados utili-
zados (Bio-0ss®, GenOx Inorg® e Bonefill®).

= Fsta quantificagdo mensura o grau de irritabilidade ou toxidade, aceitacao
ou biocompatibilidade dos materiais particulados implantados em cavidades
Osseas, atribuindo-lhes escores numeéricos progressivos em distintas fases do
reparo 0sseo, que auxiliam a estabelecer parametros comparativos de desem-
penho entre os materiais testados.

= Estes critérios poderao ser estendidos e aplicados na utilizacao de qualquer
outro tipo de material destinado ao enxerto ésseo onde, por meio de analise
microscopica, € permitido avaliar a formacao de tecido de granulagao e de
granulomas nas superficies das particulas e ao redor das mesmas, desde que
0 mesmo protocolo proposto de escores numéricos (de 1 a 5) neste experi-
mento seja utilizado.

= Neste estudo, o grupo experimental que utilizou o material particulado
xendgeno Bonefill apresentou maiores escores, apontando melhor desem-
penho osteogénico e de biocompatibilidade, do que os dois outros materiais
testados, Bio-0Oss e GenOx, tanto no que se refere as reacgoes celulares e te-
ciduais na superficie, quanto ao redor das particulas, em ambos os periodos
de avaliacao (30 e 60 dias).
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