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Chin VKL. Avaliagdo histologica da reparagdo 0Ossea induzida por 0sso bovino
desmineralizado, em defeitos bicorticais na mandibula de ratos, com ou sem
membranas de colageno célcicas [Dissertacdo de Mestrado]. S&o Paulo: Faculdade
de Odontologia da USP; 2004.

RESUMO

O emprego do osso desmineralizado (OD), sobretudo de origem bovina, tem sido
extensivamente avaliado em modelos experimentais; no entanto, ha duvidas se a
guantidade de proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP) seria suficiente para induzir a
reparacdo 6ssea. A associacdo com membranas, além de evitar o encapsulamento
das particulas de OD, também poderia prevenir a dissolucdo precoce das poucas
BMPs presentes no OD. O objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliacdo
histologica da reparagdo 0ssea induzida por OD em defeitos criados na mandibula
de ratos, e o efeito da utillizacdo de membranas reabsorviveis de colageno
impregnadas com sais de calcio. O estudo envolveu 25 ratos Wistar, nos quais
discos de OD foram utilizados no preenchimento de defeitos bicorticais na regido de
angulo de mandibula; no lado esquerdo, a face lingual e vestibular foi recoberta com
membranas. Os animais foram divididos em grupos de cinco individuos cada e,
entdo sacrificados depois de trés, 10, 20, 30 e 60 dias pds-operatérios. A andlise
histol6gica revelou que nos primeiros 20 dias, houve intensa proliferacdo 6ssea nas
duas extremidades, tanto na face vestibular quanto lingual, sendo provavel também
gue a proliferacdo tenha ocorrido em toda margem do defeito circular. No entanto,
aos 30 dias, houve uma inversao do quadro histopatologico: a resposta inflamatoria
até entdo moderada, cedeu lugar para um intenso infiltrado inflamatério envolvendo
o OD, com auséncia total da membrana, reduzindo a intensidade no grupo de 60
dias, que apresentou remanescentes de reagédo de corpo estranho em torno do OD,
sem ocorrer preenchimento do defeito por osso neoformado. Pelos resultados
observados, pode-se concluir que ha presenca de BMPs, responsavel pela grande
proliferacdo inicial, mas em quantidade insuficiente para conduzir areparacao total
do defeito 6sseo; a apresentacédo fisica em lamina do OD, a partir do qual os discos
foram preparados, parece ter dificultado a reabsorcdo da matriz dssea
remanescente, provocando uma reacao de corpo estranho. Por fim, a membrana de

colageno calcica teve pouco efeito na proliferacdo dssea, gerando infiltrado



inflamat6ério moderado ao seu redor.

Palavras-Chave: Regeneracdo Ossea; Transplante 6sseo — Reabilitacdo; Curativos
biol6gicos; Mandibula; Ratos



Chin VKL. Histological evaluation of bone healing induced by demineralized bovine
bone, in bicortical defects of rat mandibles, with or without calcic collagen
membranes [Dissertacdo de Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da
USP; 2004.

ABSTRACT

The use of demineralized bone (DB), in special from bovine source, has been
evaluated extensively in experimental models; however, doubts exist if there is
sufficient quantity of bone morphogenetic proteins (BMP) to induce the bone
repairing. The combination of membranes avoids the encapsulating of DB particles
and also it could prevent the early dissolution of the few BMPs present in the DB. The
aim of this study was to carry out a histological evaluation of the bone repairing
induced by DB on defects created in the rat mandibles, and the effect of using
resorbable collagen membranes impregnated with calcium salts. The study involves
25 Wistar rats, in which DB discs were employed to fill bicortical defects in the region
of mandibular angle; at the left side, membranes recovered the lingual and buccal
side. The animals were divided into groups of five individuals each one and then
killed after three, 10, 20, 30 and 60 postoperative days. Within first 20 days, the
histological analysis revealed intense bone proliferation in the two bone ends, buccal
as much lingual, and it is also probable the proliferation has occurred all around of
the circular margin defect. However, from 30 days, there was an inversion in the
histological findings: the inflammatory reaction until then moderate became an
intense inflammatory infiltrate that was involving the DB, with total absence of the
membrane, and then reducing the intensity at 60-days group, which presented
remnants of foreign body reaction enveloping the DB, without new bone filling of the
defect. From these results, it can conclude by the presence of BMPs, responsible by
the great initial bone proliferation; the physical form of DB in sheets, of which discs
were prepared, seemed to have prevented resorption of the remnant bone matrix and
raised foreign body reaction. Finally, the calcium-collagen membrane had ittle effect

in the bone proliferation, raising moderate inflammatory infiltrate around it.

Key-words: Bone regeneration; Bone transplantation — rehabilitation; Biological
dressings; Mandible; Rats
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1 INTRODUCAO

O emprego do osso desmineralizado (OD) remonta a Senn (1889) que utilizou
0sso bovino, tratado com &cido muriatico, para defeitos na calvaria de caes.
Contudo, durante mais de meio século apds esse procedimento, 0s poucos relatos
de sucessos e insucessos dividiram a opinido da literatura até que Urist (1965)
observou formacéo de osso apds implantar fragmentos de osso tratado com &cido
cloridrico no tecido muscular de ratos.

A partir desta prova do potencial osteogénico, o OD, sobretudo de origem
bovina e na forma liofilizada, tem sido extensivamente avaliado em modelos
experimentais e clinicos, podendo-se até afirmar que € um dos materiais mais
utilizados na reparacéo de defeitos 6sseos maxilo-mandibulares na dltima década.

Os fatores responséaveis por esse fendbmeno osteogénico foram identificados
como proteinas Osseas morfogenéticas (BMP) que, atualmente, constituem um
grupo composto da BMP-2 a BMP-8, algumas das quais estruturalmente
relacionadas a super-familia do fator de crescimento tumoral beta. No entanto,
poucas atuam na neoformacdo Ossea, e quanto mais alta a dose, maior € a
formacéo de osso e cartilagem (WOZNEY, 2002), o que vem lancando davidas se o
OD possuiria quantidade suficiente para induzir areparacéo 0ssea.

A forma quimica como 0 0sso é processado para obtencdo do material

desmineralizado pode acarretar reducdo substancial no potencial osteoindutivo do
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material (URIST; MIKULSKI, 1995; SAMPATH; REDDI, 1984). Além disso, estudos
mostram que ha uma faixa de tamanho em que as particulas apresentam a melhor
resposta reparadora (GLOWACKI; ALTOBELLI; MULLIKEN, 1981; SYFTESTAD;
URIST, 1979; ZHANG; POWERS; WOLFINBARGER, 1997).

A utlizacdo de membranas, além de evitar o encapsulamento das particulas
de OD, (MARDAS; KOSTOPOULOS; KARRING, 2002), também poderia prevenir a
dissolucdo precoce das poucas BMPs presentes no osso (CHESMEL et al., 1998;
SAITOH et al., 1994; SOLHEIM et al.,, 1992). No entanto, as membranas nao-
reabsorviveis, que s&o as rotineiramente utilizadas, exigem uma segunda
intervencado cirdrgica para a sua retirada, aumentando a morbidade. Neste contexto,
somente Lim, Lee e Yeo (2000) avaliaram membranas reabsorviveis de copolimero
de polilactato-glicolato e OD na reparacdo de defeitos na calvaria de ratos,
encontrando resultados superiores & nao-reabsorviveis.

A utilizacdo de um OD em lamina, que facilita sobremaneira a manipulacéo, e
das membranas reabsorviveis de colageno, ainda ndo foram avaliados em um
modelo de defeito com paredes apenas em tecido 6sseo. Portanto, o intuito deste
trabalho é avaliar a reparacdo Ossea induzida por OD em defeitos bicorticais na
mandibula de ratos, e o efeito da utlizacio de membranas de coldgeno

impregnadas com sais de calcio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Potencial osteogénico do osso desmineralizado

Urist (1965) observou osteogénese a partir de um fragmento Osseo
desmineralizado com acido cloridrico implantado no musculo reto abdominal de
diferentes animais. Essa “auto-inducao” em tecido ectdpico foi atribuida a histiécitos,
localizados nas criptas de reabsorcdo da matriz 6ssea, que produziriam agentes
guimiotrépicos de células do tecido conjuntivo perivascular, induzindo-as a
diferenciarem em células osteoprogenitoras.

Syftestad e Urist (1979) verificaram que a pulverizacdo da matriz 6ssea
reduzia a atividade osteogénica do OD. A implantacdo em ratos com OD homélogo
particulas menores que 44i m® de tamanho resultou apenas em inflamacéo cronica
do tecido conjuntivo, sem formacao de cartilagem ou osso. A formacéo de osso foi
mais freqilente com as particulas entre 44-75i m*, enquanto 0 aumento maximo no
peso de tecido calcificado, de 40%, foi encontrado nas particulas de 250i m*.

Mulliken e Glowacki (1980) implantaram osso homélogo fresco, homélogo
liofilizado e desmineralizado nos defeitos criados na calvaria de ratos. Reparagéo
O0ssea pobre foi observada nos defeitos preenchidos com osso liofilizado; naqueles

em foram utilizados osso homélogo fresco e OD, houve reparacdo rapida com
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formacéao de cartilagem e osso.

Glowacki, Altobelli e Mulliken (1981) compararam a reparacdo 0ssea induzida
por osso mineralizado e desmineralizado nos defeitos de cranianos de ratos.
Avaliacbes histomorfométricas mostraram que o0 0sso mineralizado fora
completamente reabsorvido sem gerar resposta 0ssea reparadora; com o OD houve
formacéo inicial de cartilagem, e as menores particulas de 0sso (<75i m) induziram a
maior neoformacéo de osso.

Sampath e Reddi (1983) encontraram que a atividade da matriz éssea bovina
foi muito fraca para induzir a formacdo de osso quando implantada no subcutaneo
de ratos, enquanto a matriz humana e a simia ndo geravam resposta. O extrato do
OD, com 4M de guanidina-acido cloridrico, também n&o mostrou atividade
osteogénica. Somente a reconstituicdo espécie-especifica, ou seja, OD misturado ao
respectivo extrato, implantado na mesma espécie animal, induzia formacéo de 0sso.
Levantaram assim, a hip6tese de que o0s componentes indutivos estivessem
presentes no extrato.

Sampath e Reddi (1984) investigaram a distribuicdo das BMPs na matriz
O0ssea mineralizada e desmineralizada. Por meio de extragdes sequenciais com 4M
de guanidina-acido cloridrico e &acido etilenodiaminotetracético, e analise com
eletroforese, encontraram que 25% das BMPs estavam ligadas a fase mineral
removida pelo &cido; 15% solubilizavam na extracdo com os acidos; e o restante
encontra-se associado amatriz de colageno. Os resultados revelaram que 40% das
BMPs poderiam ser extraidas antes e durante a desmineralizacao.

Aspenberg, Kalebo e Albrektsson (1988) encontraram pouca formacéo de
0sso0 apols implantarem camaras de titanio, contendo OD, no tecido muscular

proximo atibia de coelhos. Microradiografias revelaram que o volume de 0sso nas
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camaras experimentais foi 65% menor que nas camaras vazias, apresentando
também grande reabsorc¢ao do OD.

Resultados semelhantes ao estudo anterior foram novamente observados por
Aspenberg, Lohmander e Thorngren (1988), em macacos com OD preparado a partir
de suas fibulas e em ratos com OD homodlogo, quando implantado no tecido
muscular. Pela mensuragdo do conteudo de calcio, verificaram que ndo houve
captacao pelo OD autélogo em macacos, enquanto aumento de 20% foi encontrado
na matriz homéloga em ratos, colocando em duvida a func¢éo indutora do OD.

Mais uma vez, a influéncia da espécie na formacdo ectopica de osso foi
investigada por Aspenberg, Thorngren e Lohmander (1988) em ratos e coelhos. OD
de ambas as espécies foram implantados nesses animais e em ratos atimicos. Pela
mensuracao da captacdo de calcio, encontraram seu aumento nos ratos atimicos, no
OD autélogo implantado em ratos normais, e em menor propor¢cdo no OD de coelho
em ratos normais. Nos coelhos, o conteido de calcio do OD homélogo aumentou e
depois diminuiu, enquanto com o OD heterdlogo ndo houve captacéo.

Guglielmotti et al. (1990) implantaram OD homélogo em alvéolos de ratos
apos a extracdo dos molares inferiores, e compararam ao lado controle sem
preenchimento. Encontraram diferenca significativa no volume total de osso alveolar
que foi maior com o OD; entretanto, apenas o ter¢co apical apresentou expressiva
formacdo 6ssea.

Pela captacdo de célcio® e tecnécio®™™, De Bie et al. (1991) encontraram
reparacdo Ossea nos ratos, cujos defeitos de calvaria foram preenchidos com OD
homdlogo. Comparada aos controles, a captacdo dos elementos radioativos nos
defeitos experimentais foi significativamente maior, com pico de atividade na quinta

semana de estudo.
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Hollinger et al. (1991) compararam quatro derivados de osso homodlogo na
reparacdo de defeitos de calvaria em ratos. Encontraram que o OD apresentou a
maior radiopacidade e volume de osso neoformado. O osso homélogo, em que os
antigenos foram removidos, e a matriz éssea regeneradora, duas formas de OD,
apresentaram radiopacidade incompativel com o volume de osso formado.

Aspenberg, Wang e Thorngren (1992) implantaram OD homologo,
suplementado ou ndo com BMP, em tecido muscular de macacos. Observaram que
no OD com BMP, houve neoformacdo éssea, porém o volume foi bem menor que o
original implantado, sem haver diferencas nas doses de BMP empregadas. Por outro
lado, o OD sem a proteina estava envolvido por tecido fibroso e apresentava poucas
células dsseas.

Hagen et al. (1992) realizaram observacfes a longo-prazo da interface tecido
conjuntivo/OD implantado no tecido subcutédneo e nos defeitos cranianos de ratos.
No tecido mole, observaram que houve neoformacéo Ossea, inclusive com medula
0ssea, porém, toda a interface consistia de particulas de OD. No cranio, os defeitos
estavam reparados com tecido 6sseo acelular, sem apresentar estrutura lamelar, e
com poucos remanescentes de OD.

Isaksson e Alberius (1992) compararam a capacidade regeneradora do OD de
origem endocondral e intramembranoso. Em defeitos de calvaria de coelhos, além
de implantarem o OD, também utilizaram osso autdlogo na propor¢cao de um quarto
da area do defeito, além de deixarem alguns defeitos sem preenchimento.
Observaram que a melhor resposta foi obtida com o OD, independente da origem
embriologica, enquanto os defeitos controles apresentavam projecfes esparsas de
0SSO0 a partir das margens do defeito.

Lorente, Song e Donoff (1992) estudaram a reparacdo de defeitos 0sseos na
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mandibula de ratos irradiados, preenchidos ou ndo com OD, também irradiado ou
nao. O OD irradiado foi preparado a partir de ossos longos de ratos vivos irradiados.
Verificaram que o OD nao-irradiado promoveu mais de 50% de reparacdo 6ssea em
metade dos animais ndo-irradiados e em menor numero de animais irradiados.
Quando OD irradiado foi utilizado, a quantidade osso neoformado foi bem menor.

Pinholt et al. (1992) investigaram se 0sso ou dentina desmineralizados e 0sso
implantados sob peridésteo promoveriam aumento do rebordo alveolar em cabras. Os
resultados da analise histolégica revelaram que o material, em grande parte inerte,
encontrava-se separado do 0sso subjacente por tecido conjuntivo fibroso. Em alguns
locais, 0 0sso hospedeiro apresentava-se superficialmente reabsorvido quando uma
fina capsula conjuntiva envolvia as particulas de OD.

Solheim et al. (1992) testaram um composito de poliortoéster reabsorvivel
como veiculo para o OD na reparacao de defeitos da calvaria de ratos. A despeito
da neoformacado 0ssea, quando comparada aocorrida nos defeitos controles ou que
receberam apenas o compoésito, ter sido superior nos defeitos preenchidos com OD
associado ou ndo ao composito, este provocou uma leve inflamagdo com mondcitos
e algumas células gigantes que desapareceram com a reabsorcdo do material.

Em defeitos de calvaria de coelhos, Lindholm, Gao e Lindholm (1993)
estudaram o efeito de granulos de hidroxiapatita (HA) no potencial osteogénico do
0sso desmineralizado e as respostas doses-dependente. Os resultados mostraram
formacéo inicial de cartilagem e osso remodelado preenchendo quase totalmente o
defeito no final do periodo de estudo com as doses menores, 20-30mg, mas nao
com a dose de 40mg. Nos defeitos preenchidos com a mistura de OD e HA, houve
menor formagao de 0sso e grande quantidade de tecido fibroso.

Becker, Becker e Caffesse (1994) compararam o OD com o autélogo no
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preenchimento de alvéolos de dentes recém-extraidos de pacientes voluntarios.
Biopsias do osso revelaram a presenca de particulas desvitalizadas de OD, sem
evidéncia de formacdo de osso ou remodelamento, achados esses, opostos aos
observados com o 0sso autélogo.

Dupoirieux et al. (1994) implantaram OD, esterilizado em 6xido de etileno ou
autoclavado por 1h a 80°C, ou coral em defeitos circulares no osso nasal de ratos.
Nos defeitos preenchidos com OD esterilizado no gas, metade dos animais
apresentou regeneracdo 6ssea completa, enquanto a outra metade apenas exibiam
ossificacdo marginal; com o 0sso autoclavado ndo houve formacéo de osso, estando
os defeitos preenchidos com substancia amorfa; e com o coral, houve crescimento
0sseo a partir das margens, sem ocorrer completa substituicdo por 0sso.

Marden et al. (1994) compararam matriz 6ssea de colageno insoluvel
embebida com duas doses de BMP-2 recombinante humana — 2,2ig e 6,5ig — e
OD, em defeitos de calvaria de ratos. Avaliacbes de radiomorfometria e
histomorfometria formacdo de cartlagem e remineralizacdo com a BMP-2,
especialmente com a dose mais alta, sendo que ambas exibiram formagao de osso
mais expressiva em relacédo ao OD.

Saitoh et al. (1994) avaliaram a utilizacdo do &cido polilactato como veiculo
para particulas de 1-1,5mm? de OD homélogo, implantadas no tecido subcutaneo de
ratos. Observaram formacéo de cartilagem, substituida de forma gradual por 0sso e,
comparado aos controles com OD apenas, houve maior infiltrado inflamatério
principalmente torno do veiculo.

Becker et al. (1995) testaram o potencial osteogénico de quatro produtos
comerciais de OD no tecido muscular de ratos atimicos. A porcentagem de 0SSO

neoformado, que nao foi visivel radiograficamente, variou de 7,7% a 21,6%
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dispersas em ilhotas de matriz 6ssea e osteécitos. Em contrapartida, a porcentagem
de particulas desvitalizadas do OD variou de 78,4% a 92,5%.

A reconstrucdo 0ssea de defeitos congénitos no cranio de pacientes infantis
com OD foi relatada por Moss et al. (1995). Laminas de OD foram recortadas e
adaptadas para reparar o cranio de criancas com média de idade de 3,9 anos, a
maioria com problema de sinostose. Radiografias de acompanhamento mostraram
regularizacdo no contorno craniano, porém, estimaram que a substituicdo por 0sso
natural seria um processo lento.

Redondo et al. (1995) avaliaram os efeitos da adicdo de granulos de HA no
potencial osteogénico do OD. Defeitos no ramo ascendente de ratos foram
preenchidos com OD, dos quais no lado esquerdo, os granulos foram colocados
sobre a face lingual e vestibular. Verificaram que com a HA, o nimero de células
mesenquimais formadas foi significativamente menor, sugerindo inibicdo da
osteoconducao.

Salyer et al. (1995) testaram laminas perfuradas de OD homodlogo, de origem
endocondral ou intramembranosa, na reparacdo de defeitos cranianos de caes. Nos
defeitos sem preenchimento, ndo houve reparacdo 0ssea; em relacdo aos controles
preenchidos com osso homélogo, o OD apresentou maior volume de 0sso, contudo,
estatisticamente a area de osso vital foi menor e a porcentagem de particulas
desvitalizadas maior. N&o encontraram diferencas embrioldégicas no potencial
osteogénico do OD.

Shigeyama et al. (1995) analisaram a atividade biolégica de um OD comercial
e de outro preparado a partir de osso fresco. A analise quimica revelou entre outras
substancias, a presenca de BMP-2, 4 e 7 no 0sso comercial, no entanto, elas

estavam presentes em maior concentracdo no OD recém-preparado. Em culturas de
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células, todos os extratos promoveram a adesdo celular, mas ndo a migracdo das
células. Estes resultados sugerem que o OD comercial tem capacidade de
influenciar o comportamento celular in vivo, mas parte de sua atividade biolégica é
perdida durante o processamento do 0sso.

Urist e Mikulski (1995) observaram que a remocéo de lipideos da matriz
Ossea reduzia o potencial osteogénico. Implantados no tecido muscular de ratos,
100% do OD e 90% da matriz 0ssea gelatinizada induziram formacdo de 0sso
ectopico, com cortical e medular, enquanto somente 20-25% do OD ou da matriz
gelatinizada, isentos de lipideos, foram reabsorvidos e substituidos por 0Sso
neoformado.

Schwartz et al. (1996) investigaram a capacidade osteogénica dos ODs
disponiveis no mercado, implantados no tecido muscular e subcutaneo de ratos
atimicos. Encontraram diferencas no tempo de formacgéo 6ssea, ou mesmo auséncia
desta, e quanto ao tamanho da particula, ndo houve correlacdo com a capacidade
osteoindutiva, sugerindo grande variabilidade na eficacia e eficiéncia dos ODs
comercializados.

Zhang, Powers e Wolfinbarger Jr (1997) avaliaram a influéncia do tamanho
das particulas do OD humano e a idade dos doadores na osteoindutividade do
material. Implantadas no musculo dorsal de ratos atimicos, as particulas de 500-
710i m apresentaram a maior deposi¢ao de calcio, ainda que houvesse um grupo
implantado com particulas maiores (710-850i m), e a redugdo do tamanho da
particula determinou uma diminuicdo do conteudo inicial de calcio. Com relacdo a
idade do doador, a osteoindugéo do OD de género feminino entre 31 e 40 anos, e de
género masculino entre 41 e 50 anos foi significativamente maior que das outras

faixas etarias, sem haver diferencas entre os géneros.
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Buser et al. (1998) compararam o 0sso autélogo, esponja de colageno, OD
homoélogo, fosfato tricalcico e HA, no preenchimento de defeitos na mandibula de
porco em miniatura e recobertos com membrana de politetrafluoretileno. O o0sso
homologo apresentou o melhor desempenho, seguido do fosfato tricalcico, enquanto
o OD e a HA tiveram os resultados menos favoraveis, devido a presenca de
remanescentes do material e aossificacao irregular.

Chesmel et al. (1998) estudaram a influéncia da apresentacéo fisica do OD
humano e de rato na reparacdo 6ssea de defeitos craniano de ratos atimicos. As
particulas de OD de rato misturadas com glicerol, uma “massa” feita de fibras de OD
humano e glicerol, e laminas flexiveis de fibras de OD humano, contendo ou nao
glicerol, apresentaram quantidades similares de osso neoformado, maiores do que
aguelas obtidas nos defeitos preenchidos com osso autélogo. As particulas de OD
humano misturadas com glicerol tiveram desempenho inferior, porém melhor que os
defeitos preenchidos apenas com sangue.

Hosokawa et al. (1999) avaliaram a inducéo 6ssea do OD implantado sobre o
osso frontal de ratos, tendo como controle a HA. Clinicamente, verificaram reducgéo
de 80% do volume inicial, tornando-se ndo-detectavel no final do estudo. No entanto,
a analise histoldgica revelou osteogénese com o OD, enquanto uma densa malha de
tecido granulomatoso envolvia as particulas de HA, com pouca ou nenhuma
formacdo de osso.

Wang e Glimcher (1999) compararam o0 grau de osteogénese da matriz do
OD homodlogo com o bovino, ambos implantados em tecido subcutaneo e em
defeitos na calvaria de ratos. Observaram que o osso homélogo no sitio ectépico
formou inicialmente cartilagem e promoveu diferenciacdo de osteoblastos nos

defeitos 0sseos, evoluindo para formacdo de 0sso, porém, em maior quantidade na
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calvaria. Por outro lado, o 0sso bovino, apesar de ter induzido algumas células
cartilaginosas no tecido subcutaneo, foi totalmente reabsorvido, enquanto nos
defeitos 6sseos induziu formagéo de osso em grau muito menor que o homologo.

von Arx et al. (2001) observaram que a utlizacdo de membrana de
politetrafluoretileno preservou a largura e a altura do rebordo alveolar, apenas com o
0sso autélogo em defeitos na mandibula de cdes. Com OD e particulas de fosfato
tricalcico, a neoformacdo Ossea foi pobre e houve encapsulamento de grande parte
do material, com reducao da largura do rebordo e altura da crista.

Clokie et al. (2002) testaram sulfato de célcio, OD e cimentos de fosfato de
célcio na reparacao de defeitos cranianos em coelhos. Encontraram 87,1% de 0sso
neoformado envolvendo as particulas de OD, enquanto nos defeitos controles
(vazios) ou preenchidos pelos compostos de calcio, houve somente formacédo de
tecido fibroso, apesar de radiograficamente se apresentarem radiopacos.

Garcia e Albergaria-Barbosa (2002) analisaram a capacidade de regeneracao
do osso humano desmineralizado e liofilizado em defeitos de calvaria de coelhos.
Inicialmente, houve presenca de tecido conjuntivo com intensa reacdo inflamatéria
evoluindo para um discreto infiltrado, com osso neoformado envolvendo as
particulas de OD. Nos defeitos sem preenchimento, houve presenca de tecido
conjuntivo denso envolvendo ilhotas de osso neoformado préximo aos cotos 0sseos.

Fu et al. (2003) examinaram a osteogénese sob influéncia da ciclosporina-A
misturada ao 0sso humano desmineralizado em defeitos bicorticais da mandibula de
ratos. Por meio de microfotografias, a maior quantidade de osso neoformado foi
encontrada nos defeitos preenchidos com OD, misturado ou ndo a ciclosporina-A,
guando comparados aos defeitos preenchidos apenas com 6leo mineral contendo o

imunossupressor, com significativa reducdo de particulas residuais de OD no grupo
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da ciclosporina-A.

Mardas et al. (2003b) verificaram que a desnaturacdo protéica, ou seja, O
aquecimento do OD em 4&gua destilada entre 70°C a 90°C, diminuiu
significativamente o potencial osteogénico do material, quando implantado sob
capsulas apostas ao ramo mandibular de ratos. Enquanto o lado controle
apresentava um volume de 46,7% de preenchimento por osso neoformado, o lado
experimental mostrou apenas 19,1%.

Sanada et al. (2003) avaliaram a reacao tecidual aos blocos de 5x12mm de
OD bovino esponjoso acelular, implantado em tecido muscular de ratos.
Radiograficamente, ndo se observou mineralizacdo do OD e a analise histolégica
mostrou inicialmente um processo inflamatério agudo, caracterizado pela presenca
de neutrofilos, reabsorcdo do coagulo e angiogénese. Posteriormente, houve
reabsorcdo da matriz por células mononucleadas, com raras células gigantes e
substituicdo por tecido conjuntivo fibroso, com pequenos fragmentos de matriz
envoltos por tecido conjuntivo, sem haver osteogénese.

Blum et al. (2004) mediram os niveis de BMP-2, BMP-4, fator de crescimento
semelhante ainsulina 1 e fator de crescimento transformador alfa 1 presentes no OD
procedentes de dois bancos de ossos, e correlacionou-os com o0 potencial
osteogénico no musculo de ratos atimicos. Verificaram que os niveis de proteinas
foram variaveis, mas os de BMP-2 estavam fortemente correlacionados com a
formacdo de o0sso em sitio ectopico e aos niveis do fator de crescimento
transformador.

Moghadam et al. (2004) avaliaram a regeneracdo Ossea de defeitos na
calvaria de coelhos, preenchidos com gel de OD ou compostos inorganicos.

Verificaram que o OD foi superior e o acréscimo de hidréxido de calcio ndo melhorou
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a regeneracdo 0ssea. Com relacdo a aplicagcdo de forma isolada do hidroxido de
célcio e os dois cimentos de fosfato de célcio disponiveis comercialmente, os

resultados foram inferiores e similares ao controle sem preenchimento.

2.2 Papel das membranas

Kaban e Glowacki (1981) avaliaram a reparacdo 6ssea de defeitos na
mandibula de ratos com p6 de OD, com ou sem filtro Millipore®, fragmentos de osso
liofilizado e osso mineralizado. Avaliagbes histologicas e a andlise da captagédo de
célcio® revelaram que a formacéo de osso foi mais rapida e completa com o OD,
independente da utilizacdo da barreira; com os outros materiais, a formacao de osso
foi menor.

Kleinschmidt et al. (1993) avaliaram um sistema ‘multi-fasico’ de implantacao
de OD, em que discos de acido de polilactato-glicolato foram utilizados tal como
membranas na regeneracdo 0ssea guiada. Defeitos de calvaria de coelhos foram
preenchidos com OD e ou discos do polimero. Inicialmente, a formagédo de osso foi
guase duas vezes maior pelo sistema ‘multi-fasico’ em relacdo aimplantacdo de
apenas OD. Contudo, no final do periodo de estudo, ndo houve diferenca
significativa entre a utilizacdo do sistema, 0sso apenas ou discos do polimero
apenas, apresentando importantes diferencas no contorno externo.

Brugnami et al. (1996) trataram alvéolos de dentes recém-extraidos de
pacientes com OD homdélogo e aposicdo de membranas de politetrafluoretileno. A

analise histoldgica do osso removido para a colocacdo de implantes revelou que
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ainda havia remanescentes de particulas depois de um ano, incorporadas em tecido
ostedide e osso lamelar. A porcdo medular apresentava grau médio de fibrose, sem
sinais de reacao inflamatdria, tendo sido observado poucos osteoclastos.

Rossa et al. (1996) compararam a reacdo tecidual no tecido subcutaneo de
ratos apos implantacdo de membrana calcica biologica, de acido polilactato-glicolato
e O0ssea. Na avaliacdo histolégica, observou-se que as membranas foram envolvidas
por tecido de granulacdo, com moderado infiltrado inflamatério de células
neutrofilicas e eosinofilicas envolvendo a membrana célcica, sendo escasso com a
membrana polimérica e intenso com a membrana 6ssea. Células macrofagicas e
células gigantes tipo corpo estranho apresentaram-se em quantidade decrescente
para membrana calcica, polimérica e 6ssea. A membrana de acido polilactato-
gliocolato foi mais biodegradavel que a calcica, enquanto a 6ssea ndo mostrou
alteracdo na sua estrutura.

Rossa, Gomes e Nogueira (1997) descreveram a producdo e as
caracteristicas quimicas da membrana de colageno célcica. A membrana é
produzida pelas bactérias Saccharomyces cerevisiae, em meio de cultura contendo
sais de calcio, a 25°C, durante 10 dias. A membrana lembra uma folha de papel
transparente-esbranquicado, de superficie lisa e brilhante, e consisténcia rigida. Na
microscopia Optica, apresenta-se como um feixe eosinofilico, denso e acelular
constituido por fibras delicadas entrelacadas, com espessura de aproximadamente
120um. Pela analise quimica, a membrana apresenta grande quantidade de
colageno, € insolavel, e a técnica de absorcdo atbmica revela presenca de sais de
calcio, magnésio, sodio e potassio.

Landi (1998) relatou a utilizacdo de colunas de cortical éssea e de OD,

associado amembrana de politetrafluoretileno, para aumento do rebordo alveolar de
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um paciente antes da colocacdo de implantes. Biopsias do o0sso neoformado
revelaram tecido ostedide em processo de formacgéo lamelar, com poucos espacos
medulares, ao passo que as colunas de cortical Ossea apresentavam-se
desvitalizadas, mas em contato com o0 0sso alveolar neoformado.

Smukler, Landi e Setayesh (1999) realizaram um estudo piloto em pacientes
voluntarios para avaliar a reparacdo Ossea promovida pelo OD homdélogo e
membrana de politetrafluoretiieno, em alvéolos de dentes recém-extraidos e
rebordos alveolares reabsorvidos; nestes casos, colunas de OD foram utilizadas
para criar uma projecdo de 3mm de altura. Biopsias do o0sso neoformado ndo
revelaram sinais de inflamacéo ou encapsulamento do material. No entanto, quando
comparado ao dos sitios nao-preenchidos, o volume de osso trabecular formado nos
sitios experimentais foi semelhante, sugerindo um processo reparador por
osteoconducéo.

Herculiani et al. (2000) estudaram o processo reparador de defeitos 6sseos
na calvaria de cobaias, preenchidos com o0sso bovino desmineralizado e isolados
com membrana de cortical déssea bovina liofilizada. Nos defeitos controles,
preenchidos apenas com coagulo, ndo houve formacédo de osso, exibindo grande
guantidade de tecido conjuntivo; nos defeitos recobertos apenas com a membrana,
52% da é&rea da loja estavam preenchidos com osso neoformado, exibindo
significativa proliferacdo O0ssea nas margens; e, em relacdo aos defeitos tratados
com a associacdo dos materiais, 0 crescimento 0sseo a partir das margens foi
menor, mas o preenchimento atingiu 62%.

Lim, Lee e Yeo (2000) compararam a regeneracdo 0ssea dada pelo OD,
associado & membrana reabsorvivel ou ndo-reabsorvivel. Em calvaria de ratos,

observaram que os defeitos preenchidos apenas com o 0sso exibiram maior
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neoformacdo Ossea inicial, seguido pela associagcdo com membrana reabsorvivel,
em contrapartida, no final do experimento, houve inversdo entre esses dois grupos.
Com relacdo aos defeitos recobertos apenas com membrana, a nao-reabsorvivel
apresentou o segundo melhor resultado, enquanto o desempenho da reabsorvivel foi
similar aos defeitos sem preenchimento.

Mardas, Kostopoulos e Karring (2002) estudaram o impacto da reparagéo
o0ssea com OD e membranas de politetrafluoretiieno no crescimento sutural do
cranio de ratos. Observaram que os defeitos da calvéaria, realizados sobre as
suturas, tratados apenas com membranas ndo repararam tal como os controles sem
preenchimento. Naqueles em que somente OD foi utlizado, houve reparacéo
completa ou parcial com 0sso e tecido conjuntivo; ha associagdo com membranas, a
reparacdo foi completa. Quanto ao crescimento craniano, no sentido sagital nédo
houve alteragcdo, assim como no sentido lateral nos defeitos controles ou com
membranas; no entanto, nos defeitos com OD houve restricdo significante do
crescimento no sentido lateral.

Mardas et al. (2003a) investigaram se a formagdo Ossea pelo OD seria
aumentada com membranas porosas. Na regido de ramo em ratos, domos feitos
com membranas de politetrafluoretileno, porosos ou nao, foram preenchidos com
osso homodlogo liofilizado particulado. Verificaram que ndo houve diferenca
significativa no volume de osso formado, sugerindo que a participacdo de células
mesenquimais indiferenciadas do tecido mole adjacente era desnecessaria.

Mardas et al. (2003c) avaliaram a interacdo entre OD e o politetrafluoretileno
utilizado na regeneracdo 6ssea guiada. Capsulas de teflon contendo ou ndo o 0sso
foram apostas sobre o ramo da mandibula de ratos. Para ambos os grupos, ndo

houve diferenca estatisticamente significante na quantidade de osso neoformado,
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embora este fosse mais denso no grupo com OD.

Zubillaga et al. (2003) descreveram reducdo na altura e largura do 0sso
alveolar previamente aumentados com OD e membrana reabsorvivel composta de
acido polilactato-glicolato e carbonato de trimetiletiieno. Em pacientes submetidos a
extracdo dentaria, o0 OD e a membrana foram implantados para preservar 0 0SSO
alveolar ou aumentar até que houvesse 6mm de largura e 3mm de altura. A largura
do rebordo medido a partir de 3mm da crista revelou perda de 4,7-20% em ambos 0s
sitios; medida a 5mm da crista, os sitios aumentados apresentaram perda de 83,3-
92,3%, enquanto nos sitios preservados a perda foi de 12,9-18%. Com relacédo a
altura, os sitios aumentados perderam entre 93,5-100% e os preservadas mostraram
perda de 8,8-12%.

Stavropoulos et al. (2004) compararam a utilizacdo de uma membrana de
acido poliglicolato e carbonato de trimetiletiileno com a de coldgeno na reparacao de
defeitos criados no rebordo alveolar de cées reparados com OD homologo.
Observaram presenca de quantidade estatisticamente diferente de tecido mole sob
as membranas e de reparacdo Ossea, sendo o melhor resultado atribuido a

membrana polimérica.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reparacdo 0ssea induzida por discos de
0sso bovino desmineralizado e isento de lipideos, no preenchimento de defeitos
circulares bicorticais realizados na regido de angulo da mandibula de ratos,
investigando também o efeito das membranas de colageno calcicas no processo

reparador.
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4 MATERIAL E METODOS

Por envolver o uso de animais, antes do inicio do presente estudo, obteve-se
a aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, segundo Certificado do
Protocolo 143/2002, emitido em 23 de maio de 2002 (Anexo A), estando de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro

de Experimentacao Animal.

4.1 Material

25 (vinte e cinco) ratos fémeas da espécie Rattus novergicus albinus, linhagem
Wistar, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, com média de idade de dois meses e peso
aproximado de 120g;

benzilpenicilina benzatina 1.200.000UI — (Eurofarma);

brocas carbide esféricas cirargicas n° 8;

campos descartaveis de polipropileno;

cloridrato de cetamina (Dopalem — Agribands do Brasil);
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cloridrato de dihidroxitiazina (Rompum — Bayer);

fios de sutura 5-0 (Mononylon — Brasuture);

gazes estéreis;

instrumental cirdrgico;

laminas de barbear para tricotomia;

laminas de bisturi n° 15 (Paramount Surgimed);

luvas cirargicas estéreis (Madeitex; Sensitex — Mucambo);

luvas de procedimento (Supermax — Embramac);

mascaras (Descarpack);

membranas de colageno célcicas ;

motor de baixa rotacdo (Bethil — Equipamentos Odontoldgicos);
polivilnilpirrolidona-iodo;

laminas de osso bovino de tenra idade, isento de toda por¢&o mineral e lipidica’;
seringas estéreis descartaveis de 1ml com agulha (Plastipak — Becton Dickinson);
soro fisiologico (cloreto de sodio 0,9% — Aster Produtos Médicos Ltda);

toucas.

" material doado pelo Professor Doutor Romualdo Rossa (n memorian), Disciplina de Prétese Buco-
Maxilo-Facial, Departamento de Cirurgia, Prétese e Traumatologia Maxilo-Faciais, FOUSP.
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42 Métodos

4.2.1 manuseio inicial dos animais

Como o local de procedéncia era diferente do local de estudo, houve a
necessidade de um periodo de adaptacdo de pelo menos 15 dias antes que a etapa
cirirgica fosse realizada. Assim, os animais permaneceram do dia 11 de julho de
2002, data de entrada, a 5 de agosto de 2002, ro Laboratorio Experimental do
Departamento de Cirurgia, Prétese e Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, onde o experimento foi
conduzido posteriormente.

Durante o periodo de adaptacdo e o periodo poOs-operatdrio, 0s animais
receberam racdo para roedores (Purina) e agua ad libitum. As condi¢cdes do
Laboratério Experimental seguiram as normas propostas pelo Comité Brasileiro de

Experimentacdo Animal.

4.2.2 preparo do OD e da membrana de colageno calcica

O OD e a membrana foram preparados concomitante ao preparo pré-
operatorio dos animais.

A apresentacao fisica em laminas de 2mm de espessura exigiu que 0 0SSO
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fosse recortado em circulos de aproximadamente 2,5mm de diametro por 1mm de
espessura.

A membrana de colageno calcica também foi recortada de forma circular,
porém com diametro de aproximadamente 5mm, a fim de que recobrisse o defeito
circular com margem de sobra.

Ambos os materiais foram mantidos em soro fisiolégico até o momento do

uso.

4.2.3 preparo pré-operatorio dos animais

Os animais, pesados previamente, foram imobilizados manualmente,
enquanto se injetava a dose correspondente de cloridrato de cetamina a 0,8ml/kg e
de cloridrato de dihidroxitiazina a 0,1ml/kg, por via intraperitoneal, apds anti-sepsia
com polivinilpirrolidona-iodo da regiao ventral.

Com a manifestacdo do efeito anestésico, a regido ventral submandibular

recebeu tricotomia e anti-sepsia.

4.2.4 procedimento cirdrgico

O acesso cirurgico foi iniciado por uma incisao retilinea com bisturi ao longo

da borda inferior do corpo da mandibula; com tesoura de ponta, a divulsdo foi
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realizada para separar a derme, do tecido muscular subjacente.

Uma outra incisdo foi realizada sobre o madsculo masseter, apoiando a ponta
da lamina em tecido 6sseo do corpo da mandibula. A divulsdo com espatula de
Freer ocorreu em ambos os lados, vestibular e lingual, a fim de expor o osso do
angulo da mandibula, destacando-se o periosteo.

O campo cirargico foi mantido com afastadores de Sean, enquanto a loja
cirdrgica de 3mm de diametro (Figura 4.1) era criada com broca esférica, montada

em peca de mao de motor de baixa rotacao, sob irrigacdo com soro fisiolégico.

Figura 4.1 — Defeito  bicortical no &angulo da
mandibula

Ambos os lados receberam o fragmento circular de OD, porém o lado direito
recebeu, adicionalmente, as membranas recobrindo o defeito por lingual e vestibular,

excluindo assim o leito cirargico do contato do tecido mole. Devido anatureza semi-
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rigida da membrana de colageno célcica, esta se adaptou asuperficie relativamente
plana da regido de angulo e ramo da mandibula, tornando desnecessario qualquer
tipo de fixacdo da mesma.

Apds a colocacdo dos materiais, a massa muscular foi reposicionada e
realizou-se somente a sutura do plano epidérmico. Logo ap6s o término do
procedimento, foi aplicada uma dose de 16.000Ul de antibiético no musculo femoral

de cada animal.

4.2.5 periodos de estudo

Para avaliagdo das etapas da regeneracdo 0Ossea, os periodos adotados
neste estudo seguiram a cronologia estabelecida por Santiago (1999), excetuando o
os grupos de 90 e 120 dias. Assim, os periodos estudados foram de trés, 10, 20, 30

e 60 dias pGs-operatorios.

4.2.6 historico pos-cirargico

A pesquisa transcorreu sem ocorréncia de infeccdo, morte de animais ou
gualquer outro incidente. Na tabela a seguir, sdo descritos 0S grupos e suas

respectivas datas de cirurgia e sacrificio.
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Tabela 4.1 — Grupos estabelecidos para estudo e as datas da cirurgia e sacrificio

Grupo Cirurgia Sacrificio

3 dias 14 ago 2002 17 ago 2002
10 dias 07 ago 2002 17 ago 2002
20 dias 06 set 2002 26 set 2002
30 dias 06 ago 2002 05 set 2002
60 dias 08 ago 2002 07 out 2002

Os animais foram sacrificados com uma dose letal de anestésico e as

mandibulas imediatamente removidas.

4.2.6 preparo para o0 processamento histolégico

As mandibulas foram removidas inicialmente por divulsdo da epiderme e das
insercbes musculares e, finalmente por desarticulacdo do 0sso, preservando-se a
massa muscular em torno da regido do angulo. As pecas foram imersas em formol a
10% para fixacdo, onde permaneceram no minimo sete dias. A seguir, foram
descalcificadas em é&cido férmico a 20% durante exatamente uma semana e entdo
lavadas em agua corrente por um dia, para remocéo dos residuos acidos. Apos a
descalcificacdo, as mandibulas foram entdo seccionadas ao meio, em lado direito e
esquerdo, e incluidas em parafina.

Os cortes histolégicos foram obtidos a 7i m de espessura, em plano dorsal, no
sentido latero-lateral, iniciando de posterior para anterior, e corados com

hematoxilina e eosina para microscopia Optica de luz.
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5 RESULTADOS

5.1 Grupo de 3 dias

5.1.1 lado esquerdo (Figura 5.1)

Ha exsudato inflamatério, predominantemente de células inflamatérias
mononucleares e neutrofilicas suportadas em uma rede de fibrina. Em uma das
extremidades dos cotos 6sseos estd presente neoformacdo déssea com atividade
osteoblastica e osteoclastica. A observacdo do espécime como um todo mostra um
qguadro inflamatério crénico e agudo moderado, envolvendo o OD e os fragmentos
0sseos remanescentes, estendendo-se e infiltrando-se no tecido muscular

adjacente, com presenca de focos de neoformacéo 0ssea.

5.1.2 lado direito (FIG 5.1)

Ha presenca de processo inflamatério agudo, com intenso infiltrado
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neutrofilico e marcante exsudagdo envolvendo o OD e o0s cotos 0sseos

remanescentes. E possivel observar neoformacdo 6ssea no 0sso remanescente.

Figura5.1 — Grupo de 3 dias, superior e inferior, respectivamente, lado
esquerdo e direito. OD, osso desmineralizado; MC, membrana
célcica; MD, mandibula (aumento de 2,5x)
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5.2 Grupo de 10 dias

5.2.1 lado esquerdo (Figura 5.2)

Os espécimes mostram evolucdo e maturacdo da resposta inflamatoria, com
aparecimento de tecido conjuntivo fibroso bastante celularizado e discreto infiltrado
inflamatdrio predominantemente mononuclear, esparso pelo todo.

O quadro histologico € dominado por neoformacédo 6ssea, presente nas duas
extremidades do defeito 6sseo e ao redor do OD, subjacente e internamente a
membrana colocada. O tecido 0sseo neoformado é constituido de trabéculas
irregulares que se interconectam e aderem ao 0Sso remanescente, dispondo-se ao

redor do OD.

5.2.2 lado direito (Figura 5.2)

A resposta inflamatoria presente € do tipo crbnico fibroso, com pequeno
namero de células inflamatérias mononucleares envolvendo o OD e as extremidades
dos fragmentos 0sseos remanescentes. Neoformacdo é6ssea se faz presente ao

redor dos cotos dsseos e focalmente em contacto com o OD.



Figura 5.2 —

Grupo de 10 dias, superior e inferior, respectivamente, lado
esquerdo e direito. OD, osso desmineralizado; ON, 0sso
neoformado; MD, mandibula (aumento de 2,5x)

43
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5.3 Grupo 20 dias

5.3.1 lado esquerdo (Figura 5.3)

O quadro histolégico do espécime examinado mostra quadro reparador com
maturacdo discreta do tecido conjuntivo e presenca de abscessos isolados
envolvendo a membrana, de ambos os lados. A resposta 6ssea assemelha-se a

observada no grupo de 10 dias, porém com maior evolucdo quantitativa.

5.3.2 lado direito (Figura 5.3)

A resposta inflamatéria assemelha-se a do grupo com membrana, mostrando
fibrose e infiltrado inflamatorio difuso discreto. Neoformacao 6ssea esta presente em

especial junto aos cotos 0sseos.



Figura 5.3 — Grupo de 20 dias, superior e inferior, respectivamente, lado
esquerdo e direito. MC, membrana célcica; OD, o0sso
desmineralizado; ON, osso neoformado (aumento de 2,5x)

45
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5.4 Grupo 30 dias

5.4.1 lado esquerdo (Figura 5.4)

Nesse tempo experimental ndo € mais patente a presenca da membrana. A
resposta inflamatoéria persiste com fibrose por vezes discreta e esparsas células
inflamatorias envolvendo em especial o OD. Area focal de reacéo de corpo estranho

€ observada. Os dois fragmentos 0sseos exibem neoformacao éssea.

5.4.2 lado direito (Figura 5.4)

O OD presente entre os dois cotos 0sseos aparece envolto por fibrose e ha

intenso infiltrado inflamatdrio mononuclear.



Figura5.4 — Grupo de 30 dias, superior e inferior, respectivamente, lado
esquerdo e direito. OD, osso desmineralizado; ON, 0sso
neoformado; Il, infiltrado inflamatério (aumento de 2,5x)

a7
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5.5 Grupo de 60 dias

5.5.1 lado esquerdo (Figura 5.5)

A membrana ndo mais € identificada no espécime e area de formacao de
corpo estranho pode ser observada. A resposta inflamatéria € varidvel entre os
espécimes examinados, com células inflamatérias mononucleares presentes. Os

dois cotos 6sseos nao exibem continuidade, ndo sendo mais distinto o OD.

5.5.2 lado direito (Figura 5.5)

O quadro histolégico assemelha-se ao observado no grupo de 30 dias,

exibindo uma menor intensidade da resposta inflamatoria.



Figura 5.5 — Grupo de 60 dias, superior e inferior, respectivamente, lado
esquerdo e direito. CO, coto 6sseo; MD, mandibula; II,
infiltrado inflamatdrio (aumento de 2,5x)

49
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6 DISCUSSAO

Quando Urist, em 1965, descreveu que o0 0sso desmineralizado de forma
adequada poderia induzir a neoformagdo de osso quando implantando em sitio
ectopico, criou-se um vasto campo de pesquisa sobre o tratamento quimico ideal
gque preservasse ao maximo as BMPs no 0sso. Mesmo 0s dois processos basicos
utilizados para a obtencdo do material, a desmineralizacéo e a remoc¢ao de gorduras,
podem reduzir de forma significante o conteddo dos fatores de crescimento
presentes no 0sso fresco.

Cerca de 40% da atividade osteoindutiva esta associada afase mineral do
0sso removida pelos &cidos, e os outros 60% permanecem ligada a matriz de
coldgeno (SAMPATH; REDDI, 1984). No entanto, o extrato da desmineralizacdo em
si ndo induz a formacao de 0sso e, quando misturada a sua matriz 6ssea, aumenta a
capacidade osteoindutora desta (SAMPATH; REDDI, 1983).

Sobre a remocéo de gorduras, etapa para a remoc¢ao da medula 6ssea e de
restos celulares, hd um decréscimo da atividade osteogénica, pois os lipideos estédo
associados a proteinas nao-colagenosas responsaveis pela recalcificacdo da matriz,
fase posterior ainducédo pelas BMPs (HOLLINGER et al., 1991; URIST; MIKULSKI,
1995).

Outros processos fisicos que tém sido utilizados para a esterilizacdo do OD,

também reduzem ou anulam a capacidade osteoindutora do mesmo, pela
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denaturacdo das BMPs e do colageno, como a irradiagcdo (LORENTE et al., 1992) e
a autoclavagem ou fervura (DUPOIRIEUX et al., 1994; MARDAS et al., 2003b). Por
outro lado, o 6xido de etileno ndo parece ter efeito deletério sobre os fatores de
crescimento e a matriz (DUPOIRIEUX et al., 1994).

O presente estudo utilizou um OD preparado segundo o protocolo
convencional de desmineralizacdo seguida pela remocdo de gorduras. Ao contrario
dos produtos comercialmente disponiveis, 0 OD nao foi particulado e nem liofilizado,
apresentando-se na forma de uma lamina flexivel e imersa em uma solugdo de
doxiciclina para sua esterilizacao.

Isto dispensa o uso de veiculos para a compactacdo das particulas de OD
nos defeitos 6sseos, pois a HA e o fosfato tricalcico, comumente utilizados para
ganhar volume ésseo, promovem encapsulamento do material implantado e inibicao
do efeito osteoindutivo das BMPs (von ARX et al., 2001; BUSER et al.,, 1998;
LINDHOLM; GAO; LINDHOLM, 1993; REDONDO et al, 1995). Com relacdo aos
poliméricos, em especial o acido polilactato-glicolato e o poliortoéster, ha uma
reacdo inflamatoéria caracterizada por infiltragdo de macrofagos e células gigantes
multinucleadas até a sua completa reabsorcdo (ROSSA et al., 1996; SAITOH et al.,
1994; SOLHEIM et al., 1992).

A andlise histolégica dos espécimes deste trabalho revelou que nos primeiros
20 dias, houve intensa proliferacdo Ossea nas duas extremidades, mais
precisamente na face vestibular e lingual do angulo da mandibula. Apesar dos cortes
terem sido no sentido latero-lateral, de posterior para anterior, € muito provavel que
a proliferacao também tenha ocorrido em toda margem do defeito circular.

Aos 30 dias, hd uma inversdo do quadro histopatologico: a resposta

inflamatoria até entdo moderada, cede lugar para um intenso infiltrado inflamatorio
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envolvendo a membrana, com auséncia total da membrana, reduzindo a intensidade
no grupo de 60 dias, que apresenta apenas remanescentes de reacdo de corpo
estranho em torno do OD, sem ocorrer preenchimento do defeito por 0sso
neoformado.

A principio, a intensa proliferacdo que ocorre nas margens do defeito pode ser
atribuida aresposta proliferativa dos préprios cotos 6sseos e também ainducdo da
matriz 0ssea, como mostra a Figura 5.2, em que ha osso neoformado junto a
superficie do OD, mas ndo contiguo a margem do defeito. Esta grande atividade
osteogénica esta em acordo com outros trabalhos que relatam uma extensiva
deposicdo de tecido ostedide (CLOKIE et al., 2002; GUGLIELMOTTI et al., 1990;
HERCULIANI et al., 2000; HOLLINGER et al., 1991; ISAKSSON; ALBERIUS, 1992;
KLEINSCHMIDT et al.,, 1993; SALYER et al., 1995; SYFTESTAD; URIST, 1979).
Contudo, ndo foi observada a formagcdo de cartilagem, encontrada em outros
estudos (GLOWACKI; ALTOBELLI; MULLIKEN, 1981; HAGEN et al., 1992; KABAN,;
GLOWACKI, 1981; MULLIKEN; GLOWASCKI, 1980; SAITOH et al., 1994; SOLHEIM
et al., 1992), o que pode ser atribuido ao processo de obtencdo do OD (SCHWARTZ
etal., 1996; SHIGEYAMA et al., 1995).

A mudanca no decurso da reparacdo Ossea total se deve aintensificacdo da
resposta inflamatoéria gerada talvez pelo tamanho da matriz 6ssea remanescente.
Uma vez consumidas as BMPs, o tecido ostedide deveria ter sido auto-suficiente
para formar mais osso e preencher o defeito. No entanto, a presenc¢a da matriz pode
ter funcionado como um obstaculo mecéanico e imunogénico. Nao ha um consenso
guanto ao tamanho ideal das particulas de OD, mas as dimens@es variam entre 44-
810im (CHESMEL et al, 1998, GLOWACKI; ALTOBELLI; MULLIKEN, 1981,

GUGLIELMOTTI et al., 1990; SCHWARTZ et al., 1996; SYFTESTAD; URIST, 1979;
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ZHANG; POWERS; WOLFINBARGER Jr, 1997).

A forma laminar aqui utilizada ndo deve ser no todo descartada, pois é
fundamental nos grandes defeitos por questbes praticas, podendo fincionar como
material osteocondutor em um processo bastante lento de substituicdo por 0sso
natural (CHESMEL et al., 1998; LANDI, 1998; MOSS et al., 1995; SALYER et al.,
1995; SANADA et al., 2003).

Contudo, outros estudos também ndo encontraram capacidade osteoindutiva
continuada do OD, mesmo na forma particulada (ASPENBERG; KALEBO;
ALBREKTSSON, 1988; BECKER et al.,, 1995; PINHOLT et al.,, 1992). Entre as
principais explicacdes, em especial ligadas ao doador, estdo a espécie, por causa
relacdo espécie-especifica da atividade osteoindutora das BMPs, e a presenca dos
antigenos heterélogos.

A atividade das BMPs atinge o pico quando elas sédo implantadas em matriz
0ssea e hospedeiro homélogos, no qual o rato é o animal mais responsivo a esses
fatores, independente de sua origem (SAMPATH; REDDI, 1983; ASPENBERG;
THORNGREN; LOHMANDER, 1988; ASPENBERG; WANG; THORNGREN, 1992;
De BIE et al., 1991; WANG; GLIMCHER, 1999). Em animais maiores, mesmo a
implantacdo de OD aut6logo, a resposta indutora é muito baixa (ASPENBERG;
LOHMANDER; THORNGREN, 1988; ASPENBERG; THORNGREN; LOHMANDER,
1988). Isto conduz aquestdo imunogénica: se por um lado o processo de remocao
das gorduras e, consequentemente, dos antigenos presentes na membrana lipidica
celular, reduz a atividade osteoindutora, por outro, a adicdo de imunossupressor a
matriz aumenta 40-50% de osso neoformado nas primeiras semanas (FU et al.,
2003).

Neste estudo, particulas residuais de OD envolvidas em reacdo de corpo
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estranho foram observadas em alguns espécimes, enquanto em outros foram
totalmente reabsorvidas. Eventualmente, o processo inflamatorio pode parar e as
particulas permanecerem inclusas no tecido ostedide; apesar da remodelacao, parte
do osso neoformado ndo exibira uma estrutura lamelar, caracteristica do 0sso
maduro, o que significa um processo de reparacdo 0ssea e ndo de regeneracao,
com perda de volume a longo-prazo (BECKER et al.,, 1995; BECKER; BECKER,;
CAFFESSE, 1994; BRUGNAMI et al.,, 1996; BUSER et al, 1998; GARCIA;
ALBERGARIA-BARBOSA, 2002; HAGEN et al., 1992; HERCULIANI et al., 2000;
HOSOKAWA et al., 1999; LANDI, 1998; SALYER et al., 1995; SMUKLER; LANDI,
SETAYESH, 1999; ZUBILLAGA et al., 2003).

O OD possui niveis de BMPs correlacionados com o potencial osteogénico,
sem haver diferenca entre origem endocondral ou intramembranosa (BLUM et al.,
2004; SALYER et al., 1995), e a adicao de BMPs apresenta diferenca significante na
quantidade de osso neoformado (ASPENBERG; WANG; THORNGREN, 1992;
MARDEN et al., 1994). O acréscimo de outros materiais osteocondutivos, a exemplo
da hidroxiapatita e do fosfato tricalcico, parece inibir a capacidade osteoindutiva dos
fatores de crescimento, e portanto, tais associacfes ndo devem ser empregadas
(MOGHADAM et al., 2004).

Por outro lado, existem divergéncias na associacdo de membranas e OD. H&
relatos de que o volume de osso neoformado ndo é aumentado pela utilizacdo de
membranas nado-reabsorviveis (MARDAS et al., 2003c; MARDAS; KOSTOPOULOS;
KARRING, 2002; SMUKLER; LANDI; SETAYESH, 1999), independente de
possuirem poros ou ndo que permitam a migracdo de células mesenquimais,
necessarias para a osteogénese, do tecido mole adjacente (KABAN; GLOWACKI,

1981; MARDAS et al., 2003a).



55

Por serem menos rigidas, as membranas reabsorviveis ndo prescindem de
meios para sua fixacao, pois se moldam as superficies onde sdo apostas, desde que
sejam relativamente planas. Isto poderia sugerir a existéncia de micro-
movimentacoes e resultar em maior formacgéo de tecido conjuntivo do que aposicao
de osso sob a membrana. No entanto, ha indicios de que estas micro-
movimentacfes sejam benéficas para preservar osso em altura ou largura: o
processo inflamatério inicial conduz a expansdo de tecido sob a membrana e
posteriormente, maior neoformacéo 0ssea (ZUBILLAGA et al., 2003).

Lim, Lee e Yeo (2000) observaram claramente que a partir da 52 semana de
manutencdo de uma membrana de Milipore, houve diminuicdo da osteogénese
centripeta, ao contrario do ocorrido com membranas que reabsorveram a medida
gue a formacdo Ossea iniciou; por outro lado, isto poderia significar uma reducao
caracteristica do processo, uma vez que a 58 semana corresponde ao pico de
captacao de calcio (De BIE et al., 1991). Contudo, os poucos trabalhos que avaliam
membranas reabsorviveis, descrevem o emprego de compostos poliméricos que
determinam reacdo inflamatoria de natureza semelhante aencontrada neste estudo
com as membranas de colageno calcicas (LIM; LEE; YEO, 2000; ROSSA et al.,
1996; ROSSA; GOMES; NOGUEIRA, 1997; STAVROPOULOS et al., 2004), ou de
cortical 6ssea, com longo-periodo de reabsor¢cdo (HERCULIANI et al., 2000). A
incorporacdo de sais de célcio e de outros metais na membrana de colageno,
produzida naturalmente e utilizada neste estudo, aumenta sua rigidez, evitando
assim o colapso precoce de forma.

As membranas tém seu mérito ao evitar o encapsulamento do OD ou
gualquer outro material que fosse implantado, além de promover maior lisura

superficial (KLEINSCHMIDT et al., 1993), favorecendo uma futura reabilitacdo
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protética.

Por fim, deve ser ressaltado que diferencas no processamento do 0SSO
devem ser consideradas na quantidade final de BMPs. E provavel que neste estudo,
a remocao das gorduras e de proteinas a elas associadas e o tamanho da particula
tenham contribuido negativamente para a eficacia do OD, hipOteses essas que

deverao ser melhor investigadas posteriormente.
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7 CONCLUSOES

Pela grande proliferacdo éssea observada nas primeiras semanas, seguida
por reacdo inflamatéria até a reabsorcdo total do osso desmineralizado e da
membrana de colageno caélcica, pode-se concluir que existem proteinas Osseas
morfogenéticas no o0sso desmineralizado, mas em quantidade insuficiente para
conduzir areparacéo total do defeito 6sseo. Além disso, 0 0osso desmineralizado na
forma laminar parece ter dificultado a reabsorcédo da matriz 6ssea, provocando uma
reacdo de corpo estranho. Por fim, a membrana de coldgeno célcica teve pouco

efeito na proliferacdo 6ssea, gerando infiltrado inflamatério moderado ao seu redor.



58

REFERENCIAS?

Aspenberg P, Kalebo P, Alberktsson T. Rapid bone healing delayed by bone matrix
implantation. Int J Oral Maxillofac Implants 1988;3(2):123-7.

Aspenberg P, Lohmander LS, Thorngren KG. Failure of bone induction by bone
matrix in adult monkeys. J Bone Joint Surg Br 1988;70(4):625-7.

Aspenberg P, Thorngren KG, Lohmander LS. Rabbit bone matrix induces bone
formation in the athymic rat. Acta Orthop Scand 1988;59(3):276-8.

Aspenberg P, Wang E, Thorngren KG. Bone morphogenetic protein induces bone in
the squirrel monkey, but bone matrix does not. Acta Orthop Scand 1992;63(6):619-
22.

Becker W, Becker BE, Caffesse R. A comparison of demineralized freeze-dried bone
and autologous bone to induce bone formation in human extraction sockets. J
Periodontol 1994;65(12):1128-33.

Becker W, Urist MR, Tucker LM, Becker BE, Ochsenbein C. Human demineralized
freeze-dried bone: inadequate induced bone formation in athymic mice: a preliminary
report. J Periodontol 1995;66(9):822-8.

Blum B, Moseley J, Miller L, Richelsoph K, Haggard W. Measurement of bone
morphogenetic proteins and other growth factors in demineralized bone matrix.
Orthopedics 2004;27(1 Suppl):s161-5.

Brugnami F, Then PR, Moroi H, Leone CW. Histologic evaluation of human extraction
sockets treated with demineralized freeze-dried bone allograft (DFDBA) and cell
occlusive membrane. J Periodontol 1996;67(8):821-5.

! De acordo com Estilo Vancouver. Abreviatura de periodicos segundo base de dados MEDLINE.



59

Buser D, Hoffmann B, Bernard JP, Lussi A, Mettler D, Schenk RK. Evaluation of
filling materials in membrane — protected bone defects: a comparative
histomorphometric study in the mandible of miniature pigs. Clin Oral Implants Res
1998;9(3):137-50.

Chesmel KD, Branger J, Wertheim H, Scarborough N. Healing response to various
forms of human demineralized bone matrix in athymic rat cranial defects. J Oral
Maxillofac Surg 1998;56(7):857-63.

Clokie CM, Moghadam H, Jackson MT, Sandor GK. Closure of critical sized defects
with allogenic and alloplastic bone substitutes. J Craniofac Surg 2002;13(1):111-21.

De Bie AC, Thierens H, Dermaut LR, De Ridder L. The healing of cranial defects by
demineralized osseous implants: a radiographic, histological and radioisotope-uptake
study in rats. J Biol Buccale 1991;19(3):211-20.

Dupoirieux L, Costes V, Jammet P, Souyris F. Experimental study on demineralized
bone matrix (DBM) and coral as bone graft substitutes in maxillofacial surgery. Int J
Oral Maxillofac Surg 1994;23(6 Pt 2):395-8.

Fu E, Tseng YC, Shen EC, Hsieh YD, Chiang CY. Effects of low-dose cyclosporin on
osteogenesis of human demineralized bone grafts in a surgically created mandibular
defect in rats. J Periodontol 2003;74(8):1136-42.

Garcia RR, Albergaria-Barbosa JR. Capacidade de regeneragédo de um enxerto
0sseo humano desmineralizado e liofilizado (Dembone) em calvaria de coelhos:
analise histologica. Rev ABO Nac 2002;10(1):18-22.

Glowacki J, Altobelli D, Mulliken JB. Fate of mineralized and demineralized osseous
implants in cranial defects. Calcif Tissue Int 1981;33(1):71-6.

Guglielmotti MB, Alonso C, Itoiz ME, Cabrini RL. Increased osteogenesis in alveolar
wound healing elicited by demineralized bone powder. J Oral Maxillofac Surg
1990;48(5):487-90.

Hagen JW, Semmelink JM, Klein CP, Prahl-Andersen B, Burger EH. Bone induction
by demineralized bone particles: long-term observations of the implant-connective
tissue interface. J Biomed Mater Res 1992;26(7):897-913.



60

Herculiani PP, Cestari TM, Taga EM, Taga R. Tratamento de defeito 6sseo perene
em calvéria de cobaia com membrana de cortical 6ssea bovina liofilizada associada
ou nao a enxerto 6sseo bovino desmineralizado. Rev Bras Implant 2000;6(2):7-14.

Hollinger JO, Mark DE, Goco P, Quigley N, Desverreaux RW, Bach DE. A
comparison of four particulate bone derivatives. Clin Orthop 1991;(267):255-63.

Hosokawa R, Kubo T, Wadamoto M, Sato Y, Kimoto T. Direct bone induction in the
subperiosteal space of rat calvaria with demineralized bone allografts. J Oral
Implantol 1999;25(1):30-4.

Isaksson S, Alberius P. Comparison of regenerative capacity elicited by
demineralized bone matrix of different embryonic origins. J Craniomaxillofac Surg
1992;20(2):73-80.

Kaban LB, Glowacki J. Induced osteogenesis in the repair of experimental
mandibular defects in rats. J Dent Res 1981;60(7):1356-64.

Kleinschmidt JC, Marden LJ, Kent D, Quigley N, Hollinger JO. A multiphase system
bone implant for regenerating the calvaria. Plast Reconstr Surg 1993;91(4):581-8.

Landi L. Ridge augmentation using demineralized freeze-dried bone allograft with
barrier membrane and cortical columns. Compend Contin Educ Dent 1998
Dec;19(12):1221-32.

Lim SC, Lee MJ, Yeo HH. Effects of various implant materials on regeneration of
calvarial defects in rats. Pathol Int 2000;50(8):594-602.

Lindholm TC, Gao TJ, Lindholm TS. Granular hydroxyapatite and allogeneic
demineralized bone matrix in rabbit skull defect augmentation. Ann Chir Gynaecol
1993;207 Suppl:91-8.

Lorente CA, Song BZ, Donoff RB. Healing of bony defects in the irradiated and
unirradiated rat mandible. J Oral Maxillofac Surg 1992;50(12):1305-9.

Mardas N, Kostopoulos L, Karring T. Bone and suture regeneration in calvarial
defects by e-PTFE-membranes and demineralized bone matrix and the impact on
calvarial growth: an experimental study in the rat. J Craniofac Surg 2002;13(3):453-
62.



61

Mardas N, Kostopoulos L, Stavropoulos A, Karring T. Evaluation of a cell-permeable
barrier for guided tissue regeneration combined with demineralized bone matrix. Clin
Oral Implants Res 2003a;14(6):812-8.

Mardas N, Kostopoulos L, Stavropoulos A, Karring T. Denaturation of demineralized
bone matrix significantly reduces bone formation by guided tissue regeneration. Clin
Oral Implants Res 2003b;14(6):804-11.

Mardas N, Kostopoulos L, Stavropoulos A, Karring T. Osteogenesis by guided tissue
regeneration and demineralized bone matrix. J Clin Periodontol 2003c;30(3):176-83.

Marden LJ, Hollinger JO, Chaudhari A, Turek T, Schaub RG, Ron E. Recombinant
human bone morphogenetic protein-2 is superior to demineralized bone matrix in
repairing craniotomy defects in rats. J Biomed Mater Res 1994;28(10):1127-38.

Moghadam HG, Sandor GK, Holmes HH, Clokie CM. Histomorphometric evaluation
of bone regeneration using allogeneic and alloplastic bone substitutes. J Oral
Maxillofac Surg 2004;62(2):202-13.

Moss SD, Joganic E, Manwaring KH, Beals SP. Transplanted demineralized bone
graft in cranial reconstructive surgery. Pediatr Neurosurg 1995;23(4):199-204.

Mulliken JB, Glowacki J. Induced osteogenesis for repair and construction in the
craniofacial region. Plast Reconstr Surg 1980;65(5):553-60.

Pinholt EM, Haanaes HR, Roervik M, Donath K, Bang G. Alveolar ridge
augmentation by osteoinductive materials in goats. Scand J Dent Res
1992;100(6):361-5.

Redondo LM, Garcia Cantera JM, Verrier Hernandez A, Vaquero Puerta C. Effect of
particulate porous hydroxyapatite on osteoinduction of demineralized bone autografts
in experimental reconstruction of the rat mandible. Int J Oral Maxillofac Surg
1995;24(6):445-8.

Rossa R, Gomes MF, Nogueira TO. Membrana biolégica célcica produzida pelo
Saccharomyces cerevisiae. In: Anais da 142 Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Pesquisa Odontoldgica; 1997 ago. 31-set. 3; Aguas de S&o Pedro. S&o Paulo:
SBPQO; 1997. p. 154, Res. 298.



62

Rossa R, Elmadjian G, Maia FAS, Gomes MF. Estudo comparativo de membranas
biol6gicas no tecido subcutaneo de ratos. In: Anais da 132 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontologica; 1996 set. 1-4; Aguas de S&o Pedro.
Sao Paulo: SBPQO; 1996. p. 98, Res. 125.

Saitoh H, Takata T, Nikai H, Shintani H, Hyon SH, lkada Y. Effect of polylactic acid
on osteoinduction of demineralized bone: preliminary study of the usefulness of

polylactic acid as a carrier of bone morphogenetic protein. J Oral Rehabil
1994;21(4):431-8.

Salyer KE, Bardach J, Squier CA, Gendler E, Kelly KM. Cranioplasty in the growing
canine skull using demineralized perforated bone. Plast Reconstr Surg
1995;96(4):770-9.

Sampath TK, Reddi AH. Homology of bone-inductive proteins from human, monkey,
bovine, and rat extracellular matrix. Proc Natl Acad Sci USA 1983;80(21):6591-5.

Sampath TK, Reddi AH. Distribution of bone inductive proteins in mineralized and
demineralized extracellular matrix. Biochem Biophys Res Commun 1984;119(3):949-
54.

Sanada JT, Rodrigues JGR, Canova GC, Cestari TM, Taga EM, Taga R et al.
Andlise histoldgica, radiogréfica e do perfil de imunoglobulinas apds implantacéo de
enxerto de 0sso esponjoso bovino desmineralizado em bloco em musculo de ratos. J
Appl Oral Sci 2003;11(3):209-15.

Santiago JL. Avalia¢@es histologicas comparativas da reparacao tecidual de feridas
cirdrgicas praticadas na mandibula de rata (Rattus norvegicus albinus) com e sem a
presenca de transplante de cartilagem xendgena conservada em glicerina por
noventa e seis meses [Tese de Livre-Docéncia]. Sado Paulo: Faculdade de
Odontologia da USP;1999.

Schwartz Z, Mellonig JT, Carnes DL Jr, de la Fontaine J, Cochran DL, Dean DD et al.
Ability of commercial demineralized freeze-dried bone allograft to induce new bone
formation. J Periodontol 1996;67(9):918-26.

Senn N: On the healing of aseptic bone cavities by implantation of antiseptic
decalcified bone. Am J Med Sci 1889;98(3):219-43.

Shigeyama Y, D'Errico JA, Stone R, Somerman MJ. Commercially-prepared allograft
material has biological activity in vitro. J Periodontol 1995;66(6):478-87.



63

Syftestad G, Urist MR. Degradation of bone matrix morphogenetic activity by
pulverization. Clin Orthop Relat Res 1979;(141):281-5.

Smukler H, Landi L, Setayesh R. Histomorphometric evaluation of extraction sockets
and deficient alveolar ridges treated with allograft and barrier membrane: a pilot
study. Int J Oral Maxillofac Implants 1999;14(3):407-16.

Solheim E, Pinholt EM, Bang G, Sudmann E. Regeneration of calvarial defects by a
composite of bioerodible polyorthoester and demineralized bone in rats. J Neurosurg
1992;76(2):275-9.

Stavropoulos F, Dahlin C, Ruskin JD, Johansson C. A comparative study of barrier
membranes as graft protectors in the treatment of localized bone defects. Clin Oral
Implants Res 2004;15(4):435-42.

Urist MR. Bone: formation by autoinduction. Science 1965;150(698):893-9.

Urist MR, Mikulski AJ. Endogenous lipids in matrix-induced bone morphogenesis.
Clin Orthop Relat Res 1995;(313):120-8.

von Arx T, Cochran DL, Hermann JS, Schenk RK, Buser D. Lateral ridge
augmentation using different bone fillers and barrier membrane application: a
histologic and histomorphometric pilot study in the canine mandible. Clin Oral
Implants Res 2001;12(3):260-9.

Wang J, Glimcher MJ. Characterization of matrix-induced osteogenesis in rat
calvarial bone defects: I. Differences in the cellular response to demineralized bone
matrix implanted in calvarial defects and in subcutaneous sites. Calcif Tissue Int
1999;65(2):156-65.

Wozney JM. Overview of bone morphogenetic proteins. Spine 2002;27(16 Suppl
1):S2-8.

Zhang M, Powers RM Jr, Wolfinbarger Jr L. Effect(s) of the demineralization process
on the osteoinductivity of demineralized bone matrix. J Periodontol
1997;68(11):1085-92.



Zubillaga G, Von Hagen S, Simon Bl, Deasy MJ. Changes in alveolar bone height
and width following post-extraction ridge augmentation using a fixed bioabsorbable
membrane and demineralized freeze-dried bone osteoinductive graft. J Periodontol
2003;74(7):965-75.

64



ANEXOS

65



66

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
D INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
@ Cldade Universitdria “Armando de Salles Oliveira™

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - CEP. 05508-000 580 Paulo, SP - Brasil
Telefone :(55) (011) 3813-00900 - talafax : (55) (011) 3818.-Td38

e-mail: ichsedira icb usp. br

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em experimentagio n®
143/2002, sobre o projeto intitulado “Avaliagdo do efeito da membrana de
colidgeno como barreira de prote¢io na reparagio dssea induzida por
proteina 6ssea morfogenética”, sob a responsabilidade de Josu¢ Lourengo
Santiago, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA)
e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO
ANIMAL (CEEA) em reuniio de 21/05/2002.

(We certify that the protocol n° 143/2002 about “Evaluadon of effect of the collagen
membrane as a barrier protection in the bone repair induced by bone morphogenetic
protein” agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the BIOMEDICAL
SCIENCES INSTITUTE/USP- ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA)
in 21/05/2002 meeting)

Sio Paulo, 23 de maio de 2002,

sz.un\, 0,4,1 Q pﬂbbv‘-&[:“" *’iﬂ/‘ﬂé‘ﬁ

/ Profa. Dra. Sonia Malheitos L. Sanioto Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite Seclacnder
' Coordenadora da CEEA Secretiria da CEEA




Catalogacao-na-Publicacéo
Servico de Documentacdo Odontoldgica
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo

Chin, Veronica Kei Len

Avaliagdo histolégica da reparagdo Ossea induzida por 0sso bovino
desmineralizado, em defeitos bicorticais na mandibula de ratos, com ou sem
membranas de colageno célcicas / Veronica Kei Len Chin; orientador Josué
Lourencgo Santiago. -- S&o Paulo, 2004.

66p. : fig., tab., 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado - Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia. Area de
Concentragdo: Cirurgia e Traumatologia Maxilo-Faciais) - Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo.

1. Regeneracdo 6ssea induzida 2. Membranas absorviveis — Regeneragao
0ssea

CDD 617.605
BLACK D76

AUTORIZO A REPRODUGAO E DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO,
POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E
PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE E COMUNICADO AO AUTOR A
REFERENCIA DA CITAGAO.

Séao Paulo, / /

Assinatura:

E-mail:



	Capa
	Folha de Rosto
	Folha de Aprovação
	Dedicatória
	Agradecimentos
	Resumo
	Abstract
	Lista de Ilustrações
	Lista de Abreviaturas e Siglas
	Sumário
	Introdução
	Revisão da Literatura
	Proposição
	Material e Métodos
	Resultados
	Discussão
	Conclusões
	Referências
	Anexo A

