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Resumo

Na cirurgia oral, implantologia e periodontologia, os Meédicos Dentistas
deparam-se frequentemente com situacdes clinicas nas quais 0 volume 0sseo
foi de alguma forma perdido. Para ultrapassar este obstaculo, varios substitutos
0sseos tém sido utilizados para realizar reconstru¢cdes 6sseas. O potencial
osteogénico do enxerto autdlogo confere-lhe o titulo de gold standard,
relativamente aos enxertos alogénicos, xenogénicos e aloplasticos. Atendendo
a morbilidade do paciente e disponibilidade limitada dos enxertos autdlogos
recorre-se, frequentemente, a substitutos sintéticos. A procura de um enxerto
alopléastico ideal continua.

O objetivo deste estudo experimental piloto € verificar o efeito do fosfato de
célcio bifasico (FCB), coberto por uma membrana de polietileno glicol (PEG),
na regeneracao 0ssea guiada (ROG) de defeitos criados na calote craniana de
ratos Wistar e comparar esses resultados com a regeneracdo de defeitos
0sseos apenas cobertos com a membrana de PEG. Este estudo tem ainda o
objetivo de averiguar se os ratos Wistar serdo um modelo animal apropriado
para testar regeneracdo 0ssea guiada.

Com esse intuito, foram criados dois defeitos parietais de 5mm de diametro em
sete ratos Wistar. O defeito de controlo realizado no osso parietal esquerdo foi
coberto por uma membrana experimental PEG — Straumann®Membragel e o
defeito de teste realizado no osso parietal direito foi preenchido com FCB —
Straumann®Boneceramic e coberto pela mesma membrana. Apds 2 meses 0s
animais foram sacrificados. Realizaram-se radiografias coronais as calotes
cranianas dos ratos, colheram-se as amostras oOsseas e fez-se o devido
processamento das mesmas. Utilizou-se corante de Solochrome para tingir as
preparacoes e efetuaram-se as analises histoldgicas e histomorfométricas dos
cortes obtidos.

Os defeitos de teste, regenerados com FCB e cobertos pela membrana de
PEG, obtiveram, em meédia, 61,7%+14,6% de area de neoformacdo 0Ossea,
enquanto que a percentagem da area regenerada nos defeitos de controlo foi
57,3%+21,8%. O FCB néo exibiu propriedades osteocondutoras, constatando-

se baixa quantidade de particulas totalmente incorporadas no 0sso recém-
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formado. Serviu de mantedor de espacgo e houve diminuta reabsorcéo das
particulas durante o periodo de cicatrizacdo. A membrana de PEG também se
manteve intacta.

Foi possivel concluir que o FCB demonstrou ser biocompativel e obteve uma
maior percentagem de neoformacdo 6ssea. No entanto, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas.
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Abstract

In oral surgery, implantology and periodontology, the Dentists often come up
with clinical situations in which the bone volume was somehow lost. To
overcome this obstacle, various bone substitutes have been used to perform
bone reconstructions. The osteogenic potential of autologous bone gives him
the title of gold standard, comparatively with allogenic, xenogenic and alloplastic
grafts. Given the patient's morbidity and limited availability of autografts, the use
of synthetic substitutes is common. The search for the ideal xenograft
continues.

The primary objective of this pilot study is to evaluate the effect of biphasic
calcium phosphate (FCB) covered with a polyethylene glycol (PEG) membrane,
in guided bone regeneration (ROG) defects created in the calvaria of Wistar rat
and comparing these results with the regeneration of defects covered only with
the PEG membrane. This study also aims to investigate whether rats are an
appropriate animal model to test guided bone regeneration.

For that propose, there were made two parietal defects with the diameter of
5mm in seven Wistar rats. The control defect, carried out in the left parietal
bone, was covered by an experimental PEG membrane -
Straumann®Membragel and the test defect, performed on the right parietal
bone, was filled with FCB - Straumann®BoneCeramic and covered with the
same membrane. After 2 months the animals were sacrificed. Samples were
collected, then processed and stained with Solochrom for histologic and
histomorphometric analyzes.

The test defects regenerated with FCB and covered with the PEG membrane
had the average of 61,7%+14,6% new bone formation area, whereas the
proportion filed area in the control defects was 57,3%+21,8% . The FCB did not
exhibit osteoconductive properties and demonstrated low number of particles
fully incorporated into the newly formed bone. It served as a space maintainer
and there was a diminished absorption of the particles, during the healing

period. The PEG membrane remained intact.
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In conclusion, FCB shown to be biocompatible and achieved a higher
percentage of neoformation, however there were no statistically significant
differences.
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|. Contexto e objetivos do trabalho

A ideia para o presente tema de dissertacdo surge no inicio do segundo
semestre do VI Mestrado em Cirurgia Oral, durante uma discusséo sobre a
eficacia dos substitutos 0sseos totalmente sintéticos e se estes garantiriam a
regeneracao dos defeitos 6sseos, que tantas vezes se cruzam no caminho da
cirurgia oral. No seguimento deste pensamento surgiu a hipétese de testar uma

membrana em fase experimental.

A forma que permitiria testar estes materiais in vivo com seguranca, dentro do
tempo util, sem envolver variaveis multifatoriais associadas aos pacientes e, no
gue me diz respeito, também aproveitar a hipétese de realizar algo novo, seria

a experimentacgdo animal.

Ao realizar a pesquisa bibliografica foram muitos os obstaculos por mim
sentidos, assim como referidos pela comunidade cientifica, nomeadamente a
escassez de estudos e a heterogeneidade de protocolos experimentais.
Conscientes da dificuldade de concretizacdo de um estudo que envolve
colaboracbes externas, instalacdes certificadas, autorizacdes extremamente
demoradas e um ambiente totalmente experimental, decidimos avancar com a

investigacao.

O presente estudo tem como objetivo verificar o efeito do fosfato de célcio
bifasico (FCB) (Straumann®BoneCeramic), coberto por uma membrana de
polietileno glicol (PEG) (Straumann®Membragel), na regeneracdo 6ssea de
defeitos criticos provocados experimentalmente no osso parietal da calote
craniana de ratos Wistar. Pretende-se ainda comparar esses resultados, com
regeneracdes 0sseas de defeitos criticos apenas cobertos com membranas de
PEG e examinar as propriedades das mesmas. Este estudo tem ainda o
objetivo de averiguar se os ratos Wistar serdo um modelo animal apropriado

para testar regeneracdo 0ssea guiada.
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II. Desenvolvimento

Il.1. Revisédo Bibliografica

Il.L1.i. Base biolégica da regeneragédo 6ssea

O tecido 6sseo é o componente mais representativo dos 0ssos, 0s quais
podem conter outros tecidos, sobretudo tecido conjuntivo denso, tecido
cartilaginoso e tecido hematopoiético. O célcio é o mineral mais abundante no
tecido 6sseo e representa 2% do peso corporal de um adulto. Ao longo de toda
a vida existe remodelacdo Ossea, que inclui processos de formacdo e

reabsorgédo com ritmos variaveis (1).

~

Relativamente a variedade de células que constituem o tecido 6ésseo, 0s
osteoblastos s&o as células que sintetizam a porgéao organica do tecido 6sseo:
colagénio tipo 1, proteoglicanos e glicoproteinas adesivas (osteocalcina,
osteonectina). Sdo células basofilas mononucleares, possuem uma forma
cubica ou poliédrica e derivam das células osteoprogenitoras. Os osteoblastos
séo responsaveis pela deposicdo e mineralizacdo da matriz 0ssea. Depois da
calcificacdo, os osteoblastos ficam presos em lacunas ou osteoplastos,
transformam-se em osteocitos e continuam a sintetizar matriz 6ssea. O
diametro minimo para uma adequada colonizacdo de tecidos conectivo e

osteodide é de 100um, estando o diametro ideal entre os 300 e 400um (2).

Os ostedcitos representam 90 a 95% das células 6sseas. Da superficie destas
células partem prolongamentos citoplasmaticos que se unem a outros
ostedcitos, permitindo a difusdo de nutrientes entre eles. As fibras da matriz
extracelular sdo constituidas por colagénio tipo | e conferem flexibilidade ao
0sso. A substancia fundamental da matriz extracelular consiste em acido
hialurénico, proteoglicanos e glicoproteinas como a osteocalcina e
osteoconectina. Estes constituintes séo sintetizados pelos ostedcitos mediante
a inducado pela vitamina D. A calcificacdo da matriz extracelular resulta da

presenca de cristais de fosfato de calcio, semelhantes a hidroxiapatite. A matriz
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extracelular dispbe-se em camadas sobrepostas de 3 a 7um, formando as

lamelas ésseas (1, 3).

Os osteoclastos sdo responsaveis pela eliminagcdo de o0sso, sao células
grandes (150um) e podem conter até 50 nacleos. Quando iniciam a reabsorgéo
0ssea formam depressdes na superficie 6ssea, chamadas lacunas de Howship.
Estas células produzem a enzima anidrase carbonica que forma &cido
carbénico e a colagenase (enzima hidrolitica). O pH acido dissolve a
hidroxiapatite e liberta ibes de fosfato e calcio, enquanto a colagenase digere
0s componentes organicos da matriz descalcificada. Os osteoclastos sao

estimulados pela paratormona e inibidos pela calcitonina (4).

Os componentes inorganicos da matriz 0ssea incluem hidroxiapatite e uma
pequena porcdo apatitica de fosfato de calcio. Os principais ides existentes na
fase mineral do tecido 0sseo séo: calcio, fosfato e carbonato (3).

Com base na estrutura macroscopica, o tecido 0sseo pode ser classificado em
0SSO compacto e 0sso esponjoso. O 0SS0 compacto € macico, contrariamente
a0 0SSO esponjoso, que é constituido por trabéculas de diferentes espessuras.
O o0sso compacto esta coberto por tecido conjuntivo, denominado como
peridsteo. Possui lamelas 0sseas concéntricas, no interior das quais existe o
sistema de Havers que geralmente acompanha a direcdo do eixo longitudinal
do osso. No centro do sistema de havers encontra-se o canal haversiano, que
€ uma estrutura cilindrica de 300um de diametro, por onde circulam os vasos
sanguineos, linfaticos e nervosos. Perpendicularmente aos sistemas de Havers
formam-se os canais de Volkmnann, que terminam junto ao 0SSO €Sponjoso.
Entre as trabéculas existe medula éssea. Em contraste com 0 0sso compacto,
0 0SSO esponjoso ndo possui vasos sanguineos proprios, sendo nutrido pelos

capilares do periésteo e endosteo (revestimento celular interno) (4).

O peridsteo e 0 enddsteo possuem células osteoprogenitoras que sdo capazes

de se diferenciar em osteoblastos, mas também em fibroblastos e adipécitos

4).
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7z

A formagdo do 0sSso inicia-se com um 0SSO imaturo, que € eliminado e
substituido por osso maturo. O 0sso imaturo pode ser formado por ossificacdo
intramembranosa, a partir de uma massa de tecido conjuntivo, ou por
ossificacdo endocondral (fase de crescimento), através de um molde de tecido

cartilaginoso. O osso maxilar possui uma ossificacao intramembranosa (4).

O processo de remodelacdo Ossea esta ativo durante toda a vida. A
remodelacdo 6ssea envolve dois processos essenciais: reabsor¢cdo 6ssea por
parte dos osteoclastos e aposicdo Ossea através da atividade osteoblastica.
Fatores extrinsecos, tais como cargas exercidas sobre o0 0sso, estdo
relacionados com o inicio da remodelacédo éssea. Um exemplo tipico de fatores
extrinsecos sdo as forcas ortodonticas. Nas fraturas também ocorre

remodelagéo 6ssea (1).

A reparacdo de uma fratura 6ssea inicia-se com a formagéo de um coagulo de
sangue, que € rapidamente substituido por tecido conjuntivo denso e
posteriormente é convertido em fibrocartilagem. As células osteoprogenitoras
diferenciam-se em osteoblastos e segregam uma bainha de tecido 6sseo
esponjoso ao redor da fibrocartilagem. Além disso, nas zonas periféricas os
osteoblastos dao inicio a formacao de trabéculas 6sseas. As trabéculas 0sseas
substituem a fibrocartilagem. O calo ésseo resulta da bainha e das pontes de
tecido 0sseo formadas entre os fragmentos 6sseos. A consolidacao definitiva

s6 ocorre apos a modelacao externa e interna pelos osteoclastos (4).

Existem varios fatores que influenciam a regeneracdo 6ssea. A calcitonina €
uma hormona que além da sua acéo analgésica e anti-inflamatéria, possui uma
atuacao anti-osteoclastica. Esta hormona aumenta a atividade osteoblastica e a
mineralizacdo do tecido ostedide. Outra hormona com influéncia na
regeneracdo 6ssea é a grelina. E secretada, na sua maioria (60-70%), pelo
estbmago. A grelina estimula a replicacdo dos osteoblastos e aumenta a

producéo de fosfatase alcalina e osteocalcina (5).
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Il.1.ii. Tipos de colagénio

Existem doze tipos de colagénio diferentes:

Colageénio Tipo I: é o mais comum e esta presente nos tenddes, nas cartilagens
fibrosas, no tecido conjuntivo, é o principal constituinte do tecido conjuntivo
denso e organiza-se em fibras e feixes. Est4 presente nos 0ssos, tenddes e

pele.

Colagénio Tipo IlI: é sintetizado pelos condrdcitos, esta presente na cartilagem
hialina e na cartilagem elastica. Ndo produz feixes. Faz parte dos discos

intervertebrais, olhos e cartilagem.

Colagénio Tipo IlI: constitui as fibras reticulares. Existe no musculo liso,
endoneuro e nas trabéculas dos orgados hematopoiéticos (baco, nodulos
linfaticos, medula Ossea vermelha); artérias, figado, Utero e camadas
musculares do intestino. Encontra-se em grande quantidade no tecido

conjuntivo. Constitui as fibras reticulares.

Colagénio Tipo IV: aparece na lamina basal, € um dos componentes da
membrana basal dos epitélios. Presente nas lentes da capsula ocular e

glomérulos.

Colagénio Tipo V: esta presente nos 0ssos, tenddes e sangue.

Colagénio Tipo VI: esta presente no sangue, camada intima da placenta.

Colagénio Tipo VII: esta presente nas membranas corioaminiéticas e na

placenta.

Colagénio Tipo VIII: constitui o endotélio.
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7z

Colagénio Tipo IX: mantem as células unidas e & o principal componente

proteico dos 6rgaos.

Colageénio Tipo X, Xl e XII: presentes na cartilagem (1).

[l.1.iii.Conceito de osteogénese, osteoconduc¢éo e osteoinducao

E aceite de forma consensual que os mecanismos basicos associados a
enxertos 0sseos, incluem trés processos basicos: osteogénese, osteoconducédo

e osteoinducao (6).

Osteogénese: 0s osteoblastos e 0s seus precursores sao transplantados
juntamente ao material de enxerto para o local do defeito dsseo, formando
zonas de crescimento 0sseo. Deverdo existir células vivas no material de

enxerto, como por exemplo, um enxerto de osso medular autologo (6).

Osteoconducao: diz respeito a capacidade de manter o espaco e de criar uma
infraestrutura para que possa haver neoformacéo e aposicao de células 6sseas
precursoras dos osteoblastos. E uma propriedade comum a maioria dos

enxertos, variando a capacidade de degradacao e reabsorcéo (6).

Osteoinducdo: é a capacidade de estimular e sustentar a proliferacdo e
diferenciacao de células progenitoras em osteoblastos. Por exemplo, enxertos

com matriz 6ssea desmineralizada ou proteinas morfogenéticas do osso (PMO)

(6).

Estes trés processos ocorrem frequentemente em simultaneo na regeneracao
Ossea. De facto é pouco provavel que ocorra osteogénese, sem existir
osteoconducao e osteoinducdo, uma vez que nos enxertos 0sseos autdlogos
poucas células sobrevivem. Mais, os osteoblastos e ostedcitos do 0sso
circundante ndo possuem a capacidade de migracdo, significando que a
formacdo 6ssea ocorre devido a invasdo do enxerto por células precursoras

dos osteoblastos, que posteriormente se diferenciam em osteoblastos (6).
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Outro termo que importa definir € a bioatividade. Esta propriedade consiste em
desenvolver uma ligacdo forte e direta ao tecido 6sseo. Sob o ponto de vista
celular, a bioatividade reflete a ligacéo e diferenciacdo de células osteogénicas

em superficies ceramicas (7).

Il.1.iv.Regeneracdo tecidular guiada e regeneracdo 6ssea guiada

O objetivo da regeneracgéao tecidular guiada (RTG) é regenerar completamente
o periodonto, isto é, cemento, ligamento periodontal e osso. A técnica de
regeneracao 0ssea guiada (ROG) diz respeito a regeneracdo apenas do tecido

0sseo (8).

O primeiro registo do tratamento periodontal em humanos utilizando o conceito
de RTG ocorreu nos anos 80, com as publicagbes de Nyman et al. que
demonstraram resultados bem-sucedidos utilizando filtros Millipore (9). Estes
autores concluiram que seria possivel restabelecer novo tecido conectivo com

células originarias do ligamento periodontal, apés cirurgias de RTG (10, 11).

Seguiram-se varias publicacdes provenientes deste grupo de investigadores,
com a utilizacdo de uma membrana bio-inerte de politetrafluoretileno expandido
(e-PTFE) em procedimentos de RTG e ROG. Tanto em animais como em
humanos, verificaram que existia maior ganho de tecido de conexao
proveniente do ligamento periodontal quando utilizavam estas membranas,

comummente denominadas por “teflon” (12-16).

Na cirurgia O0ssea reconstrutiva, a membrana separa o0 tecido 0sseo e 0sS
materiais de enxerto 6sseo do periésteo, impedindo que ocorra a invaginacao
de tecido conjuntivo mole, que possui um crescimento mais rapido do que as
células Gsseas, no interior dos defeitos 6sseos. Desta forma, ao reposicionar 0s
retalnos gengivais, confere-se tempo para as células do osso adjacente

migrarem e minimiza-se a reabsorcao ossea (6).
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Estudos realizados por Dahlin C, et al. revelaram que a aplicacdo de uma
membrana e-PTFE cria uma barreira fisiologica que separa os tecidos e
células, de forma a criar um espaco para que haja proliferacdo das células
angiogénicas e osteogénicas oriundas da medula éssea para o defeito, sem
interferéncia dos fibroblastos (17-19). Nesta altura, devido ao sucesso
demonstrado nestes estudos, a utilizacdo de membranas de e-PTFE tornou-se

um procedimento padréo (20).

Contudo, sdo associadas diversas complicacdes as membranas de e-PTFE,
sendo as mais frequentes: o colapso da membrana, formacdo O&ssea

insuficiente e a formacgéo de periésteo por cima da membrana (21, 22).

No sentido de ultrapassar estas complicacbes foi sugerida a utilizacdo de
enxertos 0sseos para suportar a membrana e melhorar a neoformacéo 0ssea
(23-25).

Os procedimentos de ROG surgem inevitavelmente associados a necessidade
de reabilitacdo com implantes dentarios: locais de implantacdo com
disponibilidade 6ssea insuficiente, durante a colocacéo de implantes imediatos,
preenchimento de defeitos 6sseos localizados e de deiscéncias (21, 22, 26,
27).

A técnica de ROG baseada na utilizacdo de membranas e-PTFE continuava a
apresentar varias desvantagens, nomeadamente: alta taxa de exposicao, dificil
manuseamento devido as propriedades hidrofébicas (necessidade de fixacao
com taxas ou parafusos) e a necessidade de uma segunda cirurgia para

remocao da membrana (21, 22, 24).

Os primeiros autores a referir a utilizacdo de membranas reabsorviveis para
técnicas de RTG sdo Schultz e Gager no ano de 1990 e 1991. Neste ultimo
estudo, foram efetuadas RTG em 10 pacientes utilizando membranas de Vicryl
- poliglactina 910 (composto utilizado também em fios de sutura reabsorviveis)

em defeitos periodontais (28, 29). Ainda na década de 90, Gottlow et al.
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descrevem o comportamento histolégico de uma nova membrana reabsorvivel,
num estudo longitudinal em macacos, sendo que esta se mantém estavel

durante seis semanas e reabsorve lentamente apos seis a doze meses (30).

Seguiram-se varios estudos em animais aplicando técnicas de ROG, com
membranas reabsorviveis constituidas por acido glicdlico e lactico e

membranas de colagénio (31-35).

A ROG é considerado um procedimento seguro e fiavel (9).

Il.1.v. Propriedades das membranas utilizadas como barreiras

a. Membranas nao reabsorviveis

As membranas nao reabsorviveis devem ter um conjunto de propriedades
comuns. Em primeiro lugar deverdo ser biocompativeis, isto €, deverdo ser
inertes e ndo desencadear nenhuma reacdo imunologica por parte do
organismo. Devem servir de barreira, impedindo a proliferacdo de células néo
desejadas, a0 mesmo tempo que deixam passar nutrientes e gases. Outra
caracteristica importante € a integracao tecidular. A topografia, porosidade e
guimica da superficie determinam se havera invaginacao ou adeséao superficial
ao tecido durante a cicatrizacdo. Se o material ndo for poroso e ndo houver
textura, ocorre o encapsulamento por tecido conjuntivo fibroso da membrana.
Isto significa que o suporte mecanico fica comprometido durante o tempo de
cicatrizacdo. A rigidez das membranas € outro fator a ter em conta. Para que a
regeneracao ocorra, € necessario criar e manter um espaco em casos de RTG
(6, 9). A utilizacdo de substitutos 6sseos para manter esse espaco € uma
recomendacdo frequente (36), assim como a utilizacdo de membranas com
reforco de titanio (9, 37). Estas Ultimas estdo indicadas em situacdes de
grandes defeitos 6sseos ou em zonas supracrestais (9). O manuseamento e o
desenho da membrana sdo fatores a considerar. Geralmente, durante a

cirurgia, é necessario recortar as membranas para que estas se adaptem ao
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locar a regenerar. Para tal podem ser utilizados parafusos ou taxas de fixacéo

(6).

O PTFE foi descoberto por Roy Plunkett em 1938. E um polimero de fltor
sintético formado pela unido de duas moléculas de carbono e quatro moléculas
de flior (CzF4)n. A rigidez deste material pode ser aumentada pela adicdo de
prolipropileno fluoretado, resultando no politetrafluoretiieno expandido. O e-
PTFE foi desenvolvido em 1969 por Robert W. Gore e comercializado em 1971
pelo nome Gore-Tex. Foi utilizado pela primeira vez numa cirurgia vascular por
Soyer em 1972 e mais tarde por Matsumoto em 1973 numa cirurgia de bypass
arterial (38). Este material pode ser reforcado por titanio (39). E um material
nao reabsorvivel devido a inexisténcia de enzimas capazes de clivar a ligacao

carbono-hidrogénio, inerte e hidrofobico (6).

Durante o processo de ROG podem existir diversas complicacbes. Nas
membranas ndo reabsorviveis existe um elevado risco de exposicao
prematura, o que pode resultar em infecdbes e subsequente falha da
regeneracao ossea (9). As membranas ndo reabsorviveis sao hidrofobicas e
por isso mais dificeis de manusear do que as membranas reabsorviveis de
colagénio, que facilmente absorvem sangue e adaptam-se ao tecido 6sseo (24,

40). Estas ultimas apresentam menores riscos em caso de exposicao (41).

As membranas de titanio sdo as que detém a maior rigidez e permitem uma
correta imobilizacdo através da sua fixacdo com parafusos ou taxas. Todavia,
existe um risco alto de exposi¢cado e consequente infecao bacteriana, o que leva

a perda do enxerto e recessao da gengiva circundante (39).

Uma desvantagem Obvia deste tipo de membranas é a necessidade de uma
segunda cirurgia para remo¢do da membrana. Atendendo a morbidade do
paciente, ao stress psicolégico e ao risco de lesar tecidos moles, é preferivel
utilizar membranas reabsorviveis, em detrimento das membranas n&o

reabsorviveis (9).
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b. Membranas Reabsorviveis

Nos anos 80 as membranas utilizadas eram predominantemente né&o-
reabsorviveis, mas desde os anos 90 que as membranas reabsorviveis sdo

preferidas pelos clinicos (42).

As palavras: degradavel, absorvivel e reabsorvivel sdo frequentemente
utilizadas de forma errada na literatura da RTG e ROG. Vert et al. definem
estes trés conceitos. Degradavel refere-se a materiais soélidos que se
decompdem e dispersam in vivo, devido a degradacdo macromolecular, mas
sem haver certeza de que o organismo completa a excrecdo destes materiais,
embora estes se possam deslocar. Esta definicdo exclui a degradagéao pela
acao de fungos, bactérias ou ambiental. Reabsorvivel diz respeito a materiais
gue podem ser degradados e posteriormente reabsorvidos in vivo, isto é sao
eliminados pelo organismo, quer por simples infiltracdo e degradacéo, quer
pela sua metabolizac&do. Absorvivel significa que o material consegue dissolver-
se nos fluidos corporais sem haver clivagem de nenhuma cadeia de polimeros,

nem perda de massa (43).

As membranas reabsorviveis e degradaveis devem preencher os requisitos das
membranas ndo reabsorviveis, assim como necessitam de obter o minimo de
reacao tecidular durante a fase de reabsorcdo e essa reacdo devera ser
reversivel. Também ndo devem influenciar negativamente a regeneracao dos

tecidos desejaveis (9, 44).

As membranas reabsorviveis apresentam menor risco de infecdo, nos casos
em que ocorra exposicdo (40). Ainda assim, uma meta-analise realizada por
Machtei revela que os efeitos nefastos da exposicdo da membrana séo
menores em RTG de lesdes de furca de grau Il, do que em ROG de lesdes
peri-implantares, sendo que o0 novo osso formado no grupo de casos com
exposicdo da membrana (0.56 +/- 0.45 mm) é muito inferior as ROG sem

exposicdo da membrana (3.01 +/- 0.38 mm) (45).
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Vantagens das membranas reabsorviveis: ndo necessitam de uma segunda
cirurgia, simplicidade do procedimento cirargico, ampla variedade de técnicas
passiveis de serem utilizadas, melhor relagdo custo-eficacia e diminuicdo da
morbilidade do paciente. Em caso de exposi¢cdo, a membrana é reabsorvida e
ndo permite a colonizagdo com bactérias. Desvantagens: dificil controlo da
durabilidade da funcdo de barreira, o processo de reabsor¢cdo pode interferir
com a cicatrizacdo e a regeneracdo 0ssea, € a membrana ndo suporta o

material de enxerto por si s6 (9).

As membranas reabsorviveis permitem realizar regeneracfes 6sseas extensas,
no entanto, se for possivel evitar as deiscéncias gengivais, as membranas de
e-PTFE poderao permitir uma regeneracdo 0ssea superior as reabsorviveis. As
razdes para assim ser, ttm a ver com uma maior capacidade de manter o
espaco, manutencdo da funcdo de barreira ao longo do tempo e auséncia do

processo de reabsor¢cdo da membrana (9).

Existem dois materiais que tém vindo a ser maioritariamente utilizados na
confecdo de membranas reabsorviveis: os poliésteres sintéticos alifaticos® e o

colagénio derivado de diversas fontes animais (43).

Os poliésteres sintéticos mais utilizados sdo o acido poliglicélico (APG) e o
acido polilactico (APL). Uma vez que estes materiais sado sintéticos, existe a
possibilidade de produzi-los sob condi¢cbes estritamente controladas e de forma
ilimitada. Outra vantagem reside na capacidade do APG, APL e seus co-
polimeros degradarem completamente o diéxido de carbono e agua pelo ciclo
de Krebs (43).

A seguinte tabela apresenta os tempos aproximados para a reabsorcdo dos

acidos poli(a-hidroxi).

Y Em quimica organica, os compostos organicos constituidos de carbono e hidrogénio sdo divididos em
duas classes: aromaticos, que contém anéis benzénicos ou anéis de atomos similares; e alifaticos, que ndo
contém anéis aromaticos.
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Tabela 1 - Tempo aproximado para a reabsorcédo dos poliésteres sintéticos, adaptado de
Hutmacher, et al. (1996) (43).

Tipo Meses

Poli(L-lactido), 18 - 36
Poli(D,L-lactido) 4-6
Poliglicolido 3-4
D,L-lactido-co-glicélito (50:50) 2-3
D,L-lactido-co-glicélito (85:15) 2-4
D,L-lactido-co-caprolactona (90:10) 2-3
Polidioxanona 4-6

Os tempos de degradacdo podem ser influenciados por diversos fatores:
estrutura quimica e composi¢cao quimica, peso molecular, método e condicbes
do processamento, desenho, esterilizacdo, morfologia, sitio de implantacéo,

fatores fisico-quimicos, mecanismo de hidrélise, entre outros (43).

Piattelli et al. foram dos primeiros autores a analisar histologicamente as
reacdes as membranas de APL durante a ROG, num estudo experimental em
coelhos. Estes autores verificaram sinais de fragmentacdo da membrana logo
ap6és uma semana da cirurgia. Esta fragmentacdo foi progressiva e
encontraram caracteristicas de reabsor¢cdo, nomeadamente a presenca de
macroéfagos e células gigantes multinucleares. Na terceira semana observaram
a divisdo em varios fragmentos e, na quarta semana, a macroestrutura da
membrana ainda era visivel. Verificaram zonas de contacto direto entre o
osso/membrana e outras zonas onde havia a interposicdo de células gigantes

multinucleares. Nao ocorreu o encapsulamento da membrana (44).

Num estudo mais atual, no qual compararam a membrana de APL com uma

membrana de carbono glicolico-lactico-trimetileno (CGLT) e uma membrana de
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colagénio porcino (Bio-Gide®), a membrana de APL sofreu encapsulamento em
ambas as margens e infiltracdo celular. A membrana de CGLT apresentou uma
histologia semelhante. Apds vinte e oito semanas as membranas de APL e
CGLT ainda eram visiveis, os autores observaram capsulas fibrosas invadidas
por vasos sanguineos e com presenca de infiltrado celular. No que diz respeito
a membrana de colagénio, a partir das doze semanas, deixou de ser possivel
diferenciar a transicdo da membrana e o colagénio nativo. Houve formacéo de
fibras de colagénio paralelas a tabua Gssea externa e, posteriormente, tecido

conectivo (46).

Segundo Coonts, et al. a membrana de APL demonstrou ter boa resposta
tecidular, biocompatibilidade e ser uma barreira eficiente na regeneracdo de
defeitos periodontais (47). Contudo, o0 processo de degradacdo das
membranas de APG e APL podem prejudicar a regeneragdo 0ssea, devido a

reagOes tecidulares inflamatorias adversas (48).

As membranas de colagénio sdo frequentemente utilizadas em procedimentos
de ROG e RTG. O colagénio utilizado para a producdo de membranas provém
de diversas espécies animais, nomeadamente, tenddo bovino, derme bovina,

ovina, equina ou porcina (8).

Atualmente existe uma grande variedade de membranas de colagénio no
mercado, a maioria destas é constituida por colagénio tipo | e Ill, que se
caracterizam pela integracao tecidular pronunciada e permeabilidade suficiente
para permitir a passagem de nutrientes durante as fases iniciais da cicatrizacao
(49). A utilizac&o do colagénio nativo implica uma reabsorcao rapida (dias) e as
membranas de colagénio sem tratamento prévio carecem de estabilidade para
oferecer suporte durante a regeneracao 0ssea. Para ultrapassar este problema,
foram desenvolvidas varias técnicas envolvendo ligacfes cruzadas tais como
adicionar glutaraldeido, embora este aumente a toxicidade das membranas de

colagénio (8).
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Tabela 2 - Membranas de colagénio disponiveis no mercado, adaptado de Behring, et al.

(2008) (8).

Company Collagen origin Mode of processing
Bicon Bicon, Boston, MA, USA Bovine (type I)
BioGide Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Porcine (type I and I1I)

BioGide Collagen
BioMend

BioMend Extend
Opocrin (discontinued)
Osseoguard

Ossix (discontinued)
Ossix Plus

Paroguide (discontinued)

Switzerland

Geistlich Pharma AG, Wolhusen,

Switzerland

Zimmer Dental, Carlsbad, CA,
USA

Zimmer Dental, Carlsbad, CA,
USA

Vebas, Milano, Italy

Biomet, Inc., Warsaw, IN, USA

(Previously: 3i, Colbar R&D
Ltd., Ramat Husharon, Israel)

OraPharma, Inc, Warminster,
PA, USA

Vebas, Milano, Italy

Porcine (type I and III)

Bovine (type I)

Bovine (type I)

Equine (type I (97%) and Type

I1T (3%))

Bovine (type I)

Bovine (type I)

Bovine (type I)

96%—-98% equine (type I) (97%)

Glutaraldehyde cross-linked
Glutaraldehyde cross-linked
DPPA cross-linked
Non-cross-linked but processed
otherwise (corporate secret)
Enzymatically cross-linked
Glycation (Glymatrix) cross-

linked
DPPA cross-linked

and type III (3%) collagen

with 2%—4% chrondroitin-4-

sulfate glycosaminoglycan
Bovine (type I) Atelo-collagen
Bovine (type I) -

TissueGuide
Tutodent

KOKEN, Tokyo, Japan

Tutogen Medical GmbH,
Neunkirchen am Brand,
Germany

DPPA, diphenylphosphoryl azide

Como vantagens das membranas de colagénio € possivel referir a hemostasia,
guimiotaxia para os fibroblastos do ligamento periodontal e da gengiva, baixa
capacidade de suscitar reacdo imunoldgica, a semi-permeabilidade permite a
transferéncia de nutrientes, facil manipulacdo e capacidade de aumentar a

espessura tecidular (50, 51).

O fecho da ferida cirargica sobre a membrana de colagénio é essencial, uma
vez que a contaminacgao bacteriana origina resultados desfavoraveis de RTG e
ROG. Uma vez que os fibroblastos sdo capazes de aderir a membrana e a
proliferacdo das células epiteliais € impedida na presenca de colagénio, o
defeito é rapidamente selado. No entanto, as membranas de colagénio
desintegram-se quando ficam expostas ao meio oral. Este facto deve-se as
colagenases produzidas pelas bactérias, incluindo a Porphyromonas gingivalis

e Bacteroides melaninogenicus (8).

Tanto as membranas de poliésteres como as de colagénio necessitam, na
maioria dos casos, de materiais de sustentacéo (enxertos 6sseos) para impedir
o colapso da membrana (47). Os enxertos por si s6 parecem menos eficientes
do que quando utilizados simultaneamente com uma membrana reabsorvivel

(6). As membranas de colagénio sdo fabricadas em medidas padrdo e
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necessitam de ser individualizadas quer no tamanho, quer na forma para uma
melhor adaptacédo ao local cirargico. Este facto pressupde uma desvantagem,
tendo em conta que aumenta do tempo do ato cirdrgico (47, 52). A maior
desvantagem destas membranas prende-se com o facto de a sua
biodegradacdo ocorrer através da atividade enzimatica dos macrofagos,
leucécitos polimorfonucleares e bactérias (51). Alguns autores assumem a
hip6tese de um potencial risco de reacfes imunolégicas e transmissdo de
patologias derivadas dos animais (53, 54).

No que respeita aos desenvolvimentos futuros, aquilo que se procura
atualmente € uma abordagem mecanica que facilite a intervencédo cirdrgica,
reduzindo a morbilidade no paciente e, a0 mesmo tempo, respeite a

regeneracao natural do osso (9).

c. Membrana de polietilenoglicol

Neste sentido, Ronald Jung e a sua equipa destacam-se como 0S pioneiros na
investigacdo de uma membrana promissora, ainda em fase de estudos, que
consiste num hidrogel liquido biodegradavel constituido por polietileno glicol
(PEG). Num estudo realizado em coelhos, com trés tipos de condicdes (teste:
HA/FTC e membrana de PEG, controlo positivo: HA/TCP e membrana de e-
PTFE e controlo negativo: HA/ FTC), estes autores concluiram que a
membrana de PEG poderia ser utilizada eficazmente como barreira
biodegradavel no tratamento de defeitos ndo criticos, obtendo regeneracdes
O0sseas semelhantes as membranas de e-PTFE. PEG €& um composto
altamente biocompativel e, atualmente, estd a ser utilizado em diversas

aplicacdes farmacéuticas (20).

Apés Jung et al. terem provado a funcdo oclusiva do PEG, Wechsler, et al.
comprovaram este conceito. Num estudo realizado em 14 ratos Sprague
Dawley (espécie proveniente da linhagem dos ratos Wistar), estes autores
introduziram esponjas de colagénio envolvidas tridimensionalmente por

hidrogel de PEG (formando um cilindro) na zona subcutdnea do dorso dos
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ratos. Utilizaram as esponjas de colagénio como controlo negativo. A analise
histolégica revelou que o hidrogel de PEG diminuiu a infiltracéo celular, sendo
esta menor do que 1%, e impediu o crescimento tecidular durante mais de
guatro meses. Estes resultados indicam que a membrana de PEG tem
potencial para ser utilizada em ROG (52).

Num estudo semelhante, Herten et al. utilizaram duas combinagbes de
hidrogéis diferentes: PEG1 (quatro cadeias de PEG-tinol e oito cadeias de
PEG-acrilato) e PEG2 (quatro cadeias de PEG-tinol e quatro cadeias de PEG-
acrilato), utilizados de forma isolada ou associados a um peptideo ciclico de
RGD. Discos gelificados com o diametro de 6mm e espessura de 0,6mm foram
introduzidos na regido subcutanea do dorso de 60 ratos Wistar. Como controlo
foi selecionada uma membrana de colagénio porcino (BioGide®). Apés 1
semana observaram a formacao de vasos sanguineos infiltrados na membrana
de colagénio, enquanto nas combinac¢des de hidrogéis verificaram existir tecido
conectivo bem vascularizado a rodear os discos, sem infiltracdes. Estes
resultados revelaram baixa reacdo tecidular e boa biocompatibilidade. Os
autores concluiram que a biodegradacao depende da composicao do hidrogel,
uma vez que a biodegradacdo mais lenta ocorreu no hidrogel PEG1l (24
semanas), PEG1/RGD (16 semanas) seguido da membrana de colagénio (4
semanas) e do hidrogel PEG2 e PEG2/RGD (2 semanas) (51).

Thoma, et al. investigaram a rigidez da membrana de PEG e a sua capacidade
de prevenir o colapso, num estudo realizado em 16 “minipigs”. Esta membrana
proporcionou uma menor migracdo de tecidos moles no interior do defeito
criado na mandibula dos “minipigs”, do que os defeitos de controlo (sem
membrana), e ndo houve diferencas significativas face aos defeitos cobertos

pela membrana de APL (47).

Num estudo realizado em 11 cadelas beagle foram criadas deiscéncias de
12mm de comprimento, 8mm de altura e 6mm de profundidade, ap6s exodontia
bilateral de quatro pré-molares e do primeiro molar, mandibulares. Apos trés

meses de cicatrizagdo, foram realizadas um total de 44 implantagGes, com o
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ombro do implante ao nivel da crista 6ssea, o que resultou em deiscéncias de
6mm. Estabeleceram quatro grupos: Teste n°® 1 PEG/osso autélogo, Teste n° 2
PEG/granulos de HA/FTC, Controlo n°® 1 membrana de colagénio/osso autélogo
e Controlo n° 2 apenas com 0sso autdlogo. A andlise histomorfolGgica revelou
alturas verticais regeneradas de 32%, 35%, 38% e 31%, seguindo a ordem
anterior. Nao houve diferencas significativas entre os dois grupos de teste e os
controlos onde apenas utilizaram osso autologo. Os autores concluiram que a
guantidade de regeneracdo obtida foi semelhante nos grupos que utilizaram a
barreira de PEG e o grupo regenerado com membrana de colagénio (54).

Schwarz et al. (2011) investigaram a influéncia de duas membranas:
membrana de colagénio e de PEG e de dois biomateriais associados a 0sso
autélogo: BioOss® (osso bovino inorganico) e Straumann®BoneCeramic (FCB),
na ROG e na osteointegracdo. Os autores realizaram quatro defeitos maxilares,
idénticos ao estudo anterior, e regeneraram aleatoriamente cada um dos
defeitos. Apds 8 semanas colocaram implantes e aguardaram mais 2 semanas
para sacrificar os animais. Todas as ROG resultaram numa formacao Ossea
homogénea e subsequente osteointegracdo. A analise histomorfométrica
revelou um aumento da éarea tratada nas amostras onde foram utilizadas
membranas de PEG, relativamente a membrana de colagénio, com
significancia estatistica no grupo de FCB combinado com o0sso autélogo (49).
De forma a confirmar estes resultados, foi realizado um estudo no qual
aplicaram o] mesmo protocolo, mas utilizaram apenas o]
Straumann®BoneCeramic (FCB) puro com membranas de PEG ou colagénio.
N&o encontraram diferencas estatisticamente significativas entre o contacto do

0SS0 com o implante nem na quantidade de osso formado (55).

Atualmente existem poucos estudos sobre a utilizacdo do hidrogel de PEG,
especialmente quando limitamos a pesquisa a estudos realizados em

humanos. Apenas dois artigos foram encontrados (42, 53).
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Jung et al. (2009) levaram a cabo um ensaio clinico randomizado para testar se
seria viavel realizar uma regeneracdo 6ssea vertical adjacente a implantes
dentarios com hidrogel de PEG (n=19). Os defeitos 6ésseos foram mensurados
e aqueles que fossem menores de 3 mm eram, automaticamente, excluidos.
No grupo de controlo (n=18) foram utilizadas membranas de colagénio e, em
ambos os grupos, foi utilizado osso bovino como material de preenchimento.
Os resultados demonstraram uma média de preenchimento de 94,9% e
5,63+1,84mm no grupo de teste; e 96,4% e 4,25+1,16mm no grupo de controlo.
N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos. Este
estudo demonstrou que a membrana de PEG pode ser utilizada com sucesso
em procedimentos de ROG. Estes autores verificaram ainda que 31% dos
individuos do grupo de teste e 21% dos controlos, apresentavam deiscéncias
gengivais no momento de remoc¢ao de sutura, com exposi¢cao do parafuso de
fecho (53).

Ramel, et al. (2012) utilizaram uma amostra de 36 pacientes, nos quais tinha
sido realizado um implante dentario por paciente e, simultaneamente,
regeneracao de uma deiscéncia 6ssea (>3mm) pré-existente. Nessas BGRs
utilizaram osso bovino inorganico juntamente com membranas de colagénio ou
de PEG. A selecdo de uma ou outra membrana foi feita de forma randomizada.
Os autores concluiram que nao existiram diferencas significativas entre as
perdas Osseas radiograficas mensuradas a 1 ano (0,43+0,56mm com
membranas de PEG e 0,21+0,36mm com membranas de colagénio) e a 3 anos
(0,61+0,89mm com membranas de PEG e 0,33£0,64mm com membranas de

colagénio), apos colocacdo em carga dos implantes (42).

A membrana de PEG revelou ser tdo efetiva no tratamento de deiscéncias

0sseas associadas a implantes como as membranas de colagénio (53).

Uma das vantagens deste tipo de membranas relaciona-se com a facilidade de
adaptacdo a area que se pretende regenerar, contrariamente as restantes
membranas que vém com dimensdes preestabelecidas. Além de poder ser

aplicada diretamente in situ, existe a possibilidade de gelificar a membrana
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previamente a sua colocacédo (20). Apés a ativagéo e aplicacdo do hidrogel de
PEG, a solidificacdo ocorre em aproximadamente 90 segundos. A fluidez do
material € controlada através da adicdo de modificadores de viscosidade a
solucado tampéo, com vista a simplificar a aplicagédo do material diretamente no
local cirdrgico. Apos gelificacdo, o material previne o crescimento tecidular e a
unido dos tecidos que estdo separados por esta, até que o hidrogel de PEG
atinge certo nivel de degradacdo por hidrélise. Os produtos da degradacdo
consistem em PEGs sollveis em agua e eliminados por excrecao renal (52-54).

E necessario ter em conta que, devido a sua consisténcia liquida, € imperativo
combinar a membrana de PEG com enxertos 0sseos (54). Varios autores
apontam para uma baixa incidéncia de exposicoes em membranas de
colagénio e de PEG (20, 49). A membrana de PEG parece ser segura e nao

causar reacdes biologicas anormais do tecido mole (20, 47, 53, 54).

[1.1.vi. Enxertos 6sseos e materiais substitutos 6sseos

Consoante a proveniéncia do osso, podemos definir o enxerto como sendo:
enxerto autdégeno ou autdlogo: o osso é colhido no proprio individuo, numa
zona intraoral ou extraoral; enxerto alogénico ou aloenxerto: o enxerto é
retirado de um dador da mesma espécie; enxerto xenogenico ou Xxeno-enxerto:
0 enxerto provém de um individuo de uma espécie diferente (origem grega:
xenos significa estranho, convidado, hdéspede); enxerto aloplastico ou alo-
enxerto: diz respeito a materiais substitutos 6sseos totalmente sintéticos (6,
56). Existe uma grande variedade de substitutos 6sseos, ainda assim o gold

standard é o osso autdlogo (57).

Os diferentes tipos de enxerto podem ser consultados na ilustracéao 1.
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llustracdo 1 - Tipos de enxerto, adaptado de Lindhe, et al. (2008) (6).

Os enxertos 0sseos podem ser aplicados em diferentes situacdes clinicas, tais
como defeitos periodontais, defeitos peri-implantares, preservacdo do 0SSO
alveolar, elevacdo de seio maxilar e regeneracdo de defeitos 0sseos para

posterior colocacéo de implantes dentérios.

A ideia de um substituto 6sseo 6timo, suscetivel de ser utilizado em qualquer
indicacdo clinica, embora seja apelativa € apenas uma ideia. Os enxertos
0sseos necessitam de um local cirdrgico que contenha uma vascularizacéo
adequada, para que ocorra suprimento de células precursoras de osteoblastos
e, posteriormente, neoformacdo 6ssea. No local do enxerto, seria desejavel
gue o substituto ésseo fosse substituido por novo 0sso. Se no local a regenerar
ndo houver estabilidade mecéanica, se houver células indesejaveis ou se

existirem fatores condicionantes associados ao paciente, podera ocorrer
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formacé&o de tecido fibroso e perda do enxerto. Assim, a escolha do material de

enxerto depende da situacéo clinica (7).

a. Enxertos autdlogos

7z

O o0sso autdlogo € composto por substancias inorganicas (70%),
nomeadamente o fosfato de calcio sob a forma de Hidroxiapatite cristalina, e
organicas (30%), na sua maioria colagénio tipo I. O enxerto autélogo, até a
data, € o Unico com a capacidade osteogénica, devido as células trazidas da
zona dadora para a area recetora. Também possui capacidades
osteocondutoras e osteoindutoras. Até a presente data continua a ser

considerado o gold standard (6).

Transplantar um enxerto 60sseo autdlogo significa transplantar péptidos
osteoindutores e outros fatores de crescimento biologicamente ativos,

presentes naturalmente na matriz 6ssea (58).

Durante a cicatrizacdo 0ssea existe libertacdo de PMOs pelos osteoblastos e
por algumas células da medula 6ssea. As PMOs séo citoquinas intimamente

associadas a formacao 0ssea e diferenciacédo dos osteoblastos (59).

Os fatores de crescimento presentes na matriz 0ssea que sao libertados
durante a reabsorcdo dos enxertos autélogos incluem PMOs, fatores de
crescimento (3, fatores de crescimento semelhante a insulina | e Il, fatores de
crescimento derivados de plaguetas e fatores de crescimento para fibroblastos
A e B (6). Quanto maior for a area total do enxerto, maior a libertacdo destes
fatores de crescimento. Assim, um enxerto de osso medular liberta mais fatores
de crescimento do que um enxerto compacto, tal como um enxerto particulado
apresenta uma maior libertacdo destes fatores quando comparado com
enxertos em bloco (60). Fatores de crescimento, tais como PMO-2 e PMO-7,

demonstram notaveis capacidades osteoindutoras (7).

45



O efeito do fosfato de calcio bifasico na reparagéo 6ssea — um estudo em ratos

7z

Para o sucesso de uma regeneracdo 0ssea € necessario que haja um
suprimento sanguineo adequado. E necessario preservar o coagulo de sangue
e gue este esteja em contacto direto com o tecido vivo. No caso de um bloco
0sseo autbélogo, é essencial que esteja fixo com parafusos, taxas ou outros
meios retentivos, de forma a preservar o coagulo. A regeneracado ocorre
através da substituicdo gradual dos tecidos necrosados no interior do enxerto e
sua substituicdo por novo 0sso (61).

Os enxertos autélogos podem ser utilizados em bloco ou particulados, de
zonas corticais ou medulares. Os enxertos corticais suportam maiores forcas
mecanicas numa fase inicial, no entanto a sua revascularizagdo & mais
demorada do que nos enxertos medulares. Os enxertos particulados permitem
uma maior vascularizacdo ao redor das particulas e uma maior libertacdo de
fatores de crescimento e de diferenciacéo, logo a partir da fase inicial da
regeneracao, relativamente aos enxertos em bloco. A area total dos enxertos
particulados € superior a dos enxertos em bloco, facilitando a atividade

osteoclastica e resultando numa maior reabsorcéao (60).

Quando se opta por um enxerto 0sseo autdlogo sob a forma de enxerto
particulado, o tamanho ideal das particulas encontra-se entre 0,5mm?* e 2mm?

(60). A reabsorcao pode ser minimizada pela utilizacdo de membranas.

De Marco et al. realizaram um estudo em trinta ratos Wistar, no qual utilizaram
um enxerto em bloco da zona parietal do cranio para regenerar um defeito
criado na mandibula do mesmo rato, com e sem membrana de ePTFE. Estes
autores observaram uma revascularizacdo mais rapida no grupo de enxerto
sem membrana, com vasos sanguineos provenientes tanto do leito recetor
como do tecido conjuntivo adjacente. Ambos 0s grupos obtiveram
revascularizacbes completas (61). No entanto, a auséncia de membrana

implica uma maior reabsorcao do enxerto em bloco (62).

Num artigo de follow-up de 6 anos por tomografia axial computadorizada,

concluiu-se que os enxertos em bloco sofreram menos reabsorc¢éo (21,5%) do
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gue os enxertos de 0sso autologo particulado (39,2%) utilizados em elevagdes
de seio maxilar (63). Poder-se-ia criticar o facto de estes autores terem
utilizado osso proveniente da crista iliaca e do mento sem os diferenciarem.
Johansson et al. utilizaram enxertos provenientes da crista iliaca e obtiveram
reabsor¢cfes superiores as do estudo referido anteriormente. Numa avaliagdo
feita ap6s 6 meses da realizacdo de enxertos 0sseos, 0s onlays executados
sobre 0 0sso alveolar maxilar obtiveram uma reabsor¢cdo na ordem dos 47%.
Ainda assim foi um valor menor do que nos enxertos de 0sso particulado
(49,5%), utilizados nas elevacdes de seios maxilares (64). Parece ser que o
0sso0 autdlogo que sofre menos reabsorcao € 0 0sso cortical, nomeadamente o
0SSO proveniente da zona parietal calote craniana. Smolka et al. obtiveram

reabsor¢gdes na ordem dos 19,2% em enxertos de 0sso parietal (65).

b. Enxertos alogénicos

Os enxertos alogénicos sdo amplamente utilizados nos Estados Unidos da
América e no Brasil, no entanto, este tipo de enxertos carece de utilizacdo em

Portugal devido as leis vigentes.

Os aloenxertos sdo armazenados em bancos de 0sso sob a forma de enxerto
alogénico de osso liofilizado mineralizado (FDBA: freeze dried bone allograft) e
enxerto alogénico de osso congelado liofilizado e desmineralizado (DFDBA:
desmineralized freeze dried bone allograft). Os aloenxertos envolvem riscos de
transmissao de doencas, assim como de rejeicdo. Estes problemas parecem
ser resolvidos através da liofilizacdo e desmineralizacdo do o0sso. O 0SSO
desmineralizado tem a capacidade de libertar PMOs com a capacidade de

induzir as células do recetor a diferenciar-se em osteoblastos (66).

Apesar das regras rigidas de controlo dos dadores, foram reportados nos
Centros Americanos de Controlo e Prevencdo de Doenca sessenta casos de
infecBes cruzadas devido a este tipo de enxerto. Nao é realizada a esterilizacéo
dos aloenxertos, uma vez que os métodos de esterilizacdo tendem a degradar

a qualidade biolégica e biomecanica dos tecidos 6sseos (67).
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c. Enxertos xenogénicos

Os enxertos xenogénicos podem ter origem animal, como por exemplo
enxertos bovino, porcino, equino e ovino. Ainda s&o considerados como
enxertos xenogénicos aqueles que provém de corais calcificados e algas. O
exosqueleto do coral tem notdrias similaridades ao 0sso e € um dos poucos
materiais que tem sido estudado ha mais de trinta anos in vitro, em estudos

animais e em humanos (2, 68).

Os corais pertencem a classe Anthozoa com mais de sete mil espécies, das
guais um terco pertence ao género Madrepora. Estes corais formam col6nias
microscopicas com uma estrutura edificada por cristais de carboneto de célcio
(aragonite), de forma semelhante a formacédo O0ssea. Estes cristais podem ser
convertidos em hidroxiapatite através de altas temperaturas 250-260°C e
pressdes de 15000psi durante 24 a 48 horas. Foi comercializado pela primeira
vez em 1987, com a designacéo de Biocoral®. Os enxertos provenientes de
coral possuem uma porosidade de 50% até 80% e o diametro dos poros varia
entre os 150 e os 1000um. Trata-se de um material apenas com capacidades
osteocondutoras No entanto, este material torna-se quebradico e quanto a
capacidade de reabsorcéo, esta varia consoante a porosidade, dimensao do
enxerto e zona do leito recetor. Regra geral, a reabsorcdo das Porites e
goniopora é mais rapida do que os corais de baixa porosidade como Acropora
e sem porosidade tais como Favites, Lobophyllia e Polyphyllia. No caso dos
corais mais utilizados, Porites (com um diametro de 150um e 50% de
porosidade), a reabsorcdo é muitas vezes demasiado rapida para que 0 novo

0sso preencha o defeito 6sseo (2).

Atualmente, os enxertos de origem animal sdo amplamente utilizados. Na
maioria dos casos, a manufaturacdo destes substitutos 6sseos inclui
sinterizacbes com temperaturas até 1000°C, transformando o 0sso num
material cerdmico. No entanto, este processo pode colocar em risco a
microporosidade do 0sso nativo e, por essa razéo, diminuir a capacidade de

osteoconducdo. lgualmente, a reabsorcdo das ceramicas é inferior & do 0sso
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nao sinterizado. Estas desvantagens podem ser ultrapassadas utilizando
temperaturas até 300°C (69).

Em 1992, Brown et al. relataram casos de transmissfes iatrogénicas de
patologias devido a enxertos xenogénicos. Particulas infetadas com prides
podem causar nos humanos a doenca de Creutzfeldt- Jakob e encefalopatia
espongiforme bovina. Devido a esta possibilidade, foram criadas normas pelas
autoridades de saude publica (69). Como foi referido anteriormente, a utilizacdo
de altas temperaturas, por periodos de tempo longos (6 horas), associadas ou
ndo a solventes quimicos, resulta num risco quase nulo de transmissdo destas

doencas (70).

Num estudo realizado por Piattelli et al. foram observadas particulas de osso
bovino inorganico apos 4 anos da enxertia em elevacdes de seio maxilar. Nos
cortes histologicos foi possivel identificar osteoclastos em processos de
reabsorcdo das particulas de osso bovino e células gigantes multinucleadas
(71).

d. Enxertos alopléasticos

As limitacBes inerentes ao uso de enxertos de 0sso autélogo e xenogénico
levaram ao desenvolvimento de materiais sintéticos e a procura de uma
alternativa aloplastica oOtima para realizar procedimentos de reparacdo ou

regeneracao ossea (72).

A utilizacdo de enxertos aloplasticos tem vindo a aumentar tanto nos Estados
Unidos da América como na Europa, devido as limitacdes inerentes a utilizacao
do osso autblogo, tais como: disponibilidade limitada, tempo cirurgico,
morbilidade do paciente e risco de complicacdes na zona dadora. Os enxertos
aloplasticos sédo apresentados como vantajosos relativamente aos enxertos de
origem animal, por ndo apresentarem risco de transmissao de doencas (7, 56,
67, 73).
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Os fosfatos de célcio, especialmente a hidroxiapatite e o fosfato 3-tricalcico tém
sido os aloenxertos mais estudados e ja sdo comercializados ha mais de trés
décadas (57).

O primeiro relato da utilizacédo de fosfato tricalcico (FTC) ocorreu em 1920 num
estudo realizado em coelhos, e utilizaram o termo triplo fosfato de calcio. Neste
ensaio, foi injetada uma solucdo de 5% de FTC na zona de fratura do radio e
verificaram um crescimento 6sseo maior e mais rapido (74). A cicatrizacao
Ossea utilizando FTC é mais rapida devido a libertacdo de calcio e fosfato
durante a sua degradacédo. Contudo, esta degradacao é de tal forma rapida que
nao possibilita a manutencédo do espaco para que ocorra formagdo de novo
0Ss0. Assim, é frequente a associagdo HA/ FTC (75, 76).

O fosfato de calcio bifasico € uma ceramica bioativa que consiste em duas
fases: a menos soluvel — HA — e a mais soluvel — B- FTC. As propriedades do
FCB dependem do racio de HA/B- FTC (57).

Regra geral, os autores consideram que a HA € um material ndo reabsorvivel
ou é reabsorvido muito lentamente, enquanto os materiais baseados em FTC
tém um racio de reabsorcéo rapido (75, 76). A regeneracdo O0ssea com HA
ocorre no interface com o tecido 6sseo nativo, enquanto nas areas mais
distantes € observado o encapsulamento dos granulos (77). Em situacoes
clinicas como a de um quisto ou seio maxilar, onde se pretende colocar
implantes numa fase posterior, 0 FTC tem a vantagem de ser substituido por
novo 0sso rapidamente. Por outro lado, a reabsorcdo deste material pode ser
demasiado rapida em situacGes onde se pretenda garantir 0 suporte mecanico.
Neste ultimo caso, um material de reabsorcao lenta é preferivel para preservar

o volume aumentado (75).

Embora a HA e o FTC ndo existam na natureza, demonstraram induzir uma
resposta celular similar a do 0sso. As ceramicas de fosfato de célcio permitem
a adesao, proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos. Os osteoblastos

diferenciados produzem colagénio tipo |, fosfatase alcalina, proteoglicanos e
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proteinas da matriz ssea, tais como osteocalcina, osteopotina e sialoproteinas

0ssea, responsaveis pela formacéo 6ssea (7).

A natureza sintética destes substitutos 0sseos torna-os perfeitamente
controlaveis durante a sua producdo. E possivel desenhar a composicéo
guimica, a dimensdo dos poros e as interligacbes destes poros, para que
favorecam a angiogénese e consequente chegada de células osteogénicas. E
necessario ter em conta que a resposta biolégica depende nao s6 da
composicdo quimica do substituto 6sseo, mas também da sua percentagem de
cristalinidade, caracteristicas macro e microestruturais, tais como dimenséao

dos poros, porosidade e interconectividade (57).

A cristalinidade é definida pela fracdo de FCB que esta envolvida numa rede
cristalina, em contraste com a fracado presente na fase amorfa, e cré-se ter um
papel importante na adsorcdo, na fixacdo celular e na dissolucdo dos
biomateriais. O tamanho dos cristais depende da temperatura de sinterizacao.
A forma, tamanho e distancia entre os cristais de apatite, formam a
microporosidade que possui uma dimensao inferior a 10um, enquanto os
macroporos sao maiores do que 100um. A porosidade € definida pelo total de

micro e macroporos (76).

A geometria dos enxertos 6sseos deve favorecer a angiogénese no interior do
enxerto, para que haja chegada de nutrientes até as células. A porosidade é
necessaria para permitir a migracao e proliferacdo de osteoblastos, células
mesenquimais, assim como para que haja deposicdo de matriz mineral nos
espacos vazios. A microporosidade € importante na reabsorcdo do material,
possibilita uma maior area de superficie para adeséo de células, troca de ides e
formacdo de apatite. A macroporosidade promove a osteocondutividade, uma
Vez que cria 0 espaco para que ocorra neovascularizacdo. Existe alguma
divergéncia no que diz respeito a dimensao dos macroporos, mas acredita-se
gue o tamanho ideal estara entre os 100 e 500um. Além do diametro dos
poros, deve-se atender a densidade e a conexao entre poros. A conetividade

dos poros é tida como vantajosa. A continuidade espacial do sistema de poros
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tem um papel importante no crescimento de novo 0sso, especialmente a longo
prazo. Identicamente, os enxertos particulados ndo devem ser comprimidos em
demasia para permitir a vascularizacdo do enxerto. O osso cortical humano
possui uma forca compressiva entre 0os 90 e os 230 MPa e o 0sso medular
varia entre os 2 e os 45 MPa (7, 76, 78).

Os fosfatos de célcio providenciam um suporte biomecanico limitado, uma vez
gue sdo quebradicos e tém pouca forca ténsil. O FTC é menos quebradico do
gue a HA. No entanto, a reabsorcao rapida do FTC resulta numa perda da
forga mecanica ao longo do tempo. Os materiais ceramicos n&do devem ter altas
porosidades (>90%) para ndo comprometer as propriedades mecéanicas e
integridade estrutural, antes de haver formac¢&o de novo osso (7). Normalmente

a porosidade dos fosfatos de calcio ndo ultrapassa os 50% (76).

A concentracdo de FTC influencia a adesédo celular de osteoblastos e
osteoclastos/mondcitos a superficie do FCB. Um aumento da percentagem de
FTC leva a uma reducéo da adeséo celular. A dissolucéao da superficie do FCB
liberta ides de Ca®*. Havendo um aumento da concentracdo destes ides no
meio extracelular, acima de um limite desconhecido, ocorre a inibicdo da
reabsorcdo osteoclastica, desune os osteoclastos da superficie do FCB e, por
ultimo, provoca lise celular. Normalmente sao identificados poucos osteoclastos
na superficie do FCB. (76).

Um estudo realizado por Jensen et al. em mandibulas de “minipigs” comparou
a utilizacdo de FCB (60%HA: 40% B-FTC) com HA puro, FTC puro e enxerto
autélogo. Este estudo apresentou diferencas significativas entre os quatro
enxertos as 2, 4 e 8 semanas, sendo que houve maior regeneracdo dos
defeitos 6sseos no enxerto autélogo, seguido do enxerto de FTC, FCB e HA.
As 24 semanas, os autores ndo obtiveram diferencas significativas entre as

taxas de formacao ossea (76).

Torna-se necessario encontrar o racio de HA:-FTC ideal. Foi exatamente esse

objetivo que levou Jensen et al. (2009) a realizarem um estudo em 24
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“minipigs”. Estes autores compararam racios de 80:20, 60:40 e 80:20 com um
controlo negativo (coagulo sanguineo), um positivo (autoenxerto) e com um
enxerto xenogénico de controlo (0osso bovino liofilizado). Os enxertos foram
colocados em defeitos de 9mm de didmetro e 4mm de profundidade no ramo e
corpo da mandibula dos “minipigs” e cobertos por uma membrana de e-PTFE,
fixa por taxas. Os animais foram sacrificados as 4, 13, 26 e 52 semanas. A
analise histoldgica revelou uma cicatrizacdo completa no controlo negativo as
26 semanas, embora ocorresse o colapso da membrana, devido a auséncia de
material de suporte. No controlo positivo foi observada formacédo 6ssea até ao
limite imposto pela membrana, apds 4 semanas. Ndo houve colapso da
membrana e a remodelacdo 6ssea manteve-se desde as 13 até as 52
semanas. Os enxertos xenogénicos demonstram menos quantidade e menor
grau de maturacédo do novo 0sso, relativamente aos controlos positivos. Foram
detetados osteoclastos desde as 13 até as 52 semanas. No que diz respeito
aos enxertos aloplasticos, ocorreu uma reabsorcdo extremamente rapida do
FCB 80:20, sendo que as 13 semanas poucas particulas eram observaveis. A
degradacdo das particulas ocorreu por desintegracdo em particulas
sucessivamente menores, que posteriormente foram fagocitadas. Apos 52
semanas essas mesmas particulas mantiveram-se e a densidade o&ssea
observada foi menor do que o enxerto autdlogo as 26 semanas. A formacao de
novo 0sso no FCB 60:40 foi semelhante ao enxerto xenogénico, quer em
guantidade, quer em maturidade. No entanto, a formagcdo éssea ocorreu
sobretudo junto as paredes do defeito, sem grande projecédo para o centro do
defeito. Foram observadas células gigantes multinucleadas, mas sem lacunas
de Howship. Em contaste com o0s enxertos xenogénicos, as células gigantes
multinucleadas estavam sempre acompanhadas de tecido mole rico em
células. O FCB 80:20 comportou-se de forma semelhante ao racio de 60:40
(75).

Num ponto de vista quantitativo o FCB 20:80 obteve resultados semelhantes ao
enxerto autélogo e tanto o FCB 60:40 como o FCB 80:20 comportaram-se

como 0 enxerto xenogénico (75).
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Segundo Jensen et al. (2009) o racio de 60/40 de hidroxiapatite/fosfato beta-
tricélcico resulta numa baixa taxa de reabsorcdo e ajuda a manter enxertos

autologos (75).

Straumann®BoneCeramic é um substituto dsseo sintético, osteocondutor,
composto por FCB e contém um récio de 60% de hidroxiapatite e 40% de
fosfato beta-tricalcico. As temperaturas de sinterizacdo estdo entre 1100 e
1500°C. Tem uma porosidade de 90%, e o diametro das particulas situa-se
entre 100 a 500um. Esta ceramica é 100% cristalina (76, 77). Através da
microscopia eletrOnica € possivel visualizar a porosidade e a textura irregular

deste material. A imagem seguinte foi publicada por Tirkkonen et al. (79).

Iustragéo 2 - Digitalizacéo agens de microscopa eletronica das particulas de
Straumann®BoneCeramic, com ampliagdes de 20x, 80x, 500x e 2000x. Adaptacdo de
Tirkkonen et al. (2013)
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Os enxertos biovidro (BV) séo biomateriais a base de silica, descobertos por
Hench em 1971. O critério caracteristico para a bioatividade €é uma
percentagem menor que 60% de diéxido de silica (SiO;) na constituicdo dos
enxertos de BV. Os outros constituintes incluem Na,O, CaO e P;0s. Mais
recentemente foram modificadas em Na,O-K,0-MgO-CaO-P,03-SiO,. (67).
Quando implantados in vivo ha formacédo de uma camada de gel de silica com
uma zona superficial de carbonato de hidroxiapatite. A sua biologia celular e
molecular na regeneracdo 6ssea ainda ndo é totalmente conhecida, no entanto
0os enxertos de BV sdo amplamente utilizados, especialmente na &rea
ortopédica (58). Na Medicina Dentaria um dos enxertos de BV mais utilizadas é
0 PerioGlas® (80). Num estudo realizado por Virolainen et al. em ratos,
verificaram que os enxertos de BV apresentam propriedades osteocondutoras
e osteopromotoras da migracdo, replicacdo e diferenciacdo de células
osteogénicas que, por sua vez, produzem matriz 0ssea. Observaram que
existiu produgédo de citoquinas: fator beta de transformagdo do crescimento,
gue induzem a sintese de colagénio tipo I. No entanto os enxertos de BV néao
revelaram crescimento 0sseo em zinas ectopicas, i. e., ndo sao osteoindutoras
(58).

Os enxertos de BV induzem um alto turnover 0sseo, podendo-se modificar a
composicdo quimica para que a reabsorcdo seja mais lenta (anos) ou mais
rapida (semanas). Apresentam propriedades antimicrobianas, através da

inibicdo do crescimento das bactérias (67).

Materiais aloplasticos como HA e o FTC quando utilizados para regeneraces
de defeitos periodontais em humanos demonstraram ter sucesso no
preenchimento 0sseo e na diminuicdo da profundidade de sondagem, mas
existe pouca evidéncia na criacdo de novo tecido conectivo. Froum, et al.
referem que os enxertos de BV tém a capacidade de ligar-se tanto aos tecidos
duros como aos tecidos moles. Estes autores testaram enxertos de BV em
RTG e concluiram que houve melhorias significativas na reducdo da
profundidade de sondagem, preenchimento dos defeitos 6sseos e melhorias na

insercao clinica (80, 81).
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Turunen et al. sugerem a utlizacdo de enxertos de BV juntamente com
enxertos particulados de osso autélogo para realizar cirurgias de elevacdo de
seio maxilar, diminuindo a quantidade de osso aut6logo necessario (82).

Il.L1.vii.  Indicagdes clinicas do fosfato de célcio bifasico e da

membrana de polietileno glicol na ROG

O osso autdlogo € o mais eficaz em ROG e RTG, mas o seu caracter limitado e
a morbilidade associada a zona dadora do paciente levam a utilizacdo de
substitutos 6sseos. A ocorréncia de defeitos craniofaciais € frequente e pode
estar relacionada com trauma, anomalias de desenvolvimento, ressecgao

tumoral, infecéo ou outros tipos de patologia (5, 83).

Quando a disponibilidade ¢ssea € limitada existe a possibilidade de utilizar
implantes curtos (5 a 8,5mm) ou implantes com diametros reduzidos (3mm ou
menos). No caso da maxila ainda se podera considerar a utlizacdo de
implantes zigomaticos. Tudo depende da situacdo clinica e da experiéncia
profissional do clinico. Contudo, na Medicina Dentaria a utilizacdo de
substitutos 6sseos tem vindo a aumentar devido ao numero frequente de casos
clinicos com necessidade de aumentar a disponibilidade éssea para colocacéo

de implantes dentarios ou para corrigir defeitos 6sseos existentes (36).

Pelo facto do Straumann®BoneCeramic ser um material relativamente recente
e a membrana de PEG ser ainda experimental, os estudos cientificos
realizados em humanos que testam a eficacia dos mesmos em conjunto ou

separados sao limitados e muitas vezes possuem amostras reduzidas.

a. Elevacao do seio maxilar

A elevacdo do seio maxilar para permitir a insercdo de implantes dentarios,
guando o osso alveolar residual é insuficiente, pode ser considerado um
procedimento seguro e eficaz. Existem varios procedimentos cirlrgicos para

elevar o seio maxilar. As variacbes mais importantes dizem respeito a utilizagédo
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de uma abordagem lateral ou crestal, o tempo de espera para colocagédo do
implante dentario relativamente ao substituto 6sseo utilizado, o tipo de enxerto
e o tipo de implantes utilizados. Vérios tipos de enxertos tém sido utilizados na
elevacdo do seio maxilar. Tem sido proposta a utilizacdo de osso autdlogo,
enxertos alogénicos, xenogénicos, aloplasticos e misturas de varios materiais.
O osso autologo, apesar de ser o Unico osteocondutor e osteoindutor, carece
de disponibilidade ilimitada e aumenta a morbilidade pds-operatdria, tal como ja
foi referido anteriormente. A utilizacdo de substitutos ésseos é frequente, no
entanto a comparacao dos diferentes estudos € dificultada pela utilizacdo de
diferentes metodologias: dimensao da crista residual, implante imediato versus
tardio e diferentes tipos de materiais e membranas (84). A decisao entre a
colocacao simultanea do implante ou colocacao tardia depende da estabilidade
primaria do mesmo. Segundo Peleg et al (1998, 1999) em reabsorc¢des severas
da maxila € necessario existir uma dimensao de o0sso residual minima de 4 a
5mm para que a colocacdo de implantes simultaneamente a elevacédo de seio

maxilar resulte numa estabilidade primaria suficiente (85).

Até a data, a maioria dos estudos comparativos entre 0
Straumann®BoneCeramic e o BioOss® dizem respeito a elevacdes do seio
maxilar. Os resultados parecem indicar que ambos 0s materiais exibem
propriedades osteocondutoras e estédo indicados para cirurgias de elevacao do
seio maxilar (83, 84, 86-88). Contudo as dimensdes das amostras utilizadas

nestes estudos sdo reduzidas.

Cordaro et al. (2008) realizaram um estudo clinico multicéntrico randomizado
gue envolveu 37 pacientes e 48 elevacbes de seio maxilar pela técnica da
janela lateral. A altura 6ssea residual foi maior ou igual a 6mm e a largura
situou-se entre maior ou igual a 3mm e menor do que 8mm. Do total da
amostra, 23 seios maxilares foram enxertados com 0sso bovino inorganico
(Bio-Oss®) e o grupo de teste incluiu 25 elevacdes de seio maxilar com FCB
(Straumann®BoneCeramic). Foram utilizadas membranas de colagénio porcino
(Bio-Gide®). Ap6s 6 a 8 meses de cicatrizacdo foram recolhidas as amostras e

0s resultados histomorfométricos revelaram auséncia de diferencas
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significativas na quantidade de osso mineralizado entre o grupo de teste
(38,3%) e o controlo (45,2%). E importante referir que houve maior presenca de
NOVO 0SSO nas zonas proximas a crista residual, relativamente as areas mais
centrais do seio maxilar. Houve menor percentagem de FCB remanescente
(26,6%) e consequentemente maior percentagem de tecido mole (46,4%) do
gue nas amostras de 0sso bovino inorganico (37,7% e 40,3%, respetivamente).
Este dltimo apresentou maior contacto enxerto-novo o0sso do que o FCB
(48,2% vs 34,0%). Estas diferencas podem dever-se as diferencas estruturais e
a area total disponivel (macroporosidade e morfologia). Os autores referem que
todos os implantes obtiveram boa estabilidade inicial, no entanto néo
consideraram a possibilidade de dita estabilidade se dever as cristas 0sseas
remanescentes com uma altura superior ou igual a 6mm. Os autores
concluiram que ambos os materiais estdo indicados em cirurgias de elevacao
do seio maxilar (84). Igualmente, num estudo publicado em Maio de 2013 com
uma amostra de 94 implantes e 53 bidpsias ésseas, 0os autores referem o
Straumann®BoneCeramic como sendo um material apropriado para realizar
procedimentos de elevacdo de seio maxilar. Este enxerto aloplastico obteve
30,28+2,16% de novo osso formado e uma quantidade remanescente apos 5
meses de regeneracao, significativamente inferior (15,8+2,1%) ao 0sso bovino
inorganico (21,36+4,83%)(85). Nestes estudos ndo avaliaram a sobrevivéncia
dos implantes. Relativamente a este assunto, a taxa de sobrevivéncia de um
total de 40 implantes, colocados em 15 pacientes e avaliados ap6s um periodo
médio de 15 meses, foi de 92,5% (83).

b. Preservacao do alvéolo pés-extraccional

No que respeita aos alvéolos dentéarios, estes cicatrizam entre um a dois meses
apos ser realizada a exodontia. Durante o processo de cicatrizacdo existe
diminuicdo da largura e altura 6sseas que, em certos casos, pode dificultar a
colocacdo de implantes dentarios e comprometer esteticamente a reabilitacédo
protética. Tem sido proposto realizar a preservacao do alvéolo pos-extraccional

com aplicacao de substitutos 6sseos e utilizando membranas oclusivas (89).
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A utilizacgo de Straumann®BoneCeramic foi relatada com dececdo por Coster
et al. (2009), ao encontrarem pouca formagdo de novo 0SSO € menos
mineralizado do que os controlos (14 alvéolos ndo enxertados), ap0s terem
realizado preservacao de alvéolos pés-extraccionais com este substituto 6sseo.
De uma mostra de 15 pacientes, 5 implantacbes foram adiadas devido a
insuficiente regeneragao, com presenca de tecido mole infetado, e as restantes
foram analisadas histologicamente. Os autores consideraram que o FCB
atrasou a formacédo 6ssea, uma vez que os melhores resultados foram obtidos
apos 74 semanas de cicatrizacdo e, os piores, as 38 semanas. Contudo, néo
foram utilizadas membranas para cobrir os alvéolos, facto que podera ter ditado

estes resultados (89)

c. Rebordo Alveolar — aumentos 6sseos verticais e horizontais

Esposito et al. realizaram uma revisao sistematica para averiguar a eficacia dos
aumentos 0sseos horizontais e verticais. Os autores, baseados em dois
ensaios clinicos randomizados, concluiram que os aumentos verticais com
técnicas inlay resultaram num maior niumero de implantes perdidos e mais
complicagdes, tais como dores, numero de dias de hospitalizacdo, custos e
periodos de tratamento superiores. Os blocos de osso bovino inorgéanico
parecem ser apropriados para realizar aumentos 0sseos verticais, mas
apresentam um risco superior aos blocos de 0sso autdlogo e sdo necessarios
mais 3 meses de tempo de espera. De oito ensaios clinicos randomizados
concluiram que a distraccéo 0ssea € a técnica que permite um maior aumento
vertical, embora refiram como desvantagens o custo superior, ocorréncia de
falhas do aumento vertical e parestesias. Os aumentos verticais com ROG
utilizando membranas néo reabsorviveis e 0sso autélogo particulado obtiveram
problemas associados a exposi¢cdo das membranas e infecdes. Sao poucos 0s
artigos que dizem respeito a utilizacdo de FCB em aumentos ésseos verticais e

estdo associados a utilizacdo de blocos de osso autdlogo (36).

Para aumentos 6sseos horizontais a evidéncia clinica favorece os blocos de

0ss0 autélogo sozinhos ou combinados com 0sso bovino inorganico. Segundo
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Jensen e Terheyden (2009) o ganho médio em largura da crista 0ssea varia
entre 4,4mm com bloco de osso autélogo e 2,6mm, quando sdo utilizados

substitutos 6sseos (56).

A presenca de um defeito horizontal na crista 6ssea remanescente pode
resultar numa deiscéncia ou fenestracdo 6ssea, apos a colocacdo de implantes
dentérios (90).

Segundo Assche et al. (2012) o Straumann®BoneCeramic também esta
indicado em regeneracfes de deiscéncias ou fenestragbes, concomitantes a
colocacédo de implantes dentarios. ApdOs seis meses e meio da colocacao de 14
implantes dentarios e regeneracdo Ossea das deiscéncias/fenestracbes
existentes, verificaram uma diminuicdo dos defeitos verticais de, em meédia,
6,4+2.2mm para 1,9+1.2mm. N&o houve diferengas significativas relativamente

as regeneracdes (n=14) efetuadas com Bio-Oss® (90).

Tal como foi referido anteriormente, existem apenas dois estudos referentes a
utilizacdo da membrana de PEG em humanos e ambos avaliam a funcédo desta
membrana em combinagdo com o Straumann®BoneCeramic em deiscéncias
O0sseas. Ambos os estudos referem ndo encontrar diferencas estatisticamente
significativas entre regeneracdes de deiscéncias 0sseas com colocacéo
simultanea de implantes realizadas com esta membrana experimental e a

membrana de colagénio (49, 55).

Diversos ensaios realizados em animais apontam para um comportamento
semelhante entre as membranas de colagénio e a membrana de PEG (48, 49,
51, 54). Parece ser que estas membranas exibem as qualidades necessarias a
gualquer tipo de regeneracdo Ossea nhecessaria. Foi demonstrado serem
biocompativeis (51, 91), servirem de barreira oclusiva (20, 52), permitirem a
integracdo tecidular, conferirem rigidez capaz de criar e manter o espaco (20,
47). Além disso possuem um facil manuseamento e a reacao tecidular que

existe durante a fase de reabsorcdo € minima (20, 54).
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I1.1.viii. Modelo animal

Diversos estudos relatam a possibilidade de utilizar modelos animais para
realizar regeneracdo O0ssea através da utilizacdo de técnicas de ROG (19-21,
26, 47, 48, 54, 92).

A utilizacdo de ratos Wistar em ensaios experimentais de regeneracao 0ssea €
frequente na comunidade cientifica (5, 41, 51, 59, 72, 73, 93-101). Trata-se de
um modelo animal com caracteristicas que nos permitem avaliar regeneracdes
Osseas de forma descomplicada e com custos mais reduzidos do que outras
espécies. Convém referir que possui uma desvantagem: o cranio de um rato
adulto possui uma quantidade limitada de osteoblastos devido a pequena
guantidade de osso medular presente entre a cortical interna e a externa (73).

A reparacdo 0ssea de defeitos criados no osso femoral e no osso parietal dos
ratos Wistar, sem qualquer adicdo de substitutos 6sseos, foi descrita num
artigo de Takeuchi et al. (2009). No osso femoral, apos 3 dias, o defeito estava
preenchido por coagulo sanguineo e tecido necrosado, Nas proximidades das
areas necrosadas, as células medulares eram escassas. Foi detetado tecido de
granulacdo nos extremos circundantes ao defeito 6sseo. Nas amostras com 5
dias de cicatrizacdo houve formacao de matriz trabecular ostedide, considerado
calo 6sseo, nas zonas de granulacdo. Apés 1 semana houve formacdo de
tecido fibroso a partir do calo 6sseo que, aparentemente, impedia a formacéo
de osso ostedide de conectar os extremos do defeito 0sseo. Houve uma
diminuicdo do osso trabecular calcificado passadas 2 semanas e a camada
ostedide superficial que selava o defeito evoluiu para osso cortical. As 4
semanas 0 0sso trabecular praticamente desapareceu. Ocorreu reparagdo
completa do defeito 6sseo apds 8 semanas, notando-se apenas uma linha de
0sso0 trabecular na zona interna da medula 6ssea. No que diz respeito ao 0sso
parietal, a reparacao éssea foi incompleta ou retardada. Aos 3 dias os defeitos
estavam preenchidos por coagulo e tecido necrosado. Apdés 5 dias houve
proliferacdo celular e formacdo de tecido de granulacdo. Contudo, o0s

osteoblastos néo se diferenciaram, com a exceg¢do de uma pequena minoria
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que formaram osso osteodide entre os 5 dias e 1 semana. Estes osteoblastos
foram considerados como provenientes dos bordos periféricos dos defeitos. A
calcificacdo do 0sso ostedide ocorreu centripetamente, mas ocorreu sobretudo
nas zonas periféricas e ndo houve preenchimento completo dos defeitos. As 8
semanas a area central do defeito estava preenchida com tecido fibroso (59).

Neste mesmo estudo, os autores avaliaram histologicamente o efeito do fosfato
beta-tricélcico na reparacéo dos defeitos 6sseos. Referem ter existido um efeito
osteocondutor notavel, no entanto o defeito ndo foi totalmente regenerado. No
quinto dia, observaram células chatas e cubicas, provenientes do tecido de
granulacédo, a rodear as particulas enxertadas. Apds 1 semana houve formacéao
de osso osteoide ao redor das particulas que, na maioria dos casos, estavam
junto aos bordos dos defeitos. Contudo, apos 8 semanas a formacéo 0ssea foi
incompleta e houve formacdo de tecido fibroso. Os autores explicam o
sucedido devido a auséncia de diferenciacdo dos osteoblastos ao redor das
particulas de 3- FTC (59).

Num estudo realizado por Jones et al., foram utilizados 60 ratos Wistar para
testar a regeneracdo 0ssea e as propriedades biomecanicas de trés enxertos
diferentes: hidroxiapatite coralina, osso autdlogo desmineralizado, 0sso
autélogo e, como controlo, o defeito critico de 5mm sem preenchimento. Estes
autores verificaram que, apds 6 meses de cicatrizacdo, os granulos de HA
ficaram rodeados de tecido fibroso, sem adeséo a este. Em contaste com o0s
controlos, em que houve igual formacdo de uma camada fibrosa, mas sem
estar separada por granulos. Relativamente ao o0sso autdlogo, o
desmineralizado obteve maior regeneracdo e resisténcia do que 0 0SSO

autélogo em chips (73).

No que respeita ao fosfato de célcio bifasico, um estudo realizado em 20 ratos
Wistar testou a regeneracao 6ssea de defeitos criticos de 5mm em espessura
total com FCB. Como controlo deixaram o segundo defeito do osso parietal
sem preenchimento. Os autores constataram, histologicamente, que 0s animais

sacrificados aos 3 e 6 meses de cicatrizacdo nao tiveram regeneracdo dos
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defeitos ésseos, apenas ficaram preenchidos por tecido denso de colagénio.
Nas amostras foi possivel observar a presenca de células gigantes
multinucleares, compativeis com osteoclastos. O material ndo apresentou
propriedades osteocondutoras (72). Um outro estudo avaliou a regeneracéo
0ssea a longo prazo, i. e., 24 meses, em defeitos criados no 0sso parietal de 12
ratos Wistar. Os autores concluiram que o FCB ndo promoveu a regeneracao
0ssea dos defeitos criticos (com didametro de 5mm e espessura total) (93).

Existem outros fatores que podem influenciar a regeneracdo 6ssea e que sdo
passiveis de serem avaliados mediante a utilizacdo deste modelo animal. Num
estudo realizado por Moreira e Vasconcelos (2011), foram utilizados 10 ratos
Wistar para verificar a influéncia hormonal na regeneracédo 6ssea. Os autores
realizaram dois defeitos 6sseos de 4 mm no 0sso parietal dos ratos e
preencheram os defeitos com matriz 6ssea equina. Dividiram os animais em
trés grupos: 3 animais receberam apenas o enxerto (grupo de controlo), 3
animais receberam o enxerto e inje¢cdes semanais de 0,05ml (2Ul) calcitonina
de salmdo e os restantes 4 receberam enxertos e injecdes semanais de
0,031ml grelina de rato. Apos 5 semanas, a administracao de grelina favoreceu
a neoformacéo 6ssea em torno dos granulos de biomaterial e os resultados

foram ainda mais positivos na calcitonina a 72 semana (5).

a. Defeito critico

O termo defeito critico define-se como sendo a lesdo 0ssea mais pequena sem
capacidade de regenerar por si s6, mediante formacédo 6ssea durante a vida do
animal. Embora existam divergéncias na literatura sobre o diametro do defeito
critico, varios autores confirmaram que um defeito 6sseo de 5mm de diametro
em espessura total funciona como um defeito critico nos ratos Wistar, existindo

apenas formacao de tecido fibroso em vez de osso (72, 73, 92, 94, 96).

Um defeito 6sseo critico (5mm) realizado no cranio de ratos Wistar cicatriza

através de tecido fibroso ndo por formacédo éssea (73).
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[.2. Material e Métodos

[1.2.i Amostra

O presente estudo experimental foi aprovado pela Diregcao Geral de Agricultura
e Veterinaria, de acordo com o disposto no artigo 8° da Portaria n°1005/92,
de 23 de Outubro de 1992, relativo a “prote¢do dos animais utilizados para fins
experimentais e/ou outros fins cientificos”. Foram utilizados um total de 7 ratos
Wistar com 19-21 semanas, cujo peso variou entre os 290 e 390g. Durante o
periodo do ensaio experimental foram isolados em gaiolas e colocados num
armario com as condi¢cfes ideais de temperatura, circulacdo de ar, presséo e
ciclos de luz/escuriddo. Foram, igualmente, alimentados com a devida

racao/agua e vigiados todos os dias.

II.2.ii Preparagdo dos materiais

Neste ensaio experimental utilizou-se fosfato de célcio bifasico sob a forma de
granulos de 400 a 700um de diametro e 90% de porosidade, com o nome
comercial Straumann®BoneCeramic e a membrana experimental de hidrogel de

polietileno glicol, Straumann®MembraGel.

Antes da utilizacdo do fosfato de calcio bifasico, procedeu-se a hidratacao

deste material com soro fisiolégico estéril (NaCl 0,9%, 250ml, Braun).

Foram utilizadas 7 seringas de hidrogel de PEG. Uma vez que este material
tem que ser armazenado no frigorifico, as seringas foram sendo retiradas do
frio 30min antes de cada uma das cirurgias, de modo a que pudessem ficar a
temperatura ambiente. Na altura da aplicacdo, procedeu-se a ativacdo do

hidrogel seguindo as instru¢cbes do fabricante:

1. Removeram-se as cépsulas de fecho das pontas das quatro seringas.
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2. Ligaram-se as seringas de vidro com a etiqueta “PEG” as seringas de
plastico com a etiqueta “Ativador”’, de modo a que os simbolos
(triangulos/retangulos) nas etiquetas das seringas correspondessem.

Pressionou-se até fazer um clique.

3. Misturaram-se os componentes PEG e o0s respetivos ativadores 15
vezes. No final todo o hidrogel ficou contido na seringa de vidro com a
etiqueta “PEG”.

4. Premiu-se o botdo vermelho para separar as duas seringas.

5. Uniu-se a ponta aplicadora.
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llustracao 3 - Instrucdes de preparacdo da membrana de PEG — Strauman®MembraGel (102)
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[I.2.iii Procedimento cirargico

Os ratos Wistar foram submetidos a anestesia geral e operados, um de cada
vez, pelo mesmo operador. Inicialmente foram introduzidos numa camara e
submetidos a anestesia inalatéria com isoflurano (IsoGlo®, veterinaria Esteve).
Seguiu-se uma injecao intra-peritoneal constituida por 7,5mg/Kg de Ketamina
(Imalgéne® 1000, Merial) e 5mg/Kg de Xizalina (Rompum®, Bayer HealthCare),
na proporcao de 1:1.

Os ratos foram pesados e colocados sobre uma plataforma aquecida a
temperatura corporal. A area da calote craniana foi desinfetada com uma

solucao iodada (Betadine®, solucdo subcutanea 100mg/ml, MEDA Pharma).

llustragdo 4 - Rato Wistar sobre plataforma aquecida.

Utilizou-se um bisturi com a lamina n® 15 para realizar-se uma incisédo sagital
ao nivel da sutura interparietal, desde a parte posterior da sutura coronal até a
sutura parieto-occipital. O plano cutdneo e o periosteo foram descolados,
utilizando descoladores e pincas de dissecacdo, para aceder aos 0SS0S
parietais. Foram realizados dois defeitos dsseos circulares bilaterais nos 0ssos
parietais, ambos com 5mm de diametro, em espessura total, e separados por
uma distancia de 2mm. Para esse efeito foi empregue uma chave de metal
padronizada. Utilizaram-se brocas esféricas laminadas montadas em pecas de

baixa rotacdo, com irrigacdo de soro fisiolégico estéril (NaCl 0,9%, 250ml,

67



O efeito do fosfato de calcio bifasico na reparagéo 6ssea — um estudo em ratos

Braun). Procurou-se realizar os defeitos sem atingir o seio sagital, nem a dura-
mater. Os defeitos n&o interferiram com as suturas anteriormente

mencionadas.

Os defeitos criados nos o0ssos parietais esquerdos foram utilizados como
defeitos de controlo e, por conseguinte, definiram-se os defeitos realizados nos

0ssos parietais direitos com defeitos de teste. Esta sele¢éo foi aleatoria.

%

B\

B
\ g

llustracdo 5 - Defeitos criados com auxilio a uma chave de metal padronizada.

Os defeitos 6sseos foram regenerados da seguinte forma:

e Controlos (osso parietal esquerdo): defeitos cobertos com membranas
de hidrogel de PEG.

e Testes (osso parietal direito): defeitos preenchidos com enxertos

aloplasticos de FCB e cobertos com membranas de PEG.

Teve-se 0 cuidado de aplicar uma camada de hidrogel tdo fina quanto o

possivel e de a prolongar 2 a 3mm além dos defeitos 6sseos.
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llustracao 6 - Defeito critico esquerdo sem preenchimento,
defeito critico direito com preenchimento de FCB particulado.

Ap6s aproximadamente 90 segundos da aplicacdo do hidrogel de PEG,
verificou-se a alteracao da cor azul transllcido para opaco, resultante da sua

solidificacdo. Nao foram necessarios meios retentivos, ocorrendo fixacdo da
membrana per si.

llustragdo 7 - Recobrimento dos defeitos com a membrana de hidrogel de PEG.
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Procedeu-se a reposicdo e a sutura do peridsteo e da camada cutanea, com
pontos simples de sutura reabsorvivel de &cido poliglicélico entrancado (Safil®
4/0, Braun).

Il.2.iv Andlise radiogréafica

Antes da obtencdo das amostras, foram realizadas radiografias coronais as
calotes cranianas dos ratos, com um aparelho de raios-X mével (Trophy®).
Utilizaram-se peliculas fotossensiveis de fésforo, um sistema de leitura de
peliculas (DenOptix™ Digital imaging System, Dentsply International Inc.)
através do programa informatico VixWin PRO. A ilustracdo seguinte demonstra

o procedimento e a digitalizacdo das imagens.

llustragdo 8 — Radiografia coronal a calote craniana do rato Wistar e digitalizacao
através do programa informético VixWin PRO.

[1.2.v Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados apos 60 dias de espera, através da inalacdo de

didxido de carbono numa camara fechada.

Fez-se uma incisdo com as caracteristicas referidas anteriormente e,

cuidadosamente, dissecaram-se 0s tecidos moles até expor a zona dos
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defeitos Osseos. Para obter a peca operatoria, foram utilizados discos de
tungsténio, montados em contra-angulo de baixa rotacdo e irrigados com
abundante soro fisiologico estéril. A osteotomia foi realizada num formato
guadrangular, mantendo-se margens de seguranca a toda a volta da zona
operada, que era bem visivel. Apés destacar o bloco 6sseo, marcou-se a zona
anterior de ambas as amostras e dividiu-se o0 bloco pela sutura interparietal,
separando o controlo, do teste. As amostras foram colocadas em frascos de
plastico devidamente identificados, com formaldeido a 4% em tampé&o fosfato,
pH=7,4 e remetidas para realizar o processamento histolégico no Laboratorio
de Anatomia Dentaria da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do
Porto.

[I.2.vi Preparacdo das amostras para histologia

Mantiveram-se as amostras nas solucdes de formaldeido, referidas

anteriormente, durante 48h para obter a fixacdo das pecas.

llustragdo 9 - Amostra de tecido 6sseo, recolhida de um animal sacrificado.

A desidratacdo das amostras foi conseguida através da submersdo em

solugcbes de etanol sucessivamente mais concentradas: 70%, 80%, 90% e
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100%, durante periodos de 48h. Foram feitos 3 ciclos na solucdo de etanol a
100%. Posteriormente, as amostras foram impregnadas com metilmetacrilato
(Merck Schuchardt OHG - Merck KGaA, Hohenbrunn, Germany) e incluidas no
mesmo produto. Aplicou-se vacuo nos frascos durante 15 minutos, para evitar
bolhas, e jA& com os frascos fechados, colocou-se em banho-maria a 37°C
durante 48h, para ocorrer total polimerizagdo dos blocos. Os blocos foram
cortados com um micrétomo de disco de diamante (Accutom - Struers A/S,
Ballerup, Denmark) a 2500rpm, de modo a obter cortes com espessuras entre
150 e 200pum. Utilizou-se um equipamento de polimento (Struers DAP-8,
Struers A/S, Ballerup, Denmark) para obter espessuras de aproximadamente
40pm, confirmadas por um micrétomo digital (Digimatic Micrometer®, Mytotuyo
Japao). As amostras foram coradas com “Solochrome” e montadas em laminas
de vidro, coladas com Permacol (Ind Permacol UV®, Adhesive 327/3, Permacol
Ind., Holanda), polimerizado com luz ultravioleta. A colocacao da lamela sobre

a amostra seguiu 0 mesmo procedimento. As laminas foram devidamente

identificadas.
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llustragdo 10 - a— micrétomo de disco de diamante (Accutom - Struers A/S, Ballerup, Denmark),
com solucéo lubrificante; b — detalhe do disco de diamante; ¢ — equipamento de polimento (Struers
DAP-8, Struers A/S, Ballerup, Denmark).
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[l.2.vii Andlise microscépica

As laminas foram observadas num microscépio Leica DMLB® Type 020-
519.010 LB30T (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Heerbrugg, Germany).
Foram obtidas imagens através de uma camara fotogréfica digital Leica
DFC295 (Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, Germany). Utilizaram-se
objetivas Leica de diversas ampliacdes (2,5%, 5%, 10x, 20x e 40x) e oculares
Leica com aumento de 10x.

llustragdo 11 - Microscopio oOtico Leica, cAmara fotogréfica Leica,
sistema informatico Leica Application Suite e mesa digital.

[1.2.viii Andlise histomorfométrica

As medicOes das areas dos defeitos e da regeneracao foram efetuadas através
das imagens obtidas com a objetiva de 2,5x e utilizando o programa Leica
Application Suite, Version 3.5.0 (Leica Microsystems, Ltd, Switzerland). Para
melhor delineacdo das areas a quantificar, foi empregue uma caneta e mesa
digitais (Wamboo Pen & Touch, Wacom Company, Ltd), tendo-se medido a

area total do defeito e area total de osso regenerado.
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[1.2.ix Andlise Estatistica

As &reas apuradas foram exportadas para o programa Microsoft Office Excel®
2010, em folhas individuais para cada um dos momentos de recolha de dados.
Posteriormente, estes foram transferidos para o programa informéatico SPSS
Statistics versdo 18 (IBM, Armonk, New York, U.S.), através do qual se
procedeu a andlise estatistica das variaveis. Apds realizar uma analise
descritiva da amostra, utilizou-se as percentagens de regeneragdo para
continuar com a analise. Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnova para
verificar a normalidade da amostra. A comparacdo dos grupos foi realizada
através de um teste paramétrico, nomeadamente o Teste T. Em toda a andlise
estatistica foi considerado um indice de confianca de 95%, com um erro a

igual a 5%.
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[1.3. Resultados

[1.3.i. Cirurgia experimental

Todos os animais sobreviveram durante o periodo de experimentacdo, ndo se
verificando qualquer anomalia que levasse a exclusdo de algum animal em
estudo. No local da ferida cirtrgica ndo foram observados quaisquer sinais de
infecdo, nem de resposta inflamatéria, Os ratos sofreram aumentos de peso
compativeis com o0 seu ciclo natural de crescimento, sendo a média de

aumento de peso igual a 132g por animal.

Tabela 3 - Género e peso inicial/final dos ratos.

RATO Peso(é;ﬂcial Género Peso Final (g) | Diferenca (g)
1 300 F 435 +135
2 290 F 455 +165
3 350 F 466 +116
4 355 F 482 +127
5 330 M 420 +90
6 350 M 520 +170
7 370 M 490 +120

[1.3.ii. Analise macroscopica

Através da observacdo macroscoépica da area regenerada, pudemos constatar
gue a membrana de PEG se manteve intacta apdés 60 dias de ROG e que a
area do osso parietal direito apresentava um aspeto mais irregular do que o
controlo. Foi detetado um aumento do volume da membrana, em todas as

amostras.
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llustracdo 12 — Aspeto macroscopico das les6es ap6s dois meses.

[1.3.iii. Andlise radiografica

As radiografias coronais realizadas as cabecas dos ratos Wistar permitiram
identificar a presenca do enxerto particulado de FCB nos defeitos de teste e
uma radioluscéncia nos defeitos de controlo, apés 60 dias de ROG.

llustracdo 13 - Radiografia coronal da cabeca do rato e ampliacéo, a
seta marca o defeito com preenchimento ésseo com FCB.
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[1.3.iv. Andlise histoldgica

Através da observacdo das laminas de controlo é possivel verificar que o
hidrogel de PEG se manteve intacto durante o periodo experimental. Nao
houve invasdo dos defeitos pelos tecidos moles circundantes. A membrana
teve uma boa adesdo as margens 6sseas, no entanto colapsou sobre o defeito.
Verificou-se uma expansdo da membrana para além da area dos defeitos

0sseos.

As regeneragbes Osseas diferiram entre os animais, obtendo-se cortes
histol6gicos com diminutas areas de formacdo de novo 0sso e areas em que
essa mesma formacdo 6ssea praticamente preencheu o defeito. Os cortes
mais centrais obtiveram menor formacdo de novo 0sso do que as zonas mais
periféricas dos defeitos. De facto, constatou-se que as zonas mais profundas
dos defeitos ndo obtiveram regeneracao 6ssea, ao passo que junto as paredes

dos defeitos houve um crescimento abundante de novo osso. Foi possivel

observar zonas de exsudado inflamatério na face interna da membrana.

1,00 mm

Fotomicrografia 1 - Defeito de controlo com membrana de PEG. Ampliacdo de 25x, num corte
histoldgico realizado no centro do defeito dsseo. Marcac6es: INF — exsudado inflamatdrio.
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Fotomicrografia 2 - Defeito de controlo com membrana de PEG. Ampliacdo de 25x, num corte
histoldgico realizado na periferia do defeito 6sseo. Marcacdes: seta verde — zona de neoformacéo,
setas amarelas — base do defeito dsseo.

Fotomicrografia 3 - Defeito de controlo com membrana de PEG. Ampliacdo de 50x. Marcacdes:
seta azul - feixes de tecido conjuntivo, seta verde — zona de neoformacéo, seta amarela — base do

defeito 6sseo.
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Na zona interna da membrana de PEG, foram observados feixes de fibras de

colagénio dispostos paralelamente, em relacdo & mesma.

Nos defeitos preenchidos com FCB e hidrogel de PEG néo se verificou o
resultado esperado. Houve formacdo de novo 0sso, mas nao associada ao
efeito osteocondutor das particulas do substituto ésseo. Histologicamente foi
possivel comprovar que as particulas de FCB se mantiveram intactas e, na
maioria das amostras, dispersaram-se no hidrogel. Em algumas das amostras
foi observada a inclusdo das particulas de FCB no osso recém-formado,

embora de forma parcial e sem as recobrir totalmente.

1,00 mm

el —_—
Fotomicrografia 4 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliacéo
de 25x. Marcacdes: seta azul - feixes de tecido conjuntivo, seta verde — zona de neoformacao, seta
amarela — base do defeito 6sseo, * - particulas de FCB, ** - membrana de PEG.
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y 1,00 mm
Fotomicrografia 5 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliacéo
de 25x. Marcag@es: seta azul - feixes de tecido conjuntivo, seta verde — zona de neoformagcdo, seta

amarela — base do defeito dsseo, * - particulas de FCB, ** - membrana de PEG, INF — exsudado
inflamatério.

Fotomicrografia 6 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliacao

de 100x. Marcac0es: seta azul - feixes de tecido conjuntivo, seta verde — zona de neoformacéo, seta
amarela — base do defeito dsseo, * - particulas de FCB.
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Os defeitos criados foram em espessura total. Em alguns casos houve quebra
da tadbua interna do osso parietal e atingimento das meninges, todavia nem
sempre foi possivel observar devido a localizagdo no corte.

1,00 mm

Fotomicrografia 7 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliacio
de 25x. Marcagdes: seta vermelha — rutura da tdbua interna do osso parietal.

Frequentemente observaram-se as particulas de FCB rodeadas por tecido
conjuntivo, em vez de ocorrer formacdo de novo osso. Foram identificadas
particulas pequenas de FCB, igualmente rodeadas por tecido conjuntivo.
Verificaram-se poucas zonas em que existiu um real contacto entre as
particulas de FCB e o novo 0sso. O novo 0SSO apresenta-se a contornar as

particulas, sem uma verdadeira osteointegracao.

7z

Na fotomicrografia 9 é possivel observar uma particula ndo integrada e

rodeada por tecido fibroso.

Junto as particulas de FCB foram identificadas estruturas celulares compativeis
com osteoclastos (fotomicrografia 10).
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Fotomicrografia 8 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliagéo
de 100x. Marcac@es: seta vermelha — tecido conjuntivo, seta verde — zona de neoformacao, seta
amarela — base do defeito 6sseo, * - particulas de FCB.

Fotomicrografia 9 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliagéo
de 400x. Marcac0es: seta vermelha — tecido fibroso, seta verde — zona de neoformagéo, * - particula
de FCB.
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Fotomicrografia 10 - Defeito preenchido com FCB e recoberto pela membrana de PEG. Ampliagéo
de 400x. Marcagdes: seta branca — osteoclasto, * - particula de FCB.

[1.3.v. Andlise histomorfométrica

Através dos materiais e métodos anteriormente descritos, foi possivel delinear
as areas totais do defeito e as areas regeneradas nas fotomicrografias dos

defeitos de controlo e de teste.

A fotomicrografia 11 diz respeito a um defeito de controlo e a fotomicrografia 12
representa um defeito de teste. E possivel observar-se a area total do defeito

inicial com a cor vermelha e a neoformacéo 0ssea a azul.
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Fotomicrografia 11 - Analise histomorfométrica de um dos defeitos de controlo. A marcacdo da
area total do defeito corresponde a linha vermelha, enquanto a area de neoformagdo esté
delimitada a azul.

} 1,00 mm

Fotomicrografia 12 - Anélise histomorfométrica de um dos defeitos de teste. A marcacdo da area
total do defeito corresponde a linha vermelha, enquanto a area de neoformacéo esta delimitada ¢
azul.
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Nas tabelas niamero 4 e numero 5 podemos observar o conjunto de dados
resultantes da analise histomorfométrica realizada aos cortes de controlo e aos
cortes de teste.

Tabela 4 — Dados utilizados na analise histomorfométrica dos defeitos de controlo.

Area (um?) % de area
Cortes histologicos de controlo Total ‘ Regenerada | Regenerada
1 83-12 esq 1° bloco 1° corte  4216012,753 704428,097 17%
2 83-12 esq 1° bloco 2° corte 1848578,038 654449,91 35%
3 83-12 esq 2° bloco 1° corte 1659532,557 738405,471 44%
4 | 83-12esq2°bloco 2°corte  1649613,279 981737,402 60%
5 83-12 esq 2° bloco 3° corte  2019204,858 1441179,038 71%
6 85-12 esq 1° bloco 2° corte 1807721,62 942337,654 52%
7 85-12 esq 2° bloco 1° corte 1020253,833 864441,574 85%
8 85-12 esq 2° bloco 2° corte  1739075,243 1365980,695 79%
9 87-12 esq 1° bloco 2° corte  1399643,612 942980,797 67%
10 89-12 esq 1° bloco 1° corte 1200622,901 978388,8 81%
11 89-12 esq 1° bloco 2° corte  2122552,084 824672,145 39%

Tabela 5 - Dados utilizados na analise histomorfométrica dos defeitos de teste.

Area (um?) % de area
Cortes histologicos de teste Total Regenerada | Regenerada
1 82-12 dt 1° bloco 1° corte 1845162,572 1151106,433 62%
2 82-12 dt 1° bloco 2° corte 2476530,889 1741530,017 70%
3 82-12 dt 2° bloco 1° corte 2384919,256  931452,27 39%
4 82-12 dt 2° bloco 2° corte 2311846,498 2168211,125 94%
5 84-12 dt 1° bloco 1° corte 1697566,229 1325531,666 78%
6 84-12 dt 1° bloco 2° corte 1468733,758 997238,893 68%
7 84-12 dt 2° bloco 1° corte 4401090,202 1833551,25 42%
8 84-12 dt 2° bloco 2° corte 1911075,268 1246147,06 65%
9 86-12 dt 1° bloco 1° corte 1434556,058 768222,387 54%
10 86-12 dt 1° bloco 2° corte 1825928,004 964418,298 53%
11 88-12 dt 1° bloco 1° corte 2420450,93 1665463,021 69%
12 88-12 dt 1° bloco 2° corte 824750,062 621350,705 75%
13 88-12 dt 1° bloco 3° corte 1509850,298 790455,554 52%
14 88-12 dt 2° bloco 1° corte 2439344,676 1366084,744 56%
15 88-12 dt 2° bloco 2° corte 2577409,835 1271686,248 49%
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[1.3.vi. Andlise estatistica

Os cortes de controlo e de teste analisados representaram 42,3% e 57,7% do
total da amostra, respetivamente (tabela 6). Do total de laminas, foram
eliminadas 6 pertencentes aos controlos e 1 pertencente aos testes, devido a

falhas no processamento das amostras.

Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncias dos defeitos de controlo e dos defeitos de teste

. Cumulative
Defeitos
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid  Controlo 11 42,3 42,3 42,3
Teste 15 57,7 57,7 100,0
Total 26 100,0 100,0

Os defeitos de controlo, apenas preenchidos com membrana de hidrogel de
PEG, obtiveram uma area média de regeneracdo dos defeitos O0sseos de
57,3%+21,8%. Por sua vez, os defeitos de teste obtiveram uma regeneracao

média de 61,7%+14,6% da area total, tal como refere a tabela 7.

Tabela 7 - Andlise descritiva da percentagem de area regenerada nos defeitos de
controlo e nos defeitos de teste.

Percentagem de area regenerada dos defeitos Statistic | Std. Error
Controlo Mean 57,3283 6,57230
95% Confidence Interval for Lower Bound 42,6843
Mean Upper Bound 71,9723
5% Trimmed Mean 58,0628
Median 59,5132
Variance 475,147
Std. Deviation 21,79786
Minimum 16,71
Maximum 84,73
Range 68,02
Interquartile Range 39,69
Skewness -,450 ,661
Kurtosis -, 712 1,279
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Teste Mean 61,7740 3,77470
95% Confidence Interval for Lower Bound 53,6780
Mean Upper Bound 69,8699
5% Trimmed Mean 61,2576
Median 62,3851
Variance 213,726
Std. Deviation 14,61937
Minimum 39,06
Maximum 93,79
Range 54,73
Interquartile Range 17,97
Skewness 443 ,580
Kurtosis 172 1,121

A ilustracdo 14 representa um diagrama de caixa de extremos e quartis onde é
possivel constatar uma menor dispersdo dos valores no grupo de teste. A
regeneracao realizada no grupo de teste parece conduzir mais vezes a

percentagens maiores de regeneracao.

% de area regenerada

100,00

80,00

60,00

40,00

20 00

0,00

I I
Controlo Teste

Defeitos

llustracdo 14 - Percentagem de area total regenerada nos defeitos de controlo e de teste,

representados num diagrama de extremos e quartis.
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No que respeita aos controlos, a percentagem minima de regeneracdo 0ssea
foi 16,7% e o maximo atingiu 84,7%. Relativamente aos defeitos de teste,
obteve-se um minimo e maximo de percentagem de regeneracao 0ssea igual a

39,1% e 93,8%, respetivamente.

Foi assumida como hipédtese nula a regeneracdo ser igual nos grupos de
controlo e teste. Realizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnova para averiguar
se a amostra segue uma distribuicdo normal. A significancia calculada
demonstrou ser superior a 0,05, pelo que nao se rejeita a hipétese da variavel

seguir uma distribuicdo normal, com 95% de confianca.

Tabela 8 - Teste de normalidade.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Defeitos
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Percentagem da Controlo ,132 11 ,200° ,952 11 ,670
area regenerada Teste ,120 15 ,200° 972 15 ,881

a. Lilliefors Significance Correction

*, This is a lower bound of the true significance.

Uma vez que a amostra segue uma distribuicdo normal, utilizou-se um teste
paramétrico. Da analise do Teste T, néo se rejeita a hipétese nula com 95% de
confianca, i.e., ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre a

regeneracao no grupo de controlo e no grupo de teste.

Tabela 9 - Teste T para amostras independentes.

Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
Percentagem
da area 95% Confidence
regenerada
Interval of the
Sig. (2- Mean Std. Error Difference
F Sig. t df tailed) | Difference | Difference Lower Upper
Equal variances 2,864 ,104| -,623 24 ,539 -4,446 7,130 -19,161] 10,270
assumed
Equal variances -,5871 16,410 ,565 -4,446 7,579 -20,480] 11,588
not assumed
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[1.4. Discussao dos resultados

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do fosfato de calcio
bifasico coberto por uma membrana de polietileno glicol na reparacéo 6ssea de
defeitos criticos provocados experimentalmente no 0sso parietal da calote
craniana de ratos Wistar e comparar esses resultados, com a utilizacdo apenas

da membrana de polietileno glicol.

O rato Wistar foi o modelo animal escolhido por ser facil obter uma amostra
homogénea, por ser simples de manusear (5) e por ter custos mais reduzidos
do que outras espécies (76). O aumento ponderal deve-se ao facto da
membrana de PEG e o FCB ndao interferirem com o desenvolvimento animal

normal.

Foi utilizado um numero reduzido de animais neste estudo experimental, uma
vez que se trata de um estudo preliminar, com biomateriais ainda pouco
testados neste modelo animal e cujos resultados obtidos poderdo servir para

aperfeicoar a realizacdo de mais estudos semelhantes.

Foram realizados defeitos circulares para melhorar a adaptacdo do FCB e
optou-se por realizar defeitos de 5mm de diametro para conseguirmos realizar
um defeito em cada osso parietal. Varios artigos referem este defeito como
sendo um defeito critico (72, 73, 92-94, 103). Uma revisdo sistematica
publicada recentemente esta de acordo com os resultados obtidos no presente
estudo. Os autores concluiram que um defeito de 5mm de diametro realizado
bilateralmente nos ossos parietais de ratos Wistar pode ser considerado como
sendo um defeito critico. Neste estudo, foram selecionados 61 artigos, dos
quais 22 diziam respeito a defeitos de 5mm de diametro. Destes estudos,
77,5% realizaram defeitos bilaterais: um em cada osso parietal do rato. A
execucdo de defeitos bilaterais revela-se vantajosa, devido a possibilidade de
realizar uma experiéncia de controlo e de teste no mesmo animal, menor
probabilidade de atingir o seio sagital e permite diminuir o nimero de animais
(92).
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A membrana de PEG foi aplicada na forma viscosa e estendeu-se 2 a 3mm
além das margens do defeito, em todo o seu diametro, tal como recomendam
varios autores (49, 54, 92). Devido a esse facto, a zona interparietal localizada
entre os defeitos ficou totalmente preenchida com a membrana de PEG. A
aplicacdo desta membrana revelou ser simples e rapida. Uma vez que a
membrana de PEG adere a superficie éssea, ndo foram necessarios elementos

de fixagao (20).

A regeneracdo 6ssea dos defeitos de 5mm de diametro criados no 0sso
parietal de Ratos Wistar, ap6s 60 dias de terem sido preenchidos com FCB e
cobertos com hidrogel de PEG, foi superior aos controlos, nos quais os defeitos
foram apenas cobertos pelas membranas de hidrogel de PEG, sem materiais
de preenchimento. Em termos percentuais, o grupo de teste obteve
62%+14,6% de regeneracdo 0ssea, enquanto que o grupo de controlo obteve
57%+21,8%. No entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas.
Os resultados obtidos no grupo de controlo foram superiores a média apurada
por Vajgel et al. relativamente a defeitos 0sseos de 5mm de diametro em
calotes cranianas de ratos, no entanto ndo foram utilizadas membranas sobre
os defeitos. Nesta revisdo sistematica, a percentagem de formacédo de novo
osso foi igual a 20,2% apds 2 meses de cicatrizacdo (92). A inexisténcia de
estudos realizados em ratos Wistar em iguais condicbes e a falta de
guantificacfes histomorfométricas em estudos semelhantes (41, 59, 72, 73, 94,

95) dificulta a comparacéao dos resultados obtidos.

No que diz respeito a outros modelos animais, num estudo realizado em
“minipigs” os autores obtiveram uma percentagem de neoformacdo O0ssea de
48,5%, apos regenerarem defeitos 0sseos de 7mm de diametro e 4mm de
profundidade apenas com FCB, durante um periodo de cicatrizacdo de 2
meses (76). Estudos realizados em coelhos revelam valores inferiores de
neoformacdo Ossea, no entanto trata-se de um modelo animal diferente do
utilizado no presente estudo. Humber et al. obtiveram 22,1%+5,1% de
regeneracao 6ssea em defeitos criticos de 15mm de diametro cobertos por

membranas de PEG e sem utilizarem substitutos 6sseos, ap0s 6 semanas de
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cicatrizacdo. No que respeita aos defeitos preenchidos com FCB e cobertos
com membranas de PEG, a percentagem de formacdo de novo 0sso foi
superior a anterior (25,9%+8,1%), mas inferior a do presente estudo. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas (104). Num outro estudo
realizado em coelhos, os autores obtiveram as seguintes percentagens de
neoformacdo Ossea: 20,3%, 18,9% e 7,3%, em defeitos de 6mm de didmetro
preenchidos com FCB/PEG, FCB/e-PTFE e FCB. Nos defeitos 6sseos de teste,
as membranas foram colocadas nas superficies externas e internas dos

defeitos 6sseos (20).

A membrana de PEG revelou ser biocompativel, possuir boa integracado
tecidular, e impediu a proliferacdo de tecidos ndo desejados para o interior dos
defeitos, tal como outros autores ja tinham demonstrado anteriormente
mediante a avaliacdo do comportamento histolégico de cilindros de PEG,
previamente gelificados e introduzidos na area subcutanea de ratos Wistar. Os
cilindros resistiram 4 meses sem que houvesse infiltracéo tecidular (51, 52). No
presente estudo, a membrana de PEG resistiu intacta apos 60 dias de
cicatrizacdo, inclusivamente parecia mais espessa do que na altura da
aplicacdo. Também Jung et al. detetaram esta particularidade, apés 1 més de
cicatrizacao e atribuiram este facto a reabsorcdo de liquido, devido ao efeito

osmotico do modificador de viscosidade (carboximetil celulose) (20).

O enxerto aloplastico de FCB demonstrou ser biocompativel e, embora tivesse
uma maior percentagem de regeneracdo 6ssea do que o grupo de controlo,
ndo exibiu propriedades osteocondutoras. Embora as particulas de FCB se
tenham mantido intactas durante o periodo experimental, foram escassas as
gue ficaram envolvidas em 0sso neoformado. Os resultados obtidos apontaram
em variadas ocasifes para um possivel efeito inibitério da regeneracdo, que
podera estar relacionado com o processo de reabsorcao, a superficie do FCB e
a forma das particulas, tal como referem outros autores (72, 93). Na maioria
das amostras, a regeneracdo ocorreu na periferia do 0sso nativo,
possivelmente pela migracdo de células osteogénicas provenientes desse

mesmo 0sso nativo (59). Tem sido sugerido que o processo inflamatério apés
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criagdo de um defeito 6sseo promove, diretamente ou indiretamente, a

diferenciacao das células progenitoras em osteoblastos (95).

No presente estudo foram observadas células multinucleadas semelhantes a
osteoclastos. O facto deste substituto 6sseo ser bifasico implica a degradacao
do componente mais soltvel - o B-FTC e, consequente, libertacdo de fosfatase
alcalina. O pH alcalino nao favorece a regeneracdo 6ssea (105). A presenca de
osteoclastos advém da necessidade de degradar este componente do FCB. No
entanto, a presenca de osteoclastos nao implica necessariamente que estes
sejam capazes de fagocitar o 3- FTC (20, 59, 72, 73).

Uma explicacdo para a presenca das particulas de FCB apdés periodos longos
de cicatrizacdo podera ser a insolubilidade das particulas altamente
cristalizadas de HA e, apdés a dissolugdo do B-FTC (caso ocorra), a HA
remanescente e a HA precipitada a volta das particulas podera abrandar ou

interromper a continuacdo da dissolucao ou reabsorcéo (88).

O facto do FCB testado neste estudo possuir uma cristalinidade de 100% pode
explicar a sua reabsorcdo lenta, embora a porosidade de 90% devesse

conduzir a reabsorcao no sentido contrario (76).

Uma explicacdo para que os enxertos de 0sso bovino liofilizado tenham um
contacto com o 0sso inicial superior ao FCB podera residir na superficie
inalterada do primeiro substituto 6sseo. O FCB possui uma superficie lisa que
necessita de ser alterada pelos macréfagos e osteoclastos para que se torne

ideal para que ocorra aposicéo 6ssea. Este processo é demorado (75).

Lindgren et al. obtiveram quantidades similares de formacdo de novo 0sso
entre 0 0sso bovino inorganico e o FCB. Contudo, visualizaram que a maioria
do nosso 0sso identificado estava a ligar as particulas de FCB, enquanto as
particulas de origem bovina estavam rodeadas por novo 0sso. O FCB obteve
menor percentagem de particulas em contacto com o novo 0sso, pelo que 0s

autores consideram que as particulas de FCB foram menos atrativas para as
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células osteogénicas e apresentavam-se ocasionalmente rodeadas por tecidos
fibrosos (88). No presente estudo foram identificados, frequentemente, tecidos
fibrosos a rodear as particulas de FCB.

Num estudo efetuado por Jung et al. onde realizaram deiscéncias 6sseas em
mandibulas de cadelas beagle, posteriormente colocaram implantes dentarios
e regeneraram com Straumann®BoneCeramic/PEG, os autores verificaram
apos o periodo de cicatrizacdo que os granulos de HA/FTC eram visiveis,
mostravam fraca osteointegracdo e estavam encapsulados por tecido
fibroconectivo. O namero de células inflamatérias observadas foi bastante
superior, comparativamente as ROG com as membranas de colagénio (54).
Estes resultados estdo de acordo com o presente estudo, no qual foram

identificados exsudados inflamatérios.

A regeneragdo Ossea realizada com FCB apresentou, histologicamente, um
crescimento de novo 0sso entre as particulas enxertadas, com formacdo de um
tecido conectivo ao redor das particulas. Foram identificadas células gigantes
multinucleadas na superficie do FCB, mas sem sinais de lacunas de

reabsorcao (76).

Jones et al. utilizaram 60 ratos Wistar para testar o preenchimento 6sseo de
defeitos criticos de 5mm com HA (fase menos soluvel do FCB) e verificaram
gue, apls 6 meses de cicatrizacdo, os granulos de HA ficaram rodeados de

tecido fibroso, sem adeséo a este (73).

E necessario ter em atencéo que um defeito 6sseo critico (5mm) realizado no
cranio de ratos Wistar cicatriza através de tecido fibroso e ndo por formacao
O0ssea (73). Develioglu et al. obtiveram resultados semelhantes num estudo
onde realizaram defeitos criticos bilaterais no osso parietal de 20 ratos Wistar,
preenchendo apenas um dos defeitos com FCB (65%HA:35% FTC). O tempo
de cicatrizacdo foi de 3 e 6 meses, tendo os autores concluido que o enxerto

0sseo nado exibiu propriedades osteocondutoras, devido a auséncia de

regeneracao 0ssea. Os autores constataram a presenca de tecido fibrovascular
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na zona do enxerto, com as particulas afastadas da base do defeito dsseo,

apos o tempo maximo de cicatrizacdo (72).

Por outro lado, Dupoirieux, el al. afirmam que os defeitos na calote craniana
dos ratos Wistar sédo os modelos experimentais mais seletivos de regeneracao
0ssea, uma vez que o0 pobre suprimento sanguineo e a estrutura membranosa

do osso impedem qualquer regeneragcao espontanea (41).

Num estudo realizado por Thoma et al. em “minipigs”, a membrana de PEG e a
de APL preveniram o colapso dos tecidos moles no interior dos defeitos criados
na mandibula, e promoveram uma maior formacdo O0ssea. No entanto, 0s
defeitos criados nao foram “defeitos criticos”, uma vez que o controlo negativo
(defeito 6sseo sem membrana) também regenerou completamente ao final de

dois meses (47).

O tempo de regeneracéo podera ter influenciado o presente ensaio. Jensen et
al. constataram que as 24 semanas ocorreu uma regeneracdo completa de
defeitos criados em mandibulas de “minipigs”, sem diferencas estatisticamente
significativas entre os enxertos de osso autélogo, FCB, FTC e HA, cobertos por
uma membrana de e-PTFE. No entanto, a regeneracdo as 8 semanas foi
superior no 0sso autdlogo, seguido do FTC, em terceiro lugar ficou o FCB e por
ultimo a HA. Os defeitos realizados foram, intencionalmente, ndo criticos e era
esperada uma regeneracdo completa, mesmo sem qualquer substituto 6sseo
(76). Contudo, o modelo experimental utilizado ndo foi 0 mesmo do presente

estudo.

No presente estudo, 0 maior crescimento 6sseo observado nos controlos, tal
como nos testes, ocorreu na periferia dos defeitos 6sseos. Takeuchi et al.
obtiveram resultados semelhantes numa analise histologica da regeneracéo
Ossea de defeitos sem qualquer material de preenchimento, utilizando como
modelo experimental um grupo de 72 ratos Wistar. Apds 8 semanas de
cicatrizacdo nao ocorreu o0 preenchimento total dos defeitos &sseos.

Observaram apenas uma pequena formacdo Ossea nas extremidades do
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defeito, explicada pela presenca de osteoblastos provenientes da periferia dos
defeitos. Ocorreu alguma formacdo 6ssea centripeta, mas a area central dos
defeitos ficou preenchida por tecido fibroso (59). Outros autores, num estudo
onde pretendiam interpretar a longo prazo a regeneragdao com FCB em defeitos
criticos criados na calote craniana de ratos Wistar, constataram igualmente que
nao ocorreu regeneragao 0ssea apos 24 semanas. Apenas formacao de tecido
fibroso (93).

A membrana de PEG, tal como as membranas reabsorviveis de colagénio, ndo
foi capaz de manter o espacgo, observando-se o colapso da mesma. Este

resultado foi semelhante noutros estudos (20, 51).

A forma das particulas e o racio area/volume superficiais podem determinar a

existéncia de formacéo 0ssea ou reabsorgéo (88).

Jensen et al. referem que uma possivel explicacdo para o atraso da formacéo
0ssea no centro dos defeitos (néao criticos) preenchidos por FCB 60:40 podera
ter sido a morfologia das particulas. As particulas de FCB séao altamente
irregulares, apresentando falanges agucadas. Estes formatos diminuem a area
das particulas e ndo permitem um condicionamento adequado das particulas
sobre a superficie do defeito. Uma superficie esférica podera ser vantajosa. Por
outro lado, é necessario ter em conta que uma condensacao excessiva das
particulas pode causar o sobrepor das falanges ou mesmo a fratura das
particulas, que podera obstruir a neovascularizacdo. O crescimento vascular é
um dos requisitos da formacdo 6ssea. A hipotese da morfologia das particulas
resultar num efeito inibidor da neoformacdo Ossea poderia ser testada
mediante a comparacao de enxertos particulados e enxertos em bloco (75). No
presente ensaio experimental, foram detetadas diversas particulas de
dimensdes reduzidas nas amostras. Estas particulas podem ter estado sujeitas
a movimentos, os quais podem promover a formacdo de tecido fibroso, em
detrimento da osteointegracdo (88). E possivel que o tamanho dos granulos
tenha sido demasiado grande para o porte do animal, no entanto Dietze et al.

(2006) desaconselham o triturar dos granulos (77). O facto de as particulas
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terem sido condensadas para melhor adaptacédo aos defeitos 6sseos podera ter
estado na origem da invasdo das meninges observada em algumas das

amostras.
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1. Conclusoes

e Dentro das limitagbes inerentes a um estudo piloto, podemos concluir
que o FCB coberto pela membrana de PEG obteve uma maior
percentagem de neoformacéo éssea do que os defeitos apenas cobertos
pela membrana de PEG, embora sem diferengas estatisticamente
significativas.

e O FCB néo apresentou propriedades osteocondutoras, foi eficaz na
manutencdo do espaco e demonstrou ser biocompativel.

e As particulas de FCB e a membrana de PEG mantiveram-se intactas
apos 2 meses.

e A membrana de PEG possui uma aplicacdo facil e rapida in situ, fixou-se
per si a superficie 6ssea, demonstrou ser biocompativel e ter boas
capacidades oclusivas.

e O modelo experimental utilizado € indicado em estudos de ROG,

embora apresente limitacGes relativamente ao porte fisico do animal.

Consideracgdes:

Em estudos posteriores, sera vantajoso aumentar o numero de ratos, o tempo
de cicatrizacdo e dever-se-a considerar a hipotese de utilizar particulas de FCB

com menor dimensao.
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Anexo
Meses
Artigo N Idade/peso Defeito 1 3 6 18 Biomaterial
5mm 1- FCB
Develioglu, Osso _ _ (65%:35%)
2006 (72) | 20 | 25053009 | et | - | NF10| N=10 900-1200um
bilateral 2- SP
1-Hydroxihapatite
5mm de coral
400-1000 pm
Jones, _ _ _ 2- DBM
2007 (73) 60 6 meses gr?gfal N=20 | N=20 | N=20 100-500 pm
l:F))iIateraI 3- Autogeno
500 pm
4- SP
omm 1-FCB
Develioglu, - _ (65%:35%)
2007 (93) | 12| 2009009 | Osso - - N=121 900-1200um
p.arleta 2. 5p
bilateral
5mm 1- Osso removido
Guskuma 3 a4 meses do defeito contra
2010 (94)' 5 Osso N=5 - - lateral
200-300g parietal 150 um
bilateral 2- SP
4,3mm
pgr?:?al 3 d!as N=12
(N=36) 5 dias N=12 1-B- FTC
Takeuchi 1 semanas N=12 300-500 pm
2009 (59)’ 72 8 semanas 2%10x3 2 semanas N=12 2- CAP
mm 4 semanas N=12 300-500 pm
o 8 semanas N=12 3-SP
SSO
femoral
(N=36)
1- Matriz 6ssea
4mm eguina
Moreira, A. 19-21 Osso 52 semana N=5 2 Matriz ossea
2011 (5) 10 semanas parietal 72 semana N=5 equina + grelina
3- Matriz 6ssea
equina +
calcitonina
38e
2889?951; 94 | 12 semanas 868;2(:“ 24 semanas SP
parietal
ApOs a cirurgia n=1
Silva. R. V 5mm 2 semanas n= 8 1- Bloco dg HA
2005’ (9.6). 29 | 8semanas Osso 4 semanas n=6 2- Osso agtologo
parietal 8semanas n=6 esponjoso

24 semanas n= 8

SP — Sem preenchimento; DBM — Osso bovino inorganico; CAP- Carbonato de apatite.
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