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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar Histpicamente a
influéncia de: dois enxertos 6sseos bovinos, Oghg@aumer) e Bio-
0s¢$”; dois polimeros compositos, PLGA (Boehringer lhgéh) e
PLGA+HA, (HA Genius-Baumer), 0sso autdgeno e cdatnegativo de
codagulo, relacionando-os a presenca de tecidamaftario, materiais de
enxerto, 0sso neoformatado, tecidos conjuntivagdigoaos. Materiais e
métodos: 21 coelhos da raca Nova Zelandia forafizattbs neste
trabalho. Cada animal recebeu 6 enxertos sendqdgies de controle
colocados no fémur direito e esquerdo. Os coelbfireram eutanasia
em 3 etapas nos 15, 30 e 60 dias pés-opreratdsosmostras retiradas
dos animais foram processadas para microscopiaadptcoradas pela
técnica da hematoxilina e eosina (HE). A analisentjtativa foi feita
em cortes nas laminas seguindo o procedimento par@ises
estererologicas segundo os parametros estipuladiosvipndarin-de-
Lacerda (2003). Os resultados obtidos pela metgdolempregada
indicaram que a regeneracdo 6ssea dos enxertosegadps foram
superiores quando comparados ao coagulo. Conclubados os
substitutos 6sseos tiveram melhor resultado ent&elaao controle
negativo.

Palavras-chave Engenharia tecidual 6ssea. Enxertos Heterdgenos.
Enxertos Poliméricos. PLGA. Hidroxiapatita. Estdoga.
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ABSTRACT

Purpose: The goal of this investigation was to st the histological
influences of two bovine bone grafts, Orthogen &id-Oss’, two

composite polymers, PLGA and PLGA+HA (HA-Genius-Bear),

autogenous and negative control clot,in relatibmttammatory tissue,
graft tissue, neo formatted bone, conjunctive awitpase tissues.
Materials and methods: one animal sample of 21litalfom the New
Zeeland breed was used. Each animal received & g2afiroups control
placed in the right and left femurs. The rabbitsengivided in 3 groups
and 15, 30 and 60 days for euthanasia. The samn®es processed
through the hematoxylin and eosin (he) techniquearitative analysis
was made in blades with stereology according Mandaf Lacerda
(2003). Results: We showed with this methodologghhibone
regeneration in all grafted area compared to caeguldefects.
Conclusion: All bone substitutes and autogenousebload the best
result compared with negative control.

Keywords: Bone tissue engineering. Xenogenous. Grafts. Pdlime
Grafts. PLGA. Hydroxyapatite. Stereology.
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1 INTRODUCAO

A possibilidade de recuperacdo de defeitos dss@éosntito
tempo desperta o interesse dos pesquisadores eemvdeerem
materiais que possam apresentar caracteristicikgyioms aceitaveis e
serem usados como substitutos dos tecidos Gsseosina maneira
geral, 0 enxerto autégeno € o material ideal denm@mento de
defeitos Gsseos, visto 0 potencial osteogénicooqmesmo apresenta,
no entanto, nem sempre a utilizacdo desse mafevidvel. Para coleta
de osso autdgeno ha necessidade de procedimemémgiods com
variados graus de morbidade, sendo este coletadsstoiliaco, tibia,
ramo ascendente da mandibula, calvaria ou mentessitando muitas
vezes de anestesia geral (BRANEMARK; SVENSSON; VAN
STEENBERGHE, 1995).

A cirurgia de enxerto ésseo reconstrutiva do esgoel
maxilofacial é apropriada para ser usada na reatdilb funcional da
maxila, e pode ser usada para reparar defeitosatinos, atréficos ou
congénitos (JENSEN; SINDET-PEDERSEN; ENEMARK, 1998)

O enxerto de ossos é realizado para colocar ingdamddsseos
em pacientes com defeitos maxilares resultantesredsecamento
tumoral ou em pacientes com séria reabsor¢cdo Gdseprocesso
alveolar maxilar (DARLE, 1999 apud HOCHHEIM NET@M@2).

A instalacdo de implantes para reabilitacdo paétia maxila
em pacientes com extensiva perda 0ssea e de teoa@es é ainda um
desafio. Frequentemente, estes pacientes seriam idealnandelos
com enxertos aposicionais ou levantamento do dssoal seio maxilar
e ou nasais (SCHRAMM et al., 1999; TRIPLETT; SCHOWASKIN,
2000; WEISCHER; SCHETTLER; MOHR, 1997).

Neste contexto, em funcédo da necessidade de taabiicientes
totalmente edéntulos, foram desenvolvidos os intetandontoldgicos.
Tal empreitada obteve tamanho indice de sucesseajueo decorrer
dos anos fez surgir uma especialidade na areaadgita, sucedendo-
se alternativas de reabilitagbes parciais, ungaric. Assim sendo,
devido ao alto indice de sucesso seu uso nos gatamde proteses
unitarias, parciais fixas, pacientes endentada@sstdiissurados palatais
e submetidos a hemimaxilectomias, promove o relgabeento das
funcdes do sistema estomatognatico como estétiwséiti€a, funcéo
mastigatéria e condicdo emocional do paciente. lE&o da polémica
em relacdo aos enxertos em seios maxilares, apattzentagem de
insucesso e da necessidade da obturacédo de cog@igsdaucossinusais
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o0 Professor Per Ingvar Branemark e sua equipe wdaseram o
implante zigomatico, e o primeiro paciente foiddat no ano de 1989.
Estes implantes foram desenvolvidos com finaliddeleancoragem no
0SS0 zigomatico para solugdo em reabilitagcbes emigesseccdes de
maxilas e fissurados palatinos, sendo atualmerieadps nas maxilas
posteriores atrésicas (HOCHHEIM NETO, 2002).

Estes obstaculos encontrados pela implantodontiafééo com
que pesquisadores procurem alternativas para nziainoi trauma para
resolucdo de determinados casos. Entre as téaticais podemos citar
0s oste6tomos de Summers, distracdo Ossea, faleragescimento
0sseo, plasma enriquecido, materiais aloplasticernos associados a
membranas lentamente absorviveis e as novas sigedos implantes
(TRIPLETT; SCHOW,; LASKIN, 2000).

A base de uma reabilitacdo oral com implantes desta
representa uma presenca Ossea suficiente nas éeset®rizontal
como vertical. Nisso, parece evidente que exataremianutencdo do
0sso0 maxilar depois da extracdo dentaria no ardeitom atendimento
imediato da ferida de extragdo merece uma congilereentral. Uma
compensacao de processos de atrofia, que se imstegallarmente no
decorrer da regeneragdo 6ssea dindmica dos alv@dmextracao,
possibilitaria uma insergcédo de implante mais sisypfecom isso, mais
previsivel, sem a necessidade de processos adiialea terapia
reconstrutiva. Isso é especialmente importante speito a duracéo
da terapia, mas também com relagdo a estéticaagga mastigatéria
parao paciente (ROTHAMEL et al., 2007).

A reabsor¢éo 6ssea ao redor dos dentes resultereim gentaria,
criando uma situacdo comprometedora para restaumeadmplantes
osseointegrados. Enxerto 6sseo € um procedimentggico comum
desenvolvido para regenerar o rebordo alveolar. n®ere0 06sseo
autdgeno é considerado “Padrdo ouro” para enxentdefeitos 6sseos
orais. Um material de enxerto ideal tem que favarec produgéo de
0SS0 por meios viaveis de osteoblastos transplesitpela osteoinducdo
de células mesenquimais, ou por osseoconducacsyyedaficie celular.
Isso matém o osso maduro no decorer do tempo seta gde funcao e
evita ao minimo o risco de infeccdo e antigeniciddabDeve ter a
capacidade de incorporar dentro do osso sadioag @sponivel em
grande quantidade. Futuramente estas estrutur@s tgre estabilizar
implantes (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2004).

A previsibilidade dos implantes universalizou aemistegracao

R

procedimentos cirlrgicos pré-implantes, frequentéeme séo
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necessarios para permitir o posicionamento ideétiea e funcéo) e o
comprimento e didmetro adequados dos implantes.o,Log
planejamento reverso € imprescindivel para visarl& exigéncia da
reconstrucao (vertical e horizontal) de maxilargsfi@os (MAGINI;
GOMES JUNIOR, 2007).

Métodos diversos séo utilizados para essa finaidtds como:
enxertos &sseos (por meio da osteogénese, osteamdie
osteoconducdo); substitutos de enxertos 0sseos (peio de
osteoinducéo e/ou osteoconduc¢édo); regeneracdo gisisea (utilizacéo
de membranas para exclusdo tecidual, estabilizalghocoagulo e
manutencdo do espaco, com consequente neoformeagsen)od e
distracdo osteogénica (tracdo lenta e continuaragménto 0sseo
fraturado cirurgicamente) (MAGINI; GOMES JUNIOR,®0.

Desde a década de 60, implantes temporérios, ciofecios de
polimeros biorreabsorviveis, ganharam uma impoianescente na
area médica, sendo utilizados em um amplo nimeraptieacdes no
corpo humano, tais como: suturas cirargicas, sesepara liberacao
controlada de drogasstents e dispositivos ortopédicos. Atualmente
fazem parte do cotidiano dos centros cirdrgicos nmendo inteiro
(STARES, 2007; VALIMAA; LAAKSOVIRTA, 2004).

A década de 70 marcou o inicio do uso mais inteesmateriais
ceramicos com propriedades que possibilitam a kmssificacdo como
bioceramicas (ROSENBERG et al., 2006; STARES, 2007)

O uso de polimeros bioabsorviveis como o matemakuatura
iniciou aproximadamente 50 anos atrds. O acidagldiico (PGA)
tem sido usado mundo afora como material de sutiodegradavel
desde 1970 (MAKELA et al., 2008).

Com relacdo a dimensdo dos poros, Hulbert et @&7Q0)
demonstrou inicialmente que poros interconectados aiametro
minimo de 100 um eram necessarios para 0 crescnagieiguado do
0ss0. O mesmo concluiu que tamanhos menores de permitiriam a
mineralizagdo incompleta do tecido infiltrado (STRR 2007).

Diversos tipos de biomateriais, sejam de origemdbioa ou
sintética, vém sendo utilizados na préatica da lgjerharia tecidual com
finalidades de regeneracdo ou formagdo de novoglotec A
bioengenharia tecidual compila conhecimentos dendgs areas da
ciéncia como a biologia, medicina e engenharia. bsnateriais
escolhidos para tal pratica devem estimular a adetiferenciacdo e
proliferacdo celular, e ainda promover a produc&@o rdoléculas
especificas do tecido em questdo. Varios destemaldoiais se
encontram em testes em diferentes estagios, emquarttos estdo
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liberados para uso clinico, por exemplo, 0s img&npara usos
ortopédicos e odontoldgicos (ANDRADE; DOMINGUES, 080
STARES, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa tem o proposito de testar @ucab de
copolimero de PLGA+HA, PLGA, dois ossos xendgendghpgen-
Baumef, BIO-OSS), osso autégeno (Padrdo Ouro) e Coagulo. Estes
foram analizados histologicamente com Microscopigticd apds
instalacdo em fémures de coelhos Nova Zelandia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Apresentar resultado de exame histomorfométricai@ddicopia
Optica) com avaliacdo estereoldgica das amostcasnpara-las com o
grupo controle no seguinte quisito:

a) Avaliacdo da Densidade de Perfis de cada um doseates
presentes dentro da area do enxerto (QA) segundorms$pios
de Cavalieri citados por Mandarim-de-Lacerd&oram
observadas as seguintes estruturas retiradas doo cdas
amostras:

* Tecido inflamatério;
* Materiaisenxertados;
* (Osso neoformado;

¢ Tecido conjuntivo;

¢ Tecido adiposo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Dentre os polimeros sintéticos biorreabsorviveptram-se 0s
poli(a-hidroxi acidos), representantes de uma classe aésteres
alifaticos sintéticos, os quais fazem parte o poido glicélico) (PGA),
poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-coido glicélico)
(PLGA), poli-caprolactona) (PCL), seus copolimeros e outros. Os
mesmos sdo aprovados pelo Food and Drug AdmindsiréEDA). Um
material conveniente para implantes 6sseos setialague funciona
como suporte para o crescimento tecidual, alénad@décer a migracdo
das células da borda de um defeito em direcdo plamte, sustentando
0 crescimento celular. Destes polimeros sintétimosreabsorvivei
PLA tem um tempo médio de degradacéo de 6 a 12smesePGA de 1
a 2 meses (ATTAWIA; HERBERT; LAURENCIN, 1995 apud
STARES, 2007).

Polimeros bioabsorviveis de palifiidroxila) 4cidos, como por
exemplo, polilactida ou poliglicolida, podem aprgse estabilidades
diferentes conforme sua espessura, estrutura e osigAp quimica
(HUTMACHER; HURZELER; SCHLIEPHAKE, 1996KOHAL et al.,
1998).

Esse copolimero no formato de suportes porososseml
respostas de células osteoblasticas que o0 mostmano enaterial
conveniente para aplicacbes em tecido 6sseo (ISHAU@I., 1997,
ISHAUG-RILEY et al., 1998).

Peter e colaboradores (1998) descrevem um compfgsitado
de particulas de PLGA moidas e moldadas por cosgoesom
particulas de hidroxiapatita (HA) o qual aumentoueaisténcia a
compresséo do material compasito.

O trabalho “andlise histologica, radiografica e gerfil de
imunoglobulinas apos implantacdo de enxerto de esgonjoso bovino
desmineralizado em bloco em musculo de rates& como objetivo
avaliar a biocompatibilidade de blocos de enxerto a$so bovino
esponjoso acelular e desmineralizado (Géh(Baumer S.A.). Um
bloco cilindrico (5x12 mm) de material de enxemd ifnplantado em
musculo abdutor da coxa de 30 ratos, sendo os ené@erificados 3, 7,
14, 21 e 28 dias (n=6) apos as cirurgias. Aposnada das radiografias,
as pecas foram removidas para o processamentdopisto A andlise
histoldgica mostrou que nos periodos de 3 e 7fdiamvidenciado um
processo inflamatério agudo, caracterizado pelsemga de neutrofilos,
reabsor¢cdo do coagulo sanguineo e angiogénese Ehte 21 dias,
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verificou-se a reabsorcdo da matriz implantada p#lulas
mononucleadas, raras células gigantes e sua sig#titpor tecido
conjuntivo fibroso rico em vasos e células. Aosd2&, na maioria dos
casos, observaram-se apenas pequenos fragmentagrdeimplantada
envoltos por tecido conjuntivo caracteristico da gide.
Radiograficamente ndo se notou evidéncias de nlimegdo. Com base
nos resultados obtidos concluiram que o enxertand&iz de 0sso
esponjoso bovino desmineralizado em bloco é bioativgl quando
implantado em tecido conjuntivo intramuscular deosa sendo
absorvido e substituido por tecido conjuntivo cemdstico da regido,
sem qualquer indicio de ocorréncia de osteogéredpiea (SANADA
et al., 2003).

Estudos efetuados por longo periodo de tempo téstratm que
a hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida gradudémapos 4 ou 5
anos de implante. A reabsor¢do é uma caracterid¢isajada para um
biomaterial em alguns tipos de implantes, nos qoaisrocesso de
degradacdo € concomitante com a reposicdo do amsfomnacéo
(KAWACHI et al., 2000 apud STARES, 2007).

O material precisa ainda ser capaz de reproduziess para
garantir formato consistente no final; deve sers&dr para uma
variedade de técnicas de processamento de polimdexe reter
resisténcia suficiente em todo o tempo para sérefea terapia clinica;
durante o periodo em que o material esta no omganisle ndo deve
sustentar reagfes inflamatérias ou resposta a cegb@nho que
necessitem sua remocdo; deve ser completamentsore@lo sem
deixar evidéncias histologicas de residuos; e atéamreabsorcao
completa do material ele deve ser pequeno, parsgaeresenca no
organismo seja neutra (PIETRZAK; SARVER; VERSTYNHNY96).

As diferencas no metabolismo final dos polimero sa
relativamente despreziveis, mas as taxas de ded@deariam. O
critério geral para a selecdo de um polimero pswecamo biomaterial &
comparar as propriedades mecénicas e o tempo deaddego
necessario apés a implantagdo. O polimero idea para aplicacdo
deve ter as seguintes propriedades: ndo provospost inflamatoria
ou toxica desproporcional ao efeito benéfico; sestalmlizado no
organismo apoés ter efetuado seu propédsito sem rdeggguicios; ser
facilmente processado na forma final do produtosee facilmente
esterelizado (MIDDLETON; TIPTON, 2000).

Mecanicamente a reabsorcdo ocorre em duas fases:
Primeiramente a agua infiltra o polimero e ataceaadeias do polimero,
causando divisdo da cadeia via hidrolise. Istolgenate ocorren vivo,
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independentemente da atividade enzimatica. Fatques afetam a
acessibilidade da agua ao polimero podem ter gignie efeito na
reabsorcdo. O processo de degradacao primaria éadoegela
hidrélise. Assim, os produtos da quebra devem ciivais em agua,
para que as altas concentracdes destes produteanpae difundir.
Segundo, como a massa do polimero perde a formangsténcia
devido a reducdo do peso molecular podendo forradicplas que
podem ser fagocitadas pelos macrofagos. A dltigastiio celular (via
macrofagos) dos produtos quebrados deve ocorrégmemte com os
caminhos estabelecidos dentro da célula para gpeduto final da
oxidacdo ocorra naturalmente, assim como aguaxéddi@e carbono,
0s quais sédo excretados pelos rins e pulmdes (BUZHDal., 1994).

As taxas de degradacdo e o grau de reacdo a csirpol® séo
determinados pelo peso molecular inicial e com@asiguimica do
material. Quando uma célula viva entra em contato em biomaterial,
ela responde de uma maneira especifica que é dedelarpela natureza
fisica da superficie do material e pelo ambientalloA natureza da
resposta celular decidird se o implante serd entzjis com tecido
fibroso, ou se iniciard o crescimento 6sseo. Bxistpiatro possiveis
respostas que podem ocorrer: morte do tecido (fahtéxico),
formacdo de tecido fibroso (material inerte), focam interfacial de
0sso0 (material bioativo) ou reposi¢éo por tecidoutivizinho (material
biodegradavel) (AN et al., 1994 apud STARES, 20DV;SILVIO;
DALBY; BONFIELD, 2002).

Os polip-hidréxi acidos), em especial o PLA, PGA e seus
copolimeros sao frequentemente usados para a deboc de
dispositivos biorreabsorviveis em reparos de tecidmles e duros.
Biodegradabilidade e bioatividade sdo combinac@sgjéveis para um
biomaterial otimizado. Os materiais compoésitos edfem uma
vantagem excepcional e permitem o desenvolvimemtoingplantes
biorreabsorviveis e bioativos com propriedadescdfsie mecanicas
otimizadas. Além disso, os materiais compdésitosepoder projetados
de tal maneira que sua taxa de reabsorcdo combimeactaxa de
formacdo do tecido novo. Atualmente, particulasH¥e e TCP sé&o
combinadas com arcaboucos porosos de polimerosdradbveis como
enxertos em reparos 6sseos (ROETHER et al., 2002).

Sanada e colaboradores, em 2003, fizeram analkdeldgica,
radiografica e do perfil de imunoglobulinas apéplantacdo de enxerto
de osso esponjoso bovino desmineralizado em blatanésculo de
ratos com oobjetivo de avaliar a biocompatibilidade de bloaes
enxerto de 0sso bovino esponjoso acelular e desatfizaglo (GenO,
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Baumer S.A.). Um bloco cilindrico (5x12 mm) de nmetlede enxerto
foi implantado em musculo abdutor da coxa de 30srasendo o0s
animais sacrificados 3, 7, 14, 21 e 28 dias (np6fsas cirurgias. Apos
a tomada das radiografias, as pecas foram remov@EEs 0
processamento histolégico. A analise histolégicastroo que nos
periodos de 3 e 7 dias foi evidenciado um prociskmatério agudo,
caracterizado pela presenca de neutrofilos, reglisodo coagulo
sanguineo e angiogénese. Entre 14 e 21 dias,ceerifie a reabsorcéo
da matriz implantada por células mononucleadaasreglulas gigantes
e sua substituicdo por tecido conjuntivo fibrosm Bm vasos e células.
Aos 28 dias, na maioria dos casos, observaram-eeaappequenos
fragmentos de matriz implantada envolto por tecidonjuntivo
caracteristico da regido. Radiograficamente néooteu evidéncias de
mineralizacdo. Com base nos resultados obtidoslumm que o
enxerto de matriz de 0sso esponjoso bovino desatiado em bloco é
biocompativel quando implantado em tecido conjuniitramuscular
de ratos, sendo absorvido e substituido por tedcdojuntivo
caracteristico da regido, sem qualquer indicio derréncia de
osteogénese ectbpica.

Rossi, Weinfeld e Miranda (2005) pesquisaram eoxeet 0SSO
bovino tipo “cone alveolar” enalvéolos de humanogs autores
avaliaram a eficacia do osso bovino do tipo “coreedar” na
estimulagdo da neoformacdo 6ssea em alvéolos mentler humanos.
Foram executadas 15 exodontias, com enxertia do bS8ino nos
alvéolos envolvidos. Realizaram dois tipos de agéalkes radiograficas
da regido enxertada com auxilio da computacao: unag&o entre dois
pontos determinados e histograma dos valores dsiddeie Optica a
cada més até completar 6 meses. Decorrido esselpeds alvéolos
foram reabertos e o conteldo da porcdo centralidmlpara ser
submetido a estudo histologico. Verificou-se quepadodo de 6 meses
a matriz mineral bovina apresentou-se sem vitadideatliograficamente
sua densidade 6ptica ndo comprovou a neoformaca @ por meio
de mensuragéo entre dois pontos, ndo ocorreu rgdbsossea alveolar
estatisticamente significante. Esses fatos ndo mma@mm a eficiéncia
do uso do enxerto para melhorar o leito receptofutleo implante.
Utilizaram andlise de variancia por postos de Fneul Foi constatada
pequena diminuicdo na altura, porém, ndo houveedifa significante
entre os periodos estudados.

Os materiais compdsitos solidos sdo 0s quais couligis) ou
mais materiais constituintes distintos. Os matedédabsorviveis mais
comumente utilizados em técnicas de reparo 6ssheem o poliacido
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latico (PLA) e o poliacido glicdlico (PGA) e seuspolimeros (PARK;
BRONZINO, 2003 apud STARES, 2007; PYLES, 2003).

Wei e Ma (2004) investigaram um novo compésito fadm de
nanoparticulas de HA incorporados em arcaboucosspsrde PLLA
usando técnicas de separacéo de fase induziddsaeremte para o uso
na liberacdo de BMPs. Os mesmos demonstraram quenaparticulas
de HA foram incorporadas com sucesso nos arcabalegd3LLA. A
incorporacdo das nanoparticulas de HA melhorou rapripdades
mecanicas e a adsorcao de proteinas.

Segundo Rossi, Weinfeld e Miranda (2005) a atrfi§ialégica
do rebordo alveolar decorrente de perdas dent@rigsogressiva e
irreversivel, constituindo problema de dificil sgio para a
reconstrucao protética e para a instalacao de imgdasseointegrados.
Assim, vérias solu¢des tém sido propostas paransétgdo do 0SSO
perdido, como o0 uso de enxertos 6sseos autogeamosjtstos 0sseos
alégenos, enxertos xendgenos, enxertos aloplastiegeneracdo 0ssea
guiada, distracdo osteogénica, fatores de crestinercombinacdes
dessas alternativas. Estudos clinicos e experimsenfaévios
demonstraram a eficdcia da osteointegracdo entidotedsseo do
hospedeiro e o tecido 6sseo enxertado em cirurgaslofaciais em
humanos, em coelhos, em caes, em ratos e em mabacde 0S varios
materiais existentes de origem bovina, o “coneddré é considerado
um material de enxerto xendégeno anorganico com rigagdes
osteocondutoras, que funcionaria como um arcabpaca permitir o
crescimento de capilares, de tecido perivasculardes células
osteoprogenitoras oriundas do leito receptor 5dsemdicado na
preservacdo da dimensdo Ossea da crista alveatarupaa posterior
reabilitacdo com implantes osseointegrados.

Com o objetivo de acelerar a cura de um defeitefsedcultivar
células Osseas sobre o suporte de biomaterial, ggEmseja preciso,
assim, esperar o tempo de migracdo de célulashi&stioas na regiéo
de implante. Além disso, deve apresentar proprieslachecanicas
similares ao tecido 6sseo, ser osteoindutivo eoostelutivo a fim de
sustentar e induzir a formacéo de um neotecidoéssesteointegrativo
para que haja uma boa fixacdo bioldgica do supoot®m o 0sso
(LEONG; JIANG; LU, 2006).

A obtenc&o de um biomaterial que atraia intereasa ger usado
como substituto 0sseo deve ter caracteristicasctai®, gerar uma
resposta inflamatéria minima (biocompatibilidadesee degradado pelo
organismo (biodegradabilidade) (KUMARASURIYAR et,&005).
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DalllAntonia et al. (2006) comentaram a observancia
consideravel do desenvolvimento tecnologico dosmbteriais e
importancia da evolucao dos métodos e conhecimeataofisiologia
Ossea. Desta forma, tornou-se possivel influens&etivamente a
formagéo 6ssea, controlando a qualidade e a gadetide osso no
interior das estruturas bucais. Entretanto, a pssgobre material de
implante ideal para substituicdo do enxerto 6sseihgano ainda
persiste como um dos grandes desafios da odordatoggierna.

Trés s@o as estratégias utilizadas para este fioundugéo, o
transplante de células e/ou tecidos e a inducabfesenciacéo celular.
No método de transplante de células o veiculo Matransporta as
células ou tecido como serve de guia para o crestarde novo tecido.
E no método de indugdo emprega 0 arcabougo panspbee e
sustentacdo de proteinas indutivas (KAIGLER; MOONEQY01).

Ekholm e colaboradoreem 2006, efetuaram estudo histolégico e
imuno-histoquimico da reacéo de tecidos a polistazes sélidos em
coelhos. Em muitos casos apenas a presenca tempal@r um
biomaterial é necessaria no suporte, aumento oosiggp tecidual.
Nesses casos materiais biodegradaveis sdo mebiltgasativas que os
bioestaveis. Atualmente, polimeros biodegradavéis amplamente
utilizados no campo da cirurgia bucomaxilofacial muras, artificios
de fixacdo de fraturas e membranas absorviveispdlimeros mais
frequentes utilizados sdo os poliésteres alifaticoemo acido
poliglicélico (PGA) e polilatico (PLA). Poliortoest € a superficie
erosionada do polimero que vem sendo desenvoleisided1970, mas é
usada somente em sistemas com formas semisséadadilperacéo de
drogas. O intuito desse estu do foi a evolucdoedgao de tecidos a
poliortoesteres (POE) solidos histologicamente e uniop
histoquimicamente. Tempo de reabsorcdo e efeitalaie diferentes
métodos de exterilizacdo (radiagdo gama e Oxidene)i em relagcéo a
reabsorcdo também foram avaliados. O materiahfodduzido na tibia
e subcutaneamente no ramo mandibular em 24 coellws.
acompanhamento foi feito em 1-10, 14 e 24 semaBasudos
histolégicos mostraram que POE induzem uma inflémanoderada
aos tecidos 0sseos e moles. Em 24 semanas a igfarnf@ suave em
tecidos moles e moderada na estrutura 0ssea. Nodogsimuno-
histoquimicos nenhuma grande camada fluorecentdedascina e
fibronectina foi achada adjacente ao implante. @bsercido das rodas
foi mais rapida quando esterilizada com raios gamajue com gas
Oxido de etileno. A reabsorcdo completa foi além2desemanas em
ambos os grupos. Clinicamente a cicatrizacdo fférehciada e os
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implantes foram bem tolerados pelo tecido vivoo Ishcorajou 0s
autores a continuarem estudos com este interessaviematerial para
encontrar uma resposta ideal para o preenchimessieode fixacdo de
fraturas.

A construcdo de arcaboucos tridimensionais de potim
biodegradaveis por vapor solvente baseados em adedélar foi
estudada por Ryu et al. (2007), tornando-se impttpara controlar o
crescimento com arcaboucos artificiais. Tecidos anpele, vasos
sanguineos e cartilagem possuem multileitos estiigtaom diferentes
células em cada conteldo. Com o artificio tecnotgide
microfabricagdo um método modelo de arcabouco penldmeros
biodegradaveis como acido polilatico (PLA), acidsiglicélico (PGA)
e o copolimero polilatico-co-glicélico (PLGA) foiedenvolvido para
construir arcaboucos micronanométricos. O métodofatiea
interconexdes microfluidas entre leitos com arcgbeue manutencéo
de alta resolugdo geométrica durante o processamddsdo para
desenvolvimento dos mais variados tecidos. Micifiears (10-100
um), microfluidos e microcavitados sdo todos criadg®r
micromodelagem e adesdo baseada por vapor sohdmtdeitos
micromodelados preservando estruturas de tamankeeessarios.
Amostras de arcaboucos sdo construidas com propodé canais
direcionados para crescimento de células com tamsatdy necessidade
especifica. Além disso, extensdes destas técnigas guiar trabalhos
microvasculares com entreleitos sdo possiveis. iv@otlo células
endoteriais da artéria coronaria de humanos (HCAE@samostras de
arcabougos, demonstraram a biocompatilidade dondelsemento do
processo e a grande influéncia da alta resoluc@oggomeétrica no
crescimento de células endoteriais da artéria éoi@de seres humanos
(HCAECS).

O termo biorreabsorvivel refere-se a dispositivoides de
materiais poliméricos que sao passiveis de degkadagla diminuicdo
da cadeia macromolecular, cujos subprodutos sdseradosin vivo,
isto é, eles sdo quebrados em moléculas que pogleensaminhadas
para rotas metabdlicas. Assim sendo, o poli(L-adét@o-co-acido
glicdlico) PLGA é degradado pela quebra das ligacésteres que
produzem, como Uultimo subproduto, moléculas de caaiticdlico
dirigidas ao ciclo de Krebs (BARBANTI; ZAVAGLIA; DHEK, 2005;
MESSIAS et al., 2009; SANTOS JUNIOR.; WADA, 2007).

Num primeiro momento, 0s biomateriais eram criadom a
intencdo de gerarem o minimo de resposta inflaimabddr imunologica,
isto é, que eles fossem inertes. Porém, atualmemseam-se estratégias
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gue incentivam respostas teciduais favoraveis, canproliferacao e
diferenciacdo de células de tecido lesado. O PLGAargamente
investigado como suporte para cultura de célulagooBes desse
polimero foram capazes de sustentar adesdo eepaghifo de células
osteoblasticas, bem como, a sintese de colagemd ¢&i@ producéo de
matriz mineralizada (SANTOS JUNIOR; WADA, 2007 apM&SSIAS
et al., 2009).

Diversos estudos mostram que suportes enriquecaos
hidroxiapatita acrescem as func¢des de células ldatgiwasn vitro, tais
como, crescimento celular e sintese de fosfatasaired (HUANG;
MIAO, 2007; KIM et al., 2006).

Outros materiais que vém recebendo atencdo saali@cigo
latico, o poliacido glicolico, hidroxiapatita oungistura dos mesmos aos
fatores de crescimento. Com intuito de suprir mitdices de técnica e
tentar alcancar a exceléncia biolégica do ossogaot® vem se
empregando uma quantidade significativa de maseaiaiplasticos (AL
RUHAIMI, 2001).

A aplicabilidade desses materiais em organismosiahos
depende de suas propriedades biolégicas, quinfisass e mecéanicas
(ALIZADEH; MARGUSSIAN, 2002 apud CRUZ, 2004; BRANDAt
al., 2002; COSTA et al., 2003).

Rothamel e colaboradores, em 2007, examinaramagites
dimensionais do osso maxilar depois do atendimeletoferidas de
extracdo com réplicas de raiz qeTCP de encaixe exato em
comparacdo com alvéolos ndo preenchidos. Num detalez cées, foi
colocada imediatamente depois da extracdo do porpeg-molar, uma
réplica de raiz de encaixe perfeito de granulg3-d&P reticulado de
polilactida nos alvéolos. Alvéolos de extracdo né&ados no lado
oposto serviam de controkplit-mouth Depois de trés e seis meses,
respectivamente, foram sacrificados cinco animais eorrespondentes
setores maxilares examinados histolégica e histmmatricamente.

Rimondini e colaboradores utilizaram o método glecéo gasosa
em 2005, realizando estudo experimeimalivo de regeneracdo dssea
em defeitos criticos usando copolimero de PLA/P@AldgradavelO
assentamento foi feito em osso saudavel padrao ieg@lantacdo de
PLA/PGA 50%/50% dispersado em solu¢é@o aquosa de €@&xtrano
usando como substituto 6sseo em modelo animal. gvofos de cinco
coelhos foram usados. Em ambos os condilos femianaim realizados
defeitos criticos de 6x10 mm. No lado direito PL&Afoi inserido, e
no lado esquerdo permaneceu vazio, em 30 e 9Gd@sa cirurgia os
animais foram sacrificados. Os defeitos do ladouestp né&o
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preenchidos mostraram uma cicatrizagdo ndo espn@Epos 30 e 90
dias. Concluiram que o copolimero de PLA/PGA emontdlrosoluvel
induz crescimento 6sseo em defeitos criticos atrdeéteste de Wilcox.
Teste de Mann-Witney foi utilizado para comparag@omensuracdes
entre os sitios e 0sso normal em 30 e 90 dias.

Tém-se verificado que a utilizagdo do colageno coareador
nao é satisfatoria, em decorréncia da baixa resistéd pressdo dos
tecidos moles. Por sua vez, outros carreadoresy esnmidroxiapatitas
apresentam elevada resisténcia mecanica, todawvia, n@o sao
absorviveis ou 0 sdo em intervalos muito longosenepo. Suportes
porosos de hidroxiapatita sdo também muito estiwladomo
biomaterial para engenharia de tecido 6sseo ataédmapresentando,
porém, o inconveniente de possuirem propriedadefms aquém
das compativeis com o0 0sso. Materiais ceramicossugos alta
fragilidade, além de serem dificeis de moldar. Fsso, aliando
polimeros biodegradaveis em suportes enriquecidaos lmioceramica
podem vencer tais limitacdes, criando compésitosanente
biocompativeis. Os materiais baseados em fosfat@sdio, tais como,
hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcio (TCP) e cimtes de fosfato de
célcio, tém atraido a atencéo dos pesquisadores bmmaterial para a
engenharia de tecido 0sseo, gracas a excelentenipatibilidade,
osteocondutividade e taxas variadas de degradalgin,de estimular a
diferenciacao de células-tronco mesenquimais ealasébsteoblasticas
(HUANG; MIAO, 2007; MULLER et al., 2008; OLIVEIRA teal.,
2005).

Soren Schou e colaboradores (2003b) estudaranparpgéio da
superficie do implante em tratamento cirargico expental de peri-
implantite, com enxerto de o0sso autébgeno e membradea
politetrafluoretileno expandidas (PTFE) e avaliagitereolégica em
macacos cinomélogos. Os métodos foram jato de pesi@b Unico +
acido citrico, jato de pd abrasivo Unico, gaze dudae em solucdo
salina + &cido citrico e gaze embebida alternataraenem clorexidine e
solucéo salina:

a) Unidade de ar p6 abrasiva + acido citrico (Ap+&ikuperficie
do implante foi preparada com a mistura de bicatwme
sédio (profjetdentisplay, USA), solugéo salina epar cinco
minutos na unidade de ar p6 abrasiva (cavitrompa distancia
de 1 mm, de acordo com a recomendacdo do fabricante
Finalmente a solucdo saturada de acido citricoaonetes foi
aplicada por 2 minutos apo6s vinte vezes irrigado soro;
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b) Unidade de ar pdé abrasiva (Ap): 0 mesmo procedionent
descrito em “a” foi usado, porém, sem A&cido citrico
Consequentemente, a superficie do implante foiguegla pela
unidade de ar p6 abrasiva por 5 minutos e iriragad vezes
com solucéo salina;

c) Gaze embebida em solucdo salina + &cido citricg: (&€i
superficie do implante foi limpa por 5 minutos cayaze
embebida em solugéo salina. O acido citrico foliermiplicado
por 2 minutos seguido por 20 irrigacdes salinas;

d) Alternativa de gaze embebida em clorexidine e $agalina
(Ch): a superficie do implante foi limpa por 5 misipor gaze
embebida em clorexidine aquosa a 0,1% e solucdoasal
finalmente irrigada alternativamente 20 vezes pmkesma
solucdo. Todos os defeitos foram preenchidos cotftpkas de
0sso autdégeno embebidas em sangue autégeno depois d
confecgdo de multiplas perfuragdes na superficgeads

Um total de 64 implantes com tratamento de superfom
spray de plasma de titnio (TPS) foi instalado em 8 mesdVlacaca
fascicularig. Depois de um periodo de trés meses com contiele
placa, peri-implantite experimental foi induzidapArda 6ssea de 4 a 6
mm foi estabilizada ap6s 9 a 17 meses e o contteleplaca foi
reimplementado. Os defeitos peri-implantares foreinurgicamente
expostos, o tecido de granulagcdo foi removido, dacauperficie
implantar foi preparada por um dos procedimentamaenencionados.
Os defeitos foram entdo preenchidos com enxert@sge autdogeno
particulado e cobertos por uma membrana de PTFEnDsais foram
sacrificados depois de 6 meses. Os parametros aeacée clinica,
radiografica incluindo subtracdo radiogréfica dibitquantitativa,
histologia e estereologia. N&o revelando signitieatiferenca entre os
métodos. Porém, a regeneracdo Ossea total e cdnate
osseoreintegragao foi obtida independente do metplicado. A média
de contato 6sseo ao implante observado foi de 868% dentro dos
defeitos. O método de andlise esterolégica usadoresente estudo é
um 6timo meio de obtencdo de estimativas ndo [gEndias de contato
osso-implante (BIC), e densidade o6ssea peri-imptaiBD-i) em
sessdes osso-implante.

Soren Schou e colaboradores (2003a), trabalharathéta da
mesma forma com osso mineral anorganico porosorigeno bovina
(Bio-Os$) e membrana de PTFE no tratamento de peri-impdaatn
macacos cinomologos.A evolucdo do efeito osso mlin@norgénico
poroso de origem bovina (Bio-039se membrana de PTFE no
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tratamento de peri-implantite foi por eles estudddm total de 64
implantes com tratamento de superficie @prayde plasma de titanio
(TPS) foi instalado em 8 macacdgacaca Fascicularis Depois de um
periodo de cicatrizacdo de trés meses com contlel@laca, peri-
implantite experimental caracterizada por perd@ase 4 a 6 mm foi
induzida durante um periodo de 9 a 18 meses. @nmteatto cirdrgico
envolvendo Bio-O$5 + membrana, Bio-OSs membrana, ou a
confeccdo apenas de um retalho convencional (dehtrdoi
confecionado. Os animais foram sacrificados 6 medezois do
tratamento. A evolucéo dos parametros clinicospgaéficos incluindo
subtrac@o radiogréfica digital quantitativa, hisgih, e estereologia
demonstraram tecido peri-implantar saudavel indépete da técnica
cirirgica aplicada. Porém, a quantidade de reassgpacdo e a
quantidade total de osso (Bio-8sse Osso regenerado) foi
significantemente maior em defeitos tratados comrmbmana cobrindo
Bio-Os¢’ quando comparado com os trés procedimentos tdrepée a
média de contato com osso implante de 36% foi abjichto aos
defeitos tratados com membrana recobrindo Bid*OSs valores
correspondentes dos trés outros procedimento£igieps foram de 13
a 23%. As particulas de Bio-Osforam em geral superiormente
integradas com 0sso regenerado, mas as partialparte oclusal dos
defeitos foram inteiramente circundadas por tecidmectivo nao
respectivo da membrana de cobertura. O presenigoedeémonstra que
o tratamento cirlrgico envolvendo Bio-&ssecoberto por uma
membrana de PTFE e uma modalidade de tratamentel \d& peri-
implantite experimental ao redor de implantes cortrabamento de
superficie por plasmsprayde titanio (TPS) em macacos cinomdlogos.
Porém, o tratamento ndo vem a ser encorajador \@rsk-se o
resultado obtido com enxerto ésseo autégeno pkticue membrana
de cobertura documentado no mesmo tipo de estymiimental.

A estereologiafoi uma boa alternativa para obtencdo de resultados
destas duas pesquisas.

A perda de elementos dentérios por trauma gerasoegies
rapidas nos alvéolos, principalmente nas tabuasaéssestibulares,
levando inevitavelmente os pacientes a necessidadesconstrucées
com materiais de enxerto. A atrofia fisiologica mdpordo alveolar é
progressiva e irreversivel (ROSSI; WEINFELD; MIRANDP2005).

Aghaloo, Moy e Freymiller (2004) pesquisaram o plagico em
plaguetas (PRP) conjuntamente com autdégeno, xdiamgréd 0sso oral
e maxilofacial e cirurgias reconstrutivas para anpks. Esse estudo
compara a cicatrizacdo 0ssea e a formacdo emaiefmit cranios de



32

coelhos com 0sso autdgeno, xendgeno e xendgen®R&ncom grupo
sem enxerto como controle. Quinze coelhos Nova nd@é foram
incluidos nesta pesquisa. Quatro defeitos idénticasn 4 mm de
diametro, foramcriados no cranio de cada coelho e imediatamente
enxertados com todos o0s materiais. Cincoelhos foram
acompanhados 1 més, 5 coelhos por 2 meses e 5 puoesés.
Radiografias mostram um crescimento em densidasado Bio-OS%
o0sso autégeno e Bio-0ss PRP do que o defeito controle em todos os
tempos de avaliagdo, porém, clinicamente e difieierminar o quanto
esses Mmateriais aparecem densos na radigrafiaontdigbmetria
mostrou que o incremento 6sseo na area dos defeittigyenos e
poliméricos compostos foi significantemente supegioe o visto com
outros materiais de enxerto ou defeito controle.

Rimondini e colaboradores em estudo experimentativo de
regeneracao 6ssea em defeitos criticos, usanddiroepo de PLA/PGA
biodegradavel injetado, em 2005, observaram quesengamento foi
feito em osso saudavel padréo apés implantacabAEPBA 50%/50%
dispersado em solucdo aquosa de PGA e dextranadaisemmo
substituto 6sseo em modelo animal. Dois gruposri® coelhos foram
usados. Em ambos andilos femurais foram realizados defeitos
criticos de 6x10 mmNo lado direito PLA/PGA foi inserido e no lado
esquerdo permaneceu vazio. A perda de elementt&ridsrpor trauma
gera reabsorcdes rapidas nos alvéolos, principsédnmes tabuas 6sseas
vestibulares, levando inevitavelmente os paciedtasecessidade de
reconstru¢cdes com materiais de enxerto. Apos 30 @i da cirurgia
os animais foram sacrificados. Os defeitos do ladquerdo, néo
preenchidos, mostraram uma cicatrizagdo nao espgEmi@pos 30 e 90
dias. Sitios preenchidos com material experimemntastraram novo
0sso com extensdo de 11,46% e 76,82% apds 30 &lid@s,98% e
95,34% apo6s 90 dias. A histomorfometria mostrouemento de 0sso
maturado entre os 30 e 90 dias nos sitios expetaiseans 90 dias, ndo
houve diferenca estatistica em se comparando comsso normal.
Copolimeros de PLA/PGA dispersados em matriz hghidsel
parecem um material osteocondutivo apropriado efgitde 6sseos de
tamanho critico. Testes de Wilcoxon foram utiliza@émtre os 30 e 60
dias para acessar o ganho 6sseo. Teste de Maneyhitm método de
Monte Carlo para probabilidade computadorizada dsado para
comparar as mensuragées entre os sitios cicatrimte 30, 60 dias e o
0sso normal com microscopia eletrdnica de varredura
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Kim e colaboradores trabalharam com arcaboucos @sitog de
PLGA+HA para engenharia tecidual em 2006. Segunslawtores,
arcaboucgos compdsitos bioceramicos poliméricosegiatiaveis podem
ultrapassar as limitagdes de substitutos dsseamiggrs convencionais
sobre fragilidade e dificuldade de modelagem. Featpmente métodos
convencionais de fabricacdo de arcaboucos polingritoceramicos
compositos, muitas vezes usam solventes organiot&odo eg-
somatoria de solvente e particulas) (SC/EL) levasfdito nocivo as
células teciduais. Além disso, as solu¢Bes poloaéricobrem as
ceramicas e retardam sua exposicdo a superficiesadmboucos,
causando interferéncias na probabilidade que agasébsteogénicas
venham a (semear) contatar com as ceramicas laeafileste estudo,
um método modelo de fabricagdo de arcabouc¢o cotopdisiceramico
nanopolimérico com alta exposi¢do das bioceranmniaasuperficies dos
arcaboucos foi desenvolvido para uma engenharigutdc 6ssea
eficiente. Arcaboucgos de PLGA-HA foram fabricadedaptécnica de
conformacdo gasosa e particulas por lixiviagcao RGFsem uso de
solventes organicos. Este método exple signifmat@énte mais as
nanoparticulas de HA nos arcaboucos do que a &auicvencional
(SC/PL). Os arcaboucos de GF/PL apresentam estruparosa
interconectada, sem assentamento superficial éndrilsuperficie com
propriedades mecénicas de entrelacamento super@reedos 0s
arcaboucos fabricados pelo método SC/PL. Variasstige arcabougos
foram cultivadosn vitro com células osteoblasticas e calvaria de ratos,
ou implantados subcutaneamente por varias semasaarcaboucos de
GF/PL mostraram crescimento celular significativatee maior,
atividade de fosfatase alcalina e mineralizagagtro comparados com
arcaboucgos de SC/PL. Os arcaboucgos de GF/PL tivezaoitado de
maior exposi¢cao das nanoparticulas de HA na sgpedb arcabouco
comparado com o método convencional. Andlise de DiNfantidade
de célcio, microscopia eletrénica de varredurajampacéo subcutanea
em ratos com microscopia optica tendo como anditatistica de
variancia (ANOVA, SAS Institute Inc., Cary, NC) &(05.

Sargis Sedrakyan e colaboradores desenvolveramaltiab
cientifico em 2006 com engenharia tecidual do pegumsso da mao
denominado planax, através de arcabougcos de polmeicido
polilatico e poliglicolico. O PLGA foi processadelp método da
lixiviagdo do arcabouco com solvente a base detdate sddio em uma
forma do pequeno osso distal do dedo (planax). gtura determinada
como adequada foi de 85% de PLA e 15% de PGA peoafeccéo da
forma e tamanho adequados para o planax. As padesdvariaram de
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250-425-micrometros. Os arcaboucos foram todos stiels por
periosteo bovino. Condrdcitos foram injetados na&sminacdes
articulares. Seis arcaboucos foram inseridos doangente no tecido
subcutaneo dorsal em ratos alcoolizados. Depoi8 ¢e=2) ou 16
semanas (n=4) todos os implantes demonstraram steeosartilagem
em tamanho e forma do osso planax, que foi mamtiddodo periodo
do estudo. A evolucao histolégica mostrou a presdrgmogénea de
0sso e cartilagem com diferenciacdo progressiveogugdo de matriz
de 8 a 16 semanas, formando um osso endocondiitagiamente
neste periodo. Analisaram as amostras morfologintene
histologicamente e analise molecular do RNA. Esdascobertas
sugerem que o polimero poroso de PLGA e uma té@afaaa como
material sintético biodegradavel no crescimentoidted 6sseo e
cartilagenoso articular na forma do planax humdassi, Weinfeld e
Miranda (2005) pesquisaram enxerto de 0sso bovipo tcone
alveolar” emalvéolos de humano®s autores avaliaram a eficacia do
0sso bovino do tipo “cone alveolar” na estimulagko neoformacéao
O0ssea em alvéolos dentdrios de humanos. Foram tasasu 15
exodontias, com enxertia do 0sso bovino nos algée@ovolvidos.
Realizaram dois tipos de avaliacbes radiografieasedjido enxertada
com auxilio da computacéo: mensuragéo entre doiwpaeterminados
e histograma dos valores da densidade Optica anséslaté completar 6
meses. Decorrido esse periodo, os alvéolos foraber®s e o contetdo
da porcédo central colhido para ser submetido adeshistoldgico.
Verificou-se que no periodo de 6 meses a matrizerainbovina
apresentou-se sem vitalidade, radiograficamentedensidade Optica
ndo comprovou a neoformacdo 0ssea e, por meio deunagdo entre
dois pontos, ndo ocorreu reabsorcao Ossea alvestatisticamente
significante. Esses fatos ndo comprovaram a efi@énlo uso do
enxerto para melhorar o leito receptor de futurplamte. Utilizaram
andlise de variancia por postos de Friedman. Fostatada pequena
diminuicdo na altura, porém, nao houve diferengaificante entre os
periodos estudados.

Dall’Antonia et al. desenvolveram pesquisa comlame de
osso cortical bovino inorganico liofilizado (GenYxem alvéolos
dentais eavaliagdo microscopica em ratpsiplicando em 2006. Para
tanto, foram empregados 32 ratos divididos em Zoagucom 16
(controle e experimental). Os animais foram saeaifos aos 3, 7, 15 e
30 dias apo6s o ato cirdrgico. As pegas obtidaseooiat as hemimaxilas
foram fixadas, desmineralizadas e incluidas em fiparapara



35

microtomia. Os cortes semisseriados obtidos foraonados em
hematoxilina e eosina para analise em microscqpioa@ Os resultados
obtidos mostram que o material € bem aceito pajanismo, sendo
lentamente.

Eeva Makela e colaboradores, em 2007, desenvolvenam
trabalho com rodas compésitas de acido polilatictiglicélico (80%
/20) autorreforcados com 2 mm de didmetro e 36 mmne@mprimento
sendo implantados no tecido subcutdaneo do dorsaROdeoelhos.
Osteotomias em distal de fémur foram fixadas cotesesilindros
(12x15 mm) nos coelhos. O acompanhamento variote edite 4
semanas. Depois de 6 meses as propriedades mac@néa reduzidas
significantemente, mas as osteoteotomias cicatinzarormalmente. A
presente investigacdo mostra que as propriedadésagéo mecéanica
do SR-Polilatico-glicdlico (80/20) sdo viaveis pafixacdo de
osteotomias em coelhos desde que técnica cir(sgjaacorreta.

Kim e colaboradores em 2008 reportaram formacédosde em
vivo a partir de células derivadas de embrides masmaem células
osteogenicas em arcaboucos de acido poli(D,L-actglicolico) /
hidroxiapatita (PLGA) / HA e a eficiéncia da déeciacdo de células
mesenquimais indeferenciadas de embrides huma&CQg) por co-
cultura com células derivadas de osso humano pan@PBDs) com
uso de fatores xexdgenos. Nesse estudo exploralalasosteogenicas
derivadas de (hESCs); (OC-hESCs) usando métodataepaorevisivel
que seria capaz de regeneracdo Ossea tecidual vem Aricaboucos
compositos tridimencionais porosos de PLGA/HA fondtitizados com
veiculos de liberagcdo celular. Implantacdo em \ileo (OC-hESCs)
semeadas em arcaboucos mostraram formacdo Osséficasige em
sites subcutaneos de ratos imunodificientes en8 4amanas depois da
implantagdo. Entre tanto implantacdo de controlea@boucos sem
células ou arcabougos com fibroblastos da pelede@mnstraram nem
um novo osso formado. Em adi¢do a presenca ag de BMP 2 em
arcabouco acresceu nova formacdo dssea em ternmomealizacdo e
expressao génica de marcadores 6sseos especiliecacordo com
analise de Fish, implantacdo de OC-hESCs resulteegeneracado das
lojas, sugerindo que a implantacédo de célulasqizatina formacao de
novo 0sso. Concluindo, OC-hESCs regeram com sucgssmdo
implantadosin vivo, e esta regeneracdo pode ser favorecida pela
incrementacdo da administracdo de BMP 2. Estedtadss sugerem a
possibilidade clinica do OC-hESCs como boa altemgiara origem de
células para regeneracdo 0ssea. A cultura celolare sbiomateriais
compde um passo importante no entendimento de stespdiretas de
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células de tecidos especificos, funcionando comerarfenta
imprescindivel na Engenharia Tecidual. Por meiosaetcnica é
possivel compreender fendmenos como adesdo, paghfe e
diferenciacdo celular induzidas por tais biomaigria

A porosidade é um aspecto importante para o crestarcelular,
pois 0 meio de cultura e os fatores de crescimetiiondem-se
livremente para o interior do biomaterial. O tan@rdos poros, sua
distribuicdo e a interconectividade séo caracteastimportantes em
um suporte. Uma porosidade adequada — considetan@dmho, forma,
morfologia da parede — para semeadura de célulaséa, crescimento
e formacéo de tecido novo e para transporte déentés e de residuos
metabdlicos do implante, bem como, o estimulo &ulaszacdo sdo
importantes consideragdes. Na literatura é geraémgtado que poros
numa faixa que varia de 100 a 400 pm sdo adequpdos a
regeneracdo Ossea (MESSIAS et al, 2009; MIAO et 2008;
SARAZIN; ROY; FAVIS, 2004; TANG; HUNT, 2006).

No método de transplante de células, o veiculosdamansporta
as células ou tecido, como serve de guia para stiortento de novo
tecido. E no método de indugcdo emprega o arcabpaigotransporte e
sustentacdo de proteinas indutivas. As caractardstlesejadas de um
material Osteo-substituto sdo: biocompatibilidageevisibilidade e
aplicacdo clinica sem riscos transoperatorios aedas| pos-operatorias
minimas, além da aceitagao por parte do pacielB{et al., 2000).

A busca incansavel do homem por padrbes de viderisups e
longevidade tem gerado cada vez mais a necessikadgternativas
para o reparo e substituicdo de tecidos vivos &ilims por traumas ou
patogenias. A necessidade por novos materiais wjsittiam tecidos
humanos tem levado pesquisadores de diferentes ardavestigar
diversos materiais com caracteristicas favoraveis peocesso de
recuperacao (STARES, 2007).

Ryu e colaboradoreem 2007 realizaram trabalho importante
para controlar o crescimento celular dentro e caralb®ucos artificiais.
Tecidos como a pele, vasos sanguineos e cartilpgesuem multileitos
estruturais com diferentes células em cada conteldm o artificio
tecnoldégico de microfabricagdo um método modelamabouco para
polimeros biodegradaveis como acido polildtico (PLAAcido
poliglicélico (PGA) e o copolimero polilatico-coigblico (PLGA) foi
desenvolvido para construir arcaboucos multileitorofluidos. O
método enfatiza interconexdes microfluidas enftedecom arcabougos
e manutencéo de alta resolucdo geomeétrica durgmecesso de adeséo
para criacdo de arcaboucos multileitos variandaeed0-100 um
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baseado por vapor solvente. Amostras de arcab@&msonstruidas
com propdsitos de canais direcionados para crestinte células com
tamanhos de necessidade especifica.

Je Yong Choi et al. (2007) realizaram estudo pdrigéo do
crescimento Gsseo cicatricial com pamidronato efeitds criados na
calvaria de coelhos usando PLGA como material dither de drogas.
Na andlise histolégica a formacdo éssea teve dif&xedo entre os
grupos em uma semana, porém, ela se tornou maéésries grupos do
pamidronato que nos controles apenas com PLGA sleg@i duas
semanas.

Em relacéo a localizagdo do implante, deve-se lemarconta a
vascularizacdo local e a solicitacdo mecanica. 8e polimero
biorreabsorvivel é implantado num local de altacubsizacao (grande
atividade vital), sua velocidade de degradacdo s@#é rapida em
relacdo a uma regido menos vascularizada, de farpgssivas. Locais
de grande solicitagdo mecanica também tém sidorittlessccomo
aceleradores da degradagcdo (HOLLINGER; BATTISTORMEB6 apud
STARES, 2007).

No ambiente local da implantacdo, uma alta taxaekabolismo
tecidual local e uma excelente circulagdo poderitanilitar a
degradacdo do material. Por outro lado, uma baika de metabolismo
local e pobre circulacdo poderiam levar a uma wghe retardada
(PIETRZAK et al., 1996).

Li Yao et al. (2008) explicaram o efeito funcionale
micromoldes de PLGA no crescimento guiado de ingiwaQuando a
coadaptacao € impossivel no reparo de injariasosasy uma ponte de
biomaterial em forma de arcabougo promove um sepstrutural para
0 crescimento de células neurologicas e re-estEbedato do nervo.
Para tal, esses microarcaboucos foram fabricadosfitmes de PLGA
usando um método a laser. Este estudo indicou gsaperficie do
micromolde conjugado com moléculas funcionais podsm usados
para regeneracao nervosa.

Em estudo in vitro realizado em 2009 por Messias e
colaboradores, foram realizadas observacdes mgital® das células
sobre os suportes de PLGA e PLGA+HA. Celulas fosalmmetidas a
testes de citotoxicidade e adesdo. Adicionalment@mogfologia foi
observada em microscopia de varredura e sintesecoltegeno
mensurados pelo método colorimétrico de Sinus Red.resultados
mostraram que o material ndo foi citotoxico e adithpatita acresceu a
adesdo celular. Por meio de microscopia eletrGeczarredura além de
testes de adesdo e citotoxicidade pela atividadecandrial de
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metabolizacdo de MTT obtiveram os resultados. Adpcéo de

colageno também foi investigada como indicio dedpgdo de matriz

extracelular por meio do teste colorimétrico Sirisd. Os resultados
revelam que as células com morfologia osteoblastisajuais puderam
se aderir e espraiar pelos arcaboucos. Além dissmaterial néo

apresentou toxicidade as células, sendo que a opagidm com a

hidroxiapatita n&do afetou a viabilidade celular pamada aos

arcaboucos sem hidroxiapatita. Todavia, os resagtagmonstram que
a adicdo de particulas de hidroxiapatita inferiaré®00 pm aumentou a
taxa de adesdo celular conforme nosso esindweivo através de

estereologia com relacdo ao PLGA+HA no quisito @eformacao

Ossea.

Neste trabalho, suportes tridimensionais porosogati(L-acido
latico-co-acido glicolico) PLGA, 82/18 (m/m) dissimlos em
cloroférmio (Merck) (10%w/v), contendo ou ndo partas de
hidroxiapatita (HA) que adicionada apds dissolugm sacarose
(Shynth) (30%w/v) nos arcaboucos de PLGA+HA foraticianadas as
particulas de ceramica de hidroxiapatita (Geniusaida) (20% m/v).
Tais solugbes foram vertidas em moldes cubicosild®re medindo
cerca 5 cm de diametro por 5 cm de comprimentocemd de cilindro.
Apoés evaporagdo do solvente em temperatura ambienmt®veu-se a
sacarose usando polialcool vinilico (PVA). A saearse solubiliza em
PVA deixando espagos que constituem os poros ignésra 1000 um).
Cada amostra foi modelada em cilindros de 5 mmi&@aetro por 5 de
comprimento para a utilizacdo nos experimentos.steridizacado foi
efetuada com Plasma de Peroxido de Hidrogénio ewdluicro
especifico Johnson and Johnson utilizados na Tes€amclusdo de
Curso de André Dutra Messias, do Laboratério demteriais, Centro
de Ciéncias Médicas e Biolégicas, PUC-SP sob @iéat de Aguedo
Aragones, Eliana Aparecida de Rezende Duek quenfaestadosn
vitro.

Para o resultado deste trabalho usamos estes a¢csbe 0s
citados nos ojetivos tendo os principios de Canigi#ra avaliacdo em
microscopia Optica, para determinar par&metros tdatvos
tridimensionais de estruturas anatbmicas a partg dortes
bidimensionais. O matematico Bonaventura Cavalispds cortar um
objeto em cortes paralelos com uma distancia cdéddex medir as
areas dos cortes do objeto. Conjunto de linhasootop que devem ser
sobrepostos a imagem observada ao microscépio pacantagem
estereoldgica. Técnica do século passado, muitritea, criada em
1883 por Born, técnico no laboratério do anatomigtalhem His, é um
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exemplo de modelo tradicional de Reconstrucdo Anath Trata-se
basicamente de estudar uma determinada amostratde aleatérios de
uma estrutura tridimensional sem que isto diminaawrécia do método
de contagem (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para testarmos o potencial regenerativo dos arcaboforam
criados 6 defeitos considerados criticos de 5 mmdidenetro nos
fémures direito e esquerdo (3 defeitos em cadarédwi 21 coelhos
machos, da linhagem Nova Zelandia, com um anoatiejdgpesando de
2 a 4 kg, procedentes do Biotério UNISUL, subdiddi em 6 grupos:

e Grupo I: preenchido com coagulo (grupo controle);

e Grupo II: osso autégeno (retirado durante prepasositios dos
defeitos e triturado);

e Grupo lll: osso xendgeno (Orthogen Baumer) (Fig. 1)

«  Grupo IV: Bio-Os§ (Fig. 2);

¢ Grupo V: PLGA (Fig. 3);

e Grupo VI: PLGA+HA (Fig. 4).

Os seis grupos foram comparados em 3 periodos(1B'dias),
“B” (30 dias) e “C” (60 dias) do po6s-operatério,rpaverificacdo dos
quesitos citados nos objetivos acima.

O protocolo apresentado abaixo sera o utilizadtenesbalho. O
sentido de rotacdo sera hordrio, ou seja, as amsostio sendo
modificadas de local, o que € necessario, poisjadidade (circulacédo
sanguinea) proxima ao joelho e no centro dos fé&ndos coelhos é
mais pobre do que préxima a cabeca do quadril.

A técnica para a confeccdo dos arcaboucos de PLGA e
PLGA+HA usados foi a de evaporacao de solventea, @ producéo
de poros, o0 método de lixiviagdo de pordgenos. #irp#o copolimero
na forma de po, foram preparadas solugdes de pidiflo latico-co-
acido glicdlico) PLGA (Boehringer Ingelheim) nasoporcbes 82/18
(m/m) pela diluicdo em cloroférmio (Merck) (10% m/Mpds completa
dissolugcdo do copolimero, foi adicionada sacar&smth) (30% m/v)
com granulometria inferior a 10Q@n.
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£E =2

Figura 04 - Arcabouco de PLGA+HA vista lateral
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Figura 05 - Arcabouco PLGA compativel com o diametr da trefina
(5 mm)

* PLGA+HA compativel com a altura da primeira ma@a da broca trefina (5
mm).

4.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os coelhos foram devidamente anestesiados por teninéio
habilitado. Previamente aos procedimentos cirisy@® coelhos foram
novamente pesados na sala do pré-operatério.

Apbs a pesagem e obedecendo a sequéncia estabeteral
cirurgia, cada coelho recebeu uma injecéo, viaanintiscular de 1:1
tiletamina + zolazepam 33 mg/kg + 0,5 mg/kg de marf- 1 mg/kg de
xilazina, na mesma seringa.

Havendo necessidade durante o procedimento ciojrgz-se
um refor¢co anestésico com a metade da dose-madeldase acesso
venoso, durante o mesmo ato, com solucdo fisicddgic 0,9%,
possibilitando a hidratacdo e administracdo deasutirogas, caso
houvesse necessidade. Estes procedimentos fordimadea pelos
médicos veterinarios Geraldo J. S. Bernardes er8avielim Sgrott. O
ato cirurgico foi realizado em ambiente cirdrgiconc protocolo de
esterilizacdo. Antibioticoterapia profilatica e rwtdo anti-
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inflamatdria foram administradas 40.000 Ul/kg deipiéna benzatina
+ triancenolona 0,02 mg/kg, previamente ao procedim cirlrgico.

Inicialmente, os fémures dos animais (aproximad&n2rcm acima da
articulacdo do joelho) foram tricotomizados, e entéealizada a
antissepsia com iodopovidona.

A cirurgia foi realizada em ambiente cirdrgico cpmtocolo de
esterilizacéo, com auxilio da equipe de alunos dstiddo e Doutorado
da Universidade Federal de Santa Catarina (Fig.Al@)bioticoterapia
profilatica e medicagdo anti-inflamatéria (40.000kg de penicilina
benzatina + triancenolona 0,02 mg/kg) foram adrrengs previamente
ao ato cirdrgico.

Figura 06 - Equipe cirlirgica da pés-graduacédo em amhtologia
(Centro de Ensino e Pesquisa em Implantes dentéarios
da UFSC)

O bisturi (Bard-Parker n® 3) munido de lamina nlom&b foi
introduzido perpendicularmente a pele e aprofundpdid tecido
subcutaneo, fascia, camadas musculares e periégteacancar o plano
0sseo.

Isto possibilitou a elaboragéo do retalho totaldescolamento do
periésteo com descolador (FREER), com o objetivgprig@orcionar o

acesso e Visdo necessaria a area operatéria panacdo dos trés
defeitos semicriticos de 5 mm em cada fémur, iatatio 6 defeitos por
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coelho, sendo regenerados com algum tipo de bioiai grupo
controle conforme descrito anteriormente.

—

Figura 08 - Inciséo da fascia muscular
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Figura 09 - Exposi¢do do periosteo e acesso diret@strutura 6ssea

A éarea de criacdo do defeito foi demarcada com bnoga
trefina de 5 mm de diametro, sendo que a distamérama entre o
centro das duas marcacdes foi de 14 mm, preservanddnimo 3 mm
entre as perfuracdes. Esta penetrou a corticaiatio o osso medular
subjacente, aprofundando por 5 mm.

X Lt
AR

b ool
£ J

Figura 10 - Localizag&o da primeira perfuracao
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As perfuragbes foram realizadas a 1.600 rpm (commuotor
especifico para este fim), com irrigacdo abundenite soro fisiolégico,
com intuito de dissipar o calor proveniente dot@tda broca com o
tecido 6sseo. Foram casualizadas as areas ondémnies enxertos
foram realizados de tal forma que se eliminara avel qualidade
dssea, pois 0 0ss0 vai se tornando mais medul&orom® aproxima da
cabeca do fémur. Ao final foram confeccionados gemerados 126
defeitos em 21 coelhos.

Os defeitos (semi) criticos foram confeccionadositammdo um
espacamento de trés a quatro milimitros entre osmoe para
preservacao da resisténcia 6ssea dos fémures.

Figura 11 - Espacamento dos defeitos
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Figura 12 - Remocgéo da estrutura 6ssea com 5 mm gefundidade
e 5 mm de didmetro

Neste coelho operado, a ordem de instalacdo d@barcos
seguindo a rotacao horaria prevista pela mudangmaéeade 6ssea na
regido proxima ao joelho (mais cortical), em dicegé quadril (mais
esponjoso), na perna direita, com o primeiro defegndo preenchido
com Bio-Os& (Fig. 13), o segundo com PLGA, e o terceiro cospos
xendgeno da Baumer (Orthogen) visto na figura 16.

Figura 13 - Primeiro defeito direito preenchido comBio-Os<’



Figura 14 - Insercdo do PLGA no defeito direito

Figura 15 - Segundo defeito direito preenchido colALGA

49
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Figura 16 - Preenchimento do terceiro defeito com @hogen

O osso obtido durante a confeccdo dos defeitoshrooa trefina
foi particulado com um triturador especifico e ete@o no grupo Il. Os
defeitos dos demais grupos foram preenchidos amefocitado
anteriormente, para tal, sempre iniciamos a ciaurgi lado oposto ao

enxerto autdgeno para maior obtencédo de quantidadeesmo (Figs.
17-19).

Figura 17 - Obtencé&o de osso autdgeno através deoba trefina
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Figura 19 - Obtencéo de todas as amostras de enx@gutdégeno



52

Figura 20 - Triturador de 0sso

O protocolo cirargico para o fémur esquerdo destdho foi o
preenchimento do primeiro defeito préximo ao joetloon PLGA+HA
(Figs. 22 e 23), o segundo com o0sso autdgeno (Bigse 25) e o
terceiro preservando o codgulo com o grupo con(fete 26).

Figura 21 - Osso autégeno triturado
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Figura 22 - Primeiro defeito esquerdo (insercéo darcabouco de
PLGA+HA)

Figura 23 - PLGA+HA inserido
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Figura 24 - Segundo defeito esquerdo (insercao deso autdgeno
triturado)

Figura 25 - Enxerto autdgeno instalado
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Figura 26 - Terceiro defeito esquerdo (alvéolo copreservacéo de
coagulo)

A sutura foi realizada com porta-agulhas Mayo Regdio de
sutura reabsorvivel.

Figura 27 - Sutura reabsorvivel (Vicryl Ethicon)
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Figura 28 - Sutura reabsorvivel (Vicryl Ethicon)

Figura 29 - Sutura do segundo plano com fio ndo abssivel (Nylon
Ethicon)

Durante o periodo do experimento e permanéncia intéri
Central da UFSC, os animais receberam dieta padr@ovez ao dia,
sem limitagbes no regime de ingestdo de agua. Osegmentos
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veterinarios pré, trans e pos-operatdrios dos asjrham como a rotina
de tratamento, foram realizados e supervisionados Médicos
Veterinarios

Apb6s os procedimentos operatérios, os coelhos foremtidos
em boxes e medicados sob protocolos de antibietimpia e alivio da
sintomatologia dolorosa, além de receberem teriamia cada 7 dias
gue atuou como antibiético. Os animais receberaragente analgésico
e anti-inflamatério, administrado por injecao inttgscular, na dose de 1
ml/5 kg (Ketoprofeno 1%) ao longo dos trés diasseghentes, com o
objetivo de controlar a dor e 0 edema da area dperdiambém
receberam antibidtico (Pentabibtico) durante setas dpor via
intramuscular na dose de 40.000 Ul/kg de penicitieazatina por dia,
bem como, uso topico diario de Rifocisiray por sete dias. Os animais
receberam tetraciclina, na proporcdo de 25 mgfgamuscular, nos
primeiros 15 dias.

Ap6s o sacrificio, os fémures foram recolhidosadigs em
formal tamponado 10%, desidratados e descalcifca@s espécimes
foram incluidos em paraplast, cortados longitudimeaite e corados com
Hematoxilina e Eosina. Apés foi feito o preparogoabservacdo em
microscopia confocal de varredura a laser e miomiacoptica de luz.
As imagens de cada campo visivel foram capturadgitalchente e
combinadas para ilustrar o conjunto.

Nos periodos pré-determinados: “A” (15 dias), “BO(dias) e
“C” (60 dias) os animais foram sacrificados atradégprocedimento de
eutanasia com aprofundamento anestésico seguido iniEdo
endovenosa de Cloreto de Potassio (KCL) 19,1%,nasst@as foram
armazenadas em solucdo de formol 10% e apds 78 asnaecas foram
cortadas e radigrafadas. A primeira eutanasieefizada apos 15 dias,
a segunda aos 30 dias e a terceira aos 60 digecas fixadas em
formol 10% em HO destilada sendo obtidas as pecas inteiras, dige ap
72 horas submersos neste produto foram  seccionadas
perpendicularmente ao longo eixo de peca éssegzeeasias as amostras
preservando mais ou menos 2 a 3 mm de osso sadladaodas
amostras.

Estas foram descalcificadas em EDTA 10% Merk enpietes
plasticos separados e rotulados. Foram feitascagrde 2 e 2 dias e
posteriormente, mais no minimo, 3 trocas semanaé tatal
descalcificacdo das mesmas testadas por instrumesrtirante e
radiografias onde ndo se observa estruturas caldds em suas
imagens (radiografias quase totalmente radioltgidas



58

Estdo dispostas nas imagens deste coelho opergdadseas

amostras apos fixacdo sequenciadas nas figuramtsegu

No fémur direito, PLGA+HA, Autdgeno e Coagulo cobdias
(Figs. 30 a 36);

No fémur 15 dias esquerdo, Bio-8sPLGA e Orthogen (Figs.
37 a 40);

No fémur direito no periodo de 30 dias (Figs. 4Rk

No fémur direito, 30 dias, Autdégeno, PLGA+HA, Ortjem
(Figs. 43 a 46);

No fémur esquerdo, 30 dias, Coagulo, BioS O GA (Figs.
47 a 50);

Fémures de 60 dias, peca inteira (Fig. 51);

No fémur direito, PLGA+HA, Orthogen, PLGA aos 6Cagli
(Figs. 52 a 59);

No fémur esquerdo aos 60 dias, Bio-%ﬁoégulo, Autdégeno
(Figs. 60 a 66).
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15 dias direito

PLGA-HA
Figura-31 Figura-32
AUTOGENC
Figura-33 Figura-34
COAGULO

Figura-30 Figura-35 Figura-36

Figuras 30 a 36 - Fémur direito - 15 dias

* Figuras 31, 33, 34, 35 e 36 — vista de inser{igaras 32 — vista lateral
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15 dias esquerdo

BIO-035
Figura 38
FLGA
Figura 39
CORTHOGEM

Figura 37

Figura 40

Figuras 37 a 40 - Fémur esquerdo -15 dias



30 dias

Figura 41 Figura 42

Figuras 41 e 42 - Grupo de 30 dias direita e esquiz
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Figura 4=

30 dias direito

AUTOGEND
Figura 44
PLGA-HA
Figura 45
CORTHOGEM

Figura 46

Figuras 43 a 46 - Fémur direito - 30 dias



30 dias esquerdo

COAGULO
Figura 48
BIO-O58
Figura 49
PLGA

Figura 47
Figura 50

Figuras 47 a 50 - Fémur esquerdo - 30 dias

63
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60 dias

Figura 51 - Grupo de 60 dias direita e esquerda
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60 dias direito

o .

Figura 53 Figura 54 Figura 55
o .
Figura 56 Figura 57
h -
Figura 52

Figura 58 Figura 5%

Figuras 52 a 59 - Fémur direto - 60 dias

* Figura 55 — vista lateral
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60 dias esquerdo

BIO-0O33
Figura 61 Figura 62
COAGULO
Figura 63 Figura 64
AUTOGENC

Figura 60
Figura 65 Figura 66

Figuras 60 a 66 - Fémur esquerdo - 60 dias

4.2PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

As laminas obtidas foram submetidas a analise emdtgyica
segundo 0s seguintes parametros:

As amostras progressivas de 5 mm instaladas nogré8ntos
coelhos foram cortadas transversalmente (Fig. 8i72%E coelhos sendo
6 defeitos semicriticos de 5 mm de diametro e pdiflade, 3 em cada
fémur, finalizamos 126 amostras 6sseas que foracnotomizadas a
cada 1 mm com 0,5 micras de espessura (Fig. 6&)jzemdo 630
amostras dispostas em laminas para escolha atea®0 laminas, 5
l&minas de cada grupo de 5 tecidos ou materidédiz@ndo 350 tecidos
e amostras.
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.

Figura 67 - Desenho da sequéncia de remocao das ainas
indicando o sentido dos cortes realizados no micrdto
para obtencéo das laminas

Em nosso trabalho fotografamos as laminas at@daégilizacao
de Microscopia Optica com um aumento de 400X p#saalizarmos
toda a amostra do enxerto e as corticais presentasma area situada
dentro do implante. Dentro desta area vamos dicamtios diversos
elementos presentes em cinco regifes distintaajdados proximos ao
centro da amostra.

As pecas foram descalcificadas em EDTA 10% Merk em
recipientes plasticos separados e rotulados.

Foram feitas 5 trocas de 2 e 2 dias e posterioanenais no
minimo, 3 trocas semanais até total descalcificdgdomesmas testadas
por instrumento perfurante e radiografias ondesgiobserva estruturas
calcificadas, ou seja, de suas imagens (radiografimse totalmente
radiollicidas).

As pecas Osseas foram levadas ao processo deédimchra
parafina por um aparelho histotécnico. Foram erit@uidas em
parafina e microtomizadas em espessura de 0.5mmétros, obtendo-se
cortes semisseriados das pe¢as a cada 1 mm emtdviicrdvlicrom
(Zeiss-Germany) totalizando 5 cortes (Fig. 69). Qstes foram
efetuados longitudialmente ao osso e perpendicelastienas amostras,
partindo da base da peca em direcdo ao defeiieadal
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Figura 68 - Desenho dos cortes microtométricos trawersais aos
cilindros das amostras

* Obs.: Figura 55.

Figura 69 - Amostra da lamina histologica

As laminas obtidas foram coradas pelo método deragéio
utilizando-se Hematoxilina e Eosina. Observamo&ceatn microscopia
Optica de luz, uso de grelha pré-determinada noidi@tage e réguas
no sentido vertical e horizontal com 1.000 um. Amihas foram
retiradas aleatoriamente das amostras e cada casfypel foi capturado
digitalmente e combinado para avaliar QA.

A andlise das laminas foi realizada segundo o imimcde
Cavalieri para determinar parametros quantitativimsmensionais de
estruturas anatdbmicas a partir de cortes bidimeasoMANDARIM-
DE-LACERDA, 2003).

As laminas, para avaliagdo microscopica e anatiserenlogica,
e morfométrica, com base nos principios acima @stijps, seguiram as
seguintes etapas:
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* As laminas foram fotografadas através da utilizacde
Microscopio Optico (Labophot Il — NiKon), acopladaum sistema
de captura de imagem (MOthic Image). Com a objalizad00X,
foram obtidas fotos para visualizarmos toda a amakh enxerto
em uma area situada dentro do enxerto 6sseo. ddesta area
foram localizados 4 pontos préximos aos extremosli{g), com
espacamentos da amostra centralizada localizadeenwo dos
enxertos. Para tal usamos um sistema teste calilpac fotos de
400X dessas regides previamente demarcadas nagrafis
digitais, com base nos principios acima citados.

* Visualisamos e calculamos o numero de amostrasada tecido
acima citado (objetivos especificos) dentro de urea de 15
guadrados de grelha, tendo cada um 0,00397 mnglizémdo
0,059 mmz2, e area total de 0,29775sendo a Area Teste;

* Selecionamos 90 lAminas aleatoriamente, totaliz&ntfoinas de
cada grupo, das quais foi numerada a quantidadé® gesdos ou
materiais nos 3 periodos de tempo estipulados Hijstivms
totalizando 1050 amostras.

Para tal usamos este sistema-teste calibrado g de 400X,
para favorecer a avaliacdo dessas regides queA@spreviamente
demarcadas nas fotografias digitais nos seguinisgap:

a) Avaliacdo da area ocupada por cada um dos elementos
presentes nos enxertos segundo o0s principios deli€gv
através de parametros de area de perfis, nUmemedis e
numero de objetos dentro de uma area conhecida;

b) Avaliacdo da Densidade de Perfis de cada uma éoseatos
presentes dentro da area do enxerto. Verifica qudatum
determinado volume é ocupado dentro de uma &artma-tes
delimitada pelo sistema-teste. Avaliagdo da Dedgidke Perfis
de cada uma dos elementos presentes dentro ddeliredada
no espacgo das amostras dos 15 quadrados de gieelhbagdes
histoldgicas excluindo as linhas de interseccdes ataostras
com as linhas limitrofes direita e inferior (linhpsoibidas).
Verifica quanto de um determinado volume é ocupdeiutro
de uma area-teste delimitada pelo sistema-testadi tecido
ou material citado nos objetivos segundo os priosigle
Cavalieri citados por Mandarim-de-Lacerda (2003).

Densidades de perfis na é&rea-teste (QA) represenpeda
quantidade de imagens da estrutura em uma detefaniaeea-teste,
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delimitada pelo sistema-teste e calculada tende@tta o aumento do
microscopio. Isto vai calcular a densidade de pedl#é sistema-teste
através da formula abaixo:
QA = zperfis 1/cnf
AT

4.3 DENSIDADES DE PERFIS NA AREA-TESTE (QA) EM
ESTEREOLOGIA

Figura 70 - Laminas 15 dias (A com Régua e B com &ha)

* Grupo A -BI0-0S$ em microscopia Optica delimitando a “Area-Teste”.
Setas azuis indicam os limites da area-teste. 8etawlhas as “linhas
proibidas”.
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Representa a quantidade de imagens da estruturaunem
determinada area-teste, delimitada pelo sistent@-tesalculada tendo
em conta 0 aumento do microscopio. Um quadrado dsha
corresponde a 0,00397 rhnilotalizamos 0,00397x15 quadrados de
grelha analisados em cada lamina = 0,05955".nvalor area de 5
amostras = 0.29775 nfream aumento de 400X.

4.3.1 Céalculo da Densidade de Perfis

QA =sperfis1/cnf
AT =0.29775 mfm

Aplicabilidade — Determinagéo direta para calcalameros de
estruturas em uma imagem. Como no exemplo abaixo:

Ex.: QA-PLGA+HA-TI-60 dias = 7perfis/cnf = 2,350 cth
AT =0.29775 mrh

QA-PLGA+HA-TI-60 dias = 7/crhdivididos por 0,29775 mhs
23.50 mmM= 2.350 crh
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5 RESULTADOS

Este trabalho conseguiu avaliagdo da reparacéa dssadefeitos
criados e preenchidos com biomateriais em relaglo dos grupos
controle,tecido conjuntivo, tecido inflamatério e tecido@ako, e matérias
de enxerto foram calculad@®s 15, 30 e 60 dias através de estereologia
apos contagem dos tecidos encontrados dentro doo agas [Aminas
digitalizadas, excluindo aqueles em contato conlirdgs direita e
inferior dos limites da grelha, denominadas linhailpda, segundo os
principios de Cavalieri.

Figura 71 - Exemplo PLGA 15 dias

* Seta superior - tecido conjuntivo; seta inferi¢ecido inflamatdrio.



Figura 72 - Exemplo de Coagulo 30 dias (Ostedcito)

Figura 73 - Exemplo de PLGA 30 dias

* Seta superior - células adiposas; seta inferioaterial de enxerto.

73
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Figura 74 - Exemplo de PLGA+HA 30 dias

* Seta superior - material de enxerto; seta inferimsso neoformado.

Tabela 1 - Somatdrio de perfis de Tecido Inflamatdo em cnf

15 Dias 30 Dias 60 Dias

Coagulo 1,679 7,388 0,671
Autdgeno 1,443 0,338 1,443
Orthogen 2,35 5,037 2,35
Bio-Os¢$’ 0 0,268 5,037
PLGA 4,03 1,343 4,03

PLGA+HA 5,709 4,701 2,35
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15 Dias
30 Dias
60 Dias

8
7
6
5
4
3
2
1
0

Gréfico 1 - TI - QA em cn?

TI- 15 Dias T1-30 Dias T1- 60 Dias

gl [ L= nCoagly

B utogen iutogern g0

1 0rthogen 0rthogen H0rtrogn

W Bio-Oss B300ss W Bio-Oss

BPLEA mALGA BPLGA

WPLEAHA wAGAHIA WPLGAHA

Gréfico 2 - TI — QA em cnf- 15, 30 e 60 dias

O tecido inflamatério mostrou aumento insignifieaabs 15 dias
e moderado aos 30 e 60 dias, em se tratando do gamprole coagulo
negativo. No grupo controle positivo (autdégeno) tmms aumento
insignificante em todos os trés periodos. No enxetendgeno
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Orthogen, aumento desprezivel aos 15 e 60 diasignificante aos 30
dias. Com o xenégeno Bio-Jsaumento desprezivel aos 15 e 30 dias e
insignificante aos 60. O polimero de PLGA apresentafiltrado
inflamatdrio desprezivel aos 15, 30 e 60 dias. m@wo composto de
PLGA+HA apresentou uma reducdo em volume aos 1% ali8s,
tornando-se insignificante nos 60 dias.

Tabela 2 - Somatério de perfis de Material de Enx¢o em cnf

15 Dias 30 Dias 60 Dias

Coéagulo 0 0 0
Autégeno 23,5 14,1 22,83
Orthogen 22,166 22,539 12,426
Bio-Os¢’ 38,226 22,839 21,83
PLGA 38,226 22,839 21,83
PLGA+HA 21,158 26,868 26,632

15 Dias
30 Dias

60 Dias

Gréfico 3 - ME - QA em cnf
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ME - 15 Dias ME - 30 Dias ME - 60 Dias

nCozgilo gl nCozpulo

g0 niutigen B iignn

H0rtrogn uCrthagem u Drthogen

W Bio-Oss B3i00ss W Bio-0ss

WPLGA WPLGA BPLGA

WPLGAHA wOLGHA B PLGAEA

Gréfico 4 - ME — QA em cnf - 15, 30 e 60 dias

Em nosso estudo, na analise dos materiais de enxertgrupo
controle negativo, ndo apresenta resultados d&tasispor estar
preenchido por coagulo. No enxerto autégeno o megarticulado
encontra-se moderadamente em todos os periodadganhamento.
No enxerto xen6geno Orthogen, quantidade modemdalsa aos 15 e
30 dias, sofrendo pequena diminuicdo (reabsorcés)6® dias. No
enxerto xenégeno Bio-O%sestd em maior quantidade aos 15 dias,
reabsorvendo leve e lentamente nos outros tempas. & polimero
composto de PLGA, esta mais presente aos 15 diitgndo leve e
gradativa reabsorcao nos periodos seguintes. @ PUBA+HA em
todos os periodos sem diferenca significativa, iomaido por estudos,
de que mostram a presenca de HA até 44 mesesupibstalacao.

Tabela 3 - Somatério de perfis de Osso Neoformadenecm?

15 Dias 30 Dias 60 Dias

Coagulo 15,449 21,58 23,854
Autégeno 17,8 19,815 25,188
Orthogen 8,732 6,381 25,86
Bio-Os$’ 17,464 25,86 24,817
PLGA 3,022 18,136 24,85

PLGA+HA 24,85 28,547 26,532
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15 Dias
30 Dias

Gréfico 5 - ON - QA em cnf

ON- 15 Dias ON- 30 Dias ON - 60 Dias

Boago BCozgula
mAuigenn Blutigeno
8 Orthegem 8 0rthogem
[E B0
LR PG
B2 PLGAKA

Gréfico 6 - ON - QA em cnf - 15, 30 e 60 dias

ozl
Auogen
B 0rtoger
WBio0se
BPLGA
WPLGAHA

O tecido 6sseo neoformado no grupo coagulo teveeiom
gradativo nos trés periodos, sendo superior noreenaatdgeno (Padrao
ouro). No osso liofilizado xenégeno Orthogen obities aumento
moderado nos primeiros 30 dias, com aumento sigimfé aos 60 dias.
No xendgeno Bio-OSsobtivemos um crescimento inicial consideravel
com aumento gradativo aos 60 dias. No grupo PLGéqueno
crescimento dsseo aos 15 dias, aumentando congtieeste aos 30 e
60 dias. O grupo PLGA+HA, obteve um cresciment@dssentuado e
equilibrado nos trés periodos.



Tabela 4 - Somatério de perfis de Tecido Conjuntivem cnf

15 Dias 30 Dias 60 Dias

Coagulo 14,77 9,739 17,128
Autégeno 11,083 4,701 0,671
Orthogen 18,136 17,464 3,358
Bio-Os§ 25,188 7,724 4,03
PLGA 19,143 7,724 2,015
PLGA+HA 13,769 6,381 3,694

Gréfico 7 - TC - QA em cnf

15 Dias

30 Dias
60 Dias
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TC- 15 Dias TC- 30 Dias
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Gréfico 8 - TC - QA emcnf - 15, 30 e 60 dias

O tecido conjuntivo esteve presente em todos opogricom
reducdo gradativa igualitdria com exce¢do do gmrpdrole negativo

(codgulo), que teve aumento aos 60 dias.

TC- 60 Dias

Tabela 5 - Somatério de perfis de Tecido Adiposo eom?’

ozl
B iignn
u Drthogen
B0
PLGH
BPLGAA

15 Dias 30 Dias 60 Dias
Coagulo 6,381 4,366 8,396
Autégeno 11,418 5,037 2,015
Orthogen 4,701 8,06 8,396
Bio-Os§’ 10,075 7,052 13,098
PLGA 8,396 2,686 7,724
PLGA+HA 8,06 2,015 6,381
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15 Dias

30 Dias
60 Dias

Gréfico 9 - TA - QA em cnf

TA- 15 Dias TA-30Dias TA- 60 Dias
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Grafico 10 - TA - QA em cnf - 15, 30 e 60 dias

Com relacdo ao tecido adiposo, esteve presenttbadisis desde
forma similar em todos os grupos. Aos 30 dias &ptes-se em maior
guantidade nos ossos xendgenos, tendo aumenticsiimd em todos
0s grupos, pela grande quantidade de gordura nalanedbs fémures
dos coelhos avaliados segundo os principios eslgieos de Cavalieri,
citados por Mandarim-de-Lacerda em 2004. Avaliagho tecido
inflamatdrio, tecidos conjuntivo, remanescente @denial de enxerto e
tecido adiposo ainda n&o tinham sido observadosigros estudos por
Estereologia. O tecido adiposo apresenta célulasemygimais
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indiferenciadas que iréo se transformar no teadpierido pelo local de
sua presenca.
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6 DISCUSSAO

A incidéncia da perda de implantes em maxila pmstecom
reabsor¢cdo acentuada apOs enxerto 0sseo gira em t 15%
(BRANEMARK; SVENSSON; VAN STEENBERGHE, 1995).

A cirurgia de enxerto ésseo reconstrutiva do esgoel
maxilofacial é apropriada para ser usada na reatdl funcional da
maxila e pode ser usada para reparar defeitos étinos, atréficos ou
congénitos. Entretanto, cirurgides orais e maxtiafa podem ter sérios
problemas ao atender pacientes se o enxerto 0seggtédo (DARLE,
1999 apud HOCHHEIM NETO, 2002).

Instalagdo de implantes pode ter um efeito dramatia
estabilidade e retencdo de proteses em pacientéstuexs por
maxilarectomia. Na auséncia de dentes e falta elmezitos de apoio
para uma protese a estabilidade é frequentemedednada e resultara
em estética e funcionamentos insatisfatérios (IZ2O al., 1994,
ROMANAS et al., 1997 apud HOCHHEIM NETO, 2002).

A necessidade de desenvolvimento de biomateridisnguicos
para reconstrucdo de defeitos 6sseos periodomaisreconstrucdes
para implantodontia e em defeitos provocados naidds peri-
implantares, € imprescindivel na odontologia atpala reducdo da
morbidade dos procedimentos. A associacdo com aséltdnco
embrionarias desenvolvidas em meios de cultura mabaucos preé-
moldados, a partir de varios tecidos coletados nilividuo € uma
realidade (KIM et al., 2008).

Kim e colaboradores (2008) utilizaram arcaboucoRIdB8A+HA
técnica de conformacdo gasosa, demonstrando e@iposigerior de
particulas de HA do que na técnica com uso de is@serganicos.

Trabalho realizado por Rossi, Weinfeld e MirandeD0&)
comprovou que a substituicdo do osso bovino tipmécalveolar” por
0ss0 hatural € um processo lento, todavia, haoeelde particulas
remanescentes em casos de enxertos de outrosd&posso bovino
mesmo apos um periodo de 44 meses.

Aghaloo, Moy e Freymiller, em 2004, comprovaram quesso
autdgeno e substitutos tém resultados similareatig&tamente e
superiores ao grupo controle, conforme nosso estutitizando
estereologia.

Soren Schou e colaboradores (2003a, 2003b) estodand
reconstituicbes 6sseas em macacos concluiram asteeeologiafoi
uma boa alternativa para obtencdo de resultaddasdesas pesquisas.
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Reconstrucdes Osseas foram feitas da mesma formaemu nosso
estudo com algumas modificacdes utilizando ossagaub e Bio-OSs
porém, com resultados similares com relagéo aeioneato 4sseo.

Aghaloo, Moy e Freymiller (2004) pesquisaram o iplasico em
plaguetas (PRP) conjuntamente com enxerto alograficenografico no
0sso oral e maxilofacial e cirurgias recontrutipasa implantes. Esse
estudo compara a cicatrizagdo O0ssea e a formacadeésitos em
cranios de coelhos com 0sso autdégeno, xendgenadgemro com PRP,
com grupo sem enxerto como controle. Quinze coellmsa Zelandia
foram inclusos nesta pesquisa. Quatro defeitodiafn com 8 mm de
diametro, foram criadoso cranio de cada coelho e imediatamente
enxertados com todos o0s materiai€inco coelhos foram
acompanhados 1 més, 5 coelhos por 2 meses e 5 pwsds. A
histomorfometria mostrou que o incremento 6ssearaa dos defeitos
autdgenos e xenbdgenos, foram significantementeisupe que o grupo
controle. Comparando estes resultados com nossdoesterifica-se
que embora a localizagdo e a metodologia das Easqjuealizadas,
sejam semelhantes, os enxertos apresentam resudfacitares, quando
analisados por ANOVA.

Rimondini e colaboradores em estudo experimentativo de
regeneracgdo 6ssea em defeitos criticos, usandtirepo de PLA/PGA
biodegradavel injetado, em 2005, observaram quesengamento foi
feito em osso saudavel padréo apés implantacabAEPBA 50%/50%
dispersado em solugdo aquosa de PGA e dextranadasammo
substituto 6sseo em modelo animal. Dois gruposri® coelhos foram
usados. Em ambos andilos femurais foram realizados defeitos

criticos de 6x10 mmNo lado direito PLA/PGA foi inserido e no lado
esquerdo permaneceu vazio. Apds 30 e 90 dias dagigiros animais
foram sacrificados. Os defeitos do lado esquerdo m&enchidos
mostraram uma cicatrizagdo ndo espontanea ap0s980d@s. Sitios
preenchidos com material experimental mostraramonosso com
extensdo de 11,46% e 76,82% apds 30 dias, e 728D384% apods 90
dias. A histomorfometria mostrou incremento de gsaturado entre o0s
30 e 90 dias nos sitios experimentais aos 90 déshouve diferenca
estatistica em se comparando com o 0sso normaloli@mpos de
PLA/PGA dispersados em matriz hidrossollvel parecemmaterial
osteocondutivo apropriado em defeitos 6sseos dentaon critico.
Testes de Wilcoxon foram utilizados entre os 30 €iés para acessar o
ganho 6sseo. Teste de Man Whitney com método de¢eMoarlo para
probabilidade computadorizada foram usados parapa@n as



85

mensuragdes entre 0s sitios cicatriciais aos 30j&0e 0 0sso normal
com microscopia eletrénica de varredura. Apesamétodologia de
pesquisa, concentracbes e localizacdo favoraved peltricdo os
enxertos apresentam resultados similares ao do restado mesmo
com a utilizacdo de outras metodologias.

Eeva Makeléd e colaboradores, em 2007, desenvolvenam
trabalho com rodas compdésitas de acido polilatictiglicélico (80%
/20) autorreforcados com 2 mm de didmetro e 36 mmt@mprimento
sendo implantados no tecido subcutaneo do dorsaROdeoelhos.
Osteotomias em distal de fémur foram fixadas comesesilindros
(12x15 mm) nos coelhos. O acompanhamento variote edite 4
semanas. Depois de 6 meses as propriedades macnéra reduzidas
significantemente, mas as osteoteotomias cicaanzarormalmente. A
presente investigacdo mostra que as propriedadézag@o mecénica
do SR-Polilatico-glicolico (80/20) sdo viaveis pafixacdo de
osteotomias em coelhos desde que técnica cirlsgjeacorreta. Turkey
e ANOVA foram utilizados na estatistica. Nos peodde tempo
existentes em nossa pesquisa as concentracfedin@npocomposto
foram parecidas em porcentagem, apesar de metaaalegpesquisa
diferente. O trabalho de Makeld e colaboradorestnmosesultados
similares aos nossos indicando que o método ekigiem mesmo
guando comparado a outros tipos de abordagem pibassibobtencéo
de resultados morfométricos acurados.

Em nosso trabalho empregamos enxertos de PLGAARPHA,
Bio-Os¢’, Orthogen, Autégeno (Controle Positivo) e Coaddontrole
Negativo), avaliados através de Microscopia Oppioa estereologia e
analisados tecido infamatério, material de enxessso neoformado,
tecidos conjuntivo e adiposo em 15, 30 e 60 dias.

Em relacdo ao tecido inflamatério observamos aument
insignificante aos 15 dias e moderado aos 30 e&) dm se tratando
do grupo controle codgulo negativo com resutadofiasies a Huang e
colaboradores (2008). No Autdgeno, considerado rgmacburo”, o
tecido inflamatério teve aumento insignificante dpdos os trés
periodos confirmando resultados de outros estudds. enxerto
xendgeno Orthogen a presenca de tecido inflamaféridesprezivel
aos 15 e 60 dias e insignificante aos 30 dias anudtr-se um excelente
material neste quesito. Com o xendgeno Bio“@4scido inflamatério
desprezivel aos 15 e 30 dias e insignificante a@bscdnfirmando
pequena presenca de tecido inflamatério. O polimgeo PLGA
apresentou infiltrado inflamatério desprezivel dds 30 e 60 Dias.
Estes nossos resultados quando comparados a putthsacdes que
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também utilizaram o PLGA tiveram resultados semeém Os
resultados com o polimero composto de PLGA+HA &% 130 dias
relativos a quantidade de tecido inflamatério foratiminuindo,

tornando-se insignificantes aos 60 dias. Isto B@nique este nos
parece ser também um excelente material.

Segundo Huang e colaboradores (2008) a observag@togica
da resposta tecidual (1 a 9 semanas ap6s a img#ahtenostrou uma
resposta inflamatoria desprezivel conforme artigmdo demonstrando
processo de subtituicéo.

Em nosso estudo, na analise dos materiais de enxertgrupo
controle negativo, ndo apresenta resultados d&tasispor estar
preenchido por codgulo. No enxerto autdbgeno pdaticuencontra-se
moderadamente em todos os periodos de acompanicarpefd
processo de substituicdo por osteoclastos e regaiter por
osteoinducéo, conducédo e osteogénese. No enxerdgemo Orthogen,
quantidade moderada se acha aos 15 e 30 diaspndmfigequena
diminuicdo (reabsorcdo) aos 60 dias ndo perdergtufisativamente
aos outros materiais. No enxerto xenégeno Bid Qe em maior
quantidade aos 15 dias, reabsorvendo leve e lentamms outros
tempos conforme citagbes. O polimero composto d8APksta mais
presente aos 15 dias, sofrendo leve e gradatibsaegfio nos periodos,
porém, ndo perdendo para as outras técnicas. @ gtUEBA+HA em
todos os periodos sem diferenca significativa didolpor estudos que
mostram a presenca de HA até 44 meses apls sumagast
demostrando clinicamente aumento em altura confomegens e
revisdo citadas.

O tecido 0sseo neoformado no grupo coagulo denmanstr
aumento gradativo nos trés periodos, sendo supexorenxerto
autégeno (Padréo ouro). O osso liofilizado xenégertbogen pareceu
ser um excelente material pelo aumento moderadopriogiros 30
dias, com aumento significante aos 60 dias. No gemd Bio-Os8
obtivemos um crescimento inicial consideravel cammento gradativo
até os 60 dias. No grupo PLGA, pequeno crescinisgeo aos 15 dias,
aumentando consideravelmente aos 30 e 60 diasutbido o grupo
PLGA+HA, o crescimento 6sseo acentuado e equilibrads trés
periodos. Vérias analises estatisticas de artigtedos tiveram
resultados similares com relagdo a utilizacdo dass nvariados
biomateriais.

O tecido conjuntivo esteve presente em todos opogricom
reducdo gradativa igualitaria com excecdo do gmgudrole negativo
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(codgulo), que teve aumento aos 60 dias, provaménumnforme visto
em outros estudos pela falta de ostocondutividad@amateriais.

Com relacdo ao tecido adiposo, esteve presentébadisis desde
forma similar em todos os grupos. Aos 30 dias &prtesi-se em maior
quantidade nos o0ssos xendgenos, tendo aumentficsiind em todos
0s grupos sendo pela grande quantidade de gor@umaedular dos
fémures dos coelhos e nao instalagdo de implargesomtegraveis.
Avaliacdo de tecido inflamatdério, tecidos conjuativemanescente de
material de enxerto e tecido adiposo ainda nd@tmkido observados
em outros estudos por Estereologia demonstrandi@ay rapidez,
menor numero de amostras necessarias facilitandotrabalho de
pesquisa mais abrangente, avaliando segundo oscigios
estereolégicos de Cavalieri, citados por Mandar@l-dcerda em 2003.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que empregando esta metodologia emaélbva
Zelandia, utilizando os principios estereologice<Cévalieri citados por
Mandarim-de-Lacerda (2003), conseguimos resultadiosilares e
comparaveis a outros estudos e analises estatjstiomn excelentes
resultados sobre os grupos controles. Todos ositsitihs 6Sse0s e 0SS0
autdgeno tiveram resultados superiores comparaol@ggo controle
negativo. Pudemos avaliar seis enxertos em trépagne obtendo
resultado mais rapido, facil e acurado.
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