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Resumo- O objetivo desse trabalho foi avaliar através da analise histomofologica a regeneragdo 6ssea
induzida pela matriz dentinaria heterégena desmineralizada em defeitos 6sseos experimentais na tibia de
ratos, ocluidos com membrana de polimero de poliuretano. Foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus)
divididos em dois grupos, sendo que no grupo controle (C1) os animais tiveram o defeito preenchido apenas
com codgulo sangiineo e no grupo tratado (E1l) foram implantados particulas de matriz dentinaria
desmineralizada heter6gena ocluidos com membrana de poliuretana. A dentina foi obtida apds exodontia de
incisivos centrais de coelhos raca Nova Zelandia (Oryctologos cunicular L.). De acordo com o periodo de
cicatrizacdo Ossea, determinado de 7, 15 e 30 dias, os animais foram sacrificados, em grupos de quatro a
cada periodo, e as pecas contendo os defeitos dsseos foram removidas em blocos e encaminhadas ao
exame histopatolégico. Os resultados mostraram que a matriz dentinaria desmineralizada heterégena nao
induziu a neoformacdo 6ssea causando uma intensa reac¢do inflamatoria, sendo reabsorvida durante o
processo de reparo 6sseo, e que a membrana de poliuretana exibiu propriedades de osteopromocao.

Palavras-chave: Reparacdo Ossea, Proteinas morfogenéticas Osseas, matriz dentinaria heter6gena

desmineralizada.

Area do Conhecimento: Engenharia Biomédica.

Introducéo

Nas cirurgias reparadoras, frequentemente,
ocorrem situacBes em que existem alteracdes de
continuidade Ossea, especialmente devido aos
traumatismos, tumores, infeccbes e defeitos
congénitos. Muitos pesquisadores tém despertado
interesse  em desenvolver materiais com
caracteristicas bioldgicas e que possam ser
usados como materiais substitutos de tecido
0sseo.

O tecido 6sseo possui em sua composicao
células em uma matriz extracelular mineralizada,
reforcadas por fibras  coldgenas, estas
responsaveis pelo grau de elasticidade. A matriz
Ossea € intensamente calcificada, devido a
presenca do fosfato de calcio na forma de cristal
de hidroxiapatita, responsavel pelo alto grau de
dureza deste tecido. As células encontradas no
tecido O0sseo sdo as células osteoprogenitoras,
localizadas na camada celular interna de
periésteo, revestindo canais de Havers, canais de
Volkmann e canal medular, com a capacidade de

se diferenciarem em osteoblastos; os ostedcitos
que sdo as células maduras do osso, derivadas
dos osteoblastos e encontrados em pequenos
espacos da matriz chamados de lacunas; e 0s
osteoclastos que sao células que se originam de
precursores da medula 6ssea, sendo responsaveis
pela reabsorcdo e remodelacdo da matriz éssea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O o0sso é considerado uma das etapas finais no
processo de evolugéo dos tecidos de suporte. Ele
tem uma vantajosa habilidade de remodelagéo e
de regeneracd@o ao longo da vida, isso gracas a
proliferacdo das células osteoprogenitoras e
diferenciacéo das células mesenquimais
indiferenciadas (FRIEDENSTEIN, 1976). Durante
o processo de regeneracdo Ossea 0 tecido
conjuntivo invade rapidamente a ferida cirdrgica e
esse obsticulo pode prejudicar e até mesmo
impedir a osteogénese. Para evitar tal problema,
mecanismos de selamento fisico podem ser
utilizados isolando o local, promovendo uma
osteopromogdo  através da  técnica da
Regeneracdo Ossea Guiada (DAHLIN et al.,1996).
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Fatores de crescimento especificos,
denominados de proteinas morfogenéticas 6ssea
(BMP's), pertencentes a subfamilia dos fatores de
crescimento transformadores beta tém
propriedades para estimular a proliferacdo das
células osteoprogenitoras em condroblastos e/ou
osteoblastos, com subseqliente deposicdo de
matriz 6ssea. Para acelerar o processo de
regeneracéo 0ssea tem sido relatada na literatura
a utilizacdo da matriz dentinaria desmineralizada
como material osteoindutor porque apresenta
proteinas morfogenéticas na sua composicao,
(GONCALVES, 1997; GOMES, 1998, SANTOS,
2006). O objetivo desse trabalho foi avaliar através
da analise histoldgica a regeneracdo O6ssea
induzida pela matriz dentinaria heter6gena
descalcificada em defeitos d&sseos cirlrgicos
experimentais na tibia de ratos, ocluidos com
membrana de polimero de poliuretana.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 24 ratos da espécie Rattus
norvegicus com peso médio de 280 kg fornecido
pelo biotério da Faculdade Integral Diferencial -
FACID. Esses animais foram divididos em dois
grupos, sendo que no grupo controle (C1) e grupo
tratado (E1).

Para a preparacdo da matriz dentinaria
heter6égena, foi realizada exodontia dos dentes
incisivos centrais de coelhos da raca Nova
Zelandia Branca (Oryctologos cunicular L.) e
imediatamente esses dentes foram despolpados
por via retrégrada e o ligamento periodontal
removido por raspagem vigorosa da raiz. Apos
lavagem com soro fisiologico estéril a 2°C, esses
dentes foram imersos em uma solu¢do 0,6N de
acido cloridrico até sua completa
desmineralizacdo. Em seguida, os dentes foram
lavados com &agua destilada, sob constante
agitacdo. Dando continuidade ao processo, 0s
dentes foram cortados para a obtencdo de
pequenas particulas. As particulas de matriz
dentindria desmineralizadas heterogena foram
ainda acondicionadas em recipientes esterilizados
e armazenadas a uma temperatura de 2°C até sua
utilizagdo como material de implante.

A preparacao cirargica do defeito foi realizada
na tibia dos ratos, e teve inicio com a tricotomia da
regido a ser incisada e assepsia com polvidine
tépico. A area a ser operada foi isolada com
campos cirlrgicos estéreis e uma incisao linear de
20 mm de extenséo, no sentido cranio-caudal, foi
feita com um bisturi n° 15, seguida de divulséo da
pele, misculo e peridsteo para a exposicdo da
superficie 6ssea. Com uma broca esférica de aco
n° 8 montada em um micromotor cirdrgico com
abundante irrigagdo com soro fisiolgico, foi
realizado um defeito dsseo com dimensdo de 6

mm e profundidade até atingir o canal medular. Os
animais pertencentes ao grupo controle (C1)
tiveram os defeitos preenchidos apenas com
coagulos sangiliineos e no grupo tratado (E1) foi
implantado matriz dentinaria desmineralizada
heter6gena nas bordas e no centro do defeito e
imediatamente apés, o defeito foi ocluido por
membrana de poliuretana na superficie da loja
cirirgica. Em seguida, foi realizada a sutura do
periésteo, musculos e da pele. De acordo com o
periodo de cicatrizacdo 6ssea, determinado de 7,
15 e 30 dias, os animais foram sacrificados, em
grupos de quatro a cada periodo, e as pegas
contendo os defeitos 6sseos foram removidas em
blocos e encaminhadas ao exame histopatoldgico.

A descricdo dos achados microscopicos do
processo de regeneracd@o 6ssea na tibia dos ratos
foi elaborada buscando-se ressaltar as diferencas
entre o grupo controle e o grupo tratado (E1) em
relacdo as seguintes caracteristicas histolégicas:
presenca de tecido mesenquimal osteogénico,
regeneracdo Ossea periférica, incorporacdo da
dentina por neoformacédo Ossea, reabsorcdo da
matriz dentinéria, presenca de cartilagem e de
células inflamatodrias, sendo utilizados escores nos
valores de 0 a 4. Os valores usados nos graficos
sdo das médias aritméticas dos escores dados por
dois examinadores, sendo estes professores de
histologia, para as caracteristicas histologicas de
cada grupo (4 ratos) para cada periodo (7, 15 e 30
dias).

Resultados

No periodo de sete dias, o defeito 6sseo no
grupo controle foi preenchido por tecido
mesenquimal osteogénico com discretas areas de
proliferacdo Ossea proximo ao canal medular,
onde se observou trabéculas Osseas imaturas
bastante entrelagadas circundadas por células
com perfil osteoblastico. No grupo tratado (E1) foi
observado no interior do defeito 6sseo que a
matriz dentinaria foi circundada por intenso
infiltrado inflamatoério agudizado (Gréfico 1), com
discreta neoformacdo éssea, sendo observado
ainda pequena areas de reabsorcdo na matriz
dentinaria desmineralizada heterégena.
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Gréfico 1- Escores proporcionais as caracteristicas
histoldgicas durante a regeneracdo Ossea do
grupo controle e dos grupo tratado (E1) no periodo
de 7 dias.

Com 15 dias, no grupo controle foi observado
que o defeito 6ésseo cirargico foi preenchido
parcialmente por tecido mesenquimal osteogénico
principalmente na regido central do defeito. As
trabéculas Osseas de tecido 6ésseo primario
apresentavam-se finas e entrelacadas, com
espacos medulares amplos e celularizados sendo
revestido por osteoblastos. No grupo tratado (E1)
a matriz dentinaria ficou circundada por infiltrado
linfo-histiocitico com focos de agudizacdo e com
moderadas areas de reabsorcao (Grafico 2). Pode-
se perceber a presenca de trabéculas dsseas
imaturas e entrelacadas nas margens do defeito
0sseo.
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Grafico 2- Escores proporcionais as caracteristicas
histolégicas durante a regeneracdo Ossea do
grupo controle e do grupo tratado (E1) no periodo

de 15 dias.

No grupo controle, o tecido mesenquimal
osteogénico é muito evidente em todo a loja
cirdrgica no periodo de 30 dias. O tecido Gsseo
apresenta as fibras colagenas desorganizadas
com trabéculas 6ésseas imaturas e trancadas
principalmente préximas ao canal medular. Dentro

do canal foram observadas trabéculas Osseas

menos numerosas quando comparadas com as da
regido periférica do defeito. No mesmo periodo, o
grupo tratado (E1) apresentou neoformacéo 6ssea
na base do defeito abaixo da matriz dentinaria
heter6gena desmineralizada com trabéculas 6ssea
imaturas com pequenos espacos medulares, ja
demonstrando uma certa organizacdo das fibras
colagenas. Parte da matriz dentinéria heter6gena
foi reabsorvida (Gréfico 3) e os fragmentos
restantes mostram-se circundados por fibras
colagenas com discreto infiltrado mononuclear.
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Grafico 3- Escores proporcionais as caracteristicas
histoldgicas durante a regeneracdo Ossea do
grupo controle e dos grupo tratado (E1) no periodo
de 30 dias.

Discusséo

Varios estudos utilizando enxerto de dentina
desmineralizada  autégena  (URIST,  1965;
GONGCALVES, 1997; GOMES, 1998; ABREU et al.
em 2004) e homdgena (SANTOS, 2006) tem sido
relatado na literatura, porém pouco se encontram
trabalhos envolvendo a associacdo da técnica da
regeneracdo 6ssea guiada induzida por dentina
heter6gena em roedores.

Tém-se estudado diferentes tipos de materiais
osteoindutores e/ou osteocondutores com o intuito
de auxiliar de maneira positiva o processo de
regeneracao 0ssea. Dentre as inUmeras opc¢des, a
matriz dentindria desmineralizada tem mostrado
excelentes resultados na liberacdo de proteinas
morfogenéticas dsseas com conseqiente inducéo
de células osteoprogenitoras em se diferenciar em
osteoblasto, acelerando assim o processo de
neoformacdo 6ssea (CATANZARO-GUIMARAES
et al. 1986; GOMES 1998). Neste trabalho, néo foi
observada em nenhum periodo estudado atividade
quimiotatica das particulas de matriz dentinaria
desmineralizada heterégena.

Foi observado que nos primeiros sete dias a
matriz dentindria provocou intensa resposta
inflamatéria agudizada, evoluindo para infiltrado
cronico com discreta agudizacdo ap6s 15 dias e
que se mostrou diminuido ao final dos 30 dias.
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Contrariando os achados de Goncgalves em 1997,
as particulas de matriz dentinaria heterégena em
contato com as células do tecido de granulacao,
como células fonte-mesenquimais, fibroblastos
jovens, macréfagos, linfocitos, e outras células do
infiltrado inflamatério perderam suas propriedades
de osteoinducéo através da liberacdo de proteinas
morfogenéticas 06sseas. Como 0 processo
inflamatério foi intenso, pode ter havido uma
inibicdo da osteogénese no grupo tratado quando
comparado com o grupo controle especialmente
com 15 dias.

A superficie da matriz dentinaria apresentou-se
irregular com células do tipo clastos com intensa
atividade de reabsorcéo, que se tornou avancada
principalmente no periodo de 30 dias. Esses
dados coincidem com os resultados obtidos por
Gomes (1998) e Goncalves et al. (2002), pois
nesses trabalhos também ocorreu reabsorcéo
completa da dentina durante o processo de
remodelacéo éssea.

Os resultados da andlise microscépica do
grupo tratado ainda demonstraram que a
cicatrizacdo Ossea fez-se de forma centripeta, ou
seja, da periferia para o centro do defeito. Apds a
formacdo do tecido de granulacdo observou-se a
proliferacdo de células osteogénicas da medula
Ossea e do endoésteo préoxima as bordas 6sseas do
defeito, principalmente no periodo de 15 dias, com
formacdo de trabéculas Osseas imaturas e
entrelagadas. Com 30 dias a regeneracdo déssea
do grupo tratado apresentou trabéculas Osseas
imaturas com pequenos espacos medulares, ja
demonstrando uma certa organizacdo das fibras
coldgenas na base da loja cirlrgica, sendo
provavelmente resultado da proliferacdo normal
das células osteoprogenitoras.

A utilizacdo da membrana oclusiva de polimero
de poliuretana evitou a invasdo altamente
proliferante dos fibroblastos permitindo assim um
intervalo de tempo maior para que as células
osteoprogenitoras repovoassem com eficiéncia a
area do defeito e promovessem a neoformacéo
0ssea, concordando com os resultados de Dahlin
(1996), Belmonte et al. (2005) e Santos (2006).

Concluséo

1) A matriz dentindria desmineralizada
heter6gena ndo induziu a neoformacdo Ossea,
causando uma intensa reacdo inflamatoéria, sendo
reabsorvida durante o processo inflamatorio.

2) A membrana de poliuretana exibiu
propriedades de osteopromoc¢do dificultando a
invasdo de tecido mole no defeito dsseo cirdrgico.
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