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RESUMO

A doenga periodontal, freqiientemente observada em cdes adultos, pode levar a
reabsor¢do do osso alveolar. O objetivo deste trabalho foi avaliar histologicamente a matriz
6ssea bovina mineralizada em associagio com uma membrana de colageno, seguindo a
técnica da regeneracdo tecidual guiada (RTG) na reparagio alveolar da mandibula de cées.
Para tal, foram utilizados 32 animais, distribuidos em dois grupos. Defeitos de
aproximadamente 6 x 5 x 5 mm foram criados entre as raizes do quarto pré-molar direito na
superficie vestibular do osso alveolar. Em um grupo, o defeito foi totalmente preenchido
com 0 xenoenxerto e coberto pela membrana, enquanto no outro a falha permaneceu sem
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tratamento, sendo utilizado como controle. Foram feitas bidpsias em dois animais de cada
grupo aos 7, 14, 21, 30, 42, 60, 90 e 120 dias e realizadas avalia¢des histologicas. No grupo
de controle, o processo de formagdo Ossea se iniciou aos 14 dias e evoluiu
progressivamente até os 120 dias, quando néo foi mais distinguivel o limite entre o defeito
e o novo osso formado. No grupo tratado, observou-se o processo de repara¢do mais
avancado em relag3o ao grupo de controle até os 42 dias. Depois, observou-se um processo
inflamatorio cronico, até os 120 dias, levando a estagnacdo da reparagdo oOssea. Apesar
disso, nenhuma reagéo do tipo corpo estranho foi observada. Portanto, pode-se concluir que
os materiais utilizados tém biocompatibilidade, caracteristica desejavel para substitutos
dsseos, e que a membrana, a partir dos 42 dias, provoca reagdo indesejavel.

Palavras chave: regeneragio tecidual guiada, xenoenxerto, osso alveolar, reparagdo ossea.

ABSTRACT

HISTOLOGICAL ASPECTS OF THE ASSOCIATION OF MINERALIZED
BONE BOVINE GRAFT WITH COLLAGEN MEMBRANE IN THE
ALVEOLAR REPAIRING OF THE JAW OF DOG

The periodontal disease, frequently observed in adult dogs, it can take to the
reabsorption of the alveolar bone. The objective of this work was to evaluate histologically
the association of mineralized bovine bone matrix with a collagen membrane following the
guided tissue regeneration technique in the alveolar reparation of the jaw of dogs. For such,
32 animals were used, divided in two groups. Defects of approximately 6 x 5 x 5 mm were
created among the roots of the fourth right premolar in the vestibular surface of the alveolar
bone. In a group, the defect was totally filled out with the xenograft and covered by the
membrane, while in the other it did not receive any treatment, being used as control. It was
collected, from two animals of each group, biopsy of the operated ranch at the 7, 14, 21, 30,
42. 60, 90 and 120 days and histological evaluations were accomplished. In the control
group, the bone formation process began at the 14" day and it developed progressively until
the 120™ day, when the limit between of the flaw and the new formed bone was not more
distinguishable. In the group treated with the mineralized bovine bone matrix and collagen
membrane, a more advanced repairing process was observed in relation to the control group
until the 42" day. Then, a chronic inflammatory process was observed, until the 120 ™ day,
taking it to a repairing bone stagnation. In spite of that, no reaction of the strange body type
was observed and, therefore, it can be concluded that the used materials present
biocompatibility, desirable characteristic to substitute bone and that the membrane, starting
from the 42" day, provokes undesirable reaction.

Key words: guided tissue regeneration, xenograft, alveolar bone, bone repair.
INTRODUCAO

A regenerac¢io periodontal possui uma seqiiéncia bem definida de
atividades celulares: migragdo, proliferagcdo, diferencia¢ido e formagdo de
diferentes componentes da matriz Ossea’. Os osteoblastos iniciam a
secrecdo da matriz Gssea, que posteriormente sera mineralizada. '* Os
materiais biocompativeis passam a ser boa op¢ao por induzir, promover ou
tornar mais rapida a reparagfio tecidual ’. Diferentes materiais tém sido
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propostos para dar suporte 3 reparagio alveolar °, podendo ser

classificados como osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores. Os
osteogénicos sdo capazes de estimular a formagdao Ossea diretamente a
partir de osteoblastos. Os osteoindutores induzem a diferenciagdo celular,
aumentando a formac¢do de osso ou estimulando a forma¢ido dssea em um
sitio heterotopico. Os osteocondutores permitem a aposi¢do de um novo
tecido Osseo na sua superficie, orientando a proliferacdo celular,
requerendo, entretanto, a presenga de tecido dsseo como fonte de cé€lulas
osteoprogenitoras '~ '> %, _

A técnica de regeneragdo tecidual guiada (RTG) impede que
fibroblastos proliferem para dentro da regido do defeito oOsseo em
detrimento dos osteoblastos, mais lentos ' '* . Esse impedimento se da
por uma barreira mecanica (fisica), uma vez que impossibilita a penetragdo
de células epiteliais e conjuntivais > ', responsaveis pela inibigdo da
osteogénese >*. |

Diferentes materiais sio utilizados como barreira ” °. Ha dois tipos
basicos: as membranas reabsorvivels € as ndo-reabsorviveis. As ultimas
apresentam como aspectos negativos a necessidade de um segundo tempo
cirdrgico para sua remog¢do € o risco de contamina¢do de sua porgio
coronaria exposta a cavidade bucal ’. O uso de materiais biodegradaveis,
como membranas de colageno (membranas reabsorviveis), confirma o
potencial reconstrutivo da RTG °.

A utiliza¢do isolada da membrana ndo € indicada, uma vez que sua
invagina¢do no defeito compromete a quantidade do novo osso. Assim,
varios materiais sdo utilizados em conjunto com barreiras mecanicas
(RTG) para a manutengdo do espago sob estas e para servir como um
arcabouco osteocondutor acelerando a reparagéio Ossea .

As barreiras utilizadas em RTG sdo freqiientemente suportadas por
biomateriais, incluindo enxertos xenogenos, extraidos principalmente do
feto bovino * ' '°. A matriz 6ssea bovina mineralizada foi sugerida como
material de preenchimento por promover resposta tecidual semelhante a
descrita na implantagdo subcutinea de osso autogeno ou alégeno
mineralizado '" '*. Assim, o objetivo deste trabalho foi, por meio de
analises histologicas, estudar o efeito da associa¢do de uma membrana de
colageno do tipo I modificado, seguindo a RTG, com uma matriz ossea
bovina mineralizada no processo reparativo do osso alveolar mandibular
de cdo, bem como a resposta tecidual a esses matenais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 32 cées, clinicamente sadios, isentos de doenca
periodontal, pesando de 8 a 16 kg, provenientes do canil experimental do
Departamento de Veterinaria da Umversidade Federal de Vigosa. Os animais
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foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos iguais € receberam
ivermectina (0,3 mg/kg) como medicagio antiparasitaria. Enquanto um
grupo nao recebeu tratamento, o outro foi tratado com matrlz Ossea bovina
mineralizada ° em associa¢io com uma membrana de colageno °.

Os cdes receberam, como antibioticoterapia profilatica, uma
associacio de espiramicina (23,5 mg/kg) e metronidazol (12,5 mg/kg) * por
via oral, a cada 24 horas, durante os trés dias que precederam o
procedlmento cirargico e no dia deste. Apds jejum hldrlco e solido de 12
horas, os animais foram sedados com acepromazina > (0,1 mg/kg) por via
intravenosa, receberam indu¢do e manutengdo anestésica com
pentobarbital sédico 3% ° (dose total de 15 mg/kg) e foram intubados com
sonda endotraqueal. Seqiiencialmente, foram posicionados em decubito
lateral esquerdo. A cavidade oral foi higienizada com solugdo de
clorexidine 2% e foi colocado um abre-boca.

A area a ser operada foi infiltrada com lidocaina 2% com
vasoconstritor ' com o objetivo de diminuir o sangramento transoperatorio.
Fez-se um retalho mucoperiosteal na gengiva correspondente ao quarto
pré-molar mandibular direito. Para isso, com uma ldmina de bisturl
numero 11, foi feita uma incisdo no sulco gengival no sentido rostrocaudal,
que se estendeu ventralmente partindo das bordas rostral e caudal. O
retalho foi entdo deslocado apicalmente, expondo a superficie vestibular
do osso alveolar (Fig.1A). Um defeito 6sseo de aproximadamente 6 X 5 X 5
mm foi provocado no osso alveolar, entre as raizes do quarto dente pre-
molar (Fig.1B), com o auxilio de uma broca esférica numero 8 ° acoplada
a um motor de baixa rotacdo °, sob irrigacdo constante de solugo salina
isoténica '

Em um grupo, o defeito ndo recebeu tratamento, enquanto no outro
foi completamente preenchido com matriz 6ssea bovina mineralizada
Figuras 1A e B, com granulagdo média na faixa de 450 a 750 microns. O
material foi colocado no defeito contendo sangue, prensado levemente com

'Ivomec 1 % - Merial Ltda.

2Pro — Bone - Matriz Mineral Ossea Bovina Granulada - Proline Biomédica.
3Pro - Guided - Membrana de Colageno - Proline Biomédica.

*Stomorgyl 10 - Merial Ltda.

SAcepran 2,1% - Univet S. A. - Industria Veterinaria.

SPentobarbital sédico 3% - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
"Lidovet — Bravet Ltda.

’KG Sorensen ®.

*Microdent ® Aparethos Odontolégicos.
¥g0lucio fisiologica ARBORETO ®.
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um instrumento de ponta romba ', para preencher todos os espagos. Depois, a
area foi abundantemente lavada com solucdo fisiologica, € uma membrana de
colageno fibrilado do tipo I modificado, ligeiramente maior do que o defeito
produzido, foi colocada recobrindo toda a regido. Em todos os cées, o retalho
mucoperiosteal foi reposicionado e suturado com pontos simples e separados,
utilizando-se fio absorvivel de poliglactina 4-0".

No pods-operatorio, os cdes receberam tratamento com uma
associacio de espiramicina (23,5 mg/kg) e metronidazol (12,5 mg/kg), por
via oral, e ketoprofeno 1% ' (0,1 mg/kg) injetavel, por via subcutinea, a
cada 24 horas durante trés dias. O local operado foi1 higienizado
diariamente com solug¢do de clorexidine a 2%, por quatorze dias.

Os animais, durante uma semana, foram mantidos em baias
individuais e alimentados duas vezes ao dia com ragio comercial
amolecida e agua a vontade. Posteriormente, os cdes passaram para baias
coletivas, com quatro animais cada uma, uma alimentados com a mesma
racio comercial, porém em sua forma sélida, at¢ o término do
experimento.

Aos 7, 14, 21, 30, 42, 60, 90 e 120 dias do pos-operatorio, foi
coletada amostra para bidpsia em dois animais de cada grupo, utilizando o
mesmo acesso € seguindo o mesmo protocolo anestésico-cirurgico
descrito.

A amostra foi retirada do quarto pré-molar direito em seu alvéolo,
medindo aproximadamente 1,5 x 1,0 x 0,5 cm. Cada amostra foi
seccionada longitudinal e transversalmente e fixada em formol a 10%
tamponado durante cinco dias. Apds a fixa¢do, os fragmentos foram
descalcificados em acido formico a 8% associado ao acido cloridrico a 8%,
durante 30 dias, em vacuo moderado. Em seqiiéncia, foram lavados em
agua corrente, por 10 minutos, e, entdo, desidratados em alcool 70, 80, 90,
95 e 100 %, por 24 horas cada um, sendo realizadas duas passagens no
alcool absoluto. Em seguida, as amostras foram imersas em xilol, por 30 a
40 minutos, para que se processasse a diafanizacdo. Os fragmentos foram
colocados em dois banhos de parafina, de 40 minutos cada, em estufa a
60°C e, entdo, incluidos em parafina, em temperatura ambiente, durante 24
horas. A seguir, cortes de cinco micrometros de espessura foram obtidos
em micrétomo ¢ montados em lamina de vidro. Os fragmentos foram.

A

" Brunidor para amalgama - Golgran.

12 Vicryl 4-0 ® - Ethicon.

1 Ketofen 1 % - Rhodia - Mérieux.

' Selection Special Croc - Royal Canin Ltda.

13 Microscopio Optico Binocular - Eclipse E 600 - Nikkon - Japan.
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corados pela técnica de hematoxilina—eosina (HE) e examinados por

microscopia Optica . |
Foi feita uma andalise qualitativa descritiva dos resultados ¢

comparacdo entre os dois grupos, avaliando as reagdes aos materiais € a

repara¢ao alveolar.

IFIGURA 1 — Producdo de um defeito no osso alveolar mandibular de
cio submetido a cirurgia experimental: A) criagdo de um
retalho mucoperiosteal na gengiva correspondente ao
quarto pré-molar direito (seta); B) falha oOssea de

aproximadamente 6 X 5 X 5 mm entre as raizes do quarto
pré-molar direito (seta).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na amostra colhida no 7° dia pds-operatdrio, nos animais do grupo
de controle, observou-se inicio de reabsor¢do das bordas do defeito com
formaciio de matriz O6ssea e grande proliferagio de tecido conjuntivo
frouxo na sua superficie. O defeito estava preenchido por um tecido de
granula¢io pouco vascularizado (Figuras 2A e B), com grande quantidade
de fibras colagenas. No 7° dia, nos cdes tratados, visualizou-se uma
vascularizacio precaria na regido central do defeito, em comparagao
aquela abundante nas bordas, sugestiva de inicio da reparagdo, uma vez
que o crescimento O0sseo acontece primeiramente na periferia da falha .
Foram observados, ainda, particulas do enxerto xenogeno (Figuras 3A ¢

3B) e um tecido conjuntivo frouxo mais organizado, em comparagao ao
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observado no grupo de controle. O processo de reparagio do tecido Osseo €
altamente dependente da anglogenese ' Assim, atribui-se a abundante
vascularizaciio observada na periferia do defeito, no grupo tratado, 2 um inicio do
processo reparativo, especialmente quando se compara com a vascularizagdo que
aconteceu no grupo de controle, bem menos exuberante.

Aos 14 dias, a maior parte das bordas do defeito havia sido
reabsorvida no grup de controle. No grupo tratado, observou-se um tecido
conjuntivo frouxo ainda bastante desorganizado na regido central da falha,
em comparagdo ao localizado nas bordas, demonstrando que o crescimento
acontece primeiramente na periferia da lesdo ’. Observaram-se, ainda, na
regidio mais vestibular (superficial) do defeito, proxima a membrana,
reabsorcdo dssea (Figuras 3C e D) e intensa vascularizag3o.

Apés 21 dias, no grupo de controle, foi observada formagdo de
tecido Osseo na forma de trabéculas espessas (Figura 2B), quadro que se
repetiu aos 30 dias. No grupo tratado, também se observaram inicio da
formacio 6ssea e de um tecido conjuntivo mais organizado, presenga de
celularidade e vascularizacdo abundantes.

Nas laminas do grupo tratado, aos 30 dias, visualizou-se grande reagdo
inflamatéria nas bordas da falha criada, diferentemente de outro trabalho que
ndio encontrou sinais inflamatérios aos 30 dias °. Possivelmente, tal discrepancia
de resultados se deva ao fato de os produtos utilizados apresentarem talvez,
diferengas quanto a forma de processamento.

Nos animais do grupo de controle, aos 42 dias, foram observados
aumento na formacgdo de osso trabecular apenas na periferia do defeito,
com algumas regides ainda ndo reabsorvidas, € auséncia de organizagao
em osso lamelar, quadro que se repetiu aos 60 dias. Nos cdes do grupo
tratado, observaram-se tecido Osseo praticamente na mesma propor¢do do
tecido conjuntivo e persisténcia de grande infiltrado inflamatorio.

Aos 60 dias, no grupo tratado, estavam evidentes um tecido conjuntivo
frouxo e delgado osso trabecular sofrendo remodelag@o. A presencga de infiltrado
inflamatério contribuiu para o retardo na reparagio do osso alveolar.

No grupo de controle, aos 90 dias, somente a periferia do defeito
havia sido totalmente preenchida por osso compacto. No centro do defeito,
observou-se osso trabecular. Todavia, no grupo de controle, aos 120 dias,
ndo havia mais limite entre as margens do defeito € do osso formado.
Portanto, o defeito encontrava-se completamente preenchido com osso
compacto ou lamelar. Esse processo de cicatriza¢do observado nos cées do
grupo de controle foi considerado repara¢do Ossea normal espontanea.

Diferentemente, no grupo tratado, aos 90 e 120 dias, o processo de
cicatrizacdo apresentou-se bastante tecido conjuntivo frouxo, apesar de
estar evidente o osso trabecular. Infiltrado inflamatério proeminente foi
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ainda observado. Esses resultados estdo diferentes de outros que
demonstram que particulas 6sseas mineralizadas, de origem bovina, sdo
completamente encapsuladas no osso novo quando este tipo de xenoenxerto €
utilizado em conjunto com a RTG para a reconstrugdo de defeitos vizihos a
implantes dentario. Atribui-se tal discordancia ao maior tempo de observagio
desses outros estudos °. Segundo os autores, o processo de reabsorgdo dessas
particulas nfo segue um padriio especifico, sendo necessarios mais estudos.
Concluiram, ainda, que a falta de sinais de reagdes do tipo corpo estranho mdica
que tal associacdo € bem tolerada pelos tecidos bucais *

Os resultados revelaram que no grupo tratado observou-se um
processo mais avangado de reparagdo dssea em relagdo ao grupo de
controle, até os 42 dias, apesar de ja se visualizar o processo inflamatorio.
A partir dessa data, houve uma estagna¢do no processo. Este fato leva a
crer que o processo inflamatdério tornou-se cronico €, conseqiientemente,
interferiu na cicatrizac¢io tecidual de maneira negativa. Como a localiza¢ao
desse infiltrado inflamatdrio foi predominantemente nas bordas do defeito
criado, ndo se visualizando células inflamatorias na regido central do
defeito, atribuiu-se tal processo a presen¢a da membrana de colageno e ndo
do xenoenxerto. Assim, a resposta bioldgica tecidual causada pelas
alteragoes inflamatorias (alteragdes vasculares e infiltrado inflamatoério) 2
em especial a falta de sinais de reagdes do tipo corpo estranho * sugere
que o xenoenxerto foi bem tolerado pelos tecidos orais, enquanto a
membrana de colageno provocou uma rea¢do inflamatoria cronica, mesmo
sendo considerada um produto biodegradavel, com periodo de reabsorg¢do
de 120 a 180 dias. Os resultados deste estudo sugerem que a membrana de
colageno seja mantida apenas por 42 dias.

Do ponto de vista clinico, a aplicagdo combinada de matriz Ossea
bovina mineralizada com a RTG pode ser recomendada em situagdes em
que propriedades osteocondutivas sdo desejaveis *. As analises
histologicas, quando esse material é associado a barreira de colageno,
demonstram um crescimento dsseo favoravel entre seis € nove meses .
Portanto, mais uma vez, a diferenc¢a entre os resultados foi atribuida ao
tempo de observacdo (120 dias) deste experimento, em rela¢do ao longo
tempo utilizado por outros autores. Ainda assim, acredita-se em uma
resposta melhor & associagdo matriz Ossea bovina mineralizada ‘e
membrana de colageno (RTG), se tal barreira mecanica for retirada aos 42

dias do periodo pos-operatério. O xenoenxerto, demonstrou capacidade de

dar suporte a reparacio alveolar ‘“confirmado como "mantenedor de

4
espago’’ .
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FIGURA 2 — Histologia da regido do defeito provocado no osso alveolar de i
cdes. Ammais do grupo de controle. A) aos 7 dias,
preenchimento do defeito com um tecido de granulagio pouco
vascularizado (seta). 120X; B) aos 21 dias, formac¢ao de tecido
0ssco sob a forma de trabéculas espessas (seta). 130X. |

|

FIGURA 3 - Histologia da regido do defeito provocado no osso alveolar de

cdes submetidos a cirurgia experimental. Animais do grupo
' tratado. A) Aos 7 dias, observacao de infiltrado inflamatério
(seta delgada) e particulas do enxerto xendgeno (seta espessa)
(80X); B) aos 7 dias, visualizagdo abundante celularidade (seta
delgada) envolvendo as particulas do xenoenxerto (seta espessa)
(160X); C) aos 14 dias, observacio reabsor¢do Ossea na regido
mais vestibular (superficial) do defeito, proxima a membrana,

(seta) (80X); D) aos 14 dias, reabsor¢do dssea (seta) (150X)._l
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CONCLUSOES

Com base nos resultados histologicos obtidos e nas condi¢des deste
estudo, foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

1) A associagio matriz dssea bovina mineralizada e membrana de
colageno comporta-se de maneira biocompativel quando enxertada no
processo alveolar da mandibula de céo;

2) A matriz 6ssea bovina mineralizada demonstrou boa capacidade
de suporte da membrana de colageno (RTG), podendo ser utilizado como
"mantenedor de espaco” sob barreiras mecanicas, |

3) A partir de 42 dias, a membrana de colageno provoca um
processo inflamatdrio indesejavel a reparagido Ossea alveolar da mandibula
de cdes.
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