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RESUMO

Proposig¢do: avaliar radiograficamente e histologicamente o comportamento do
incisivo inferior de rato frente a realizagdo de uma solugédo de continuidade em sua
porcao radicular mediana quanto ao comportamento do tecido pulpar e dos enxertos
0sseos aldgenos congelados a -80°C e a evolugdo do seu processo eruptivo
dentario em alvéolos quando expostos aos efeitos da acdo do ultra-som.
Metodologia: estudo experimental in vivo, amostragem randomizada, com um grupo
teste e outro controle. Constou de 29 ratos, da espécie Rattus novergicus albinus,
linhagem Wistar, machos, divididos em quatro grupos, correspondendo aos tempos
de sete, 14, 21 e 45 dias. Em cada grupo, cinco animais foram teste e dois animais
foram controle. Em cada animal foi removido, cirurgicamente, o segmento medial do
incisivo inferior direito. Entretanto, nos animais do grupo experimental foram
realizados enxertos de osso alégeno congelado a -80°C, nos 2,0mm distais do total
da cavidade alveolar cirurgicamente obtida com ultra-som. Resultados: aos sete
dias observou-se estrutura tecidual desorganizada e ricamente vascularizada em
ambos os grupos avaliados e inicio da integragcdo do enxerto 6sseo no grupo teste.
Aos 14 dias seguem as mesmas observagdes descritas aos sete dias com
progressao da incorporagao do enxerto 6sseo. Aos 21 dias, observa-se intensa
neoformacao 6ssea, ricamente vascularizada em ambos grupos. Aos 45 dias, existe
também uma intensa neoformacao 6ssea alveolar, fechando o alvéolo e a completa
integracdo dos enxertos 6sseos. Em todos os grupos observou-se que houve
minimo crescimento do segmento dentario proximal e que 0 mesmo manteve sua
vitalidade pulpar. Conclusao: Apods a realizagao deste estudo foi possivel concluir
que: o tecido pulpar, contido no segmento proximal manteve sua vitalidade, reagindo
na forma de reparagéo dentinaria compativel com o dente humano; o enxerto 6sseo
alégeno congelado evolui favoravelmente no processo de incorporagdo a partir de
um leito receptor criado no alvéolo dentario e que o incisivo inferior do rato,
submetido a odontossec¢gdo com ultra-som n&o seguiu com o processo de
crescimento e erupgdo em seu segmento proximal, podendo estar relacionado com
o reparo do alvéolo devido a intensa neoformacéo 6ssea, provavelmente por efeito

do ultra-som.



Palavras-chave: enxerto 6sseo aldégeno, ultra-som, erupcéo dentaria.



ABSTRACT

Proposition: This study aimed to evaluate, both radiographically and histologically,
the behaviour of a rat’s inferior incisive concerning the realization of a continuous
solution in its medial radicular portion, regarding the behaviour of the pulpal tissue
and allogeneic freezing bone grafts, at —80° C, as well as the evolution in its dental
eruptive process in alveoli exposed to ultrasound effects. Methodology: An in vivo
experimental study, using randomized samples, including a study group and a control
group. Twenty-nine Wistar strain male rats, Rattus novergicus albinus species,
divided into 4 groups, corresponding to 7, 14, 21, and 45 days. From each group, five
animals were considered as the test group, and two of them as the control group.
Each animal had the medial segment of the right inferior incisive surgically removed.
However, the animals from the test group underwent allogeneic freezing bone grafts,
at —80° C, in a range of 2.0 mm distal of the total alveolar cavity, surgically performed
by ultrasound. Results: In seven days a disorganized and well-vascularized tissue
structure in both assessment groups as well as the beginning of the integration of the
bone graft in the experimental group could be observed. In 14 days similar
observations to day 7 and progression in the incorporation of the bone graft were
found. In 21 days intense, well-vascularized, bone neoformation was observed in
both groups. In 45 days an intense neoformation of the alveolar bone could also be
observed, with the closure of the alveolus, and the complete integration of the bone
grafts. All groups had a minimum growth of the dental proximal segment, which
maintained its pulpal vitality. Conclusion: The study concluded that the pulpal tissue
contained in the proximal segment maintained its vitality, providing a reaction
compatible with human tooth regarding dental repairing. The allogeneic freezing
bone graft evolved favorably in the incorporation process from a receiver layer
created inside the dental alveolus. It was also concluded the rat’s inferior incisive
which underwent ultrasonic dental cutting did not follow the growth and eruption
process in its proximal segment, what might be related to the alveolus repair due to

intense bone neoformation, probably caused by the ultrasound effect.



Key Words: bone allograft, ultrasound, tooth eruption.
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1 INTRODUGAO

Os defeitos 6sseos na regido buco-maxilo-facial resultam de etiologias
diversas. As deformidades congénitas poderdo ou ndo estar associadas a
sindromes, apresentando sinais particularizados ou multiplos, tanto regionais
quanto sistémicos. Dentre as adquiridas pode-se citar as ablagdes por tumores,
sequelas de traumas, infecgbes e a complexa patogenicidade dentaria (PURICELLI,
BARALDI; PARIS, 2005).

Os meios para restabelecer a forma e a funcao dos tecidos duros humanos
perdidos no tratamento de processos patoldgicos e lesdes traumaticas tém sido
amplamente estudados.

A disciplina de Cirurgia e Traumatologia Buco-maxilo-faciais (CTBMF) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) tem desenvolvido varios
trabalhos de pesquisa buscando técnicas para reconstrugdo de defeitos dsseos e
um melhor entendimento do comportamento destes. As pesquisas experimentais e
clinicas utilizando enxertos ésseos livres e vascularizados (PURICELLI; CHEM,
1985) evoluiram juntamente com a pesquisa de biomateriais (VEECK; PURICELLI,
SOUZA, 1995; PURICELLI, 1997; PURICELLI, 1999; PURICELLI et al, 1999;
PURICELLI; PESCHKE; CARDOSO, 1999; PURICELLI, 2002; PARIS et al, 2003;
CORSETTI, 2005; LEITE, 2005) até as observagdes de estimulacdo do reparo
0sseo através de campos magnéticos permanentes sepultados in vivo (ULBRICH,
2003; DUTRA, 2005; PURICELLI et al, 2006).

Para LEITE (2005), a presenga dentaria no osso alveolar altera os conceitos
lineares quanto a neoformacéo e remodelamento ésseo. A estrutura dentaria, pelas
particularidades teciduais que compdem o dente, seu processo de erupcao e sua
relagcdo com as estruturas de suporte, interfere na recuperacao de defeitos dsseos.
Especialmente a erupg¢ao dentaria, por ser um processo continuo, pode ser vista
como uma forga dindmica para teste da integragdo de enxertos 6sseos.

A enxertia O0ssea compreende o transporte de tecido 6sseo de uma
localidade para outra (MARTINEZ; WALKER, 1999; CAICOYA, 2004). Dentre os

enxertos 0sseos avasculares, como tecido de reconstrucdo, cada vez mais busca-
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se encontrar nas diferentes formas, liofilizado e congelado, um aproveitamento com
altos indices de sucesso.

Durante anos tém-se estudado diferentes meios para estimular o reparo
O0sseo. Estas variagbes envolvem enxertos Osseos, materiais ceramicos
(hidroxiapatita, fosfato tricalcico), substancias bioquimicas (fatores de crescimento e
proteina morfogenética 6ssea) e estimulagdes elétricas e ultra-sdnicas (AARON;
CIOMBOR, 1993).

O ultra-som permite, entre outros, uma variedade de procedimentos
cirargicos. Possui a capacidade de um corte tecidual micrométrico, agindo de forma
precisa e segura para limitar os danos ao tecido. Apresenta um corte seletivo,
devido a vibracdo da ponta em frequéncias ultra-sbnicas diferentes, afetando
apenas os tecidos mineralizados, o que permite ao clinico cortar tecidos duros e
poupar as estruturas anatdbmicas de possiveis injurias.

Este estudo tem por objetivo avaliar radiograficamente e histologicamente o
comportamento do incisivo inferior de rato frente a realizacdo de uma solucédo de
continuidade em sua porcéao radicular mediana quanto ao comportamento do tecido
pulpar e dos enxertos 6sseos aldgenos congelados a -80°C e a evolugdo do seu
processo eruptivo dentario em alvéolos quando expostos aos efeitos da agcédo do

ultra-som.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENXERTOS OSSEOS

Com o enxerto 6sseo, viabiliza-se o transporte deste tecido calcificado para
outro sitio a fim de reparar um defeito (MARTINEZ; WALKER, 1999; CAICOYA,
2004; PURICELLI, et al 2006).

Para Masters (1988), Misch e Dietsh (1993) e outros autores, os enxertos
0sseos podem ser classificados como autégeno, alégeno ou xendgeno.

O enxerto quando autégeno € considerado “padrdo ouro”, podendo ser
transferido de um para outro sitio no mesmo individuo (CAICOYA, 2004). Trata-se
da unica forma de enxerto que permite uma enxertia vascular ou avascular
(PURICELLI; CHEM, 1985).

Entretanto, a busca de uma menor morbidez cirurgica, eliminando a
necessidade de um sitio doador, assim como a queixa da possivel limitacdo da
quantidade de material ofertado para reconstru¢cao de grandes defeitos, quando
utilizados os enxertos autdogenos, impulsionam a pesquisa para o desenvolvimento
de formulas alternativas para estas enxertias teciduais (LAND et al, 2000).

O aloenxerto € obtido a partir de doadores da mesma espécie, mas com
gendtipos diferentes. Sua obtencdo a partr de cadaveres doadores
necessariamente nao impde limites na quantidade de tecido a ser requerida
(MASTERS, 1988).

O tecido 6sseo retirado de uma para outra espécie € denominado enxerto
xenogeno (STEVENSON, 1999). Os xenoenxertos, especialmente os de origem
bovina, sdo, no momento, os mais utilizados em humanos. Isto se deve a sua facil
obtencéo, disponibilidade e similaridade (OLIVEIRA et al, 1999).

As propriedades dos enxertos 6sseos envolvem osteogénese, osteoindugéo
e osteocondugdo (MOY; LUNDGERN; HOLMES, 1993; LORENZETTI et al, 1998;
CAICOYA, 2004).

Na osteogénese a formagao 0ssea se faz a partir de células osteoblasticas,
transferidas juntamente com o enxerto (MARX; SAUNDERS, 1986). A osteoindugao

ocorre através da transformagdo das células mesenquimais indiferenciadas em
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osteoblastos ou condroblastos, aumentando o crescimento 6sseo ou mesmo
formando osso em areas extra-6sseas (URIST, 1965, 1980). O processo de
osteoconducdo do enxerto, semelhante ao proporcionado pelos materiais
inorganicos biocompativeis, caracteriza-se pela deposicédo e proliferagdo celular
osteoblastica num suporte ou arcabouco condutor, permitindo a neoformacéo dssea
(OLIVEIRA et al, 1999; BEZERRA; LENHARO, 2002; CAICOYA, 2004).

Os enxertos 0sseos avasculares poderdo ser de estrutura cortical, esponjosa
ou cértico-esponjosa. Ao contrario do enxerto trabecular ou esponjoso os enxertos
0sseos corticais e cortico-esponjosos propiciam um bom suporte mecanico na area
do defeito 6sseo, enquanto atuam dentro de suas propriedades conjugadas ou
unicas de génese, indugao e condugédo. A incorporagao do enxerto cortical depende
da vascularizagao, reabsorcdo e aposicdo de novo tecido 6sseo. Apds seis dias
nesta enxertia 6ssea inicia-se a invasdo dos vasos sanguineos e aproximadamente
em um a dois meses apos ocorre sua revascularizagcdao (PURICELLI; BARALDI;
CARDOSO, 2004; PURICELLI; BARALDI; PARIS, 2005).

Segundo Syftestad e Urist (1982), nos enxertos ésseos, tanto a idade do
doador quanto a do receptor influenciam a produgao do osso neoformado. Para os
autores, o envelhecimento esta associado a um declinio do agente indutor ou da
atividade morfogenética 6ssea da propria matriz, indicando um envelhecimento
tecidual e podendo influenciar a reducdo da massa 6ssea que normalmente ocorre

com a idade.

2.2 ENXERTO OSSEO ALOGENO CONGELADO

Os enxertos d6sseos aldgenos ou xenogenos necessitam de tratamentos
laboratoriais que permitam seu armazenamento para futura utilizacdo. Foi Albee,
em 1915, quem desenvolveu um processo de armazenamento de enxertos 6sseos
em locais refrigerados. Progressivamente outras técnicas foram testadas e
utilizadas para viabilizar as enxertias 6sseas. Os processos mais divulgados s&o os
de congelagdo, cocgdo, conservagao em solucado anti-séptica, desproteinizagao,
desmineralizagao e liofilizagdo (ALBEE, 1915; GAZDAG et al, 1995; DUARTE;
SCHAEFFER, 2000).
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A partir de temperatura inferior a —60°C, na forma de congelagdo profunda,
busca-se diminuir a degradacdo enzimatica, diminuindo a resposta imune sem
mudancgas das propriedades biomecanicas (GAZDAG et al, 1995). Empregada para
enxertos 0sseos aldégenos e xendgenos, a técnica de congelagao profunda possui
como vantagem sua praticidade, pois requer poucos recursos fisicos e financeiros
(GALIA et al, 2005). Entretanto, suas desvantagens sao: o risco de transmissao
bacteriana e viral ao receptor, a inutilizacdo de enxertos, se houver contaminagao
dos mesmos, e até o momento a baixa disponibilidade de doadores (ALBEE, 1915;
DUARTE; SCHAEFFER, 2000, GALIA et al, 2005).

Em 1987, Friedlander observou a influéncia benéfica do frio na preservagao
das qualidades osteogénicas do enxerto. Posteriormente, Masters (1988) descreve
0 0sso alégeno congelado como um excelente “space filler” com algum potencial de
indugdo osteogénica, entretanto com potencial significativamente menor se
comparado ao enxerto autdogeno.

Em estudo experimental comparativo de enxerto 6sseo alégeno e xendgeno
congelado e liofilizado, em diafise femural de ratos, Galia et al (2005) utilizaram o
enxerto 6sseo xendgeno humano congelado como padrdo de controle. Nos
resultados observados ndo houve uma reagao inflamatéria mais intensa junto a
enxertia do osso congelado. Segundo os autores o resultado pode estar
relacionado ao fato de o enxerto ter sido submetido ao congelamento profundo, o
que reduziria a sua antigenicidade.

Pelker et al (1984), em estudo experimental em ratos, avaliaram as
propriedades biomecanicas do osso congelado a -20°C, -70°C e -196°C e
liofilizado. Concluiram que ndo houve diferenga significativa no teste de forca e
compressao mecanica em 0ssos longos.

Segundo Kluger et al (2003) os osteoclastos possuem um papel fundamental
no processo de incorporacdo dos enxertos Osseos, sendo 0s responsaveis pela
remodelacdo através da reabsorcao dssea. Para os autores, o processo e o tempo
de armazenamento afetam a qualidade do enxerto 6sseo, reduzindo a atividade
osteoclastica e consequentemente podendo ser causa da falha na integragcado do
enxerto. Os autores relatam que aproximadamente metade dos enxertos 0sseos
congelados sao armazenados por um periodo de no maximo cinco anos e sugerem

que os aloenxertos devem ser armazenados por um periodo inferior a um ano.
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Para Goldenberg e Stevenson (1987) aproximadamente 25% dos enxertos
0sseos congelados falham na sua integracdo. Segundo os autores, isto ocorre por
causa da reagdo imunoldgica, inadequada revascularizagdo e da sua taxa de
mineralizagao.

Martinez e Walker (1999) sugerem que mais estudos sejam realizados para
compreender de que forma o enxerto 6sseo alégeno pode ser melhor incorporado
nos tecidos. Segundo os mesmos autores as complicagdes estao relacionadas a

ma adaptacao do enxerto ao leito receptor, fraturas e infecgao.

2.3 OSSO ALVEOLAR

Denomina-se de processo alveolar a por¢ao da maxila ou da mandibula que
sustenta e protege os dentes. Assim como 0 0sso em outros sitios, 0 osso alveolar
também funciona como um tecido mineralizado de suporte, oferecendo insercéo
aos musculos e promovendo um arcabougo para a medula éssea. Possui grande
resisténcia como propriedade biologica devido a sua plasticidade, permitindo que
seja remodelado conforme suas demandas funcionais. Requer estimulos funcionais
para manter a massa Ossea, dependendo da presenca de dentes para seu
desenvolvimento e manutengao (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004b).

Na estrutura alveolar, uma fina camada de osso cortical reveste o alvéolo
dentario e fornece insergao as fibras principais do ligamento periodontal. O osso &
uma forma de tecido de sustentacido especializada no qual os componentes
extracelulares sdo mineralizados. Quimicamente cerca de 60% de seu peso umido
€ composto de material inorganico, 25% de matriz organica e 15% de agua. Cerca
de 90% da matriz organica € composta por colageno tipo | secretado por
osteoblastos (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004b).

O tecido 6sseo pode ser classificado de diversas formas. De acordo com sua
origem embriolégica como osso endocondral, quando € precedido por um modelo
cartilaginoso que posteriormente é substituido por osso e medula, e o0sso
intramembranoso quando o osso é formado diretamente no interior de uma
membrana vascular (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004b).
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A maioria dos ossos longos, as vértebras, a pelve e os 0ssos da base do
cranio sdo formados por ossificagcdo endocondral. A maxila e os ossos da calvaria
sdo formados por ossificagdo intramembranosa. Ja a mandibula, possui origem
mista (JEE, 1998).

De acordo com seu desenvolvimento pode ser classificado como 0sso
entrelacado e osso lamelar. O osso entrelagado é uma forma imatura e é
caracterizado por uma organizagdo irregular de fibras colagenas. Durante o
desenvolvimento ésseo, o 0sso entrelagado é a primeira forma de osso produzida;
a seguir é remodelado para formar o osso lamelar, constituindo a maior parte do
0sso maduro. O osso lamelar € composto de camadas sucessivas, podendo ser
formado por uma massa solida, quando é descrito como osso compacto (cortical)
ou como uma rede de placas finas e irregulares, descrita como osso trabecular
(esponjoso). Os espacgos intratrabeculares sdo preenchidos por medula éssea
contendo as células tronco primitivas das quais sdo derivados todos os elementos
do sangue. As trabéculas sao revestidas pelo enddsteo que contém células
osteogénicas, as quais s&o responsaveis pelo crescimento, remodelamento
continuo e reparo 6sseo (BURKITT; YOUNG; HEATH, 1994).

Nas estruturas ésseas, células distintas sdo especialmente responsaveis
pela formacao, reabsor¢cdo e manutencdo da osteoarquitetura. Classicamente, trés
tipos de células Osseas sdo descritas, cada qual com sua funcido especifica:
osteoblastos, que formam matriz éssea; ostedcitos, os quais, juntamente com
osteoblastos inativos, mantém a matriz 6ssea; osteoclastos, que reabsorvem matriz
ossea (TEN CATE, 2001a).

A nutricdo do osso da-se através do sistema vascular do peridsteo, que entra
no tecido 6sseo e pelo sistema externo ao periésteo, que passa através deste. Uma
irrigacao centrifuga parte, entdo, da cavidade medular, passando pelo tecido ésseo
e saindo através dos vasos do periosteo (ROSS; REITH; ROMRELL, 1993).

2.4 REPARO OSSEO ALVEOLAR

Quando ha perda de substancia de qualquer natureza, ocorrera um

mecanismo biolégico para a sua restauracdo ou regeneracao. Entende-se como
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regeneragao uma neogénese, ou seja, a reproducao ou reconstituicdo de uma parte
perdida ou lesada. Para a regeneracédo devera ocorrer inicialmente o reparo 6sseo.
Este, por definicdo, envolve naturalmente a restauragdo de tecidos mortos ou
lesados. A remodelacdo € o processo ciclico pelo qual o osso mantém um estado
de equilibrio dindmico. Este processo envolve a reabsorcdo e neoformacao
sequenciais de pequenas quantidades de osso num mesmo local. Na estrutura
alveolar, especialmente no alvéolo dentario, diante da realizagdo de um
procedimento exoddntico, o tecido 6sseo alveolar responde com um processo de
reparo. Morfologicamente, podem ser consideradas quatro fases fundamentais na
evolugao do processo de reparo alveolar: proliferagdo celular, desenvolvimento do
tecido conjuntivo, maturacdo do tecido conjuntivo e diferenciagdo Ossea ou
mineralizagdao (SYFTESTAD; URIST, 1982; CARVALHO; OKAMOTO, 1987;
CASADO et al, 2004).

A proliferagao celular inicia imediatamente apdés a extragdo dentaria. O
coagulo sanguineo é gradualmente invadido por fibroblastos, originados por mitose
dos fibroblastos pré-existentes e por diferenciacido de células adventicias, ambas
presentes nos remanescentes do ligamento periodontal que permanece aderido as
paredes alveolares. Ao mesmo tempo, ocorre a proliferacdo de células endoteliais,
originando novos capilares. Na fase do desenvolvimento do tecido conjuntivo, o
tecido neoformado exibe uma grande quantidade de células, notadamente
fibroblastos, e de capilares neoformados. Ao mesmo tempo, os fibroblastos
sintetizam fibras e substancia fundamental amorfa. J&4 na fase de maturagdo do
tecido conjuntivo, o aumento da quantidade de fibras colagenas e diminui¢do do
numero de células e de vasos sanguineos, caracterizam a maturagdo do tecido
conjuntivo. Ja na fase de diferenciagdo 6ssea ou de mineralizagao, os osteoblastos
originados de células osteoprogenitoras depositam matriz organica nas
proximidades das paredes alveolares e no fundo da cavidade alveolar, formando
um tecido ostedide. Os ostedcitos, juntamente com os osteoblastos inativos,
mantém a matriz 6ssea. As trabéculas Osseas sao constituidas a partir deste
ostedide (CARVALHO e OKAMOTO, 1987).

Segundo Gregori (1996) o estudo do processo de reparo em nivel
microscopico permite entender os fendmenos de reposigdo estrutural e as

possibilidades de controla-las quanto a sua velocidade, quantidade e qualidade.
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Pelker et al (1984) relatam que o processo de remodelagdo 6ssea no homem
€ no rato € similar.

No homem, o reparo alveolar inicia-se por volta do sétimo dia pés-operatorio;
aproximadamente no quadragésimo dia, cerca de 2/3 do alvéolo ja esta preenchido
por trabéculas dsseas. No alvéolo de ratos, estas fases desenvolvem-se em torno
do sétimo dia apds a exodontia. Considera-se completa a reparagao do alvéolo
quando este se encontra totalmente preenchido por tecido ésseo neoformado e
com a crista alveolar remodelada. Isto ocorre por volta de 64 dias no homem e 21
dias pos-operatérios no rato. Nesta etapa ja ha um equilibrio dindmico
osteoclastico-osteoblastico, e 0 novo 0sso encontra-se em condi¢cdes de suportar
novos estimulos (CARVALHO; OKAMOTO, 1987).

Abreu, Valdrighi e Vizioli (1974) avaliaram o reparo 0sseo alveolar em
presenca de raizes remanescentes e observaram que pequenos fragmentos de
raizes dentarias com vitalidade ndo provocam disturbios na cicatrizagdo do alvéolo
e sao envolvidos por cemento neoformado. Segundo os autores, o reparo completo
s podera ser impedido se, ocorrendo a fratura alveolar, houver infiltracdo salivar e

constante contaminacao da ferida.

2.5 DESENVOLVIMENTO DO TECIDO DENTARIO DO RATO

Em estudos com animais, os ratos sao os preferidos por serem criados em
grandes quantidades com menor custo, quando comparados a caes e gatos (KIRK;
LIM; KHAN, 1989). Além disso, eles enquadram-se nos conceitos atuais da bioética
(KARAHARJU-SUVANTO, 1994; GOLDIM; RAYMUNDO, 1997; GOLDIM, 2003;
GOLDIM; RAYMUNDO, 2003).

No rato, o dente formado por estruturas do epitélio oral e da derivagdo do
tubo neural mesenquimal associa-se com as formas dOsseas rudimentares da
mandibula e da maxila. O processo de formacao dentaria inicia-se a partir do
décimo segundo dia gestacional. O epitélio ectodérmico da cavidade oral é
invaginado na forma de 6rgdo do esmalte que estd agregado e subjacente ao

mesénquima que originara a papila dentaria. A unido entre o epitélio da cavidade
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oral e o prolongamento do esmalte ocorre no décimo terceiro dia de gestacao,
eventualmente degenera e finalmente desaparece. Durante a fase de capuz, a
lamina dentaria, juntamente com o mesénquima, envolve a papila dentaria e ira
diferenciar-se na forma de varios componentes definitivos dentarios, condensada
na forma de saco dentario. Assim que a papila dentaria comega gradualmente a
invaginar dentro da lamina dentaria da origem a polpa dentaria, constituindo o
estagio de sino. Apds este estagio, as primeiras evidéncias, vascular e nervosa,
dentro da polpa podem ser observadas. A polpa inicia com a invasao vascular pelo
tecido, enquanto que a raiz dentaria esta envolvida no osso alveolar. A camada
interna celular do foliculo dentario diferencia-se em cementoblastos que secretam
cemento que irdo proteger a dentina radicular. A maioria das células nesta regiao
esta envolvida na formagao do ligamento periodontal que estabiliza o dente dentro
do alvéolo dentario. A camada interna do epitélio do esmalte diferencia-se na forma
de uma camada de ameloblastos que produzem esmalte, enquanto que a camada
externa da papila dentaria diferencia-se na forma de odontoblastos que irdo
produzir pré-dentina. Esta ira se calcificar posteriormente produzindo dentina
(KAUFMAN; BARD, 1999).

Nos ratos, os dentes que mostram os melhores graus de diferenciacdo sao
0s incisivos superiores e inferiores. Até o momento do nascimento nenhuma
camara pulpar esta presente. Os incisivos erupcionam por volta do décimo dia pos-
natal. Ao contrario do humano, ha apenas uma sequéncia dentaria formada, o que
equivale a denticdo decidua em humanos. Os incisivos apresentam erupg¢ao
continua. Por falhas na aposi¢ao dentaria normal, o dente pode tornar-se menor, o
que normalmente ocorre, ou significativamente alongado. Nesses casos o animal
acaba morrendo por inani¢ao, porque sua alimentagao fica prejudicada (KAUFMAN;
BARD, 1999).

Segundo Melcher e Furseth (1990) o incisivo inferior do rato erupciona em
média 2,8 mm por semana, e aproximadamente duas vezes essa média se for
mantido fora de oclusado através de desgastes repetidos.

A polpa é um tecido conjuntivo frouxo e especializado. E considerada de
natureza imatura e indiferenciada. As entidades estruturais basicas da polpa
dentaria sdo: células de tecido conjuntivo, fibras e substancia fundamental amorfa

(MJOR, 1990). As células principais da polpa sdo os odontoblastos, fibroblastos,



30

células ectomesenquimais indiferenciadas, macrofagos e células
imunocompetentes (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004a).

A ruptura ou estiramento grave do tecido pulpar no humano desencadeia um
processo de revascularizacdo da polpa. Entretanto, na presenga de contaminagao
pulpar, havera necrose, com acumulo de tecido de granulagao inflamado entre os
dois fragmentos radiculares (ANDREASEN; ANDREASEN, 2001).

Diante de uma injuria a estrutura radicular como, por exemplo, uma fratura
radicular, ocorrera um processo de reparo. Os eventos de reparo apds uma fratura
radicular em humanos iniciam-se no local da lesdo com o envolvimento da polpa e
do ligamento periodontal. Durante os estagios iniciais, o tecido pulpar e os tecidos
dentarios duros traumatizados podem estimular uma resposta inflamatéria e, assim,
desencadear a liberagdo de uma série de fatores de ativacao dos osteoclastos. As
alteracbes observadas representam reabsorcdo radicular interna ou externa
(ANDREASEN; ANDREASEN, 2001).

Burn-Murdoch (1999) avaliou a velocidade de erupgado e comprimento dos
dentes incisivos em ratos apds um ou mais deles estarem fora de oclusdo. Os
animais foram sedados com éter duas vezes ao dia, para a realizacdo de uma
marca na regiao vestibular dos incisivos. O trabalho avaliou quatro grupos: os
incisivos inferiores fora de oclusao, os incisivos superiores fora de oclusdo, incisivos
unilaterais fora de oclusdo e finalmente todos em oclusdo. Os incisivos fora de
oclusao retornaram aos valores do controle imediatamente apdés o periodo de
erupcao terminado. Entretanto, houve mudangca em seus comprimentos e
velocidade de erupgao. Tanto os incisivos superiores quanto os inferiores fora de
oclusdo tiveram seu crescimento mais lento. Os incisivos unilaterais fora de oclusao
tiveram uma velocidade de erupgdo mais rapida e se tornaram mais longos que
seus vizinhos. Os dentes em oclusao resultaram em uma erupgédo mais lenta. Para
o autor, a erupcao em dentes fora de oclusao € estimulada pelo contato oclusal dos

dentes adjacentes e inibida quando estes estdo em ocluséo.

Os dentes erupcionam independentemente um do outro, mas formam uma
superficie continua na boca, o plano oclusal. Se os dentes sdo ausentes ou foram
extraidos, os dentes antagonistas podem erupcionar além do plano oclusal,
sugerindo que a oclusdo dentaria inibe a erupgao e é responsavel pela formagéo do

plano. Entretanto, ndo se sabe como a funcdo impede a erupcdo. A erupgao
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continua dos incisivos dos ratos é afetada pela erupcao nesse particular, pois eles
erupcionam mais rapidamente quando sao encurtados a fim de impedi-los de ocluir
(desimpedidos) do que quando eles ndo s&o encurtados (impedidos) e podem ser
um modelo apropriado para o estudo deste aspecto da erupcdo. Quando um ou
mais dos incisivos dos ratos estao desimpedidos, a fungdo dos outros incisivos é
alterada, modificando seus comprimentos e velocidades de erupgcdo (BRYER,
1957).

Taylor e Butcher (1951) relataram que os incisivos mais curtos erupcionavam
mais rapidamente do que os longos e atribuiu isto ao fato de que os incisivos mais
curtos estavam desimpedidos por algum tempo. Sugeriram que o contato oclusal
estimulava a erupgao dos incisivos curtos e inibia a erupgéo dos incisivos longos.

Law et al (2003) investigaram as mudangas na erupg¢éo dos incisivos do rato
em oclusao e fora de oclusido e determinaram o relacionamento entre a erupcéo e o
comprimento da coroa clinica. Os autores avaliaram o comprimento dos incisivos
mandibulares de 23 ratos Sprague Dawley fémeas, com dois meses de vida,
através da analise de um esteromicroscépio acoplado em um video. Durante quatro
semanas, os incisivos direitos mandibulares dos 11 ratos no grupo experimental
foram desgastados a cada dois dias. Os ratos eram anestesiados através de
injecado intraperitonial de Ketamina e Xylasina. Na sua superficie vestibular foi
realizada uma demarcagao, com o auxilio de um disco diamantado. O outro grupo
de 12 ratos serviu como o controle. Os autores observaram que a taxa média de
erupcao dos dentes fora de oclusao foi de 1,0+/-0,1 mm/dia, enquanto que a taxa
de erupgao dos dentes em ocluséao foi de 0,6+/-0,1 mm/dia. No segundo dia, a taxa
de erupcao dos incisivos mandibulares fora de oclusao acelerou a 163,9% quando
comparada aos controles. Os incisivos mandibulares em oclusdao aumentaram o
seu comprimento de 8,8% no grupo experimental e 12,1% no grupo controle. Os
autores concluiram que houve uma relagdo inversa entre a erupgéo e crescimento
da coroa clinica dos incisivos fora de ocluséo.

Leite (2005) num estudo experimental in vivo idealizado por Puricelli em 2003
avaliou radiografica e histologicamente o comportamento do incisivo inferior de rato
apos a remogao da sua por¢ao radicular mediana. O autor avaliou o trajeto de
erupgao, a reacao tecidual pulpar, a capacidade do espago alveolar como leito
O0sseo para estudo de enxertias e o comportamento do enxerto osseo liofilizado

quanto a integracao e reparo em relagcdo ao processo fisico de compressao
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provocado por uma forgca dindmica resultante da erupcédo dentaria. A amostragem
constou de 21 ratos, da espécie Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar,
machos, divididos em trés grupos, correspondendo aos tempos de sete, 14 e 45
dias, randomizados. Em cada grupo, cinco animais foram teste e dois animais
foram controle. Em cada animal foi removido, cirurgicamente, com o uso de brocas,
o segmento medial do incisivo inferior direito. No segmento distal, composto
coronario, nenhum desgaste incisal foi realizado, mantendo-se a oclusdo. No grupo
experimental foram compactados enxertos de osso alégeno liofilizado nos 2,0mm
distais do total da cavidade alveolar cirurgicamente obtida. O autor observou que
aos sete e 14 dias houve a continuada erupgdo do segmento proximal, em ambos
0s grupos avaliados e inicio da integragao do enxerto 6sseo no grupo teste. Aos 45
dias, no grupo experimental, o segmento radicular proximal ultrapassou a area do
enxerto sendo desviado por este para vestibular. No grupo controle o segmento
radicular seguiu o seu trajeto eruptivo obedecendo a anatomia e diregdo do espacgo
alveolar incisivo mandibular. Concluiu que ap6s a remog¢ao do segmento medial da
raiz do incisivo inferior do rato, mesmo submetido a odontosseccédo a estrutura
radicular proximal segue um processo de crescimento e erupgao; o tecido pulpar,
contido no segmento proximal manteve sua vitalidade, reagindo na forma de reparo
dentinario compativel com o dente humano; o enxerto 6sseo alégeno liofilizado
evoluiu favoravelmente no processo de incorporagdo a partir de um leito receptor
criado no alvéolo dentario e a dinamica da erupg¢ao dentaria pdde criar forca em
padrao fisiolégico para testar a resisténcia e estabilidade do enxerto désseo

integrado.

2.6 ULTRA-SOM

A tecnologia do ultra-som permite aplicagdes clinicas em diversas areas da
Odontologia. Para compreender a acado do ultra-som é necessario entender suas
propriedades fisicas, juntamente com os possiveis efeitos biologicos (MESQUITA;
LOBATO; MARTINS, 2006). O principio basico do ultra-som é a criagdo de uma
vibracao ultra-sdnica por piezoeletricidade. O sistema piezoelétrico € baseado na

propriedade que algumas estruturas cristalinas, como o quartzo, tém de mudar sua
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forma quando submetidas a um campo elétrico. Quando uma freqiéncia ultra-
sbnica é aplicada a um cristal de quartzo, ele oscila na mesma frequéncia do sinal
original, passando, esta vibragéo, a ponta de trabalho do equipamento (ARAUJO;
ROSSI; TANJI, 2005; KUNERT, 2006).

Aaron e Ciombor (1993), publicaram um artigo de revisdo bibliografica
discutindo os efeitos terapéuticos de campos eletromagnéticos na estimulagdo do
reparo de tecidos conjuntivos, assim como o papel da matriz éssea extracelular na
adaptacao, remodelagao, reconstituicdo e reparo destes tecidos. A proposta de
utilizacdo de campos elétricos partiu de observacdes sobre a deformacao dssea.
Quando o tecido 0sseo era submetido a cargas mecanicas, resultava numa
deformagédo acompanhada por um sinal elétrico. Podendo a origem do sinal elétrico,
segundo os autores, estar relacionada a deformagdo da matriz extracelular,
conhecida como efeito piezoelétrico.

Os geradores piezoelétricos sao mais eficientes operando em frequiiéncias da
ordem Megahertz. Para uso odontolégico sdo contruidos equipamentos operantes
em kilohertz (ARAUJO; ROSSI; TANJI, 2005; KUNERT, 2006).

Poucos estudos examinaram os efeitos da estimulacédo através de ultra-som
em defeitos dsseos, estando esta modalidade terapéutica amplamente relacionada
com a promocao de reparo tecidual. Possiveis mecanismos de acdo do sistema
piezoelétricos para estimular a osteogénese incluem a promogdo de
vascularizagédo, producdo de colageno e diferenciacdo de células osteogénicas
(AARON; CIOMBOR, 1993).

Segundo Mesquita, Lobato e Martins (2006), os efeitos do ultra-som nos
tecidos s&o: térmico, mecanico vibratério, quimico, reflexivo, fenbmeno da
cavitagao, microvaporizagao acustica e forgas de radiacao.

Quando uma onda de ultra-som passa através do tecido, a sua energia é
reduzida e dissipada na forma de calor, causando uma elevagao de temperatura
nos mesmos. Este efeito sera diretamente proporcional a elevacédo da temperatura,
do tempo de exposicédo e da sensibilidade térmica tecidual (MESQUITA; LOBATO;
MARTINS, 2006).

Com a reagao fisiolégica havera alteracdo do fluxo sanguineo na regiao
através da vasodilatacdo reflexa das arteriolas controlando os efeitos do calor e
com um infimo aumento na taxa metabdlica local (MESQUITA; LOBATO;
MARTINS, 2006).
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O efeito mecanico vibratério do sistema piezoelétrico se da através de um
trajeto retilineo de vaivém com vibragcao lateral. Este movimento oferece um
potencial de desgaste e penetracdo bastante efetivo (MESQUITA; LOBATO;
MARTINS, 2006).

O efeito quimico ocorre através das mudangas no pH de alguns liquidos
quando submetidos ao ultra-som (MESQUITA; LOBATO; MARTINS, 2006).

Como reflexivo entende-se a propriedade que o ultra-som tem de liberar
energia que ao chocar-se com um anteparo, tende a retornar ao seu ponto de
origem. Este efeito, por exemplo, é importante na abertura e consequente limpeza
dos tubulos dentinarios e na consequente adesdo de materiais resinosos
(MESQUITA; LOBATO; MARTINS, 2006).

A cavitacdo esta frequentemente condicionada ao emprego de poténcias
elevadas. Contudo, Williams e Charter (1980) relataram a ocorréncia de cavitagdes
em baixas poténcias quando se utilizam freqtiéncias de 20 a 30KHz.

A atividade cavitacional do ultra-som compreende um espectro de atividade
continua de bolhas em um meio liquido. Varia de leve pulsacéo linear de corpos
gasosos, em um campo de som de baixa amplitude (cavitagdo estavel), a um
intenso e destrutivo efeito de cavidade com vapor (cavitagao transitéria) em campos
sonoros de alta amplitude. A energia gerada dentro dessas bolhas pode resultar em
ondas de choque ou em campos de corte hidrodindmico, rompendo tecidos
biolégicos. A reducdo no sangramento transoperatério durante o uso de
instrumentos cirdrgicos ultra-sénicos, resulta em cavitagdes que ocorrem no
sangue, causando a destruicdo de eritrécitos e plaquetas (MESQUITA; LOBATO;
MARTINS, 2006).

O inicio do processo de coagulacdo depende da exposicdo do sangue a
componentes que, normalmente, ndo estdo presentes no interior dos vasos. Suas
presengas decorrem de lesdes estruturais, como uma injuria vascular, ou alteragdes
bioquimicas como a liberacéo de citocinas. Ha, portanto, uma vasoconstrigao inicial
dos vasos lesados, o que reduz o fluxo sanguineo promovendo a coagulagao.
Apos, substancias como a histamina e prostaglandinas, sintetizadas pelas células
brancas do sangue, promovem uma vasodilatagdo e abrem pequenas fenestragdes
entre as células endoteliais, o que permite extravasamento do plasma. A fibrina
proveniente do exudato plasmatico deposita-se sobre o agregado plaquetario

permitindo o bloqueio da perda de sangue pelo vaso. A ativagao plaquetaria e a
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formacgao do coagulo de fibrina determinam uma fase celular com invasao do sitio
da lesdo por mastécitos, células endoteliais, neutrdfilos, linfocitos, macrofagos e
fibroblastos. Os neutrofilos e macrofagos séo as primeiras células a chegar no sitio
da lesdo. O papel principal destas células é prevenir infeccdo do tecido agredido,
bem como eliminar detritos da matriz extracelular e corpos estranhos. As citocinas
produzidas por macrofagos e linfécitos provocam o influxo de neutréfilos, bem como
migracdo e a proliferagdo de células endoteliais, fibroblastos e células
indiferenciadas que se depositardo no sitio da lesdo (SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS,
2000; SA FILHO, 2004).

Em 1964, Macfarlane propés a hipdtese da “cascata” para explicar a
fisiologia da coagulagdo do sangue. Nesse modelo, a coagulagdo ocorre por meio
de ativacao proteolitica, por proteases do plasma, resultando na formacao de
trombina que, entéo, converte a molécula de fibrinogénio em fibrina.

A cascata de coagulagdo € um mecanismo complexo de reacgdes
sequenciais. Desordens na cascata de coagulagdo conferem ao animal uma
coagulopatia (SA FILHO, 2004).

Por outro lado a destruicdo dos eritrocitos e das plaquetas implica numa
diminuicdo na hemostasia local (SA FILHO, 2004).

Ondas ultra-sénicas s&o, essencialmente, a propagagdo mecéanica da
energia através de um determinado meio. As ondas ocorrem quando as particulas
do meio sdo energizadas causando a vibragdo e transferindo a energia para
particulas adjacentes. A propagacado das ondas se da de forma longitudinal ou
transversal. No corpo humano, os tecidos duros transmitem tanto ondas
longitudinais quanto as transversais. Os tecidos moles podem conduzir apenas
ondas longitudinais, sendo as transversais dissipadas na forma de calor (ARAUJO,
2005).

Mesquita, Lobato e Martins (2006), relatam que o ultra-som pode ser de alta
ou baixa intensidade.

As aplicagbes do ultra-som de baixa intensidade tém, como propdsito,
transmitir a energia através de um meio e com isso obter informagdes do mesmo.
Como exemplo dessas aplicagbes Mesquita, Lobato e Martins (2006) citam: a
diagnose médica e o ensaio n&o destrutivo de materiais. Ja as aplicagdes do ultra-
som de alta intensidade objetivam produzir alteracdo do meio através do qual a

onda se propaga. Como exemplo os mesmos autores citam a terapia médica,



36

atomizacao de liquidos, limpeza por cavitacéo, ruptura de células biologicas, solda
e homogeneizagao de materiais.

Segundo Araujo (2005), considera-se que os bioefeitos provocados pelo
ultra-som ocorrem a partir de poténcias de 100mW/cm? sendo basicamente de duas
categorias: térmicos e nao-térmicos. Os efeitos térmicos decorrem do aquecimento
seletivo de diferentes interfaces quando o ultra-som atravessa tecidos com
diferentes indices de refracdo sendo mais pronunciado nos tecidos pobres em agua
como o0 0sso. Tecidos ricos em colageno absorvem grandes quantidades de
energia enquanto que agua, sangue e gordura tém efeito térmico discreto devido a
pequena absorcdo. Os efeitos nao térmicos do ultra-som sdo: aumento da
permeabilidade da membrana celular, variagdo do didmetro arteriolar,
deslocamento de fluidos tissulares, formagéo de bolhas de gas (cavitagéo) e efeitos
quimicos. O processo de cavitagao ocorre quando alguns liquidos sao submetidos a
ultra-sons de alta intensidade, resultando em pequenas areas de vacuo e focos de
baixa presséao.

Em relacdo as pontas diamantadas CVD®, Valera et al (1996) relatam que
essas tém a vantagem de proporcionar o corte em toda a sua superficie. O fiime de
diamante depositado sobre a haste forma uma superficie de corte Unica, o que
contribui na obtencdo de um corte mais uniforme em todo o corpo da ponta
diamantada. A perda da capacidade de corte das pontas diamantadas
confeccionadas através do método CVD® foi comparada com as convencionais em
estudo experimental in vitro pelos mesmos autores. Foram realizadas 50
perfuracbes em placa de vidro, sendo que a cada 10 perfuragcbes as pontas eram
observadas em microscopio 6ptico. Os autores observaram que a capacidade de
corte das brocas convencionais foi menor e as pedras de diamante estavam sendo
quebradas ou arrancadas permitindo que a solda metalica tivesse contato com a
superficie a ser desgastada, enquanto que as em diamante CVD®, mantiveram sua
capacidade de corte inalterada. Testes de perfuracdo para a ponta de diamante
CVD® foram continuados até cerca de 1000 perfuragdes, ndo apresentando
desgaste e nem diminuigao da eficiéncia do corte.

Segundo Xavier e Duarte (1983) existem fortes evidéncias tedricas e
experimentais de que os potenciais elétricos sao o0s responsaveis pelo

desencadeamento dos processos de crescimento e reparo do tecido 6sseo.
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Galvao, Jorgetti e Silva (2006), através de um estudo experimental em ratos,
avaliaram a acao da terapia laser de baixa intensidade e do ultra-som pulsado de
baixa intensidade no reparo 6sseo. Realizaram uma osteotomia na tibia de 48 ratos
machos da linhagem Wistar. Um grupo, apds osteotomia, teve a aplicagdo de laser
de baixa intensidade (laser de GaAlAs, 780 nanémetros, 30 mW, 112.5 J/cm?). O
segundo grupo foi submetido a aplicagcéo de ultra-som pulsado de baixa intensidade
(1,5 MHz, 30 mW/cm?). Foram realizadas 12 sessbes em ambos os grupos. Um
terceiro grupo foi mantido como controle. Apos 20 dias, os ratos foram sacrificados.
As tibias do teste foram submetidas ao teste mecanico e a andlise
histomorfométrica. No teste mecéanico, a carga maxima utilizada no grupo de laser
foi significativamente mais elevada (p < 0,05). A analise histomorfométrica dssea
revelou um aumento significativo no numero dos osteoblastos e do volume do
ostedide no grupo laser. No grupo do ultra-som houve um aumento significativo nas
superficies reabsorvidas e de osteoclastos. Os autores concluiram que o ultra-som
potencializou o reparo 6sseo, promovendo reabsor¢des na area osteotomizada. O
laser acelerou este processo de reparo com a neoformacéao dssea.

Padua (1990), através de um estudo experimental em ratos, avaliou a
evolugao do processo de reparo de fraturas do arco zigomatico sob estimulagao
ultra-sénica de alta frequéncia e baixa intensidade. Utilizou 32 ratos adultos jovens,
divididos em quatro periodos experimentais, seis, 11, 31 e 45 dias. Com o auxilio
de uma cisalha realizou, bilateralmente, fraturas por esmagamento, no sentido
transversal ao longo eixo do arco zigomatico em sua porgao mais anterior. O lado
esquerdo como grupo teste, recebeu aplicagbes diarias de ultra-som com
radiofrequéncia de 1,50MHz e frequéncia de repeticdo dos pulsos de 1kHz. Como
grupo controle foi utilizado o lado direito do mesmo animal. O autor concluiu através
dos resultados histomorfolégicos que a evolugao do processo de reparo obedeceu
a sequéncia normal em todos os casos. Entretanto verificou aceleragao de todas as
fases de processo de reparo no grupo tratado com ultra-som.

El-Bialy, EI-Shamy e Graber (2004), através de um estudo experimental in
vivo, selecionaram doze pacientes que procuravam o tratamento ortodéntico com
indicacao de extracido dos primeiros pré-molares. Cada dente recebeu uma forga de
50g, sendo as molas controladas semanalmente, para assegurar niveis continuos
da forca. Durante 20 minutos por dia, num periodo de quatro semanas, o ultra-som

pulsado de baixa-intensidade (30MW/cm?) foi aplicado do lado esquerdo de cada
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paciente, sendo o lado direito usado como um controle. Apds quatro semanas, o0s
referidos dentes foram extraidos. Os quatro primeiros pré-molares de cada um dos
seis primeiros pacientes foram examinados histologicamente, enquanto que os
outros quatro pré-molares de cada um dos outros seis pacientes foram examinados
em microscopia de varredura eletronica. Comparou-se 0 numero e area total de
lacunas de reabsor¢ao examinadas na microscopia de varredura eletrénica entre o
grupo teste e o controle mostrando uma diminuigdo estatisticamente significativa
nas areas de reabsorcdo e no numero de lacunas de reabsor¢cdo nos pré-molares
expostos ao ultra-som pulsado de baixa-intensidade. A analise histolégica mostrou
qgue houve reparo da superficie radicular reabsorvida por hipercementose. Segundo
os autores, os resultados deste estudo sugerem um método n&o invasivo de
reducdo da reabsorcdo radicular em seres humanos, respondendo na forma de
reparo.

Segundo Callegari e Belangero (2004) a forma como o tecido ésseo reage ao
estimulo piezoelétrico, transformando-o em atividade biologica, é pouco esclarecido
na literatura. Tal fato deve-se tanto a dificuldade de mimetizar as reais condi¢des
ambientais do tecido 6sseo, como pelo fato de que o conhecimento dos
mecanismos de comunicagao intra e extracelular ainda € um tema relativamente

recente.



3 PROPOSIGAO

Este estudo se propde a descrever através de anadlises radiograficas e

histologicas:

1 O comportamento do tecido pulpar frente a realizacdo de uma solucio de

continuidade pés odontossecgao com ultra-som;

2 O comportamento dos enxertos Osseos alégenos congelados em areas

ostectomizadas com ultra-som;

3 A evolugdo do processo eruptivo dentario, em alvéolos expostos aos

efeitos da agao do ultra-som.



4 METODOLOGIA

4.1 PARADIGMA

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma quantitativo descritivo.

4.2 MODELO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental in vivo, em ratos, amostragem

randomizada, com um grupo experimental e outro controle.

4.3 LOCAL

As cirurgias foram realizadas no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Disciplina de CTBMF da Faculdade de Odontologia da UFRGS, coordenado pela

Profa. Dra. Edela Puricelli.

4.4 AMOSTRA
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A amostra total utilizada neste estudo foi de 29 ratos, da espécie Rattus
novergicus albinus, linhagem Wistar, machos, advinda do Biotério Central da
UFRGS. No momento da cirurgia, os animais contavam quatro meses de idade e
peso médio de 350g. Foram sorteados sete ratos para cada grupo, conferindo,
desta forma, a aleatoriedade de cada uma das amostras. Cada grupo foi submetido

a intervencao cirurgica num mesmo dia, dentro da idade e peso previstos.

Durante todo o periodo do teste estes animais foram mantidos nas
dependéncias do Biotério Central da UFRGS, acomodados em gaiolas de

polietileno com tampas de ago inoxidavel, regularmente higienizadas.

Os ratos foram divididos em quatro grupos, correspondendo aos tempos
experimentais de sete, 14, 21 e 45 dias. Em cada grupo, cinco animais destinaram-
se para o teste e dois animais para o controle. Para mapeamento radiografico e
histolégico da técnica, foi utilizado um rato com as mesmas caracteristicas de idade
e peso. Este animal, morto imediatamente apdés a realizagdo do método,

denominou-se controle zero dia.

4.5 MATERIAL

A remocao dos fémures foi obtido de um rato doador cadaver da espécie
Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar, macho, com quatro meses de idade e
peso médio de 350g, advindo do Biotério Central da UFRGS. Todo o procedimento
foi realizado em laboratério, utilizando-se rigorosa técnica de assepsia ambiental.
Igualmente, as manipulagbes técnicas foram realizadas dentro dos protocolos de
controles de esterilizacdo do instrumental. Apos a remogao das pegas anatdmicas,
estas foram preparadas por métodos de dissec¢cao resultando apenas a estrutura
O0ssea anatomicamente integra e livre. As mesmas foram acondicionadas em
embalagens triplas, seladas individualmente e etiquetadas com dados técnicos.
Num periodo controlado de uma hora, este material foi enviado ao Servigco de

Ortopedia e Traumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sendo
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armazenado em ultracongeladores com temperatura de —80°C, sob monitorizagao

técnica constante, por dois meses.

No dia de cada procedimento cirurgico, o enxerto 6sseo em estado de
congelagao foi transportado contido em uma caixa de isopor com gelo. Somando-se
o periodo de transporte e inicio da cirurgia transcorreram 30min. Apds a abertura
das embalagens, em condi¢cdes estéreis, o enxerto 0sseo foi colocado em uma
solugdo de 1g de Cefazolina Sédica’, diluida em 100ml de Cloreto de Sédio a
0,9%2, onde permaneceu durante o tempo de trabalho. Para a enxertia, cada
porcdo 6ssea destacada, foi comprimida e particulada com o auxilio de dois porta-

agulhas® (Figura1).

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental realizado neste trabalho foi idealizado por Puricelli
em 2003 (LEITE, 2005).

Durante todos os procedimentos cirurgicos, foram mantidos os critérios de
biosseguranga. Os profissionais estavam devidamente paramentados com avental
cirargico, luvas cirurgicas estéreis, propés, mascara, gorro e 6culos de protegédo. O
instrumental cirdrgico utilizado foi esterilizado em autoclave a 132°C com 1atm de

pressao durante 4min.

Para a anestesia de cada animal, foram utilizadas injegdes intramusculares
de Xylazina® e Ketamina®, nas dosagens de 0,01ml/Kg e de 0,1ml/Kg,
respectivamente. Este procedimento anestésico foi realizado apds orientacdo e

treinamento por Médica Veterinaria.

! Kefazol, Eurofarma Laboratdrios Ltda.. S&o Paulo, SP, Brasil.

2 Solugdo Fisiol6gica, Agafarma, Sidepal Indl. E Coml. Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil.

* Edlo Stainless. IndUstria Gatcha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda., Canoas, RS, Brasil.
* Anasedan, Sespo. Industria e Comércio Ltda. Jundiai, SP.

> Ketamina, Anger. Uni&o Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Sao Paulo, SP, Brasil..
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Uma vez anestesiados, estes animais foram submetidos a tricotomia na
regidao submandibular direita, colocados individualmente sobre um colch&o térmico,
em uma mesa plana de trabalho de 30x30cm, em posi¢cao de decubito-lateral e
cabeca sobre estendida. Para antissepsia do campo operatorio, utilizou-se uma
solugédo aquosa de iodo a 2% e, apds, isolamento da regido com campo cirurgico

estéril.

Como anestesia infiltrativa local, foi injetada a solugdo de mepivacaina a 2%
e adrenalina em concentragdo de 1:100.000°, n3o excedendo 0,3ml, que

corresponde a dose maxima para um animal de 350g.

Com bisturi tipo Bard-Parker’ e lamina n°158, realizou-se a incisdo linear, na
pele, com aproximadamente 15mm de comprimento. Esta, apds incisada foi
divulsionada em seus planos musculares com o auxilio de uma tesoura
Matzenbaum®. O periésteo foi incisado e descolado junto a borda lateral da
mandibula. Com o auxilio de afastadores, mantidos pelo cirurgido assistente, os
tecidos moles foram retraidos, permitindo a exposic¢ao, a visibilidade e o acesso ao
campo cirurgico. O campo cirurgico estendeu-se da borda inferior da mandibula até

o rebordo alveolar e proximo-distal do corpo mandibular.

Com a utilizagdo de uma sonda periodontal milimetrada'®, foram demarcados
os limites da ostectomia. Esta etapa permitiu a manutencdo da reprodutibilidade
das mesmas. A partir da demarcacdo, com o auxilio do ultra-som'' operado na
frequéncia de trabalho de 29kHz, poténcia de 3w/cm? e 70% da poténcia do
aparelho, com ponta diamantada'> em forma de cunha com extremidade de
1,6x0,4mm e cunha paralela ao plano da dobra, foi realizada uma ostectomia na
face lateral externa do corpo mandibular, sob irrigagdo constante do préprio sistema
do aparelho (Figura 2). A seguir, realizou-se a odontossecg¢ao, atingindo
transversalmente a raiz do incisivo inferior direito. A demarcacao distal da
odontosseccio foi determinada a partir do limite ésseo-cérvico-dental do alvéolo,

localizando-se a 3,0mm deste. O mais proximal, a 10,0mm, conferindo, assim,

® DFL Industria e Comércio Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

" Edlo Stainless. IndUstria Gatcha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
® Lamedia Comercial e Servicos Ltda., Barueri, RS, Brasil.

® Edlo Stainless. Industria Gaticha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
9°Edlo Stainless. IndUstria Gatcha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda., Canoas, RS, Brasil.
1 Laxys Easy I, D.M.C. equipamentos LTDA, S&o José dos Campos, SP, Brasil.

12 cVDentus 9.5107-9 (1,6 x 0,4 x 4,0mm) S&o José dos Cmpos, SP, Brasil.
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7,0mm de comprimento a cavidade alveolar (Figura 3). Apds as odontossecgoes
limitrofes, para remoc¢ao atraumatica do segmento radicular, foi realizada uma
odontosseccgdo longitudinal no mesmo. Nesse tempo cirurgico, manteve-se a
funcao de corte sob irrigacao e aspiragdo constantes. Tal manobra, além de evitar o

aquecimento, permitiu a lavagem da cavidade e a coleta dos residuos teciduais.

Apods a remocgao do fragmento radicular, a cavidade, em forma retangular,
apresentava as seguintes dimensdes: altura 2,0mm, profundidade 2,0mm e
comprimento 7,0mm. O enxerto de tecido &ésseo congelado particulado foi
impactado com o auxilio de uma cureta’®, ocupando os 2,0mm do total da cavidade
alveolar cirurgicamente obtida, ficando o mais justaposto possivel do segmento
distal (Figura 4).

As suturas internas, do periésteo e dos musculos, foram realizadas a pontos
isolados, com fio reabsorvivel de poliglactina 910 5x0'*. Na pele, para a sutura a
pontos isolados, o fio utilizado foi o mononylon 5x0'°.

Completado o ato cirurgico, com o auxilio de uma broca cilindrica
diamantada, em motor elétrico'® com 12.000rpm, sob irrigacdo constante com agua
destilada, foi realizado o desgaste no incisivo inferior direito, ao nivel da papila

interdental, tirando-o de oclusao (Figura 6).
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Figura 1: Fémures de ratos doadores, preparados por congelagdo -80°C para enxertia alégena.
Osso congelado na forma particulada para enxerto alégeno.

13 Edlo Stainless. IndUstria Gatcha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda., Canoas, RS, Brasil.
¥ Vicryl ®Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo0 José dos Campos, SP, Brasil.

!> Ethicon, Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, SP, Brasil.

'8 Edlo Stainless. Industria Gatcha de Instrumentos Cirtrrgicos Ltda., Canoas, RS, Brasil.
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Figura 2: Imagem do ultra-som utilizado para a ostectomia e odontossecgédo do segmento mediano
do incisivo. A — Aparelho de ultra-som. B — Caneta e ponta diamantada em forma de cunha paralela
ao plano da dobra. C — Pontas diamantadas.

Figura 3: Vista lateral da hemimandibula de um rato de aproximadamente quatro meses. Observar-
se a demarcacgéo da area para ostectomia (—), a linha obliqua externa (LO) e o limite dento-alveolar
(L). Em relagdo ao plano anatémico sagital, foram consideradas as regides proximal (A) e distal (B).

Figura 4: Desenho esquematico com dimensdes finais da osteotomia alveolar. Em preto observa-se
os limites da ostectomia. Em vermelho destaca-se o enxerto 6sseo congelado.
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Figura 6: Desgaste incisal no incisivo inferior direito, ao nivel da papila interdental, tirando-o de
oclusdo com motor elétrico com 12.000rpm.

A mesma técnica cirurgica foi repetida no grupo controle, porém sem a

insercado do enxerto 6sseo aldbgeno congelado particulado.

Como analgesia, foi administrada, via oral, no pds-operatério, uma gota de

paracetamol'’ para cada 200mg de peso do animal.

Antes e apds a morte dos ratos, foram realizadas observagdes clinicas e

macroscopicas da regiao mandibular operada.

Para a coleta das amostras dos animais correspondentes a cada grupo,
seguiu-se o cronograma de sete, 14, 21 e 45 dias pos-operatorios. Segundo
orientacdo do Comité de Bioética, a morte foi realizada em camara de diéxido de

carbono. Apos constatada a morte, procedeu-se a necropsia, com a remogao total

7 Laboratério Teuto Brasileiro s/a, Anépolis, GO, Brasil.
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da mandibula de cada animal. Tal manobra foi realizada com auxilio do bisturi de

cabo n°3'"® lamina de aco descartavel n°15', pinga de Adson® com dentes,

tesouras reta e curva Matzembaum?'.

As pecas operatorias, uma vez removidas, foram macroscopicamente
examinadas, com o objetivo de avaliar a integridade e presenca ou nao do incisivo
inferior direito em relacdo ao esquerdo. Seguiu-se a divisdo das mesmas; cada
hemimandibula foi imediatamente colocada em um recipiente plastico, devidamente
identificado, individualizado e numerado, caracterizando o grupo experimental e o
grupo controle. Para evitar as alteragdes post mortem dos tecidos, o material foi

conservado em formalina a 10%.

4.7 METODO RADIOGRAFICO

Para avaliacdo por imagem, além de todas as pecas operatorias descritas,
acrescentou-se no material de estudo a hemimandibula obtida ao zero dia. Estas
pecas pos-operatorias foram, seqliencialmente, radiografadas pela autora no Setor
de Radiologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS. Para tal, utilizou-se um
aparelho de Raios-X Spectro 70x?%, com um regime elétrico de 70kV e 8mA, e
filmes periapicais ultra-speed, de uso odontolégico, da marca Kodak. Cada
hemimandibula foi radiografada em dois planos, de forma a obter-se radiografias de
perfil e supero-inferiores (oclusais) das mesmas. O posicionamento obedeceu a
ordem de manter seu marcador (irregularidade em auto-relevo presente no filme) no
mesmo sentido. Uma folha de papel fixada a uma mesa registrava a posigao correta
do filme. Um paquimetro digital, calibrado em 7mm, foi posicionado centralizado
junto ao bordo inferior do fiime. O aparelho para emissdo do raio

perpendicularmente mantinha a distancia foco-filme padronizada em 30cm. O

'8 Edlo Stainless. IndUstria Gaucha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
19'|_amedia Comercial e Servicos Ltda., Barueri, RS, Brasil.

0 Edlo Stainless. IndUstria Gaucha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
2 Edlo Stainless. Industria Gatcha de Instrumentos Cirtirgicos Ltda., Canoas, RS, Brasil.
22 Dabi Atlante S.A. Industria Médica Odontoldgica, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.
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tempo de exposig¢ao foi regulado em 0,3s. As 59 radiografias resultantes, sendo

duas de cada hemimandibula, foram processadas automaticamente®.

4.8 METODO HISTOLOGICO

O material para estudo histolégico foi descalcificado em solugdo de acido
nitrico** a 5% (10ml), aproximadamente durante oito dias. Foram realizadas
avaliagdes de textura e exame macroscoépico para comprovagao da descalcificagao

de cada pega.

O material recebeu processamento histolégico de rotina para inclusdo em
parafina. Seguiram-se os cortes em microtomo?®, no sentido axial ao corpo
mandibular, com espessura de 3um, desde a base Ossea até os apices dentarios.
Deste material, foram selecionadas duas laminas de cada peca perfazendo um total

de 56 laminas.

As laminas com material montado foram coradas pela técnica de

hematoxilina e eosina (HE), e fixadas em balsamo de Canada e laminula.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio dptico®® com objetiva 10,
25, 40, 60 e 100 vezes. Foram utilizados microcamera e monitor de TV, acoplados
ao microscopio oOptico, para facilitar a observacao e discussido das mesmas. Estes
estudos foram realizados no Setor de CTBMF da Faculdade de Odontologia da
UFRGS, sob a orientacdo do professor orientador, da professora co-orientadora e

de professores adjuntos da Disciplina de CTBMF.

Como ultima etapa, foi realizada a descrigdo histolégica das laminas. Estas
foram avaliadas pela autora, apds calibragdo da mesma pela professora co-

orientadora, Profa Dra Edela Puricelli e pelo Prof. Jodo Batista Burzlaff.

2% Processadora automatica 9000® (DENT-X, Nova Yorque - EUA), com ciclo seco a seco de 4,5 minutos.
?* Nuclear, Casa do Quimico, Porto Alegre, RS, Brasil.

% |eica, Germany.

% Model Lambda LQT 2, ATTO Instruments Co., Hong Kong, China.
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Para a colocacdo das imagens histolégicas nos resultados, estas foram
fotografadas e montadas objetivando a melhor visualizacdo e entendimento pelos

leitores deste trabalho.

4.9 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho segue as normas de utilizacdo de animais em projetos de
pesquisa, conforme Resolucdo Normativa 04/97, da Comissdo de Pesquisa e Etica
em Saude/GPPG/HCPA (Anexos A e B). O projeto de pesquisa para realizagao
deste trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UFRGS (Anexo C).



5 RESULTADOS

A observacdo macroscépica objetivou a anadlise da integridade da peca,
possibilidade de crescimento do segmento proximal e de perda ou expulsdo do

segmento dentario distal mandibular direito ostectomizado.

Os resultados histolégicos estdo apresentados em ordem crescente dos
periodos experimentais: sete, 14, 21 e 45 dias. A descricdo destes segue a

sequéncia: grupo controle e grupo teste.

No exame histologico, buscou-se observar a reagao tecidual alveolar
ostectomizada, frente a presengca ou ndo do enxerto, progressiva erupgédo do
segmento dentario proximal, assim como a possibilidade de perda ou expulsdo do
segmento dentario distal. Também foi observado o comportamento do tecido pulpar
em ambas as estruturas radiculares quanto a necrose, revascularizagao e atresia

do conduto.

Os resultados radiograficos estdo apresentados em ordem crescente dos
periodos experimentais: sete e 45 dias. A descricdo destes segue a sequéncia:

grupo controle e grupo teste.

Os exames radiograficos, através de imagens de perfil, em filmes periapicais,
permitiram avaliar a estrutura mandibular direita na sua total extensao, a area
ostectomizada, a presenca do espaco alveolar, a possibilidade de crescimento do
segmento dentario proximal, a estabilidade do segmento radicular coronario distal e
a presenga do enxerto 6sseo congelado. Como nao houve alteragdes significativas
nos resultados radiograficos no periodo de 14 e 21 dias, optou-se por néao
descrevé-las neste estudo. Na porgcao inferior do filme radiografico, pode-se
observar a presenca de uma imagem radiopaca, referente a ponta de um
paquimetro com abertura de 7mm, que sera utilizado para futuras mensuragcdes em

outros trabalhos.

SETE DIAS
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Anélise Histoldgica

Grupo Controle

Pode-se observar o segmento dentario distal no seu trajeto alveolar.
Identifica-se a area de solugdo de continuidade dentaria, onde se interpde uma
estrutura tecidual desorganizada, provavelmente compativel com restos teciduais e
coagulo. Na cortical 6ssea vestibular, pode-se observar os limites da area

ostectomizada (Figura 7).

Grupo Teste

Pode-se observar a presenga do segmento dentéario distal. Identifica-se a
area de solugdo de continuidade preenchida por tecido conjuntivo fibroso
exuberante, altamente vascularizado, advindo das estruturas ésseas e periodonto.
Enxerto o6sseo congelado particulado, em continuidade com o coto distal,

apresenta-se facilmente identificavel (Figura 8).

Em maior aumento, pode-se identificar o enxerto 6sseo congelado

particulado (Figura 9).

No segmento dentario proximal, observa-se o tecido pulpar ricamente celular
e com intensa proliferacdo vascular. Observa-se auséncia de sinais inflamatérios e
de necrose pulpar. Observam-se projecdes de tecido dentinario, sugestivo de

dentina reparadora (Figura 10).
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Figura 7: Incisivo (l), area de fibrose (F) e osso alveolar (O), grupo controle aos sete dias. Observa-
se a presenca do segmento dentario distal, area ostectomizada, solugdo de continuidade com
presenca de tecido fibroso, coagulo e tecido ndo organizado preenchendo o alvéolo. H.E. Aumento
original 100X.
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Figura 8: Incisivo (l) e enxerto dsseo (E), grupo teste aos sete dias. Observa-se a presencga do
segmento dentario distal, area ostectomizada, solugdo de continuidade com presenca de tecido
fibroso e enxerto 6sseo congelado particulado. H.E. Aumento original 250X.

Figura 9: Enxertos 6sseos (E), grupo teste aos sete dias. Presenca de area otectomizada, solucao
de continuidade, presenca de tecido fibroso, coagulo e enxerto 6sseo congelado particulado. H.E.
Aumento original 400X.
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Figura 10: Incisivo (l), polpa (P) e enxerto 6sseo (E), grupo teste aos sete dias. Segmento dentario
proximal, presenga de coagulo, vasos sangiineos corte longitudinal, auséncia sinais inflamatérios,
auséncia necrose pulpar, odontoblastos, tampao dentina terciaria (—), presenga de enxerto 6sseo
particulado. H.E. Aumento original 250X.

14 DIAS

Andlise Histoldgica

Grupo Controle

Na area da ostectomia vestibular, observa-se reacdo do tecido conjuntivo
com presenga de exuberante neoformacgédo O&ssea, ricamente vascularizada,
préxima ao osso alveolar, ao segmento dentario distal (Figura 10) e ao segmento

proximal (Figura 11).

Grupo Teste

Observa-se a presenca do segmento dentario distal e a presenca de tecido
conjuntivo organizado. Presenca de fragmentos do enxerto 6sseo congelado no
interior do alvéolo com areas de reabsor¢do. Observa-se ainda uma intensa
neoformacéo éssea em diregdo medial, fechando o alvéolo (Figura 12). A mesma

area pode ser observada em maior aumento, onde evidencia-se uma area basdfila
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quase acelular. Presenca de area proxima ao osso alveolar bastante celular com
invasao trabéculas 6sseas e matriz ostedide (Figuras13 e 14).

Figura 11: Incisivo (I) e osso alveolar (O), grupo controle aos 14 dias. Presenca do segmento distal,

area ostectomizada com inicio de neoformacido 6ssea exuberante, ricamente vascularizado. H.E.
Aumento original 250X.

Figura 12: Incisivo (I) e osso alveolar (O), grupo controle aos 14 dias. Presenga do segmento
proximal, area ostectomizada com inicio de neoformacao dssea exuberante préxima ao 0sso
alveolar, ricamente vascularizado. H.E. Aumento original 250X.




55

Figura 13: Incisivo (I), enxerto 6sseo (E) e osso alveolar (O), grupo teste aos 14 dias. Presenca de
fragmentos de enxerto 6sseo congelado, reagao alveolar fechando o alvéolo em diregdo medial,
areas de reabsorcado do enxerto, area basdfila quase acelular, presenca area superior 0osso alveolar
celular com invasao trabéculas ésseas, tecido conjuntivo organizado mais maduro que o sem
enxerto. H.E. Aumento original 100X.

\ 5N W
Figura 14: Enxerto dsseo (E) e osso alveolar (0), grupo teste aos 14 dias. Area ostectomizada em
maior aumento, observa-se a presenca de fragmentos de enxerto ésseo congelado, reagéo alveolar
fechando o alvéolo, reabsorcdo do enxerto (—), area basdfila quase acelular. Presenga de area
superior, proxima ao 0sso alveolar, celular com invasao trabéculas dsseas, matriz ostedide e tecido
conjuntivo organizado. H.E. Aumento original 250X.

21 DIAS

Andlise Histoldgica

Grupo Controle

A presenga do segmento dentario proximal apresenta-se intimamente

proximo a um tecido conjuntivo na porgdo seccionada. Na area da ostectomia
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vestibular, observa-se intensa formacao 6Ossea, ricamente vascularizada (Figura
15).

Grupo Teste

Observa-se o tecido pulpar do segmento dentario proximal apresentando um
tampao de dentina terciaria junto a area ostectomizada. Observa-se, ainda, um
inicio de atresia do conduto pulpar pela formagdo marginal de tecido dentinario

junto a uma polpa ricamente vascularizada (Figura 16).

Figura 15: Incisivo (l), area de fibrose (F) e osso alveolar (O), grupo controle aos 21 dias. Presenga
do segmento proximal, area ostectomizada, intensa formagdo Ossea, presenca de areas
hemorragicas. H.E. Aumento original 250X.
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Figura 16: Incisivo (I) e polpa (P), grupo teste aos 21 dias. Segmento dentario proximal fechado,
paredao pulpar fechando dentina terciaria (—), atresia pulpar, neoformagdo 6ssea alveolar. H.E.
Aumento original 250X.
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45 DIAS

Andlise Histoldgica

Grupo Controle

O segmento dentario distal apresenta-se com tecido fibroso reacional
invadindo a polpa e um tampao de dentina terciaria, resultando numa importante
atresia pulpar. Observa-se também uma intensa neoformacgcdo éssea alveolar
(Figura 17).

Grupo Teste

A imagem do grupo teste de 45 dias com enxerto ésseo denota a presencga
de irregularidade alveolar compativel com a aposi¢gédo de tecido 6sseo proveniente
das margens do osso alveolar em diregdo medial, proximo ao segmento dentario
distal (Figuras 18 e 19). Em maior aumento, observa-se a presenga de um tecido
0sseo alveolar maduro e exuberante, bem como a completa integragdo dos

enxertos 0sseos congelados alogenos (Figuras 20, 21 e 22).

- _/

Figura 17: Incisivo (), area de fibrose (F) e osso alveolar (O), grupo controle aos 45 dias. Tecido
fibroso reacional invadindo a polpa, coto proximal fechado, tampao dentina tercearia, paredao pulpar
fechando dentina terciaria, atresia pulpar, neoformacgéo dssea alveolar. H.E. Aumento original 100X.
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Figura 18: Incisivo (I) e osso alveolar (O), grupo teste as 45d|as Coto -dlstal neoformagao o6ssea
alveolar, reagao alveolar fechando o alvéolo e perda da individualizagdo do enxerto. H.E. Aumento
original 100X.

Figura 19: Incisivo (l) e osso alveolar (O), grupo tete aos 45 dlas Presega do segmento distal,
area ostectomizada, tecido fibroso, tecido 6sseo maduro, crescimento 6sseo exuberante no interior
do alvéolo. H.E. Aumento original 250X.

Figura 20: Incisivo (l), area de fibrose (F) e osso alveolar (O), grupo teste aos 4 dias. Presenca do
segmento distal, area ostectomizada, tecido fibroso, tecido ésseo maduro. H.E. Aumento original
400X.
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Figura 21: Osso alveolar (O) e area de fibrose (F), grup teste aos 45 dias. AIvéIo oberto por
tecido 6sseo maduro, tecido fibroso. H.E. Aumento original 400X.
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Figura 22: Osso alveolar (O), grupo teste aos 45 as. Integracéo do enxerto 6sseo, alvéolo coberto
por tecido 6sseo maduro. H.E. Aumento original 400X.

SETE DIAS

Andlise Radiogréafica

Grupo Controle

Na radiografia de perfil pode-se observar a estrutura completa mandibular
envolvendo a apdfise corondide, articulagdo témporo-mandibular e &angulo

mandibular no limite proximal da pega. Observa-se ainda uma area radioltucida no
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corpo mandibular, compativel com a area ostectomizada, dividindo o incisivo inferior
em segmento proximal e distal e a presengca dos molares inferiores. ldentificam-se
ainda imagens radiopacas no bordo inferior do filme referente ao paquimetro
(Figura 23).

Grupo Teste

Observa-se o espaco alveolar preenchido por enxerto 6sseo na posicdo mais
distal (Figura 24).

Figura 23: Radiografia de perfil, grupo controle aos sete dias. Pode-se identificar a segmentagéo do
incisivo inferior do rato (—), dividindo-o em segmento proximal e distal.
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Figura 24: Radiografia de perfil, grupo teste aos sete dias. Pode-se observar area ostectomizada,
fragmentos do enxerto 6sseo alégeno congelado junto ao segmento distal (—).

45 DIAS

Andlise Radiogréafica

Grupo Controle

Nas diferentes radiografias estudadas observou-se auséncia ou pouco
crescimento do segmento dentario proximal. Na radiografia de perfil, observa-se a
area radiolucida no corpo mandibular, compativel com a area ostectomizada
substituida por uma area de maior radiopacidade, compativel com neoformacgao
Ossea, fechando o alvéolo dentario. Observa-se ainda, na visdo sagital, uma area
radiolucida proximo ao segmento dentario distal, sugestiva de extrusdo do mesmo
(Figura 25).

Grupo Teste
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Radiografia de perfil, grupo teste aos 45 dias. Ha auséncia dos fragmentos
do enxerto 6sseo aldégeno congelado préximo ao segmento distal. Observa-se uma
area de maior radiopacidade em diregao ao interior do alvéolo, sugestiva de intensa
neoformacdo 6ssea e uma area radiolucida proxima ao segmento dentario distal,

sugestiva de extrusdo do mesmo (Figura 26).

Figura 25: Radiografia de perfil, grupo controle aos 45 dias. Observa-se na visdo sagital area
radiolucida proxima ao segmento dentario distal (—), sugestiva de extrusdo do mesmo. Area de
maior radiopacidade em dire¢ao ao interior do alvéolo.

Figura 26: Radiografia de perfil, grupo teste aos 45 dias. Nao se individualizam os fragmentos do
enxerto 6sseo alégeno congelado proximo ao segmento distal. Observa-se na visdo sagital area
radiolucida préxima ao segmento dentario distal, sugestiva de extrusdo do mesmo. Observa-se
também uma maior radiopacidade em toda a extens&do do alvéolo (—), sugestiva de neoformacao

Ossea.



6 DISCUSSAO

O presente trabalho seguiu a metodologia elaborada por PURICELLI em
2003 (LEITE, 2005). Entretanto, algumas modificagdes foram realizadas, a fim de
possibilitar futuras comparagdes. Utilizou-se o ultra-som ao invés de brocas de
baixa rotacdo como instrumento de corte na ostectomia e odontosseccdo. O tipo de
enxertia 0ssea foi alterado e o incisivo mandibular do lado operado foi retirado de
ocluséo.

Diversos estudos (PURICELLI; CHEM, 1985; VEECK; PURICELI; SOUZA,
1995; PURICELLI, 1997; PURICELLI, 1999; PURICELLI et al, 1999; PURICELLI;
PESCHKE; CARDOSO, 1999; PURICELLI, 2002; PARIS et al, 2003; ULBRICH,
2003; CORSETTI, 2005; LEITE, 2005; DUTRA, 2005; PURICELLI et al, 2006) foram
sendo desenvolvidos na disciplina de CTBMF da Faculdade de Odontologia da
UFRGS, buscando técnicas para reconstrucao de defeitos 6sseos. Entretanto, até o
presente momento, nenhum trabalho havia pesquisado os efeitos do ultra-som e o
comportamento do enxerto ésseo congelado.

Os defeitos 6sseos sao frequentes no dia-a-dia do cirurgido buco-maxilo-
facial. Os mesmos podem variar quanto a etiologia e a complexidade, desde a
atrofia do rebordo alveolar desdentado, até as grandes deformidades relacionadas
as sequelas de trauma facial, ou resseccbdes para tratamento de neoplasias. A
dificuldade para a reabilitacao funcional e estética € um ponto comum a todas estas
situagdes. Assim como LAND et al (2000), concordamos que os esses enxertos
acabam resultando num aumento da morbidade no paciente, uma vez que se
requer uma area doadora. Entretanto, a limitacdo até agora apresentada pelos
materiais aloplasticos estimula a pesquisa com enxertos 0sseos.

Os enxertos Osseos podem ser autdgenos, aldégenos ou xendgenos
(MASTERS, 1988; MISCH; DIETSH, 1993; CAICOYA, 2004; STEVENSON, 1999).
No presente estudo utilizou-se o enxerto 6sseo aldgeno, obtido de fémures de rato,
na forma particulada, assim como Leite (2005). Entretanto, ha diversas formas de
processamento e armazenamento dos enxertos 0sseos aldégenos (ALBEE, 1915;
GAZDAG et al, 1995; DUARTE; SCHAEFFER, 2000). Nesta pesquisa, foi utilizado
o enxerto 6sseo alégeno congelado, obtido de fémures de um rato doador. Apds, o

mesmo foi submetido a um processo de congelagao a -80°C, seguindo o protocolo
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do Servigo de Ortopedia e Traumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Ao contrario de Leite (2005), cujo enxerto dsseo foi liofilizado.

O final do processo de congelagdo resultou num enxerto Osseo
predominantemente cortical. Segundo Puricelli, Baraldi e Cardoso (2004) e Puricelli,
Baraldi e Paris (2005), a incorporagcdo do enxerto cortical depende da
vascularizagao, reabsorg¢ao e aposi¢ao de novo tecido 6sseo. Apos seis dias nesta
forma de enxertia Ossea inicia-se a invasdo dos vasos sanguineos e
aproximadamente em um a dois meses apos devera ocorrer a sua
revascularizagcdo. Nesta pesquisa, realizada em ratos, observou-se a completa
integracdo dos enxertos 6sseos congelados a -80°C aldégenos aos 45 dias pos-
operatdrios.

Assim como demonstraram os resultados de Galia et al (2005), através de
um estudo experimental em ratos, ndo houve reacdo inflamatéria mais intensa no
grupo com enxertia 6ssea congelada em comparagdo ao grupo controle,
fortalecendo a idéia de redugéo da antigenicidade estar relacionada ao resultado do
congelamento profundo. Pelo mesmo motivo, associado a excelente
vascularizagdo, ndo foram encontradas falhas na integragcdo dos enxertos, bem
como auséncia de infecgdo, como possiveis causas de insucesso na incorporagao
dos enxertos, descritos por Goldberg e Stevenson (1987) e Martinez e Walker
(1999).

O enxerto 6sseo obtido de ratos doadores possuia a mesma idade do rato
receptor, ndo havendo, portanto, a influéncia da idade (SYFTESTAD; URIST,
1982). Assim como preconizado por Kluger et al (2003), os enxertos 6sseos
congelados permaneceram armazenados por um periodo inferior a um ano. Foram
armazenados no freezer, por um periodo de 60 dias, em que se esperou os ratos
receptores completarem a idade de quatro meses para a realizagcdo do
procedimento cirurgico, assim como Leite (2005).

Visto a grande exigéncia da Odontologia, principalmente na area de CTBMF,
em restaurar enxertos dsseos perdidos, € de fundamental importancia os estudos
com enxertos 0sseos e de técnicas que se propde a substituir ou estimular o reparo
0sseo.

O tecido 6sseo apresenta uma extraordinaria capacidade de crescimento,

remodelacdo interna continua e regeneracdo durante toda a vida pés-fetal. E o
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unico tecido presente nos vertebrados que sofre diferenciacdo, regeneragao e
remodelacao apos injuria (SYFTESTAD; URIST, 1982).

Neste trabalho, nos grupos controles, o processo de reparo ocorreu dentro
dos padrdes normais ja citados por Carvalho e Okamoto (1987) e Burkitt, Young e
Heath (1994).

Para Carvalho e Okamoto (1987), as fases do reparo alveolar nos ratos
desenvolvem-se em torno do sétimo dia apos a exodontia e se completam por volta
dos 21 dias pds-operatoérios, concordando com os resultados obtidos.

Autores como Xavier e Duarte (1983), Friedlander (1987), Padua (1990),
Aaron e Ciombor, (1993), Callegari e Belangero (2004), El-Bialy, EI-Shamy e
Graber (2004), Galvao, Jorgetti e Silva (2006) relatam através de evidéncias
tedricas e experimentais que os potenciais elétricos sdo os responsaveis pelo
desencadeamento dos processos de crescimento e reparo do tecido 6sseo.

No nosso teste pode-se observar que o efeito sobre a neoformacéao dssea
ocorreu positivamente se comparado a Leite (2005).

Segundo Aaron e Ciombor (1993) os possiveis mecanismos de agao dos
sistemas piezoelétricos para estimular a osteogénese incluem a promogédo de
vascularizagado, producdo de colageno e diferenciacdo de células osteogénicas.
Entretanto, para os mesmos autores, poucos estudos examinaram os efeitos da
estimulacao através de ultra-som em defeitos 6sseos.

Para Callegari e Belangero (2004) esse assunto ainda é pouco esclarecido
na literatura, estando tal fato associado a dificuldade de mimetizar as reais
condicbes ambientais do tecido O0sseo e por ser este um tema relativamente
recente.

Araujo, Rossi e Tanji (2005) consideram que os bioefeitos provocados pelo
ultra-som ocorrem a partir de poténcias de 100mw/cm?. Segundo Mesquita, Lobato
e Martins (2006) a poténcia maxima deve ser de 80% da total do aparelho. Neste
estudo a poténcia utilizada foi de 3w/cm?, ou seja 30 vezes maior que a descrita por
Araujo, Rossi e Tanji (2005), utilizando apenas 70% da poténcia do aparelho
conforme preconizado por Mesquita, Lobato e Martins (2006).

Segundo Mesquita, Lobato e Martins (2006), a ponta CVDentus 9.5107-9, em

forma de cunha com extremidade de 1,6mmx0,4mm e cunha paralela ao plano da
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dobra tem indicacado para corte de osso na ampliacdo da loja cirurgica, o que foi
plenamente efetivo neste trabalho.

Friedlander (1987) afirmou que a aplicagdo de estimulagcédo eletromagnética
pode influenciar as células do leito receptor do enxerto. Contudo, o autor supde que
ndo ocorram interferéncias sobre os enxertos 0sseos nao-vascularizados.

Para Leite (2005), o enxerto 6sseo aldégeno liofilizado evoluiu favoravelmente
no processo de incorporacao a partir de um leito receptor criado no alvéolo dentario
e a dindmica da erupc¢éo dentaria pdde criar forga em padréo fisioldgico para testar
a resisténcia e estabilidade do enxerto ésseo integrado. Nesse estudo, o enxerto
0sseo alégeno congelado também evoluiu positivamente, resultando num processo
final de total incorporagdo do enxerto. Entretanto, este teste fisiolégico de
integracdo nado pbde ser verificado, uma vez que ndao houve o crescimento do
segmento dentario proximal.

Alguns trabalhos tém sido realizados a fim de melhor compreender o
processo de erupgdo dentaria em incisivos de ratos (TAYLOR; BUTCHER, 1951;
BRYER, 1957; BURN-MURDOCH, 1999; LAW, et al, 2003).

Leite (2005) concluiu que apds a remogao do segmento medial da raiz do
incisivo inferior do rato, mesmo submetido a odontosseccdo, este manteve a
estrutura radicular proximal em um processo de crescimento e erupgéo continuos.

Melcher e Furseth (1990) relataram que o incisivo inferior do rato erupciona
em média 2,8 mm por semana, e aproximadamente duas vezes essa média se for

mantido fora de oclusao através de desgastes repetidos.

Kaufman e Bard (1999) consideram a permanéncia de um dos incisivos
inferiores do rato como sendo de fundamental importancia para a manutencao da
funcionalidade roedora do animal.

Nesse trabalho ndo houve crescimento do segmento dentario proximal,
podendo estar associado a exuberante neoformacédo Ossea alveolar, fechando o
alvéolo e impedindo assim a erupc¢ao dentaria. A presenca da raiz remanescente do
incisivo inferior no interior do alvéolo ndao provocou disturbio na cicatrizagdo do
mesmo, tanto no grupo controle quanto no grupo experimental.

Assim como no trabalho de pesquisa de Leite (2005) o tecido pulpar, contido
no segmento proximal, manteve sua vitalidade, reagindo na forma de reparo

dentinario compativel com o dente humano. A presenca de dentina terciaria
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resultante de estimulos ao tecido pulpar apds a fratura radicular reportam as
observacgdes de Andreasen e Andreasen (2001) e Ten Cate (2001a).

Segundo Abreu, Valdrighi e Vizioli (1974) a vitalidade pulpar do
remanescente radicular no interior do alvéolo é fundamental para o reparo ésseo
alveolar completo. Para os autores a fratura alveolar, a infiltracdo salivar e a
constante contaminacao da ferida podem comprometer esse reparo.

Ao contrario de Leite (2005), neste estudo, o incisivo mandibular do lado
operado foi retirado de oclusdo. Leite (2005) observou um deslizamento intrusivo do
segmento dentario distal em praticamente todos os animais, tanto no grupo controle
quanto no experimental. A intrusdo do segmento dentario provocou leve
deslizamento do osso enxertado também para a parede lingual do alvéolo, o que
pdde ser observado pela autora na radiografia oclusal. O desgaste incisal do
incisivo central do lado operado foi ao nivel da papila interdental, com o objetivo de
tira-lo de oclusao, durante todo o periodo do teste, evitando assim um processo de
intrusdo com a forga mastigatoria.

Assim como descrito nos trabalhos de Taylor e Butcher (1951), Bryer (1957),
Burn-Murdoch (1999) e Law, et al (2003), verificou-se que a auséncia do dente
antagonista interfere num processo de crescimento dentario, estimulando-o.
Radiograficamente, aos 45 dias, tanto no grupo controle, quanto no experimental,
observou-se uma imagem radiolucida proximo ao segmento dentario distal
ostectomizado, sugestivo de extrusdo dentaria.

Para a obtencao das imagens radiograficas, seguiu-se o protocolo realizado
por Leite (2005), previamente determinado por um estudo piloto, o que possibilitara
futuras comparacdes. Entretanto, no presente trabalho, utilizou-se de um
paquimetro, posicionado no bordo inferior do filme radiografico, aberto em 7mm,
comprimento da ostectomia mandibular inicial, a fim de possibilitar futuras
mensuracdes do crescimento dentario.

Na radiografia de perfil, assim como Leite (2005), aos sete dias, tanto no
grupo controle quanto no grupo experimental, observam-se caracteristicas
semelhantes, com a presenga do espago alveolar vazio, area ostectomizada,
presenca dos segmentos dentarios proximal e distal. No grupo experimental, péde-

se visualizar a presencga de enxerto 6sseo proximo ao segmento distal.
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Na radiografia de perfil, aos 45 dias, no grupo controle, Leite (2005)
confirmou o crescimento e a erupgdo continuada do elemento dentario,
ultrapassando o limite distal da area ostectomizada. A imagem revelou, ainda, um
alto grau de reprodutibilidade quanto ao trajeto e forma curvilinea do incisivo. Ja
nos resultados radiograficos aos 45 dias, conforme ja observado na analise
histoldgica, tanto no grupo controle quanto no experimental, ndo se observou o

crescimento dentario do segmento proximal.

Os ratos foram escolhidos para este estudo como modelo animal por varios
motivos. Primeiro por serem frequentemente utilizados em estudos sobre
incorporagao dos enxertos 0sseos e imunogenicidade, apresentando um processo
de remodelacdo Ossea semelhante ao do homem (PELKER et al, 1984,
CARVALHO; OKAMOTO, 1987). Segundo, pela facilidade de manipulagéo,
apresentando instalagbes adequadas para sua manutencgao, resultando num menor
custo de manutencao, quando comparados com animais de médio porte (KIRK;
LIM; KHAN, 1989). Terceiro, por enquadram-se nos conceitos atuais da bioética
(KARAHARJU-SUVANTO, 1994; GOLDIM; RAYMUNDO, 1997; GOLDIM, 2003;
GOLDIM; RAYMUNDO, 2003). Por fim, por seguir o modelo experimental idealizado
por Puricelli em 2003 (LEITE, 2005), sendo um modelo experimental adequado
para os objetivos propostos.

Esta pesquisa seguiu os principios da bioética. A morte dos animais deu-se
através da camara de diéxido de carbono, obedecendo a Resolugao Normativa
04/97, da Comiss&o de Pesquisa e Etica em Saude/GPPG/HCPA.

Concordamos com Leite (2005) que o modelo proposto por Puricelli em 2003
estimula a realizacdo de novos trabalhos por seu ineditismo. Assim como
sugerimos que mais estudos sejam realizados para determinar a agao do ultra-som

sobre o tecido 6sseo.



7 CONCLUSAO

Ap0ds a realizacao deste estudo foi possivel concluir que:

1 O tecido pulpar, contido no segmento proximal, manteve sua vitalidade, reagindo

na forma de reparagao dentinaria compativel com o dente humano;

2 O enxerto 6sseo alégeno congelado evolui favoravelmente no processo de

incorporagao a partir de um leito receptor criado no alvéolo dentario;

3 O incisivo inferior do rato submetido a odontossecgdo com ultra-som ndo seguiu
com o processo de crescimento e erupgcao em seu segmento proximal, podendo
estar relacionado com o reparo do alvéolo devido a intensa neoformagao Ossea,

provavelmente por efeito do ultra-som.
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ANEXOS

ANEXO A

Utilizacdo de Animais em Projetos de Pesquisa

Comissao de Pesquisa e Etica em Satude/GPPG/HCPA

Resolugao Normativa 04/97

A Comiss&o de Pesquisa e Etica em Saude, credenciada junto a Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saide como Comité
de Etica em Pesquisa (CEP), vinculada ao Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacéo
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com o objetivo de estabelecer normas
para a utilizacdo de animais em projetos de pesquisa submetidos a apreciagao
desta Comissdo, com base nos principios e normas internacionalmente aceitas,

dispbe que:

a) a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas deve ocorrer somente apds
ser provada a sua relevancia para o avango do conhecimento cientifico,
considerando-se a impossibilidade de utilizacdo de métodos alternativos como:
modelos matematicos; simula¢gdes computadorizadas; sistemas bioldgicos “in

vitro” ou outro método adequado;

b) a espécie utilizada e o calculo do tamanho da amostra devem ser adequados

para a obtencao de resultados validos;

c) deve ser oferecido alojamento, transporte, alimentacéo e cuidados adequados

a espécie através de assisténcia qualificada;

d) procedimentos que possam causar dor ou angustia devem ser desenvolvidos
com sedacgao, analgesia ou anestesia, salvo quando forem os mesmos o objetivo
da pesquisa. Devem ser, igualmente, observados cuidados com assepsia e
prevencao de infecgdes, assim como cuidados para minimizar o desconforto e

estresse dos animais em estudo;
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e) necessitando de imobilizacao fisica e/ou de privacao alimentar ou hidrica, os
pesquisadores devem procurar manter estas condi¢cdes pelo menor periodo de

tempo possivel, evitando prolongar a angustia, desconforto e dor;

f) quando for necessario ao estudo, ou apés o mesmo, se indicado, que os
animais devam ser sacrificados, este procedimento deve ser realizado de forma

rapida, indolor e irreversivel,

g) as técnicas aceitas para o sacrificio de animais sdo as seguintes: hipdxia por
barbituricos, anestésicos inalatorios, didoxido de carbono e monoxido de carbono
(engarrafado), metanesulfonato de tricaina, benzocaina e irradiagao por

microondas;

h) as técnicas aceitas, de forma condicional, sdo as seguintes: hipoxia por
deslocamento cervical, por nitrogénio ou argbénio, decapitagdo, concusséo

cerebral e dano medular;

i) ndo serao aceitas, salvo excegdes extremamente justificadas, as seguintes
técnicas de sacrificio de animais: sangramento, descompressao, congelamento
rapido, embolismo gasoso, afogamento, atordoamento, uso isolado de
estriquinina, nicotina, sulfato de magnésio, cloreto de potassio, agentes

curariformes, cloroférmio e cianeto.



ANEXO B

Caddigo Estadual de Protegdo aos Animais

Lei Estadual N° 11.915
21 de maio de 2003
Rio Grande do Sul

Art. 17 - VETADO
TiTULO Il
CAPITULO |

Dos Animais de Laboratorio

Secao |

Da Vivissecgéao

Art. 18 - Considera-se vivissecgao os testes realizados com animais vivos em

centros de pesquisas.

Art. 19 - Os centros de pesquisas deverao ser devidamente registrados no érgéo

competente e supervisionados por profissionais de nivel superior, nas areas afins.

Art. 20 - E proibida a pratica de vivissecgdo sem uso de anestésico, bem como a

sua realizacdo em estabelecimentos escolares de ensino fundamental e médio.

Paragrafo unico - Os relaxantes musculares parciais ou totais ndo serao

considerados anestésicos.

Art. 21 - Com relagao ao teste de vivisseccgao € proibido:

| - realizar experiéncias com fins comerciais, de propaganda armamentista e outros
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que nao sejam de cunho cientifico humanitario;

II - utilizar animal ja submetido a outro teste ou realizar experiéncia prolongada com

0 mesmo animal.

Art. 22 - Nos locais onde esta autorizada a vivissecgao, devera constituir-se uma

comissao de ética, composta por, no minimo, 03 (trés) membros, sendo:

| - um (01) representante da entidade autorizada;

Il - um (01) veterinario ou responsavel,

[Il - um (01) representante da sociedade protetora de animais.

Art. 23 - Compete a comissao de ética fiscalizar:

I- a habilitacdo e a capacidade do pessoal encarregado de prestar assisténcia aos

animais;

Il - verificar se estdo sendo adotados os procedimentos para prevenir dor € 0

sofrimento do animal, tais como aplicagao de anestésico ou analgésico;

[Il - denunciar ao 6érgédo competente qualquer desobediéncia a esta Lei.

Art. 24 - Todos os centros de pesquisas deverao possuir 0s recursos humanos e

materiais necessarios a fim de zelar pela saude e bem-estar dos animais.

Secao ll

Das Disposic¢des Finais

Art. 25 - As penalidades e multas referentes as infragdes definidas nesta Lei seréo

estabelecidas pelo Poder Executivo, em espécie.
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Art. 26 - O Poder Executivo definira o 6rgao estadual encarregado de fiscalizar o

cumprimento das disposi¢cdes desta Lei.

Art. 27 - O Poder Executivo regulamentara esta Lei no prazo de 30 (trinta) dias da

data de sua publicagao.

Art. 28 - Esta Lei entra em vigor na data de sua publicagao.

Art. 29 - Revogam-se as disposi¢ées em contrario.

PALACIO PIRATINI, em Porto Alegre, 21 de maio de 2003.



ANEXO C

Anexo C: Aprovacdo da Comissdo de Pesquisa e do Comité de Etica em Pesquisa

da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

RESOLUGAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comiss&o de Pesquisas da Faculdade

de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisaram
o Projeto:

Ndmero: 49/06

TIiTULO - ANALISE DE DEFEITO OSSEO EM AREA DENTADA EM
DESENVOLVIMENTO COM E SEM ENXERTO OSSEO CONGELADO

APQOS ABLAGCAO POR LASER DE Er: YAG. ESTUDO EXPERIMENTAL
EM RATOS

Investigador(es) principal(ais): Professores Eduardo S. Ferreira, Edela
Puricelli e C.D. Jéssica C. Muneratto

O Projeto foi aprovado na reunido do dia 12/09/06, Ata n® 09/06 do Comité
de Etica em Pesquisa e da Comiss&o de Pesquisas, da UFRGS, por estar
adequado ética e metodologicamente e de acordo com as normas de
utilizagcdo de animais em projetos de pesquisa, conforme a Resolugéo
04/97, da Comissdo de Pesquisa e Etica em Satde GPPG/HCPA.

Porto Alegre, 24 de outubro de 2006.

Ylicery

Profa. Marisa Maltz
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Gy 5 : =
Profa. Heloisa Emilia Dias da Silveira
Coordenadora da Comissdo de Pesquisas



