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RESUMO

Proposicdo: avaliar radiograficamente e histologicamente o comportamento do
incisivo inferior de rato frente a realizacdo de uma solugdo de continuidade em sua
porcao radicular mediana quanto ao seu trajeto de erupgao e vitalidade pulpar; a
capacidade do espago alveolar como leito 6sseo para estudo de enxertias; o
comportamento do enxerto 6sseo liofilizado quanto a integracao e cicatrizagdo em
relagdo ao processo fisico de compressdo provocado por uma forca dinédmica
resultante da erupcéo dentaria. Materiais e Métodos: estudo experimental in vivo,
com amostragem selecionada de forma aleatéria, randomizada, com um grupo
experimento e outro controle. Constou de 21 ratos, da espécie Rattus novergicus
albinus, cepa Wistar, machos, subdivididos em trés grupos, correspondendo aos
tempos de sete, 14 e 45 dias. Em cada grupo cinco animais foram experimento e
dois animais foram controle. Em cada animal foi removido, cirurgicamente, o
segmento medial do incisivo inferior direito. Entretanto, nos animais experimento
foram realizados enxertos de osso alégeno liofilizado nos 2,0mm distais do total da
cavidade alveolar cirurgicamente obtida. Resultados: aos sete dias observou-se a
continuada erupgao do segmento proximal e inicio da atresia do conduto radicular,
em ambos os grupos avaliados e inicio da integragdo do enxerto 6sseo no grupo
experimento. Aos 14 dias seguem as mesmas observagdes descritas aos sete dias
com progressao da incorporagédo do enxerto 6sseo e atresia radicular. Aos 45 dias o
segmento dentario distal ultrapassou a area do enxerto sendo desviado por este
para vestibular enquanto no grupo controle o elemento dentario segue o seu trajeto
eruptivo obedecendo a anatomia do corpo mandibular. A atresia pulpar é observada
quase na totalidade do conduto radicular. Conclusao: Apds a remogao do segmento
medial da raiz do incisivo inferior do rato concluimos que: o incisivo inferior do rato,
mesmo submetido a odontossecgdo em seu segmento dentario proximal segue um
processo de crescimento e erupg¢do; o tecido pulpar, contido no segmento proximal
mantém sua vitalidade, reagindo na forma de cicatrizagao dentinaria compativel com
o dente humano; o enxerto ésseo aldégeno liofilizado evolui favoravelmente no
processo de incorporagao a partir de um leito receptor criado no alvéolo dentario e a
dinamica da erupgéo dentaria pode criar forca em padrao fisiologico para testar a

resisténcia e estabilidade do enxerto ésseo cicatrizado.



ABSTRACT

Proposition: to evaluate, radiographically and histologicaly, rat’s inferior incisive
behavior when it's medial radicular segment is removed, related to the eruption
trajectory and the pulp vitality; capacity of alveolar space as a bone layer for graft
researches; the lyophilized bone graft behavior about the integration and cicatrization
related to the compressive physical process created by the dynamic force o dental
eruption. Materials and Methods: experimental “in vivo” study, with randomized
aleatory sample, with a study group and a control group. 21 male Wistar strain rats,
Rattus novergicus albinus species, were divided in three groups, correspondent to
seven, 14 and 45 days. Each group had five animals as experiment and two as
control. Each animal had the right inferior incisive medial segment surgically
removed. However, the experiment animals received allogenic lyophilized bone grafts
in the 2,0 distal millimeters of the alveolar cavity surgically obtained. Results: in
seven days we observed the continuated eruption of proximal segment and the
beginning of root atresia in both groups, and the beginning of incorporation of bone
graft. In 14 days, we observed the same as seven days, increasing the incorporation
of bone graft and root atresia. In 45 days, the distal dental segment trespassed the
graft area, changing its route to vestibular, while in the control group the tooth
maintains the eruption way following the mandibular anatomy. The pulp atresia is
observed almost in the totality of root. Conclusion: after the removal of medial root
segment of rat’'s inferior incisive tooth we concluded that this tooth, even when
submitted to the section of proximal segment, follows a growth and eruption process;
the pulp tissue inside the proximal segment maintains it’'s vitality, reacting by the
dentinal cicatrization, compatible with human tooth; the allogeneic lyophilized bone
grafts evolve favorable in the process of incorporation in a receiver layer created
inside dental alveolus, and the dental eruption dynamic can created a force with

physiological pattern to test the resistance and stability of cicatrized bone graft.
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INTRODUCAO

Os defeitos 6sseos do complexo facial sdo um desafio para a cirurgia
reconstrutiva bucomaxilofacial. As anomalias congénitas, sequielas de traumas,
doencgas degenerativas, processos infecciosos, lesdes tumorais podem provocar
grandes perdas Osseas e, consequentemente, alteragbes funcionais e estéticas
(LINDSEY, 2001).

Autores como West e Brustein (1978), Kenney e colaboradores (1985) e
Puricelli (1998) relatam a utilizacdo de diferentes formas de enxertos autégenos,
alégenos, xendgenos e implantes de materiais aloplasticos (biologicamente inertes)
para corrigir e reconstruir, parcial ou totalmente, os maxilares.

Esses desafios tém incentivado um significativo nimero de pesquisadores a
desenvolver diferentes tipos de enxertos e produzir diversos materiais, com o
proposito de promover uma melhor reparacdo de areas oOsseas lesadas. O 0sso
autégeno é o “padréao ouro” de escolha de enxerto, agindo, simultaneamente, com
propriedades osteogénica, osteoindutora e osteocondutora (MOY, LUNDGERN e
HOLMES, 1993; LORENZETTI et al, 1998). Porém, a necessidade de sitio cirdrgico
doador, morbidez do pds-operatério, limitagdo do volume &sseo exigido para
reconstrugcdo de grandes defeitos, somados ao aumento e porte cirurgico,
impulsionaram a pesquisa para o desenvolvimento de substitutos e técnicas
cirurgicas alternativas (LAND et al, 2000; MEYER, JOSS, WIESMANN, 2004;
WIESMANN, JOSS e MEYER, 2004). Como opgao para os enxertos autégenos
pode-se indicar o uso de osso liofilizado, tanto alégeno como xendgeno.

Especialmente na Odontologia, a presenga dentaria no esqueleto maxilo-

mandibular remete as pesquisas com tecidos 6sseos a um patamar diferenciado. As
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patologias alvéolo-dentarias fogem dos conceitos lineares quanto a cicatrizagao e
remodelamento ésseo a partir de um processo fisiolégico baseado ou ndo num
enxerto autégeno ou alégeno. Assim, a estrutura dentaria, pelas particularidades
teciduais que compdéem o dente, seu processo de erupcao e sua relacdo com as
estruturas de suporte, interfere na recuperacao de defeitos 6sseos.

A erupcéo, por ser continua, pode ser vista como uma forgca dindmica para
teste da integragao de enxertos ésseos.

Este estudo tem por objetivo avaliar radiografica e histologicamente o efeito

de osso alogeno liofilizado enxertado em area dentada em crescimento.
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REVISAO DA LITERATURA

1- TECIDO OSSEO

Segundo Marks e Hermey (1996), o tecido dsseo € constituido por 65% de
matriz mineral (principalmente hidroxiapatita). A matriz organica é colagénica
(colageno tipo 1) contendo proteoglicanas de baixo peso molecular e proteinas nao
colagenas. Este corresponde a 25% de sua massa 6ssea. O restante do tecido
0sseo (10%) é constituido por agua.

Segundo Ross, Reith e Romrell (1993) o tecido 6sseo € classificado em
compacto (ou cortical) e esponjoso (ou trabecular). O tecido 6sseo compacto é de
revestimento, podendo estar recoberto por cartilagem articular ou periésteo. O tecido
0sseo esponjoso compreende a medula éssea vermelha, depositada em espacgos
delimitados por delgadas trabéculas &sseas, recobertas por enddsteo, dando o
aspecto de esponja.

No osso, células distintas sdo especialmente responsaveis pela formacgao,
reabsor¢cao e manutencado da osteoarquitetura. Classicamente, trés tipos de células
Osseas sao descritas, cada qual com sua funcdo especifica: osteoblastos, que
formam matriz 6ssea; ostedcitos, os quais, juntamente com osteoblastos inativos,
mantém a matriz éssea; osteoclastos, que reabsorvem matriz éssea (TEN CATE,
2001).

A nutricdo do osso da-se através do sistema vascular do periosteo, que entra
no tecido 6sseo e pelo sistema externo ao peridsteo, que passa através deste. Uma
irrigacao centrifuga parte, entédo, da cavidade medular, passando pelo tecido 6sseo e

saindo através dos vasos do periosteo (ROOS, REITH e ROMRELL, 1993). Ja



23

Burkit e colaboradores (1994) assinalam que o peridésteo esta unido ao osso por
feixes de fibras de colageno, denominadas fibras de Sharpey, que podem penetrar
em toda a espessura do osso cortical. O peridsteo € ricamente suprido por vasos
sanguineos de tecidos subjacentes, que também penetram no tecido ésseo.

Segundo Junqueira e Carneiro (1995), a formacdo de osso durante o
desenvolvimento do esqueleto ocorre por ossificacdo intramembranosa ou por
ossificagdo endocondral. Na ossificacdo intramembranosa, o mineral é depositado
diretamente em um tecido mesenquimal, enquanto na ossificagdo endocondral um
modelo de cartilagem é substituido por osso.

A maioria dos ossos longos, as vértebras, a pelve e os ossos da base do
cranio sao formados por ossificagdo endocondral. Ja a maxila, a mandibula e os
0ssos da calvaria sao formados por ossificagao intramembranosa (JEE, 1998).

Estruturado na forma de esqueleto, o tecido ésseo tem como fungdo a
sustentacao e fixacdo dos musculos, o suporte para as partes moles e a protecao de
orgaos vitais. Aloja a medula 6ssea e serve, ainda, como depdésito de ions calcio
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995; MARKS e HERMEY, 1996).

O osso, como forma especializada de tecido de sustentagcdo, apresenta
propriedades acentuadas de rigidez e forga, mantendo algum grau de elasticidade. O
0sso, como estrutura individual, proporciona a maxima resisténcia contra tensdes
mecanicas, nhum minimo de massa 6ssea. No processo de adaptacdo, todos os
ossos do esqueleto estdo em um estado dindmico de crescimento e reabsorgao
continuos, dentro das tensdes mecéanicas e homeostase calcica (BURKITT et al,

1994).
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2- REPARO OSSEO ALVEOLAR

O osso alveolar pode ser denominado como a estrutura que juntamente com
o ligamento periodontal e cemento fornecem um suporte especializado aos
elementos dentarios (TEN CATE, 2001).

Segundo Carvalho e Okamoto (1987), denomina-se processo de reparo em
feridas de extracao dentaria, ou processo de reparo alveolar, o conjunto de reagoes
teciduais desencadeadas no alvéolo, apdés a exodontia. O objetivo do organismo é
preencher o alvéolo dental, agora com tecido 6sseo. Basicamente, este fendmeno
tem a mesma sequéncia das respostas reparacionais do organismo, apresentando,
no entanto, algumas particularidades locais. Morfologicamente, podem ser
consideradas quatro fases fundamentais na evolugcdo do processo de reparo
alveolar: proliferacéo celular, desenvolvimento do tecido conjuntivo, maturagéo do
tecido conjuntivo e diferenciacdo éssea ou mineralizagao.

Na fase de proliferagao celular, o processo de reparo inicia-se imediatamente
apo6s a extragcdo dentaria. O coagulo sanguineo € gradualmente invadido por
fibroblastos, originados por mitose dos fibroblastos pré-existentes e por
diferenciagcdao de células adventicias, ambos presentes nos remanescentes do
ligamento periodontal que permanece aderido as paredes alveolares. Ao mesmo
tempo, ocorre a proliferagcdo de células endoteliais, originando novos capilares
(CARVALHO e OKAMOTO, 1987).

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. Ja na fase de maturagdo do tecido conjuntivo, o aumento da
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quantidade de fibras colagenas e diminuigdo do numero de células e de vasos
sanguineos, caracterizam a maturagdo do tecido conjuntivo (CARVALHO e
OKAMOTO, 1987).

Na fase de diferenciacdo 6ssea ou de mineralizacdo, nas proximidades das
paredes alveolares e a partir do fundo da cavidade alveolar, os osteoblastos
originados de células osteoprogenitoras depositam matriz organica, formando um
tecido ostedide. A seguir, com a calcificagdo deste ultimo, sdo constituidas as
trabéculas 6sseas. Assim, para os autores, o processo de formagao do tecido de
granulacao e do ostedide € concéntrico, principalmente as expensas dos restos do
ligamento periodontal. No homem, a neoformacgdo Ossea inicia-se por volta do
sétimo dia pds-operatorio; por volta do quadragésimo dia, cerca de 2/3 do alvéolo ja
estao preenchidos por trabéculas osseas. A esse tempo, as trabéculas 6sseas sao
espessas ao nivel do tergo apical do alvéolo, estando em continuidade com a cortical
alveolar. No alvéolo de ratos, estas fases desenvolvem-se em torno do sétimo dia
apos a exodontia (CARVALHO e OKAMOTO, 1987).

Considera-se completa a reparacdo do alvéolo quando este se encontra
totalmente preenchido por tecido 6sseo neoformado e com a crista alveolar
remodelada. Isto deve ocorrer por volta de 21 dias pds-exoddnticos no rato, 48 dias
no cao e 64 dias no homem. Na etapa final do processo de reparo alveolar, ha um
equilibrio dinamico osteoclastico-osteoblastico, e o novo osso encontra-se em

condigdes de suportar novos estimulos (CARVALHO e OKAMOTO, 1987).
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3- ENXERTOS OSSEOS

Define-se como enxertia 6ssea o transplante deste tecido para outro sitio,
seja no mesmo individuo ou em outro, com o propdsito de reparar um defeito
(MARTINEZ e WALKER, 1999). O tecido ésseo assim utilizado denomina-se
enxerto.

Nas suas diferentes formas e aplicacdes, os enxertos 6sseos representam
uma das primeiras abordagens utilizadas para reconstru¢do do sistema musculo-
esquelético. Os enxertos 6sseos sao utilizados nos tratamentos cirurgicos para
fraturas, doencgas articulares, preenchimento de defeitos cisticos e para
reconstrugdes apos perdas Osseas por ablagdo de tumores (FRIEDLANDER et al.
1984).

Masters (1988) cita, ainda, além de cistos e neoplasmas, o restabelecimento
da forma original apés extragdes alveolares e defeitos periodontais.

Para Misch e Dietsh (1993), os enxertos 6sseos podem atuar através de trés
mecanismos: osteogénese, osteoinducéo e osteocondugéo.

Como osteogénese entende-se a formagao de osso diretamente a partir de
osteoblastos transferidos juntamente com o enxerto (MARX e SAUNDERS, 1986).

Pela osteoindugado, induz-se a transformagdao de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, aumentando o crescimento 6sseo
ou mesmo formando osso em areas extra-6sseas (URIST, 1965 e URIST, 1980).
Este processo é facilitado pela presenca de fatores de crescimento no enxerto e,
principalmente, por proteinas de baixo peso molecular (OLIVEIRA et al, 1999).

A osteoconducgao é caracterizada por uma neoformacgao éssea por aposi¢ao

no osso enxertado ou material implantado. Geralmente inorganicos, os materiais
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osteocondutores sdo biocompativeis e formam um arcabouco para deposicéo e
proliferagdo celular com atividade osteoblastica, produzindo osso (OLIVEIRA et al,
1999; BEZERRA e LENHARO, 2002).

Diferentes tipos de enxertos dsseos fornecem diferentes respostas mecanicas
e bioldgicas. O osso cortical € menos osteogénico que o0 esponjoso; entretanto,
exibe uma melhor propriedade estrutural. A propriedade osteogénica superior do
0SSO esponjoso é reconhecida ha mais de 40 anos, o que tem estimulado sua
utilizacéo (HEIPLE et al, 1987).

Nogami e Urist (1974) relataram que proteinas de baixo peso molecular
poderiam ser extraidas de matriz 6ssea desmineralizada, possuindo grande
atividade osteogénica, e sendo denominadas proteinas morfogenéticas Osseas
(BMPs).

Os enxertos 6sseos podem ser classificados em trés categorias: autégeno,
alégeno (ou aloenxerto) e xendégeno (ou xenoenxerto) (MASTERS, 1988; MISCH e

DIETSH, 1993).

3.1- ENXERTO OSSEO AUTOGENO

O enxerto 6sseo retirado de um sitio para outro, num mesmo individuo, é
denominado enxerto ésseo autdogeno (STEVENSON, 1999).

O osso autégeno é o “padrao ouro” de escolha de enxerto, sendo o Unico
disponivel com propriedades osteogénicas (MISCH, 2000).

Os enxertos Osseos autdgenos podem ser livres ou pediculados. Quando
livres, podem ser vascularizados ou nao vascularizados (PURICELLI, BARALDI e

CARDOSO, 2004).
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Segundo Puricelli (1981), os enxertos 0Osseos autdgenos, obtidos de
diferentes areas doadoras, associados a modernos e eficientes sistemas de fixagao
interna rigida, tém grande indicacdo. Quando vascularizados, apresentam um
resultado mais previsivel nas grandes reconstru¢gées do complexo maxilo-mandibular
(PURICELLI e CHEM, 1985).

Os enxertos livres ndo vascularizados obtidos no complexo maxilo-mandibular
podem ser classificados em bloco ou particulados. Quando em bloco, podem ser:
cortical, corticoesponjoso ou esponjoso; quando em particulas, poderao ter origem
cortical, medular ou ambas (PURICELLI, BARALDI e CARDOSO, 2004; PURICELLI,
BARALDI e PARIS, 2005).

As vantagens dos enxertos Osseos autdégenos cortical/medulares sao:
viabilidade osteoblastica para formagéao éssea e menor antigenicidade (GAZDAG et
al, 1995). Nas grandes reconstrugdes de defeitos ésseos, a busca de sitios doadores
autdégenos aumenta a morbidade trans-cirurgica. Igualmente, a busca de volumes
0sseos compativeis com a reconstrucdo limita, por vezes, o uso desta forma de
enxerto. Estas realidades impulsionaram as pesquisas para o desenvolvimento de

outras formas e tecidos para enxerto (LAND et al, 2000).

3.2- ENXERTO OSSEO ALOGENO

O aloenxerto é obtido de ossos de individuos da mesma espécie, mas com

gendtipos diferentes (MASTERS, 1988). Este, com propriedades osteoindutoras e

osteocondutoras, é processado e estocado em banco de 0ssos.
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Segundo Gasdag e colaboradores (1995), os enxertos aldégenos estao
disponiveis congelados ou liofilizados. Incluem-se a esta divisdo os enxertos de 0sso
desmineralizado (MASTERS, 1988).

O aloenxerto, quando congelado, é mantido a temperatura —60°C. lIsto
minimiza a atividade enzimatica no processo de degradacdo, fornecendo uma
diminuicdo da resposta imune sem mudancas das propriedades biomecanicas
(GASDAG et al, 1995).

Segundo Gasdag e colaboradores (1995), o uso de aloenxertos 6sseos pode
facilitar a transmissao bacteriana, fungica e viral. Clinicamente, nos seres humanos,
chama a atencéao a hepatite C e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). As
regulamentagdes determinadas pela FDA e ANVISA, entre outras atitudes
protocolares, incluem exames médicos e laboratoriais do doador, testes laboratoriais
repetidos no receptor, requerimentos rotulados, longo tempo de monitorizagao para
o enxerto e inspegdes das instalacbes (AMERICAN ASSOCIATION OF TISSUE

BANKS, 1993).

3.3- ENXERTO OSSEO XENOGENO

O tecido 6sseo retirado de uma para outra espécie € denominado enxerto
0sseo 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).

O osso bovino organico € constituido principalmente de colageno tipo I, cerca

de 95%, fatores de crescimento e BMPs. Normalmente, é desprovido de células,
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lipidios e proteinas imunogénicas. Ja o inorganico, constituido de hidroxiapatita
natural com carbonato, apresenta uma estrutura cristalina, praticamente idéntica ao
osso humano (HERCULIANI et al, 2000). Segundo o mesmo autor, os produtos
derivados do osso bovino apresentam excelente biocompatibilidade, sendo fonte
abundante e altamente segura de material. Ainda, para o mesmo autor, os
processos de tratamento pelos quais passam (desproteinagdo, desmineralizagéo e
liofilizagdo) diminuem os riscos de antigenicidade ou zoonoses.

Estes produtos de origem bovina tém sido vistos com desconfianga na Europa
e EUA, devido ao risco de transmissao da encefalite espongiforme bovina (EEB -
doenga da vaca louca). Entretanto, no Brasil ndo houve, até 0 momento, nenhum
registro dessa doenca nos 6rgaos competentes, sendo o pais considerado de baixo
risco para essa zoonose (FINAL..., 2003). Além disso, o processo utilizado na
liofilizagao e alguns métodos de esterilizagado parecem ter a capacidade de inativar o
prion causador dessa doenga (WENZ, OESCH e HORST, 2001; TAYLOR, 2002).

Oliveira, Britto e Fonseca (2001) avaliaram o reparo 6sseo em cavidades
preenchidas com osso liofilizado xendégeno bovino. Os autores utilizaram ratos como
modelo animal. Como resultados, obtiveram que o material enxertado aumentou
significativamente o trabeculado ésseo. O crescimento 6sseo, no grupo controle,
iniciou pelas corticais, enquanto no grupo experimental este crescimento
desenvolveu-se ao longo do material enxertado. Os autores n&o observaram

qualquer reacao de corpo estranho provocada pelo osso liofilizado usado.
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4- ENXERTO OSSEO LIOFILIZADO

O enxerto 06sseo liofilizado caracteriza-se por manter a matriz proteica
mineral. Para sua obtencdo, deve passar por etapas laboratoriais de purificacao,
onde ¢é lavado, descelularizado e desengordurado, diminuindo, assim, a
antigenicidade (KAKIUCHI et al, 1996; KAKIUCHI e ONO, 1998).

Este método de processamento do tecido ésseo diminui a antigenicidade com
pouca alteracdo bioquimica, fornecendo material biocompativel e estéril. Pode ser
armazenado a temperatura ambiente, e sem efeitos que limitem suas propriedades
osteoindutivas (GASDAG et al, 1995).

No processo de liofilizacdo, utilizam-se reagentes quimicos que
desempenham importante papel na inativacdo dos virus e remocao celular. Os
enxertos sdo, metodicamente, submetidos a algum processo de esterilizagao
(MBITHI, SPRINGTHORPE e SATTAR, 1990; ARANDA-ANZALDO, VIZA e
BUSNEL, 1992).

Em humanos, as doencas virais potencialmente transmissiveis como
hepatites A, B e C, Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), Virus Linfotrépico de
células T Humanas (HTLV), e certos tipos de células tumorais, devem ser motivo de
preocupacado, apesar dos cuidados e conhecimentos atuais como controles
soroldgicos e outras formas de diagndstico (GASDAG et al, 1995).

Macedo e colaboradores (1999) compararam a resisténcia a compressao in
vitro do 0sso bovino congelado e do osso bovino liofilizado e reidratado. Apds testes
em maquina de compressao automatica, os autores nao encontraram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos estudados. Observaram que o enxerto

0sseo bovino, congelado e posteriormente descongelado durante uma hora, suporta
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as mesmas cargas compressivas e possuem a mesma razao de deformacao que o
0sso bovino liofilizado e reidratado. Verificaram, também, que o processo conjunto
de liofilizacado e reidratacdo do osso nao altera as suas propriedades biomecanicas
de compressao.

Malletta e colaboradores (1983), in vivo, com analises clinicas, histologicas e
por microangiografia, compararam a cicatrizagao e revascularizagdo de enxertos de
costela alogena liofilizada e autégena, em maxilas edéntulas de macacas. Os
resultados indicaram que a cicatrizacido e a revascularizagao foram similares, mas a
reabsorcao dos aloenxertos ocorreu aproximadamente trés meses mais tarde do que
nos autoenxertos. Ambos os enxertos pareceram ter minimo potencial osteogénico.

Isaksson e colaboradores (1992), em cranioplastias experimentais em
coelhos, avaliaram a resposta regenerativa de osso alogénico liofilizado tanto de
origem endocondral como membranosa. Verificaram que estes aloenxertos 6sseos
liofilizados apresentaram um modelo similar na sua regeneracao 6ssea. Observaram
em ambas a presenca de osso medular e densidade volumétrica, sem diferencas
significativas entre os intervalos observacionais, assim como entre os grupos

experimentais. Os dois tipos de enxertos apresentaram baixo poder osteoindutivo.

5- INCORPORAGAQO DOS ENXERTOS OSSEOS

Os eventos iniciais na incorporagdao dos enxertos ésseos autdgenos frescos
nao vascularizados, seja cortical ou esponjoso, sao idénticos. Tém inicio com a
formacdo de um hematoma ao redor do tecido 6sseo enxertado. Somente poucas
células derivadas do enxerto, que estdo proximas a superficie trabecular ou cortical,

permanecem viaveis para difusdo. Uma necrose superficial estimula a resposta
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inflamatodria local e, em poucos dias, ocorre, no interior do tecido ésseo enxertado,
formagdo de um estroma fibrovascular. Esse estroma de tecido conjuntivo conduz
vasos sanguineos e células precursoras osteogénicas para o enxerto. Neste
momento, tem inicio a atividade de osteoconducido do enxerto, servindo este de
estrutura ou arcabouco para a deposicdo de novo osso. Simultaneamente a esta
atividade, fatores de crescimento presentes no enxerto estimulam as células dsseas
do receptor a invadir a estrutura deste com atividade osteogénica. A fonte de
estimulagcdo pode provir, em parte, de células do enxerto, mas, mais certamente,
emanam de células da matriz na forma de proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP)
(URIST et al, 1967 e FRIEDLANDER, 1987).

O reparo 6sseo requer a invasao vascular. No osso cortical, isso geralmente
ocorre através dos canais de Volkmann ou Havers preexistentes. Esses canais sao,
entdo, alterados pela atividade osteoclastica que acompanha a neovascularizagao.
Passa a existir uma maior reabsorgéo ao longo da periferia do enxerto 6sseo. Disso
resulta um aumento substancial na porosidade e, conseqlentemente, diminuicdo da
massa oOssea. Apds o surto progressivo da atividade de reabsorcdo, este ativo
durante meses, a subsequente producdo de novo o0sso torna-se maior.
Gradualmente, esta massa éssea, juntamente com a resisténcia mecanica, retornam
praticamente a normalidade (FRIEDLANDER, 1987).

Os enxertos 6sseos esponjosos diferem dos corticais na velocidade e
qualidade do reparo. A presenga da estrutura trabecular maior nos enxertos
esponjosos permite uma rapida revascularizagao e, subseqientemente, uma maior
incorporacgao do enxerto (FRIEDLANDER, 1987).

Em relagdo aos enxertos alégenos, Pelker e colaboradores (1984) referem

que 0s mesmos podem ser processados em variados meios, objetivando
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proporcionar um tempo maior de preservagao. Entretanto, os métodos podem alterar
as propriedades bioldgicas, mecanicas, ou ambas. Deve-se incluir especialmente o
fator imunolégico. Os aloenxertos podem ser apresentados nas formas frescas,
congeladas ou liofilizadas. Podem, também, ser parcialmente desmineralizados.
Segundo Friedlander (1987), os aloenxertos liofilizados reduzem
substancialmente a imunogenicidade. Entretanto, podem alterar suas propriedades
mecanicas, produzindo, por exemplo, fraturas, inclusive durante o processo de
liofilizagdo. Os enxertos compactados sem carga ou na forma de blocos
adequadamente fixados as fraturas, ndo sao fatores de complicagao clinica. Nos
enxertos alogenos liofilizados, repete-se a sequéncia histolégica de eventos da
incorporacgao, qualitativamente similar aos dos autégenos. Entretanto, estes eventos

desenvolvem-se com maior tempo € menor extensao.

6- TECIDOS DENTARIOS

Segundo Ten Cate (2001), o processo de odontogénese envolve a formagao
da lamina dentaria, seguida pelos estagios de broto, capuz e sino. Este ultimo é
caracterizado pela histo e morfodiferenciacédo, onde o 6rgado dentario, a papila
dentaria e o foliculo dentario vao dar origem ao esmalte, a dentina e polpa, o
cemento, o ligamento periodontal e osso respectivamente. E no estagio de sino que
dar-se-a a formagao da bainha epitelial de Hertwig, que tem por fungdo modelar e
formar a dentina radicular.

Assim, a formacao radicular é determinada pela atividade da bainha epitelial
de Hertwig, e o crescimento radicular depende de uma proliferagdo continua deste

epitélio (SHIBATA e STERN, 1968).
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Nos dentes humanos, podem ser reconhecidos trés tipos de dentina. A maior
parte do dente é formada pela dentina primaria, que contorna a camara pulpar. A
dentina secundaria é resultado da lenta e continua deposicdo desta pelos
odontoblastos, apés a formacgao radicular completa. A dentina terciaria, também é
denominada reativa, reparativa ou secundaria irregular. Resulta da reagao a varios
estimulos, entre eles: atricdo, carie, procedimento restaurador do dente e fraturas
radiculares. Esta dentina, diferentemente das outras, € produzida apenas pelas
células diretamente afetadas pelos estimulos (TEN CATE, 2001).

A polpa é um tecido conjuntivo frouxo e especializado. E considerada de
natureza imatura e indiferenciada. As entidades estruturais basicas da polpa dentaria
s&o: células de tecido conjuntivo, fibras e substancia fundamental amorfa (MJOR,
1990). As células principais da polpa sdo os odontoblastos, fibroblastos, células
ectomesenquimais indiferenciadas, macrofagos e células imunocompetentes (TEN
CATE, 2001).

O cemento é o tecido que recobre a raiz do dente. Trata-se de um tecido
conjuntivo especializado, estruturalmente semelhante ao osso compacto. Entretanto,
os dois tecidos diferem-se por um aspecto importante: enquanto o osso é
vascularizado, o cemento é avascular. O conteudo mineral € de aproximadamente
65% do peso, a matriz organica constitui 23%, e os 12% restantes sdo agua. Como
no 0sso e na dentina, a porcdo mineral do cemento é constituida por calcio e fosfato,
presentes, principalmente, sob a forma de hidroxiapatita (FURSETH, SELVIG e

MJOR, 1990).
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7- CICATRIZAGAO DAS FRATURAS RADICULARES

Segundo Andreasen e Andreasen (2001), os eventos de cicatrizagao apos
uma fratura radicular, em humanos, iniciam-se no local da lesdo com o envolvimento
da polpa e do ligamento periodontal. A partir do tecido pulpar lesado pela fratura,
podem ocorrer dois processos cicatriciais, dependendo da maior ou menor
integridade pulpar resultante. Deste modo, sem uma solugdo de continuidade na
polpa, as células progenitoras dos odontoblastos sdo recrutadas e criam uma ponte
de unido de tecido duro, ligando os fragmentos fraturados num periodo entre dois a
trés meses. Essa ponte, na forma de um calo inicial, estabiliza os segmentos
radiculares. A formagéo do calo é seguida pela deposicdo de cemento, que a partir
do ligamento periodontal evolui em direcdo a linha de fratura. A ruptura ou
estiramento grave do tecido pulpar desencadeia um processo de revascularizagao
da polpa. Ao contrario, a contaminagao pulpar resulta em necrose, com acumulo de
tecido de granulagéo inflamado entre os dois fragmentos radiculares.

Durante os estagios iniciais da cicatrizagdo da lesédo, o tecido pulpar e os
tecidos dentarios duros traumatizados podem estimular uma resposta inflamatoéria e,
assim, desencadear a liberacdo de uma série de fatores de ativacdo dos
osteoclastos. As alteragcdes observadas representam trés tipos de reabsorgao:
reabsorcao superficial externa, reabsorcao superficial interna e reabsorcdo em tunel
interna (ANDREASEN e ANDREASEN, 2001).

Dentro do processo de cicatrizagdo intra-alveolar, chama atencao a
possibilidade da interposicao de tecido ésseo e conjuntivo entre os segmentos
radiculares. Histologicamente, os dentes neste grupo de cicatrizagao apresentam um

ligamento periodontal normal circundando ambos os fragmentos. Segundo
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Andreasen e Andreasen (2001), pode-se observar tecido 6sseo estendendo-se para
o interior do canal radicular. Esta forma de cicatrizacao é, evidentemente, resultado
de um traumatismo anterior ao crescimento completo do processo alveolar.

A obliteracdo do canal radicular pode ser parcial ou completa. Esta
observacdo é comum apos fraturas radiculares. A obliteragdo parcial do canal
radicular € mais frequente na regido da fratura e no fragmento distal. Ja a obliteragao
completa do canal apresenta uma reducao uniforme no tamanho de toda a cavidade

pulpar (ANDREASEN e ANDREASEN, 2001).

8- MODELO ANIMAL

Ao contrario dos caes e gatos, nos estudos com animais os ratos sdo os
preferidos por serem criados em grandes quantidades com menor custo (KIRK, LIM
e KHAN, 1989). Além disso, enquadram-se nos conceitos atuais da bioética
(KARAHARJU-SAVANTO, 1994; GOLDIM e RAYMUNDO, 1997; GOLDIM, 2002;
GOLDIM e RAYMUNDO, 2003).

Nos humanos, a erupg¢do, mastigagcdo, deslocamento ortoddntico ou
traumatico sdo movimentos dentarios que respondem ou n&o ao equilibrio fisioldgico
da denticdo. Especialmente, a erupgdo e a mastigagdo devem provocar forgas
fisiologicamente compativeis com a saude do 6rgao dental e seus tecidos de suporte
(TAVERNE, 1991).

No rato, a habilidade de crescimento do incisivo inferior provoca uma
calcificacdo e erupcdo continua durante a vida do animal. Isso faz com que o rato
seja um modelo quase ideal para estudo de interagdes teciduais durante a

morfogénese. Além disso, diferentemente de outros dentes, todos os estagios do
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desenvolvimento estdo presentes em um unico dente, independentemente da idade
do animal (SHORE et al, 1992).

Na literatura, sdo apresentados diversos métodos para quantificacdo e
comprovacdo do processo eruptivo continuado nos incisivos inferiores de ratos
(SCHOUR e VAN DYKE, 1931 apud TAVERNE, 1991"; THOMAS, 1976; TAVERNE,
1991).

Entre todos, Melcher e Furseth (1990) apresentaram uma quantificacéo
métrica. Para os autores, o incisivo inferior do rato erupciona 2,8 mm por semana, e
aproximadamente duas vezes essa média se for mantido fora de oclusao através de

desgastes repetidos.

1 SCHOUR, I; VAN DYKE, H.B. Histological Changes in the Rat Incisor Following Hypophysectomy. In:
TAVERNE, A.AR.; Reliability of Eruption Rate Measurements of the Rat Incisor. Aust. Orthod. J., Brisbane, v.
12, no.1,p.33-36,1991.
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PROPOSICAO

Este estudo propbe-se a descrever, através de analises radiograficas e

histoldgicas:

1 - o comportamento do incisivo inferior do rato, frente a realizacdo de uma
solucdo de continuidade em sua porcao radicular mediana, quanto ao seu

trajeto de erupgao e vitalidade pulpar;

2 - a capacidade do espaco alveolar como leito 6sseo para estudo de

enxertias;

3 - o comportamento do enxerto 6sseo liofilizado quanto a integragdo e
cicatrizacdo em relacao ao processo fisico de compressao provocado por uma

forca dindmica resultante da erupgao dentaria;
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METODOLOGIA

1- PARADIGMA

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma quantitativo descritivo.

2- MODELO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental "in vivo", com a amostragem
selecionada de forma aleatdria, randomizada, com um grupo experimental e outro

controle.

3- LOCAL

As cirurgias foram realizadas no Laboratério de Cirurgia Experimental da
Disciplina de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, coordenado pela Profa.

Dra. Edela Puricelli.

4- AMOSTRA

A amostra total utilizada neste estudo constou de 21 ratos, da espécie Rattus
novergicus albinus, cepa W.istar, machos, advindo do Biotério Central da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. No momento da cirurgia, os animais

contavam quatro meses de idade e peso médio de 350g. Foram sorteados sete ratos
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para cada grupo, conferindo, desta forma, a aleatoriedade de cada uma das
amostras. Cada grupo foi submetido a intervengao cirurgica num mesmo dia, dentro
da idade e peso previstos.

Durante todo o periodo do experimento, estes animais foram mantidos nas
dependéncias do Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
acomodados em gaiolas de polietileno com tampas de ago inoxidavel, regularmente
higienizadas. Foram mantidos a temperatura ambiente de 23°C (x1°), sendo
alimentados com ragao comercial e agua ad libitum.

Os ratos foram subdivididos em trés grupos, correspondendo aos tempos
experimentais de sete, 14 e 45 dias. Em cada grupo, cinco animais destinaram-se
para o experimento 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 apés a realizagdo do método, denominou-

se controle zero dia.

5- MATERIAL

O tecido 6sseo liofilizado de ratos utilizado neste estudo foi obtido junto ao
Servico de Ortopedia e Traumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre -
HCPA, processado de maneira similar ao protocolo de Kakiuchi e Ono (1998). Para
este estudo, o tecido 6sseo foi utilizado na forma de particulas, obtidas através do

trituramento manual, durante o desenvolver da técnica cirurgica (Figuras 1 e 2).
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6- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental realizado neste trabalho foi idealizado por Puricelli
(2003).

Durante todos os procedimentos cirurgicos, foram mantidos os critérios de
biosseguranca. Os profissionais estavam devidamente paramentados com avental
cirargico, luvas cirurgicas estéreis, propés, mascara, gorro e oculos de protegao. O
instrumental cirdrgico utilizado foi esterilizado em autoclave a 132°C com 1 Atm de
pressao durante 4 min.

Para a anestesia de cada animal, foram utilizadas inje¢des 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
meédica veterinaria, que acompanhou o pré, trans e poés-operatorio dos animais.
Como analgesia, foi administrada, no pds-operatorio imediato, uma gota de
Paracetamol 750 mg por rato.

Uma vez anestesiados, estes animais foram submetidos a tricotomia na
regido submandibular direita, colocados individualmente sobre um colchao térmico,
em uma mesa plana de trabalho de 30x30 cm, em posicdo de decubito-lateral e
cabeca sobre-estendida (Figura 4). Para antissepsia do campo operatoério, utilizou-se
uma solugdo aquosa de iodo a 2% e, apds, isolamento da regido com campo

cirargico estéril.

! Anasedan, Sespo. Industria e Comércio Ltda. Jundiai, SP.
2 Ketamina, Anger. Uni&o Quimica Farmacéutica Naciona S/A, Sdo Paulo, SP.
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Como anestesia infiltrativa local, foi injetada a solugdo de mepivacaina a 2% e
adrenalina em concentragdo de 1:100.000", ndo excedendo 0,3ml, que corresponde
a dose maxima para um animal de 350g.

Com bisturi tipo Bard-Parker? e lamina nimero 15°, realizou-se incis&o linear,
na pele, com aproximadamente 15mm de comprimento. A divulsdo por planos
musculares foi realizada com uma tesoura Matzenbaum?®, até o periésteo. Este, apos
incisado, foi descolado junto ao bordo lateral da mandibula. O campo cirurgico
estendeu-se do bordo inferior da mandibula até o rebordo alveolar e proximo-distal
do corpo mandibular (Figura 3). Com o auxilio de afastadores, mantidos pelo
assistente, os tecidos moles foram retraidos, permitindo a exposi¢ao, a visibilidade e
0 acesso ao campo cirurgico (Figura 5).

Com a utilizagdo de uma sonda periodontal milimetrada®, foram demarcados
os limites da ostectomia (Figura 6). Esta etapa permitiu a manutencdo da
reprodutibilidade das mesmas. A partir da demarcagao, com o auxilio de brocas
esféricas e cilindricas (Figura 7), em motor elétrico® com 12.000 rpm, foi realizada
uma ostectomia na face lateral externa do corpo mandibular. A seguir, realizou-se a
odontosseccgéo, atingindo transversalmente a raiz do incisivo inferior direito (Figuras
8 e 9). Os tragcos de odontossecgao foram determinados a partir do limite dsseo-
cérvico-dental do alvéolo. O mais distal localizou-se a 3,0mm deste, e o mais
proximal, a 10,0 mm, conferindo, assim, 7,0mm de comprimento a cavidade alveolar.
Apds as odontossecgbes limitrofes, para remocgao atraumatica do segmento
radicular, foi realizada uma odontossecg¢ao longitudinal no mesmo. Nesse tempo

cirargico, manteve-se a funcédo de corte sob irrigacdo e aspiragao constantes. Tal

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

2 Edlo Stainless. Industria Gatcha de Instrumentos Cir(rgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
* Lamedia Comercial e Servicos Ltda., Barueri, RS, Brasil.

* Edlo Stainless. Inddstria Gaticha de Instrumentos Cirurgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
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manobra, além de evitar o aquecimento, permitiu a lavagem da cavidade e a coleta
dos residuos teciduais.

Apdés a remocgao dos fragmentos radiculares, a cavidade, em forma
retangular, apresentava as seguintes dimensdes: altura 2,0mm, profundidade 2,0mm
e comprimento 7,0mm (Figura 10). O enxerto de tecido 6sseo liofilizado particulado
foi impactado com o auxilio de uma cureta’, ocupando os 2,0mm em distal do total
da cavidade alveolar cirurgicamente obtida, ficando o mais justaposto possivel do
segmento distal (Figura 11).

As suturas internas, do peridsteo e dos musculos, foram realizadas a pontos
isolados, com fio reabsorvivel de poliglactina 910 5.0%. Na pele, também a pontos
isolados, o fio utilizado para sutura foi o mononylon 5.0° (Figuras 12 e 13).

A mesma técnica cirurgica foi repetida no grupo controle (GC), porém sem a
insercado do enxerto 6sseo particulado e liofilizado.

Antes e apoOs a eutanasia dos ratos, foram realizadas observagdes clinicas e
macroscopicas da regiao.

Para a coleta das amostras, os animais correspondentes a cada grupo foram
mortos seguindo o cronograma de sete, 14 e 45 dias pds-operatorios. A eutanasia,
seguindo orientagcdo do comité de bioética, foi obtida através de hipdxia por
deslocamento cervical. Apds constatada a eutanasia, procedeu-se a necropsia, com
a remocao total da mandibula de cada animal. Tal manobra foi realizada com auxilio
de cabo de bisturi n° 3%, 1amina de aco descartavel n° 15°, pinca de Adson®, tesouras

reta e curva Matzembaum’.

! Edlo Stainless. IndUstria Gatcha de Instrumentos Cirdrgicos Ltda., Canoas, RS, Brasil.
2 Vicryl ®Ethicon, Johnson & Johnson, S3o0 José dos Campos, SP, Brasil.

% Ethicon, Johnson & Johnson, Sd0 José dos Campos, SP, Brasil.

* Edlo Stainless. Inddstria Gadcha de Instrumentos Cirtrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
> Lamedia Comercial e Servicos Ltda., Barueri, RS, Brasil.

®Edlo Stainless. Industria Gadcha de Instrumentos Cirtrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
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As pecgas operatérias, uma vez removidas, foram macroscopicamente
examinadas, com o objetivo de avaliar a integridade e presenga ou nao do incisivo
inferior esquerdo em relagcdo ao direito. Seguiu-se a divisdo das mesmas,
individualizando a hemimandibula direita. Estas foram imediatamente colocadas em
recipientes plasticos, devidamente identificados, individualizados e numerados,
caracterizando o grupo experimental e o grupo controle. Para evitar as alteragdes
post mortem dos tecidos, o material foi conservado em formalina a 10%, por um

periodo de 48 horas.

7- METODO RADIOGRAFICO

Nesta etapa, foram utilizadas as hemimandibulas obtidas como pecas
operatdrias. Além dessas, foi incluida mais uma obtida ao zero dia. Cada
hemimandibula, como pecga pds-operatéria, foi, sequencialmente, radiografada pelo
autor no Setor de Radiologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. 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
odontoldgico, da marca Kodak. Cada hemimandibula foi radiografada em dois
planos, de forma a obter-se radiografias de perfil e supero-inferiores (ou 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 posicao correta do filme. O aparelho

posicionado perpendicularmente mantinha a distancia foco-filme padronizada em

! Dabi Atlante S.A. Industria Médica Odontoldgica, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.
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4cm. O tempo de exposicao foi regulado no aparelho em 0,3s. As 42 radiografias,

sendo duas de cada hemimandibula, foram processadas automaticamente”.

8- METODO HISTOLOGICO

O material para estudo histolégico foi descalcificado em solugdo de acido
nitrico? a 5% (10 ml), aproximadamente durante oito dias. Foram realizados testes
de textura e exame macroscopico para comprovacao da descalcificacdo da peca.

As pecas receberam processamento histolégico de rotina para inclusdo em
parafina. Seguiram-se os cortes em microtomo®, no sentido axial ao corpo
mandibular, com espessura de 4 um, desde a base déssea até os apices dentarios.
Deste material, foram selecionadas duas laminas de cada peca perfazendo um total
de 42 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 microscépio 6ptico® com objetiva 40
vezes, 100 vezes, 250 vezes e 400 vezes. Foram utilizados microcamera e monitor
de TV, acoplados ao microscépio optico, para facilitar a observagao e discussao das
mesmas. Estes estudos foram realizados no Setor de Cirurgia e Traumatologia
Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, sob a orientagcédo da professora orientadora.

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

¥ Leica, Germany.

* Model Lambda LQT 2, ATTO Instruments Co., Hong Kong, China.
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Como ultima etapa, foi realizada a descricdo histologica das laminas. Estas
foram avaliadas pelo autor, apds calibracdo do mesmo pela professora orientadora
deste trabalho.

Para a colocagdo das imagens histolégicas nos resultados, estas foram
fotografadas e montadas objetivando a melhor visualizagdo e entendimento pelos

leitores deste trabalho.

9- CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho segue as normas de utilizagdo de animais em projetos de
pesquisa, conforme Resolugdo Normativa 04/97, da Comiss&do de Pesquisa e Etica
em Saude/GPPG/HCPA (Anexos B e C). O projeto de pesquisa para realizagéao
deste trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Anexo A).
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Figura 1. Fémures de ratos doadores, preparados por
liofilizagdo para enxertia alégena.

Figura 2: Osso liofilizado de rato doador na forma particulada
para enxerto alégeno, apos trituracdo manual.



Figura 3: Vista lateral da hemimandibula de um rato de
aproximadamente trés meses. Observar a area de trabalho
entre o rebordo alveolar do incisivo (RA) e a linha obliqua
externa (—). Em relagdo ao plano anatdmico sagital, foram
consideradas as regides proximal (P) e distal (D). Observa-se
o 1° molar inferior (MI) e o limite ésseo-dento-cervical do
incisivo inferior (L).

Figura 4: Preparo Pré-cirargico. Tricotomia da regido
mandibular, lado direito no rato anestesiado.
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Figura 5: Imagem Trans-cirurgica. A- Regido do corpo
mandibular direito, apds a incisdo e divulsdo por planos
teciduais. B- Buraco e nervo mentoniano. C- Elemento
dentario incisivo inferior. Limite 6sseo-dento-cervical (—).

Figura 6: Imagem Trans-cirurgica. Delimitagdo da
ostectomia com a utilizagdo de sonda periodontal
milimetrada. Odontossecg¢ao proximal (OP). Odontossecgao
distal (OD). Limite 6sseo-dento-cervical (—).
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Figura 7: Brocas Cirurgicas — Brocas utilizadas na realizagao
das ostectomias e odontossecgdes. A- Cilindrica topo
arredondado diamantada n. 92G. B- Esférica n.3. C- Esférica
diamantada n. 2. D- Cilindrica picotada n. 701C.

Figura 8: Imagem Trans-cirurgica. A- Corpo mandibular. B-
Porcao radicular do incisivo inferior direito em seu trajeto
intra-alveolar, apds a realizagao da ostectomia.
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Figura 9: Imagem Trans-cirurgica. A- Corpo mandibular. B-
Raiz do incisivo inferior. C- Linhas da odontosseccéo
transversal realizada nos limites distal e proximal previamente
demarcadas. P- Proximal. D- Distal.

Figura 10: Imagem Trans-cirurgica. A- Corpo mandibular. B-
Cavidade alveolar apés a remogéo cirurgica do fragmento
radicular.



Figura 11: Imagem Trans-cirurgica. A- Corpo mandibular. B-
Cavidade alveolar. C- Enxerto ésseo liofilizado inserido nos
2,0mm distais junto ao segmento radicular distal do incisivo
inferior direito.

Figura 12: Imagem Trans-cirurgica. Reposicionamento e
sutura do periosteo e planos musculares.
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Figura 13: Imagem Trans-cirurgica. Sutura da pele com fio
mononylon 5.0, completando o fechamento da ferida por
planos.
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RESULTADOS

A observagdo macroscopica objetivou a analise focal do incisivo inferior
esquerdo do rato quanto a indicacdo de sua manutencado e suporte funcional. Os
resultados corroboraram a indicagao de sua manutencao permitindo a funcionalidade
roedora no lado ndao operado. Esta conclusdo baseia-se no continuado desgaste
coronario e erupgao linear sem desvio do mesmo em todos os espécimes.

Os exames radiograficos, através de imagens de perfil e supero-inferiores
(oclusais), em filmes periapicais, permitiram avaliar, a partir da odontossecgao, a
presengca do espago alveolar, o comportamento e trajeto da erupgao do coto
radicular germinativo, a estabilidade do segmento radicular coronario distal e a
presenca do enxerto 6sseo liofilizado.

Para melhor aproveitamento na visualizagdo dos resultados, algumas
imagens histolégicas foram fotografadas em continuidade, permitindo a sua
montagem.

No exame histolégico, buscou-se observar a reagao tecidual alveolar
ostectomizada, frente a presenga ou nao do enxerto, progressiva erupgao do
segmento dentario proximal, assim como a perda ou expulsao do segmento dentario
distal. Também foram observados o comportamento do tecido pulpar em ambas as
estruturas radiculares quanto a necrose, revascularizagao e atresia do conduto.

Os resultados radiograficos e histolégicos estdo apresentados em ordem
crescente dos periodos experimentais: sete, 14 e 45 dias. A descrigdo destes segue
a sequéncia: grupo controle — resultados radiograficos e histologicos; grupo

experimento — resultados radiograficos e histoldgicos.
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Ao zero dia pos-operatorio, no animal empregado como estudo guia ou
mapeamento, observa-se, numa visdo oclusal, a estrutura mandibular direita na sua
total extensdo. A sobreposicao dos elementos dentarios localiza-se exatamente no
trajeto do alvéolo dentario do incisivo inferior. No extremo proximal deste trajeto,
pode-se localizar uma area radiolucida circunscrita, que avanga e provoca leve
abaulamento da cortical lateral da mandibula. Tal imagem corresponde ao apice
radicular em permanente processo de formagao dentaria (Figura 14). Na regiao
mesial do primeiro molar, entdo porcao distal, em continuidade do elemento incisivo
podera ser perfeitamente visualizada a area da odontossecg¢ao e o espaco alveolar
resultante da remog¢ao do segmento dentario (Figura 15).

Na radiografia de perfil, pode-se acompanhar a estrutura completa da
mandibula envolvendo apdfise corondide, articulagdo témporomandibular e angulo
mandibular no limite proximal da peca. O dente incisivo, respeitando forma e trajeto
em curva, desliza no seu alvéolo, localizado inferiormente ao primeiro, segundo e
terceiro molares. Na regido mais proximal do dente, é visualizada area alveolar
correspondente ao apice radicular. Na area mais distal da peca, encontra-se o bordo
incisal (Figura 16).

A radiografia da pecga submetida a técnica cirurgica proposta revela o espago
alveolar vazio com a posigao original tanto do segmento dentéario proximal quanto
distal (Figura 17).

Na montagem da imagem histologica de zero dia, € possivel identificar, no
limite proximal da cavidade alveolar, a solucdo de continuidade do tecido ésseo e
ligamento periodontal; ja no limite distal, observa-se, com mais detalhe, o corte
realizado no elemento dentario (Figura 18). Nas observagdes microscopicas, a polpa

proximal, com aspecto de normalidade, apresenta as zonas anatémicas distinguindo-
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se, da periferia para o centro, uma camada odontoblastica, uma camada acelular,
uma camada rica em células e a porgcao central da polpa, caracterizada pela rica

vascularizacio.



Figura 14: Radiografia oclusal da hemimandibula do animal
utilizado como guia ou mapeamento, sem a remogao do
segmento radicular medial do incisivo.

Figura 15: Radiografia oclusal ao zero dia pds-operatorio da
hemimandibula do animal utilizado como guia ou
mapeamento, com a remog¢ao do segmento radicular medial
do incisivo.
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Figura 16: Radiografia de perfil da hemimandibula do animal
utilizado como guia ou mapeamento, sem a remogao do
segmento radicular medial do incisivo.

Figura 17: Radiografia de perfil ao zero dia pés-operatoério da
hemimandibula do animal utilizado como guia ou
mapeamento, apds a remogao do segmento radicular medial
do incisivo.
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Figura 18: Montagem da imagem
histologica de zero dia pds-operatério
da hemimandibula, com a remoc¢ao do
segmento radicular medial. Pode-se
observar A- Espaco alveolar vazio.
B- Limite da ostectomia proximal.
C- Segmento radicular proximal.
D- Segmento radicular  distal.
E- Conduto pulpar com seus tecidos
preservados. F- Parede alveolar
lingual. H.E. Aumento tamanho original
40X.
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SETE DIAS

Grupo Controle

Andlise Radiografica

No exame radiografico oclusal, repetem-se as imagens ja observadas na peca
guia de zero dia pds-operatoério, no que corresponde a porgao proximal e a estrutura
dento-alveolar. A porgcao dentaria distal do incisivo inferior apresenta-se contida em
seu alvéolo, porém indicando possibilidade de movimento de intrusdo da mesma
(Figura 19).

Na radiografia de perfil, observam-se as mesmas caracteristicas, salientando-
se melhor visualizagédo, por comparagdo com o exame radiografico de zero dia, do
deslizamento intrusivo que, mesmo sem a precisdo métrica, possibilita a afirmagao

do efeito relatado (Figura 20).

Andlise Histoldgica

Pela montagem da imagem, pode-se observar o segmento dentario proximal
no seu trajeto alveolar, assim como o segmento distal. Identifica-se a area de
solucdo de continuidade dentaria, onde se interpde uma estrutura tecidual
desorganizada, provavelmente compativel com restos teciduais e coagulo. Na
cortical dssea vestibular, podem-se observar os limites da area ostectomizada.
Chama atengao o crescimento do coto proximal, cujo limite da odontossec¢ao néao

mais coincide com o limite da ostectomia (Figura 21).
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No tecido pulpar proximal, é visivel a presenga de vasos sanguineos, em
proliferagdo. Em maior aumento, observa-se grande populacdo de células
inflamatdrias advindas da ferida 6ssea associadas a proliferagao de fibroblastos.
Imagem de crescimento tecidual centripeto a partir da dentina (Figura 22). No tecido
pulpar distal, chama atengcdo a desorganizacao tecidual caracterizada pela necrose

do tecido pulpar (Figura 23).

Grupo Experimento

Andlise Radiografica

Observa-se o espaco alveolar preenchido por enxerto 6sseo na posi¢ao mais
distal. A intrusdo do segmento dentario provocou leve deslizamento do osso
enxertado também para a parede lingual do alvéolo. Nao se identificam fraturas nas
paredes e contornos alveolares (Figura 24).

A imagem define a sobreposi¢cao da estrutura radicular sobre as particulas do
enxerto 0sseo. Tal aspecto confirma o minimo deslocamento do enxerto ésseo no

sentido proximal, mesmo com a pressao mecanica pela fungao presente (Figura 25).

Andlise Histoldgica

Pela montagem da imagem, pode-se observar a presenga, tanto do segmento
dentario proximal como do segmento dentario distal, ambos em seus trajetos
alveolares. ldentifica-se a area de solugcdo de continuidade preenchida por tecido

conjuntivo fibroso exuberante, altamente vascularizado, advindo das estruturas
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Osseas e periodonto. O enxerto 6sseo, em continuidade com o coto distal,
apresenta-se basodfilo e facilmente identificavel. O limite da ostectomia da cortical
vestibular demarca a quantidade de intrusdo do coto distal. Na seqléncia da
osteotomia vestibular, observam-se, ainda, pequenos residuos 0sseos liofilizados
enxertados (Figura 26).

Em maior aumento, pode-se identificar a invasdo vascular na estrutura 6ssea
liofilizada, podendo representar a sequéncia do processo de angiogénese na
osteoconducgao (Figura 27).

No coto radicular proximal, repete-se o tecido pulpar ricamente celular e com
intensa proliferagdo vascular. Observam-se projecdes de tecido mineralizado em
diregao centripeta (Figura 28). Ao contrario, o coto distal reflete desorganizacéo do
tecido comprometido por auséncia de vascularizacdo e, consequentemente, de

nutricdo, impedindo a vitalidade pulpar (Figura 29).



Figura 19: Radiografia oclusal, grupo controle aos sete dias.
Devido a sobreposicdo dos elementos dentarios na area
molar, torna-se restrita a visualizacao do alvéolo.

Figura 20: Radiografia de perfil, grupo controle aos sete dias.
A nitidez da imagem radiografica permite identificar a
segmentacdo do incisivo inferior do rato. O alvéolo vazio
perde parte de seu espago pela intrusdo do segmento
dentario distal.
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Figura 21: Montagem da
imagem histolégica, grupo
controle aos sete dias.
Observa-se A- Segmento

radicular proximal. B-
Segmento radicular distal.
Ostectomia proximal—).

H.E. Aumento original 40X.
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Figura 22: Incisivo, coto proximal, grupo controle aos sete
dias. Observa-se a polpa (P), apresentando reacgao
inflamatdria (R), crescimento tecidual centripeto a partir da
dentina (—), vasos sanguineos (V) e o inicio da reagao
dentinaria pela reagcdo de dentina terciaria (DT). H.E.
Aumento original 100X.

Figura 23: Incisivo, coto distal, grupo controle aos sete dias.
Observa-se a estrutura tecidual pulpar desorganizada (P).
H.E. Aumento original 100X.
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Figura 24: Radiografia oclusal, grupo experimento aos sete
dias. Junto ao segmento dentario distal do incisivo inferior
direito, identificam-se, por radiopacidade, as particulas
osseas enxertadas.

Figura 25: Radiografia de perfil, grupo experimento aos sete
dias. Apesar da sobreposi¢cado de imagem, podem-se observar
as particulas de enxerto Osseo liofilizado. Registrem-se,
ainda, alguns sinais de intrusdo do segmento dentario distal,
mantido no trajeto alveolar



Figura 26: Montagem do
incisivo, grupo experimento
aos sete dias. Observa-se o
segmento radicular proximal
(A), segmento radicular
distal (B), enxerto 6sseo
(—), tecido fibroso (TF) e a
cortical éssea vestibular (C),
H.E. Aumento original 40X.
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Foto 27: Enxerto ésseo (EO), grupo experimento aos sete
dias. Observa-se a presengca de vasos sanguineos na
estrutura do enxerto (—). H.E. Aumento original 250X.

Figura 28: Incisivo, coto proximal, grupo experimento aos
sete dias. Observam-se numerosos vasos sanguineos (—)
no interior do tecido pulpar ricamente celular. H.E. Aumento

original 250X.
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Figura 29: Incisivo, coto distal, grupo experimento aos sete
dias. Observa-se a estrutura tecidual pulpar desorganizada
(P). Hematoma (H). Dentina primaria (DP). H.E. Aumento
original 250X.
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14 DIAS

Grupo Controle

Andlise Radiografica

Na radiografia oclusal, pode-se observar a presenga da raiz levemente
emergente por mesial do primeiro molar. O segmento dentario distal apresenta
imagem compativel com compromisso periodontal caracterizado pelo aumento do
espaco alveolar, com provavel compromisso na sua insergao e estabilidade (Figura
30).

Na radiografia de perfil, observa-se a formagao e erupg¢ao do coto proximal, ja
delimitado na prolongacgao vertical da face mesial do primeiro molar, se comparado
com a radiografia guia (Figura 17). Por outro lado, no segmento distal nota-se uma
leve tendéncia a horizontalizagdo do mesmo, provavelmente pela pouca insercao no
espaco alveolar. A regido alveolar radiolucida, representando a area com perda de

tecido 6sseo-dentario mantém ainda visivel seus limites (Figura 31).

Andlise Histoldgica

A montagem da continuidade das imagens histolégicas permite relatar apenas
a presenga do segmento dentario proximal envolvido em sua estrutura periodontal.
Na area da ostectomia vestibular, observa-se reacdo do tecido conjuntivo com
possivel cicatrizacdo da regido. O corte da pega nao permite uma visualizagao

vestibular completa, entretanto, pode-se observar o segmento distal da parede
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vestibular ostectomizada compondo as normalidades anatdbmicas da regido. A
invaginagao do epitélio gengival demarca a area em continuidade com o conduto
alveolar, o que pode confirmar o antigo leito alveolar. Nao se identifica na lamina de
estudo histolégico o segmento distal, devido a altura do corte. O tecido pulpar
apresenta-se altamente reacional, com odontoblastos organizados e numerosos
vasos sanguineos (Figura 32).

Em maior aumento, pode-se observar a estrutura radicular proximal
submetida a um processo de reabsor¢ao compativel com normalidade, dentro de um

ligamento periodontal e seu 0sso alveolar estruturados (Figura 33).

Grupo Experimento

Andlise Radiografica

O exame radiografico oclusal permite visualizar uma direcdo de crescimento e
erupgcao do segmento proximal distanciando-se para vestibular do processo alveolar
original. Em dois ratos do grupo representado, foi ainda possivel verificar a presenca
do segmento dentario distal. J& nos outros trés ratos do grupo, a imagem do
segmento proximal se repete, entretanto, sem a presengca da porgao distal da
estrutura dentaria. No animal aqui apresentado, observa-se radiopacidade na area
enxertada correspondente a semelhante intensidade da area receptora (Figura 34).

No exame de perfil, confirma-se a perda do segmento dentario distal e a
presenca do enxerto 6sseo particulado contido no espaco alveolar. A radiopacidade
comparada entre a area Ossea receptora e a enxertada permite concluir pela

progressiva incorporagao do enxerto. Este processo parece ocorrer em tempo habil,
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antes da esperada impacgao mecanica provocada pela erupgdo continua do
segmento dentario proximal. Chama atengdo a area de radiopacidade compativel

com 0sso alveolar invadindo a regiao alveolar anteriormente esvaziada (Figura 35).

Andlise Histoldgica

Nas diferentes laminas estudadas, repete-se a presenga do segmento
proximal, em franco processo de erupcéao, afastando-se significativamente da area
vestibular ostectomizada (Figuras 36 e 37). As particulas Osseas liofilizadas
enxertadas parcialmente envolvidas por tecido inflamatério apresentam, no interior
de sua estrutura, numerosos vasos sanguineos (Figuras 38, 39 e 40). Em alguns
preparos, ha, na proximidade do tecido Osseo receptor, grande atividade
osteoclastica e de neoformacdo. O osso enxertado lentamente substitui sua basofilia
(Figura 41).

O tecido pulpar mantém um tampao inflamatério junto a area exposta,
repetindo prolongamentos centripetos de dentina terciaria. Observa-se, ainda, inicio
de grande atresia do conduto pulpar pela formagcdo marginal de tecido dentinario

junto a uma polpa ricamente vascularizada (Figura 42).



Figura 30: Radiografia oclusal, grupo controle aos 14 dias. A
imagem permite localizar o segmento dentario proximal
emergente por mesial do 1° molar inferior direito. O segmento
dentario distal mantém-se inserido no alvéolo demonstrando
algum processo de desvio.

Figura 31: Radiografia de perfil, grupo controle aos 14 dias.
Segmento dentario proximal com caracteristicas de trajeto
de erupgdo intra-alveolar. Na visdo sagital, também o
segmento dentario distal mantém-se compativel com a
normalidade em seu posicionamento.
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Figura 32: Montagem do
incisivo, grupo controle aos
14 dias. Observa-se o
segmento radicular proximal
(A), a cortical Ossea
vestibular (B), o epitélio
gengival (—) e a presenga
de vasos sanguineos em
proliferagcdo na polpa (V)
H.E. Aumento original 40X.
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Figura 33: Tecido 6sseo e dentério, grupo controle aos 14
dias. Pode-se observar o tecido pulpar (P), com vasos
sanguineos (V), o osso alveolar (O), o periodonto (Pd) e o
processo fisioldgico de reabsor¢do radicular durante o
processo de crescimento e erupgcdo (—). H.E. Aumento
original 100X.
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Figura 34: Radiografia oclusal, grupo experimento aos 14
dias. Observa-se 0 segmento dentario proximal evoluindo no
espaco alveolar. Em distal do alvéolo é possivel identificar
area parcialmente radiolucida e radiopaca compativel com a
presenca de enxerto 6sseo liofilizado.

Figura 35: Radiografia de perfil, grupo experimento aos 14
dias. Além do avango eruptivo do segmento dentario proximal
no alvéolo, identifica-se grande proximidade do mesmo a area
ossea enxertada.
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Figura 36: Montagem do incisivo,
grupo experimento aos 14 dias.
Observa-se o segmento radicular
proximal (A), a cortical Ossea
lingual (B) e a cortical 6ssea
vestibular (C). H.E. Aumento
original 40X.
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Figura 37: Montagem do incisivo,
grupo experimento aos 14 dias.
Observa-se a polpa (P) e atresia
do conduto radicular com dentina
terciaria (—). H.E. Aumento
original 40X.
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Figura 38: Incisivo e enxerto ésseo, grupo experimento aos
14 dias. Observa-se o segmento radicular proximal (A) e o
enxerto 6sseo (—) H.E. Aumento original 40X.

Figura 39: Enxerto 0sseo, grupo experimento aos 14 dias.
Observam-se a presenga de vasos sanguineos no interior da
estrutura do enxerto (—). H.E. Aumento original 400X.
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Figura 40: Polpa, coto proximal, grupo experimento aos 14
dias. Observa-se, no tecido pulpar a presenca de um tampao
inflamatério (—) junto a area da odontossecgdo. H.E.
Aumento original 100X.
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45 DIAS

Grupo Controle

Andlise Radiografica

A radiografia oclusal permite identificar as estruturas proximais ja descritas na
imagem guia ao zero dia, sem alteragées. O trajeto de erupgédo do incisivo segue
dentro de um padréo compativel com o trajeto normal de erupgéao dentro do conduto
O0sseo alveolar. Entretanto, chama a atencdo uma leve tendéncia a uma diregao
vestibular junto ao limite ésseo correspondente a regiao cervical do alvéolo (Figura
43).

Na radiografia de perfil, confirma-se o crescimento e a erupgao continuada do
elemento dentario, ultrapassando o limite distal da area ostectomizada. A imagem
revela, ainda, um alto grau de reprodutibilidade quanto ao trajeto e forma curvilinea

do incisivo (Figura 44).

Andlise Histoldgica

O crescimento continuado do segmento proximal, abrangendo o limite alveolar
cervical segue, com relativa semelhanca a diregcdo de erupcado dentro do trajeto
original. E visivel a tendéncia da invasdo do espaco alveolar protegido pelo epitélio
bucal. Observa-se, ainda, na por¢cao mais distal, a continuada reacdo pulpar,

promovendo a atresia do conduto. Tal fato torna-se palpavel na observacao da
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porcao apical do processo radicular, onde a atresia é praticamente completa (Figura

45).

Grupo Experimento

Andlise Radiografica

Na radiografia oclusal, mesmo com o segmento distal ausente, é possivel
identificar a luz do conduto ésseo correspondendo ao trajeto alveolar normalmente
seguido pelo dente em erupgao (Figura 46).

Chama atengdo a homogeneidade da radiopacidade na area correspondente
ao enxerto 0sseo e, a partir desta, o grande desvio provocado no trajeto de
crescimento da raiz prolongando-se expressivamente além do limite vestibular da
parede éssea.

No exame radiografico de perfil, a sobreposi¢ao de imagem ésseo-alveolar e
estrutura dentaria podem confirmar a erupc¢ao além do bordo cervical do alvéolo, nao

considerando o seu desvio para vestibular (Figura 47).

Andlise Histolbgica

A curvatura radicular favorece, nos cortes histolégicos, uma composi¢do em
menor comprimento. Sua observacao permite identificar a estrutura dentaria contida
em periodonto normal. Comparando a estrutura éssea vestibular com a lingual,
podem-se identificar, na face lingual, formag¢des Osseas irregulares integradas a area

receptora compativeis com enxertos 6sseos. Esta irregularidade avanga em diregao
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ao canal alveolar, exatamente na regido compativel com o desvio da erupgao do
dente.

Verifica-se, ainda, o epitélio limitante da estrutura periodontal gengival e a
presenca de restos alimentares junto a bolsa periodontal fisiolégica, anatomicamente
alterada (Figura 48).

No exame das laminas referentes a estrutura pulpar, observa-se continuidade
do processo de atresia. (Figura 49).

A comparagao do grupo controle e experimental aos 45 dias permite a clara
identificacdo entre um osso alveolar normalmente cicatrizado, remodelado em
padrao de normalidade, contendo a estrutura dentaria paralela a sua superficie
(Figura 50). Ja a imagem do grupo experimento de 45 dias com enxerto ésseo
denota a presenga de irregularidade alveolar compativel com a aposigdo de tecido
0sseo liofilizado enxertado. Além da perfeita integracdo e neoformacédo Ossea,
identifica-se 0 momento do desvio do dente provocado pela barreira mecanica do

enxerto (Figura 51).



Figura 41: Radiografia oclusal, grupo controle aos 45 dias.
Segmento dentario proximal em erupgao com imagens do
trajeto alveolar compativel com normalidade anatémica.

Figura 42: Radiografia de perfil, grupo controle aos 45 dias.
Segmento dentario proximal repete o trajeto eruptivo dentro
do conduto alveolar.

84



Figura 43: Montagem do incisivo,
grupo controle aos 45 dias.
Observa-se o segmento radicular
proximal (A) no seu trajeto de
erupcgao, a cortical éssea lingual
(B), a cortical éssea vestibular (C)
e a atresia quase que completa
do conduto radicular (D).
Cavidade bucal (CB). Artefato da
técnica (—). H.E. Aumento



Figura 44: Radiografia oclusal, grupo experimento aos 45
dias. Registra-se o segmento dentario em trajeto eruptivo
para vestibular, ausentando-se do canal alveolar.

Figura 45: Radiografia de perfil, grupo experimento aos 45
dias. Segmento dentario proximal mantém sua configuragao
anatdmica curvilinea.
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Figura 46: Montagem do incisivo,
grupo experimento aos 45 dias.
Observa-se o segmento radicular
proximal desviado para vestibular
(A), a polpa (P), a estrutura
Ossea exuberante compativel
com enxerto (E), a mucosa (M) e
restos alimentares (—). H.E.
Aumento original 40X.
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Figura 47: Incisivo, coto pulpar proximal, grupo experimento
aos 45 dias. Observa-se o segmento radicular proximal (A), a
continuidade do processo de atresia (B) e formacdo de um
tampao de dentina terciaria na regido da odontossecgao (—).
H.E. Aumento original 100X.

88



Figura 48: Incisivo e osso alveolar, grupo controle aos 45 dias.
Observa-se 0 0sso alveolar (O) e o segmento radicular proximal
seguindo o seu trajeto de erupgao (A). H.E. Aumento original
100X.
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Figura 49: Incisivo e osso alveolar, grupo experimento aos 45
dias. Observa-se o tecido ésseo enxertado (E) e o segmento
radicular proximal sendo desviado do seu trajeto eruptivo (A).
H.E. Aumento original 100X.
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DISCUSSAO

O reparo 6sseo é objeto de intensivas pesquisas também na especialidade de
Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial (CTBMF) (MEYER, JOSS e WIESMANN,
2004; WIESMANN, JOSS e MEYER 2004). Inumeras alternativas tém sido utilizadas
nas cirurgias reconstrutivas oOsseas, tais como o uso de biomateriais, enxertos
autégenos ou alogenos (WEST e BRUSTEIN, 1978; KENNEY et al, 1985;
PURICELLI e CHEM, 1985; PURICELLI, 1981 e 1998), embora existam restricbes
em todos estes métodos. Estas restrigdes incluem morbidade do sitio doador (LAND
et al, 2000), escassez de tecido Osseo autdégeno, barreiras imunolégicas para
aloenxertos e o risco de transmissdo de doencas infecciosas, tanto humanas como
em animais (MBITHI, SPRIGTHORP e SATTAR, 1990; ARANDA-ANZALDO, VIZA e
BUSNEL, 1992; WEINZ, 2001; TAYLOR, 2002).

A utilizacdo de modelos animais para embasamento cientifico € etapa
fundamental no processo de pesquisa. Dos animais utilizados em cirurgia
experimental, tais como coelhos, caes, gatos e ratos, este ultimo € o mais frequente.
Permitem a criagdo controlada em grande quantidade e com menor custo (KIRK, LIM
e KHAN, 1989), enquadrando-se, ainda, nos conceitos atuais de bioética
(KARAHARJU-SAVANTO, 1994).

Os incisivos inferiores do rato oferecem um modelo quase ideal para o estudo
de interagdes durante a morfogénese dentaria, por possuir a habilidade bioldgica de
formacdo, calcificacdo e erupcdo continuas durante toda a vida do animal
(TAVERNE, 1991; SHORE et al, 1992).

No presente estudo, utilizou-se um modelo experimental proposto pela

primeira vez (PURICELLI, 2003). Através deste, a autora sugere: leito receptor para
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enxerto 6sseo criado a partir do alvéolo radicular vazio, forga fisioldgica dindmica
guiada pelo processo de crescimento e erupg¢ao do incisivo inferior em seu segmento
proximal em processo eruptivo, podendo gerar compressao do enxerto. A remogao
do segmento medial da raiz do incisivo inferior direito do rato permite a obtengao de
leito receptor de enxerto 6sseo. Neste estudo, utilizou-se, para leito receptor do
enxerto 6sseo, os 2,0mm distais da cavidade alveolar cirurgicamente obtida
(PURICELLI, 2003).

Autores como Malletta e colaboradores (1983), Isaksson e colaboradores
(1992) utilizaram osso alégeno liofilizado em seus estudos. Neste estudo dindmico
de enxertia, utilizou-se, como enxerto alégeno, osso liofilizado de rato, fornecido pelo
Servico de Ortopedia e Traumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) (GALIA, 2003). O protocolo para obtengao deste material obedeceu a etapa
de purificagdo através de lavagem, descelularizagdo e desengorduragéo, seguindo
um processamento baseado nos trabalhos publicados por Kakiuchi e colaboradores
(1996) e Kakiuchi e Ono (1998). Este protocolo de processamento diminui a
antigenicidade, com pouca alteragédo bioquimica. Fornece um material biocompativel
e estéril, podendo ser armazenado a temperatura ambiente concordando com
Gasdag e colaboradores (1995).

Na obtencédo das imagens radiograficas, o tempo de exposigcédo e a distancia
foco-filme foram anteriormente determinados por estudo piloto. O tempo de
exposicao que possibilitou melhor contraste para exame das radiografias foi de 0,3s,
e a distancia foco-flme de 4 cm. Durante a obtencéo radiografica com o tempo de
exposicao permanente regulado no aparelho, a distancia foco-filme foi revisada a
cada cinco exposi¢des, permitindo um padrao constante de exposicdo a pelicula

radiografica.
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No corte das laminas histologicas, existem dificuldades técnicas causadas
pelo crescimento continuo do coto dentario proximal. Este deve seguir uma trajetoria
curvilinea obedecendo a anatomia do corpo mandibular. Nos Uultimos tempos
experimentais, constatou-se uma direcido vestibular de erupcédo dentaria, impedindo
manter um padréao de corte histoldgico, principalmente para comparacdes pareadas
dos grupos controle e experimento. Entretanto, tal fato ndo foi significativo na
observacgao e comparacgao dos resultados associados aos controles radiograficos.

Verificou-se, a partir das analises radiograficas e histolégicas, que o incisivo
inferior continuou o seu processo eruptivo, concordando com autores como Schour e
Van Dyke (1931), apud Taverne, (1991)', Thomas (1976) e Taverne (1991). Estes
autores analisaram e quantificaram o crescimento continuo dos incisivos inferiores
dos ratos, utilizando diversos métodos para a pesquisa. Ja Melcher e Furseth (1990)
apresentaram resultados métricos de um crescimento eruptivo do incisivo inferior de
2,8mm por semana. Segundo os mesmos autores, este crescimento pode chegar até
duas vezes essa média se o elemento dentario for mantido fora de oclusao através
de desgastes repetidos. Considerou-se a remogao do segmento medial e a perda do
segmento distal do dente como uma forma de desgaste dentario, liberando 0 mesmo
ao processo de erupcgao livre.

As metrias apresentadas por estes autores foram utilizadas para calculo
métrico da odontosseccgao, ritmo e tempo de erupgao que permitiram idealizar o
volume e a posi¢cao do osso enxertado. Entretanto, ndo foi objeto desta pesquisa o
controle centimétrico do crescimento e erupcao do incisivo inferior de ratos.

Os enxertos 6sseos liofilizados humanos podem ser corticais, esponjosos ou

de forma combinada (ROSS, REITH e ROMRELL, 1993; PURICELLI, BARALDI e

1 SCHOUR, I; VAN DYKE, H.B. Histologic Changes in the Rat Incisor Following Hypophysectomy. In: TAVERNE,
A.AR. Reliability of Eruption Rate Measurements of the Rat Incisor. Aust. Orthod. J., Brisbane, v.12, no. 1, p. 33-36, 1991.
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CARDOSO, 2004; PURICELLI, BARALDI e PARIS, 2005). No presente estudo,
utilizou-se enxertos 6sseos de fémures de rato, na forma de particulas de osso
cortical, esponjoso, combinados ou nao.

Neste estudo, o inicio do processo de incorporagao do tecido 6sseo pdde ser
identificado ja aos sete dias pds-operatérios; registrou-se a presengca de hematoma
circundando as particulas enxertadas e vasos sanguineos invadindo a estrutura
esponjosa. Estas observagdes concordam com Friedlander (1987), que afirma ser
neste momento o inicio da atividade de osteoconducédo do enxerto dsseo liofilizado,
que serve, entdo, como estrutura para a deposicao de novo 0sso.

Ainda, Puricelli, Baraldi e Paris (2005) relataram que o osso cortical, quando
enxertado, revasculariza-se mais lentamente se comparado ao 0SSO esponjoso.
Instala-se neste, um processo de reabsorgao seguida de aposi¢ao, enquanto no
0SSO esponjoso ha um processo de incorporagao, onde a aposigdo se antecipa a
reabsorcao.

Os mesmos autores afirmam, ainda, que os enxertos corticais, mesmo com o
tempo, mantém uma composicao mista de 0sso necrético e novo osso vital. Por sua
vez, concordamos com Puricelli, Baraldi e Paris (2005), de que o enxerto esponjoso
incorpora-se completamente ao receptor , como péde-se observar aos 45 dias.

Em relacdo aos segmentos dentarios proximais e distais remanescentes, aos
sete dias, verificou-se, tanto no grupo controle quanto experimento, alteragdes do
tecido pulpar. No coto distal, constatou-se uma desorganizagao tecidual com
presenca de células inflamatdrias e necrose. Este processo, resultante da ruptura
vascular e compromisso nutricional na polpa, também ¢é observado em dentes

humanos apés lesdes de solugdo de continuidade na estrutura radicular, como ja
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documentadas por Andreasen e Andreasen (2001). A odontosseccao proposta na
metodologia pode ser considerada como um agente etiolégico traumatico.

Ja o fragmento proximal submetido a mesma técnica cirurgica apresentou o
tecido pulpar em intensa proliferagcao tecidual, redistribuicdo de neovascularizagao
numericamente expressiva e grande acao dos odontoblastos. Este segmento
radicular apical submetido ao trauma cirurgico, ja aos sete dias, permite observar o
inicio da deposi¢cao de tecido mineralizado em diregao centripeta, tamponando o
conduto pulpar, como descrito também por Andreasen e Andreasen (2001).

Nas amostras dos segmentos proximais de 14 e 45 dias, observou-se
palpavel deposicdo de dentina terciaria em toda a extensdo do conduto radicular,
determinando a progressiva atresia do mesmo evoluindo em diregdo a extremidade
distal. Observou-se, ainda, residual de tecido fibroso cicatricial. Estes resultados nos
reportam as observagbes de Andreasen e Andreasen (2001) e Ten Cate (2001)
quanto a presencga de dentina terciaria resultante do tecido pulpar a estimulos, entre
eles a fratura radicular.

Nos cotos distais, aos 14 dias, observou-se, em trés animais, tanto
experimento quanto controle, a presenca de tecido celular predominantemente
fibroso invadindo o conduto radicular e a superficie cementaria da raiz. Esta reacao
cicatricial € compativel com as observagdes ja relatadas por Andreasen e Andreasen
em 2001. Quando nao contaminado, este evolui para a obliteracdo do canal
radicular. Ainda durante a revascularizagdo, células derivadas do ligamento
periodontal podem predominar na cicatrizacido radicular, interpondo-se como tecido
conjuntivo na uniao dos fragmentos radiculares.

A observagao dos segmentos dentarios distais a partir dos 45 dias foi vetada

pela auséncia fisica dos mesmos ja expulsos ou perdidos dos seus alvéolos.
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Nas andlises radiograficas de sete e 14 dias, foi possivel comparar a
radiopacidade entre a area enxertada e a area ossea receptora. Ja especialmente
aos 14 dias evidenciou-se a progressiva incorporagao do enxerto 6sseo. Nesta
pesquisa em ratos, este processo ocorreu em tempo habil, antes da esperada
impaccado mecanica provocada pela erupgcdo continua do segmento dentario
proximal. Segundo Friedlander e colaboradores (1984) e Friedlander (1987), o tecido
0sseo enxertado € alterado pela atividade osteoclastica que acompanha a
neovascularizagdo. Para os mesmos autores, isso resulta num aumento substancial
na porosidade do enxerto, o que torna sua radiointensidade similar ao osso medular
da area receptora, aqui também observado. Aos 45 dias, radiograficamente, a
visualizagdo da imagem nao favorece a localizagdo do enxerto no leito receptor.
Pelas observagdes registradas, pode-se concluir que o periodo compreendido entre
14 e 45 dias seja de fato o momento da grande integragao.

No presente estudo, observou-se que, em praticamente todos os animais,
tanto nos grupos controles como experimentos, ha ocorréncia de intrusdo do coto
dentario distal. Este fato determinou o deslocamento do enxerto dsseo, localizado
em justaposicdo a sua face proximal, para o interior da cavidade cirurgica.
Observou-se, ainda, um deslizamento do osso enxertado para a parede lingual do
alvéolo, o que favoreceu o aprisionamento das particulas do enxerto 6sseo liofilizado
entre o coto distal intruido e a face lingual do alvéolo. Acredita-se que tal fato permita
uma maior estabilidade ao enxerto ésseo e, por conseguinte, uma incorporagao
quantitativamente maior do mesmo na area, confirmando a imobilizacdo necessaria
ja descrita por Friedlander (1987).

A anadlise macroscépica das mandibulas permite sugerir que a permanéncia

de um dos incisivos inferiores do rato é fundamental para a manutencdo da
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funcionalidade roedora do animal. Neste modelo de estudo, a manutencdo dos
3,0mm distais da raiz inserida e contida na cortical 6ssea do alvéolo ndao foram
suficientes como suporte para impedir a intrusdo do incisivo submetido a
odontossecgao. Por tal, sugere-se que a for¢ca roedora do animal seja superior a
resisténcia dessa estrutura remanescente.

A observacéao radiografica e histolégica dos animais do grupo experimento de
45 dias permite afirmar que a presenca do enxerto 6sseo no alvéolo faz com que o
incisivo inferior do rato mude sua trajetéria de erupgéo, apresentando uma diregao
para vestibular. Tal fato pode confirmar a incorporagao do enxerto 6sseo, que, por
sua resisténcia mecanica, impediu a continuidade de erupgao do elemento dentario
no trajeto alveolar convencional.

Este modelo proposto por Puricelli (2003), por seu ineditismo, estimula a
realizacdo de novos trabalhos visando seu aperfeicoamento e viabilizacdo de
resultados.

O modelo experimental utilizado concorda com os conceitos atuais de bioética
da pesquisa em animais (GOLDIM, RAYMUNDO, 1997; GOLDIM, 2002; GOLDIM,
RAYMUNDO, 2003). Em cirurgia experimental, justifica-se a opg¢ao por animais visto
inexistirem alternativas humanas. Desta forma, foram selecionados apenas animais
nascidos e criados em cativeiro laboratorial. Usou-se um numero reduzido de
animais para o experimento, sem haver prejuizo quanto a validagao cientifica do
mesmo. Os animais foram mantidos nos padrdes qualitativos de alojamento,
fornecimento de agua e alimento, assegurando o preenchimento das necessidades
basicas dos mesmos. Os animais tiveram acompanhamento médico veterinario no
pré, trans e pos-operatorio. A anestesia foi empregada em quantia e forma de

aplicacao ideais (FANTONI, CORTOPASSI, 1996). A eutanasia dos animais foi
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obtida através de hipoxia por deslocamento cervical, obedecendo a Resolugao
Normativa 04/97, da Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude/GPPG/HCPA. O
projeto foi, ainda, submetido & aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Desta
forma, pode ser considerada uma pesquisa realizada dentro dos principios da

bioética.
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CONCLUSAO

Segundo a metodologia empregada neste estudo experimental inédito,

concluiu-se que:

- 0 incisivo inferior do rato, mesmo submetido a odontossec¢gédo em seu segmento

dentario proximal, segue um processo de crescimento e erupgao;

- 0 tecido pulpar contido no segmento proximal mantém sua vitalidade, reagindo na

forma de cicatrizacado dentinaria, compativel com o dente humano;

- 0 enxerto 0sseo aldégeno liofilizado evolui favoravelmente no processo de

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

- a dindmica da erupgao dentaria pode criar forga, em padrao fisiolégico, para testar

a resisténcia e estabilidade do enxerto 6sseo cicatrizado;
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ANEXO A

Anexo A: 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

RESOLUCAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comissdo de Pesquisas da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisou o projeto:

Numero: 23/04

Titulo do projeto: AVALIACAQ HISTOLOG!CA' E RADIOGRAFICA DE
" ENXERTO OSSEQO  LIOFILIZADO EM  AREA DENTADA EM
DESENVOLVIMENTO

Investigador{es) principal(ais): Profa. Edela Pricelli e C.D. Mauro Gomes Trein
Leite.

O mesmo foi aprovado na reunido do dia 14/10/2004, ata n°® 09/04 do Comité de Etica em
Pesquisa e da Comissdo de Pesquisas, da UFRGS, por estar adequado ética e
metodologicamente, e de acordo com as normas de utilizagdo de animais em projetos de
. pesquisa, conforme a Resolucdo Normativa 04/97, da Comisséo de Pesquisa e Etica em
Saude GPPG/HCPA.

Porto Alegre, 15 de outubro de 2004.
%@1645-7.,;\ ‘e;éﬂz‘ﬂfé’//{f

Profa. Marisa Maltz
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Manogl
Coordenador da fomissao de Pesquisas
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ANEXO B

Utilizacdo de Animais em Projetos de Pesquisa

Comisséao de Pesquisa e Etica em Saude/GPPG/HCPA
Resolugao Normativa 04/97

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

a) a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas deve ocorrer somente
apos ser provada a sua relevancia para o avango do conhecimento cientifico,
considerando-se a impossibilidade de utilizacdo de métodos alternativos como:
modelos matematicos; simulagdes computadorizadas; sistemas biolégicos “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, alimentagcdo e cuidados
adequados a espécie através de assisténcia qualificada;

d) procedimentos que possam causar dor ou angustia devem ser
desenvolvidos com sedagdo, analgesia ou anestesia, salvo quando forem os

mesmos 0 objetivo da pesquisa. Devem ser, igualmente, observados cuidados com
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assepsia e prevencao de infecgdes, assim como cuidados para minimizar o
desconforto e estresse dos animais em estudo;

e) necessitando de imobilizacao fisica e/ou de privagao alimentar ou hidrica,
os pesquisadores devem procurar manter estas condigcdes 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 0s
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: hipoxia
por barbituricos, anestésicos inalatérios, didoxido de carbono e mondxido de carbono
(engarrafado), metanesulfonato de tricaina, benzocaina e irradiagao por microondas;

h) as técnicas aceitas, de forma condicional, sdo as seguintes: hipdxia por
deslocamento cervical, por nitrogénio ou argdnio, decapitagao, concussao cerebral e
dano medular;

i) ndo serdo 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.



109

ANEXO C

Cddigo Estadual de Protegédo aos Animais

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

Art. 17 - VETADO

TiTU,LO [l

CAPITULO |

Dos Animais de Laboratorio

Secao |
Da Vivissecgéao

Art. 18 - Considera-se vivissecgao os experimentos 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 vivisseccdo sem uso de anestésico, bem como a sua
realizagcao 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 experimento de vivissecgao € proibido:

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

II - utilizar animal ja submetido a outro experimento ou realizar experiéncia
prolongada com o0 mesmo animal.

Art. 22 - Nos locais onde esta autorizada a vivissecg¢ao, 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.
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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 Disposigdes Finais

Art. 25 - As penalidades e multas referentes as infragdes definidas nesta Lei seréo
estabelecidas pelo Poder Executivo, em espécie.

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 publicacao.

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

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

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



