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dos materiais obtidos através das técnicas de bioengenharia,
impulsionaram o desenvolvimento de um novo substituto 6sseo,
composto por colageno bovino tipo I e hidroxiapatita. Os au-
tores acompanharam 15 pacientes com diferentes diagnodsticos
e nos quais foi utilizado o material em questao. Os resultados
favoraveis encontrados estiveram de acordo com os resultados
de estudo histopatolégico e foram atribuidos as caracteristicas
de biocompatibilidade, osteoconducao e osteoindugao e corre-
lacionados com dados da literatura cientifica.
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ABSTRACT
Recent advances in implantology, allied to bioengineering progress
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stimulated the development of a new bone substitute, composed by
collagen type I and hidroxyapatite. The authors followed 15 patients
with different diagnosis and applied the bone substitute described.
The favorable results achieved were in agreement with the results
of the histologic evaluation and were attributed to the biocompati-

bility, osteoinduction and osteoconduction and were correlated to
others scientific reports.
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Dentistry.

Recebido em: ??2/2007
Aprovado em: ?2?/2007

* Cirurgido-Dentista; MSc em Prétese pela Universidade de Georgetown - USA.

** Cirurgia-Dentista; Especialista em Endodontia pela ABO.

*** Farmacéutica; Especialista em Farmacologia pela UFR].

**** Farmacéutico; Bioquimico (USP e UFR]), Diretor de Planejamento da Cryopraxis; Diretor do Combiorio.

*k Bioquimico; Pos-Doutor em Patologia pelo Instituto de Patologia da Universidade de Freiburg - Alemanha e pela Fundacdo de Cincer de Detroit
- USA.

REVISTA IMPLANTNEWS 2007:4(5)578-82 717 |



o
()
[—
=
—
()
(=]
=
o
[
(=]
=T
()

Olympio Faissol | Tatiana Fernandes | Tatiana Lima | €duardo Cruz | Benedicto de Campos Vidal

Introducao

Aregeneragao Ossea fisiologica requer quatro componen-
tes: um sinal morfogenético, células do hospedeiro responsivas
ao sinal, um carreador adequado que seja capaz de transmitir
esta mensagem a sitios especificos e que sirva como arcabougo
para o crescimento celular, além de um leito vidvel e bem vas-
cularizado'.

Nas dltimas décadas, a partir dos avangos da bioengenha-
ria 6ssea tecidual, diferentes materiais tém sido sugeridos como
substitutos 6sseos, no sentido de funcionarem como arcabougo
de matriz extracelular e permitirem neoformagao 6ssea. Diver-
sas propriedades sdo necessarias a estes substitutos, tais como:
bioatividade, osteocondugdo, osteoindugao, biocompatibilidade
e biodegradacao. Adicionalmente, devem ter custos acessiveis e
serem facilmente produzidos, moldados e estocados'?

Os materiais tradicionalmente utilizados para corregao de
defeitos 6sseos sdo os enxertos 6sseos autologos e alogénicos. Os
primeiros trazem em contrapartida a necessidade de uma area
doadora, o que implica num procedimento cirtrgico adicional
e aumenta a morbidade (dor pés-operatoria, possibilidade de
hematomas, infeccao intercorrente). Sua utilizacdo também é
limitada, j& que muitas vezes nao ha material 6sseo disponivel
em quantidade suficiente®*. Por outro lado, a utiliza¢ao de tecido
6sseo obtido de outro individuo poderia acarretar o risco de doen-
gas e/ou infecgdes'¢, além de provocar a perda de fatores 6sseos
indutivos'. Com o aumento da procura por solugdes alternativas,
métodos seguros podem oferecer um suprimento rapido e satis-
fatério em extensas reconstrugdes maxilomandibulares.

O desenvolvimento e aplicagdo da engenharia tecidual
6ssea oferecem solugdes alternativas com potencial importante
para reconstrucao e expansao’. Ha multiplas razdes clinicas para
desenvolver alternativas de engenharia tecidual 6ssea, incluindo
a necessidade de melhores materiais de preenchimento para a
reconstrucao de defeitos 0sseos extensos e a obtengao de im-
plantes mecanicamente mais adequados ao ambiente biolégico
envolvido'. Os obstaculos mais imediatos que devem ser supe-
rados por estes biomateriais sao a reagao de corpo estranho aos
arcabougos e a manutencao da morfologia do tecido regenerado
sem a obliteragdo por um processo cicatricial®.

A (HA), [Ca, (PO,),(OH),], é uma das bioceramicas mais
freqlientemente utilizadas para reconstrugao dssea e denta-
ria’!’. Tem excelente compatibilidade com tecido ésseo e alta
osteocondutividade. Tal capacidade osteocondutora permite
que funcione como arcabougo para formagao 6ssea. Além disto,
apresenta importante bioatividade, apesar de sua lenta taxa de
degradacao'®’, forca mecanica e potencial osteoindutivo®’, ndo
sendo antigénica nem citotdxica'.

Sabe-se que é essencial para eficdcia dos implantes
ortopédicos e odontologicos estabelecer uma interface meca-
nicamente sélida com uma fusao completa entre a supertficie do
material e o tecido 6sseo, sem a presenga de tecido fibroso'. A
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hidroxiapatita é considerada um material bioativo que permite
a osseointegragao, pois forma um elo quimico direto com o osso
subjacente sem a formagao de tecido fibroso'. A capacidade de
se unir ao tecido 6sseo é uma propriedade Gnica das ceramicas
bioativas. Analises da interface osso-implante revelaram que a
presenca da hidroxiapatita ¢ uma das caracteristicas-chave na
zona de uniao®.

A porosidade também desempenha um papel impor-
tante para o comportamento celular. Um tamanho suficiente
de poros e uma estrutura porosa interconectada sao requisitos
para o crescimento esquematizado de osteoblastos®. Estruturas
de polifosfato de calcio porosas submetidas a sinterizagdo em
temperaturas adequadas podem ser produzidas com porosidade
de tamanho e geometria adequados ao crescimento 6sseo?.

O colageno, por outro lado, é biocompativel, biodegradavel
e osteoindutor, agindo como sistema de liberacao de proteinas
morfogenéticas ésseas (BMPs)'', citoquinas capazes de induzir
adiferenciacao de células mesenquimais em células osteogénicas
e condrogénicas'®. Tem sido confirmado que determinadas BMPs
(BMP-2 e/ou BMP-4) aparecem no estagio inicial do processo de
consolidagao da fratura e parecem estar envolvidas na progressao
de uma série de eventos em cascata no reparo 6sseo’’. Através de
tais citoquinas, as células enviam mensagens em nivel local ou
sistémico, sendo essencial a utilizagdo de materiais carreadores
adequados para um sistema de comunicagao’’. O colageno extra-
ido de pele ou tendao suino ou bovino, com sua antigenicidade
reduzida através de processamento quimico, é considerado o
padrao-ouro para os carreadores de BMP.

Por ser a proteina mais abundante da porgao organica do
0ss0, o colageno desempenha neste tecido papel fundamental
na interagdo célula-matriz, tendo atividade moduladora na
proliferagao, migragdo, diferenciacdo e expressao génica es-
pecifica das células. O coldgeno do tipo I é uma proteina da
matriz extracelular dssea que apresenta propriedades adesivas
por conter uma seqiiéncia Arg-Gly-Asp (RGD) que ¢é especifica
para a fixagao dos receptores de membrana celulares dos oste-
oblastos, como integrinas®.

Algumas ceramicas a base de fosfato de calcio bovino
comercialmente disponiveis tém sido aplicadas in vitro e in
vivo com excelente biocompatibilidade e osteocondugao™*. A
combinagdo de colageno bovino do tipo I com hidroxiapatita
sintética e fosfato tricalcio aumentou a formagao de tecido dsseo
em defeitos radiais de caninos, em comparagao com HA e fosfato
tricélcio isolados ou associados a aspirado de medula 6ssea®.

Microesferas de HA/coldgeno reconstituido estimularam
o crescimento de osteoblastos apés sete dias de incubacao,
justificando a utilizagao destes materiais para o preenchimento
de defeitos 6sseos™.

Os dados apresentados motivaram a elaboracao de um
substituto dsseo composto por hidroxiapatita e colageno tipo I
de origem bovina por um pesquisador®. Este biocomposto foi
avaliado previamente em animais, tendo sido demonstrado que
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a ordem molecular e as reagdes geradas do ponto de vista fisico-
quimico dos componentes HA/coldgeno tipo I produzem um
complexo capaz de enviar sinais para induzir ossificagao?.

TABELA 2 - INDICACOES E DATAS DOS ACOMPANHAMENTOS
RADIOGRAFICOS DOS PACIENTES SUBMETIDOS A ENXERTIA

Aplicacdes -
plicag Controle [}nntrole

- Lesdo endo-
Proposicao erodonts | (20792 | OG/0B/%2 | 0T/ | OVOA/02
o2 | LSO 00 | g309/0 | TS | 13/09/05
Os objetivos deste trabalho foram avaliar o comporta- Lpeno;iontal
. . . evantamen-
mento de um novo substituto ésseo, composto por colageno 03 S 06/01/97 | 19/0097 | o112/97 | o1/02/01
tipo I e hidroxiapatita bovinos, em diversas situagdes clinico- maxilar
cirtirgicas em Odontologia, a partir de resultados histol6gicos Exodontia
obtidos em um estudo pré-clinico. 04 colgz;ag s | 2/TVT | 247197 | 10/05/99 | 19/04/06
Material e Método fe ol
05 i 23/04/99 | 12/08/99 | 10/08/04 | 19/01/06
Foram acompanhados 15 pacientes no periodo de 1992 a Les?io endo-
2006, com faixa etaria entre 17 e 78 anos, de ambos os sexos, cujas 06 periodontal AL A G2 S
caracteristicas e diagnosticos podem ser observados na Tabela 1. 07 BU(:sa | 05/11/99 | 18/11/99 | 14/01/03 | 11/11/05
As datas em que foram realizadas as radiografias para o acom- Perio onta
panhamento dos casos podem ser observadas na Tabela 2. 08 Lpe::z di?lttjsl- 11/09/00 | 15/09/00 | 13/02/01 | 30/08/02
TABELA 1 - CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA 09 per?(:](:zi:l | 19/09/00 | 25/03/00 | 03/10/00 | 07/05/02
Aplicagies | Idade
m*-m 10 Cisto dsseo | 18/10/01 | 01/07/02 | 08/05/03 | 25/02/05
Masculino Elemento 47 -
endoperiodontal Exodontia
Lesdo - para
02 ] 18 Feminino Elemento 47 1 i 08/10/02 | 13/10/02 | 01/07/05
py | Levamamend | ool ying SUP ESQ protese i
de seio maxilar Levantamen-
Exodontia para 12 to de seio 22/10/03 | 10/11/03 | 13/12/04 | 21/12/05
04 colocacdo de 54 Feminino Elemento 16 maxilar
implante Exodontia
05 Bolsa 18 Femini para
. eminino Elementos 24 e 26 13 < 23/03/04 | 24/03/04 | 01/09/04 | 02/09/05
periodontal colocacao
06 Legao 13 | Masculino Elemento 33 de implante
endoperiodontal Levantamen-
07 Bolsa 13 | Masculino Elemento 37 14 todeseio | 17/02/05 | 29/03/05 | 05/05/06
periodontal maxilar
08 n du;:rsizzontal 53 Feminino Elemento 36 B
= 15| oioomcan go | 28/09/05 | 03/10/05 | 2271106
09 . 70 | Masculino Elemento 38 caga0
periodontal protese fixa
INFDIR
10 Cisto dsseo 7 Feminino INF ESQ As indicagOes da aplicagdo do biomaterial foram varia-
. SUPDIR das, abrangendo situagdes referentes a bolsa periodontal, cisto
i E;;ﬂzgtlgup:;a 8 Feminino Elemento 47 6sseo, lesao endoperiodontal, levantamento de seio maxilar e
prite s% fixa preenchimento de alvéolo ap6s exodontia para colocagdo de
Levantamento . implantes e de proétese fixa.
12 de seio maxilar e AL O material utilizado foi um substituto 6sseo composto por
Exodontia para colageno tipo I e hidroxiapatita bovinos, esterilizado por raios
13 00!003950 de 60 Feminino INF ESQ gama (Extra Graft XG-13 - Silvestre Labs - R]/Brasil).
] Imptlantet No momento da aplicagdo, o substituto 6sseo foi mis-
14 d:‘;i?uag:;h:r 13 Feminino SUP DIR turado com cloridrato de lincomicina (Frademicina solugdo
Exodontia para injetavel). O local a ser enxertado foi preparado com curetagem
15 colocagdo de 70 Masculino Elemento 25 convencional para garantir a desbrida¢do completa e remogao de
protese fixa todo material necrético da regido e irrigado com solucao salina
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estéril. O material foi condensado na édrea do defeito, seguido
do reposicionamento das pontas do tecido no local e sutura em
rede para garantir a melhor permanéncia do enxerto.

Adotou-se tratamento profilatico para o pds-operatério
imediato e tardio, através da administragao de analgésico, an-
tibidtico e cuidados especiais de rotina pés-cirtrgica. Em casos
de defeitos 6sseos extensos, utilizou-se curativo cirtrgico nos
dois primeiros dias pés-operatorios.

Cortes histolégicos da utilizagdo deste substituto na
calvaria e no fémur de ratos foram anexados a este estudo
para complementacao da analise do material. Os cortes foram
corados através do método padrao hematoxilina-eosina e a
birrefringéncia (propriedade fotodptica) foi determinada com
um microscoépio de luz polarizada para detectar a orientagao e
o estado de agregacao das fibras de coldgeno.

Resultados

Os resultados foram obtidos a partir do acompanhamento
clinico e radiografico dos pacientes.

Nos quatro casos de lesdo endoperiodontal (1, 2, 6 e
8), houve regressao total das lesdes, podendo ser constatados
inicialmente integragao total do enxerto com o osso resultando
em aspecto fisiologico.

Os trés casos que envolviam bolsa periodontal apresen-
taram integracdo do enxerto com imagem sugestiva de remo-
delagao 6ssea (casos 5, 7 e 9, respectivamente).

Quando foi realizado o levantamento de seio maxilar nos
casos 3, 12 e 14, o material enxertado permitiu a ancoragem dos
implantes na mesma sessao clinica. Foram colocados quatro
implantes no caso 3, trés no caso 12 e dois no caso 14. Em todos
os casos, verificaram-se as pontes fixas metaloceramicas sobre
os implantes com a comprovagao da resisténcia mecanica do
material (Figura 1).

Figuras 1
Levantamento de seio maxilar.
A. Indicagio de colocagdo de implantes B. Enxertia 6ssea e trés implantes
colocados na mesma sessio clinica. C. Controle de um ano. D. Controle
de dois anos e um més. Protese fixa cimentada sobre os implantes.
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Nos casos 4 e 13 foram realizados preenchimentos dos
alvéolos com o biomaterial imediatamente apds a exodontia e
foram colocados implantes cinco meses e meio apds a enxertia
6ssea no caso 4 e cinco meses ap6s no caso 13. As radiografias
iniciais de controle de ambos os casos evidenciaram a integragao
total enxerto-implante e as radiografias de controle de oito anos
e cinco meses (caso 4) e de um ano e seis meses (caso 13) apre-
sentaram excelentes resultados clinicos com imagem sugestiva

de remodelagao 6ssea, conforme Figura 2.

Figuras 2
A. Indicagdo de exodontia do elemento 16. B. Preenchimento do alvéolo com
Extra Graft XG-13 imediatamente apés a cirurgia. C. 17 meses apds a enxertia
dssea e 1 ano apds a colocagio do implante. D. 8 anos e 5 meses ap0s a cirurgia.

Figuras 3 e 4
Corte histolégico 20 dias apés a enxertia com o substituto ésseo
na calviria de ratos.

Figura 3 - A zona de implantacdo no espaco medular demonstra intensa
vascularizagdo. O fragmento do material (fr) estd circundado por fibroblastos
(setas amarelas), osteoblastos (setas vermelhas) e osso imaturo (0i).

O fragmento é invadido por ostedcitos (estrelas).

Figura 4 - No mesmo campo, foi verificado o estado de agregacio das fibras de
coldgeno através de intensa birrefringéncia, comprovando a presenga de osteo-
blastos na sintese destas novas fibras (setas amarelas). (HE, 250x).

Os casos 11 e 15 envolveram preenchimento de alvéolo
com o biomaterial imediatamente ap6s a exodontia dos elemen-
tos dentarios. Nas radiografias finais de controle apds a enxertia
6ssea, verificaram-se as proteses fixas cimentadas comprovando
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a resisténcia mecanica do material empregado.

O diagnéstico do caso 10 foi um ceratocisto odontogénico
ocorrido em uma paciente com 17 anos de idade. Foi realiza-
do esvaziamento dos cistos e preenchimento com o material
utilizado no presente estudo. Apds dois anos e sete meses da
colocagao do substituto ésseo, pode ser comprovada a eficacia
do material no preenchimento dos cistos.

Discussao

Os enxertos de biomateriais tém sido indicados para o
tratamento de defeitos 6sseos, buscando novas possibilidades
que satisfagam requisitos necessarios a adequada utilizagao. Os
métodos biolégicos tradicionais de correcao dos defeitos, como
a utilizagao de osso autélogo ou alégeno, apresentam diversas
hmita§6e81,3,4—7,13,l7,22'

A engenharia tecidual éssea tem buscado solugdes
para gerar um novo tecido 6sseo com qualidades mecanicas e
funcionais adequadas'?. Dentre os diversos materiais obtidos
por técnicas de bioengenharia e disponiveis para uso clinico,
a associagao de coldgeno bovino do tipo I com hidroxiapatita
tem sido utilizada para preenchimento de defeitos ésseos, apre-
sentando resultados satisfatorios®*18-2, aliando a osteoindugao
e a propriedade adesiva do colageno a bioatividade superior e
osteocondugao da hidroxiapatita’.

O didametro médio ideal das particulas de fosfato de calcio
deve estar entre 200 pm -500 pm, sendo que particulas inferiores
a 50 pm podem induzir citotoxicidade'®®. A presenga de poros
com diametro médio de 200 pm - 400 pm funciona como suporte
para a invasao vascular e induz migragao, adesao, proliferacao e
diferenciacao de osteoblastos no interior dos poros®. A presenga
de interconexdes entre os poros é uma importante condigao para
que os eventos descritos ocorram?.

Estudos histolégicos e de microscopia eletrénica demons-
traram que o composto de coldgeno e hidroxiapatita utilizado no
presente estudo apresenta macroporosidade ideal, relacionada a
interagdo das particulas de colageno. Além disto, as ligagdes fracas
dos grupos carbonato a hidroxiapatita tém o potencial de gerar
carbonato-HA em particulas de superficie consideradas muito
importantes na adesao celular e futuro comportamento celular’.

As BMPs apresentam diversas possibilidades de aplicagao
em Odontologia, por representarem um grupo distinto de fatores
indutores, favorecendo a neoformagao éssea e o reparo de tecido
6sse0'®™ 17O colageno bovino presente no material empregado
¢ considerado o carreador de BMP mais adequado".

Sabe-se que a antigenicidade do coldgeno esta relacio-
nada a presenga de telopeptideos®, que podem ser removidos
com tratamentos com pepsina e solugdes alcalinas fortes e
agentes fisico-quimicos que induzem as liga¢oes cruzadas do
colageno®”. O presente material utiliza tais procedimentos, o
que pode justificar, ao menos em parte, a auséncia de processo
imunolégico ou rejeicdo contra o mesmo, sendo, portanto,

considerado um biocomposto seguro.

Histologicamente foram vistos osteoblastos penetran-
do nos fragmentos do material, cujos cristais de HA estavam
orientados na mesma diregao do osso original. Além disto,
foram observados cristais de HA no citoplasma de macréfagos,
o que enfatiza a idéia de um processo de reabsor¢ao do material
implantado.

A analise da birrefringéncia permitiu concluir que o bio-
composto é dotado de alta ordem molecular e de organizagao
dos cristais, um importante fator no fenémeno do reconheci-
mento e adesao celular'*.

Clinicamente, o material empregado apresentou-se
de facil utilizagao, confirmando as qualidades antes descritas
por outros autores como um material facilmente modelavel,
flexivel e com alta agregagao ao defeito 6sseo®’. Tais qualidades
tornam este substituto uma opcao que simplifica a realizagao
dos procedimentos cirtirgicos, com boa adaptagao a area a ser
enxertada.

O risco tedrico de transmissdo de doencas pridnicas
(encefalopatias espongiformes bovinas,”doenca da vaca louca”)
enfatiza a necessidade de manter padrdes adequados de controle
de infecgao e descontaminacao para todos os agentes infeccio-
sos, incluindo prions*. Os prions sdo proteinas que se mostram
capazes de auto-replicacdo apesar de, para isto, alterarem o
metabolismo celular. Sdo responsaveis por intimeras doengas
fatais em animais e no ser humano® .

A literatura recomenda a imersao do material por uma
hora em solugdo de NaOH 2N, seguida por autoclavagem
(360°C/uma hora), relatando que este ¢ um procedimento seguro
no que diz respeito a contaminagao por prions®* . O material
empregado pode ser considerado de baixo risco, pois foi sub-
metido a aquecimento em solugdo de NaOH 5% e incinerado
por trés horas, ampliando as margens de seguranga em relagao
as recomendagbes padrao.

Acrescido a estes dados, o material foi extraido de gado
rastreado, proveniente de area geografica de baixo risco (no
Brasil nao ha relatos de ocorréncia de encefalopatias espongi-
formes). Outro ponto de relevancia séo os tecidos bovinos de
extragdo dos materiais, 0ssos e tenddes, considerados também
de baixo risco®?.

Pesquisas recentes tém relatado que a esterilizagdo com
o6xido de etileno pode causar uma resposta inflamatéria e re-
agoes adversas®, além de apresentar baixa penetrabilidade®.
O substituto 6sseo empregado foi esterilizado por raios gama,
uma radiagao eletromagnética com maior penetrabilidade®. O
produto é esterilizado na embalagem final e a penetracao da
radiacdo assegura a esterilizagao de todo o seu volume, seja na
forma de sélido, liqiiido ou gel*.

Por outro lado, ndo houve nos casos acompanhados
nenhum sinal clinico ou radiografico de infecgdo ou outras
complicagdes que comprometessem a qualidade do material
utilizado.
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Conclusao

Baseado nos resultados obtidos com a aplicacdao do
substituto dsseo composto por hidroxiapatita e coldgeno tipo
L, concluiu-se que o material pode ser considerado uma matriz
de proliferagdo celular com propriedades osteocondutoras e,
possivelmente, induzir a regeneracao 6ssea, justificando sua
utilizagdo.

Ressaltamos que nao foram observados sinais de rejeicao,
infecgao ou outras complicagdes que pudessem ser relacionados

ao uso do substituto sseo estudado em nenhum dos 15 casos
acompanhados.
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