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DESCRITORES: RESUMO

Crassostrea; Defeito periodontal; Doencas As conchas de ostras podem se apresentar como fonte promissora na confecgéo de biomaterial para enxertia

Periodontais; Transplante Osseo; Materiais dssea, uma vez que apresentam, na sua constituicao principal, o célcio. Este trabalho teve por objetivo avaliar

Biocompativeis. os efeitos de um biomaterial obtido a partir da concha da Crassostrea gigas na sua aplicacao, em defeitos
periodontais de ratos. Anélise das particulas por MEV revelou tamanhos variados e superficie microporosa
e, por EDXRF, demonstrou uma constituicao basica de CaO. Dois grupos de vinte ratos receberam defeito
periodontal, preenchidos com codgulo sanguineo ou com biomaterial teste. Os tempos de monitoramento
foram de 1, 3, 6 e 8 semanas. A andlise histologica do biomaterial teste revelou: um processo inflamatério
granulomatoso cronico; mais edema do que o controle; inicialmente, o aparecimento de um tecido osteoide
mais fibroso, que resultou em um reparo 6sseo em camadas finas, que, além de aspecto fibroplasico no
ligamento periodontal, em estagio mais avancado, transformou-se em anquilose. Pode-se concluir que a
aplicagdo do biomaterial no defeito periodontal deste trabalho néo foi favoravel.

Keywords: ABSTRACT

Crassostrea; Periodontal defect; Bone substi- Oyster shells may be presented as a potential source for the production of a bone graft biomaterial, once they
tute; Periodontal Dislases; Bone Transplanta- are mainly constituted by calcium. The aim of this study was to evaluate the effects of a biomaterial based on
tion; Biocomplative Materials. Crassostrea gigas shell in the application of periodontal defects in rats.MEV analysis of the particles showed a

variety of sizes and microporous surface, while EDXRF analysis demonstrated calcium oxide as the main compo-
nent. Two groups of 20 WISTAR rats received periodontal defects filled with either blood clot or the test biomate-
rial. Monitoring periods were 1, 3, 6 and 8 weeks. Histological analysis revealed a chronic granulomatous process;
more edema than control; an initial fibrous osteoid tissue; a thin layered bone repair; a fibroplasic aspect of the
periodontal ligament; and in an advanced stage, ankylosis. It can be concluded that the application of the bioma-
terial in the periodontal defect of this study was unfavorable.
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|NTRODUCAO tal procedimento?. Outra opcdo é o uso de biomateriais, entre
eles os xenogénicos (de outra espécie), que podem apresentar
beneficios, como a semelhanga com o osso humano e a utili-
zacao de bens renovaveis pela prépria natureza. Um exemplo
cldssico é o uso do 0sso bovino como biomaterial de enxerto*.

Dentre os xenogénicos, também existem fontes alterna-
tivas usadas na producéo de biomateriais, tais como a casca de
ovos de avestruz® e as conchas marinhas®. Conchas de ostras
podem se apresentar como fonte promissora na confeccao
de biomaterial para enxertia éssea, uma vez que apresentam
como constituinte principal a calcita, um cristal a base de car-
bonato de cilcio, e, além disso, demonstram, em sua parte or-
ganica, moléculas praticamente idénticas as encontradas em
humanos: BMP-2 (bone morphogenetic protein)’.

As BMPs foram bem descritas em um estudo cléssico de
1967, no qual Urist et al.® demonstraram pesquisas com substi-
tutos 6sseos, visando encontrar um material ideal para recons-

O conhecimento histofisolégico do osso e a intencao
de reproduzir tal tecido sao de fundamental importancia nas
especialidades de Estomatologia, Cirurgia e Traumatologia
Buco-Maxilo-Facial, Periodontia e Implantodontia.

Sabe-se que o sistema de suporte 6sseo é fundamental
para a manutencdo dos elementos dentarios, vice-versa. A
doenca periodontal, por exemplo, pode levar a perda 6ssea,
que, por sua vez, leva a perda dentaria, afetando o individuo
estética e funcionalmente’. Assim, por causa da perda precoce
de dentes, ligada ao processo fisioldgico de reabsorcao 6ssea,
além da pneumatizacdo dos seios maxilares, muitos pacientes
necessitam de uma reconstrucao 6ssea prévia. A perda 6ssea
é um problema para a fun¢édo mastigatéria e gera um grande
impacto social, especialmente em pessoas com mais idade2.

A reposicao 6ssea pode ser realizada com uso de 0sso
autégeno, que é considerado o material mais eficiente para
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truir o 0sso humano com base no principio de que as BMPs
contribuem para a diferenciagao celular.

Assim, visando a diminuicdo de custos, o aproveitamen-
to de fontes renovaveis para a producdo de biomateriais e
buscando fornecer informacgoées histoldgicas no que se refere a
viabilidade de eventual aplicagao clinica futura em humanos,
o objetivo deste estudo foi o de avaliar os efeitos de um bio-
material obtido a partir da concha da Crassostrea gigas na sua
aplicacdo em defeitos periodontais de ratos.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Positivo (148/2008).

Foram utilizadas conchas de ostras, Crassostrea gigas,
oriundas do descarte da industria alimenticia (Bombinhas, SC,
Brasil). As conchas foram lavadas e escovadas em dgua corrente,
e os residuos remanescentes da limpeza foram removidos por
magquina para polimento de prétese (disco de 6xido de alumi-
nio, 20.000 rpm, Politrix, Nevone, Séo Paulo, SP, Brasil). Apds a
limpeza, as conchas foram moidas em pilao manual (Kopp, Curi-
tiba, PR, Brasil), e as particulas produzidas foram autoclavadas
(Vitale Plus 12, Cristofoli, Campo Mouréo, PR, Brasil).

ANALISE QUIMICA E MICROSCOPIA
DAS PARTICULAS

A EDXRF (Espectrometria de fluorescéncia de raios-X por
energia dispersiva) foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita®'®. Uma pequena quantidade das par-
ticulas foi colocada em suporte, metalizada (SCD 030, Balzers
Union, Alemanha) e observada em microscépio eletronico de
varredura (MEV, JSM6360-Lv, Jeol, Téquio, Japéo).

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvergicus), machos, de
seis meses de idade, com peso entre 350 e 450 gramas, 0s quais
foram divididos em dois grupos: grupo-controle (C) e grupo ex-
perimental de teste (T), subdivididos em cinco animais para cada
subgrupo. Foram submetidos a sedacao por halotano (Bayer, Ale-
manha) e anestesiados com quetamina (40 mg/kg, Bayer, Alema-
nha) e xilazina (5 mg/kg, Bayer, Alemanha), via intraperitoneal. Em
sequéncia, o ato cirdrgico se constituiu inicialmente de uma inciséo
linear (aproximadamente 8 mm) na porgao direita da mandibula,
na regido vestibular e anterior ao forame mentual, com lamina de
bisturi 15 (BD, Sdo Paulo, SP, Brasil), sem romper o colarinho cervical.
Apos afastamento da gengiva e do peridsteo, fez-se a criacao do
defeito dsseo por acdo de broca esférica multilaminada (carbide)
de 3mm de didmetro (Antilope, Suica), adaptada em aparelho por-
tatil de baixa rotacdo (Dentec-405N, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), de
acordo com protocolo cirdrgico pré-estabelecido™.

No grupo G, o defeito foi preenchido apenas com coagulo, e
no grupo T, com o biomaterial experimental. Os animais receberam
sutura com dois pontos simples, usando fio de nylon 5.0 (Procare,
Lamedid, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), e, ao término da cirurgia, rece-
beram uma dose de morfina (1mL, Bayer, Alemanha). A eutanasia
dos animais foi realizada em camara de gés de CO2, conforme os
tempos de monitoramento de 1, 3, 6 e 8 semanas. Todos os proce-
dimentos cirtrgicos foram realizados pelo mesmo operador.

PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

As hemimandibulas com os defeitos foram coletadas e fi-
xadas em formol neutro a 10% (Sulana, Maringa, Parand, Brasil),
lavadas e descalcificadas em solucdo de acido férmico a 10%
(Sigma, Diadema, Séo Paulo, Brasil). As pecas foram processadas
e incluidas em parafina. Foram feitos cortes seriados de 5 um de
espessura, no sentido mésio-distal, e a coloracdo por HE. Para
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andlise histoldgica, as imagens foram coletadas por microscopio
(021/3 Quimis, Diadema, SP, Brasil) e camera acoplada (SDC-310,
Samsung, Coreia). Os aumentos utilizados foram de 40, 100 e 400
X, Nos quais se analisaram os parametros: fechamento do defeito,
edema, reparo 6sseo e reparo do ligamento periodontal.

RESULTADOS

Analise por mev

O aspecto ultraestrutural demonstrou a producdo de
particulas de tamanhos aproximados de 20 a 700 um (Figuras
1A e 1B). Em aumentos maiores de 1500 a 10000 X, pode-se
observar a irregularidade da superficie do biomaterial, visto
que as particulas aparentam ser formadas pela unido de cris-
tais menores (Figuras 1C e 1D).

Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura das particulas do
biomaterial teste em diferentes aumentos.

Analise por edxrf
O oxido de calcio (CaO) predominou, com aproximados
96% da composicdo do biomaterial. (Tabela 1)

Tabela 1 - Anélise de composicdo quimica do biomaterial teste por
EDXRF

CD'T:,DHD Valor Concentragao
elemento
Ca0 9643729 %
Al0, 2613 %
S5i0; 0.288 %
Cl 1664 854 ppm
S0 169138 ppm
50, 1603,36 ppm
P05 114897 ppm
FesOg 632 ppm
MnQ 44417 ppm
InQ 13.614 ppm
Br 10,828 ppm
Cu0 4187 ppm
Rb 2089 ppm

Compostos ou elementos em quantidades menores do que 0,1% estao
indicados em ppm (partes por milh&o).



Observacoes clinicas

O biomaterial teste demonstrou caracteristicas favoraveis
de manipulagcdo durante a aplicacdo cirdrgica, mantendo-se
aglutinado e com grande estabilidade em contato com tecidos
vivos. Apds os procedimentos cirirgicos, os animais se alimen-
taram normalmente, apresentaram aspectos clinicos normais,
com comportamento similar, e resposta inflamatoéria cicatricial.

Analise histologica

No grupo controle de 1 semana, foram identificadas
areas com formacao de tecido osteoide no meio do tecido
de granulacdo (focal, apresentando processo inflamatério
crénico) e areas de neoformacéo de fibras colagenas, dispos-
tas perpendicularmente ao tecido cementario, mimetizando
ligamento periodontal, embora, em nenhum dos espécimes
analisados, tenha se observado fechamento ésseo do defeito
(Figura 2A). No grupo-controle de 3 semanas, pode-se cons-
tatar areas com proliferacdo 6ssea a partir das margens do
defeito, e um tecido de granulacdo localizado focalmente,
caracterizado pelo processo inflamatério crénico disperso.
(Figura 2B)

No grupo controle de 6 semanas, foi constatado o
fechamento do defeito cirirgico em todos os espécimes, a
partir da presenca de osso neoformado maduro e imaturo
coaptando as bordas, sendo evidente a presenca de um te-
cido de granulagdo composto por fibroplasia e processo in-
flamatdrio crénico, predominantemente linfo-plasmocitario,
nas regides ligamentar e submucosa (Figura 2C). Ja no grupo
controle de 8 semanas observou-se ainda melhor coaptacéo
das margens do defeito nos cortes histoldgicos, o que refletiu
no fechamento completo do defeito. Além disso, foi obser-
vada a presenca de tecido de granulacdo restrita ao centro
do defeito e predominancia de aspectos de normalidade das
regides ligamentar e submucosa. (Figuras 2D)

s

Figura 2. Microscopia de luz do grupo-controle nos diferentes tempos
de monitoramento: A = 1 semana; B = 3 semanas; C = 6 semanas; D=8
semanas. E = edema; NO = neoformacao dssea; Oi = osso imaturo; Ot =
ostedide; R = raiz dentaria; (<>) = espaco do ligamento periodontal; (*)
= infiltrado inflamatério.

No grupo teste de 1 semana, identificou-se a for-
macéo de tecido mineral semelhante ao tecido 6sseo, em
permeio a intenso processo inflamatdrio cronico e agudo.
Em nenhum dos espécimes analisados, foi observado o
fechamento 6sseo do defeito (Figura 3A). No grupo teste
de 3 semanas, constatou-se a formacao de dreas de tecido
osteoide dispostas em mosaico, circundadas por area de
intensa fibroplasia. Houve processo inflamatdrio cronico
inespecifico, sem fechamento ésseo do defeito. (Figura 3B)
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No grupo teste de 6 semanas foi observada a formacao de
uma fina ponte dssea sobre a area do defeito, com um processo
inflamatério cronico exibindo edema intenso em regido ligamen-
tar. A regido submucosa estava em remodelamento. Houve fecha-
mento parcial dos defeitos em todo grupo (Figura 3C). No grupo
teste de 8 semanas observou-se a coaptacao de bordas formada
por tecido mineral fino e irregular, calcificagdo de matriz na regido
ligamentar semelhante a uma anquilose, além da presenca de te-
cido inflamatério crénico, e o fechamento dos defeitos com tecido
mineral irregular fino em todas as amostras. (Figura 3D)

Figura 3. Microscopia de luz do grupo teste nos diferentes tempos de
monitoramento: A = 1 semana; B = 3 semanas; C = 6 semanas; D = 8
semanas. Bt = biomaterial teste; E = edema; NO = neoformagéo 6ssea;
Ot = osteoide; R = raiz dentdria; (<>) = espaco do ligamento periodon-
tal; («») = linha cimentante; (*) = infiltrado inflamatério.

A Tabela 2 mostra a comparacao dos resultados entre os
grupos em estudo.

Tabela 2 - Avaliacao geral dos parametros histoldgicos nos diferentes grupos

Grupo Fechamento Edema Reparo 655 €0 Reparo do
do defeito ligamento
c1 - + Aspecto normal de Aspecto normal de
cicatrizacio cicatrizacdo
Cc3 + + Tecido dsseo imaturo, Aspecto normal de
em camada unica fina,  cicatrizagdo
periférico, sem
consolidacio
[o3] + + Tecido dsseo imaturo Aspecto normal de
rodeado por tecido cicatrizago
ostdide modelado, em
camada dnica espessa,
sem consolidacdo
Cca + + Tecido dsseo maduro,  Aspecto normal de
em camada Unica cicatrizacdo mais
espessa, com avancada
consolidacdo
T - +++ Tecido ostedide Aspecto de
cicatrizacdo com
fibroplasia e
ostedide
T3 ES ++ Tecido ostedide Aspecto de
modelado cicatrizagdo com
fibroplasia e
ostedide
TG + ++ Tecido dsseo maduro,  Aspecto de
em camada Unica fina,  cicatrizacdo com
sem consolidagdo fibroplasia e
ostedide
T8 + ++ Tecido dsseo maduro,  Anquilose
em makiplas camadas
finas, com coaptagio
(+) Presente ou discreto. (+ + ) Moderado. (+ + + ) Intenso. ( - ) Ausente. ( + ) Parcial. (C1)

Controle 1 semana. (C3) Controle 3 semanas. (C6) Controle 6 semanas. (C8) Controle 8 sema-
nas. (T1) Teste 1 semana. (T3) Teste 3 semanas. (T6) Teste 6 semanas. (T8) Teste 8 semanas.
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DISCUSSAO

A ideia de se usar um biomaterial de descarte, como é o
caso da concha deste trabalho, esteve contemporaneamente
afinada com a filosofia da sustentabilidade, algo essencial para
os dias de hoje. A andlise quimica inicial do biomaterial teste
confirmou a hipdtese de que o principal constituinte seria o
calcio, como observado na Tabela 1, em algum tipo de 6xido.

Acredita-se que os efeitos das BMP-2 na morfogénese e
formagdo éssea ocorram a partir da unido de dois tipos de re-
ceptores kinase serina/treonina (receptores tipo | e Il). Ambos
sdo essenciais para a transdugdo do sinal da BMP'2'3, Estudos
recentes revelam que moléculas semelhantes as sinalizadoras
(BMP-2) para a formagao 6ssea em humanos sdo encontradas
em conchas Crassotrea gigas'. Tais moléculas podem estar
presentes na camada nacre da concha, como acontece na es-
pécie Pinctada fucata’. Isso também corrobora para justificar a
escolha da fonte de matéria-prima para o desenvolvimento do
biomaterial teste aqui apresentado.

Com relagdo aos testes in vivo, como em muitos outros
estudos experimentais, o rato foi usado devido as vantagens
em termos de facilidade de aquisicdo, manutencao e mani-
pulacdo cirurgica®. Este modelo especifico apresenta uma
similaridade com as situagdes clinicas de enxerto sseo, devi-
do ao defeito ser na boca do animal com acesso intrabucal.
Assim, obteve-se um comportamento clinico mais realistico,
pois o animal salivou normalmente sobre a regido, ingeriu a
alimentacéo e estimulou a regido com a lingua - o local esteve
submetido a cargas constantes, como o que acontece normal-
mente na boca de um individuo. No entanto, o defeito nao é
caracterizado como critico, sendo que seu diametro maximo
foi de 3 mm, enquanto estudos relatam defeitos criticos com
diametros de 5mm para o rato'.

Clinicamente, o material se comportou de maneira acei-
tavel durante a sua manipulacdo, sendo facilmente incorpo-
rado a regiao do defeito, por caracteristica de hidrofilia, o que
permitiu sua aglutinagdo com o sangue. Também néao houve
sinais de abscessos ou infeccdo.

No presente estudo, a respeito de reparo dsseo, obser-
vou-se que durante a fase osteoide, tanto no grupo- controle
(Figura 2C) quanto no grupo teste (Figura 3C), houve regides
de deposicao de fibras de forma ordenada semelhante a um
tecido modelado. Durante a fase de maturacao, o aspecto das
regides com o osso maduro se apresentou normal, principal-
mente nos cortes de espécimes do grupo- controle (Figuras
2B, 2C e 2D). Nos cortes histoldgicos do grupo teste, o 0sso
maduro formado encontrado foi mais fino, em camadas mul-
tiplas (com tendéncia a baixa adesao entres as camadas, fato
que se observa com o aparecimento de espacos entre elas)
(Figura 3D), e com numero menor de ostedcitos (Figuras 3C
e 3D) do que o osso maduro observado em cortes do grupo
controle. Em relacdo a matriz orgénica, durante a fase de os-
teoide, sabe-se que modificacdes diferenciais nas orientacdes
das deposi¢oes de colageno e mineral, durante a neoformacao
dssea, podem acontecer como adaptagdes ultraestruturais da
matriz, com a finalidade de se obter resisténcia 6tima, ou aco-
modacdo a micro fraturas, em regides suscetiveis as tensoes
mecanicas'’'8,

Além disso, pode-se perceber que o tecido osteoide no
grupo teste, em determinadas regides (Figura 3A), apresentou
um aspecto mais denso, provavelmente mais fibroso, do que
o controle (Figura 2A). Este mesmo aspecto mais denso se
refletiu no reparo do ligamento das amostras do grupo teste
(Figura 3). Um outro achado importante observado no ulti-
mo periodo de monitoramento (8 semanas) foi o fato de que
a fibroplasia, com aspecto osteoide da regido do ligamento,
caracterizou-se como uma anquilose, ou seja, culminou com
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a mineralizacdo do ligamento periodontal. Em condi¢ées nor-
mais, o ligamento periodontal se apresenta como um tecido
conjuntivo , altamente organizado com feixes de fibras, um
conteudo fluido e um sistema vascular que sao caracteristicas
importantes para o desempenho de suas funcdes'. Em rela-
¢ao a unido das particulas do biomaterial teste com o osso,
pode-se observar (Figura 3D), em 8 semanas, que estavam
aderidas ao tecido neoformado ao seu redor por meio de uma
linha cimentante. De acordo com Davies?, esta linha cimen-
tante representa ndo apenas uma unido quimica do osso com
a superficie do biomaterial, mas uma interdigitacdo microme-
canica, possivelmente de proteinas nao colagenosas, sinal fa-
voravel a migracdo de osteoclastos, ou seja, ao remodelamen-
to. Este achado pode indicar a possibilidade de incorporacéo
do biomaterial ao osso. Nas semanas iniciais (1 a 3), a presenca
do biomaterial teste nos cortes histolégicos ndo foi evidente,
provavelmente devido a uma maior intensidade do edema ao
redor das particulas, o que pode ter promovido o deslocamen-
to destas durante o processamento histolégico. Neste mes-
mo modelo e periodo, em trabalho descrito anteriormente?,
observa-se um infiltrado inflamatdrio cronico e agudo, além
da presenca de células gigantes e vascularizagdo aumentadas
em relagdo ao grupo controle - caracteristicas ndo evidentes
no presente trabalho.

Outro resultado interessante foi o fato de que, em cor-
tes do grupo teste, o tecido ésseo neoformado na regiao do
enxerto produziu um reparo 6sseo em camadas finas que vi-
sivelmente se dissociaram (Figuras 3B, 3C e 3D). Nesse ponto,
talvez por acdo da linha cimentante presente em camadas 6s-
seas, o remodelamento poderia ter sido estimulado de forma
mais rapida do que o que aconteceu com o grupo controle,
que, por sua vez, demonstrou uma tendéncia a neoformar
uma camada Unica e mais espessa (Figura 2C). O fato de se ob-
servarem células (fibroblastos) em permeio a material extrace-
lular, dentro de particulas do biomaterial teste comprova que
este possui microporosidades compativeis com o crescimento
celular. E demonstrado que o aumento na &rea da superficie
de materiais a base de calcio, como é o caso dos biomateriais
de enxerto 6sseo, pode favorecer a adsorcao de proteinas do
meio intersticial??, e por consequéncia, atrair as células im-
portantes para a formagéo do tecido. Segundo a andlise por
MEV do biomaterial teste, pode-se observar que as particulas
apresentaram grande porosidade e uma superficie bastante
irregular. (Figura 1)

Pelas caracteristicas de incorporagao e unido da matriz
bssea neoformada com as particulas, o biomaterial teste pare-
ceu ter mecanismo de agdo semelhante ao do biovidro. Uma
vez que o biomaterial teste apresentou proliferacdo celular
dentro de microporosidades (Figura 3D), pode-se discutir um
perfil de aplicagao para esse biomaterial teste: arcabouco.

Para se elaborar um arcabouco, varios fatores devem ser
considerados. Preferencialmente, o arcabouco deve degradar
de acordo com a nova formacéao tecidual, deve ser biocompa-
tivel, e seus produtos de degradacdo também devem ser bio-
compativeis. Uma vez implantado, deve possuir propriedades
mecanicas necessarias para oferecer apoio estrutural tempora-
riamente, até que a formagao de um novo tecido ocorra. Além
disso, o arcabouco deve possuir caracteristicas morfoldgicas im-
portantes, como a alta porosidade e disponibilidade de oferecer
uma passagem viavel para a transmissdo de nutrientes e cresci-
mento tecidual interno, além de propiciar a angiogénese. Para
obter tais caracteristicas, os arcabougos séo frequentemente
desenhados para imitar a estrutura de uma matriz extracelular
natural®. Hoje os arcaboucos sdo biomateriais de desenvolvi-
mento desafiador para a atual engenharia de tecidos?*.

Sugere-se que o biomaterial teste do presente trabalho



deva ser mais aprofundadamente avaliado. Para aplicacoes cli-
nicas em regido periodontal, os resultados aqui apresentados
nao se revelaram satisfatérios devido a formagao de anquilose.
Contudo, em defeitos dsseos que nao envolvam a superficie
radicular, o biomaterial teste pode apresentar um melhor de-
sempenho.

CONCLUSAO

De acordo com as informagdes descritas no presente
trabalho, a utilizacdo do biomaterial confeccionado a partir da
concha da Crassostrea gigas promoveu inicialmente o apare-
cimento de um tecido osteoide mais fibroso que resultou em
um reparo 6sseo em camadas finas, além de aspecto fibropla-
sico no ligamento periodontal que, em estagio mais avangado,
transformou-se em anquilose. Assim, pode-se concluir que a
aplicacdo do biomaterial no defeito periodontal deste traba-
Iho néo foi favoravel.
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