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Companheiros, sem esquecer de modo algum as antigas desgracas,
tendes sofrido maiores; um deus dard fim também a estas. Vistes, de
perto, a fana de Sila em seus ruidosos rochedos, enfrentastes a rocha dos
ciclopes: erguei o animo e deixai de lado o ftriste temor; talvez,
futuramente, seja prazeroso recordar estes fatos. Através de muitas
desgracas, através de tantos riscos, dirigimo-nos ao Lacio, onde os fados
nos reservam tranquila morada; ali a boa sorte fara ressurgir Troéia.

Perseverai ¢ guardai-vos para estes dias favoraveis.

Eneida, Publius Virgilius Maro



LISTA DE SIGLAS E TERMOS UTILIZADOS

ANOVA - analise da varidncia, abreviacio do termo inglés "analisys of
varance”.

BMP - proteina morfogénica do osso, do inglés "bone morphogenic
protein". Nome dado a um grupe de fatores de crescimento (BMP 2-7)
envolvidos no processo de formacédo 6ssea. A BMP-2 e 7 estao mais
intimamente relacionadas com a neoformacao dssea. A BMP faz parte
da superfamilia dos TGF-.

DO - densidade 6ptica.

Densidade optica lﬁédia - valor médio do volume dos pixels selecionados
na area de interesse, sendo este valor referente ao tom de cinza.
Quanto mais escurc o tom de cinza major sera o volume do pixel,
desta forma, quanto mais radiolticida a imagem maior sera a
densidade 6ptica média.

Dpi - pontos por polegada, do inglés "dots per inch".

FGF - fator de crescimento do fibroblasto, do inglés "fibroblast growth
factor'. Existem trés tipos ligados a reparacéo, FGF acido, FGF basico
e KGF. O FGF basico ¢ potente agente mitogénico para células
endoteliais, além de estimular formacao de tecido de granulacao.

Gy - unidade de medida de radiagéo, igual a 100 rads. Gy é abreviacéo de

Gray.



HA - hidroxiapatits.

OHB - oxigénio hiperbarico.

PIXEL - palavra de origem inglesa, adotada na forma de neologismo no
Brasil, é o resultado da contracido de "pictures elements". Significa
menor pornto bidimensional encontrado na tela do video.

PMN - leucdcitos polimorfonucleares.

PVPI - polivinilpirrolidona-lodo.

TGF-§ - fator de crescimento transformante tipo beta, do inglés
"transforming growth factor beta’. Superfamilia de fatores de
crescimento, subdividida em TGF beta 1 a 14 e BMP 2-7. Os TGF-p 1,
2 e 3 tém estrutura e funcéo semelhante, entretanto a TGF-p1 € o tipo
predominante, estimulando a migracdo de células inflamatdrias e
induzindo a sintese de matriz extracelular.

Ul - unidade internacional.

VEGF - fator de crescimento vascular endotelial, do inglés "vascular
endothelial growth factor”, subtipo de fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF), sendo potente agente mitogénico para células
endoteliais.

VPF - fator de permeabilidade vascular, do inglés "vascular permeability

factor”, possui funcao semelhante ao VEGF.
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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo a avaliacado da reparacéo de enxerto
Osseo do iliaco em defeito de tamanho critico na mandibula de rato,
histologicamente e por densitometria Optica de radiografias. Os animais
deste estudo foram 235 ratos Wistar adultos. Sob anestesia geral foi
realizado defeito 6sseo bicortical no ramo direito da mandibula, preenchido
com enxerto da crista iliaca. Os animais foram divididos em cinco grupos,
com cinco ratos cada. Estes foram sacrificados apés um, sete e 14 dias,
um e trés meses. As mandibulas foram removidas, fixadas em formol e
posteriormente radiografadas. As hemi-mandibulas direitas foram
descalcificadas e cortes foram obtidos e corados com hematoxilina e
eosina. Inicialmente foi notado processo inflamatorio agudo ao redor do
enxerto, o qual estava bem adaptado ao leito receptor. A maior parte do
enxerto era formado por osso esponjoso, com amplo espago medular
ocupado por tecido hematopoético. Em seguida foi observada intensa
neoformacéo 6ssea a partir da cortical mandibular e dentro do préprio
enxerto. Os espacos medulares estavam ocupados por tecido de
granulacdo e osteoblastos. Houve remodelamento do leito receptor, com
diminuicdo do volume do enxerto e espaco medular, bem como
substituicdo do osso esponjoso por osso compacto. Por fim, do enxerto,
somente remanescentes corticais desvitalizados foram encontrados,
estando o local do enxerto semelhante & mandibula normal. A
densitometria 6ptica das radiografias revelou diferencas estatisticamente
significantes entre o lado experimental e controle. Este modelo
experimental mostrou ser valioso no estudo da reparacgdo oOssea. Foi
concluido que o enxerto do osso iliaco promoveu a reparagéo do defeito

critico mandibular, com remodelamento dsseo compieto.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the healing of critical size
defect in the rat mandible filled with iliac graft, histologically and by
optical densitometry of radiographs. The study animalé wére 25 édult
Wistar rats. Under general anesthesia a bicortical osseous defect was
created in the right mandibular ramus, and filled with iliac crest graft. The
animals were divided into five groups, with five rats in each. They were
sacrificed after one, seven and fourteen days, one and three months. The
mandibles were removed, fixed in formalin, and later radiographed. The
right hemi-mandibles were decalcified, and sections were cuf and stained
with hematoxilyn and ecosin. Initially, acute inflammatory process was
noted along the graft, which was tightly fitted to the defect. Subsequently,
intense bone ﬁeoformation from external corticals and in the inne.r. spaces
of the graft was observed. Medular spaces were occupied by granulation
tissue and osteoblasts. There was remodelation of the receptor site, .With
decrease in the graft volume and medulary space, as .well as caﬁcellgus
bone replaced by compact bone. Later, devitalized remnants of corticals of
the graft were found, and receptor site was similar to the normal mandible.
Optical dénsitometry of radiographs revealed statisti_cally signiﬁcant
differences between experimental and control sites. This experimental
model was valuable in the bone healing study. It was concluded that iliac
graft promoted healing of the critical size defect of the mandible, with

complete bony remodeling.



1- INTRODUCAO

A reparacdo Ossea € um assunto de grande importancia e grandes
avancos no entendimento na reparacéo deste tecido singular no organismo
humano tém sido obtidos gracas aos estudos experimentais em animais. A
utilizacdo destes é recomendada para melhoria do entendimente do
processo biologico, desenvolvimento de técnica cirargica e teste de
materiais para enxerto osseo (LANE & SANDHU, 1987; GUTTU & LASKIN,
1989; HOLLINGER & KLEINSCHMIDT, 1990; AABOE et al,, 1995). Dentre
os varios topicos da reparagao oOssea, destaque € dado ao estudo dos
transplantes 0sseos, pois estes procedimentos tém sido utilizados para
correcao de defeitos congénitos, perdas de substancia, como no trauma e
infecgdo ou de remocgédo de tumores, representando o segundo tipo de
tecido transplantado mais comum, apbés a transfusio sanguinea
(BURCHARDT, 1987). Estes defeitos podem ocorrer em qualquer parte do
esqueleto humano, mas quando acometem a regido de créanio ou face,
causam profundas sequelas funcionais e estéticas. Embora existam varios
materiais para substituicdo 6ssea, como hidroxiapatita, osso de origem
bovina ou ainda osso humano desmineralizado, o osso removido do proprio
paciente parece ser ainda a melhor opgdo para corregio de tais defeitos
(BURCHARDT, 1987; CHEN et al, 1994; AABOE et al,, 1995}, a despeito
de gerar ferida cirtargica adicional e ser fonte limitada de osso em

guantidade e qualidade (BURCHARDT, 1987). Para reconstrucido de



defeitos faciais, o iliaco é tido cormo um bom leito doador (CANADY et al,
1993; CHEN et al., 1994; KALK et al., 1996; POGREL et al., 1997).

Estudos nesta area sdo escassos, sobretudo utilizando defeitos de
tamanho critico na mandibula. Tais defeitos sdo ideais para estudo de
enxertos, por nioc sofrerem reparacéo espontanea (HOLLINGER &

KLEINSCHMIDT, 1990}.
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2- REVISAO DA LITERATURA

Com objetivo de saber a distribuigao dos artigos abordando o tema
aqui estudado, foi feito levantamento bibliografico da literatura indexada

nos ultimos dez anos. O levantamento foi efetuado na pagina de pesquisa

de literatura meédica (medline) na Internet (http://www.nlm.

nih.gov/PubMed/) utilizando por entrada as palavras “bone graft” e “rat”.

Foram listados 231 artigos, os quais foram distribuidos em grupos de
acordo com o tipo de enxerto ou material utilizado, a saber, autégeno,
alogeno, xenodgeno, hidroxiapatita, sintéticos, osteopromogdo, fatores de
crescimento, drogas com interferéncia na reparagdo 6ssea, cultura celular
e os ndo especificados de outra forma. Os resultados estdo expressos no
Grafico 1.

Fol notado que enxertos autégenos ou alogenos sao merecedores de
aproximadamente metade da atencdo dos artigos nestas duas épocas.
Outro dado relevante foi 0 aumento do numero de artigos sobre fatores de

crescimento no ultimo lustro.
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Grafico 1. Distribuicdo dos artigos de literatura
. indexada por tipo de enxerto, nos ultimos dois
lustros

e Lo @ e KL & L 2 P
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Autoge = Autogeno, Alogen = Alogeno; Xenoge = Xenogeno; HA = Hidroxiapatita; Sintét = Sintetico
Osteop = Osteopromocgdo; FatCre = Fatores de crescimento; Drogas = Drogas; CulCel = Cultura celular,

Outros = Outros.

BERNARD (1991) classificou os enxertos de acordo com sua origem,
diferenciando quatro tipos, o autégeno, quando é removido do mesmo
individuo que ira recebé-lo; alégeno, quando o enxerto € realizado entre
individuos da mesma espécie, com genotipos diferentes; xenogeno, quando
é removido de uma espécie diferente daquela do receptor e aloplasticos,
guande o enxerto € de fonte sintética, sendo o material do enxerto, por
vezes, chamado implante. O transplante o6sseo entre individuos com o

mesmo genotipo é chamado singénico.
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2.1- REVISAO DOS ESTUDOS CLINICOS

LAURIE et al. (1984) estudaram comparativamente as complicacdes
encontradas apos a remocdo de enxerto do osso iliaco e costela para
reconstrucdo de defeitos cranio-maxilo-faciais. Foram analisados 72
pacientes, com 60 transplantes de iliaco e 44 de costela, com tempo médio
de avaliacdo de 4,2 anos. Os autores concluiram que inicialmente as
complicacdes 820 maiores no iliaco, com tendéncia a resolucéo, ao passo
gque a costela mostrou maior nimero de complicacdes em tempos mais
prolongados.

CANADY et al. (1993) avaliaram as complicagbes associadas a
remocao de enxerto Osseo da crista iliaca para reconstrucio de defeitos
alveolares por periodo de dois anos. Dos 50 pacientes operados, nenhum
teve complicacdo de longa duracio. Foi relatado hematoma, abscesso,
edema, dor, eritema, febre e drenagem de material serosanguinolento, com
resolucéo dentro de quatro a seis semanas. Os autores concluiram que a
crista iliaca é adequada como sitio doador para reconstrucao de defeitos do
processo alveolar.

CHEN et al (1994) estudaram a indicacdo e selecao de sitios
doadores de enxerto 6sseo para reconstrucidc de mandibula, baseados em
35 casos de mandibulectomia. As indicacbes para usar enxerto livre

vascularizado foram osteoradionecrose da mandibula ou irradiacéo do leito
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receptor, reconstrucido de hemi-nﬁlandibula, defeito segmentar  extenso
especialmente através da sinfise, recobrimento inadequado de pele ou
mucosa, defeitos que necessitaram enxerto composto, incapacidade de
imobilizacdo correta da reconstrucao, falha de reconstrucdo por outros
métodos e reconstrucdo quase total da mandibula. A selegdo do sitio
doador deve ser de acordo com ¢ tamanho do defeito, tipo do defeito, tipo
de retalho planejado, irradiacdo prévia do leito receptor, quais vasos a
serem utilizados, qual retalho tem vaso de comprimento apropriado, cor €
textura da pele do sitio doador, osteotomias requeridas para dar curvatura
similar & da mandibula, rapidez na unifio 6ssea e possibilidade de uso de
implantes, Dentre os trés tipos de enxertos revascularizados utilizados
pelos autores, iliaco, fibula e escapula, o mais frequentemente usado foi o
do osso iliaco, sendo sempre indicado como a primeira opc¢do, por
apresentar boa qualidade dssea e amplo retalho de pele e tecido mole.
FEIFEL et al. (1994} realizaram a medigdo da densidade oOssea da
mandibula apés enxerto de crista illaca em pacientes submetidos a
mandibulectomia, através de tomografia computadorizada quantitativa. Os
autores citaram que os tecidos moles ao redor do osso a ser analisado
podem interferir na densidade oéssea, quando se usa radiografias
convencionais. O enxerto vascularizade n&o mostrou mudancas na
densidade 6ssea e o néo vascularizado revelou aumento. da densidade
Ossea, em comparacdo com a crista iliaca intacta. Este fato foi explicado

como ocorréncia de mineralizacio e processo reparativo metapléasico.
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BEIRNE et al. (1996) avaliaram retrospectivamente as complicacoes
associadas & remocéo de enxerto 6sseo da crista iliaca para correcio de
fenda palatina e alveolar. Foram analisados 137 pacientes, submetidos a
154 procedimentos de remocdo de enxerto, com minimo de um ano de
evolucao. As complicacbes relatadas foram dor pds-operatoria, dificuldade
de deambulacio, parestesia do nervo cutaneo lateral da coxa, infeccao,
deformidade no contorno da crista ¢ sensibilidade do osso e pele. No
entanto, estas complicagbes tenderam & resolucdo, em curto espaco de
tempo. Os autores concluiram que a crista iliaca pode fornecer quantidade
adequada de osso para a correg¢ic do defeito, com baixa incidéncia de
complicac¢des no sitio doador.

KALK et al. (1996) avaliaram retrospectivamente as complicagdes
associadas & remocio de enxerto 6sseo da crista iliaca para reconstrucéo
de defeitos maxilo-faciais. Foram avaliados 65 pacientes por um periodo
um a quatro anos. Foi verificada boa aceitagdo do procedimento pelos
pacientes e baixo indice de complicagdes, concluindo os autores que o 0sso
iliaco € um local adequado para remocao de enxerto com finalidade de
reconstrugio 6ssea da regido maxilo-facial.

MILLESI et al (1997) descreveram um caso de plasmocitoma
solitario em um homem de 44 anos de idade, localizado entre o primeiro
pré-molar até o ramo mandibular esquerdo. Foi utilizada radioterapia,
gquimioterapia e excisdo cirtirgica no tratamento da lesdo. Apds a remogéo

radical do tumor, o enxerto 6sseo removido da crista iliaca foi utilizado
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para reconstruir a mandibula e apds trés anos de acompanhamento nao
foi notada recidiva. A reconstrucio, desde as osteotomias até o uso das
placas, foi planejada em modelo tridimensional do cranio com auxilio de
computador. Os autores citaram que ¢ osso iliaco € Gtil na reconstrucao
da mandibula e concluiram que o modelo tridimensional em computador
ajuda no planejamento da cirurgia.

POGREL et al. (1997) compararam enxertos 0sseos vascularizados
ou nao na reconstrucio de defeitos segmentais da mandibula. Foram
realizados 68 enxertos, sendo 39 vascularizados e 29 nio vascularizados.
Dos enxertos vascularizados, 38 foram removidos da fibula e um da crista
illiaca ¢ dos néo vascularizados, 26 da crista iliaca e trés da costela.
Ocorreram dois casos de falha nos enxertos vascularizados e sete nos nao
vascularizados. Os autores relataram que o tamanho do defeito a ser
restaurado esta relacionado como fator de sucesso ou nfo dos enxertos
nao vascularizados, citando o tamanho de nove centimetros como limite
seguro para seu uso. Os defeitos maiores seriam melhor tratados com
enxertos vascularizados, sendo esta ainda a primeira opcao em locais com
irradiagéo prévia.

RUDMAN (1997) avaliou em estudo prospectivo as complicacdes
associadas com a remogdo de enxerto 6sseo da crista do osso iliaco para
reconstrucio de defeitos alveolares. Foram analisados 32 pacientes pelo
periodo de duas semanas. O osso iliaco forneceu volume 6sseo suficiente.

Houve boa recuperacéo dos pacientes, estando sem sintomas ao final do
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tempo avaliado. O tempo médio para voltar a andar foi de trés horas e
dezoito minutos apés o retorno para o quarto, permanecendo o paciente
internado, em média, por um dia. O autor chegou & conclusdo que a crista
illaca € um sitio doador favoravel para reconstrucéo maxilo-facial.

BROWN et al. {(1998) estudaram a reparagdo de defeitos oOsseos
verticais na regiao periodontal de humanos, utilizando analise de
densitometria por computador, apos tratamento com cimento de fosfato de
calcio, curetagem ou debridamento e implantagdo de osso liofilizado
desmineralizado. Ap6s 12 meses da intervengdo, nova radiografia foi obtida
e comparada com a inicial, revelando queda na densidade ossea nos
pacientes tratados com cimento de fosfato de calcio, ao passo que os sitios
tratados com osso liofilizado ou somente curetagem mostraram aumento
significativo da densidade. Os autores concluiram que a avaliacao através
de densitometria foi consistente com os achados clinicos.

GULALDI et al. (1998} investigaram o efeito do enxerto xendgeno, de
origem bovina, na reparagio de alvéolos dentais de terceiros molares em
22 pacientes. O acompanhamento foi feito por meio de cintilografia
semanalmente durante um més. Apos a extracéo o alvéolo foi preenchido
com osso liofilizado granulado em 11 pacientes, servindo o restante dos
pacientes como controle. Os resultados mostraram maior atividade
osteoblastica no grupo do enxerto, contudo o fluxo sanguineo para o local

da extracBo permaneceu inalterado entre os dois grupos. Os autores
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concluiram- que o osso enxertado estimulou a atividade osteoblastica e
acelerou o processo de reparacgio.

STELLINGSMA et al. (1998) estudaram a reconstrucio da mandibula
extremamente reabsorvida em dez pacientes do género feminino. A
reconstrucao foi feita através da remocdo da parte superior do o0sso
mandibular e seu reposicionamento scbre enxerto 6sseo removido da
crista iliaca, sendo posteriormente colocados implantes enddsseos de
titanio. Depois de um periodo médio de 31 meses as condicoes do enxerto
e implantes foram analisadas, assim como a satisfacio dos pacientes. Os
autores relataram que o método foi adequado para reconstrucao da
mandibula e confeccio de proteses totais inferiores sobre implantes 6sseos

e que 0s pacientes estavam satisfeitos com o tratamento realizado.

2.2- REVISAO DOS ESTUDOS EXPERIMENTAIS

HJGRTING-HANSEN (1970} pesquisou o enxerto em mandibula de
cédes, por meio de defeito msﬁocorﬁcal de oito milimetros de diametro,
preenchido com osso inorganico, sendo o grupo controle sem nenhum
material enxertado. Os animais foram avaliados por um periodo de 16
semanas. Foram realizadas radiografias da mandibula do animal apés seu

sacrificio. O autor concluiu que no grupo experimental houve regeneracao
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Ossea satisfatdria, ao passo que o grupo controle apresentou areas com
reparacio incompleta e tecido fibroso no centro do defeito 6sseo. Além
disto, foi citado que as radiografias nfo contribuiram para a analise da
reparagéo, segundo o autor isto ocorreu possivelmente por causa da
localizacao da cavidade.

GONCALVES & MERZEL (1976} estudaram o uso de osso alégeno e
xenégeno, conservados em formaldeido, na reparacdao de defeito Osseo
mandibular no rato, com cerca de dois milimetros de didmetro. O osso
xenodgeno, removide do fémur de caes, € o alégeno, removido da diafise de
ossos longos, foram reduzidos a pequenos fragmentos e fixados em solucéo
de formalina a 10%. Os animais foram sacrificados com 30, 60, 90 e 150
dias apds a cirurgia. O enxerto heterégeno reagiu como corpo estranho,
sendo encapsulado por tecido fibroso, enquanto o alégeno promoveu
osteoinducao a partir das particulas implantadas, unindo-as ao leito
receptor. Nos tempos avancados, o defeito nao foi identificado,
demonstrando remodelamento completo do local, no grupo do enxerto
alogeno. Os autores concluiram que o osso alégeno, conservado em
formaldeido, poderia, depois de novas pesquisas, ser empregado
clinicamente.

KABAN & GLOWACKI (1981) citaram haver dificuldade na avaliacdo
de enxertos dsseos na mandibuila, pois em alguns modelos experimentais o
defeito reparava espontaneamente. Propuseram um modelo de defeito

dsseo bicortical ndo reparavel espontaneamente no ramo mandibular do
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rato, com diametro de quatro milimetros, obtido com trefina. Neste defeito
foi implantado osso liofilizado, osso pulverizado ou osso desmineralizado
pulverizado. Os animais foram sacrificados com duas, quatro, oito e 16
semanas apos a cirurgia. O grupo controle mostrou neoformagéo-ossea a
partir das margens do defeito, mas que nao se ligaram em nenhum dos
tempos de avaliacéo do estudo, evoluindo para cicatrizacao fibrosa ao final
do experimento. Nos grupos experimentais, a reparagdo mais completa foi
encontrada com uso de osso desmineralizado pulverizado, sendo este o
unico a mostrar formacio de tecido cartilaginoso durante o processo de
neoformacao dssea. Os autores concluiram que o osso desmineralizado
pulverizado mostrou maior grau de estimulo osteogénico em relagdo aos
outros dois materiais.

FRAME et al (1982) estudaram o enxerto interposto de osso
autbégeno, proveniente da crista iliaca, no aumento do processo alveolar
edéntulo de caes. O enxerto foi mantido em posicéo por cerclagem com fio
de aco. Foi realizado exame radiografico da mandibula do animal durante
o experimento. Os animais foram sacrificados quatro e oito semanas
depois da cirurgia. Foi relatada, no tempo inicial, delimitacdo do enxerto
por tecido de granulacao e tecido fibroso, bem como necrose dos ostedcitos
do enxerto. Mesmo estando desvitalizado, o enxerto mostrou neoformacao
Ossea sobre sua cortical e trabéculas, sendo posteriormente incorporado &
mandibula pela neoformac@o 6ssea a partir das corticais mandibulares. O

fragmento ésseo alveolar deslocado estava vitalizado, com excegéo de areas

20



proximas ao tanel por onde passou a cerclagem. O espago medular,
inicialmente ocupado por tecido de granulacdo, mostrou preenchimento
por medula 6ssea adiposa. As radiografias revelaram pouca variacéo da
altura do processo alveolar depois do enxerto de osso iliaco, até o final do
experimento. Os autores concluiram que o 0sso autégeno interposto é bem
aceito pelo sitio receptor.

KABAN & GLOWACKI {1984) avaliaram comparativamente o 0sso
alogeno desmineralizado ou mineralizado, na promog¢do de aumento do
segmento edéntulo da mandibula de rato. O enxerto foi implantado entre o
incisivo ¢ os molares, sob a mucosa. Os animais que receberam enxerto
mineralizado, na forma granular, foram acompanhados por 12 semanas,
enquanto o grupo que recebeu osso desmineralizado por 16 semanas. O
grupo do osso desmineralizado foi dividido em osso pulverizado, removido
de ossos longos, ou em bloco, removido da crista iliaca. O osso
mineralizado foi reabsorvido, enquanto o desmineralizado promoveu
neoformacéo o6ssea. As duas formas de enxerto desmineralizado
mostraram resultados semelhantes. A descricio histologica mostrou tecido
fibroso ao redor do enxerto no sétimo dia, sendo que no décimo dia tecido
cartilaginoso estava presente, com condrocitos penetrando nas trabéculas
mais externas. Apds trés meses houve uméo do enxerto com o leito
receptor, sem interposicdo do peridosteo. Os autores concluiram que o 08s0

desmineralizado foi efetivo no aumento do processo alveolar da mandibula
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GONGLOFF et al. (1985) estudaram o uso de tubos.de colageno para
facilitar a implaﬁtagéo de hidroxiapatita em defeito critico no ramo da
mandibula de ratos. Como controle foi implantada hidroxiapatita
diretamente no defeito ou somente o tubo. Os animais foram sacrificados
apds quatro, oito ou 16 semanas. Foram obtidas radiografias das
mandibulas dos animais para avaliacao da dispersdo das particulas
implantadas. O grupo controle nao apresentou persisténcia do-material
implantado ou preenchimento do defeito por tecido 6sseo. Na presenca de
hidroxiapatita, com ou sem tubo de colageno, houve presenca de células
gigantes multinucleadas ao redor das particulas de hidroxiapatita, pouca
ou nenhuma atividade osteoblastica e tecido fibroso no interior do defeito.
A avaliagdo radiografica revelou maior dispersio das particulas no grupo
sem protecio do tubo de colageno, ao passo que com seu uso as particulas
estavam agrupadas e dentro do defeito. Os autores concluiram que o tubo
de colageno facilita a insercéo e diminui a dispersdo das particulas de
hidroxiapatita, que nédo promoveu a reparagdo ossea do. defeito
mandibular.

WANGERIN et al (1986) estudaram o© uso de osso autdgeno
autoclavado removido da costela de cées e implantado de forma ortotopica,
ou seja, no mesmo lugar. Tanto no grupo controle, com enxerto autdogeno
nao-autoclavado, quanto no experimental houve integracfo com o leito
receptor, porém neste em tempo mais prolongado. O enxerto autoclavado

foi circundado por neoformacgadc o6ssea originada no peridsteo,
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concomitante com reabsor¢cdo. Apdés um ano houve completo
remodelamento do osso. Os autores concluiram que o processo de
autoclavagem nao altera a resposta imunolégica do organismo ao enxerto.
BURCHARDT (1987), em extensa revisdo bibliografica sobre a
biologia dos transplantes osseos, citou que o osso é o segundo tipo de
tecido mais frequentemente transplantado, apdés o sangue. Porém, tem a
desvantagem de gerar ferida cirtirgica adicional ac paciente, além de ser
uma fonte limitada em quantidade, qualidade e formato, sobretudo em
criancas. Contudo, ainda € considerado a melhor op¢éo disponivel para
reconstrucao de defeitos osseos. O termo usado para descrever 0 processo
de reparo do osso transplantado, independente do tipo, € incorporacéo.
Este processo une o tecido transplantado ao leito receptor, bem como
envolve e mescla osso necrético do enxerto com neoformado, refletindo o
grau de aceitagdo do transplante. A incorporacio depende do contato
proximo do leito receptor com o enxerto. Na fase inicial de reparacéo ha
formacao de coagulo, sendo o enxerto foco de resposta inflamatoria na
primeira semana. Na semana seguinte o processo inflamatério diminu,
estando presente tecido de granulacdo e atividade osteoclastica e
osteoblastica. Os ostedcitos sofrem processe de autdlise, deixando as
lacunas vazias, caracterizando assim a necrose do enxerto. A remodelagéao
vinda a seguir completa a reparacio. Diferencas s@o encontradas entre
transplante de osso cortical e esponjoso. O osso esponjoso sofre processo

de incorporacao de forma mais rapida e completa. A revascularizacao
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ocorre rapidamente e osteoblastos formam a matriz ostebide, ligando
trabéculas vizinhas. Posteriormente o osso do enxerto € gradativamente
substituido por osso viavel. O enxerto cortical tem vascularizacao mais
lenta, com inicic da acdo osteoclastica antes da osteoblastica. A
reabsor¢do tem inicio na por¢do mais proxima- do -leito receptor, indo
posteriormente em direcdo central. Neste tipo de transplante ha
possibilidade da ndo reabsorcéo de partes do enxerto, ao contrario do osso
trabecular,

LANE & SANDHU (1987), em revisao bibliografica sobre modelos
experimentais de enxerto osseo, citaram que o objetivo do enxerto €
restaurar a integridade funcional do osso. Além de ser compativel, o
enxerto deve atender as requisigbes peculiares a cada situacéo clinica.
Diversos modelos de estudo tém sido utilizados para caracterizar o reparo
Osseo e respostas a alteragbes do meio. Entre elas a implantacio de
materiais em bolsa subcutanea ou intramuscular, em 6rgaos viscerais, Uso
de camaras de difus@o in vivo, cultura celular in vitro. Entretanto, para
avaliar completamente a capacidade e caracteristica reparativa de
substitutos oOsseos, o modelo experimental com defeito no esqueleto é
essencial. Dentro deste tipo de experimento os mais destacados sao os
defeitos por trefina, defeitos segmentais em ossos longos e fusfo de
vértebras. Diversos animais podem ser utilizados, desde camundongos €

ratos até caes e ovinos. Citaram ainda que a radiografia ajuda o
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acompanhamento do processo de reparagéo e que a densitometria fornece
a estimativa do contetido mineral no local da reparacgao.

BELL & BEIRNE (1988) avaliaram o efeito da hidroxiapatita, fosfato
tricalcio e colageno, sendo este ultimo utilizado como aglutinante, em
defeito critico no ramo da mandibula de rato. As particulas de
hidroxiapatita foram circundadas por tecido conjuntivo fibroso,
macrofagos e células gigantes multinucleadas. Os autores concluiram,
apds 12 semanas, que a hidroxiapatita e o fosfato tricadicio induziram
processo inflamatoério local e néo estimularam a reparacao 0ssea enguanto
o colégeno néo alterou a reparacio.

GUTTU & LASKIN (1989} em relevante revisdo sobre modelos de
pesquisa experimental em cirurgia oral e maxilo-facial, citaram que as
técnicas cirurgicas tém se desenvolvido ou refinado gracas ao uso de
animais de laboratério, sendo os beneficios revertidos aos pacientes.
Importantes informac¢des para o avangoe da odontologia tém sido e
continuaréo sendo obtidas por meio de pesquisas envolvendo animais. Os
autores citaram que a incorporaciac de enxertos tem sido estudada por
meio de avaliagdo  histolégica, radiografica, microradiografica,
autoradiografica e histomorfometria. Os estudos de enxerto ésseoc podem
ser realizados para avaliar 0os aspectos basicos de incorporagio do enxerto
o1l seu uso em diferentes situacdes clinicas simuladas. Animais menores
tém sido utilizados por causa dos menores custos de aquisicéo,

manutencao e facilidade de manuseio. Os autores citaram ainda que o
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modelo proposto por KABAN & GLOWACKI em 1981 ¢ excelente para
avaliacdo de materiais de enxerto 6sseo por causa da nao reparagio
espontéanea do defeito. Ratos com idade avancada foram relacionados com
quantidade e velocidade menores de neoformagio dssea.

COBB et al (1990) avaliaram a reparacéo de defeito 6sseo segmental
no corpo da mandibula de macacos. O defeito foi preenchido com mistura
de osso autégeno, obtido da crista iliaca, e hidroxiapatita granular, retidos
em posigdo por rede de titdnio fixada por gquatro parafusos. Os animais
foram sacrificados com 6 e 18 meses apOs a cirurgia. Os resultados,
medidos pela porcentagem de granulos do material integrados ac 0sso ou
encapsulados por tecido fibroso, indicaram gque hidroxiapatita até a
proporcado de 50% pode ser utilizada para aumentar o volume do 0sso
autogeno.

HOLLINGER & KLEINSCHMIDT (1990) realizaram importante
revisdo bibliografica abordando o defeito 6sseo de tamanho critico. Este foi
definindo como o menor defeito 6sseo que néo sofre processo de reparagio
por formacdo Ossea durante a vida do animal, portanto dependendo da
presenca de material ou substancia que promova neoformacao 6ssea para
se reparar. O defeito de tamanho critico caminha naturalmente para
cicatrizacdo por tecido fibroso ou preenchimento por tecido muscular,
como no modelo proposto por KABAN & GLOWACKI {1981). Citaram ainda
que animais com esqueleto imaturo devem ser evitados nestas pesquisas,

pois possuern resposta 6ssea maior que a encontrada em animais adultos,
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excecdo feita ao rato, pois este possui crescimento conﬁnuo durante a
vida. Afirmaram que materiais para reparacio 6ssea devem ser testados
inicialmente em ratos ou coelhos, para depois utilizar caes ou primatas
ndo humanos e finalmente em humanos. Citaram ainda que a espessura
reduzida entre as corticais mandibulares do rato dificulta a retencéao do
material implantado, limitando o espago medular e consequentemente o
namero de células mesenquimais indiferenciadas que promovem a
reparacao do defeito.

PETTIS et al (1990) estudaram a resposta tecidual apdés a
implantacdo de hidroxiapatita granular ceramica ou mistura de
hidroxiapatita granular cerdmica e o0sso desmineralizado pulverizado,
colocados supraperiostalmente na mandibula de ratos. Os espécimes
foram avaliados histologicamente com 7, 10, 14 e 21 dias apds a cirurgia.
A hidroxiapatita suscitou formagdo de tecido fibroso ao redor de suas
particulas, sem presenca de neoformagao Ossea, tanto sozinha quanto no
enxerto composto. O 0sso desmineralizado pulverizado ocasionou formacéo
de tecido cartilaginoso e posterior substitui¢@o por tecido 6sseo, estando
aparentemente em continuidade com o© osso mandibular. Os autores
concluiram que implantes compostos combinam as propriedades
osteoindutoras do osso desmineralizado pulverizado com a resisténcia da
hidroxiapatita.

BERNARD (1991) em revisdo da literatura abordando a reparacéo de

defeitos osseos citou que enxertos removidos da crista iliaca tém se
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apresentado com maior sucesso clinico que aqueles removidos na cavidade
oral para correcio de defeitos maxilo-faciais, O numero de células
mesenquimais indiferenciadas contidas na medula 6ssea seria a explicacao
do fato, pois o iliaco mostra maior quantidade de medula 6ssea. O autor
afirmou que nenhum material ou método utilizados naquela época com
finalidade de reparacido 6ssea foi considerado como definitivo para o
tratamento de defeitos oOsseos, sugerindo-se a necessidade de mais
estudos.

PINHOLT et al. (1991) estudaram o uso de osso inorgénico, na forma
granular, de origem bovina para aumento do processo alveolar no
segmento edéntulo da maxila de ratos. Os granulos do osso foram
implantados subperiostalmente na maxila e heterotopicamente nos
musculos abdominais. Os animais foram sacrificados apdés quatro
semanas. A avaliagio histolégica mostrou reacao do tipo corpo estranho ao
redor dos granulos, reabsorcio parcial e auséncia de ostecinducéo e
conducio, em ambos 0s sitios receptores.

SULLIVAN & SZWAJKUN (1991) pesquisaram diferencas entre
revascularizacio de enxertos Osseos de origem intramembranosa ou
endocondral em ratos. O intramembranoso foi removido da calota craniana
e o endocondral da crista iliaca, sendo implantados na face lateral do osso
nasal ou tibia. Ap6s uma e duas semanas os animais foram sacrificados e
injetados com borracha de silicone na artéria aorta, para demarcar a

invasdo vascular, a qual foi determinada por sistema de grade sobre a
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imagem obtida pelo processamento histologico. O enxerto endocondral
mostrou maior revascularizagdo que o intramembranoso. A invaséo
vascular no enxerto iliaco ocorreu predominantemente através da camada
esponjosa, estando a cortical ainda pouco vascularizada apds duas
semanas. O enxerto intramembranoso mostrou apdés uma semana pouca
vascularizacdo, porém apds duas semanas houve revascularizacio da
parte interna da diploe. Os resultados nao mostraram variacdo para os
dois diferentes leitos receptores. (Os autores citaram gque fatores
angiogenicos podem estar envolvidos na causa da diferenca entre os dois
tipos de enxerto, concluindo que o enxerto de osso iliaco revasculariza
mais cedo € em maior indice que o do cranio e as diferencas entre a
incorporacdo do enxerto devem estar mais relacionadas com a arquitetura
do osso do que com sua origem.

ALBERIUS et al (1992) estudaram o uso de membranas para
osteopromocgac em defeitos mandibulares de tamanho critico, em ratos
adultos. Enxerto autégeno proveniente da fibula foi colocado no defeito
mandibular como uma trave, ndo ocupando completamente o defeito. O
enxerto, quando sem recobrimento por membrana, mostrou leve
reabsorcao, necrose e fina capsula fibrosa, sendo o restante do defeito
preenchido por tecido conjuntivo, muscular e adiposo, apos 12 semanas. O
enxerto, protegido por membrana de osteopromog¢io, mostrou necrose,
porém sem integracdo com o leito receptor, do qual estava separado por

uma fina camada de tecido fibroso, sendo que o restante do defeito estava
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preenchido por tecido 6sseo. O enxerto de origem membranosa, removido
da mandibula oposta, ocupou todo o leito receptor, sofreu necrose e obteve
total reparacédo quéndo protegido pela membrana de reparacgio guiada.
Entretanto, quando sem membrana, mostrou necrose, encapsulamento
por tecido fibroso, sendo detectacda limitada deposigio € reabsorcao ossea
no enxerto, agindo de forma similar ao enxerto de origem endocondral. O
enxerto membranoso sofreu menos reabsorcio que o endocondral. Os
autores sugeriram que a disparidade de incorporacdo seria devido a
diferencas  biologicas  existentes entre osso endocondral e
intramembranoso, concluindo gue o osso de origem membranosa produz
melhor resultado na correcao de tais defeitos, tendo confirmado o efeito
osteopromotor das membranas.

LORENTE et al. (1992} avaliaram a reparacio de defeito 6sseo critico
na mandibula de rato preenchida por osso desmineralizado pulverizado
apos a irradiagdo da mandibula. Os animais foram distribuides em grupos
submetidos a irradiagdo com nenhuma cirurgia, com exposicac da
mandibula, obtenc¢do do defeito sem preenchimento, obtencéo do defeito e
preenchimento com osso desmineralizado pulverizado irradiado ou nao. O
osso desmineralizado pulverizado fol obtido de ratos da mesma espécie,
sofrendo ¢ animal doador irradiagdo prévia ou ndo. Os ratos foram
submetidos a irradiacido com cobalto 60, num total de 45 Gy, aplicados em
15 sessdes de trés Gy, sendo os animais submetidos & cirurgia apos duas

ou quatre semanas depois do término da irradiacdo. Os animais foram
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sacrificados apbds quatro semanas e a reparacédo foi avaliada através da
medida do defeito residual na mandibula. Os resultados demonstraram
melhor preenchimento com osso proveniente de animal nao irradiado.
Quanto a irradiac@o do leito receptor, notou-se melhor resposta quando o
enxerto foi realizado duas semanas depois da irradiacdao. Os gutores
aventaram a possibilidade da irradiagéo provocar denaturagao dos fatores
de crescimento presentes na matriz ossea.

PINHOLT et al. (1992) estudaram o aumento do processo alveolar
com enxertos considerados osteoindutores em ovinos. Foi implantado osso
ou dentina, na forma granular apds sofrerem desmineralizacdo e
liofilizacdo, abaixo do periosteo da regido edéntula da mandibula. Os
animais foram sacrificados apds 16 semanas. Exame radiografico foi
utilizado para detectar tecido mineralizado. A avaliagdo histologica da
mandibula mostrou pouca osteocondugdc e nenhuma osteoinducéo,
estando os granulos encapsulados por tecido conjuntivo fibroso e células
gigantes multinucleadas, poucos granulos estavam em contato direto com
tecido 6sseo do leito receptor. Foi concluido que nem osso ou dentina,
desmineralizados e liofilizados, promovem a inducao ossea.

SPAMPATA et al. {1992} avaliaram a capacidade osteoindutora de
proteinas extraidas de osso desmineralizado em defeito critico na
mandibula de rato. O defeito foi preenchido com ¢ extrato protéico, 0sso
desmineralizado pulverizado ou deixado vazio. Os animais foram

sacrificados apbés 14 e 21 dias, sendo empregada histomorfometria para
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avaliar o ntmero de osteoclastos e quantidade de ocupagéo por cartilagem
ou osso no local do enxerto. Foi encontrada sequéncia de ossificacédo
endocondral nos dois grupos experimentais, porém no primeiro ocorreu
com mais intensidade e de forma mais acelerada. Os osteoclastos
mostraram-se mais numerosos no grupo do extrato protéico. Houve
preenchimento do defeito por tecido dsseo nos grupos experimentais, o que
nao foi encontrado no controle. Foi relatada a formacdo de medula Ossea
nos grupos do osso desmineralizado e do extrato protéico. Os autores
concluiram que as proteinas encontradas no osso desmineralizado sao
osteoindutivas, mesmo na auséncia da fase nfo solivel da matriz ossea,
sendo portanto de grande interesse nos procedimentos reconstrutivos da
regi&o facial,

BODNER et al. (1993a) estudaram a reparagdo do alvéolo apéds
extracdo dental em ratos através de densitometria. O primeiro molar
inferior foi extraido e apés os periocdos de 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias o
animal foi sacrificado, sendo a mandibula removida e radiografada. A
densidade éptica de diferentes areas do alvéole foi averiguada, concluindo
os autores que a densidade o6ptica aumenta com o tempo decorrido da
extracio. Foi citado ainda que este método € confiavel para acompanhar a
reparacéo Ossea com radiografias de rotina.

BODNER et al. (1993b) estudaram os efeitos da xerostomia sobre a
reparacéo Ossea apds extracdo dental em ratos, através da densitometria.

Os animais foram sacrificados apds 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias da extracao
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dental. A sialoadenectomia foi realizada no mesmo tempo cirtrgico da
extracido dental. Os ratos com xerostomia mostraram densidade éptica
menor em relacdo ao controle, concluindo assim os autores que a
xerostomia causa atraso na reparacio do alvéolo dental.

SANDBERG et al (1993) testaram ouso de membranas
bicabsorviveis ou ndo na reparacio de defeito critico na mandibula de
ratos. Em ambos os grupos foram observadas células adiposas ocupando o
espaco medular e presenga de tecido cartilaginoso durante a fase de
reparacido. Apds doze semanas os resultados foram semelhantes entre os
dois tipos de membranas, com preenchimento do defeito com osso
compacto. Alguns espécimes, entretanto, nao mostraram uniao ossea
completa, ficando o centro do defeito ocupado por tecidos moles. Os
autores concluiram que ambos os tipos de membrana séo de grande valor
nos procedimentos de reconstrucio maxilo-facial.

ELOVIC et al. {1994} avaliaram o efeito da deplecao do estrogeno e
extracao dental sobre a resisténcia da mandibula de ratas e sua densidade
ossea. Os animais foram sacrificados apbs periodo de 35 dias. A
resisténcia da mandibula fol diminuida com a extracao dental em ratas
com ovario removido. A densidade mineral ossea, medida com auxilio de
aparelho densitométrico de uso clinico, néo variou significativamente com
ou sem a rerocéo do ovario.

THALLER et al. (1994) investigaram o uso de 0sso bovino inorgénico

granular na reconstrugéo de defeito critico na calota craniana de coelhos.
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Os animais foram sacrificados com 2, 4, 6, 8, 12 ¢ 16 semanas apds a
cirurgia. As particulas do 0sso inorganico foram inicialmente circundadas
por reacdo inflamatéria, com posterior neoformacéo Ossea a partir das
margens do defeito 6sseo. Osteoclastos foram encontrados ac redor das
particulas remanescentes. Houve total preenchimento do defeito dsseo por
osso lamelar. Os autores concluiram que este foi um excelente modelo
experimental para estudo da regeneracdo 6ssea na calota craniana e que a
peqguena quantidade de medula oOssea facilita a avaliagdo: do enxerto
testado. Ainda relataram bioccompatibilidade e capacidade osteocondutora
do osso bovino liofilizado.

YAMAMOTO et al. (1994) avaliaram a resposta tecidual dssea em
defeito critico na mandibula de rato apds a implantacdo de hidroxiapatita
granular. Os pesquisadores realizaram defeito de aproximadamente trés
milimetros de diametro no ramo mandibular. Os animais foram
sacrificados com 1, 7 e 14 dias, 1, 3 e 6 meses apds a cirurgia. No tempo
final o grupo controle nao mostrou reparagio 0ssea, estando ocupado por
tecido fibroso e tecido muscular, como visto na Figura 1. No grupo
experimental foi notada persisténcia dos granulos de hidroxiapatita, com
presenca de reagido tipo corpoe estranho ao seu redor. A atividade
osteogénica foi limitada as margens do leito receptor, nao promovendo a

reparacao do defeito.
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Figura |. Defeito 6sseo mandibular de tamanho critico sem tratamento apds seis
meses. Margem mandibular (M). Tecido fibroso e tecido muscular ocupam o defeito.
Foto gentilmente cedida pelo autor. Aumento de 75x.

AABOE et al. (1995), em revisao abordando a reparacao de defeitos
osseos experimentais de tamanho critico, citaram o osso autogeno fresco
como o melhor tipo de enxerto, embora cause ferida cirurgica adicional,
tenha quantidade limitada e reabsorcdo incontrolada. A osteoinducao
gerada por este tipo de enxerto, estimulada pela proteina morfogénica do
osso (BMP), é determinada pela diferenciagdo e proliferagdo de células
mesenquimais locais em osteoblastos. Os autores sugeriram que

mediadores quimicos ostecindutores, tais como BMP e osteogenina,



poderao ser utilizados, juntamente com um sistema de liberagdo, no
tratamento de defeitos osseos.

REDONDO et al. (1995) testaram o uso de osso autégeno removido
da mandibula, desmineralizado e reimplantado de modo ortotopico
associado ou néo a hidroxiapatita, para reconstrucao da borda inferior do
ramo da mandibula de ratos. Os animais foram primeiro submetidos a
cirurgia para remog¢éo do fragmento mandibular, com formato quadrado e
medindo quatro milimetros. Sutura concluiu esta etapa da pesquisa,
deixando o defeito mandibular vazio. Em seguida o fragmento foi
submetido a processo de desmineralizagdo, sendo reimplantado apés duas
semanas. Os animais foram sacrificados com duas ou seis semanas apos a
reimplantagdo do fragmento. O resultado, determinado pelo numero de
células mesenquimais no local do implante, mostrou diminuicdo da
proliferacdo celular nos sitios contendo hidroxiapatita, concluindo os
autores que a hidroxiapatita inibiu a ostecinducdo gerada pela matriz
ossea.

SHIROTA et al. (1995) avaliaram a reconstrucao de defeito osseo
mandibular em miniporcos, utilizando enxerto autégeno iresco
vascularizado, removido da crista iliaca. Os animais foram sacrificados
com duas, quatro e oito semanas apds o transplante. Foi observada
necrose 0ssea na maior parte da medula 6ssea do enxerto, ao passo que a
maioria dos ostedcitos da cortical sobreviveram ao transplante. Houve

neoformacao 6ssea sobre as trabéculas do enxerto, cujo espago medular foi
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ocupado por tecido conjuntivo imaturo, células inflamatérias e células
adiposas. Nos tempos mais prolongados houve diminuicdo do volume do
enxerto e presenca de grande quantidade de adipécitos no espaco medular,
estando a delimitacdo do osso enxertado pouco definida, pois o enxerto
assumiu estrutura similar & da mandibula. Os autores concluiram que o
enxerto, mesmo sendo vascularizado, ndao sobreviveu ao transplante.

SZACHOWICZ (1995} em revisao bibliografica sobre a reparacéo de
ossos faclais, descreveu os eventos iniciais da reparacio do enxerto
autogeno como sendo semelhante a4 sequéncia de reparacéo em fraturas.
Com sete dias ha formacio de tecido de granulagdo, presenga de
osteoclastos e células gigantes e aos quatorze dias angiogénese e
revascularizacdo do enxerto, sendo a parte cortical revascularizada
posteriormente & trabecular. Por este motivo, parte do 0880 esponjoso pode
sobreviver, sendo capaz de permanecer em atividade osteogénica. O osso
esponjoso €, por vezes, completamente substituido pela remodelacéo
Ossea, enquanto partes do osso cortical podem persistir em meio a
neoformacao.

ZELLIN et al. (1995) estudaram a reparacac de defeitos criticos na
mandibula de ratos, com membranas para reparacao guiada
biocabsorviveis ou n&o. Ap6és um periodo de seis semanas foram
encontrados variados graus de uniao 6ssea, maturidade da medula Ossea e
formacéo de osso compacto. Algumas membranas mostraram bom efeito

osteopromotor, enquanto outras tiveram pouco ou nenhum efeito benéfico.
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Unido 6ssea completa foi vista em 15 dos 50 defeitos, parcial em 26 € nove
sem sinal de unido 6ssea. A maturidade da medula éssea foi classificada
como madura gquando ocupada por tecido adiposo, sendo os estagios
intermedidrios a presenca concomitante de tecido adiposo ¢
hematopoético, somente tecido hematopoético ou ainda sem medula 6ssea.
Tecido cartilaginoso foi encontrado em somente um dos sitios operados. O
defeito estava preenchido em sua maior parte por osso imaturo. Os
autores concluiram que as diferentes membranas para osteopromocao
possuem diferentes graus de eficacia.

SAWAI et al. (1996) estudaram a evolucdo de enxerto 0sseo,
removido de crista iliaca e implantado em defeito 6sseo na mandibula de
coelho, apbs terapia por oxigénio hiperbarico (OHB). Os animais foram
sacrificados com uma, duas, quatro e cito semanas apos a cirurgia. A
avaliacdo histolégica do grupo controle mostrou apdés uma semana
presenca de tecido de granulacio e pouca matriz ostedide, cercada por
osteoblastos. A maior parte dos ostebcitos estava em suas lacunas no
grupo experimental, indicando vitalidade do tecido. A medula dssea estava
ocupada principalmente tecido hematopoético. Quatro semanas apos ©
transplante foi observada formacéo de tecido 6sseo, unindo o osso receptor
com o enxertado, tornando as margens do leito receptor indistintas do
enxerto. A delimitacdo do enxerto estava dificultada no tempo final de
avaliacdo do grupo experimental, devido ao intenso remodelamento. No

tempo final de avaliacdo a medula Ossea estava ocupada por células
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adiposas. Os autores citaram que a baixza tensdo de oxigénio pode levar &
diferenciagcio de tecido de granulagdo em cartilaginoso e que sem
revascularizacéo o enxerto pode permanecer no local como um sequestro.
Os autores concluiram que a formacao de matriz ostedide e angiogénese foi
maior no grupo com OHB, tendo este grupo alcangado a integragido do
enxerto com © leito receptor anteriormente ao grupo sem OHB.

MERKX et al {1997) estudaram o efeito do enxerto autégeno,
removido da crista iliaca ou mandibula, ou xenégeno, de origem bovina,
sobre a erupcéo dental em cées. Os molares deciduos foram extraidos,
sendo o alvéolo preenchido por osso autogeno ou xenogeno. Os animais
foram sacrificados com quatro, dez e 16 semanas apds a cirurgia. Os
autores utilizaram radiografias para acompanhar a erupgio dental através
do enxerto. Nac houve atraso na erupcao dos dentes em nenhum dos
grupos. Ao exame histologico, as particulas do osso bovino néo se
mostraram reabsorvidas ou integradas ao leito receptor, sendo deslocadas
pelo dente em erupgéo para a gengiva. Os fragmentos dos dois tipos de
enxerto autégeno estavam desvitalizados apds quatro semanas. O 08s0
autdgeno de origem intramembranosa foi substituide por neoformacéo
6ssea no processo de remodelagdo do osso alveolar, ndo sendo possivel
identificar remanescentes do enxerto nos tempos finais. O osso de origem
endocondral mostrou remanescentes no tempo final, entre o tecido 6sseo

neoformado, assim como cartilagem. Os autores concluiram que o
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transplante o6sseo nao tem efeito inibitério sobre a -erupgéo e o
desenvolvimento dental.

REDONDQ et al. {1997) estudaram a reparacdo de defeitos 0sseos na
borda inferior do ramo mandibular de ratos, apods implantagio ortotopica
de osso autdgeno fresco, desmineralizado ou congelado. Os animais foram
submetidos a cirurgia para remoc¢do do fragmento mandibular, com
formato quadrado e medindo quatro milimetros. Em seguida, o fragmento
foi submetido a processo de desmineralizacéo, sendo reimplantado apds
duas semanas. No grupo do enxerto congelado, o fragmento foi conservado
a -193°C por duas semanas, sendo entdo reimplantado. No grupo do
enxerto fresco, o fragmento fol reposicionado durante o mesmo ato
cirargico, depois de dois minutos. Os animais foram sacrificados com duas
ou seis semanas apds a reimplantacédo do fragmento. Os resultados foram
medidos através da proliferacao de células mesenquimais no exame
histolégico. O grupo do enxerto congelado mostrou menor proliferacao
celular, com tendéncia a reabscrcac. O grupo do osso fresco mostrou
ntimero intermediario de proliferacéo celular, no entanto sendo suficiente
para reparar o defeito. No grupo do osso desmineralizado havia maior
proliferacio, concluindo os autores que este tipo de enxerto possui maior
capacidade osteoindutora.

SCHON et al. (1997) estudaram a reagdo tecidual ao redor de
miniplacas usadas para fixacdo de enxerto vascularizado de osso iliace em

defeito 6sseo no angulo da mandibula de miniporcos Gottinger. Os animais
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foram sacrificados duas, quatro e oito semanas apds o transplante. Foi
relatada necrose dos ostebcitos proximos da area de osteotomia na
mandibula € no enxerto, parte da cortical externa do enxerto e dos
ostedcitos vizinhos a placa e parafusos utilizados na fixacdo do bloco
dsseo. Segundo os autores, a morte foi relacionada ao trauma cirargico e
compressao da placa de fixacdo rigida. Houve remodelacdo extensa do
enxerto, diminuicdo do espago medular e do ntmero de células
hematopoéticas, sendo a medula ocupada por células adiposas. Foi
demonstrada unido do enxerto com o leito receptor, através de reparacao
primaria. Os autores concluiram que a fixacado com miniplaca foi estavel e
0 contato entre o 0s8so € parafusos aumentou nos tempos mais adiantados.

SI et al (1997} estudaram a expressio de BMP e {ator de
crescimento transformante tipo beta (TGF-B) durante a reparacao de
fratura experimental de mandibula em coelhos, para determinar a
interacio destes fatores de crescimento na regulacdo da proliferagio
celular. Os animais foram sacrificados apés 1, 3, 5, 7, 11, 14, 21 e 28 dias
apos a fratura. Houve formacao de hematoma, com posterior organizacao €
substituicdo por tecido de granulacio. No quinto dia houve agregagéo e
proliferacéo de células mesenquimais indiferenciadas, com sinais de BMP-
2. Apbs a formacao do calo dsseo, com presenga de cartilagem ligando os
dois cotos, o sinal de BMP-2 diminuiu ¢ o de TGF-p1 foi evidente nos
osteoblastos diferenciados e nas areas de cartilagem. Apds a unifo Ossea

ambos sinais estavam fracos, proximos da normalidade. Os autores
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concluiram que a BMP-2 e o TGF-f1 participam da regulacédo da reparagao
da fratura, estando o primeiro relacionado com a diferenciagio de células
mesenguimais em osteoblastos e condrécitos e o segundo com a ativagio
da proliferacdo celular e sintese de proteinas ligadas & reparac@o da
fratura.

STENTZ et al. (1997) analisaram a reparacéo 6ssea em defeitos ao
redor de implantes de titdnio em cées, através da densidade 6ssea. Foi
realizada comparacao entre o defeito deixado sem tratamento, tratado com
osso liofilizado desmineralizado associado a membrana para reparac¢éo
guiada ou somente com membrana. Radiografias padronizadas foram
obtidas apds quatro meses e a imagem das areas de interesse analisadas
com auxilio de computador, pela técnica de subtracdo de imagens. Os
autores citaram que a densidade 6ssea averiguada pela subtracio de
imagem € util na determinacéo do sucesso ou falha do implante, porém
sendo um dado subjetivo, pois ndo permite a quantificacdao da densidade
ossea. Fol concluido que o uso de osso liofilizado e desmineralizado
associade ao efeito promotor da membrana aumentou a densidade Ossea
ao redor do implante.

VILJANEN et al. (1997) estudaram a capacidade ostecindutora da
proteina morfogénica do osso extraida de alce, em defeito de tamanho
critico na calota craniana de ovelhas adultas, A BMP foi implantada
juntamente com colageno. Medula Ossea fresca, obtida da tibia, e somente

colageno foram utilizados como controle. Apds 16 semanas os animais

42



foram sacrificados, sendo obtidas laminas para avaliagcdo histologica e
radiografia para quantificacfo do preenchimento do defeito, por analise
computadorizada. A percentagem de reparacao foi maior no grupo da BMP,
93,18%, seguida pela medula 6ssea, 33,17% e por fim o grupo controle,
com 31,32%. Foi ainda feita a titulacio de anticorpos anti-BMP apés zero,
trés, seis e 12 semanas depois da cirurgia. Houve aumento da titulacéo de
IgG no grupo da BMP apds trés semanas, com retorno aos niveis iniciais
em seis semanas. Foi demonstrada a capacidade osteoindutora da BMP
xenbgena assim como sua baixa imunogenicidade.

ZELLIN & LINDE (1997) estudaram a importancia de sistemas de
liberacdo do fator de crescimento BMP-2 em defeitos criticos em
mandibula de rato, protegidos por membrana para reparacao guiada. Os
sistemas de liberacao foram esponjas de colageno ou acido poliglicélico e
acido polilactico com sangue. Os animais foram sacrificados apds 12 e 24
dias, sendo as mandibulas radiogratadas para acompanhar a reparacio
Ossea. Os defeitos, quando protegidos por membrana e na presenca do
fator de crescimento, sofreram completa reparacéao, enquanto que somente
a técnica de reparacdo guiada nao preencheu completamente o defeito com
tecido 6sseo. O sistema carreador do fator de crescimento a mostrar a
melhor média de ligacdo 6ssea foi a mistura de acido poliglicolico e
polilactico com sangue. Os autores concluiram que a presenca de
membrana para reparagac guiada melhora a neoformacéo dssea obtida

pelo fator de crescimento.
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SCHMELZEISEN & SCHON (1998) estudaram o comportamento do
enxerto alégeno vascularizado, removido do osso iliaco, para reconstrucio
da mandibula apds imunossupressfdo com ciclosporina A em miniporcos.
Os animais foram sacrificados apos duas, quatro € 16 semanas do
transplante dsseo, recebendo injecdo de sulfato de bario como contraste e
exame radiografico posterior, para identificar os vasos intra-6sseos do
enxerto. O enxerto mostrou unidco primaria com o leito receptor e
sobrevivéncia dos ostedcitos. Rejeicio do enxerto ndo ocorreu, mesmo apos
12 semanas do término da medicacdo imunossupressora. Os autores
demonstraram reparacio 0ssea primaria do enxerto alégeno fresco, porém
com indices maiores de infecco, em relagdo ao autégeno, que serviu como
controle.

TEIXEIRA et al (1998} analisaram a reparacdo da fratura do
processo condilar em ratos adultos. Sob anestesia geral, foi realizada
exposicdo e fratura do condilo, sendo os animais sacrificados apdés um,
sete, 14 dias, um e trés meses. Com um dia fol verificado osso vitalizado
na margem da fratura e processo inflamatério agudo ao longo da capsula
articular e fibras musculares. Proliferacio 6ssea e cartilaginosa nos cotos,
0s quais mostraram areas de necrose e atividade osteoclastica com uma
semana e tecido de granulacio foi visto no espago articular na segunda
semana. Apos um més foi notada extensa neoformacio 6ssea ligando os
cotos ¢ diminuicao da area de necrose. No tempo final o céndilo estava

com caracteristicas de normalidade, centralizado na fossa temporal e com



interposicdo do disco articular. Os autores concluiram que a fratura
repara com formacgio de calo, sendo o processo condilar reposicionado na
fossa temporal espontaneamente, indicando capacidade da articulacéo

témporo-mandibular de sofrer remodelacéo extensa.



3- PROPOSICAO

A proposta deste trabalho foi a avaliago descritiva histolégica
verificada durante o processo de reparacéo de ferimento dsseo de tamanho
critico na mandibula de rato, seguido de enxerto dsseo do iliaco, além da
analise da densitometria 6ptica do local do enxerto através de radiografias

das hemi-mandibulas.
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4- MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério Experimental do
Departamento de Cirurgia, Protese e Traumatologia Maxilo-Faciais da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, utilizando 25
Rattus norvegicus, linhagem Wistar adultos machos, com peso médio de
324 gramas, alimentados com ragdo comercial granulada para roedores
(Labina, Purina) e agua ad hbitum. O manuseio dos animais seguiu as
normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentac¢dao Animal.

Os animais foram distribuidos em cinco grupos, com cinco ratos
cada. Todos os individuos foram submetidos 4 mesma intervencao
cirurgica, sob anestesia geral. Primeiramente foi aplicada solugao aquosa
a 2% de cloridrato de xilidino dihidrotiazina (Rompun®, Bayer), na dose de
8mg/Kg de peso corporal, via intraperitoneal, na fungdo de sedativo e
relaxante muscular. A anestesia foi induzida por solugao aquosa a 0,5%
de cloridrato de cetamina (Ketalar®, Parke-Davis), aplicada na dose de
100mg/kg de peso corporal, na mesma via que 0 sedativo. A seguir foi
feita tricotomia da regido submandibular e dorsal, anti-sepsia com
polivinilpirrolidona-lodo (PVPI) e colocagao de campos estéreis. O acesso
20 osso iliaco foi obtido por via dorsal no lado esquerdo, com incisédo de
cerca de dois centimetros, paralela e cerca de um centimetro de distancia

da coluna vertebral e acima da crista iliaca. Por divulsdo romba e
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desinsersao do tecido muscular, a superficie o0ssea foi exposta, sendo o
fragmento 6sseo removido com auxilio de aparelho descartavel de biépsia
de tecido mole, com gquatro milimetros de didmetro (Biopsy Punch,
Laboratorios Stiefel LTDA.), através de pressao manual (Figuras 2 e 3). O
periosteo foi preservado inserido no bloco removido, sendo este mantido
em gaze umedecida com soro fisiolégico até o momento do enxerto. Esta
etapa da cirurgia foi finalizada com sutura por planos com fio de nailon

monofilamentar agulhado (Meononylon 5.0, Ethicon).

Figura 2. Detalhe anatomico das estruturas osseas da regido pélvica do rato. Seta indica o local da remogao
do enxerto.




Figura 3. Obtenc¢do do enxerto osseo da crista iliaca com aparelho de bidpsia. O detalhe mostra o
bloco osseo ia removido. com didmetro de quatro milimetros.

Na segunda fase cirurgica, o acesso ao ramo da mandibula foi
obtido por via submandibular, no lado direito, sendo a ferida odssea
bicortical realizada com motor de baixa rotagéo e trefina com diametro de
3mm (Figuras 4 e 5) (Trefina tamanho médio, Incol, Instrumentos
cirurgicos e oftalmologicos Ltda.), sob irrigacdo constante com soro
fisiologico (Figuras 6 e 7). Para a obtencdo de uma adaptacao precisa no
ferimento osseo mandibular, o enxerto foi recortado em uma de suas
corticais com auxilio de lamina de bisturi numero 15, tomando assim o
formato de uma secdo de cone. O enxerto foi entdo inserido no defeito
mandibular (Figura 8). Esta etapa foi concluida com sutura por planos

com fio de nailon monofilamentar agulhado (Mononylon 5.0, Ethicon).



bicortical.

Figura 5. Trefina utilizada, com didmetro de trés milimetros.




irrigagdo com soro fisiologico.

™

.."8

Figura 7. Defeito mandibular bicortical obtido.
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Figura 8. Enxerto 6sseo preenchendo o defeito mandibular.

No final da cirurgia foi instituida antibioticoterapia profilatica com
benzilpenicilina benzatina (Soluc¢ao injetavel de Benzetacil® 1.200.000 UI,
Fontoura-Wyeth S.A.), na dose fixa de 16.000 UI, via intraperitoneal. Nas
duas primeiras semanas de pdés-operatorio, os ratos se alimentaram de
racao para roedores fragmentada e, a seguir, na apresentacao regular. O
primeiro grupo foi sacrificado, por dose letal de anestésico geral,
decorridas 24 horas da cirurgia, sendo os grupos seguintes sacrificados
com sete dias, duas semanas, um més e trés meses. Apds o sacrificio do
animal a mandibula foi removida, procedendo-se a analise macroscépica
da peca e fixacdo em formol tamponado a 10%.

Posteriormente as hemi-mandibulas foram submetidas a analise

radiografica com emprego de aparelho de raios-X odontolégico (Modelo XR

n
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6010, Gnatus), no regime de 56 kV, 10 mA e 0,5 segundos de exposicao,
com filme periapical tamanho dois (Ektaspeed Plus, Kodak Co.) e distancia
focal de 30 centimetros. A pelicula radiografica foi revelada em
processadora automatica (Level 360 X-ray automatic processor, Flat Co.).

Em seguida as pecas foram descalcificadas em solucao de acido
formico a 25% com citrato de sodio a 10%, com troca do liquido a cada
trés dias, por trés semanas. Para diminuir a influéncia da solucao
descalcificadora na coloracdao do corte histolégico, apoés o término da
descalcificacao a peca foi deixada em agua corrente por 24 horas e em
seguida em solucao de sulfato de sodio a 5% por 32 horas e em seguida
novamente em agua corrente por mais 24 horas (SPOLIDORIO, 1996). O
espécime foi entao preparado e incluido em parafina para coloracao por
hematoxilina e eosina. Os cortes histologicos foram feitos com cinco
micrometros de espessura, de forma semi-seriada e seguindo os planos
sagital e frontal. As laminas obtidas foram utilizadas na descricao dos
eventos histologicos através de microscopia optica. Estes procedimentos,
assim como os da densitometria optica, foram realizados no Laboratério
da Disciplina de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
da Universidade Estadual de Campinas.

Para cada radiografia da mandibula, foi comparada a densidade
optica no local do enxerto com o mesmo local na hemi-mandibula
esquerda, obtendo-se um controle individual. Esta analise foi realizada

através da aquisicao por aparelho de digitalizacao (Modelo GS 700 Image
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Densitometer, BIO-RAD) com 1.200 dpi, sendo a imagem transferida para
o programa Molecular Analyst Software, Versao 1.5, desenvolvido pela
BIO-RAD. Considerando que a area do enxerto seja aproximadamente sete
milimetros quadrados (S = n.R? , onde R = 1,5mm, .. S = 7,07mm? ), a
selecao da area de interesse a ser analisada foi um circulo de
aproximadamente seis milimetros quadrados, evitando a escolha de areas
de borda do enxerto. As duas areas de interesse selecionadas, sendo uma
a do enxerto e outra a mesma regiao no lado controle, foram avaliadas
quanto a sua densidade oOptica média. A imagem digitalizada €
transformada em pixels pelo programa e, de acordo com a intensidade do
tom de cinza de cada pixel, é-lhe dado um volume. A somatoéria destes
volumes dividida pelo numero de pixels € a densidade optica média,
expressa em DO. Os valores encontrados foram submetidos ao teste
estatistico de analise de variancia (ANOVA) para avaliar a significancia das
diferencas entre valores da densidade 6ptica média encontrados no grupo
controle € no experimental, nos diversos tempos. O teste de ANOVA
também foi empregado para avaliar a significancia das diferencas dentro
do grupo experimental ao longo dos diversos tempos de sacrificio.
Anteriormente ao teste ANOVA, o teste de Bartlett foi aplicado para
verificar a homogeneidade da variancia. Os testes estatisticos foram
realizados pelo programa EPI-INFO, Versao 6.04, desenvolvido pelo Centro
de Controle de Doencas dos EUA (Centers for Disease Control, Atlanta,

Georgia).
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S5- RESULTADOS

A recuperacao dos ratos apoés a cirurgia ocorreu sem intercorréncias,
com cicatrizacao e deambulacao satisfatérias e, de uma forma geral todos
ganharam peso, como demonstrado na Tabela 1. Apenas no grupo
sacrificado um dia apoés a intervencao a média do peso final foi menor que
a inicial. Por outro lado, em um elemento, proveniente do grupo de duas
semanas, houve deiscéncia da sutura no sitio doador do enxerto, a qual foi
tratada por meio de limpeza com polivinilpirrolidona-lodo e
antibioticoterapia, através de benzilpenicilina benzatina na mesma
dosagem e via que no momento da cirurgia, estando o animal com a ferida

fechada no momento do sacrificio.

TABELA 1 - Peso médio inicial e final dos animais utilizados nesta

pesquisa. Valores expressos em gramas.

Grupo Meédia do peso inicial Meédia do peso final
Um dia 383,0 373,5
Uma semana 280,0 300,5
Duas semanas 303,0 327,0
Um més 332,0 371,0
Trés meses 326,0 401,0
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O exame macroscopico das pecas obtidas mostrou uma diminuicao
continua do volume do enxerto com o passar do tempo. Nos dois primeiros
tempos o enxerto manteve seu formato e volume, estando bem adaptado
ao leito receptor. Apds trés meses o enxerto estava com menor volume,
encontrando-se ao nivel da cortical externa da mandibula. No tempo final
o enxerto nao foi distinguivel do leito receptor, sendo que a coloracao do
local do enxerto apresentou tons mais escuros de amarelo que no restante

da mandibula.

6.1 - ESTUDO HISTOLOGICO

Apos um dia o osso enxertado apresentou-se vitalizado (Figura 11),
sendo constituido por duas corticais paralelas dispostas externamente,
uma do lado medial e outra do lateral da mandibula, unidas por osso
trabeculado com amplo espaco medular, ocupando a maior area do
enxerto (Figura 9). Periésteo recobria a face externa das suas corticais
(Figura 10). O espaco medular estava ocupado por células hematopoéticas
em diversas fases de maturacao, rede de fibrina e poucas células adiposas
uniloculares. O enxerto possuia espessura maior que a da mandibula e
estava bem adaptado ao leito receptor, mantendo contato intimo com o
mesmo (Figura 12). Na maioria dos espécimes a margem do defeito

mandibular apresentou-se viavel. Ao redor do enxerto foi encontrado
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processo  inflamatorio agudo, com infiltragdo de  leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e exsudado serofibrinoso. As fibras musculares

vizinhas estavam separadas umas das outras, com infiltragdo de PMN,

edema e ndo inseridas no tecido 6sseo (Figura 9).
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Figura 9. Enxerto posicionado no defeito mandibular apés um dia. Amplo espago medular

‘ preenchido por tecido hematopoético e células adiposas uniloculares. Tecido muscular inserido na
face interna da mandibula. As setas indicam as margens da mandibula. Corte frontal. Aumento de

30x.
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| Figura 10. Margem mandibular (M) mostrando necrose da superficie apos um dia. Enxerto

vitalizado e recoberto por peridsteo na face externa. Medula ossea ocupada por tecido
hematopoético. Corte frontal. Aumento de 75x.

Figura [ 1. Margem do defeito mandibular (M) e trabécula do enxerto (E), ambos vitalizados.
Grupo de um dia. Rede de fibrina permeada por leucécitos mononucleares e hemacias. Corte
sagital. Aumento de 190x.
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Figura 12, Grupo de um dia. Detalhe da adaptacgdo das corticais do enxerto (E) do defeito
mandibular (M). Corte sagital. Aumento de 190x.

Com uma semana o enxerto manteve seu formato e volume originais,
estando a maior parte do tecido oOsseo desvitalizado, assim como o
periosteo. O espago medular estava preenchido em sua maior parte por
tecido de granulacao ricamente celularizado e vascularizado e areas de
neoformacgao ossea, restando pouco tecido hematopoético, que estava
necrotico e permeado por numerosos macrofagos. Rede de fibrina e
adipocitos estavam presentes em pequenas quantidades. O o0sso
neoformado no espa¢o medular estava presente principalmente sobre as
trabéculas Osseas, as vezes unindo-as (Figura 15). Atividade osteoblastica
e matriz osteéide estavam organizados em camadas sobre o tecido 6sseo
ou ainda formando ilhas, sendo o centro ocupado pela matriz éssea nao

calcificada. A parte cortical do enxerto, entretanto, mostrou areas de
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reabsorcgéo, formando lacunas de Howship, sobretudo nos locais sem
protecdo do peridsteo, o qual também estava sofrendo reabsorcao evidente
nas extremidades. A margem do defeito mandibular estava desvitalizada
(Figura 14), tendo apresentado ao longo da cortical intensa atividade
osteoblastica subperiostal, com produgdo de osso imaturo. Esta
proliferagao circunscreveu as trabéculas mais externas do enxerto (Figura
13). O processo inflamatoério estava presente, embora menos evidente que
na fase anterior, constituido por infiltrado PMN, mononuclear e
macrofagico. O infiltrado inflamatério e edema entre as fibras musculares

estava quase ausente, porém as fibras nédo estavam inseridas no osso.

Figura 13. Margem mandibular com neoformagdo dssea (NO), apés uma semana. Enxerto
desvitalizado e recoberto por periosteo. Corte frontal. Aumento de 75x.
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Figura 14. Margem mandibular (M) apos uma semana, com superficie desvitalizada e corticais
| com proliferagdo 6ssea. Tecido de granulagdo na margem do enxerto. Corte frontal. Aumento de
190x.

| Figura 5. Detalhe da medula dssea ap6s uma semana. Atividade osteoblastica e tecido de
granulacdo. [lha de matriz ostedide cercada por osteoblastos. Trabéculas do enxerto
desvitalizadas. Corte frontal. Aumento de 190x.
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Depois de duas semanas o enxerto estava sem vitalidade, mantendo
formato e volume originais, embora o processo de reabsorcdo estivesse
presente. O periosteo estava presente, em quantidade menor que no tempo
anterior e mostrando ainda reabsor¢do. O espa¢o medular estava ocupado
por osteoblastos, tecido de granulagdo intensamente vascularizado e
celularizado e tecido conjuntivo frouxo (Figura 16), levemente infiltrado por
células inflamatérias mononucleares e macrofagicas. Capilares similares a
sinusoides ainda foram encontrados, mesmo com a auséncia do tecido
hematopoético. Tecido similar ao cartilaginoso foi encontrado em um
espécime (Figura 18). Somente um dos espécimes mostrou medula ossea
preenchida com tecido hematopoético e menor quantidade de neoformacao
O0ssea. As corticais do enxerto mostraram sinais de reabsorcdo, presente
também nas trabéculas posicionadas mais externamente, ao passo que as
trabéculas da parte mais interna estavam envolvidas na neoformacao
6ssea. A margem do defeito mandibular mostrou superficie nao viavel,
estando em algumas areas cobertas por neoformacéo é6ssea (Figura 17). A
proliferacdo de tecido 6sseo sobre a cortical mandibular mostrou aspecto
mais maduro, apresentando-se mais compacta € menos celularizada.
Junto ao enxerto, ela envolveu as trabéculas e ocupou o espago medular

vizinho ao defeito. O edema nas fibras musculares estava ausente.
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Figura 16, Margem mandibular (M), com neoformagdo 6ssea (NO) nas corticais. Enxerto com
| espago medular ocupado por proliferacdo ossea e tecido de granulagdo. A neoformacio 6ssea une
| rabéculas vizinhas. Grupo de duas semanas. Corte frontal. Aumento de 30x.

'

em diregdo ao espago medular, que & ocupado por tecido de granulac@io. Trabéculas do enxerto (E)
desvitalizadas. Corte sagital. Aumento de 75X.




Figura 18. Trabécula dssea do enxerto (E) em meio a intensa neoformagdo dssea. Grupo de duas
semanas. Tecido condroide (C). Corte frontal. Aumento de 75x.

Ap6és um més o enxerto estava desvitalizado, tendo sofrido
remodelamento intenso, o que lhe deixou com menor volume em relagao ao
tempo anterior (Figura 19). Houve reabsorgdo nas corticais e trabéculas
osseas, estando o local do enxerto ocupado principalmente pelo osso
neoformado, que também mostrou sinais de remodelamento. Em alguns
cortes foi notada a interposicéao de tecido conjuntivo entre o leito receptor e
o enxerto, porém nao separando completamente os dois, fato confirmado
por cortes de diferentes profundidades. O espaco medular estava reduzido
em relacdo ao tempo inicial, voltando a ser ocupado principalmente por
tecido hematopoético e poucos adipécitos (Figura 20). Em um espécime o

espaco medular estava ocupado por tecido conjuntivo frouxo. A espessura
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6ssea no local do enxerto estava reduzida em relagdo ao tempo anterior,
encontrando-se a0 mesmo nivel dos limites da mandibula (Figura 17). O
periosteo estava presente, recobrindo as corticais 6sseas do enxerto € da
mandibula, sem mostrar sinais de alteragdes. A margem do defeito
mandibular mostrou sinais de reabsorcdo e vitalidade na maioria dos
espécimes, estando envolta por tecido 6sseo neoformado, inclusive na face
em contato com o enxerto. A neoformacgdo Ossea, antes produzida em

grande quantidade, apareceu em menor intensidade (Figura 21).

‘ Figura 19. Margem do defeito mandibular (M) apés um més. Neoformagio ossea (NO). Espago
[ medular com tecido hematopoético. Corte frontal. Aumento de 75x.
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Figura 20. Osso mandibular (M) com neoformagdo dssea. Trabécula do enxerto desvitalizada (E) e
tecido hematopoético com células adiposas. Grupo de um més. Corte sagital. Aumento de 75x.

Figura 21. Osso mandibular (M) com neoformagio dssea (NO), unindo-a ao enxerto (E), que
mostra mescla de osso desvitalizado e neoformado. Grupe de um més. Corte sagital. Aumento de
75x.
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Passados trés meses, o defeito 0sseo estava reparado nos cinco
individuos do grupo. Houve dificuldade na diferenciacdo precisa da
margem da mandibula, do osso neoformado (Figura 24) e do osso
enxertado. Do osso enxertado, estavam presentes remanescentes da
cortical, ainda desvitalizados e circundados por osso neoformado, na forma
madura. O espago medular no local do enxerto apresentou volume
reduzido em relagdo ao tempo inicial, estando preenchido por tecido
hematopoético (Figura 22). Entretanto, em alguns espécimes as corticais
estavam unidas sem presenca de medula. Em dois espécimes foram
encontradas partes de osso cortical do enxerto isoladas do osso
mandibular, no lado interno da mandibula. Estes fragmentos isolados
estavam desvitalizados e sofrendo intensa acdo de osteoclastos. A camada
ossea neoformada sobre as corticais da mandibula pareceu ter menor
espessura que nas fases anteriores, sendo que a regido do enxerto
acompanhou esta espessura. Nas faces lateral e medial da mandibula foi
possivel identificar lamelas concéntricas do sistema circunferencial externo
(Figura 23). Atividade osteoblastica estava presente, com pouca
intensidade, assim como reabsor¢ao. Todo o tecido 6sseo, com excec¢ao dos
remanescentes do enxerto, estava vitalizado. Periésteo normal recobria a
regido. O tecido muscular estava inserido nas corticais da mandibula

(Figura 22).
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Figura 22. Local do enxerto apés trés meses, mostrando intenso remodelamento 6sseo. Espago

medular reduzido e ocupado por tecido hematopoético. Fibras musculares inseridas no 0sso
mandibular. Corte frontal. Aumento de 48x.

Figura 23, Margem do defeito mandibular, indicada por setas. Lamelas concéntricas do sistema
circunferencial externo (LC). Grupo de trés meses. Corte frontal. Aumento de 75x.
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Figura 24. Enxerto apos trés meses, setas indicam parte da cortical do osso iliaco. Corte frontal.
Aumento de 75x.

5.2 - ESTUDO RADiOGRAFICO E DE DENSITOMETRIA OPTICA

As radiografias da mandibula dos animais sacrificados mostraram,
um dia apés a cirurgia, area radiopaca com aproximadamente trés
milimetros de didametro com bordas bem definidas no ramo mandibular,
proxima 3 regiao apical do dente incisivo inferior. Com uma semana a area
do enxerto mostrou-se menos radiopaca que no tempo anterior. Foi notada

presenca de linha radiolicida ao redor do enxerto e formagdo de halo

(4!



radiopaco ao redor do leito receptor, permanecendo as bordas do bloco
osseo enxertado bem definidas. Com duas semanas 0 enxerto continuou
mais radiopaco que o ramo da mandibula, porém comecando a perder a
delimitacdo das bordas. A area radiopaca ao redor do enxerto estava mais
evidente que no tempo anterior. Apés um més a caracteristica mais
importante foi a reducdo da radiopacidade no local do enxerto, estando a
delimitacdo do enxerto ainda menos evidente. Com trés meses o enxerto
nao possuia bordas definidas, sendo no entanto possivel identificar na

area de implantagao pontos e estrias radiopacas.

Figura 25. Radiografias obtidas. (1d) um dia, (1s) uma semana, (2s) duas semanas, (Im) um més,
(3m) trés meses.
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A avaliacao da densidade optica da imagem radiografica foi realizada
comparando-se o lado operado com o lado controle, sendo os valores
expressos em unidades DO. A Tabela 2 e Grafico 2 mostram os valores da
meédia e desvio padrao encontrados em cada grupo. Os dados encontrados
foram submetidos ao teste de ANOVA, comparando a média do grupo
experimental e do grupo controle, sendo os resultados apresentados na
Tabela 3. Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 1%,
com excecao do grupo de uma semana, que mostrou resultado significativo
ao nivel de 5%. O teste de ANOVA foi também aplicado para comparar os
cinco tempos dentro do grupo experimental, sendo o valor de p igual a

0,0004, sendo significante ao nivel de 1% (Ver anexos, pagina 107)

TABELA 2 - Média de densidade 6ptica no lado controle e experimental,

com desvio padrao. Valores expressos em DO.

Grupo Lado controle Lado experimental
Média Desvio Média Desvio

padrao padrao

Um dia 1,023 0,028 0,912 0,041

Uma semana 0,991 0,052 0,923 0,033
Duas semanas 1,099 0,059 0,993 0,038
Um més 1,106 0,026 1,019 0,035

Trés meses 1,148 0,073 1,017 0,052
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GRAFICO 2 - Média de densidade 6ptica nos lados controle e experimental

nos cinco tempos avaliados, com desvio padrao. Valores expressos em DO.
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TABELA 3 - Significancia da diferenga entre as médias da densidade optica

do lado controle e experimental na analise de varidncia (ANOVA).

Grupo ANOVA
Valor de p
Um dia 0,0010
Uma semana 0,0385
Duas semanas 0,0097
Um meés 0,0021
Trés meses 0,0112
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6- DISCUSSAO

A evolugé@o do defeito 6sseo de tamanho critico na mandibula de rato
ap6s enxerto autogeno de crista iliaca foi avaliada neste estudo. O modelo
adotado permitivu a avaliagdo do processo de reparo que ocorre neste tipo
de enxerto. Inicialmente foi notado processo inflamatério agudo e necrose
do enxerto, seguida de formacdo de tecido de granulacio e neoformacao
dssea no interior do enxerto e na cortical mandibular. Finalmente, a
remodelacido 6ssea tomou lugar, levando a diminuicdo do volume do
enxerto e conferindo arquitetura semelhante 4 da mandibula.

A remocao do bloco 6sseo da crista iliaca resulfou na interrupcao de
sua irrigacdo sanguinea. No primeiro dia de avaliacdo néo foi notada
necrose no enxerto, nem de tecido 6ssec ou mole, porém apds uma
semana houve necrose da maior parte do tecido dsseo, tecido
hematopoético e no periésteo. A permanéncia do enxerto fora do corpo do
rato, cerca de trés minutos até seu reposicionamento na mandibula, bem
como ser enxerto livre € portanto sem vascularizacao e o tempo gasto para
ser restabelecida a perfusdo para o enxerto sdo, possivelmente, as
principais causas da necrose. A morte dos ostedcitos € seguida por
autdlise, deixando a lacuna d6ssea vazia e caracterizando a necrose Ossea
(BURCHARDT, 1987). A necrose 6ssea também foi encontrada na margem

do defeito mandibular, a partir da primeira semana, neste estudo. Este
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fato é possivelmente devido ao trauma térmico e mecanico ocasionado pelo
uso da trefina durante a confeccao do defeito. Foi descrito, na literatura,
morte dos osteécitos proximos da area de osteotomia na mandibula e
enxerto, assim como dos ostedcitos vizinhos .da placa e parafusos
utilizados na fixacao rigida do blocos 6sseos (FRAME et al., 1984; SCHON
et al, 1997). Também, diante de fratura ocorre necrose éssea junto aos
seus cotos, 0 que tem sido demonstrado experimentalmente (TEIXEIRA et
al.,, 1998). A necrose 6ssea da margem do defeito nao foi encontrada no
tempo final, possivelmente por causa do intenso remodelamento ocorrido
no local, o qual levou 4 reabsorcio da parte necrética e deposicio de osso
neoformado. Sabe-se que enxertos 0sseos tém maior chance de sobreviver
quando empregados revascularizados (SCHMELZEISEN & SCHON, 1998},
sendo relatada vitalidade em enxertos de osso iliaco vascularizados pela
artéria iliaca interna {SCHON et al., 1997; SCHMELZEISEN & SCHON,
1998). Entretanto, necrose da medula 6ssea e de parte da cortical podem
ocorrer, mesmo quando a revascularizacdo é empregada (SHIROTA et al,
1995). Enxertos autogenos frescos e livfes estdo mais associados a
ocorréncia de necrose (FRAME et al, 1982, ALBERIUS et al, 1992,
MERKX et al., 1997).

No enxerto 6sseo livre o suprimento sanguineo necessario as
intensas atividades celulares que ocorrem durante o processo de reparacio
local € proveniente de vasos neoformados ¢ tecido mole circunvizinho. O

tecido de granulacao, ricamente vascularizado, formado ao redor e
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encontrado penetrando no espaco medular do enxerto também se torna
responsavel por sua irrigagido, em especial neste enxerto de osso iliaco,
pois as trabéculas 6sseas sao afastadas umas das outras, sendo o espaco
medular amplo. Essa caracteristica facilita a penetracio do tecido de
granulaco. E suposto que os canais de Havers, principais responsaveis
pela irrigagdo do tecido d6sseo compacto, nao sofram revascularizacéo
rapidamente, legando necrose a4 maior parte, sendo completa, do osso
cortical. Acredita-se que apenas alguns ostedcitos localizados mais
superficialmente possam sobreviver, devido estarem proximos ao tecido
mole ao redor do enxerto (CORMACK, 1987). O ossoc esponjoso teria maior
chance de permanecer viavel, pois seus ostedcitos estariam mais proximos
de uma fonte de irrigacdo. A arquitetura do tecido osseo pode ser
responséavel por diferencas na revascularizagdo dos enxertos, sobrepondo
distintos comportamentos durante sua incorporacgdo, influenciando
sobremaneira na ocorréncia de reabsorcdo (SULLIVAN & SZWAJKUN,
1991). De fato, foi demonstrado gue o osso cortical, por possuir estrutura
mais densa, sofrerd vascularizagio tardiamente e em menor grau gue o
osso esponjoso (SULLIVAN & SZWAJKUN, 1991). A parte esponjosa do
enxerto iliaco, presente em maior quantidade que o osso compacto, teria
maior grau de revascularizacéo, estando apta a sofrer mais intensamente a
incorporacio. A angiogénese, assim como a neoformacdo Oossea, €
estimulada por fatores de crescimento {SULLIVAN & SZWAJKUN, 1991),

tais como FGF ({Fibroblast Growth Factor), VPF {Vascular Permeability
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Factor) € VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (COTRAN et al,
1994). Por outro lado, a microcirurgia tornou possivel o uso de enxertos
revascularizados, desta forma é esperado que o enxerto, ou pelo menos a
maior parte dele, esteja irrigado durante as fases iniciais do processo de
incorporacéo (SHIROTA et al., 1995; SCHON et al., 1997; SCHMELZEISEN
& SCHON, 1998).

A neoformacao o6ssea ocorreu mais intensamente da primeira
semana até o primeiro més, sendo em sua maior parte restrita as margens
do defeito mandibular. Entretanto, neoformacéo Ossea fol encontrada nas
trabéculas do enxerto e em um espécime subperiostalmente. A
neoformacao ligou a mandibula ao enxerto, estabilizando-o, e desta forma
teve fungéo semelhante ao calo ésseo durante a reparacio da fratura Ossea
(CORMACK, 1987; TEIXEIRA et al, 1998). A neoformacdo motivou
espessamento da mandibula, na maioria dos casos até a altura do préprio
enxerto, semelhante ao descrito em enxerto na mandibula de cées {(FRAME
et al., 1982}. Com uma semana este 08s0 era imaturo, porém com o passar
do tempo tornou-se tecido 6sseo maturo, sendo possivel identificar lamelas
circunferenciais externas aos trés meses ao redor da mandibula e enxerto,
indicando intenso remodelamento no local e maturidade Ossea. A
espessura da mandibula ndo voltou aos valores iniciais, contudo pareceu
acompanhar a espessura do enxerto, que sofreu continua diminuicdo pelo
processo de reabsorcfo. Fato similar foi descrito na mandibula de cao apés

enxerto interposto de osso iliaco (FRAME et al, 1982). A causa deste
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aumento da espessura da mandibula e sua permanéncia, mesmo em
tempo prolongado de avaliacdo, ndo possui explicagdo conhecida. Talvez
tempos maiores de acompanhamento combinados com estudos
histomorfométricos ajudem a entender este fendémeno.

Por definicao o enxerto mostrou osteoconducgdo e inducgdo. A
osteoinducdoe, atualmente alvo de muitos estudos, € caracterizada pela
participacéo de mediadores locais, entre os mais conhecidos BMP-2 e TGF-
B, envolvidos diretamente na diferenciacao e ativacdo das células
responsaveis pela reparacgio O0ssea. Estes fatores estariam armazenados na
matriz dssea calcificada, permanecendo no enxerto fresco (SZACHOWICZ,
1995). Desta forma, enquanto houver reabsorcdo havera estimulo a
formacao Ossea (COTRAN et al., 1994). Este fato condiz com os achados
nesta pesquisa ¢ na fratura de condilo (TEIXEIRA et al., 1998), onde as
fases mais ativas de reabsorcéo sao também as mais ativas de formacao
dssea. A camada interna do periésteo fol a maior fonte dos ostecoblastos
participantes da neoformacio 6ssea da mandibula. Foi descrito que o
tecido hematopoético abriga células mesenquimais que dariam origem as
células osteogénicas, sendo de grande importéancia para o sucesso do
enxerto naoc sb o transplante de osso, mas também de medula vermelha,
portantc o osso iliaco seria um excelente sitio doador (BERNARD, 1991).
Na pesquisa aqui desenvolvida foi notada necrose do tecido hematopoético,
com posterior eliminacao dos restos celulares, e mesmo assim o defeito foi

reparado. Desta forma, € possivel acreditar que as células mesenquimais
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envolvidas na neoformacdo Ossea nao sé@o provenientes do tecido
hematopoético, ou pelo menos nao so dele.

A presenca de tecido cartilaginoso tem sido descrita na incorporagéo
de enxertos Osseos (KABAN & GLOWACKI, 1981; KABAN & GLOWACKI,
1984; PETTIS et al.,, 1990; SANDBERG et al., 1993; ZELLIN et al., 1995).
Alguns pesquisadores relacionaram a formac¢do de tecido cartilaginoso
durante a reparacio 6ssea em locais com baixa tensfo de oxigénio (SAWAI
et al, 1996), por exemplo, em tecidos com suprimento sanguineo
inadequado. Na pesquisa aqui realizada foi encontrado um sitio com tecido
cartilaginoso entre os 25 examinados. Fosse a baixa tensdo de oxigénio
responsavel pela diferenciacdo condroide neste espécime, possivelmente
este achado haveria de se repetir em outros animais, fato néo
demonstrado.

O osso iliaco preserva-se, ne rato adulto, com fungio hematopoética,
enquanto a mandibula mostra pouca ou quase nenhuma desta fungao,
principalmente pelo espaco reduzido da medula éssea. Mudancas nos
tipos celulares e volume foram observadas na medula 6ssea do enxerto
durante os diferentes tempos de avaliagao desta pesquisa. O aspecto
inicial, com grande quantidade de espago medular, células
hematopoéticas, capilares sinusodides e com adipdcites pouco frequentes,
foi mostrando continua modificacéo, com a substituicao da medula Ossea
por tecido de granulacio e diminuicdo do seu volume, achados estes

semelhantes aos descritos na literatura (FRAME et al,, 1982; SHIROTA et
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al., 1995; ZELLIN et al, 1995). Inicialmente, a diminuicio do espaco
medular é decorrente da presenca de tecido de granulacdo e neoformacéao
Ossea, que ocupam 0 espago entre as trabéculas mas, nos tempos finais, a
diminuicao estava associada ao remodelamento ésseo (FRAME et al., 1982;
SHIROTA et al, 1995}, Com trés meses a medula estava reduzida, sendo
ocupada por tecido hematopoético € poucos adipdcitos, com caracteristicas
celulares € de volume semelhantes ao encontrado na mandibula de um
rato adulto normal. De acordo com classificacdo encontrada na literatura
{ZELLIN et al., 1995}, a medula 0ssea neste experimento seria tida como
intermediaria, pois ndo foi no final ocupada por tecido adiposo. Porém,
neste estudo com ratos adultos persistiu tecido hematopoético na medula
da mandibula, enquanto em outros animais adultos normais, por exemplo
o coelho, a medula é ocupada principalmente por medula adiposa {SAWAI
et al., 1996}.

Varios autores tém destacado as modificagbes ocorridas na medula
Ossea de enxerto autégeno livre (SAWAI et al., 1996) e revascularizado
(SHIROTA et al., 1995; SCHON et al., 1997}, em geral descrevendo em suas
pesquisas diminuicdo do volume e aumento do numerc de células
adiposas entre as hematopoéticas nos tempos mais avancados. No tempo
inicial, no experimento aqui desenvolvido, pode ser vista necrose do tecido
hematopoético da crista iliaca, com substituicao por tecido de granulacéo e
neoformacéo o6ssea, apés um més reocupagido do espago medular por

células hematopoéticas € no tempo final grande diminuigio de sua area,
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com presenca de células adiposas, embora estas em pouca quantidade.
Em um espécime foram encontrados capilares sinuséides na medula 6ssea
do enxerto, no tempo de um més. Achado comparavel foi descrito por outro
autor (FRAME et al., 1982).

Os enxertos osseos autdgenos tém sido associados a um grande
percentual de reabsorcdo, as vezes referida como incontrolavel (AABOE et
al., 1997), sendo este fator considerado desfavoravel ao -seu uso. QO
processo de reabsorcdo é realizado pelo osteoclasto, célula multinucleada
formada pela unido de mondcitos. A reabsorcdo, parte fundamental no
processo de incorporagdo, remove o o0ss0 inviavel, dando espago a
formacéo de novo tecido 6sseo, com arquitetura adequada as exigéncias
locais (CORMACK, 1987). Inicialmente foi verificado que a reabsorgéo
ocorreu na cortical do enxerto, envolvendo a parte mais lateral, sem
cobertura do periésteo, seguida da parte trabecular, da margem do defeito
mandibular e por fim o proprio osso neoformado, num processo
semelhante ao descrito na literatura (BURCHARDT, 1987). Embora a
cortical do enxerto seja submetida a reabsor¢@o inicialmente,
possivelmente por causa da revascularizagdo (SULLIVAN & SZWAJKUN,
1991), no tempo final sdo encontrados remanescentes de osso cortical,
enquanto que o osso esponjoso ndo foi encontrado (BURCHARDT, 1987;
MERKX et al, 1997). Ao conirario, outros autores (GONCALVES &
MERZEL, 1976; WANGERIN et al, 1986) relataram remodelamento

completo do enxerto, sendo dificultada até mesmo a localizagio do defeito
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inicial, deve-se levar em consideragao o longo tempo de acompanhamento
nestes trabalhos, de seis meses e um ano, respectivamente. A utilizacao de
enxertos vascularizados tem sido relacionada com a diminuicdo da
reabsorcdo, ocorrendo preferencialmente a substituicao da estrutura 6ssea
original pela do osso receptor (SHIROTA et al., 1995; SCHON et al., 1997).
O uso de enxerto de origem diferente daquela do leito receptor tem sido
relacionado com maior grau de reabsorcéo {ALBERIUS et al, 1992). Por
outro lado, outros autores relacionaram que o grau de reabsorcio seria
menor em enxertos de osso cortical, independente da origem, enquanto o
0ss0 esponjoso seria mais susceptivel a reabsorcdo (SULLIVAN &
SZWAJKUN, 1991; SZACHOWICZ, 1995), pois estas diferencas estariam
baseadas nas caracteristicas de revascularizacao do enxerto, ditadas por
sua estrutura. Desta forma € explicado por que o enxerto iliaco, mais
trabecular, seria submetido a uma reabsorcdo maior que um enxerto de
calota craniana, o qual € formado em sua maior parte por osso cortical.
Nesta pesquisa o defeito mandibular estava completamente preenchido no
tempo final, havendo aumento da espessura da mandibula. E suposto
desta maneira que o enxerto, assim como todo tecido 6sseo, fol remodelado
de acordo com as necessidades locais, sendo reabsorvido até se adequar ao
novo ambiente biomecanico. Vale lembrar que o resultado final da
reparacao Ossea completa constitui o objetivo a ser alcancado quando da

utilizacdo de enxerto Osseo. Tendo em vista os resultados favoraveis
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obtidos mneste modelo, varios estudos podem ser desdobrados  com
utilizacdo do mesmo.

A distribuicéo dos artigos na literatura indexada, ao se procurar por
enxerto dsseo em rato, conforme 1ostra o Grafico 1, revela que o interesse
pelos diferentes tipos de enxerto tem se mantido aproximadamente
constante nos dez ultimos anos. Houve maior numero de pesquisas
utilizando o osso alégeno e autdgeno, talvez por serem estes os enxertos
mais realizados em humanos. O aumento no interesse por fatores de
crescimento envolvidos na reparacéo Ossea, principalmente BMP e TGF-§,
foi evidenciado nos Gltimos dez anos, triplicando-se o niimero de artigos
relacionados ao assunto no Gltimo lustro. A possibilidade de substitiicao
do enxerto autbgeno por fatores de crescimento foi possivelmente a
principal causa do aumento do numero de pesquisas com estes
mediadores (SPAMPATA et al, 1992; AABOE et al., 1995; SZACHOWICZ,
1995; VILJANEN et al., 1997; ZELLIN & LINDE, 1997).

A expressdo destes dois fatores, BMP e TGF-B, tem sido descrita em
tecido oOsseo normal (SZACHOWICZ, 1995), durante a reparacio de
fraturas (SI et al., 1997} e em enxertos (VILJANEN et al., 1997). Os eventos
celulares envolvidos mna neoformacdo e remodelamento ©Osseo
aparentemente sio mediados da mesma forma nestas trés situacodes,
estando a BMP envolvida na diferenciacio de células mesenquimais em
condrocitos e osteoblastos, enquanto o TGF-B estaria associado com a

ativacao dos condroécitos e ostecblastos (AABOE ef al, 1995; SI ef al,
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1997). Acredita-se que em defeitos de tamanho critico tais fatores de
crescimento néo alcancariam ou ndo estariam presentes em quantidade
suficiente no centro do defeito, deixando as células mesenquimais sem
sofrerem diferenciacéo para células produtoras de tecido 6sseo, o que
determinaria o preenchimento do defeito por tecido fibroso (SZACHOWICZ,
1995; ZELLIN & LINDE, 1997). O tratamento recebido pelo enxerto,
durante esterilizacdo ou manipulacao, pode determinar a desnaturacao
das proteinas osteoindutoras. O congelamento, aquecimento ou irradiacao
podem provocar este efeito (WANGERIN et al, 1986; LORENTE et al,
1992; REDONDO et al, 1997). Neste estudo o enxerto foi instalado
prontamente, permitindo a preservacéo destes fatores.

Embora a remocéo de enxertos o6sseos para procedimentos de
reconstrucdo da regido maxilo-facial possa ser feita na face medial da
fibula, escapula, na cortical craniana ou ainda na costela, o sitio doador
mais frequentemente utilizado e indicado € o osso iliaco {CHEN et al,
1994}. O volume de osso ali encontrado tem sido relatado ser suficiente
para restaurar defeitos congénitos, causados por lesdc traumadtica,
remociéc de tumores e extrema reabsorcdo da mandibula edéntula
{(BERNARD, 1991; CHEN et al, 1994; KALK et al., 1996; MILLESI et al,
1997; POGREL et agl., 1997; RUDMAN, 1997; STELLINGSMA et al., 1998)}.
A obtenciao de enxerto Osseo no iliaco tem sido associada a ocorréncia de
hematoma, dor, edema, eritema, abscesso, febre, drenagem de material

serosanguinolento, dificuldade de deambulagido, parestesia do nervo
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cutaneo lateral da coxa, deformidade no contorno da crista iliaca e
sensibilidade da pele e osso (LAURIE et al., 1984; CANADY et al, 1993;
BEIRNE et al., 1996; KALK et al., 1996; RUDMAN, 1997). No entanto, estes
problemas tendem a resolucéo em curto espaco de tempo (LAURIE et al,
1984; CANADY et al,, 1993; BEIRNE et al, 1996}, ¢ quando comparados a
remocdo do osso da costela, mostraram menor grau de complicacoes
(LAURIE et al, 1984). Os pacientes tém mostrado boa aceitacio dos
procedimentos de remogio do enxerto (KALK et al., 1996). A boa resolucao
do ferimento cirdrgico da regido dorsal do rato nesta pesquisa concorda
comn o8 relatos descritos em humanos. De fato, a Tinica intercorréncia foi
deiscéncia de sutura em um animal, com resolucio em menos de duas
semanas apds a instituicdo de antibioticoterapia e limpeza com PVPI. O
aumento do peso corporal & tido como uma das maneiras de avaliar o bem-
estar dos ratos apds alguma intervencio experimental. Assim, pode-se
concluir que o experimento realizado na mandibula nao influenciou os
processos normais de nutrigdo do rato (TEIXEIRA et al, 1998). Nesta
pesquisa todos os grupos mostraram ganho de peso, menos o de um dia,
que teve diminuicac média de 9,5 gramas. Este grupo, ao contrario dos
outros, possivelmente ndo teve tempo para recuperagido do procedimento
cirargico.

A utilizacdo de defeitos de tamanho critico permite que o material ou
técnica a ser testada revele seu real potencial para promocio da reparacdo

Gssea, pois este tipo de defeito evolui espontaneamente para cicatrizacéo
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fibrosa exclusiva. Este conceito tem sido aplicado em estudo de reparacéo
em mandibula (KABAN & GLOWACKI, 1981), cranio (THALLER et al,
1994) e em ossos longos (WANGERIN et al, 1986). Resultados de
pesquisas obtidos com modelos experimentais sem este padrio tém sido
questionados, pois poderiam manter, total ou parcialmente, a capacidade
de reparacao, o que dificultaria a avaliacdo do enxerto a ser testado
(KABAN & GLOWACKI, 1981; GUTTU & LASKIN, 1989; HOLLINGER &
KLEINSCHIMIDT, 1990). Um modelo experimental com defeito de tamanho
critico no ramo mandibular foi proposto por KABAN & GLOWACKI em
1981, sendo que outros pesquisadores langaram mao deste modelo para
avaliar enxertos (GONGLOFF et al, 1985; BELL & BEIRNE, 1988;
ALBERIUS et al, 1992; LORENTE et al.,, 1992; YAMAMOTO et al., 1994),
aglutinantes (GONGLOFF et al, 1985, BELL & BEIRNE, 1988),
membranas para reparacao guiada {ALBERIUS et al.,, 1992; SANDBERG et
al, 1993; ZELLIN et al, 1995; ZELLIN & LINDE, 1997}, fatores de
crescimento (SPAMPATA ef al., 1992; ZELLIN & LINDE, 1997) e efeitos da
irradiacéo na reparacéo (LORENTE et al, 1992). Embora este modelo ja
esteja testado e estabelecido (GUTTU & LASKIN, 1989; AABOE et al,
1995}, foi destacado na literatura (HOLLINGER & KLEINSCHIMIDT, 1990)
gue a pouca espessura da mandibula do rato dificultaria a retencéo do
material enxertado e limitaria o namero de celulas mesenguimais
envolvidas no processo da reparacéo. Na pesquisa aqui desenvolvida, nao

foi notada dificuldade de retencio do enxerto, porém é suposto que em
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pesquisas envolvendo particulas ou granulos, a dificuldade seja manifesta
(GONGLOFF et al., 1985, BELL & BEIRNE, 1988; YAMAMOTO et al,
1994). Substincias aglutinantes ou técnicas de retengéo tém sido
desenvolvidas para sanar este problema (GONGLOFF et al., 1985; BELL &
BEIRNE, 1988). Tem sido ainda ressaltado que o menor ntmero células no
sitio receptor do enxerto confere maior destaque as capacidades de
formacao Ossea do material a ser testado (THALLER et al., 1994; AABOE et
al., 1995).

O enxerto deve permanecer estabilizado no leito receptor, caso
contrario sua incorporacao pode ficar comprometida (BURCHARDT, 1987).
A estabilidade tem sido obtida através de fixacdo com fio (FRAME et al,
1982}, fixacdo por rede de titanio (COBB et al., 1990), pressdo sobre o leito
receptor (ALBERIUS et al, 1992; SAWAI et al., 1996) e fixagdo interna
rigida (SHIROTA et al, 1995; SCHON et al., 1997; SCHMELZEISEN &
SCHON, 1998). Outros autores tém posicionado o enxerto no defeito, sem
fixacdo ou estabilidade, como no caso dos enxertos granulados
(GONCALVES & MERZEL, 1976; KABAN & GLOWACKI, 1981; BELL &
BEIRNE, 1988; LORENTE et al, 1992; SPAMPATA et al, 1992;
YAMAMOTO et al.,, 1994; REDONDO et al., 1995; STENTZ et al., 1997). No
experimento aqui desenvolvido, o enxerto foi posicionado com pressio
sobre o leito receptor, fato conferido pelo formatc do enxerto e pela
plasticidade do osso iliaco, composto por grande quantidade de osso

esSponjoso.
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Outros modelos tém sido utilizados na pesquisa de reparagéo dssea
na regiao maxilo-facial, além daqueles envolvendo defeitos Osseos, entre
eles enxerto colocado abaixo da mucosa (KABAN & GLOWACKI, 1984),
sobre o periésteo (PETTIS et al, 1990}, abaixo do peridsteo (PINHOLT et
al., 1991; PINHOLT ef al, 1992) e dentro do alvéolo dental (MERKX et al.,
1997). Entretanto, acreditamos que o modelo utilizado neste estudo foi o
ideal com vistas ao estudo da integracgdo do enxerto iliaco na mandibula.

Diferenites tipos de enxertos tém sido utilizados no estudo da
reparacdo Ossea, entre eles o alogeno (GONCALVES & MERZEL, 1976;
KABAN & GLOWACKI, 1981; KABAN & GLOWACKI, 1984; PETTIS et dl,
1990; LORENTE et al, 1992; PINHOLT et al, 1992; SPAMPATA et al,
1992; STENTZ et al., 1997), xendgeno (GONCALVES & MERZEL, 1976;
PINHOLT et al, 1991; THALLER et al, 1994; MERKX et al, 1997),
aloplasticos (GONGLOFF et al., 1985; BELL & BEIRNE, 1988; COBB et al,
1988; PETTIS et al., 1990; YAMAMOTO et al., 1994) e autégeno (FRAME et
al, 1982; WANGERIN et al, 1986; COBB et al, 1990; SULLIVAN &
SZWAJKUN, 1991; ALBERIUS et al, 1992; REDONDQ et al, 1995;
SHIROTA et al., 1995; SAWAI et al., 1996; MERKX et al., 1997; REDONDO
et al.,, 1997; SCHON et al, 1997; SCHMELZEISEN & SCHON, 1998}. A
despeito da diversidade de enxertos empregados, os melhores resultados
pareceram ser encontrados quando da utilizac@o de osso autdgeno.

As regides doadoras de enxertos autbdgenos foram o osso iliaco

(FRAME et al, 1982; COBB et al.,, 1990; SULLIVAN & SZWAJKUN, 1991;
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SHIRQTA et al., 1995; SAWAI et al, 1996; MERKX et al., 1997; SCHON et
al., 1997; SCHMELZEISEN & SCHON, 1998), mandibula (ALBERIUS et al,
1992; REDONDO et al, 1995; REDONDO et al, 1997}, calota craniana
(SULLIVAN & SZWAJKUN, 1991), fibula (ALBERIUS et al.; 1992) e costela
(WANGERIN et al., 1986}. No rato, a crista iliaca forneceu osso suficiente
para preencher o defeito 6sseo de tamanho critico na mandibula, sendo
bem aceito pelo animal e ndo produzindo lesbes visiveis duradouras, desta
forma foi similar ao procedimento equivalente em seres humanos (LAURIE
et al., 1984; CANADY et al, 1993; BEIRNE et al., 1996; KALK et al, 1996;
RUDMAN, 1997). Outra semelhanga encontrada em humanos foi o tipo
anatdmico de osso, constituido em sua maior parte por 0$so esponjoso, o
que facilitou sua adaptacgéio e maior estabilidade na defeito mandibular.

O acompanhamento da evolugéo do enxerto por meio radiografico é
um método conveniente ¢ adequado (LANE & SANDHU, 1987; GUTTU &
LASKIN, 1989}, sendo utilizacdo para detectar tecido mineralizado
(PINHOLT et al, 1992), acompanhar a reparacio Ossea (HJORTING-
HANSEN, 1970; FRAME et al, 1982; ZELLIN & LINDE, 1997), identificar
vasos apds injecdo de contraste (SCHMELZEISEN & SCHON, 1998) e
avaliar a dispersao de particulas do enxerto (GONGLOFF et ql, 1985). O
exame radiografico foi descrito como ineficiente na aquisicido de dados
sobre enxerto dsseo em mandibula de cio (HIGRTING-HANSEN, 1970},
entretanto, como destacado pelo proprio autor, a metodologia de obtencao

e utilizacdo da radiografia deve ser levada em consideracéo, permitindo
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adaptacdo do exame ao modelo experimental, obtendo assim maior
namero de informagées. Deve-se destacar que o exame radiografico é
secundario ao histolégico em modelos experimentais, porém em humanos,
onde os principios de ética ndo permitem a obtencac sistematica de
bidpsias, a radiografia presta valioso auxilio na avaliagcdo da reparacao
dssea. Técnicas néo invasivas tém sido desenvolvidas para estudo da
reparacac 0ssea em humanos (FEIFEL et al., 1994; GULALDI et al., 1998).
A andlise do contetido mineral através da densitometria tem sido
utilizada para aéompanhar a reparacio de defeitos dsseos, tanto em
animais quanto em humanos (LANE & SANDHU, 1987; BODNER et al,
1993a; BODNER ef al., 1993b; ELOVIC et al., 1994; FEIFEL et al., 1994;
BROWN et al., 1998), A densitometria pode ser realizada diretamente sobre
o individuo ou peca em estudo com aparelho densitométrico (ELOVIC et
al, 1994) ou ainda a partir de pelicula radiografica, com auxilio de
computador. Foi destacado que a obtencdo de radiografias odontologicas
convencionais € sua utilizacdo em densitometna € método de avaliacio
facil de realizar, confiavel e ttil (BODNER et al, 1993a; STENTZ et al,
1997). Contudo, foi citado que os tecidos moles ao redor do osso, ou ainda
a prépria medula 6ssea, podem alterar o valor dos resultados, quando da
utilizacdo de radiografias convencionais (FEIFEL et al., 1994). Imagens
obtidas por tomografia computadorizada, que separam o tecido mole do
08s0, permitiriam analise mais acurada da densidade (FEIFEL et al,

1994}). A cintilografia pode ser utilizada em pesquisas envolvendo
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reparacdo Ossea [GULALDI et al, 1998). Nesta pesquisa, levando em
consideracéo este fato, os tecidos moles da mandibula foram praticamente
removidos em todo da superficie 6ssea para evitar sua interferéncia na
imagem radiografica. Ja a presenca de medula 6ssea foi desconsiderada,
pois na analise da densidade Optica o controle foi a hemi-mandibula do
lado oposto do proprio animal. Com objetivo de diminuir as possiveis
diferencas entre as radiografias, foi utilizado método padronizado de
processamento das peliculas radiograficas. A subtracdc de imagens a
partir de duas radiografias, tomadas em tempos diferentes, € cutro método
de analise da densidade que tem sido utilizado para evidenciar a formagao
ou reabsorcao Ossea, principalmente em pesquisas envolvendo implantes
(STENTZ et al, 1997). Entretanto, este método nao fornece valores
numeéricos, o gue dificultaria a analise precisa e portanto sua utilizacéo em
avaliacédo cientifica.

Na analise das radiografias, a imagem encontrada foi condizente com
os achados histolégicos. O halo radiopaco, presente a partir da primeira
semana na margem do defeito, estd relacionado com a intensa proliferacao
dssea que ocorreul na cortical externa da mandibula. O processo de
reabsorcao e remodelamento também foi denunciado pela diminuicéo
progressiva da opacidade do enxerto e dificuldade na delimitacio do
enxerto no tempo final. Os valores da densitometria obtidos nesta pesquisa
foram quantificaveis, tormando-os mais facilmente indicados para

utilizacdo em avaliacao cientifica. Os valores da DO no enxerto sofreram
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aumento gradativo com o tempo, o que pode ser interpretado como
diminuigdo da radiopacidade local. Estes dados s&o explicados pela
reabsorcéo e remodelamento ocorridos na regido. A densidade 6ptica do
lado experimental apresentou valores menores que o lado controle,
indicando maior radiopacidade. Este fato € interpretado como a presenca
do enxerto na mandibula, o que reduziu a DO. O teste estatistico de
ANOVA, empregado para comparagao entre o lado controle e experimental
nos cinco diferentes tempos da avaliacao, revelou diferencas significativas
ao nivel de 5%, confirmando que o lado experimental esteve mais
radiopaco que o controle. Este mesmo teste, quando empregado na
comparacio dos cinco valores de DO dentro do grupo experimental revelou
haver diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5%, inferindo
haver reducéo gradual da radiopacidade. Os resultados da anélise
estatistica sobre os valores da densitometria sdo condizentes e confirmam
os achados histolégicos e radiograficos, confirmando a diminuicio do

contetido mineral no local do enxerto com o passar do tempo.
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7- CONCLUSOES

Através deste estudo sobre enxerto de osso iliaco em defeito critico
na mandibula de rato, foi concluido que:
1- O modelo experimental aqui testado provou ser adequado e valioso no
estudo do enxerto autdgeno para reconstrugao de defeito mandibular.
2- O ilaco foi um bom sitio doador, fornecendo osso em quantidade
suficiente, sem causar complicacdes graves ou permanentes ao animal.
3- O enxerto do osso iliaco reparou o defeito dsseo critico mandibular.
4- Inicialmente foi notada necrose e inflamagéao aguda no enxerto, seguida
de intensa proliferacdo 6ssea subperiostal na mandibula e na medula do
enxerto. Por fim houve remodelamento da regifio, que se apresentou
semelhante 4 mandibula normal.
5- Houve diminuicdo da radiopacidade no local do defeito ao longo do
experimento. Este fato foli confirmado pela anélise densitométrica. A
avaliacio estatistica dos valores de densidade éptica mostrou diferencas
significativas entre o lado controle e o experimental.
B6- A andlise densitométrica optica foi condizente com os achados
histologicos e radiograficos, mostrando-se valiosa no estudo da reparacio

assea.
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ANEXOS

ANALISE ESTATISTICA

As amostras mostraram estar distribuidas normalmente. Nos testes
de analise de varidncia entre os grupos experimental e controle e entre os
cinco tempos dentro do grupo experimental, foi aplicado o teste de Bartlett
para verificar a homogeneidade o programa de andlise estatistica da
varidancia das amostras. Os resultados mostraram que todas elas eram
homogéneas, com 95% de confidéncia, permitindo assim o uso seguro do
teste estatistico ANOVA.

Tabela 3. Resultados da analise de variancia entre grupo controle ¢

experimental,
Grupo Graus de liberdade Valor de F Valor de P
Um dia 9 25,203 0,0010
Uma semana 9 6.117 0,0385
Duas semanas 9 11,395 0,0097
Um més 9 19,753 0,0021
Trés meses 9 10,747 0,0112
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Resultados da analise de variancia entre os cinco tempos do grupo

experimental.
Grupo Graus de liberdade  Valorde F Valor de P
Experimental 24 8,244 0,0004
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