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RESUMO

O uso de enxertos alégenos tem aumentado gradualmente na implantodontia.
Entretanto, ainda existe a necessidade de uma melhor compreensdo da biologia
envolvida no reparo deste e sua implicagcdo na osseointegragédo. O presente estudo
tem como objetivos comparar a dindmica e a formacgédo 0ssea de enxertos em bloco
tipo onlay alégenos e autdgenos. Foram selecionados 13 coelhos fémeas da raca
New Zealand, sendo trés usados para captacdo e processamento do material
alégeno. Cada um dos 10 coelhos recebeu em um dos iliacos, dois enxertos, um
autogeno de iliaco e um alégeno com 5 mm de diametro e 2 mm de espessura,
fixados na regido receptora por parafusos de osteossintese. Durante um periodo de
18 semanas a partir do procedimento de enxertia, fluorocromos foram administrados
conforme o seguinte protocolo: 14° dia alizarina (AL), ap0s seis semanas calceina
azul (CA), apos 10 semanas calceina verde (CV) e ap0s 14 semanas oxitetraciclina
HCI (OT). Ap6s 18 semanas, 0s animais foram submetidos a eutanasia para
remocdo dos blocos e processamento histolégico segundo a técnica de Donath e
Breuner (1982). Os parametros avaliados na analise histomorfométrica foram: (a)
densidade é6ssea (DO) na regidao do enxerto e (b) contato osso com o parafuso de
enxertia (COI). A incorporagéo de cada fluorocromo foi quantificada, valendo-se de
um microscépio de fluorescéncia. Os enxertos autdgenos apresentaram o0s
seguintes valores de fluorescéncia 0,24 + 0,41% (AL), 3,76 + 0,93% (CA), 3,24 +
0,89% (CV) e 1,25 + 1,21% (OT). Os valores para os enxertos alégenos foram: 0,24
+0,45% (AL), 3,80 + 1,12% (CA), 3,21 +1,71% (CV) e 1,25 + 0,75% (OT). A analise
de densidade Ossea para os enxertos autégenos foi de 55,90 + 7,00% e 44,72 +
6,53% para os alégenos. Os resultados do COI foram 47,04 + 15,85% para enxerto
autdgeno e 44,55 + 13,71% enxerto alégeno. Verificou-se que os enxertos aldgenos
e autdégenos apresentam menor atividade osteogénica no periodo inicial de
reparacdo e que apesar dos enxertos alégenos terem apresentado resultados de
COIl e de incorporagdo dos diferentes fluorocromos semelhantes ao enxerto

autogeno, na analise de DO houve diferenga estatistica, mostrando-se inferior.

Palavras-chave: Transplante homodlogo. Transplante autdlogo. Sobrevivéncia de

enxerto. Regeneracao 0ssea.



ABSTRACT

The use of allografts as bone substitutes has increased in implant dentistry.
However, the understanding of its biology during repair and its effect on
osseointegration still lacks scientific evidence. The aim of this study was to compare
the bone healing dinamics of onlay allografts and autografts. Thirteen New Zealand
female rabbits were used in this study, being three selected as bone donors for
allograft harvesting and processing. Ten rabbits were submitted to two onlay grafts (5
mm diameter by 2 mm width) fixed by osteosynthesis screws at the iliac crest, one
autograft and one allograft. Over the following 18 weeks, intravital staining with four
different fluorochromes was performed as follows: alizarin red complexone (AL) at 2
weeks, calcein blue (CB) at 6 weeks, calcein (CA) at 10 weeks and oxytetracycline
HCI (OT) at 14 weeks. After 18 weeks of follow-up the bone blocks were trephined
and the animals sacrificed. Specimens were prepared for sectioning. Fluorescence
microscopy allowed quantification of each fluorochrome. After fluorescence analysis,
sections were stained for histometric evaluation. Bone density (BD) and bone to
fixation screw contact (COI) were analyzed. Autografts presented the following
results for fluorochrome labeling: 0.24 + 0.41% (AL), 3.76 + 0.93% (CB), 3.24 +
0.89% (CA) and 1.25 + 1.21% (OT). The results for allografts were: 0.24 + 0.45%
(AL), 3.80 + 1.12% (CB), 3.21 + 1.71% (CA) and 1.25 + 0.75% (OT). Bone density
was 55.90 + 7.00% and 44.72 + 6.53% for autografts and allografts, respectively.
COl was 47.04 + 15.85% for autografts and 44.55 + 13.71% for allografts. Allografts
and autografts showed slower osteogenic activity at the initial healing stages.
Although allografts and autografts presented similar COl and fluorochrome

incorporation values, allograft BD was statistically poorer.

Keywords: Homologous transplantation. Autologous transplantation. Graft survival.

Bone regeneration.
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1. INTRODUCAO

Os principios de osseointegracdo definidos por Branemark na década de
1960 (ALBREKTSSON et al., 1981; BRANEMARK et al., 1969; BRANEMARK et al.,
1980) abriram novas possibilidades de reabilitacdo de pacientes desdentados totais.
Posteriormente, com a comprovacdo da estabilidade da unido dos implantes
osseointegraveis ao 0sso e com o reconhecimento do potencial da técnica e seus
resultados em longo prazo, passou-se a ampliar as suas indicacbes e a exigir
maiores cuidados com os aspectos estéticos e biomecanicos.

A perda do elemento dental, principalmente quando associada a problemas
periodontais, lesées endodénticas, lesbes trauméaticas e extracdes produz, muitas
vezes, reabsor¢cdes e/ou remodelacdes no rebordo 6sseo alveolar, gerando defeitos
de contorno irreversiveis e que podem, por sua vez impossibilitar ou dificultar a
instalacdo de implantes na posicédo ideal.

Frente a esta situacdo, varias técnicas de reconstrucdo 6ssea, entre elas, a
Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), o enxerto 6sseo autdgeno em bloco, enxerto
interposicional e distracdo osteogénica, foram desenvolvidas com a finalidade de
possibilitar a instalacdo de implantes em locais que anteriormente ndo seriam
viaveis.

Dentre as varias possibilidades o uso de enxertos 6sseos autdégenos com
implantes osseointegraveis € considerado hoje um procedimento bem aceito na
reabilitacdo oral e maxilofacial. Esta técnica pode ser considerada “padrao ouro”,
devido a auséncia de reacdo antigénica (MOY, LUNDGREN, HOLMES, 1993) e
pelas suas caracteristicas osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras (GARG
et al., 1998; SCHALLHORN, HIATT, BOYCE, 1970). Apesar do comprovado
sucesso desse tipo de enxerto, a técnica envolve maior morbidade, limitagdo de
material de enxertia, periodo de convalescen¢a mais longo e maior suscetibilidade a
infeccbes face a existéncia de uma segunda area cirargica, logo, muitos pacientes
nao aceitam o tratamento, principalmente por se tratar de procedimento eletivo.

Com o intuito de se diminuir os vieses dos procedimentos de enxertia
autogena, tal como aumentar a aceitacdo do tratamento pelos pacientes, varios

materiais, denominados substitutos 6sseos, vém sendo desenvolvidos. Todavia,



atualmente, nenhum substituto 06sseo possui as mesmas caracteristicas
osteocondutoras (capacidade de orientar a proliferacdo celular), osteoindutoras,
(promocéo da diferenciacdo de células em osteoblastos) e osteogénicas (presenca
de células formadoras de 0ss0).

Os enxertos 0sseos aldgenos frescos e congelados, obtidos de individuo da
mesma espécie com carga genética distinta, podem ser uma alternativa ao autégeno
e vém sendo utilizados com sucesso. Entretanto, as técnicas de preparo e
armazenamento do osso alégeno podem modificar a velocidade e tipo de
incorporagdo do mesmo ao leito receptor, viabilizando ou ndo o material como
alternativa ao osso autégeno. O processo de liofilizacdo, um dos meios empregados
para desidratacdo na producao de substitutos ésseos, reduz o potencial osteoindutor
do material em 50% (DZIEDZIC-GOCLAWSKA et al.,, 1991) e aparentemente
modifica a absor¢cdo do material por osteoclastos (BECKER et al., 1996). J4 o
processo de desmineralizacdo, que visa a exposicdo de proteinas Osseas
morfogenéticas (BMPs), melhorando a incorporacédo do enxerto por osteoinducéo, €
uma técnica muito sensivel e dependente do tipo de preparo (BOYAN et al., 2006;
SCHWARTZ et al., 1998).

A grande variedade de resultados clinicos devido a distintos protocolos de
captacdo, preparo e armazenamento dos tecidos alégenos e a necessidade de um
maior entendimento da incorporacdo dos mesmos com o leito receptor, nos motivou
a estudar a dindmica do processo reparador dos enxertos alégenos e compara-los

ao autégeno.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histofisiologia do tecido 6sseo

E impossivel dissociar 0 conhecimento dos substitutos 6sseos do tecido em
que serdo utilizados. Assim, julgamos fundamental apresentar, de inicio, noc¢des

sobre a histofisiologia deste tecido.

2.1.1 Desenvolvimento do tecido 6sseo

O desenvolvimento embrionario do 0osso € um processo altamente regulado,
que pode ocorrer de duas formas distintas: intramembranoso ou endocondral.
Durante a ossificac@o intramembranosa, células mesenquimais progenitoras migram
para areas vascularizadas ricas em colageno e se agrupam. Entre essas estruturas,
gue se assemelham aos elementos esqueletais futuros, ha células que se
diferenciam em osteoblastos, que produzem uma matriz rica em colageno,
subseqglentemente mineralizada, formando osso imaturo. A identificacdo de células
osteoblasticas pode ser realizada pela expresséo de fatores de transcricdo Cbfal e
osterix (GRUBER, 2004). O osso imaturo é primeiramente formado como uma rede
trabecular, que fornece um arcabouco para o preenchimento com osso lamelar,
maduro. A maior parte dos ossos do cranio se forma através deste processo
(ZIPFEL, GUIOT, FESSLER, 2003). A ossificacdo intramembranosa € também
encontrada durante os estagios iniciais do reparo de fraturas e da osseointegracéo
de implantes odontolégicos.

A maioria dos outros o0ssos se desenvolvem através da ossificacao
endocondral, quando um agrupamento de células mesenquimais se diferenciam em
células de linhagem condrogénica. A identificacdo desse tipo de célula pode ser feita
pela expressdo do fator de transcricdo Sox-9 (GRUBER, 2004). Apdés a sua

diferenciacéo, os entdo condrqcitos hipertréficos expressam principalmente colageno



tipo X e podem também produzir uma matriz mineralizada. Adjacente a esses
condrdcitos hipertréficos, células mesenquimais indiferenciadas do pericondrio se
diferenciam em osteoblastos, que produzem uma faixa mineralizada ao redor da
matriz cartilaginosa. Essa faixa mineralizada reduz o fornecimento de nutrientes e,
como resultado da baixa tensdo de oxigénio, favorece a expressdo de moléculas
angiogénicas, tais como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) pelos
condrocitos hipertréficos (ZIPFEL, GUIOT, FESSLER, 2003). Como resultado,
capilares sanguineos penetram a faixa mineralizada, fornecendo células preé-
osteoblasticas e pré-osteoclasticas, que se diferenciam e substituem a matriz
cartilaginosa por matriz mineralizada.

Apos a formacao do osso através desses dois tipos de ossificagdo, segue o
processo de remodelacdo 6ssea, que consiste na substituicdo desse 0sso primario
formado por osso lamelar, ou maduro (ZIPFEL, GUIOT, FESSLER, 2003). Em varios
sitios do osso primario ocorre a reabsorcdo 6ssea por osteoclastos, formando
cavidades. Com a progressdo desse processo de reabsorcdo, desenvolvem-se
cavidades longas cilindricas com vasos sangliineos e medula 6ssea embrionaria.
Eventualmente, a reabsorcdo cessa e a atividade osteoblastica se inicia. Os
osteoblastos produzem lamelas Osseas concéntricas nas paredes da cavidade,
gerando um tipico osteon. Esse processo de remodelag¢do continua durante a vida,
permitindo que o organismo realize suas funcdes esqueletais e metabdlicas normais,
tal como a adaptacdo Ossea a diferentes condicbes mecanicas (GRUBER, 2004;
SHEEHAN et al., 1996).

2.1.2 Matriz 6ssea

A matriz éssea pode ser dividida em dois componentes: organico e
inorganico. A composi¢cdo e conformagdo estrutural dos seus constituintes sdo
necessarios para conferir as propriedades mecanicas peculiares do tecido 6sseo. O
componente inorganico consiste principalmente de hidroxiapatita, cujos cristais sao
orientados ao redor das fibrilas de colageno no ostedide se mineralizando. Colageno
€ a principal proteina estrutural do esqueleto e compde aproximadamente 90% a

95% da matriz organica, sendo o tipo | o mais importante. O colageno tipo | é



composto por trés hélices, sendo duas cadeias ol e uma a2, que se entrelacam e
séo estabilizadas por ligacdes entre seus aminoacidos lisina (GRUBER, 2004).

A maior parte das proteinas ndo-coladgenas da matriz é constituida por
proteoglicanas e glicoproteinas. Algumas proteoglicanas podem se ligar ao colageno
tipo | e fatores de crescimento tais como fator de transformacdo de crescimento 3
(TGFpB), e supostamente estéo relacionadas com a regulacdo da formacao das fibras
colagenas. Algumas glicoproteinas parecem ser reguladoras negativas da
mineralizacao dos tecidos. Contudo, o exato papel das proteinas nédo-colagenas da

matriz 6ssea ainda nédo é bem entendido (GRUBER, 2004).

2.1.3 Células 6sseas

Quatro tipos de células sdo consideradas especificas do tecido 6ésseo:
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e lining cells. Osteoblastos, ostedcitos e lining
cells possuem origem mesenquimal, enquanto que 0s osteoclastos tém origem
hematopoiética (KALFAS, 2001; SODEK, MCKEE, 2000).

A principal funcdo do osteoblasto é de sintese e deposicdo da matriz dssea.
Essa célula € equipada com um complexo de Golgi proeminente e um reticulo
endoplasmatico bem desenvolvido, organelas tipicamente de células produtoras de
matriz (GRUBER, 2004). Osteoblastos sdo exclusivamente localizados na superficie
do tecido 6sseo onde produzem uma matriz rica em colageno, denominada ostedide.
O mecanismo de mineralizacdo dessa matriz ainda ndo é completamente
compreendido.

Uma pequena porcentagem dos osteoblastos fica envolta pela matriz que
produzem, mudando suas caracteristicas citoplasmaticas e se transformando em
ostedcitos. Essas células estdo interligadas por uma densa rede de prolongamentos
citoplasmaticos, permitindo a difusdo de nutrientes e moléculas sinalizadoras. Esses
ostedcitos possuem comunicagbes com osteoblastos, lining cells e células
endoteliais dos vasos sangiineos, e podem reconhecer mudancas na taxa de fluxo
de liquido intersticial nos canaliculos, que ocorrem durante esforcos mecéanicos no

0sso. E possivel que, uma vez que a rede de canaliculos é interrompida apos



microfraturas e intervenc¢des cirdrgicas, 0s osteOcitos morram e sinalizem a
necessidade de remodelacdo 6ssea (GRUBER, 2004).

Lining cells sdo, provavelmente, derivadas de osteoblastos maduros que
pararam de produzir matriz. Possuem conformacdo alongada e formam uma
estrutura semelhante ao epitélio, que esta interconectada com a rede de ostedcitos,
permitindo a comunicacdo dos mesmos com a superficie do 0sso. Existe a hipotese
gue os ostedcitos sinalizem a demanda por regeneracdo 0ssea para essas ceélulas
de superficie, que expressam moléculas sinalizadoras, ativando a remodelacéo
0ssea (GRUBER, 2004).

Os osteoclastos sé@o responsaveis pela reabsor¢cdo 6ssea, que € controlada
por mecanismos hormonais e celulares (KALFAS, 2001). Sao células
multinucleadas, que formam na superficie do 0sso uma regido isolada, que sofrera
reabsorcdo pela mobilizacdo da hidroxiapatita (pH entre 4 e 5) e a¢do proteolitica,
como, por exemplo, de metaloproteinases secretadas pelas mesmas (TEITELBAUM,
2000).

2.2 Biologia da enxertia 6ssea

Enxertos e substitutos 6sseos podem ser classificados basicamente em: 0sso
autdgeno, proveniente do receptor; osso alégeno, proveniente de individuos da
mesma espécie, porém geneticamente distintos; enxerto xenégeno, proveniente de
espécie distinta do receptor; e material aloplastico, de origem mineral ou sintética
(HOEXTER, 2002).

A habilidade de um enxerto ou substituto 6sseo promover a osteogénese €
primordial na cirurgia maxilofacial. Entretanto, apenas alguns materiais de enxertia
realmente sdo osteogénicos (ALAM et al., 2007). A osteogénese pode ser alcangada
através do provimento de células osteoblasticas ou células que possam se
diferenciar em osteoblastos, e por inducdo do tecido receptor no aumento da
concentracdo de osteoblastos (BURCHARDT, 1987; LANE, SANDHU, 1987). A
escolha do material de enxertia € de fundamental importancia no progndstico do
sucesso do enxerto, ja que diversos materiais apresentam caracteristicas peculiares
e distintas respostas reparacionais (CORNELL, 1999; HOEXTER, 2002).



Marx e Garg (1998) em uma revisdo sobre a estrutura, o metabolismo e a
fisiologia 6ssea e seus impactos na implantodontia ressaltam a importancia dos trés
processos associados aos enxertos 0sseos: osteogénese, osteoconducdo e
osteoinducéo. A osteogénese foi definida como a formacdo e desenvolvimento de
0SSO, OU seja, um material osteogénico deve possuir células capazes de formar
0sso0. A osteoinducdo é a capacidade do enxerto de induzir a diferenciacdo de
células mesenquimais em osteoblastos, formando novo osso. A propriedade de
osteoconducdo de um material pode ser definida como a presenca de uma matriz
fisica ou de uma estrutura adequada para a deposi¢cao de novo 0osso. Um material é
considerado substituto ou enxerto 6sseo, quando possui pelo menos uma dessas
caracteristicas.

Em relacdo aos enxertos autdégenos, os sitios de captacdo podem ser de
origem intra ou extra-orais. Os extra-orais podem ser obtidos da crista iliaca, da tibia
e da calvaria. A anatomia da area doadora ditara o tipo de enxerto que sera
coletado. Enxertos provenientes da crista iliaca e da tibia possuem caracteristicas
de bloco -cortico-medular e medular, respectivamente (MAZOCK, SCHOW,
TRIPLETT, 2003; MAZOCK, SCHOW, TRIPLETT, 2004). O enxerto de calvéaria
apresenta caracteristica de bloco monocortical, uma vez que corresponde a porcao
externa da diploe do osso parietal.

O osso autébgeno de procedéncia intra-oral apresenta caracteristicas
biolégicas excepcionais para enxertia (SENDYK, SENDYK, JAHN, 2004). Os
enxertos intra-orais sdo provenientes basicamente de quatro regides: sinfise
mandibular, palato, corpo e ramo ascendente de mandibula e tuberosidade maxilar
(KHOURY, 1999; MISCH et al., 1992). Wood e Moore (1988) foram os primeiros a
discutirem a remocdo de 0sso autdgeno de sitios intraorais, justificando-se pela
maior proximidade dos sitios receptor e doador e tempo reduzido de cirurgia e
anestesia. Esses enxertos podem ser obtidos sob a forma de blocos e particulados,
dependendo da sua origem e do instrumental utilizado, como cinzéis, curetas e
coletores de ossos (BLAY, TUNCHEL, SENDYK, 2003; PETRUNGARO, AMAR,
2005; TOLSTUNOQV, 2009).

Defeitos 0sseos extensos normalmente exigem grandes reconstrucdes
Osseas para atingir resultados estéticos e funcionais; tal necessidade levou
profissionais a procurarem areas doadoras extra-orais. No entanto, areas doadoras

extra-orais de formacdo endocondral possuem altas taxas de reabsorcédo, maiores



custo e morbidade, quando comparadas a areas doadoras intra-orais com origem
intramembranosa (SMITH, ABRAMSON, 1974). Para alguns autores, essa maior
reabsorcdo Ossea pode ser explicada por uma vascularizacdo mais rapida de
enxertos de origem intramembranosa, quando comparada a de 0sso com origem
endocondral (HAMMACK, ENNEKING, 1960). Uma revascularizagcdo precoce pode
influenciar o resultado através de uma melhor manutencdo do volume do enxerto.
Outra hipétese seria que osso de origem ectomesenquimal, como a mandibula,
possui melhor potencial de incorporacdo na regido maxilofacial devido as
similaridades bioquimicas do protocolageno com a é&rea receptora (KOOLE,
BOSKER, VAN DER DUSSEN, 1989). Por apresentar menores reabsor¢éo, custo e
morbidade, o enxerto 6sseo de origem intramembranosa intra-oral tem sido
considerado tratamento padrdo ouro na reconstrucdo do rebordo 6sseo (ZINS,
WHITAKER, 1983).

Pesquisas clinicas e laboratoriais indicam a estabilidade priméaria do implante
como um fator importante no progndéstico do tratamento (BRUNSKI, 1988; IVANOFF,
SENNERBY, LEKHOLM, 1996; MARTINEZ et al., 2001). Muitos fatores, como
geometria do implante, técnica cirlrgica, qualidade e quantidade do leito receptor
influenciam a estabilidade primaria do implante (SENNERBY, ROOS, 1998).
Miyamoto et al. (2005) avaliaram a influéncia da espessura da cortical do leito
receptor de implantes com sua estabilidade no ato cirargico e concluiram que a
proporcdo de 0sso cortical/losso esponjoso € extremamente importante na
estabilidade inicial do implante, fator critico para o sucesso, que deve ser
considerado na escolha da area doadora.

Segundo Burchardt (1983), para que um enxerto seja aceito adequadamente
pelo leito receptor, alguns fatores devem ser observados: suporte vascular do leito
receptor, a proliferacdo de células indiferenciadas e sua diferenciacdo, a
osteogénese, osteoinducdo, osteoconducdo do enxerto e suas propriedades
mecanicas. A incorporagdo do enxerto depende da invaginacdo de vasos
sangilineos e da invasdo de células provenientes do leito receptor. Esse processo
foi denominado creeping substitution e se inicia na periferia do enxerto. Outro
parametro avaliado pelo autor foi a incorporacéo de enxertos medulares e corticais.
A caracteristica medular do enxerto conferiu uma vascularizagdo mais rapida que o
cortical, sendo os vasos completamente recompostos em duas semanas. Na fase

inicial dos enxertos corticais (duas semanas), 0s osteoclastos criam cavidades,



reabsorvendo o0 0sso e permitindo a invasdo de vasos sanguineos e, posteriormente,
células no interior do enxerto. Apds o aporte de células ao enxerto, inicia-se a fase
de atividade dos osteoblastos. O o0sso cortical enxertado ndo se remodela
completamente, permanecendo uma alternancia de 0sso necrético e 0sso vital
durante anos.

Stringa (1957) estudou a revascularizagdo de diferentes enxertos e sua
influéncia na incorporacdo dos mesmos. Diferentes velocidades de penetracdo
vascular foram encontradas nos diferentes materiais avaliados e a vascularizacéo de
0sso cortical foi mais lenta que no 0sso esponjoso. O estudo conclui que existe uma
forte correlagdo entre a taxa de penetracdo vascular dos enxertos com sua
incorporacao ao leito receptor.

Segundo Cornell e Lane (1998), no osso cortical existe uma fase de
reabsorcdo com abertura de porosidades para permitir a invasdo de vasos
sanglineos e células, sendo mais lenta que a velocidade de formacdo Ossea
medular.

Uma investigacdo histolégica da reorganizacdo de enxertos com o uso de
marcador de fluorescéncia (tetraciclina) em coelho, mostrou a importancia de manter
o enxerto fora do corpo do paciente o0 minimo tempo possivel (PURANEN, 1966).

O reparo 6sseo segundo Branemark et al. (1969) é retardado apés trauma
excessivo proveniente de fresas com irrigacdo deficiente. Alguns estudos indicam
uma faixa de 0sso necrotico de 0,4 mm a 1,5 mm, mesmo controlando-se o trauma
cirargico (ALBREKTSSON et al.,, 1978; RHINELANDER, 1974). Ferguson et al.
(1959), num estudo sobre revascularizacdo de enxertos em bloco autégenos em
coelhos, encontraram melhores respostas cicatriciais quando o enxerto era removido
com o uso de osteétomos em comparacdo ao uso de serras em alta velocidade.
Albrektsson (1980c) pbde verificar em um estudo microscopico e histoquimico de
material de coelhos, que o controle do trauma € importante tanto no preparo do leito
receptor, quanto no momento de remogéo do enxerto, pois aumenta a sobrevivéncia
dos mesmos e resulta em uma revascularizagéo e remodelagcdo do enxerto ao leito
mais rapida.

Nathanson (1978), estudando o inicio da vascularizagdo de enxertos
autdgenos de umero e de iliaco em mandibulas de coelhos, conclui que a natureza
do enxerto modifica a sua velocidade de vascularizagdo, havendo uma correlagéo

entre essa velocidade de penetracdo de vasos e a osteogénese.



Segundo Gordh e Alberius (1999), alguns fatores basicos séo essenciais para
a persisténcia do enxerto: a origem embriolégica do tecido enxertado,
revascularizacéo, a estrutura e forma do enxerto e sua fixacdo ao leito receptor. Os
autores citam varios trabalhos (CHEN et al., 1994; DONOVAN et al., 1993; SMITH,
ABRAMSON, 1974; ZINS, WHITAKER, 1983) demonstrando a superioridade dos
enxertos de origem intramembranosa sobre os de origem endocondral. Outros
trabalhos questionam se a diferenca arquitetural dos enxertos, ou seja, sua forma e
estrutura influenciam mais o resultado que a prépria origem embriolégica (CHEN et
al., 1994; HARDESTY, MARSH, 1990; OZAKI, BUCHMAN, 1998; SULLIVAN,
SZWAJKUN, 1991).

A forma de fixacdo rigida do enxerto ao leito minimiza a possibilidade de
movimentos entre o0os mesmos, favorecendo a revascularizacdo do enxerto
(LATRENTA et al., 1989; PHILLIPS, RAHN, 1988); uma compressdo do enxerto ao
leito permite maior contato de superficie entre as partes, promovendo uma rapida
consolidacdo (LATRENTA et al., 1989) e elimina ou minimiza o espaco entre o leito
e o enxerto, reduzindo a necessidade de angiogénese na interface (CHEN et al.,
1994).

Gordh et al. (1997) estudaram o efeito de perfuracdes no leito receptor em
enxertia autdbgena em coelhos e notaram uma aparente migracdo da medula 6ssea
para a regido medular do enxerto através das perfuracdes. Apdés 20 semanas as
mudancas estruturais da medula ainda persistiam e a reabsorcdo 6ssea aparentava
ser menor no grupo controle sem perfuracdes no leito. Outros autores em um estudo
em caes avaliando os efeitos do preparo do leito receptor na incorporagdo de
enxertos autdégenos, concluiram que ocorreu maior interposicao de tecido conjuntivo
na interface enxerto/leito no grupo sem perfuragbes, enquanto que nos grupos
perfurados e decorticalizados houve integracéo total do enxerto e maior manutengao
do seu volume (DE CARVALHO, VASCONCELLOS, PI, 2000).

Albrektsson (1980a) avaliou as fases iniciais da incorporagcdo de enxertos
autdogenos com énfase nos conceitos de revascularizacdo e recirculacdo. O autor
definiu revascularizagdo como a invasdo de novos vasos do leito receptor no
enxerto. Recirculagdo foi definida por anastomoses entre o leito e vasos
preexistentes no enxerto. Segundo o autor, o restabelecimento do fluxo sanglineo
nos enxertos ocorre principalmente pelo processo de revascularizacdo. Porém,

guando ha recirculacdo a remodelacdo 6ssea ocorre mais rapidamente.



Alberius et al. (1996) avaliaram por imunoistoquimica a influéncia do tipo de
tecido que recobre o enxerto em bloco autégeno na sua incorporacdo ao leito. O
estudo avaliou 0 enxerto nos posicionamentos subperiostal, submuscular e
intramuscular. Os resultados indicam uma maior atividade remodeladora e absortiva
em enxertos submusculares, quando comparados aos posicionados sob o periésteo.

Gould et al. (2000) foram os primeiros a demonstrar que 0S enxertos
autdgenos contribuem com células, que formam osso durante todas as fases do

reparo 0sseo.

2.3 Enxertos autdgenos

A idéia da enxertia 6ssea surgiu apdés a descricdo da estrutura do 0sso em
1674 pelo cientista holandés Antoni van Leeuwenhoek. O cientista descreveu
pequenos canos no 0sso, depois denominados de canais haversianos (DE BOER,
1988).

A literatura sobre enxerto 0sseo inicia em 1668 com van Meekeren, um
cirurgido holandés, descrevendo o primeiro procedimento de enxertia éssea. Esse
enxerto derivava do cranio de um cao e foi transplantado com sucesso para um
defeito também cranial em humano (CHASE, HERNDON, 1955; DE BOER, 1988).

O primeiro caso clinico de enxerto autégeno foi realizado na Alemanha por
Philips von Walter em 1820. O cirurgido rep0s partes do cranio, que haviam sido
removidas ap0s trepanacéo cirurgica (DE BOER, 1988).

Em 1867, Ollier escreveu um artigo classico no qual relata os resultados de
experimentos em coelhos e cées jovens comprovando a viabilidade dos enxertos
autdogenos e reconhecendo que fragmentos 0sseos vivos poderiam sobreviver e
crescer sem o periésteo desde que em um ambiente adequado (apud DE BOER,
1988).

Barth (1893 apud Chase, Herndon, 1955) foi o primeiro a observar que o
enxerto 0sseo se apresentava completamente morto varios dias apés a sua
transferéncia e que através de um processo gradual de invasdo celular do leito

receptor, havia posterior repovoamento com células vivas.



Curtis (1893 apud De Boer, 1988) observou que 0s canais haversianos
permitem o crescimento de tecido de granulacdo e que em alguns casos 0 enxerto
se tornava rosaceo, provavelmente pela absorcdo do osso pelo sangue.

Experimentos de Axhausen (1907-1937) demonstraram que as células
0sseas transplantadas morriam, porém células sobreviventes do peridsteo quando
cobriam enxertos promoviam osteogénese (DE BOER, 1988; KUABARA, 2001).

Macewen (1912 apud Chase, Herndon, 1955) levantou um argumento
contraditorio quando, decorrente de seu estudo em animais, afirmou que o periosteo
nao formava 0sso, mas atuava como uma membrana, servindo como uma fonte de
nutrientes ao 0sso.

Phemister (1914 apud Kuabara, 2001) demonstrou que algumas células
capazes de formar osso da superficie do enxerto sobrevivem por difusdo de
nutrientes advindos do leito receptor. O autor relata que a grande maioria das
células nas partes mais centrais do enxerto estavam mortas, mas notou a
importancia das células sobreviventes na superficie, na reabsorcéo e repovoamento
do enxerto.

Gallie e Robertson (1918) apontam a sobrevivéncia de células na superficie
do osso enxertado como fator importante. O uso de enxertos de 0SSO eSponjoso
oferece resultado superior quanto a este fator e quanto a osteogénese em
comparacao ao 0sso cortical.

A teoria da osteoinducéo so6 foi introduzida por Urist et al. em 1952. O grupo
de pesquisadores sugeriu que um mediador quimico do enxerto 6sseo poderia
induzir a formacao 6ssea por recrutamento de células com potencial osteogénico.

Stringa (1957), estudando a revascularizacdo de diferentes enxertos e sua
influéncia na incorporacdo dos mesmos, conclui que existe uma forte correlacdo
entre a taxa de penetracdo vascular dos enxertos com sua incorporagao ao leito
receptor.

Zucman; Maurer e Berbesson (1968) estudaram o efeito de enxertos
autdégenos de osso e de periésteo em fraturas diafisarias. Confirmaram que o
desenvolvimento de novos vasos € necessario para 0s estagios preliminares a
osteogénese, porém néo suficiente e que a osteogénese e a ostedlise sdo eventos
normalmente simultaneos.

Kratochvil e Boyne (1972) relataram em um estudo preliminar uma técnica

combinada de enxertia 0ssea para restaurar a anatomia 0ssea mandibular com



implante subperiostal. Na técnica o implante servia como protetor e mantenedor do
enxerto 6sseo durante o periodo cicatricial inicial, apés o qual, o implante suportaria
a maior parte dos esforcos mastigatorios, transmitindo-os ao osso diretamente.

Fazili et al. (1978) apresentam o resultado de enxertos de iliaco em 14
pacientes, seguidos por um segundo estagio cirurgico de vestibuloplastia e relatam
que, apos trés anos na auséncia de estimulos mecanicos, cerca de 92% do 0sso
enxertado é reabsorvido.

O advento da implantodontia moderna e a necessidade de adequacdo dos
sitios a serem implantados, fez com que alguns autores (BREINE, BRANEMARK,
1980) estudassem a viabilidade da utilizacdo de enxertos 6sseos autdgenos com
implantes endosseos de titanio. O primeiro estudo publicado sobre enxertia na
implantologia moderna foi o relato sobre o desenvolvimento de uma técnica
combinada de enxertia autégena e implantes. Primeiramente, o0s autores
combinaram enxertia particulada de osso medular com implantes osseointegraveis
em humanos, porém os resultados ndo foram satisfatorios, principalmente em
maxilas atroficas. Resolveram entéo estudar em cédes uma técnica de enxertia em
bloco pré-formado, na qual os mesmos eram fixados nas mandibulas pelos
implantes, com resultados encorajadores. A Ultima fase do estudo foi um piloto da
técnica desenvolvida em humanos, que demonstrou uma superioridade dos enxertos
0sseos pré-formados com implantes osseointegraveis aos enxertos particulados,
podendo restaurar a anatomia e funcéo dos alvéolos edéntulos.

Segundo Urist; Delange e Finerman (1983), as células Osseas que
sobrevivem na superficie do enxerto desempenham um papel importante na
proliferacéo de novas células formadoras de 0sso.

O estudo de Jensen e Sindet-Pedersen (1991) avaliou um procedimento de
reconstrucdo de maxila atréfica com enxerto 6sseo de sinfise mentoniana fixado no
leito receptor por implantes. Apenas 6,5% dos implantes (n=107) foram perdidos e
reabsorcdo de menos de 15% do volume do enxerto foi observada. Os autores
sugerem que a reabsor¢cdo acentuada em enxertos de iliaco e o numero de
implantes perdidos em outros estudos podem ser significantemente reduzidos caso
a técnica descrita seja utilizada.

Isaksson e Alberius (1992), em um estudo retrospectivo, avaliaram os
resultados de oito pacientes, que foram tratados com enxerto de crista iliaca para

ganho O0sseo em altura e instalacdo imediata de implantes. O periodo de



acompanhamento foi de 32 a 64 meses, com sobrevivéncia de 83% dos implantes;
exames radiograficos demonstraram preservacdo da maior parte da dimensao
vertical do enxerto 0sseo.

Nystrom; Kahnberg e Gunne (1993) publicaram o resultado de dois anos de
acompanhamento de pacientes, que foram submetidos a enxertia de iliaco
estabilizada por implantes osseointegraveis. Os autores reportam uma sobrevivéncia
de 77,4% dos implantes e concluem que, considerando-se a situacao critica em que
muitos dos pacientes se encontravam, 0s resultados devem ser vistos como
aceitaveis.

Um dos pacientes do estudo de Nystrom; Kahnberg e Gunne (1993) faleceu
apos quatro meses do ato cirdrgico. Foram removidos os implantes, o enxerto e
parte do leito receptor e avaliados histologicamente. Observou-se minimo contato
direto de osso com o titdnio e um padréo de ancoragem em tecido mole. Nao foram
evidenciados sinais de sequestro do tecido enxertado, sendo que sua parte superior
apresentou sinais de osteogénese; contudo os espécimes enxertados apresentaram
resposta 0ssea retardada em relacdo aos sem enxerto. Todos os implantes estavam
clinicamente estaveis (NYSTROM, KAHNBERG, ALBREKTSSON, 1993).

Misch e Dietsh (1994) realizaram um estudo clinico longitudinal retrospectivo
sobre implantes instalados em maxilas atréficas enxertadas com crista iliaca. Foram
instalados 148 implantes em 20 pacientes. Vinte e um implantes foram instalados
imediatos a cirurgia de enxerto com indice de sobrevivéncia de 90%. Cento e vinte e
sete implantes foram instalados apds o periodo inicial de cicatrizacdo do enxerto
com 99% de indice de sobrevivéncia. Apés um ano da instalacao dos implantes, a
reabsorcdo 6ssea ao redor dos mesmos em enxerto de iliaco se mostrou similar a
dos implantes em area ndo enxertada.

Raghoebar et al. (1996) avaliaram a aplicabilidade de enxertos corticais intra-
orais na maxila anterior. Foram avaliados 12 enxertos de sinfise mentoniana, sete de
area retromolar e quatro de tuberosidade. Apdés um periodo de trés meses de
cicatrizacdo, 31 implantes foram instalados e a reabsor¢cdo dos enxertos avaliada.
Apesar dos enxertos de tuberosidade apresentarem maior reabsorcéo, todas as
regides enxertadas apresentavam 0sso suficiente para instalacao de implantes.

Misch (1997) comparou o resultado de 50 pacientes que foram submetidos a
enxertia com o0sso de sinfise mentoniana e de ramo mandibular. Os enxertos

apresentaram reabsorcdo minima e mantiveram suas qualidades. Enxertos de



sinfise possuem maior volume, com caracteristicas corticoesponjosas. Apesar do
acesso cirargico da regido de ramo ser mais complicado que o da regido de
mandibula anterior, possui menor incidéncia de complicacdes, sendo bem indicado
para defeitos de rebordo em espessura.

Schliephake; Neukam e Wichmann (1997) avaliaram a longevidade de
implantes instalados em area enxertada com osso autdégeno. Um total de 871
implantes em 137 pacientes foram instalados. Setenta e quatro implantes falharam
em 23 pacientes, a maior parte devido a falta de osseointegracdo no momento de
instalagdo do pilar ou durante os periodos iniciais de cicatrizacdo. A taxa de
sobrevivéncia cumulativa foi de 83,4% em um ano e 67,8% em cinco anos.
Pacientes totalmente edéntulos apresentaram 48,8% de taxa sobrevivéncia de
implantes na maxila (em cinco anos) e 89,3% na mandibula.

Autores escandinavos publicaram em 1999 um estudo multicentro
retrospectivo de implantes em combinagdo com enxertos 6sseos autégenos. Cento e
cinglenta pacientes com cinco tipos de enxertia (blocos onlay em defeitos
localizados ou néo, blocos inlay, uma combinacdo de onlay e inlay e osteotomia
LeFort I) foram avaliados. A maior parte dos pacientes (n=125) tiveram os implantes
instalados imediatamente a enxertia. Todas as técnicas apresentaram taxas de
sucesso semelhantes, porém, implantes instalados simultaneamente ao enxerto
tiveram maior perda (23%) que em dois estagios (10%). A taxa de sobrevivéncia de
todos os implantes foi de 88% (n=110) (LEKHOLM et al., 1999).

Bahat e Fontanessi (2001) estudaram a eficacia da instalacdo de implantes
em areas enxertadas na maxila posterior. Sessenta e dois pacientes foram avaliados
com uma média de ganho de 5,1 mm em espessura e 3,9 mm em altura. A taxa de
insucesso de implantes foi de 7% (23/329). O autores concluem que implantes
podem ser instalados ap0s enxertia 6ssea com taxas de sucesso similares as
obtidas sem enxertia.

Nystrom et al. (2004) publicaram o resultado de dez anos de
acompanhamento dos pacientes submetidos a enxertia 6éssea com instalagédo
simultdnea de implantes do estudo ja citado anteriormente (NYSTROM,
KAHNBERG, GUNNE, 1993). Nao houve diferenca significante durante o periodo de
trés a dez anos de acompanhamento com relacdo a perda 6ssea ao redor dos
implantes e perda de implantes. A maior parte das falhas ocorreram nos dois

primeiros anos do estudo (14 de 20 falhas). Os autores concluem que a estabilidade



do nivel 6sseo ao redor dos implantes pode ser confiavel apos trés anos de
acompanhamento.

Um grupo de pesquisadores brasileiros publicou em dois artigos um estudo
comparando a vascularizacdo e o padrao inicial de reparacao de enxertos em bloco
autdogenos com e sem o uso de membranas de politetrafluoroetileno expandido (e-
PTFE) em ratos. A reparacao foi similar nos dois grupos durante o periodo inicial de
14 dias, quando o enxerto sem a membrana comecou a exibir intensa reabsorcao
Ossea; revascularizacdo ocorreu em ambos 0s grupos, sendo mais intensa e
proveniente do leito 6sseo e do tecido conjuntivo no grupo sem membrana e menos
intensa e proveniente apenas do leito 6sseo no grupo coberto por membrana. O
estudo conclui que o uso de membrana sobre o enxerto em bloco preveniu
reabsorcdo do bloco e apresentou revascularizagdo menos intensa e mais lenta que
no grupo sem a membrana (DE MARCO, JARDINI, LIMA, 2005; JARDINI, DE
MARCO, LIMA, 2005).

Em 2006, Sjostrom; Lundgren e Sennerby apresentaram uma avaliacao
histomorfométrica da interface do titanio de micro-implantes com o 0sso enxertado.
Dois grupos foram avaliados: implantes instalados simultdneos a enxertia 0ssea e
implantes instalados apos seis meses do ato de enxertia. Os resultados do estudo
indicam um maior contato osso/implante para o grupo de implantes instalados ap6s
um periodo de seis meses de integracédo do bloco ao leito.

Chiapasco; Zaniboni e Boisco publicaram em 2006 uma revisdo sistematica
sobre procedimentos de enxertia para a reabilitacdo de rebordos 6sseos deficientes
para instalacdo de implantes. Basearam-se em 117 artigos, contudo incluiram
apenas 29 sobre enxertia autégena em bloco e concluiram que: enxertos de ramo de
mandibula apresentaram menos complicacdes com relacdo a disturbios sensitivos,
que enxertos da sinfise mentoniana, sendo a qualidade 6éssea de ambos similares;
em 3,3% dos casos, houve perda parcial dos enxertos e em 1,4%, perda total; a
sobrevivéncia de implantes variou de 60% a 100%, sendo maior que 90% na maior
parte dos estudos avaliados; o maior indice de falhas de implantes ocorreu em areas
de enxertia de osso iliaco (17,5%); na maxila a sobrevivéncia média de implantes foi
de 93,4% (de 80% a 100%); na mandibula, foi de 94,5% (de 88,2% a 100%).
Segundo os autores, a qualidade metodoldgica pobre dos artigos publicados foi a
grande limitagdo da revisdo, sendo, portanto, necessarios mais estudos com maior

tempo de acompanhamento e metodologias mais confiaveis.



Um estudo retrospectivo de 2007 avaliou 129 implantes em 50 pacientes e
teve como parametros, durante um acompanhamento de seis a 67 meses, 0s
seguintes itens: sobrevivéncia dos implantes, perda éssea marginal e complicacdes.
A perda 6ssea marginal média foi de 0,22 mm (0 mm a 3,3 mm), com apenas 5%
dos implantes apresentando valores superiores a 1,5 mm. A taxa de sobrevivéncia
foi de 96,9%. Os autores concluiram que a enxertia 60ssea em bloco é um
procedimento previsivel e que implantes em area enxertada apresentam alta taxa de
sobrevivéncia com minima perda o0ssea marginal (LEVIN, NITZAN, SCHWARTZ-
ARAD, 2007).

Uma revisdo sistematica foi publicada por Aghaloo e Moy em 2007, avaliando
quais técnicas de enxertia 6ssea oferecem melhores resultados para o suporte de
implantes. Selecionaram apenas 90 estudos de um total de 335 que preencheram os
critérios iniciais de selecdo. Segundo os autores, a literatura sobre o aumento de
rebordo ndo fornece documentacdo detalhada ou estudos com acompanhamentos
longos suficientes, com excecdo da técnica de regeneracdo Ossea guiada.
Entretanto, os estudos que preencheram os critérios de inclusdo pareceram ser
comparaveis e renderam resultados favoraveis com relacdo ao suporte de implantes
em areas enxertadas. Os procedimentos de enxertia parecem depender muito da
técnica e da experiéncia do operador, e a sobrevivéncia de implantes pode ser mais
dependente do osso residual que suporta o implante do que do proprio 0Sso
enxertado.

Verdugo; Simonian e Nowzari (2009) avaliaram a influéncia do bidtipo
periodontal dos dentes adjacentes ao rebordo edéntulo na manutencdo do volume
de enxertos autdgenos tipo onlay. Parametros clinicos, incluindo sangramento a
sondagem, mobilidade dental, supuracdo, retracdo gengival e transparéncia do
tecido gengival vestibular foram avaliados anualmente. Exames tomogréficos foram
realizados apds aproximadamente 42 meses dos procedimentos de enxertia.
Segundo os autores, o fendtipo do sitio enxertado ndo parece ser influenciado pelo
biétipo periodontal dos dentes adjacentes e enxertos autégenos podem reconstruir

com previsibilidade a funcéo e estética por um periodo médio de trés anos e meio.



2.4 Enxertos alégenos

A obtencdo de tecido O0sseo para transplantes vem sendo pesquisada e
estudada por mais de um século. As primeiras referéncias aparecem em 1867
quando Ollier, através de estudos experimentais e observacdes clinicas, comprova a
viabilidade dos enxertos alégenos e autégenos, bem como a possibilidade de
sobrevivéncia de fragmentos 6sseos quando transplantados (DE BOER, 1988).

Em 1878 William MacEwen realiza com sucesso 0 primeiro enxerto alégeno,
reconstruindo o Umero de uma crianca acometida de osteomielite, utilizando a tibia
de um cadaver (DE BOER, 1988). MacEwen continua nesta mesma linha de
pesquisa, investiga os fatores osteogénicos inerentes ao uso dos enxertos 0sseos
alégenos e mostra a consolidacdo dos enxertos ao leito receptor em mais dois
trabalhos nos anos de 1887 e 1909, motivando assim os pesquisadores da época.
Nesse periodo, ndo h& consenso de quais 0ssos, especificamente, podem ser
utilizados para transplante. Os tecidos sédo captados aleatoriamente de doadores
vitimas de fraturas, resseccbes e amputacbes. Para o0 armazenamento e
processamento destes tecidos, eram utilizados protocolos e equipamentos que nao
sdo os mais adequados para esta finalidade (TOMFORD, 2000; TOMFORD,
MANKIN, 1999). Grande parte destes trabalhos possui, atualmente, apenas valor
histérico em respeito ao pioneirismo desses pesquisadores.

O uso clinico de osso alégeno no inicio do século XX aconteceu em baixa
demanda, e em carater experimental, por alguns centros espalhados pelo mundo.
Com a disponibilidade da antibioticoterapia, ocorrem alteracdes na indicacdo destes
tecidos, e pacientes portadores de osteomielites comecam a ser submetidos a
tratamentos farmacoldgicos, em detrimento aos atos cirdrgicos (TOMFORD, 2000).
Assim, as ressecc¢oes cirurgicas de segmentos infectados deixam de ser prioritarias
e o0s aloenxertos sdo entdo utilizados nas reconstrugcdes de falhas Osseas
decorrentes de resseccdes de tumores. Essa mudanga faz com que os estudos da
época também evoluam e relatem com mais detalhes os processos celulares
envolvidos na integracédo dos enxertos.

Ainda no inicio do século XX, alguns autores estudaram métodos de captacéo
e armazenamento dos ossos (ALBEE, 1912 apud GIOVANI, 2005; CARREL, 1912
apud GIOVANI, 2005; GROVES, 1917 apud GIOVANI, 2005). Descreve-se a



necessidade da retirada precoce dos enxertos 6sseos provenientes de doadores
cadaveres ou membros amputados, bem como o emprego do frio (2 °C a 5 °C) como
método de conservacdo de tecidos humanos, evitando-se assim a proliferacdo de
microrganismos e a deterioracdo dos mesmos. Os autores também citam a
realizacdo de culturas com o objetivo de certificar os aloenxertos. Groves (1917
apud Giovani, 2005) conservava 0s enxertos 0sseos em tubos secos e estéreis,
enquanto que Albee (1912 apud Giovani, 2005) e Carrel (1912 apud Giovani, 2005)
utilizavam, além do armazenamento em baixas temperaturas, petrolato e solucao
isotdnica de Ringer como meios de preservacao.

Entre 1918 e 1937, aparecem relatos na literatura divulgando a utilizacdo de
substancias quimicas como o alcool, o éter e o xilol, além da ebulicio como meios
de conservacado de tecidos 6sseos. Contudo, os resultados ndo foram muito
animadores pois, em alguns casos, 0S enxertos se comportavam como COrpos
estranhos (GIOVANI, 2005).

No final da década de 1940, alguns pesquisadores iniciam o desenvolvimento
de um protocolo préprio para instalacdo de um banco de ossos (BUSH, 1947; BUSH,
GARBER, 1948; WILSON, 1947). Sugere-se um rigoroso banco de dados com
informacdes referentes aos aloenxertos, o doador, caracteristicas e dados do
enxerto, histéria da infeccdo aguda recente e testes laboratoriais e culturas
realizados, facilitando, assim, o rastreamento de complicagbes. Também descrevem
o método de armazenamento do enxerto sob temperaturas entre -20 °C e -30 °C e
recipientes estéreis. Demonstram a utilizacdo dos enxertos alégenos congelados
com resultados satisfatorios e enfatizam que o comportamento, quanto a
consolidacdo destes enxertos, é semelhante ao dos autdgenos frescos. Os
resultados favoraveis levam a conclusdo de que os bancos de ossos, utilizando o
congelamento como método de conservacdo, sdo ideais para estocagem e
fornecimento de material para posterior uso em cirurgias de enxertia.

Herbert (1951) faz referéncia ao congelamento dos enxertos 0sseos,
comprovando sua acao bacteriostatica sobre os microrganismos. Segundo o autor,
varios microrganismos sobrevivem a temperaturas menores que -30 °C; apesar da
baixa temperatura inibir o crescimento de microrganismos, ndo torna 0s enxertos

livres dos mesmos. Cuidados de assepsia rigidos durante a captagdo e



armazenamento dos enxertos alégenos, bem como um rigoroso controle
bacteriol6gico sdo fundamentais.

Alguns autores na segunda metade da década de 1950 publicaram trabalhos
sobre a resposta imunolégica do organismo ao aloenxerto submetido ao processo de
congelamento. O congelamento ndo apenas poderia conservar o tecido 6sseo, como
também reduziria drasticamente a imunogenicidade dos mesmos (BONFIGLIO,
JETER, SMITH, 1955; CURTISS, POWELL, HERNDON, 1959).

A partir destes conhecimentos, muitos bancos de ossos sdo estruturados em
varios paises, adotando o processo de congelamento dos enxertos 0sseos como
método de conservacdo e armazenamento, sendo o Banco de Tecidos da Marinha
Norte-Americana o primeiro a processar e a disponibilizar o enxerto 6sseo em larga
escala (CARR, HYATT, 1955).

Uma média de 90% de sucesso é alcancada por autores que utilizam
enxertos alégenos congelados e estes reforcam a importancia da existéncia dos
bancos de ossos (CARVALHO, BATALHA, ANDREUCCI, 1952; HULT, 1950;
WILSON, 1951a; WILSON, 1951b).

Kreuz et al. (1951) e Dubau et al. (1952) foram os precursores da liofilizagao
de o0ssos, processo que consiste na desidratacdo a baixas temperaturas por
sublimacéo da agua. O emprego desta técnica fragiliza o osso, tornando-o friavel e
com aspecto de osso fresco apds a sua reidratacdo. A técnica oferece a grande
vantagem de permitir a conservag¢do dos 0ssos a temperatura ambiente, facilitando o
transporte e armazenamento.

Carr e Hyatt (1955), avaliando clinicamente os aloenxertos, evidenciam as
vantagens no uso dos mesmos criopreservados, como a disponibilidade da
guantidade de tecido necessario e diminuicdo da morbidade p6s-operatéria.

Axhausen (1956) descreveu detalhadamente o processo de incorporagédo dos
aloenxertos apo0s avaliacdo clinica e histolégica em zonas de reparo do tecido
musculoesquelético, evidenciando as principais etapas do processo de reparacao.
No osso cortical, a reparacdo é mais lenta e iniciada pela agdo de osteoclastos e no
0SSO esponjoso, mais rapida e iniciada por osteoblastos.

A partir da década de 1960, apareceram novos estudos utilizando substancias
guimicas como meios conservantes, tais como o alcool, o mertiolate, o éter e o fenol,
mantidos a temperatura ambiente (REYNOLDS, OLIVER, RAMSEY, 1951;
SABANAS et al.,, 1955b; SABANAS et al.,, 1955a). Entretanto, alguns trabalhos



demonstram que estas substancias destroem a arquitetura celular do enxerto
(LAVINE, BURGER, SOBEL, 1957).

Nas décadas de 1960 e 1970 davidas a respeito da viabilidade deste enxerto
levaram ao desenvolvimento de pesquisas na area (BURWELL, 1963; BURWELL,
1964; BURWELL, 1966; HAMMACK, ENNEKING, 1960; PARRISH, 1973,
SHARRARD, COLLINS, 1961; URIST, 1965).

Em 1961, Sharrard e Collins descreveram a utilizacdo de enxertos aldégenos
captados e descalcificados na reparacdo de falhas Osseas localizadas em
segmentos da coluna vertebral em criancas portadoras de escoliose. Os resultados
demonstram neoformacao 0ssea local em seis semanas apés o ato operatorio.

Urist (1965) descreve que as células osteoprogenitoras responsaveis pelo
processo de reparacdo 6ssea sao derivadas de mondcitos, presentes em numero
elevado na zona de reparacdo procedente da medula éssea. Ainda nesse estudo,
mostra que a osteointegracdo de enxertos é alcancada, uma vez que células
primitivas ainda néo diferenciadas podem se diferenciar em osteoblastos viaveis a
partir de substancias osteoindutoras.

A partir da década de 1980, o advento da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida levanta discusséo sobre a seguranca no uso clinico dos tecidos alégenos.
O risco bioldgico de transmisséo de doencas entre doadores e receptores de tecidos
foi o tema de maior relevancia no periodo (CONRAD et al., 1995; DEIJKERS et al.,
1997; HERNIGOU, 2000; HERNIGOU et al., 2000; MELLONIG, PREWETT,
MOYER, 1992; SALAI et al.,, 1997; TOMFORD, 1995). Os bancos de tecidos
existentes na época revisaram seus protocolos de selecdo dos doadores com o
objetivo de evitar a transmissdo da doenca. Este fato propiciou a elaboracédo de
protocolos desenvolvidos pelas principais associacbes de bancos de tecidos
(Associacdo Americana de Bancos de Tecidos — AATB e Associacdo Européia de
Bancos de Tecidos — EATB), o que contribuiu para o ganho de qualidade dos tecidos
disponibilizados (BUCK, MALININ, BROWN, 1989; GALEA, KEARNEY, 2005;
TOMFORD, STARKWEATHER, GOLDMAN, 1981).

A importancia da correspondéncia do doador com o0 receptor na
histocompatibilidade foi comprovada em transplantes de outros 6rgdos (OPELZ,
TERASAKI, 1977; RAPAPORT et al., 1971). Um grupo de pesquisadores na primeira
metade da década de 1980 realizou uma série de estudos sobre a influéncia da

histocompatibilidade no transplante 6sseo e o efeito do uso de drogas



imunossupressoras na cicatrizacdo desses enxertos (GOLDBERG et al., 1984;
GOLDBERG et al., 1985). Como resultado dos estudos, quando o receptor e 0
doador eram cées consanguineos, ou seja, apresentavam fraca barreira imunologica
para transplantes, os aloenxertos apresentavam cicatrizacdo similar ao enxerto
autogeno. Caes ndo consangiineos, apresentaram resultados inferiores com menor
namero de pontes Osseas entre o leito e 0 enxerto e reorganizacdo do 0sso medular
mais retardada. Segundo os autores, enxertos alégenos de doadores e receptores
nao compativeis podem induzir uma resposta imunolégica, resultando em uma
incorporacdo do enxerto deficitaria pelo receptor. Contudo, a terapia
imunossupressora pode melhorar a incorporagéo de enxertos 6sseos entre doadores
e receptores ndo histocompativeis. Outros estudos sobre histocompatibilidade do
doador com o receptor confirmam sua importancia na incorporacdo dos enxertos ao
leito receptor (DEIJKERS et al.,, 1999; STEVENSON, 1987; STEVENSON, LI,
MARTIN, 1991; VIROLAINEN, VUORIO, ARO, 1997).

Kirkeby; Pinholt e Larsen (1992) compararam em ratos a vascularizacéo
inicial e mineralizacdo de enxertos alégenos e singénicos, ou seja, com mesma
carga genética entre o doador e o receptor. Trés tipos de enxertos foram avaliados:
enxerto fresco, congelado e descalcificado. Segundo os autores, as diferencas na
incorporacdo de enxertos aldgenos e singénicos sao reduzidas pelos processos de
congelamento profundo e desmineralizacéo.

Com a disponibilidade de enxertos mais confiaveis pelos bancos de tecidos,
seu uso, comportamento bioldgico e sua indicacdo pelos cirurgides apareceram na
literatura, inicialmente na area de ortopedia (MUSCOLO et al.,, 1992; RUDELLI,
HONDA, ANGELI, 1992).

Maletta et al. (1983) compararam a cicatrizacdo e revascularizacdo de
enxertos em blocos autégenos e aldgenos liofilizados na maxila edéntula de
macacos. Durante um periodo de oito meses foi observado que a cicatrizacéo e
revascularizacdo foram similares, porém, a reabsorcdo dos enxertos al6genos
ocorreu trés meses apos a dos autdgenos. Segundo os autores, ambos 0s enxertos
aparentaram possuir minimo potencial osteogénico.

Perrott; Smith e Kaban (1992) reportaram sua experiéncia com o uso de 0sSso
fresco congelado para a reconstrugdo de maxilas e mandibulas atroficas e posterior
instalacdo de implantes em dez pacientes. No ato da instalagdo dos implantes todos

0S enxertos apresentavam estabilidade, estavam firmes em consisténcia, bem



incorporados e vascularizados. Em um periodo de trés a oito meses apds a enxertia,
29 implantes foram instalados e estes acompanhados por 26,3 + 5,4 meses. Apenas
um dos implantes falhou por falta de osseointegracao e foi substituido. Ocorreu uma
taxa de sobrevivéncia de 96,5% dos implantes em area enxertada com 0sso alégeno
fresco, sendo assim um tratamento adequado para reconstrucdo de defeitos de
rebordo.

Balshi e Magid (1995) publicaram um relato de caso no qual utilizaram um
bloco de osso alégeno fresco para a reconstrucdo da mandibula atrofica de uma
paciente edéntula. A incisédo foi realizada de forma extra-oral, expondo toda a base
da mandibula, onde o enxerto foi fixado. ApGs sete meses, seis implantes foram
instalados na regido interforaminal e depois de sua integracdo foi confeccionada
uma protese fixa total sobre os mesmos. Os autores alertam que existe a
necessidade de um acompanhamento mais longo para este tipo de tratamento, mas
que os resultados preliminares da técnica indicam para uma nova solucdo de
tratamento da mandibula atréfica.

Alguns autores preocupados com a compatibilidade imunoldgica relataram
quatro casos nos quais maxilas atroficas foram reconstruidas com enxertos
alébgenos de cabeca de fémur e implantes osseointegrados (KONDELL,
MATTSSON, ASTRAND, 1996). Doadores e pacientes foram compatibilizados
quanto ao tipo sangiliineo e a potencial resposta imunolégica foi monitorada pela
deteccdo de anticorpos no sangue periférico e reacao inflamatdria local. Bidpsias
dos enxertos foram removidas seis meses ap0s a reconstrucéo 0ssea, evidenciando
a vitalidade do osso. Dos 23 implantes instalados, 22 estavam osseointegrados ap6s
um acompanhamento médio de 19,5 meses. Nenhum dos anticorpos investigados
foram detectados na corrente sanglinea periférica e nenhum leito receptor
apresentou resposta inflamatéria local. Enxertos aldgenos em combinacdo com
implantes osseointegraveis podem ser utilizados para a reconstrucdo de maxilas
atroficas sem reacdes imunologicas diretas ao enxerto.

Devido a grande variabilidade nos resultados de estudos sobre a capacidade
osteoindutora do osso alégeno desmineralizado liofilizado, um grupo de autores
decidiu comparar essa habilidade do osso de seis bancos diferentes; comprovaram
uma grande variedade de tamanhos e formas de particulas. Nenhum dos 0ssos
implantados subcutaneamente induziu formacdo Ossea. Trés amostras induziram

formacado 6ssea, quando implantadas intramuscularmente apos um e dois meses. O



tamanho das particulas ndo esta relacionado com a capacidade de osteoinducdo do
material. Segundo os autores, existe uma grande variedade de preparos de 0Sso
alégeno desmineralizado liofilizado, com tamanhos e formas diferentes, e
capacidades de formacdo Ossea distintas. Logo, sugere-se a padronizacdo e o
desenvolvimento de métodos de avaliagdo da capacidade do osso aldégeno
desmineralizado liofilizado ser osteoindutor (SCHWARTZ et al., 1996).

Smukler; Barboza e Burliss (1995) avaliaram uma nova técnica para a
reconstrucdo de alvéolos. Defeitos de rebordo classe Ill foram produzidos na regido
de pré-molares em cédes. Apos dois meses, uma nova técnica foi aplicada usando
colunas de osso alégeno cortical com membranas de teflon para criar e manter
espaco para a regeneracao do rebordo. Um ganho médio de 3,31 mm em espessura
foi obtido com a técnica. O uso de colunas de osso alégeno foi eficaz na
manutencdo de espaco para a regeneracao 6ssea guiada, apesar do 0sso alégeno
nao ter sido reabsorvido durante todo o experimento.

Accetturi et al. (2000) publicaram estudo sobre a reconstrucédo de defeitos
0sseos na maxila e mandibula com osso humano congelado proveniente de cabeca
de fémur e observaram novo o0sso organizado apOs quatro a seis meses. Em
defeitos circunscritos ndo ocorreu reabsor¢géo do enxerto, entretanto em defeitos de
uma a duas paredes houve perda de 10% a 15% do volume total enxertado nos
primeiros seis meses e em alguns casos 20% no primeiro ano. Os autores concluem
gue o 0sso humano congelado de cabeca de fémur é um bom material para a
reconstrucdo de defeitos extensos na maxila e mandibula, quando ndo se dispde de
fonte doadora suficiente na cavidade oral, sendo ideal para a colocacdo de
implantes, pois suporta alta resisténcia ao torque.

Em 2003, Lyford et al. publicaram a primeira avaliacdo clinica de blocos
medulares alégenos para aumento de rebordo em humanos. Cinco sitios foram
enxertados em trés pacientes usando blocos medulares aldégenos liofilizados e
membranas absorviveis. Um ganho de 2 a 4 mm em espessura p6de ser observado
apos seis meses de cicatrizacdo. Tal ganho de espessura € comparavel a outros
tipos de regeneragéo, sendo a técnica entdo uma alternativa aceitavel ao enxerto
0sseo autdgeno para tratamento de rebordos alveolares deficientes.

Um modelo de estudo em céaes foi utilizado com a finalidade de comparar o
aumento de rebordo com enxertos aldégenos liofilizados e desmineralizados e

autogenos. Defeitos foram criados pela extracdo dos pré-molares e medidos por



marcadores radiopacos, também utilizados para medi¢cdes subsequentes. Os
autores relatam resultados pobres e decepcionantes. Apenas quatro dos 18 enxertos
foram julgados bem sucedidos na avaliacdo clinica, devido a grande porcentagem
de enxertos totalmente ou quase plenamente reabsorvidos. O osso aldégeno
liofilizado e desmineralizado mostrou-se muito similar ao autégeno e com poucas
excecOes, ambos os grupos apresentaram resultados desencorajadores (CRANIN,
DEMIRDJAN, DIGREGORIO, 2003).

Leonetti e Koup (2003) relataram quatro casos de reconstrucdo de rebordo
com eficacia de enxerto de blocos alégenos na formacdo de novo 0sso para
posterior instalacdo de implantes.

Petrungaro e Amar (2005) relataram trés casos de aumento de rebordo
alveolar com blocos alégenos para instalacdo de implantes com evidéncias
histoldgicas da regeneracdo 6ssea ativa no defeito, sendo assim um material seguro
e eficiente. A instalacdo de implantes nas areas enxertadas demonstra a
funcionalidade do osso regenerado e a avaliacdo histolégica evidencia formacéo
O0ssea. Entretanto, sdo recomendadas pesquisas e estudos clinicos subsequentes
do osso alégeno para solidificar os resultados observados.

Keith et al. (2006) num estudo multicentro, avaliaram durante trés anos um
enxerto alégeno mineralizado em bloco para restaurar a morfologia de rebordos com
defeito. Setenta e trés pacientes com 82 defeitos de rebordo foram incluidos no
estudo. Apds quatro a seis meses de cicatrizacdo, implantes foram instalados nos
sitios enxertados e realizou-se controle por no minimo 25 meses apds a instalacéo
da protese sobre implante. A taxa de sobrevivéncia dos blocos foi de 93% em 12
meses e a reabsor¢do dos enxertos variou de 0 mm em 69% dos casos até 2 mm
nos 31% restantes. Sete blocos falharam e foram removidos devido ao contorno
incorreto do enxerto, infeccdo ou trauma da prétese proviséria. A taxa de
sobrevivéncia dos implantes foi de 99%. Segundo os autores, a técnica de enxertia
com enxertos alégenos é mais sensivel a habilidade do operador que o enxerto
autdgeno, necessitando de técnica cirdrgica e acompanhamento meticulosos. Ainda
alertam pela necessidade de pesquisas com acompanhamento mais longo, apesar
do estudo em questdo apresentar resultados de alta previsibilidade para a enxertia
alégena na cavidade oral.

Jacotti (2006) descreveu uma técnica de enxertia com bloco alégeno,

utilizando a prototipagem para minimizar o tempo cirargico e a morbidade do



procedimento ao paciente. Consiste na fabricagdo prévia de um prot6tipo através de
uma tomografia computadorizada da regido a ser enxertada. O enxerto alégeno é
preparado e adaptado sobre a prototipagem antes do procedimento cirdrgico,
eliminando o tempo de preparo em boca, o que reduz o tempo total da cirurgia.

Macedo (2006) utilizou blocos cortico-medulares para regeneracdo 0ssea de
rebordos alveolares em altura. Foram realizados 16 procedimentos, sendo dez na
maxila e seis para reconstru¢cdes mandibulares. Apds um periodo cicatricial inicial de
sete meses, avaliou através de tomografias computadorizadas o ganho ésseo. A
taxa de sobrevivéncia dos enxertos foi de 81,25%, com exposicéo de trés blocos ao
meio bucal. Ocorreu uma taxa média de 20% de reabsorcao, evidenciando-se que
enxerto alégeno fresco congelado € um possivel substituto ao enxerto autdégeno
para reconstrucdes alveolares previamente a instalacdo de implantes.

Pelegrine (2006) comparou, histomorfometricamente, a utilizagdo de o0sso
autdgeno e de osso alégeno fresco congelado, associados ou ndo a medula éssea
autdloga em coelhos durante um periodo de oito a 12 semanas. Nao houve
diferencas significativas entre os grupos quanto a quantidade de osso neoformado.
Entretanto, ocorreu uma quantidade maior de particulas 6ésseas residuais no grupo
com 0sso alégeno fresco congelado.

Querido (2007) avaliou a formacao 6ssea de enxertos autégenos e alégenos
tipo onlay em mandibulas de coelhos. Os resultados microscopicos indicam um
maior nimero de osteoblastos nos enxertos autdgenos e resultados macroscopicos
evidenciam uma menor reabsorcéo dos enxertos alégenos quando comparada a dos
enxertos autdgenos. Assim, a atividade celular nos enxertos autbgenos € mais
intensa que os alégenos, desde o inicio do processo reparacional, permitindo a
formacdo 6ssea mais precocemente.

Contar et al. (2009) investigaram clinicamente e histologicamente o uso de
0osso alogeno fresco e congelado na reconstrucdo de rebordos alveolares para
instalacdo de implantes osseointegraveis. Quinze pacientes com maxila atréfica
foram submetidos a reconstrucdo maxilar com enxertos alégenos em bloco e
particulado de tibia. Ap0s nove meses todos enxertos se apresentaram firmes em
consisténcia e, histologicamente, bem incorporados e vascularizados. Cinquenta e
um implantes foram instalados nas areas enxertadas com torque minimo de 50 Ncm.
N&o houve perda de nenhum dos implantes durante o periodo observacional de 24 a

35 meses. A analise histologica revelou um osso vital com caracteristicas de tecido



0sseo maduro e compacto circundado por espacos medulares. Os autores concluem
que, com técnica cirargica adequada, a enxertia aldgena pode ser usada com

sucesso em regides atroficas como alternativa ao enxerto autégeno.

2.5 Fluorocromos

Fluorocromos sdo substancias quelantes do calcio, que sdo incorporadas
durante a mineralizacdo da matriz 6ssea e que podem ser visualizadas,
histologicamente, por sua fluorescéncia sob excitacdo a luz ultravioleta ou azul.
Vérios fluorocromos sdo utilizados para o estudo da biologia 6ssea, como por
exemplo as calceinas (RAHN, PERREN, 1970 apud MARCACCINI et al., 2003;
DIEHL, ELLINGBOE, 1956 apud MARCACCINI et al.,, 2003), o xilenol laranja
(RAHN, PERREN, 1970 apud MARCACCINI et al., 2003), as tetraciclinas (HARRIS,
1960) e alizarinas (ADKINS, 1965 apud MARCACCINI et al., 2003). A utilizacéo
desses corantes como marcadores intravitais do esqueleto permite a medida
quantitativa da formacgéo e da dindmica da remodelacdo 6ssea (ERBEN, 2003).

Apés a administracao dos fluorocromos via oral ou parenteral, estes entram
na corrente sanguinea e se ligam, preferencialmente, a sitios onde ha formacéo de
novo tecido mineralizado (URIST, IBSEN, 1963 apud ERBEN, 2003).

A marcagdo dos tecidos mineralizados por fluorocromos nos cortes
histoldgicos se faz por forma de bandas, cuja espessura esta na dependéncia da
velocidade do processo de mineralizacdo e do tempo que o corante circula no fluido
extracelular. Essas bandas permanecem por longos periodos e os corantes ndo séo
liberados até que 0 0sso seja reabsorvido por osteoclastos. Uma vez reabsorvidos,
esses fluorocromos ndo sao re-incorporados pelo osso devido a sua baixa
concentracéo plasméatica (KLEIN, JACKMAN, 1976 apud ERBEN, 2003).

Na implantodontia, o uso de fluorocromos é bem documentado em estudos
sobre a interface 0sso e superficie de titanio (NISHIKAWA et al., 2006; PIATTELLI et
al., 1994), na avaliacao de diferentes tratamentos de superficie de implante (PALMA
et al., 2006; PAPALEXIOU et al., 2004) e diferentes técnicas cirdrgicas (NKENKE et

al., 2002) e na comparacdo entre substitutos 6sseos e técnicas regenerativas



(ARISAN et al., 2008; BELOTI et al., 2006; GUTTA et al., 2009; LEE et al., 2008;
MURAI et al., 2005; SHAND et al., 2002).
3. PROPOSICAO

O presente estudo tem como finalidade comparar in vivo a formacéo 6ssea
em enxertos em bloco tipo onlay alégeno e autégeno em osso iliaco de coelhos, por

meio de analise histomorfométrica utilizando microscopia Optica e de fluorescéncia.



4. MATERIAL E METODO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Santo Amaro (parecer n° 080/2008, Anexo A) de acordo com os “Principios Eticos
de Experimentagcdo Animal”, elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), segundo normas internacionais para a utilizacdo de animais em
pesquisas embasadas na triade “sensibilidade, bom senso e boa ciéncia”.

Os animais selecionados para a pesquisa foram coelhos, provenientes do
biotério do Laboratério Universitario de Analises Toxicologicas (UNITOX) da
Universidade de Santo Amaro (UNISA), assistidos e medicados por médicos
veterinarios. As cirurgias foram realizadas nas dependéncias da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UNISA.

Foram utilizados 13 coelhos da raca New Zealand, fémeas, com peso variavel
entre 3,5 a 4 kg e idade entre 11 e 15 meses. Os animais foram inicialmente
mantidos em observacdo por um periodo de 15 dias ap6s a chegada, para que
fossem descartadas quaisquer anomalias no estado geral de saude. Trés coelhos
foram selecionados como doadores do material al6geno, sendo os dez restantes
utilizados nos procedimentos cirlrgicos experimentais.

Os animais foram tatuados na orelha com numeros para identificacdo e
acondicionados em local apropriado com ventilacdo e temperaturas controladas (22
+ 2°C) e alimentados igualmente com racdo Nutriara® e agua administrados ad

libitum.

4.1 Captacao, processamento e armazenamento do 0sso alégeno

Os coelhos destinados a remocéao de material para captacdo dos enxertos
alogenos foram submetidos a sedagdo com cloridrato de quetamina (40 mg/kg
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coelho, via intramuscular), xilazina (5 mg/kg coelho, via intramuscular) e fentanila
(7,4 mcg/kg coelho, via endovenosa).

Apoés a sedacdo, a tricotomia foi realizada no dorso do coelho sob o 0sso
iliaco com auxilio de um aparelho elétrico de barbear (llustracdo 1). Procedeu-se a
antissepsia do campo com auxilio de uma escova embebida em solucdo de
clorexidina a 2% (Riohex 2%)* nas areas a serem operadas. Durante a cirurgia
foram colocados campos estéreis sobre o coelho, expondo apenas a regido do 0sso
iliaco; para a oxigenacéo valeu-se de uma mascara inalatéria disposta na cabeca do

animal.

ILUSTRACAO 1. Dorso do coelho tricotomizado, na regio de acesso a crista iliaca.

A éarea a ser incisada foi infiltrada com lidocaina a 2%, para que se
conseguisse uma hemostasia local mais efetiva durante o procedimento cirrgico.
Foi realizada uma incisdo com lamina de bisturi n°15 de aproximadamente 8 cm,
ultrapassando os planos cutaneo, muscular e periésteo, expondo toda a regido do
osso iliaco. Oito cilindros 6sseos do iliaco com 5 mm de diametro e espessura
aproximada de 1,5 mm foram removidos de cada coelho, com o auxilio de uma

trefina em baixa rotacdo e irrigacdo profusa (llustracdo 2). As dimensdes dos
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enxertos foram aferidas com uma sonda periodontal universal Carolina do Norte (Hu-
Friedy).

ILUSTRACAO 2. Confeccéo dos blocos com trefina em baixa rotacio 6sseos para

processamento de banco de 0sso.

ApoGs a remocgédo dos enxertos, eutandsia foi realizado por sobredosagem de
cloreto de potassio® (100 mg/kg coelho; via intra-cardiaca). O transporte dos
enxertos alégenos foi realizado em recipiente com gelo seco em todas as fases do
experimento para que o material permanecesse sob baixas temperaturas.

Amostras de enxertos foram obtidas de cada animal doador, acondicionadas
em frascos, no primeiro contendo o meio Brain Heart Infusion- BHI para pesquisa de
bactérias aerébias e anaerdbias e no segundo contendo o meio Agar Sabouraud
para pesquisa de fungos. As analises microbiologicas foram realizadas pelo
Laboratorio de Analises Clinicas BIESP em S&o Paulo com a finalidade de
descartarmos material de enxertia contaminado.

Os protocolos de processamento e criopreservacdo dos enxertos alégenos
foram os do Banco de Tecidos Musculo-Esqueletais do Instituto de Ortopedia e
Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (IOT-
FMUSP). Estes seguem as diretrizes estabelecidas pela legislagcdo brasileira

® Hu-Friedy, Rio de Janeiro, RJ - Brasil
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(Portaria n.1686 de 20 de setembro de 2002) e pelo standards da European
Association of Tissue Banks (EATB, 2004) e American Association of Tissue Banks
(AATB, 1992). Cada bloco foi acondicionado e identificado em triplos invélucros
estéreis resistentes a baixas temperaturas (llustracdo 3) e encaminhados em
recipientes com gelo seco ao Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia
Tropical do Instituto de Medicina Tropical e Departamento de Gastroenterologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, onde permaneceram em
quarentena por um periodo minimo de 40 dias e maximo de 130 dias. Durante esta
etapa os tecidos foram mantidos a — 80 °C, em ultrafreezer equipado com backup de
CO,, sistema de controle de temperatura e alarme. Mediante o resultado negativo da

andlise microbioldgica, os tecidos foram utilizados para o experimento.

ILUSTRACAO 3. Momento do processamento dos tecidos removidos para banco de

0SSO.

4.2 Procedimento cirdrgico

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados nas dependéncias do
Laboratério de Técnica Cirlrgica Experimental da Universidade de Santo Amaro



(UNISA, Séo Paulo). Os animais dos grupos experimentais foram pesados no pré-
operatorio, para que fosse utilizada a quantidade de droga anestésica ideal bem
como das drogas pés-operatérias para cada animal. A sedacéao foi realizada por via
intramuscular na parte posterior da coxa, seguindo-se o protocolo da Disciplina de
Medicina Veterindria da UNISA: cloridrato de quetamina (40 mg/kg coelho, via
intramuscular); xilazina (5 mg/kg coelho, via intramuscular); fentanila (7,4 mcg/kg
coelho, via endovenosa). Para verificacdo da sedacdo foram avaliados o
relaxamento muscular, a diminuicédo da frequéncia respiratoria e os reflexos auricular
e podal.

Apos a sedagéo, a tricotomia foi realizada no dorso do coelho sobre o osso
iliaco com auxilio de um aparelho elétrico de barbear, seguida por antissepsia do
campo com auxilio de uma escova embebida em solucdo degermante de clorexidina
a 2% (Riohex 2%)’, nas areas operadas. Campos estéreis foram colocados sobre
cada coelho, expondo apenas a regido do osso iliaco (llustracdo 4). A oxigenacéo foi
realizada através de uma mascara inalatéria disposta na cabeca do animal. A
frequéncia respiratoria e cardiaca foi monitorada por um oximetro e acompanhada

pelo veterinario responsavel.

ILUSTRACAO 4. Colocacdo de campos estéreis sobre dorso do coelho apds

antissepsia.
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Todos os animais receberam anestesia local na regido do osso iliaco por
infiltracdo de um tubete com 1,8 mL de cloridrato de lidocaina a 2% com epinefrina
1:100.000%, aplicadas com auxilio de seringa carpule e agulha gengival curta.

Foi realizada uma incisao com lamina de bisturi n°15 de aproximadamente 3
cm (llustracdo 5), ultrapassando os planos cutaneo, muscular e periosteo, expondo
toda a regido do osso iliaco (llustracdo 6). Os coelhos dos grupos experimentais
receberam em um dos 0ssos iliacos um enxerto aldgeno e outro autégeno na forma
de blocos cilindricos fixados com parafusos de osteossintese com 1,6 mm de
diametro por 4 mm de comprimento. O enxerto autégeno foi retirado do osso iliaco,
préximo ao leito receptor para diminuir a morbidade do procedimento cirdrgico. Os
enxertos foram retirados com o auxilio de uma trefina de 5 mm de didmetro e com
espessura de 1,5 mm aferidos com um sonda periodontal universal Carolina do
Norte (Hu-Friedy)’, mesmas dimensdes do enxerto alégeno. Apds a fixacdo dos
mesmos (llustracdo 7), realizou-se sutura do plano muscular (llustracdo 8) com fio
absorvivel 5-0 (Vicryl® J 121 H)'° e do plano cutaneo (llustracéo 9) com fio de nailon
5-0 (Mononylon® 13501 T)'. Foram utilizados curativos sobre a sutura de nailon
para protecdo da area operada. Apds um periodo de 14 dias a sutura ndo absorvivel
foi removida. Tanto o posicionamento dos enxertos quanto o lado da crista iliaca
operada foram escolhidos por meio de sorteio, de tal forma que metade dos coelhos
fossem submetidos a enxertia do lado direito e metade do lado oposto. A escolha do
local de fixacdo dos enxertos foi feita de forma que metade dos enxertos autégenos
fossem fixados em uma posicdo mais proximal da crista iliaca e metade em uma
posicdo mais distal, quando comparados ao enxerto alégeno. As informacdes de
posicionamento dos enxertos foram documentados em fichas clinicas, bem como
peso do animal, datas dos procedimentos cirargicos e administracdo dos

fluorocromos e possiveis intercorréncias (Anexo B).
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ILUSTRACAO 5. Incisdo do plano cutaneo para acesso ao 0sso iliaco.

ILUSTRACAO 6. Exposicdo do osso iliaco por incisdo dos planos cutaneo e

muscular.



ILUSTRACAO 7. Visualizacdo da area doadora e dos enxertos autdgeno e alégeno
fixados por parafusos de osteossintese.

ILUSTRACAO 8. Sutura do plano muscular com fio absorvivel 5-0 (Vieryl® J 121
H)*2.

12 Ethicon, S&o José dos Campos, SP - Brasil
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ILUSTRACAO 9. Sutura do plano cutaneo com fio de nailon 5-0 (Mononylon® 13501
=

4.3 Administracao dos marcadores 6sseos

Durante o periodo pés-operatorio de 18 semanas, os coelhos receberam
diferentes marcadores 6sseos fluorescentes (fluorocromos)**, via intravenosa, com o
intuito de acompanhar a dindmica do remodelamento 6sseo e conforme o seguinte
protocolo: décimo quarto dia (D14) alizarina (20 mg/kg; via intravenosa), apos seis
semanas (D42) calceina azul (20 mg/kg; via intravenosa), apés dez semanas (D70)
calceina verde (20 mg/kg; via intravenosa) e ap6s 14 semanas (D98) oxitetraciclina
HCI (20 mg/kg; via intravenosa). Os trés primeiros fluorocromos (alizarina, calceina
azul e calceina verde) foram preparados imediatamente antes do uso com solugéo
de bicarbonato de sédio 2% na concentracdo de 20 mg/ml. Apés o preparo, o pH foi
ajustado para 7,4 e a solucao filtrada com um filtro de 0,45 pum. O dltimo fluorocromo
(oxitetraciclina HCI) foi preparado em solucéo isotbnica de cloreto de sédio a 0,9%
na mesma concentracdo de 20 mg/ml. Cada animal recebeu uma dose de 1 mi/kg da
solucéo.

13 Ethicon, Sdo José dos Campos, SP - Brasil
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4 .4 Eutanasia

O segundo procedimento cirargico ocorreu 18 semanas ap0s 0 primeiro,
quando realizou-se a eutanasia dos animais por sobredosagem de cloreto de
potassio™ (100 mg/kg coelho; via intra-cardiaca) e a remocdo dos enxertos
(llustracéo 10). Apds sedacdo dos animais seguindo o protocolo jA mencionado, os
enxertos foram removidos com uma trefina de 5 mm de didametro conectada a peca
reta de tal forma que o centro da trefina coincidisse com o centro do enxerto

(parafuso de fixagao).

ILUSTRACAO 10. Exposicdo dos enxertos para a remogdo com trefina, apds o

periodo de 18 semanas.

4.5 Preparo das laminas

As pecas foram fixadas em uma solucédo a 4% de formalina pH 7, por 24
horas. Posteriormente, foram lavadas em agua corrente por duas horas e

transferidas para uma solucdo de etanol a 70% até o processamento. Realizou-se a
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desidratagdo em concentracdes ascendentes de alcool até 99,6%, infiltracdo e
embebicdo em resina (metilmetacrilato)*® (llustracdo 11), seccionamento pela
técnica descrita por Donath e Breuner (1982) para tecido duro e preparacdo para
analise da fluorescéncia dos corantes aplicados (llustracdes 12 e 13). A inclusdo dos
espécimes e preparo das laminas foram realizados no Laboratério de Anatomia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

ILUSTRACAO 11. Enxerto removido por trefina incluido em resina.

' Methyl methacrylate, Aldrich, S&o Paulo, SP - Brasil



ILUSTRACAO 13. Seccionamento do enxerto em resina (Exakt 300'®).
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4.6 Microscopia

A avaliacdo microscopica®® das laminas foi realizada no Laboratério de
Microscopia e Andlise de Imagens do Departamento de Cirurgia e Traumatologia
Buco-Maxilo-Facial e Periodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo (llustracdo 14).

\

ILUSTRACAO 14. Equipamento utilizado para anélise microscépica no Laboratério
de Microscopia e Analise de Imagens do Departamento de Cirurgia e Traumatologia
Buco-Maxilo-Facial e Periodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sdo Paulo.
4.6.1 Andalise de fluorescéncia

Duas seccdes histoldgicas longitudinais de 20-30 um de espessura com

magnitude de 2,5 vezes, de cada enxerto, foram captadas através de uma camera
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1?° acoplada a um microscépio de fluorescéncia® e filtros especificos para cada

digita
fluorocromo.

Uma éarea de 3 mm de comprimento por 1,5 mm de largura adjacente a
cabeca do parafuso de fixagdo em cada seccédo foi avaliada quanto a fluorescéncia
de cada fluorocromo (llustracédo 15). A quantificacdo dos diferentes fluorocromos foi

realizada com o auxilio de programa de computador apropriado®.

ILUSTRACAO 15. Area delimitada para a quantificacdo dos diferentes fluorocromos
A — Alizarina, B — Calceina Azul, C — Calceina verde e D - Oxitetraciclina

(magnificacdo de 2,5x).
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4.6.2 Andalise histométrica

ApoGs a analise de fluorescéncia, as laminas foram coradas com Stevenel’s
Blue e Alizarin red S para andlise histométrica. Um microscépio 6éptico?® acoplado a
uma camera digital colorida com resolugdo de 1,4 Mpixel* foi utilizado para
captacao de duas seccdes histologicas longitudinais de 20-30 um de espessura com
magnitudes de 2,5 vezes e duas secgdes com magnitude de dez vezes. Um
programa de computador®® foi utilizado para a quantificacdo dos parametros
avaliados: densidade 6ssea e contato osso/parafuso de fixacdo (COl).

Em magnitude de 2,5 vezes, uma area de 3 mm comprimento por 1,5 mm de
largura adjacente a cabeca do parafuso de fixacao foi avaliada quanto a densidade
0ssea, determinada pela proporcédo de tecido mineralizado por area total avaliada
(llustracdo 16). O valor médio entre as duas seccdes foi considerado o resultado da

amostra.

%% |eica DM LB2, Leica Microsystems Gmbh, Nussloch - Alemanha

2 |eica DC 300F, Leica Microsystems Gmbh, Nussloch - Alemanha

% Leica QWin Image Processing and Analysis System, Leica Microsystems Gmbh, Nussloch -
Alemanha



ILUSTRACAO 16. Fotomicrografia da localizagcdo do campo (retangulo delimitado) a
ser analisado para variavel densidade 6ssea (magnificacdo de 2,5x, coloracdo de

Stevenel’s Blue e Alizarin red S).

A porcentagem de tecido mineralizado em contato direto com a superficie do
parafuso de fixagdo em ambos os lados do parafuso foi determinada em magnitude
de 10 vezes, através de medidas lineares, nos primeiros 1,34 mm do comprimento
do parafuso de fixacéo, correspondendo a regido do enxerto (llustracdo 17). O valor

médio entre as medidas dos dois lados foi considerado o resultado da amostra.



ILUSTRACAO 17. Fotomicrografia do campo a ser analisado para variavel COI

(magnificacédo de 10x, coloracéo de Stevenel’s Blue e Alizarin red S).

Um unico examinador que ndo tinha conhecimento da origem dos enxertos,

ou seja, se eram autdgenos ou aldégenos, interpretou os resultados.

4.7 Andlise estatistica

Os dados foram agrupados utilizando-se 0s enxertos como unidade de
analise. Médias, medianas, desvios-padrao e valores minimos e maximos foram
calculados para cada grupo de enxertos e fluorocromos aplicados. Todos os testes
estatisticos foram aplicados para nivel de significancia de 5% com o programa
gratuito de estatistica R (versdo 2.9.2)%.

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para comparacao entre grupos, com a

finalidade de testar a normalidade dos dados e, subsequientemente, escolhermos se

?® Departmento de Estatistica e Matematica da Wirtschafts Universitat Wien, Viena — Austria
(http://www.r-project.org)



aplicamos teste paramétrico de T-student ou ndo paramétrico da Soma de postos de

Wilcoxon.
Os diferentes fluorocromos foram comparados em cada grupo, aplicando-se o

teste de Friedman e comparacdo mdultipla, para saber quais médias diferenciam a

5%.



5. RESULTADOS

5.1 Resultados macroscépicos

No periodo poés-operatorio um coelho foi sacrificado, pois houve fratura da
cabeca do fémur devido ao trauma cirargico. Durante a administracdo endovenosa
dos fluorocromos, dois coelhos faleceram possivelmente por hipocalcemia durante a
administracdo dos corantes calceina verde e alizarina (Tabela 1). Portanto, sete
coelhos foram avaliados no estudo.

Os parafusos de fixacdo apresentaram recobrimento ésseo em 42,85% dos
enxertos homologos e 28,57% dos enxertos autdogenos (llustracdo 18).

TABELA 1. Motivo de perda dos coelhos durante o experimento.

COELHO MOTIVO DE PERDA DO COELHO
(IDENTIFICACAO)

2 FRATURA DO FEMUR DIREITO

8 HIPOCALCEMIA (CALCEINA VERDE)

9 HIPOCALCEMIA (ALIZARINA)
45% - 42,85%

40% -
35% -
30% 28,57%
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% -

Autégeno Alégeno

ILUSTRACAO 18. Prevaléncia de recobrimento do parafuso de fixac&o por 0Sso nos
grupos (%).



5.2 Resultados da analise de fluorescéncia

A analise da microscopia de fluorescéncia revelou a porcentagem do tecido

0sseo impregnado pelos diferentes fluorocromos durante o seu processo de

calcificacdo. Os valores obtidos pela analise dos fluorocromos apresentam-se na

Tabela 2.

TABELA 2. Porcentagem do tecido mineralizado que apresentou fluorescéncia para

os diferentes fluorocromos (%).

COELHO TIPO DE ALIZARINA  CALCEINA  CALCEINA OXITETRACICLINA
ENXERTO (%) AZUL (%) VERDE (%) (%)
1 AUTOGENO 0,34 4,29 2,47 2,19
ALOGENO 1,26 4,48 2,10 2,27
3 AUTOGENO 1,14 3,44 2,57 1,71
ALOGENO 0,03 2,29 2,37 1,74
4 AUTOGENO 0,05 3,05 3,85 0,87
ALOGENO 0,02 4,99 5,87 1,48
5 AUTOGENO 0,07 4,11 2,87 3,33
ALOGENO 0,07 4,70 1,44 1,74
6 AUTOGENO 0,02 2,40 4,73 0,08
ALOGENO 0,09 3,26 1,88 0,77
7 AUTOGENO 0,07 3,76 2,42 0,20
ALOGENO 0,16 2,43 3,79 0,30
10 AUTOGENO 0,00 5,29 3,78 0,38
ALOGENO 0,05 4,47 5,05 0,43




Os enxertos autégenos apresentaram o0s seguintes valores médios de
fluorescéncia 0,24 + 0,41%, 3,76 + 0,93%, 3,24 + 0,89% e 1,25 + 1,21% para 0s
fluorocromos alizarina, calceina azul, calceina verde e oxitetraciclina,
respectivamente. Os valores meédios para 0s enxertos alégenos foram: 0,24 +
0,45%, 3,80 + 1,12%, 3,21 + 1,71% e 1,25 + 0,75% para os fluorocromos alizarina,
calceina azul, calceina verde e oxitetraciclina, respectivamente (llustracdes 19, 20,
21, 22 e 23). Os valores de média, mediana, desvios-padrao, minimo e maximo de
cada fluorocromo nos diferentes tipos de enxerto apresentam-se na Tabela 3 e

llustracéo 24.

ILUSTRACAO 19. Impregnacdo do tecido 6sseo neoformado em 14 dias por

alizarina (microscopia de fluorescéncia com magnificacdo de 2,5x).



ILUSTRACAO 20. Impregnacdo do tecido 6sseo neoformado em 42 dias por

calceina azul (microscopia de fluorescéncia com magnificacdo de 2,5x).

ILUSTRACAO 21. Impregnacdo do tecido 6sseo neoformado em 70 dias por

calceina verde (microscopia de fluorescéncia com magnificagédo de 2,5x).



ILUSTRACAO 22. Impregnacdo do tecido Osseo neoformado em 98 dias por
oxitetraciclina (microscopia de fluorescéncia com magnificagao de 2,5x).

ILUSTRACAO 23. Microscopia de fluorescéncia com marcacdo miltipla. Setas
pretas, vermelhas e azuis indicam impregnacao por calceina verde, oxitetraciclina e

calceina azul, respectivamente (magnificagdo de 2,5x).



TABELA 3. Valores de média, mediana, desvio padrdo, minimo e méaximo dos

fluorocromos nos grupos.

FLUOROCROMO TIPO DE MEDIA  MEDIANA DESVIO VALOR VALOR

ENXERTO (%) (%) PADRAO MINIMO  MAXIMO

(%) (%) (%)

ALIZARINA AUTOGENO 0,24 0,07 0,41 0,00 1,14
ALOGENO 0,24 0,07 0,45 0,02 1,26

CALCEINAAZUL  AUTOGENO 3,76 3,76 0,93 2,40 5,29
ALOGENO 3,80 4,47 1,12 2,29 4,99

CALCEINA VERDE AUTOGENO 3,24 2,87 0,89 2,42 4,73
ALOGENO 3,21 2,37 1,71 1,44 5,87

OXITETRACICLINA  AUTOGENO 1,25 0,87 1,21 0,08 3,33
ALOGENO 1,25 1,48 0,75 0,30 2,27

OXITETRACICLINA 1,25%
(14 semanas) 1,25%
U ENXERTO ALOGENO
CALCEINA VERDE 3,21% 1 ENXERTO AUTOGENO
(10 semanas) 3.24%
CALCEINA AZUL 3,80%
(6 semanas) 3,76%

ALIZARINA F 0,24%

(2 semanas) 0,24%

0% 1% 2% 3% 4%

ILUSTRACAO 24. Porcentagem de neoformac&o 6ssea por tipo de enxerto (%)

Segundo o teste de Shapiro-Wilk, apenas os valores do fluorocromo alizarina
nao apresentaram normalidade (p<0,05) tanto para os enxertos autdgenos quanto

para os alégenos (Tabela 4).



TABELA 4. Resultados do teste de Shapiro-Wilk quanto a normalidade dos grupos
(p<0,05)

FLUOROCROMO ENXERTO AUTOGENO (p) ENXERTO ALOGENO (p)
ALIZARINA 0,0009 0,0001
CALCEINA AZUL 0,9961 0,1284
CALCEINA VERDE 0,1815 0,2689
OXITETRACICLINA 0,3407 0,4557

Devido a ndo normalidade dos valores apresentados pelo corante alizarina,
aplicou-se o teste ndo paramétrico de Soma de posto de Wilcoxon para este
fluorocromo e de T-student para os outros (calceina azul, calceina verde e

oxitetraciclina), ambos testes com significancia de 5% (p<0,05) (Tabela 5).

TABELA 5. Comparacao da incorporacéo dos fluorocromos entre grupos (enxertos

autdégenos e aldgenos).

FLUOROCROMO VALOR DE p
ALIZARINA 0,5625
CALCEINA AZUL 0,9326
CALCEINA VERDE 0,9682
OXITETRACICLINA 0,9885

Segundo o teste de Wilcoxon para a alizarina e T-student para os demais
fluorocromos, ndo houve diferencas estatisticas significantes a 5% com relacdo a
incorporacdo dos mesmos entre 0s enxertos autdgenos e aldégenos.

O teste de Friedman foi aplicado para comparar a incorporacao dos diferentes
fluorocromos nos grupos estudados e verificou-se diferenga estatistica (p<0,05) em

ambos os grupos (Tabela 6). Aplicou-se uma comparacao multipla com a finalidade



de saber quais médias dos fluorocromos diferenciam a 5% para cada grupo
isoladamente (Tabelas 7 e 8).

TABELA 6. Comparacdo da incorporacdo dos diferentes fluorocromos (teste de
Friedman).

ALIZARINA CALCEINA AZUL CALCEINA VERDE OXITETRACICLINA VALORDEp

AUTOGENO 0,24 3,76 3,24 1,25 0,0005

ALOGENO 0,24 3,80 3,21 1,25 0,0012

TABELA 7. Comparagdo multipla dos fluorocromos para os enxertos autdgenos
(p<0,05).

FLUOROCROMO ALIZARINA  CALCEINA AZUL CALCEINA VERDE OXITETRACICLINA

ALIZARINA SIM

CALCEINA AZUL

CALCEINA VERDE

OXITETRACICLINA

TABELA 8. Comparacdo mdultipla dos fluorocromos para os enxertos alégenos
(p<0,05).

FLUOROCROMO ALIZARINA  CALCEINA AZUL CALCEINA VERDE OXITETRACICLINA

ALIZARINA SIM

CALCEINA AZUL

CALCEINA VERDE

OXITETRACICLINA

Segundo o teste de Friedman e de comparacdo multipla, ambos os grupos
apresentaram diferencas estatisticas significantes quando comparado a
incorporacdo da alizarina com a calceina azul e calceina verde, sendo as médias

desses ultimos superiores, denotando periodos com maior formacao 6ssea.



5.3 Resultados da analise histométrica

A avaliacdo da densidade o6ssea, definida por porcentagem de tecido
mineralizado pela area total, apresentou os valores 55,90 + 7,00% e 44,72 + 6,53%
para os enxertos autdgenos e aldgenos, respectivamente. Os resultados do COI, ou
seja, porcentagem de tecido mineralizado em contato direto com parafuso de fixacao
em microscopia 6ptica foram 47,04 + 15,85% e 44,55 + 13,71% para oS enxertos
autdogenos e aldgenos, respectivamente. Valores de média, mediana, desvios-
padrdo, minimo e méaximo dessas variaveis nos diferentes tipos de enxerto

apresentam-se na Tabela 9 e llustracéo 25.

TABELA 9. Valores de média, mediana, desvio padrdo, minimo e maximo das
variaveis COIl e densidade 6ssea em cada grupo.

TIPO DE MEDIA MEDIANA DESVIO VALOR VALOR

ENXERTO (%) (%) PADRAO MINIMO  MAXIMO
(%) (%) (%)
col AUTOGENO 47,04 49,52 15,85 21,92 65,41
ALOGENO 44,55 38,46 13,71 31,13 63,74
DENSIDADE OSSEA AUTOGENO 55,90 57,18 7,00 42,77 62,21

ALOGENO 44,72 43,79 6,53 37,58 55,59




44,72%

Densidade Ossea
55,90%

& Alégeno

44.55% & Autégeno

COl
47,04%

0,00% 20,00% 40,00% 60,00%

ILUSTRACAO 25. Valores médios das variaveis COIl e densidade 6ssea em cada

grupo (%).

Foram verificadas as normalidades do COIl e da densidade 6ssea de ambos

0s grupos aplicando-se o teste de Shapiro-Wilk (Tabela 10).

TABELA 10. Verificagdo da normalidade dos resultados do COIl e densidade 0ssea

pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).

AUTOGENO ALOGENO
VARIAVEIS
(valor de p) (valor de p)
COl 0,7823 0,1225
DENSIDADE OSSEA 0,1882 0,6156

As variadveis COIl e densidades Osseas foram entdo submetidas ao teste T-
student para comparacdo entre os grupos (Tabela 11). Observamos que apenas a
densidade 0ssea foi significativa a 5%, isto é, a média entre os dois grupos diferem,
sendo que a média do grupo autégeno (55,90 + 7,00%) foi superior a do grupo

alégeno (44,72 + 6,53%).



TABELA 11. Comparacgédo das variaveis COIl e densidade 0ssea entre 0s enxertos

autdgenos e aldégenos (teste de T-student com significancia a 5%).

VARIAVEL VALOR DE p

COl 0,5280

DENSIDADE OSSEA 0,0044




6. DISCUSSAO

O uso de implantes osseointegraveis abriu novas possibilidades de
reabilitacdo de pacientes edéntulos. Entretanto, as altas taxas de sucesso obtidas
com implantes dentais dependem diretamente do volume e quantidade Ossea
disponivel. A atrofia do rebordo alveolar sempre representou uma dificuldade no
planejamento e na execucao do tratamento com implantes osseointegrados. Varias
técnicas de reconstrucdo 0ssea, possibilitaram a instalacdo de implantes em locais
que anteriormente ndo seriam viaveis, sendo as que utilizam osso autégeno as mais
empregadas, devido ao fato de possuir um grande potencial osteogénico, quando
comparado a outros tipos de materiais. Entretanto, uma variedade de complicacdes
relacionadas a sua remocdao, principalmente quando uma segunda area (doadora) &
necesséria, tem sido reportada (JENSEN, SINDET-PEDERSEN, 1991).

Aloenxertos frescos e congelados, obtidos de individuo da mesma espécie
com carga genética distinta, podem ser uma alternativa ao autégeno e vém sendo
utilizados com sucesso na implantodontia (ACCETTURI et al., 2000; KEITH et al.,
2006; LEONETTI, KOUP, 2003; LYFORD et al, 2003; MACEDO, 2006;
PETRUNGARO, AMAR, 2005). Nos ultimos anos, observou-se um aumento gradual
do uso desse tipo de enxerto, apesar da relutancia por parte de alguns profissionais,
principalmente da area odontolégica (Fonte: ABTO?'). Acreditamos que isso se deva
a necessidade de um maior entendimento das caracteristicas biolégicas do enxerto
alégeno, uma vez que as técnicas de preparo e armazenamento podem modificar a
velocidade e tipo de incorporacdo do mesmo ao leito receptor, fato que nos motivou
a estudar a dinamica do processo reparador e compara-lo ao autégeno.

O modelo de estudo de reparacéo 0ssea em coelhos esta bem documentado.
Estudos como de Kingma e Hampe (1964) sobre o comportamento dos vasos
sangliineos apoOs transplante o6sseo, e o0 de Nathanson (1978) sobre a
vascularizacdo de enxertos autégenos em mandibulas, entre outros, sdo exemplos
da viabilidade de se estudar reparacdo 0ssea nesses animais (ALBREKTSSON,
1980b; ALBREKTSSON, 1980c; SHAND et al., 2002). A administracdo de
marcadores 0sseos (fluorocromos) em coelhos para estudar a dinamica de

reparacdo O0ssea também € uma técnica bem documentada, com protocolos bem

2,7 Registro Brasileiro de Transplantes; Orgéo oficial da Associacdo Brasileira de Transplante de
Orgéos — ABTO: 2000-2007



estabelecidos (ERBEN, 2003; OZAKI, BUCHMAN, 1998; PIATTELLI et al., 1994;
SHAND et al., 2002). O uso de mudltiplos fluorocromos é a melhor técnica para se
avaliar o mecanismo e a dinamica do reparo, maturacdo e adaptacdo do 0ssoO
(ROBERTS, 1988).

A técnica de avaliacdo dos fluorocromos demanda que o seccionamento das
pecas seja realizado sem a descalcificacdo dos espécimes. Os fluorocromos séo
substancias quelantes dos ions célcio, que se ligam na superficie dos novos cristais
de hidroxiapatita do osso e 0os mesmos seriam perdidos com 0 processo de
descalcificacdo (ERBEN, 2003). O uso de uma técnica de seccionamento sem
descalcificagdo permite também o calculo do COIl, j@ que o parafuso de
osteossintese ndo foi removido para processamento histologico e foi possivel a
quantificacdo do osso diretamente em contato com o parafuso de fixacao.

Existem varias vias de administracdo dos fluorocromos, todavia em humanos
a principal é a oral (tetraciclinas); em animais podem ser via endovenosa,
intraperitonial, intramuscular e subcutanea (ERBEN, 2003). A administracdo via
intraperitonial corre o risco da injecao no instestino ou outros 6rgaos, perdendo-se a
marcacgao do corante e provocando danos ao animal. A via subcutanea, apesar de
apresentar menos riscos, pode ser afetada pela injecdo de medicamentos com
solucédo oleosa. Tendo em vista essas limitagbes, adotamos em nosso estudo a via
endovenosa. Ainda assim, dois coelhos sofreram hipocalcemia letal durante a
injecdo rapida de dois dos fluorocromos (calceina verde e alizarina), fato passivel de
ocorréncia que Erben (2003) ja havia alertado, pois esses componentes formam
complexos com os ions calcio do sangue. A prevencdo de tal acidente seria a
administracdo de tais substancias de forma bem lenta.

Devido ao fato de o trabalho de Querido (2007) ter demonstrado que em 12
semanas ainda havia presenca de tecido enxertado ndo vital e que Ozaki e
Buchman (1998) observaram intensa formacdo 0ssea em enxertos autégenos apos
de 16 semanas, escolheu-se um periodo de observacao de 18 semanas. Tal periodo
foi suficiente para as avaliagdes propostas. Uma menor incorporacao do fluorocromo
oxitetraciclina aplicado na 14% semana denota em ambos 0s grupos uma reducdo
acentuada na atividade osteogénica nos enxertos, justificando-se, assim também, o
periodo observacional.

Atualmente, sabe-se que a origem do enxerto ndo € fator determinante na
habilidade do mesmo resistir a reabsor¢cdo (CHEN et al., 1994; OZAKI, BUCHMAN,



1998). A maior reabsor¢cdo de enxertos de crista iliaca esta relacionada as suas
caracteristicas microscopicas. Como 0 0sso de crista iliaca possui uma maior por¢ao
medular que o de origem cranial, apresenta maior vascularizacdo e,
consequentemente, reabsorve mais. Para que os enxertos avaliados do presente
estudo tivessem as mesmas caracteristicas microscopicas, evitando-se, assim, a
incorporacdo de mais uma variavel no estudo, ambos foram removidos da crista
iliaca. A escolha de tal osso também minimizou a morbidade e o tempo do
procedimento cirdrgico. Esse modelo experimental mostrou-se eficaz quanto a
possibilidade de remocao de um enxerto de dimensdes de 5 mm de diametro e 1,5
mm de espessura e espaco para fixacdo de dois enxertos de mesmas dimensodes. O
uso do osso iliaco como leito receptor e area doadora nao fragiliza a area doadora
no periodo pds-operatoério, evitando-se fraturas. Um coelho teve que ser sacrificado
devido a uma fratura no fémur direito durante o procedimento cirargico. Verificamos
que se modificassemos o0 posicionamento do coelho de decubito lateral para
decubito ventral diminuiriamos o risco de fratura dos ossos da perna e
continuariamos com a mesma visualizacdo do campo operatorio. Apés essa
modificacdo na metodologia, ndo houve mais intercorréncias.

Desde a disponibilizacdo do enxerto 6sseo em larga escala pelo Banco de
Tecidos da Marinha Norte-Americana, varios paises europeus estabeleceram seus
bancos de tecidos, adotando o processo de congelamento dos enxertos 0sseos
como método de conservacdo e armazenamento (CARR, HYATT, 1955). Outras
alternativas ao congelamento foram propostas (REYNOLDS, OLIVER, RAMSEY,
1951; SABANAS et al.,, 1955b; SABANAS et al, 1955a), sem a mesma
consagracédo. A liofilizacdo por exemplo, técnica desenvolvida no inicio da década
de 1950 por Kreuz et al. (1951) e Dubau et al. (1952), fragiliza o osso, tornando-o
friavel. Mesmo em doses nas quais a qualidade do material de enxertia comeca a
ser comprometida (1,5-2,5 Mrads), a irradiacao falha na eliminacdo do tipo 1 do virus
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SMITH et al., 2001). Entretanto, os
métodos atuais de selecdo de doadores e processamentos, que ndo prejudicam as
caracteristicas do enxerto, asseguram a qualidade dos mesmos, fato comprovado
pela baixa incidéncia de contaminacdo endogena (DEIJKERS et al., 1997) e
resultados clinicos favoraveis (MUSCOLO et al., 1992).

A relevancia da histocompatibilidade entre doador e receptor foi comprovada
em transplantes de outros 6rgdos (OPELZ, TERASAKI, 1977; RAPAPORT et al.,



1971), sendo importante na incorporacdo dos enxertos 0sseos ao leito receptor
(DEIJKERS et al., 1999; STEVENSON, 1987; STEVENSON, LI, MARTIN, 1991,
VIROLAINEN, VUORIO, ARO, 1997). Enxertos alégenos de doadores e receptores
nao compativeis podem induzir uma resposta imunolégica, resultando em uma
incorporacdo deficitaria do enxerto pelo receptor (GOLDBERG et al.,, 1984,
GOLDBERG et al., 1985). Outros estudos sobre histocompatibilidade do doador com
0 receptor confirmam sua importancia na incorporacdo dos enxertos ao leito
receptor. Todavia, conforme destacam Kirkeby; Pinholt e Larsen (1992), a influéncia
da histocompatibilidade na incorporacdo de enxertos € reduzida pelo processo de
congelamento. A importancia da compatibilizacdo do tipo sangiineo e antigenos do
doador e receptor em enxertos 6sseos € questionavel e, portanto, ndo realizada
rotineiramente. Os coelhos selecionados para o estudo em questdo possuiam carga
genética semelhante por serem consangliineos, ou seja, da mesma ninhada e isso
pode ter influenciado o fato de termos observado resultados semelhantes entre os
enxertos autdgenos e aldgeno, principalmente na quantificacdo de COIl e dos
fluorocromos.

Varios estudos comparando a cicatrizacao e revascularizacdo de enxertos em
blocos autdgenos e alégenos apresentam melhores resultados de potencial
osteogénico para enxertos autégenos (MALETTA et al., 1983; PELEGRINE, 2006;
QUERIDO, 2007). No presente estudo, entretanto, ndo houve diferencas estatisticas
significantes entre os grupos quanto a incorporacdo dos fluorocromos, indicando
potenciais osteogénicos semelhantes. Esses resultados levantam uma questdo com
relagdo a importancia de células vivas do enxerto na velocidade de incorporagéo dos
mesmos, ja que o0s enxertos alégenos perdem suas células durante os processos de
captacao, preparo e armazenamento. Aparentemente, a presenca de células viaveis
do osso enxertado nao favorece a uma incorporagdo mais rapida do mesmo.

Os resultados macroscopicos de nosso estudo apresentam 100% de
sobrevivéncia dos enxertos tanto para o grupo autdégeno quanto para O grupo
alégeno, semelhante ao estudo de Contar et al. (2009). Outros estudos, contudo,
apresentam indices inferiores a 93% de sobrevivéncia dos enxertos aldogenos
(KEITH et al., 2006; MACEDO, 2006). Aparentemente, tais resultados estdo
relacionados a traumas e exposicdo dos enxertos, e ndo a natureza alégena dos
mesmos. Provavelmente, o fato dos enxertos do presente estudo terem sido fixados

em area livre de trauma e com risco de exposi¢cao reduzido tenha contribuido para o



alto indice de sobrevivéncia encontrado.

A gquantificacdo da incorporacao dos fluorocromos apresentou em ambos 0s
grupos diferencas estatisticas significantes entre a alizarina, aplicada no 14° dia de
pOs-operatorio e 0s corantes calceina azul e calceina verde, aplicados no 42° dia e
no 70° dia, respectivamente. Esses resultados, que indicam uma menor intensidade
de formacdo 6ssea durante os periodos iniciais da reparacdo 0ssea, corroboram
com os resultados de Querido (2007) e Albrektsson (1980b). Querido (2007) relata
no primeiro més de reparacdo dos enxertos a presenca de osteoclastos e formacao
de Osteons, com pouca atividade osteogénica, principalmente nos enxertos
alégenos, evidenciados no nosso estudo por pouca incorporacdo do fluorocromo
alizarina. Albrektsson (1980b) por sua vez observou uma fase osteogénica muito
mais intensa apds 60 dias, resultados compativeis com a maior incorporacdo de
calceina azul e verde presente no nosso estudo.

A densidade Ossea, ou seja, a proporcao de tecido mineralizado pela area
total, foi o Unico parametro avaliado no qual os enxertos aldgenos (44,72 + 6,53%)
apresentaram resultados inferiores aos enxertos autdégenos (55,90 + 7,00%), um
indicio de superioridade de reparacdo do enxerto autégeno sobre o alégeno. A
presenca de células vivas no enxerto autbgeno, como ja ressaltado por Gould et al.
(2000), pode ter favorecido uma maior densidade 6ssea.

Implantes com superficies modificadas (tratadas) vém sendo utilizados com a
finalidade de superar algumas limitagcbes qualitativas e quantitativas do leito
receptor. Estes, quando osseointegrados, apresentam contato osso/implante
superiores ao de superficie usinada, sendo, entdo, mais indicados para areas de
baixa densidade Ossea e areas de quantidade éssea remanescente limitada. O
presente estudo apresentou resultados de densidade éssea inferiores em éareas
regeneradas com aloenxertos. Portanto, em tais casos, talvez a utlizacdo de
implantes que propiciam um melhor contato osso/implante tais como os de superficie
modificada seja melhor indicada. Outra possibilidade seria a utilizagcao de implantes
auto-rosqueaveis ou que propiciem uma maior compactacdo do 0sso trabecular da
area onde estes sado instalados. Essa caracteristicas de melhoria do leito do
implante sdo conseguidas através de modificacbes macroscopicas na forma do
implante e de suas roscas. Essa compactacdo 6ssea durante a instalacdo do

implante melhora a estabilidade primaria do mesmo favorecendo, assim, as fases



iniciais do processo de osseointegracao.

Ha trabalhos que ilustram bons resultados clinicos de implantes de superficie
nao tratada instalados na tuberosidade maxilar, regido de baixa densidade Ossea
(RIDELL, GRONDAHL, SENNERBY, 2009) e que também confirmam a possibilidade
de osseointegracdo em osso de baixa densidade (MORI et al., 1997). Logo, a menor
densidade Ossea apresentada pelos enxertos alégenos nao parece ser
contraindicacdo do seu uso na implantodontia.

O contato osso/implante ou parafuso de fixacdo é uma das formas mais
utilizadas para avaliar histologicamente osseointegracao. Os resultados de COI aqui
apresentados indicam similaridades de potencial de osseointegracdo de ambos o0s
tipos de enxerto, apesar dos alégenos terem apresentado menor densidade Ossea.
Resta aferir se a osseointegracdo conseguida com o uso de enxertos alégenos
permanece a longo prazo com os implantes em fungéo. Aparentemente essa uniao
osso/implante € mantida sob esforcos mastigatorios, pois varios estudos apresentam
altas taxas de sucesso de implantes em area enxertada com 0sso alégeno
(CONTAR et al., 2009; KEITH et al., 2006; PERROTT, SMITH, KABAN, 1992;
PETRUNGARO, AMAR, 2005).

Diante dos resultados aqui apresentados, ndo foram encontradas diferencas
na dinamica de incorporacdo dos enxertos alégenos e autégenos ao organismo. A
velocidade de incorporacdo dos mesmos é semelhante, porém com qualidade 6ssea
distinta, evidenciada pela maior densidade 0ssea apresentada pelo 0osso autégeno.
O impacto dessa diferenca de qualidade nos resultados da osseointegracdo ainda
necessita de esclarecimentos. A técnica de enxertia com aloenxertos frescos
criopreservados na implantodontia € relativamente nova, existindo, entdo, a
necessidade de um maior nimero de estudos histolégicos para a avaliacdo do
mecanismo de regeneracao 6ssea e de incorporacao desse tipo de enxerto ao leito
receptor. Posteriormente, estudos clinicos longitudinais comprovando a manutencgao
da osseointegracdo de implantes em enxertos aldgenos a longo prazo seriam de

grande importancia para a consagracéo da técnica.



7. CONCLUSOES

Diante dos resultados aqui apresentados podemos concluir que:

e Os enxertos autdgenos e aldégenos apresentam os mesmos indices de
sobrevivéncia.

e A incorporacgdo dos diferentes fluorocromos é similar tanto para o enxerto em
bloco autégeno como para o alégeno.

e Enxertos alégenos e autdgenos apresentam menor atividade osteogénica no
periodo inicial de reparacao.

e Enxertos autdégenos e aldgenos apresentam contato osso/parafuso de fixacédo
similares.

e A densidade Ossea nos enxertos autbgenos se mostra superior a dos

enxertos alégenos.
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