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Coletti F L Avaliacdo de Enxertos Homodlogos Corticais em Humanos: Andlise
Tomografica Histologica e Histomorfométrica [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2012.

Resumo
O uso de enxertos 0sseos provenientes de bancos de tecidos, também

conhecidos como enxertos homdlogos, tem aumentado nos Gltimos anos. Seu uso €
indicado na auséncia de 0sso autdlogo para captacdo, ou em casos aonde o paciente
apresenta resisténcia frente a necessidade de manipulacdo de um segundo leito cirtrgico
para captacdo do biomaterial autdlogo. Existem poucos estudos a respeito do
comportamento bioldgico destes enxertos, em especial comparando blocos corticais e
cortico medulares, e qual a sua eficiéncia quando comparado aos enxertos autélogos. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar, em humanos, a incorporacdo dos enxertos 0sseos
homdlogos cortical (AL C) e cortico medular (AL CM) comparativamente ao aut6logo
(AT), com andlises tomogréfica, histologica e histomorfométrica. Para tal foram avaliados
45 pacientes, sendo que 15 foram submetidos a enxertos dsseos AT, 15 a enxertos 0Sseos
AL CM e 15 com enxerto AL C. Tomografias foram obtidas em trés periodos distintos para
todos os grupos(AT, AL CM e AL C), antes da cirurgia de enxerto, imediatamente apés e
oito meses (periodo final) depois da realizacdo dos enxertos. Apds o periodo final para
cada grupo foram removidas bidpsia dos enxertos. Andlise histomorfométrica dos cortes
descalcificados foram realizadas para avaliar a quantidade de osso vital e ndo vital. Os
resultados da analise tomografica demonstraram maior perda de volume 6sseo no grupo AL
CM. A analise histomorfométrica mostrou que o grupo AT apresentou maior quantidade de
0sso vital (27,6%), seguido pelo AL CM (20,3%) e pelo AL C (12,4%). As diferencas
foram estatisticamente significantes. Desta forma, pode-se concluir que o 0sso homologo

cortical apresentou um grande atraso na remodelacéo dssea.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis; Banco de 0ssos; Regeneracdo 0ssea;

Implantes dentarios.



Coletti F L Homologous bone grafts assessment in human cortical:  tomographic
analysis, histological and histomorphometric. [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2012.

Abstract

The use of bone grafts obtained from tissue banks, also known as allografts has
increased in recent years. Its use is indicated in the absence of autologous bone for capture,
or in cases where the patient is resistant towards the need for manipulation of a second
surgical site to capture autologous biomaterial. There are few studies on the biological
behavior of these grafts, especially comparing cortical and cortico spinal blocks, and what
is its efficiency when compared to autologous grafts. The aim of this study was to evaluate,
in humans, the incorporation of homologous cortical bone grafts (AL C) and cortical
medullary (AL CM) compared to autologous (AT) with tomographic analysis, histology
and histomorphometry. To this end, we evaluated 45 patients, 15 underwent bone grafts
AT, 15 bone grafts and 15 AL CM graft AL C. CT scans were obtained in three separate
periods for all groups (AT, CM and AL AL C) before graft surgery, immediately after eight
months (late) after the completion of the grafts. After the final period for each group were
removed biopsy of the grafts. Histomorphometric analysis of decalcified sections were
performed to assess the amount of vital and non-vital bone. The results of tomographic
analysis showed a greater loss of bone volume in the LA group CM. Histomorphometric
analysis showed that the AT group had a higher amount of vital bone (27.6%) followed by
CM AL (20.3%) and AL C (12.4%). The differences were statistically significant. Thus,

one can conclude that homologous cortical bone showed a large delay in bone turnover.

Keywords- Biocompatible materials; Bone banks; Bone regeneration; Dental

implants.



1 INTRODUCAO

Para propormos aos pacientes reabilitacdo com implantes osseointegraveis nos
casos de perdas multiplas ou unitaria dos elementos dentérios, alguns fatores sédo
determinantes e devem ser levados em consideracdo antes da indicacdo dessa modalidade
de tratamento. Um destes fatores & uma arquitetura dssea adequada em espessura e altura,
oferecendo condic¢des de instalacdo de implantes com diametros e comprimentos adequados
e em posicBes consideradas ideais, possibilitando uma boa distribuicdo de forcas
provenientes das fungdes mastigatoria, e também resultados estéticos previsiveis® 123124 134,

A perda Gssea alveolar que ocorre nos individuos que sofreram perdas dentarias
maultiplas ou unitarias € considerada uma sequela da injdria e da auséncia de estimulo
mastigatorio. Esta remodelacédo varia o de grau entre individuos e é agravada nas auséncias
a longo prazo, o que muitas vezes, impossibilita a instalacdo de implantes nas regides
consideradas ideais.

Diversas técnicas tém sido utilizadas na tentativa de corrigir defeitos 6sseos no
complexo maxilo-facial*®®. Dentre elas, o enxerto 6sseo autélogo pode ser considerado
como o método mais previsivel e melhor documentado, o que faz com que seja descrito
como o padrdo ouro” na correcdo destes defeitos®. O grande problema, porém, é que além
de ser associado com morbidade, dor e perda de fungdo temporaria, também tem

quantidade limitada, de acordo com a anatomia da regido doadora, exigindo ainda a criacdo

de uma &rea cirtrgica adicional®” ',
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Isto tem levado a procura de outras formas de tratamento e/ou materiais substitutos.
Nos Ultimos anos tem aumentado o uso de tecido 6sseo proveniente de bancos de tecidos,
também conhecido como enxerto homologo ou fresco congelado. A sua indica¢do ocorre
quando h& auséncia de 0sso autélogo para captagdo, ou em casos que 0 paciente apresenta
resisténcia frente a necessidade de manipulagdo de um segundo leito cirargico para
captacdo do enxerto, atividade essa algumas vezes associada a problemas na fase pds-
operatoria, tais como deiscéncia de sutura, dor e infeccao®.

Porém o enxerto homdlogo apresenta capacidade de revascularizacdo e remodelagao
mais lentas em relacdo ao o0sso aut6logo, e a unido entre o leito receptor e o enxerto é
obtida de forma consistente, porém néo uniforme®®. Seu uso é regulamentado pela Portaria
GM/MS n° 1686, de 20/09/2002, Nas instituicbes autorizadas para funcionamento , a
selecdo dos doadores, bem como o processo de captacdo, armazenamento e estocagem do
enxerto homdlogo sao realizadas seguindo normas da Associacdo Americana de Banco de
Tecidos (AATB), a fim de diminuir a antigenicidade, transmissdo de doencas, infeccdes e
outras complicagdes que possam advir desse procedimento®.

O uso de enxertos homdlogos, obtidos de bancos de tecidos, tornou-se
particularmente comum em cirurgias ortopédicas, onde havia a demanda de blocos 6sseos
extensos, utilizados no tratamento de leses tibiais, femorais, colunares, entre outras®*® ™
108-110 - Mais recentemente, 0 uso desse tipo de biomaterial em odontologia também tem se

by

tornado corriqueiro, principalmente nas cirurgias prévias a colocacdo de implantes,
buscando aumento de espessura e altura sseas®® #6970 77. 80,86, 135
Existem diversas configuracbes de o0sso homologo disponiveis atualmente,

incluindo osso particulado, pastilhas de cortical 0ssea, cubos de 0sso esponjoso e cubos

mistos (com 0sso esponjoso e cortical), sendo que muitos dessas configuracbes nao
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poderiam nem ao menos ser consideradas se fossemos trabalhar com 0sso obtido de origem
autologa, principalmente devido ao comprometimento estrutural que a retirada de tamanhas
quantidades de tecido 6sseo causaria ao sitio doador. Além disso, 0 0sso homologo pode
ser trabalhado de maneira muito especifica, criando blocos esculpidos de forma
personalizada, suprindo a necessidade exata de cada paciente.

Pela observacdo da literatura produzida sobre o tema até 0 momento, observa-se que
as taxas de sucesso, entendido pela correta incorporacdo dos enxertos homologos, varia
entre 60 e 90%, avaliados de maneira clinica e radiogréfica, porém na é&rea ortopédica® ™.
Ja na area odontoldgica, aonde o termo sucesso vai muito além da mera incorporagdo do
enxerto, envolvendo a capacidade do enxerto osseointegrar implantes e, mais ainda,
suportar cargas mastigatorias ao longo dos anos, estudos citando taxas de sucesso sdo ainda
insuficientes. Os estudos acima sdo quase todos na area ortopédica, aonde via de regra
utiliza-se enxertos bem maiores. Também ha caréncia de estudos comparando as formas
corticais e cortico medulares destes enxertos, que devem apresentar caracteristicas
bioldgicas diferentes.

Frente a isso, fica nitida a necessidade de esclarecimentos sobre o comportamento

biologico do enxerto 6sseo homdlogo nas suas duas formas mais comuns: cortical e cortico

medular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Enxerto Osseo Homélogo Congelado e em Bloco em Implantodontia: Racionalizacio

Biologica

2.1 CoNsIDERACOES INICIAIS

A palavra “sucesso”, em Implantodontia, esteve associada a diferentes conceitos ao
longo das Ultimas trés décadas. Com a consolidacédo plena do advento da osseointegracao e
a total aceitacdo do sucesso clinico dos implantes osseointegrados, no inicio da década de
1980, o termo sucesso foi relacionado a implantes biomecanicamente retidos ao tecido
0sseo, capazes de suportar proteses ao longo do tempo. Ja na década de 1990, a evolucgdo
das superficies e dos componentes protéticos fez com que passadssemos a considerar o
tempo necessario para a obtencdo da osseointegracdo e a qualidade do tecido 0sseo
envolvido no processo, além da estabilidade protética ao longo do tempo. Nos anos 2000, a
chamada “estética vermelha” alterou os rumos das fabricas de implantes e da clinica em
Implantodontia, assim, novos desenhos de implante, associados a novas conexdes
protéticas, guiaram 0s novos protocolos e opcdes terapéuticas disponiveis. O futuro parece

guiar para a convergéncia desses parametros, dentro de um conceito embasado
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biologicamente, sempre buscando a otimizacdo de todos os fatores que embasaram o
sucesso da Implantodontia até 0 momento.

Para a consolidagdo dos itens previamente citados, um bom posicionamento
tridimensional dos implantes € historicamente citado como ponto de partida para a obtencéo
do sucesso e manutengdo do tratamento ao longo do tempo® 231%4 13 'Um dos possiveis
obstéaculos ao sucesso do tratamento € que a disponibilidade 6ssea, capaz de prover uma
arquitetura adequada para o bom posicionamento dos implantes, nem sempre esta presente,
visto que as mesmas entidades que potencializam a perda dos dentes, como a doenga
periodontal e o trauma, normalmente também causam a perda das estruturas de suporte,
fazendo com que a disposicao tridimensional do tecido 6sseo ndo seja a mais adequada a
instalagdo dos implantes’ ¥’

Diversas metodologias tém sido utilizadas na tentativa de corrigir defeitos 6sseos no

complexo maxilo-facial'*®

, melhorando a arquitetura dssea disponivel para a instalagdo dos
implantes. Dentre essas técnicas, 0 enxerto 6sseo autdlogo se mantém como o método mais
previsivel e melhor documentado, sendo ainda considerado o método padrdo para a
correcéo desse tipo de defeito?®. Uma grande limitacdo, porém, é que tal tipo de enxertia,
além de associada com morbidade, dor e perda de funcdo temporaria, também apresenta
quantidade limitada de tecido doador disponivel, de acordo com a anatomia da regido
doadora, além da necessidade da criacdo de uma area cirtrgica adicional®” %2,

Apesar de haver uma grande variedade de biomateriais que possam ser utilizados
como substitutos 0sseos ja disponiveis no mercado, ainda ndo existe um biomaterial que

traga todas as qualidades, porém sem as limitacGes, do enxerto 6sseo autologo, sendo esse o

principal fator que estimula a busca por novos biomateriais.



17

A utilizacdo de tecido 6sseo proveniente de bancos de tecidos, também conhecido
como enxerto homologo, alégeno ou osso fresco congelado, tem aumentado nos ultimos
anos. A indicacdo desse tipo de biomaterial ocorre quando ha restricdo de osso autdlogo
para captacdo, ou em casos em que 0 paciente apresenta resisténcia frente a necessidade de
manipulacdo de um segundo leito cirurgico para captacdo do enxerto dsseo, fato esse
frequentemente justificado a possiveis fendmenos na fase pds-operatoria, tais como dor e
infecco do leito doador®’.

Vantagens como facilidade de obtencdo em quantidade desejada, redugdo do tempo
cirargico e a ndo necessidade da manipulacdo de uma segunda area cirdrgica tornam o
enxerto 6sseos homélogo, captado junto a bancos de tecidos, uma alternativa viavel nas
cirurgias de reconstrugdo dsseas prévias a reabilitagdo com implantes osseointegraveis®.
Acredita-se que este biomaterial atue como um arcabouco para a neoformacdo dssea,
agindo preferencialmente como osteocondutor, e, sugestivamente, mas ndo devidamente
comprovado, como osteoindutor®®.

Quando comparado ao enxerto 6sseo autdlogo em bloco, o enxerto homdlogo em
bloco apresenta capacidade de revascularizagcdo e remodelacdo mais lentas, e a unido entre
o leito receptor e o enxerto é obtida de forma consistente, porém néo uniforme®®. A maior
demanda de tempo necessario para remodelacdo parcial do enxerto, a necessidade de
respeito absoluto aos protocolos de captacdo e processamento, a possibilidade de cicatriz
imunoldgica, a auséncia de resultados consistentes sobre a previsibilidade destes enxertos a
longo prazo e o fator psicologico de se utilizar um material obtido de cadaveres séo as
principais desvantagens desse tipo de biomaterial enfocadas na literatura™'.

No Brasil, a Portaria GM/MS (Gabinete do Ministro / Ministério da Saude) n° 1686,

de 20/09/2002, aprovou as normas para autorizacdo de funcionamento e cadastramento de
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bancos de tecidos musculoesqueléticos, porém, ainda é pequeno o numero de bancos de
tecido musculoesqueléticos em funcionamento (no Brasil, até 0 momento, sdo apenas seis
com funcionamento autorizado). Nas instituicOes autorizadas para tal fim, a selecdo dos
doadores, bem como o processo de captacdo, armazenamento e estocagem do enxerto
homdlogo sdo realizadas de forma criteriosa, seguindo normas da Associacdo Americana de
Banco de Tecidos (AATB), a fim de diminuir a antigenicidade, transmisséo de doengas,
infeccOes e outras complicagdes que possam advir desse procedimento®.

Embora o conceito de osseointegracdo’? esteja vastamente difundido no meio
cientifico, trabalhos criteriosos correlacionando o prognéstico a médio e longo prazos de
implantes instalados em areas previamente enxertadas por biomateriais homologos, sdo
poucos e inconclusivos™® "’. Portanto, fica nitida a necessidade de esclarecimentos sobre o
comportamento bioldgico do enxerto 6sseo homélogo e da racionalizacdo de sua utilizacdo

clinica em implantodontia ao longo dos anos.

2.2 BIOMATERIAIS
2.2.1 Conceitos
Os biomateriais séo definidos como aqueles materiais ndo vivos utilizados na area

138 Muitos deles sdo

médica ou biomédica, objetivando a interagcdo com o sistema bioldgico
uma alternativa efetiva para a substituicdo de tecidos perdidos, incluindo o tecido dsseo,
pois habitualmente ndo apresentam riscos de transmissdo de doengas ou rejeicdo
imunolégica, além de se apresentarem em quantidade teoricamente ilimitada®>. Em suma,
pode-se dizer que biomateriais s@o arcaboucos artificiais ou ndo, desenvolvidos para uso

em areas da saude com a finalidade de substituir a matéria viva (6rgéos ou tecidos) cuja

funcdo foi perdida, englobando qualquer substancia sintética ou natural que pode ser
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utilizada para este fim. Nesse interim, a literatura estabelece que devem ser excluidos dessa
classificacdo os farmacos ou combinacdes de substancias'®.

Para que o biomaterial execute sua funcdo bioldgica com sucesso, 0 mesmo deve ser
utilizado em intimo contato com os tecidos do individuo e, para tanto, deve possuir
caracteristicas como: biocompatibilidade, previsibilidade, aplicabilidade clinica, auséncia
de riscos transoperatorios e sequelas pds-operatdrias minimas, além de aceitacdo pelo

paciente!*?

. Espera-se ainda que o biomaterial ndo seja carcinogénico ou pirogénico,
apresente estabilidade quimica e bioldgica, resisténcia mecanica e elastica adequadas, e seja
de baixo custo™.

Apesar de haver uma grande variedade de biomateriais substitutos dsseos, associada
a um avanco crescente no seu desenvolvimento e aperfeicoamento, ainda ndo existe um
biomaterial que preencha todos esses requisitos. Artigos cientificos sobre defeitos dsseos
criados experimentalmente e preenchidos com biomateriais s&o bastante comuns na
literatura. Ponto pacifico nesses artigos é o fato de que um biomaterial ideal para implante
6sseo, de origem ndo autégena, deve ser esterilizavel, ndo téxico, ndo induzir resposta
imunologica e que possa estar disponivel em quantidades suficientes. Este deve ainda ser
capaz de induzir a quimiotaxia, migracdo e diferenciacdo de células do leito receptor em
osteoblastos, sendo ao mesmo tempo, o biomaterial, gradualmente absorvivel, fornecendo
um suporte condutivo para formagédo de um novo tecido 6sseo. Adicionalmente, 0 material

deve funcionar como uma barreira contra o crescimento de tecido fibroso e muscular para

dentro do defeito®.

2.2.2 Classificacdo dos Biomateriais:

Quanto a origem:
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Os biomateriais para implante e enxertia podem ser classificados de acordo com sua
origem em quatro grandes grupos°>:

a) Autdlogo ou autégeno: obtido de areas doadoras do proprio individuo;

b) Homdlogo ou alégeno: obtido de individuos diferentes, mas da mesma espécie do
individuo receptor do enxerto;

c) Is6logo ou isdgeno: obtido de individuos diferentes, mas da mesma espécie e
geneticamente idéntico ao individuo receptor do enxerto (gémeos idénticos ou
clonagem terapéutica);

d) Alopléstico: pode ser de natureza metalica, ceramica ou polimérica;

e) Xenodgeno: obtido de individuos de espécies diferentes do receptor (por exemplo,

bovino)®°.

Quanto ao mecanismo de agao:
Os biomateriais podem também ser classificados de acordo com seu mecanismo de
acao em:
a) Osteogénicos: refere-se a capacidade do biomaterial levar consigo células Gsseas
viaveis para o leito receptor;
b) Osteoindutores: refere-se a capacidade do biomaterial em induzir ceélulas
mesenquimais indiferenciadas do leito receptor a se diferenciar em osteoblastos;
c) Osteocondutores: refere-se a capacidade do biomaterial atuar como arcabougo para
a neoformacéo dssea no leito receptor, permitindo a migracdo celular e a proliferagdo de
vasos sanguineos para o interior do biomaterial® 2%,
O enxerto autélogo € considerado o padrdo ouro atualmente, e € largamente

empregado quando da necessidade de aumento do volume 0sseo, visto que € 0 Unico
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biomaterial que age pelo trés mecanismos de acdo, ou seja: osteogénese, osteoconducao e
osteoinducdo, simultaneamente. O foco atual da bioengenharia é introduzir mudancas
tecnoldgicas na producdo e/ou na obtencdo dos substitutos Gsseos para tentar conferir a
estes materiais caracteristicas de osteoinducdo, osteoconducdo e osteogénese, de forma

combinada.

Quanto a possibilidade de absorgéo:

a) Bioestaveis ou permanentes: sdo aqueles utilizados na substituicdo, por tempo
indeterminado, de um tecido lesado, devendo possuir caracteristicas mecanicas e fisico-
quimicas compativeis com tal funcéo;

b) Bioabsorviveis ou temporérios: sdo aqueles que substituem tecidos que
necessitam de um suporte que preencha a regido lesada apenas temporariamente, até que
a recomposicdo tecidual se concretize, ou ainda que direcione 0 processo

regenerativo'?°.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas resultantes do processamento:

a) Organicos: 0 0sso, geralmente bovino, pode ser desmineralizado em condicdes
controladas de pH e temperatura removendo os componentes inorganicos e celulares,
restando predominantemente colageno tipo | e, em algumas vezes, embora sempre
questionado, residuos de fatores de crescimento.

b) Inorganicos: o material inorganico € obtido através da desproteinizacdo do 0sso
através de processos termoquimicos gque removem sua porgdo organica, restando

fundamentalmente hidroxiapatita (HA).
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c) Mistos: quando o processamento mantem os dois componentes anteriores de

maneira ainda estruturada®.

Dentre os biomateriais que tém sido propostos na literatura atual, podemos citar o0s
polimeros naturais, ja h4 muito tempo estudados, mas ainda com resultados bastante
variados. Estudos que utilizam biopolimeros como substitutos 6sseos vdo desde o uso de
géis de quitosana, extraida da casca de crustaceos até polimeros produzidos com colégeno
para uso como arcaboucos de trés dimensées, utilizados em engenharia tecidual®®, passando
por diversas outras substancias, como o metil-metacrilato'®®, Bis-GMA, polimero de
mamona®’, entre outros™. Para facilitar a utilizacdo esses polimeros sdo muitas vezes
agregados a outras substancias, normalmente minerais, capazes de aumentar sua resisténcia
mecanica, compatibilizar seu tempo de reabsor¢do a velocidade de formacdo Ossea e
favorecer o aumento de sua viscosidade. Atualmente, os materiais mais citados para essa

finalidade s&o os biovidros e o fosfato tri-calcio®.

2.3 HISTORICO DOS ENXERTOS OssEOS HOMOLOGOS

Ha relatos na literatura do uso de enxerto 6ésseo homélogo desde o inicio do século
XIX. Entretanto, foi o estabelecimento de bancos de tecido musculoesqueléticos, a partir da
década de 1950, que formalizou o0 uso deste biomaterial?’. Anteriormente ao
desenvolvimento dos bancos de tecidos, o 0sso homologo era utilizado fresco, seja obtido
de cadaver ou de um doador vivo, embora nesses casos, 0 risco de contaminagdo ou
rejeicdo devido a reacdes imunologicas fossem aumentados, diminuindo assim as taxas de
sucesso do tratamento. Atualmente, 0os componentes organicos dos enxertos 0Sseos

homologos sdo removidos ou inativados durante o processamento, na tentativa de prevenir

a ocorréncia de rejeicao™®.
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O uso de enxertos 6sseos homologos, obtidos de bancos de tecidos, tornou-se
particularmente comum em cirurgias ortopédicas, onde h&4 demanda por blocos 6sseos
extensos, 0s quais sdo utilizados no tratamento de lesdes tibiais, femorais, da coluna
vertebral, entre outras®**> 7319119 Maijs recentemente, 0 uso desse tipo de biomaterial em
odontologia tem se tornado mais comum, principalmente nas cirurgias prévias a colocagéo
de implantes, buscando aumento de espessura e altura dsseas>? 4% 6970 77. 80, 86,98, 116, 118, 135

Normalmente, em implantodontia, sdo utilizados blocos 6sseos congelados obtidos
da regido femoral ou patelar, sendo que a obtencdo deste material deve ser feita em bancos
de tecido que seguem os protocolos de obtencdo e processamento preconizados e
certificados pela Associagdo Americana de Bancos de Tecidos (AATB), ou ainda pela
Associacdo Europeia de Transplantes Musculoesqueléticos (EAMST)>3: 62-66. 68, 99,125,127, 132

Pela analise da literatura na area ortopédica, observa-se que as taxas de sucesso,
entendido pela correta incorporacdo dos enxertos homdlogos, varia entre 60 e 90%, quando
avaliados de maneira clinica e radiografica®™®. Ja na 4rea odontolégica, onde o termo
sucesso vai muito além da mera incorporacdo do enxerto, envolvendo a capacidade do
enxerto osseointegrar implantes e, adicionalmente, suportar cargas mastigatorias ao longo
dos anos, estudos citando taxas de sucesso sdo ainda insuficientes, assim como dados
relacionando, quantitativa ou qualitativamente, a capacidade de implantes de titanio
osseointegrarem em regides enxertadas com 0sso homdlogo. Um dos poucos estudos
longitudinais sobre o tema é o de Carinci e colaboradores, de 2010, onde foi relatado um

sucesso acumulado de 41% para implantes instalados em area previamente enxertadas com

biomaterial homélogo, quatro anos ap6s a instalacdo desses implantes?”.

2.4 ASPECTOS LEGAIS DA UTILIZAGAO DE ENXERTOS OSSEOS HOMOLOGOS
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Além dos aspectos bioldgicos que envolvem a utilizagdo do enxerto Gsseo
homdlogo em Odontologia (que serdo abordados na sequéncia do capitulo), é importante
também o conhecimento da legislacdo envolvida na obtencédo e aplicacdo destes enxertos.
Uma sintese do que foi apresentado na forma de Leis, Decretos, Portarias e Resolucdes
publicados pelo Ministério da Salde e pela ANVISA — Agéncia de Vigilancia Sanitaria e
que regulamentam o funcionamento dos bancos de tecido musculoesqueléticos brasileiros,
é apresentada na sequéncia, de tal modo que o cirurgido-dentista que opte por utilizar este
tipo de biomaterial tenha maior respaldo legal em relacéo a sua prética.

O tramite teve inicio com a Lei federal nimero 9434, de 04 de fevereiro de 1997,
que disp0s sobre a “remogdo de 6rgdos, tecidos e partes do corpo humano (de cadaveres ou
doadores vivos) para fins de transplante e tratamento, além de dar outras providéncias

. 14
legais sobre o tema”

. A referida Lei foi alterada pela Lei nimero 10211, de 23 de margo
de 2001, no que diz respeito a expressdao de vontade pela doacdo de érgdos e tecidos,
estabelecendo que a doagdo somente podera ser feita na “dependéncia da autoriza¢do do
cbnjuge ou parente, maior de idade, obedecida a linha sucessoria, reta ou colateral, até o
segundo grau inclusive, firmado em documento subscrito por duas testemunhas presentes a

. ~ 1
verificacao da morte” >,

Tais Leis'**®

estabeleceram também que transplantes ou enxertos s serdo feitos
com o consentimento expresso do paciente receptor, apés devido aconselhamento sobre as
caracteristicas e os riscos envolvidos no procedimento. Nos casos em que o receptor for
juridicamente incapaz ou que ndo esteja apto a manifestar sua vontade, 0 consentimento
podera ser feito por um de seus pais ou responsaveis legais. E estabelecido também que fica

proibida a veiculacdo, através de qualquer meio de comunicacdo, de publicidade dos

estabelecimentos autorizados a realizar transplantes e enxertos.
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De acordo com a Legislagdo, é também obrigatdrio, para todos os estabelecimentos
de saude, comunicar as centrais de notificagdo, captacdo e distribuicdo de 6rgdos da
unidade federada onde ocorrer, o diagnostico de morte encefalica feito em pacientes por
eles atendidos™**. Além disso, “remover tecidos, 6rgdos ou partes do corpo de pessoa ou
cadaver, em desacordo com as disposicGes destas Leis configura crime, com pena de
reclusdo, de dois a seis anos, e multa, de 100 a 360 dias-multa, se o crime é cometido
mediante pagamento ou promessa de recompensa ou por outro motivo torpe; ou ainda com
pena de reclusdo por até 10 anos, se 0 crime é praticado em pessoa Vviva, e resulta para o
ofendido incapacidade para as ocupagdes habituais por mais de trinta dias, perigo de vida,
debilidade permanente de membro, sentido ou fungéo, aceleragdo de parto, incapacidade
para o trabalho, enfermidade incurdvel, perda ou inutilizacdo de membro, sentido ou
funcéo, deformidade permanente ou aborto, e finalmente com pena de reclusdo de até 14
anos se o crime ¢ praticado em pessoa viva e resulta morte™ 2,

Para o cirurgido-dentista é fator relevante e que pode ser considerado como crime,
com pena de reclusdo que pode chegar a 20 anos, o “ato de comprar ou vender tecidos,
6rgdos ou partes do corpo humano ou promover, intermediar, facilitar ou auferir qualquer
vantagem com a transagao e ainda realizar transplante ou enxerto utilizando tecidos, 6rgéos
ou partes do corpo humano de que se tem ciéncia terem sido obtidos em desacordo com 0s
dispositivos legais”, ou ainda “recolher, transportar, guardar ou distribuir partes do corpo
humano de que se tem ciéncia terem sido obtidas em desacordo com os dispositivos

»1415  Com isso em vista, tem-se o porque é essencial ao cirurgido dentista

legais
conhecimentos sobre a legalidade dos bancos de tecidos dos quais 0 mesmo solicita

biomaterial.
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No intuito de se preservar a dignidade do doador e para ndo causar
constrangimentos a sua familia, também ¢é considerado crime passivel de detencdo, “deixar
de recompor o cadaver, devolvendo-lhe aspecto condigno, para sepultamento ou deixar de
entregar ou retardar sua entrega aos familiares ou interessados™*™°. Nesses casos, cabe &
equipe medica que faz a captacdo dos 6rgdos e tecidos realizar tal reconstrucéo.

Em relagdo especificamente a doagdo de tecidos musculoesqueléticos, a Portaria
GM/MS namero 1686, de 20 de setembro de 2002, acrescida pela RDC/ANVISA
(Resolucdo da diretoria colegiada / Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) n® 220, de
27/12/2006, aprova as normas para autorizacdo de funcionamento e cadastramento de
bancos de tecidos musculoesqueléticos (BTME)™ 1%, Nesta Portaria, frente & necessidade
de regulamentar a “captagdo, protecdo ao doador e ao receptor, coleta, processamento,
estocagem, distribuicdo e transplante de tecidos musculoesqueléticos e na tentativa de
coibir que tais préaticas sejam realizadas, em todo o territorio nacional, seja por pessoas
fisicas ou juridicas, em carater eventual ou permanente, por servicos que estejam em
desacordo com o ordenamento estabelecido” foram estabelecidas as normas para
autorizacdo de funcionamento e cadastramento de BTME®.

Pela Portaria, entende-se por BTME “o servico que, com instalagdes fisicas,
equipamentos, recursos humanos e tecnicas adequadas, seja destinado a captacdo, triagem
clinica, laboratorial e sorologica, coleta, identificacdo, processamento, estocagem e
distribuicédo de tecido musculoesquelético de procedéncia humana para fins terapéuticos ou
de pesquisa™®. Tais bancos podem funcionar, independentemente do fato de serem
privados ou vinculados ao SUS, com licenca de funcionamento emitida pela ANVISA,
além da autorizacdo dada pelo Sistema Nacional de Transplantes, em conformidade com as

normas internacionais que regem a utilizagdo desse tipo de tecido. Para que seja autorizado
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a funcionar, aléem do cumprimento das normas aprovadas nas leis, o BTME deve
comprovar que estara aberto e em funcionamento para atendimento das demandas nas 24
horas do dia, todos os dias, e assegurar o controle e garantia de qualidade dos
procedimentos, equipamentos, reagentes e correlatos™.

A garantia da qualidade dos tecidos musculoesqueléticos distribuidos é de
responsabilidade do BTME, e a responsabilidade médica e técnica final de sua utilizagdo é
do cirurgido transplantador. O Banco de Tecidos pode fornecer tecidos por ele processados
para realizagdo de transplantes, “tanto em carater privado como pelo SUS, somente a
servigos que estejam devidamente autorizados pelo Sistema Nacional de Transplantes a
realizar seu implante™®. No caso dos cirurgides dentistas, estaréo autorizados a utilizar esse
biomaterial os especialistas em periodontia, cirurgia buco-maxilo-facial ou Implantodontia
que solicitarem seu cadastro junto a Central Nacional de Captacio e Doagdo de Orgdos
(CNCDOQ). O cadastro pode ser feito pelo envio on-line da documentacéo, que envolve a
copia da inscricdo no conselho da categoria (CRO) e coOpia do titulo de especialista
devidamente registrado, sem qualquer custo adicional™.

Na legislacdo ficou estabelecido que é responsabilidade do BTME avaliar clinica,
laboratorialmente e radiograficamente todos os tecidos musculoesqueléticos, “...a fim de
identificar possiveis contraindicagcdes a seu emprego e garantir, por meio de protocolos, a
padronizacdo relativa aos processos e ao controle da qualidade dos tecidos
musculoesqueléticos humanos que estejam sob sua responsabilidade, mantendo registros
dos processos de controle e garantia de qualidade dos procedimentos, equipamentos,
reagentes e correlatos, além de disponibilizar para a equipe responsavel pelo transplante,
todas as informacdes necessarias a respeito do tecido a ser utilizado, bem como sobre seu

doador, mantendo em sigilo a sua identidade™™®.
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De acordo com a legislacdo, 0 BTME devera ainda manter arquivo proprio com
todos os dados de identificacdo e técnicos sobre os receptores e tecidos - captados,
processados, armazenados e distribuidos - por no minimo 25 anos, e enviar relatorios
mensais a CNCDO sobre as atividades de captacdo e distribuicdo de tecidos do BTME,
garantindo assim sua rastreabilidade. O BTME deve assegurar “..a formacgdo e
aperfeicoamento de recursos humanos responsaveis por todas as etapas envolvidas no
processo - captacdo, triagem clinica, laboratorial e soroldgica, coleta, identificacdo,
processamento, armazenamento e distribuicdo dos tecidos musculoesqueléticos,
estabelecendo programas de ensino, pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico nas areas de
interesse de banco de tecidos e transplante de tecidos musculoesqueléticos™®.

Dessa forma, até novembro de 2009, alguns bancos de tecido brasileiros forneciam
cursos de capacitacdo para profissionais interessados na utilizacdo desse material, mas que
ndo poderiam ser cadastrados como autorizados a utiliza-lo, devido a falta do titulo de
especialista. Feito esse curso, o cirurgido dentista ficava autorizado a solicitar tecidos
apenas no banco que lhe ministrou o curso. Tao logo o cirurgido obtivesse o titulo de
especialista, 0 mesmo poderia alterar seu cadastro junto a CNCDO, e passaria a utilizar
qualquer um dos bancos disponiveis. Essa situa¢do foi modificada em 04/11/2009, quando
a Coordenacdo Geral do Sistema Nacional de Transplantes optou por suspender a
possibilidade de se obter autorizacdo para utilizacdo do material sem o titulo de
especialista. Atualmente, o cirurgido dentista além de ser portador do titulo de especialista,
deve fazer o cadastramento junto a CNCDO de seu estado, para ser habilitado a utilizar
biomaterial homdlogo, sem que isso interfira na realizacdo de cursos que informem o0s

profissionais que desejam usar esse recurso em sua pratica clinica.
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Atualmente no Brasil existem seis BTME com autorizac¢do de funcionamento, que
podem ser procurados pelos cirurgides dentistas como fontes de material homdélogo para
enxertia. Quatro deles estdo localizados na regido sudeste do pais, trés no estado de S&o
Paulo (Unioss Marilia, Hospital das Clinicas das USP — S8o Paulo e Faculdade de Medicina
da Santa Casa de Sdo Paulo) e um no estado do Rio de Janeiro (Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia — INTO). Os outros dois bancos autorizados estdo localizados
na regido Sul do pais, um na cidade de Passo Fundo (RS), vinculado ao hospital Séo
Vicente de Paulo e o outro na cidade de Curitiba (PR), vinculado ao Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Parana.

2.5 ASPECTOS BIOLOGICOS DA UTILIZACAO DE ENXERTOS OSSEOS HOMOLOGOS
CONGELADOS E EM BLOCO

Seguindo a implantacdo de um enxerto 6sseo homoélogo congelado e em bloco,
diversos processos ocorrem causando integracdo e remodelacdo parcial do mesmo.
Inicialmente ocorre uma reacdo inflamatdria, a partir da qual as regides ndo vitais do tecido
implantado comegcam a ser reabsorvidas, criando espagos que permitam sua invasao por
vasos sanguineos, e a chegada das células responsaveis pelo metabolismo @sseo
(osteoclastos e osteoblastos), responsaveis pela remodelacdo parcial da regido, que vai
ocorrer gradativamente. Os osteoclastos irdo degradar a matriz 6ssea homoéloga enxertada,
enguanto que os osteoblastos irdo secretar 0sso novo, sempre de uma maneira progressiva;
para descrever este fenomeno foi criado o termo “creeping substitution”. Até hoje a
literatura é confusa em estabelecer o periodo de tempo necessario e a quantidade exata do
enxerto 6sseo homologo que pode sofrer remodelacdo. Isto ocorre devido a existéncia de

variaveis, tais como: o tipo do enxerto utilizado (cortical ou medular), a vascularizacdo do
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leito receptor e a quantidade de material ndo vital a ser remodelado; alguns autores relatam
que essa remodelacdo completa pode até mesmo nédo ocorrer durante o periodo de vida do
receptor, t4o lento parece ser o processo de remodelacéo deste material® 2.

Existem diversas configuraces de o0sso homdlogo disponiveis atualmente,
incluindo osso particulado, pastilhas de cortical 6ssea, cubos de 0sso esponjoso e cubos
mistos (com 0SS0 compacto e esponjoso), sendo que muitas dessas configuracbes nao
poderiam nem ao menos ser consideradas se trabalhdssemos com osso obtido de origem
autologa, principalmente devido ao comprometimento estrutural que a retirada de tamanhas
quantidades de tecido 6sseo causaria ao sitio doador. Além disso, 0 0sso homdlogo pode
ser trabalhado de maneira muito especifica, criando blocos esculpidos de forma
personalizada, suprindo a necessidade exata de cada paciente.

Ja que, em teoria, ndo existem células dsseas viaveis no 0sso homélogo processado,
0 mesmo nao possui caracteristicas osteogénicas. O processamento deste tecido, conforme
proposto pela AATB, inclui o debridamento fisico para remocdo do tecido mole e reducéo
da carga celular, lavagem ultrassdnica para remover o restante das células e sangue,
lavagem e centrifugacdo a baixas temperaturas (-80 °C) para desnaturar as proteinas
celulares e causar a inativacdo de qualquer virus que possa existir, lavagem com
antibioticos (no caso especifico do tecido processado para aplicacdo odontologica, a
legislagdo preconiza o sulfato de gentamicina) com efeito bactericida, corte do tecido 6sseo
na geometria especifica, e esterilizacdo, feita por irradiacdo gama ou exposicao ao oxido de
etileno (etapa optativa), previamente ao congelamento e liberacdo do lote de tecido para
distribuicdo™®. Esse processamento faz com que a capacidade osseoindutora deste tipo de

enxerto seja, de acordo com o que esta estabelecido na literatura, inexistente™.
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Para que possamos fazer uma racionalizacdo com o que foi estudado do enxerto
6sseo homologo até o momento, didaticamente separaremos os aspectos biologicos de sua
utilizacdo em trés sub-tdpicos — aspectos histoldgicos, aspectos radiograficos e aspectos

imunolégicos.

2.5.1 Aspectos histolégicos da utilizacdo de enxertos 6sseos homélogos congelados e em
bloco.

O primeiro aspecto que deve ser considerado em relacdo a incorporacdo e
remodelacdo do enxerto 6sseo homdélogo diz respeito a arquitetura do biomaterial que foi
utilizado. Isso porque diferentes padrGes de remodelacdo 6ssea (muitas vezes tratada sob os
termos reabsorcdo e neoformacdo Gssea) estdo diretamente relacionados a proporcao entre
0sso cortical e medular presentes no enxerto utilizado. Por exemplo, quanto maior a porgéo
de 0sso esponjoso do enxerto, tanto maior a reabsorcdo que esse devera sofrer’. Dessa
forma, neste capitulo discorreremos sobre enxertos homologos predominantemente
corticais ou cortico-medulares de forma separada.

Como j& abordado anteriormente, é bem estabelecido na literatura que o
processamento do 0sso homologo interfere negativamente nas propriedades biologicas e
biomecanicas do biomaterial, 0 que ja levaria a caracteristicas histoldgicas diferentes
daquelas vistas para o enxerto com biomaterial autélogo® . Em nossos resultados,
previamente publicados, utilizando enxertos 0sseos homologos, em sua forma de
apresentacdo predominantemente cortical, a avaliagdo macro e microscépica 7 meses pos
enxertia demonstrou a biocompatibilidade do material, sem a ocorréncia de reagédo
inflamatoria severa seguida de sua implantacdo™®._ENREF 48 A analise destas bidpsias

demonstrou ainda a presenca de grande quantidade de biomaterial ainda ndo remodelado
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(ndo vital). No mesmo estudo, a analise histolégica dos enxertos 0sseos autdgenos
demonstrou extensas areas de osso remodelado (vital). Confrontando nossos achados
histoldgicos™*® com a literatura ha alguns estudos que afirmam que 0s enxertos 6sseos
homdlogos podem possuir propriedades osteoindutoras, com a preservacdo de proteinas
morfogenéticas 0sseas (apesar dos protocolos para o processamento do biomaterial), as
quais induzem a neoformacéo 6ssea nas regides enxertadas®® ®” 1%, Tajs estudos relatam
como resultados, extensas areas de 0sso novo e viavel incorporado a area enxertada. Ao
contréario dos nossos resultados™'®, estes estudos sugerem que o enxerto 6sseo homélogo
enxertado seria totalmente remodelado cerca de seis meses apds a enxertia, sem a existéncia
de material ndo vital remanescente®’. Contrariando essa afirmacdo, e indo também ao
encontro com 0s nossos resultados com enxerto 6sseo homologo, existem outros estudos
que demonstram neovascularizagdo comprometida, pequena quantidade de 0sso
neoformado e nimero reduzido de células viaveis presentes nas bidpsias realizadas*®’.
Todos estes trabalhos concluiram que em todas as circunstancias, enxertos 0sseos
homologos séo histologicamente e biologicamente inferiores aos enxertos 6sseos autlogos,
principalmente ao se considerar os primeiros 12 meses ap0s a enxertia - 0 que é consistente
com 0s nossos resultados publicados™®.

Em comparacdo ao enxerto 6sseo autologo, um estudo mais recente relaciona o
retardo na remodelacdo dos enxertos 6sseos homoélogos ao fato desse biomaterial levar a
producdo de niveis reduzidos de mediadores importantes ao processo de neoformagéo/
reabsorcao ssea, tal como o fator de crescimento endotelial-vascular (VEGF)®.

A remodelagdo mais lenta dos enxertos 6sseos homdlogos, evidenciada em nossos
estudos pela diminuta ou nenhuma presenca de osteoclastos e osteoblastos ativos, pode

indicar implicacdes diretas sobre a sua utilizagdo clinica'®. Na area da cirurgia ortopédica,
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a remodelacdo limitada desse tipo de enxerto estd diretamente associada com taxas de
insucesso variando entre 25% e 35% dentro de 3 anos, devido a fratura, ndo incorporacao e
infecgcdo do enxerto 6sseo homologo. As fraturas nesta fase seriam o resultado do acimulo
de microfissuras ndo reparadas, visto que estdo presentes em 0sso ainda ndo vital, sem
suprimento vascular, e, portanto sem atividade celular®.

Nossos resultados com enxerto 6sseo homologo cortical deixaram nitido que seu
desempenho biolégico fica muito aquém do resultado obtido com o biomaterial autélogo™*®.
Isso deixa claro que o biomaterial homologo age apenas como um osteocondutor, sem as
propriedades osteogénicas e osteoindutoras presentes quando da utilizagdo do 0sso
autologo. Os efeitos desses eventos sobre os resultados clinicos obtidos em longo prazo, e a
taxa de sucesso dos implantes e proteses implanto-suportadas instaladas nessas areas
permanecem obscuros.

Na sequéncia, e frente a necessidade de maiores esclarecimentos sobre o tema,
nosso grupo de pesquisa passou a trabalhar com enxertos ésseos homologos cortico-
medulares. A avaliacdo histologica desse biomaterial, seis meses ap6s a realizacdo do
enxerto, também evidenciou a presenca de remanescente 0sseo ndo vital, porém
aparentemente em quantidade inferior ao que fora visto para o biomaterial homdlogo
cortical''’.

A grande diferenca foi percebida no aspecto macroscopico das bidpsias obtidas,
pois ao contrario do que ocorria para o material cortical, onde era possivel a diferenciacéo
do remanescente ¢sseo do leito receptor, nos casos onde foi empregado o material cortico-
medular essa interface era mais homogénea, sem linhas de separacao entre o leito receptor e
a parte ainda nédo vital do enxerto. Ainda assim, as caracteristicas histologicas do material

homologo estavam aquem do resultado obtido com a utilizacdo do biomaterial aut6logo,
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visto que o Ultimo apresentava um estagio de remodelacdo dssea mais avancado, seis meses
ap6s a enxertia™’.

E importante salientar que o atraso na remodelagio dos enxertos dsseo homdlogos
pode ter implicagéo direta na qualidade da osseointegracéo dos implantes instalados nessas
areas. Tendo isso em mente, em um outro estudo, mini-implantes foram instalados em areas
previamente enxertadas com o0sso homdélogo coértico-medular e em &reas previamente
enxertadas com 0sso autélogo cortical. Os mini implantes foram trefinados 6 meses apds
suas instalacdes (e doze meses apos a enxertia). Os resultados ndo demonstraram diferencas
significativas comparando o enxerto homdélogo e autélogo no que se refere a: 1) contato
osso-implante e 2) area 6ssea neoformada entre as espiras do implante™”.

No entanto, levando em consideracdo as informacfes pré-existentes na literatura e
confirmada em nossos resultados sobre a remodelacio atrasada dos enxertos homélogos "

8em comparacdo ao enxertos autlogos’™ %

, € 0 que é esperado em termos de
sobrevivéncia de implantes em &reas enxertadas'®, fica claro que estudos como o de
Carinci e colaboradores®, tem fundamentacdo biolégica ao relacionar baixa taxa de

sucesso a longo prazo de implantes instalados em areas previamente enxertadas com 0sso

homologo.

2.5.2 Aspectos radiograficos da utilizacao de enxertos 6sseos homologos congelados e em
bloco.

Estudos prévios acessaram o resultado de enxertos 6sseos autdlogos utilizando
tomografia computadorizada de feixe-conico (TCFC), embora avaliagdes comparativas em
relacdo ao 0sso homélogo sdo mais recentes.® 94 1%6-197. 115 com hase em uma metodologia

desenvolvida especialmente para permitir a comparacdo tomografica volumétrica entre



35

enxertos 6sseos autdlogos e homologos, obtivemos resultados em relacéo as variagdes bi e
tridimensionais que ocorrem com 0s blocos destes enxertos nos primeiros seis meses apos
os procedimentos de enxertia''®. Estes resultados demonstraram que tanto o biomaterial
homdlogo (cortico-medular) quanto o autdlogo (cortical) foram capazes de promover
aumento 0sseo significativo, e passivel de viabilizar a instalagdo de implantes em rebordos
0sseos com espessura limitada. Apesar disso, 0 biomaterial homologo demonstrou taxas de
reabsorcao cerca de 3,5 vezes maiores do que o autélogo, seis meses apds 0s procedimentos
de enxertia.

Os blocos 6sseos homologos enxertados nos pacientes eram mais volumosos do que
os blocos autdlogos. Isto ocorreu devido a maior disponibilidade em volume do 0sso
homologo. Entretanto, mesmo com maior volume inicial, o enxerto 6sseo homdlogo
apresentou maior taxa de reabsorcdo, proxima de 10%, em média, ao longo dos seis
primeiros meses pos-enxertia, fato este ndo observado para o enxerto 6sseo autélogo. Essa
informacdo é relevante e deve ser considerada no planejamento reverso de cada caso
clinico.

Um parametro que foi considerado como o possivel causador dessa maior taxa de
reabsorcéo observada para o material homologo foi a arquitetura do enxerto utilizado. O
fato de utilizarmos, para o estudo do qual citamos os resultados, enxerto homologo cortico-
medular, em compara¢do ao enxerto 0sseo autdlogo com maior conteddo cortical, pode ter
interferido em nossos resultados, embora o material homologo tenha sido trabalhado
(compactado) de forma a minimizar o seu contetdo de tecido mole (medula déssea). Estudos
prévios ja demonstraram a interferéncia da arquitetura do enxerto 6sseo na dinamica de sua
remodelacdo®. Outro fator que pode ter interferido para que houvesse essa maior perda

volumétrica no enxerto 6sseo homologo seria a dificuldade de vascularizagcdo que esse
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biomaterial apresenta, levando a um menor crescimento 6sseo em direcdo a area enxertada,
e a um menor nimero de células envolvidas no processo de remodelag&o*®°.

Em relacdo ao método tomogréafico, é importante frisar que atencdo especial foi
dada a sua padronizacgdo, garantindo a reprodutibilidade e o poder estatistico de nossos
resultados. Embora a tomografia computadorizada venha sendo utilizada exaustivamente
para estudo de volume dsseo, até entdo isso foi feito de maneira pouco padronizada,
geralmente com medidas lineares, o que prejudica o peso cientifico dos achados desses
EStUdOSS' 30, 44, 94, 129-131.

Estes achados devem ser levados em consideracdo no momento da definicdo do

plano de tratamento dos pacientes, ja que a reabsorcao parcial do enxerto pode ser antevista

e compensada com a utilizacdo de blocos de enxerto 6sseo homdlogo mais volumosos.

2.5.3 Aspectos imunoldgicos da utilizacdo de enxertos 6sseos homologos congelados.
Frequentemente o 0sso homologo é tratado como um material receptor universal, ja
que o potencial imunoldgico do tecido processado é reduzido através dos processos de
remocao celular e congelamento. Apesar da realizagcdo do processamento do enxerto 0Sseo
homogeno, células osteogénicas sobrevivem ao processamento (congelamento), o que se
apresenta como um fator de preocupacdo®” '**. Estudos em animais da mesma espécie
demonstraram que em alguns casos o transplante de tecido 0sseo pode deflagrar resposta
imunoldgica, embora sua relevancia clinica seja desconhecida® ** *® 2 Com isso em
mente, e sabendo que a unido do enxerto ao leito receptor, e suas caracteristicas funcionais,

irdo depender da histocompatibilidade entre doador/receptor, alguns estudos verificaram
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que, em animais, a administracdo de agentes imunossupressores pode melhorar o
desempenho dos enxertos homdélogos, em detrimento dos danos sistémicos causados ao
animal pela medicacéo utilizada'?.

Poucos trabalhos tem sido realizados para discutir a importancia do fator
imunolégico na incorporacdo dos enxertos 6sseos homdlogos, sendo que os achados a esse
respeito continuam inconclusivos. Nossa experiéncia sobre 0 assunto estd pautada pela
avaliacdo sanguinea e soroldgica de pacientes submetidos a enxertos 6sseos homologos e
autélogos em bloco™®.

A anélise sanguinea permite a deteccdo de diversas alteracdes fisioldgicas, desde
que realizada de forma padronizada e com bons padrdes de comparacéo®. Especial atencéo
deve ser dada ao linfograma dos pacientes, ja que os linfocitos, por atuarem diretamente no
sistema imune, podem evidenciar algum tipo de reacdo contra o material enxertado®™.
Baseado nas anélises de hemogramas, nossos resultados demonstraram, de maneira geral,
ao longo de seis meses pds enxertia, similaridade nas populac@es de células sanguineas de
pacientes tratados com biomaterial homélogo e autélogo™®. Embora na literatura a relagdo
entre a resposta imune e a homeostasia das populacdes de células sanguineas seja assunto

bem estabelecido®”

, a interferéncia de enxertos 0sseos sobre essa homeostasia ainda ndo
havia sido testada. Nossos resultados demonstraram que enxertos 0sseos em bloco
aposicionados na regido maxilo-facial, sejam autélogos ou homologos, ndo elevam as
populacbes das diferentes células que compdem o0 sangue humano a niveis acima dos
padrdes de referéncia.

Além disso, os niveis normais de linfocitos e auséncia de linfocitos atipicos

configuram um bom indicativo de que processos inflamatorios agudos sistémicos nao

ocorreram devido aos procedimentos de enxertia, embora estudos mais especificos sobre o
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tema, embasados na detec¢do de interleucinas especificas, ou de forma local (diretamente
no enxerto), ainda sdo necessarios*.

Em um estudo seguinte, o soro dos paciente tratados com enxertos 0sseos
homélogos e autélogos foi avaliado em relacdo a alguns marcadores imunolégicos™’. A
resposta imune frente a um enxerto 6sseo pode ser desencadeada por diversos dos
componentes do enxerto, tais como o coldgeno, gordura, ou proteinas da matriz dssea,
sendo correlacionados com o complexo de antigenos leucocitarios humanos (HLA)*%. O
complexo HLA € subdividido em antigenos de classe I e Il, e ambos séo capazes de ativar
celulas T. Antigenos de classe I incluem o HLA-A, HLA-B e HLA-C, e s&o encontrados na
maioria das células nucleadas®. Antigenos de classe 11 sdo representados pelo HLA-D e sdo
expressos em células B, células do sistema reticulo-endotelial, células T ativadas e células
da linhagem de macrdfagos / mieldide. Osteoblastos humanos também expressam antigenos

classe 11***

. Mesmo a atividade anormal dessas populac6es celulares pode estar associada a
alteracOes dos niveis séricos de alguns marcadores sorol6gicos sistémicos, como citocinas e
interleucinas.

Nossa experiéncia com enxertos homologos e autdlogos inclui uma avaliacdo
quantitativa de interleucinas 10 (IL-10) e¢ 1B (IL-1B) e dos marcadores inflamatorios
intérferon y (IFN-y) e fator de necrose tumoral o (TNF-a), em pacientes submetidos a
procedimentos de enxertia. Os resultados mostraram que todos o0s pacientes tratados
apresentaram boa saude sistémica ap0s os procedimentos de enxerto 4sseo, sem quaisquer
sinais de contaminagdo ou sinais de incompatibilidade imunoldgica, indicado pela
normalidade nos niveis sistémicos dos marcadores avaliados™’. Apesar disso, variacdes

significativas foram encontradas em relacdo a IL-1B, IFN-y, TNF-a, ao longo dos seis

primeiros meses pos-enxertia no soro dos pacientes tratados com biomaterial homélogo,
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fato ndo encontrado em pacientes tratados com enxertos autdlogos e submetidos aos
mesmos exames.

As interleucinas e os marcadores inflamatdrios selecionados podem estar direta e
indiretamente envolvidos na ativacdo de células de reabsorcdo 6ssea (osteoclastos), e esta
informac&o pode ser correlacionada diretamente ao destino de enxertos 6sseos homologos.
O pool de interleucinas e marcadores inflamatorios investigados foi selecionado com base
na reacdo que pode ser iniciada pelo organismo receptor de um enxerto, chamado de
“resposta aloimune”, mediada por uma variedade de células e citocinas®. As células T
podem desempenhar um papel vital na rejeicdo aguda e crbnica dos enxertos 0sseos
homélogos®. As células T secretam vérias citocinas que influenciam diretamente a
fisiologia do tecido 6sseo, e se diferenciam em células inflamatdrias T CD4 (Th1) e células
auxiliares T CD4 (Th2). Dentre os marcadores que foram avaliados nos pacientes tratados
com enxerto 6sseo homélogo, as células Thi secretam TNF-a, e IFN-y°".

As células Th2 desempenham um papel importante na rejeicéo de enxertos 6sseos’.
Estas células secretam IL-10, que esta envolvida na ativacdo e na maturacdo completa de
células T CD8 +, células plasmaticas e macrofagos®. Células T CD8 séo
predominantemente citotoxicas e desempenham um papel importante na rejeicdo de
enxertos, ja que reconhecem antigenos em associagdo com moléculas MHC classe I, e
também mediam a citotoxicidade atraves da secrecdo de IFN-y, com a capacidade para
induzir a apoptose em suas células-alvo® *2. Seguindo essa sequéncia de eventos, é
plausivel que niveis sistémicos alterados das interleucinas e marcadores inflamatorios
avaliados estariam relacionados a uma reagdo imunoldgica contra 0s enxertos nos pacientes

incluidos.
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Os macrofagos também seriam uma populacdo de células importantes que poderiam
estar envolvidas nesta reacdo adversa, infiltrando-se nos enxertos 6sseos homologos e
levando a um efeito adverso, uma vez que eles promovem osteoclastogénese e inibem a
atividade osteoblastica®. Variacdes nos niveis séricos de IL-1f ¢ TNF-a poderiam provocar
este efeito. Esses marcadores, se em niveis excessivos, podem promover osteoclastogénese

por uma acéo direta sobre as células precursoras de osteoclastos’®.

3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar, em humanos, a incorporagdo dos enxertos
0sseos homologos cortical e cortico medular, obtidos de bancos de tecidos,
comparativamente ao 0sso autdlogo, por meio de analise tomografica, histolégica e

histomorfométrica.



4 MATERIAL E METODO

4.1 AMOSTRA

41
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Foram utilizados 45 pacientes, edéntulos parciais ou totais, de ambos 0s sexos e
idade variando entre 0os 22 e 65 anos, atendidos nos Cursos de Especializacdo em
Implantodontia, da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP), que
buscaram reabilitagdo oral por meio de implantes osseointegraveis, porém apresentavam
defeitos 6sseos maxilo-faciais diagnosticados através do exame clinico e radiogréfico, que
impossibilitaram a instalagcdo imediata desses implantes, necessitando, portanto, de enxertia
Ossea. Os pacientes foram divididos em 3 grupos, de acordo com o tipo de enxerto: Grupo
AT (enxerto de tecido 6sseo autdlogo); Grupo AL CM (enxerto de tecido 6sseo homologo
cortico medular); Grupo AL C (enxerto de tecido sseo homélogo cortical), todos com 15

pacientes.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de Araraquara — UNESP (CEP-FO/CA) e pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa do Ministério da Saude (CONEP-MS) sob o nimero de protocolo 36/08. Os
pacientes deveriam confirmar sua aceitacdo em participar do estudo, mediante assinatura de
um termo de consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelo CEP-FO/CAr

(Anexo 01).

O critério de incluséo de pacientes utilizado na pesquisa foi quanto a necessidade de
realizacéo de enxerto 0sseo previamente a realizacdo dos implantes osseointegraveis, aliado
ao bom estado de saude geral do paciente. Os critérios de exclusdo foram a presenca de
doencas sistémicas que reconhecidamente atrapalham a incorporacdo de enxertos, diabetes,
fumo, etilismo, uso de drogas e ainda a presenca de sinais clinicos ou tomograficos que
indiqguem a presenca de lesdes dento-maxilares que impossibilitem a realizacdo da cirurgia

de enxertos.
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Os enxertos de osso homologo foram obtidos junto ao banco de tecidos musculo-
esqueléticos da UniOss (Marilia-SP, Brasil). Todos os pacientes foram acompanhados
desde 0 momento da enxertia até a instalacdo das proteses sobre implante instaladas sobre

esses enxertos.

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Para realizacdo dos enxertos 6sseos, ap0s a antissepsia extra e intra-bucal do campo
operatorio, foi realizado o bloqueio anestésico (Articaine 200- Articaina HCI 4% +
epinefrina 1:200.000 DFL) da regido correspondente a inervacdo da area a ser enxertada, e
nos casos de enxertia autéloga, também da area doadora, no caso a linha obliqua externa

mandibular.

Em todos os casos foram realizadas incisdes verticais distantes a0 menos o
equivalente a 1 dente da area a ser enxertada e na altura da crista 6ssea. Um retalho de
espessura total foi deslocado para exposicdo de todo defeito ésseo, o qual foi debridado
certificando-se que qualquer remanescente de periosteo no defeito fosse removido. Com
fresa tronco cénica numero 701(Kg Sorensen) foram confeccionadas ranhuras para romper
a cortical 6ssea no intuito de facilitar a revascularizacdo da area. Para os casos de enxerto
autologo a opcdo como area doadora foi a linha obliqua externa da mandibula, optando-se
pela remocdo do enxerto prioritariamente do lado correspondente ao defeito a ser
recuperado. A incisdo era sobre a linha obliqua externa, estendendo-se em sua parte mais
posterior no ter¢co médio inferior do ramo da mandibula e na parte anterior proxima a distal

de segundo molar. Em profundidade limitavam-se ao tecido gengival e muscular, sem
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promover contato da lamina com o tecido 6sseo, sendo o tecido muscular divulsionado até
a exposicdo do periosteo. Uma nova incisdo era feita sobre o peridsteo e apos seu
descolamento o tecido Gsseo era exposto, as osteotomias realizadas sobre irrigacdo
constante com fresas tronco conicas 701 posicionadas em pecas cirlrgicas anguladas (1:1)
em dois sentidos: verticais delimitando toda extensdo em altura e largura da estrutura a ser
removida e horizontais unindo as osteotomias verticais, para remocdo do fragmento dsseo.
Cinzéis angulados biselados foram posicionados no interior das osteotomias e com auxilio
do martelete realizada a fratura e deslocamento total da estrutura. Com uma pinga
hemostatica o fragmento era retirado do leito doador e depositado em uma cuba cirdrgica
contendo soro fisiolégico, o tecido mole reposicionado e a sutura realizada com pontos
interrompidos em fios ndo reabsorviveis (Seda 4-0, Ethicon, Sao José dos Campos, Brasil).
Obtido o tecido 6sseo a ser transplantado o fragmento entéo era esculpido e modelado em
funcdo do defeito, com fresas esféricas mini-cut e irrigacdo constante, promovendo uma

adaptacdo precisa em toda sua extensao e intimo contato com o leito dsseo receptor.

Nos grupos tratados com 0sso homologo, um bloco de tecido 6sseo cortico-medular
ou cortical (de acordo com o grupo), obtido do banco de tecidos UniOss (Marilia-SP,
Brasil) foi utilizado como biomaterial para realizacdo dos enxertos. Apos a remocao da
embalagem o bloco 6sseo era colocado por 5 minutos em uma cuba contendo solucgéo salina
estéril para rehidratacdo e retorno a temperatura ambiente. No grupo cortico-medular,
previamente a escultura, os blocos 6sseos eram compactados para comprimir a espessura do
trabeculado 0sseo com auxilio de alicates cirdrgicos biarticulados com a ponta ativa
achatada, com cautela para que o bloco ndo viesse a fraturar. Para modelar e adaptar os

blocos foram realizados 0s mesmos procedimentos descritos para o grupo autologo.
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A fixac8o dos enxertos também foram realizadas da mesma maneira para os trés
grupos. Com a estrutura 6ssea modelada e adaptada ao defeito 6sseo a fixacdo do bloco era
realizada. Com uma pinca porta-enxerto o bloco 6sseo era estabilizado no defeito e com
uma fresa cilindrica de 1,2mm de didmetro adaptada em peca cirdrgica angulada (1:1)
perfuracdes para alojar o parafuso de fixacdo eram realizadas no enxerto e no leito receptor,
sempre sob irrigagdo constante de solucdo salina, no sentido vestibulo-palatino quando
superior ou vestibulo-lingual quando inferior. Posteriormente uma segunda fresa de 1,6mm
de didmetro era utilizada como descrito anteriormente porém limitando sua utilizacdo
apenas ao enxerto, evitando a perfuracdo do leito 6sseo receptor. Parafusos de enxertos auto
perfurantes de comprimentos variados (escolhidos de acordo com a necessidade clinica)
com diametro de 1,6 mm foram utilizados para fixar o bloco ao leito receptor, inseridos de
maneira manual com uma chave porta parafuso com a ponta ativa em forma de cruzeta
(NEODENT Curitiba, Brasil). Apos a fixagdo averiguava-se a estabilidade da estrutura no
leito receptor, se houvesse suspeita de que a estabilidade apresentasse fragilidade, mais de
um parafuso de fixacéo era utilizado. Bordas irregulares que pudessem lacerar o retalho e
consequentemente expor o enxerto foram removidas com fresas esféricas e sob irrigacéo

constante.

Ap0s a fixacao dos blocos na estrutura dssea o retalho era reposicionado, e para que
ndo houvesse tensdo no tecido gengival quando as bordas fossem reaproximadas o
periésteo foi dividido. Pequenos detritos e fragmentos 0sseos provenientes da escultura e
modelacdo dos blocos foram adaptados nas margens do bloco e posteriormente uma

membrana reabsorvivel de coldgeno bovino (GenDerm- Baumer S.A.) era posicionada
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sobre os enxertos. A sutura foi realizada com pontos interrompidos em fios néo

reabsorviveis (Nylon 4-0, Ethicon, Sdo José dos Campos, Brasil).

Os pacientes receberam entdo orientacdes pos-operatorias, incluindo a prescricdo de
medicacdo sistémica constituida por antibiético (Amoxicilina 500 mg) administrados trés
vezes ao dia durante sete dias, antiinflamatério (Nimesulida 100 mg) administrados duas
vezes ao dia durante cinco dias, analgésico (Dipirona Sodica 500 mg) administrados seis
vezes ao dia durante cinco dias e enquanto apresentar sintomatologia dolorosa e medicacéo
topica constituida por aplicacdo de digluconato de clorexidina a 0,12% sobre a regido
operada trinta minutos apds a higienizacdo bucal durante sete dias, quatro vezes ao dia . A
sutura foi removida apds sete dias e a regido operada permaneceu sem influéncia de carga
direta provenientes de uso de préteses totais parciais ou fixas na regido reconstruida durante

toda a fase de regeneracgdo 6ssea.

4.3 INSTALACAO DE IMPLANTES E OBTENCAO DAS BIOPSIAS

Decorridos 8 meses para os grupos AT, AL CM e AL C foram solicitadas novas
tomografias e realizadas as cirurgias para remocao de bidpsias e instalacdo dos implantes

osseointegraveis .

No momento da reabertura desses sitios cirurgicos para a instalacdo dos implantes
osseointegraveis, ap0s o deslocamento de um retalho total foram realizadas biopsias,
através do uso de uma trefina de 2mm de didmetro externo, e profundidade de 8mm,
montada em contra-angulo redutor (20:1) sob irrigacdo abundante com solugdo salina

estéril. A biopsia foi coletada em uma regido que ndo prejudicasse o local escolhido para
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instalacdo dos implantes. (Figura 1) e no sentido vestibulo palatino/lingual, removendo em

uma mesma amostra tanto o enxerto quanto o leito remanescente.

FIGURA 1- Regido da bidpsia (seta) removida sem prejudicar o posicionamento do
implante.

Ap0s a retirada da bidpsia o parafuso de fixacdo do enxerto era removido e 0s
preparos dos sitios para a instalacdo dos implantes osseointegraveis confeccionados
conforme protocolo cirdrgico para instalacdo de implantes plataforma regular hexagono

externo (Neodent — Curitiba —PR) com profundidade de instalacdo adequada a cada caso.

4.4 PROCESSAMENTO DAS BIOPSIAS, AVALIAGAO HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

As biopsias obtidas foram identificadas e fixadas em formol de Lillie (Formol
tamponado a 10%)"® por aproximadamente 72 horas, para manutenc¢éo das estruturas.
As biopsias foram lavadas em &gua corrente, durante 24 horas, para remog¢do do

formol, e descalcificadas em solucdo de Morse (Citrato de Sodio a 20% + Acido Férmico a
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509%)>%°, trocada a cada 48 horas, por cerca de 80 dias, até ser constatada a descalcificagdo
das pecas, por meio de um teste com agulhas de fino calibre.

O excesso de acido foi neutralizado por imersdo em solucdo de Citrato de Sodio a
5% durante 3 dias, trocadas diariamente. Depois, foram lavadas em agua corrente durante
24 horas, desidratadas em banhos crescentes de alcool (70° 90° alcool absoluto),
diafanizadas em xilol durante 3 horas, e por fim incluidas em parafina.

Foram obtidos 150 cortes com 6 pum de espessura de cada peca, divididos em
laminas com 4 cortes cada, que foram coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina e do
Tricrdmico de Masson.

A avaliacdo histoldgica foi feita utilizando-se um microscépio 6ptico DIASTAR
(Leica Reichert & Jung products, Germany), com objetivas para aumento de 2.5 até / 100
vezes, e oculares com aumento de 10 vezes. As imagens representativas a avaliacdo foram
enviadas para um microcomputador, através de uma camera fotografica digital Leica
Microsystems DFC-300-FX (Leica Microsystems, Alemanha), com resolucdo de 1.3
megapixels, acoplada ao microscépio de luz comum, para sua posterior utilizacdo na
descricdo dos resultados obtidos. As quantidades relativas (%) de osso vidvel (VB), 0sso
necrotico (NCB), e tecido mole (ST), dentro dos 6 mm externos das biopsias, mensurados,
em area, utilizando-se o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). Quando as biopsias
eram maiores do que 6 mm, foi considerado apenas a regido mais externa (0s 6 mm mais
externos, de vestibular para lingual), de modo a assegurar a visualizacdo de
aproximadamente 70 - 80% de 0sso enxertado e 20 - 30% de o0sso residente, em ambos 0s
grupos. Na analise histologica descritiva foram avaliados o tipo e a qualidade dos tecidos

neoformados, aléem da reacdo tecidual ao enxerto e presenca de reacdo inflamatdria. As
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andlises das laminas foram realizadas por um examinador calibrado, experiente em analise

histoldgica e cego quanto aos grupos.

4.5 AVALIACAO TOMOGRAFICA

Para a avaliacdo tomografica, foram realizadas tomografias com tomoégrafo “cone-
beam”, da maxila ou da mandibula do paciente, evidenciando as regides aonde foram
realizados os enxertos 6sseos, sempre no mesmo aparelho.

O equipamento utilizado foi o tomdgrafo computadorizado do tipo cone-beam I-
CAT Classic (Hartfield, PA, USA), que faz a obtencdo das imagens em um raio de 360
graus na regido de interesse, com um tamanho minimo de voxel de 0,25 mm, em uma
escala de cinza de 14 bits. O tamanho de cada pixel foi de 0,125 mm, com espessura de
corte minima de 0,25 mm, aumentando a precisdo das medidas que foram feitas sobre estas
imagens 1.

Tais exames foram realizados em trés momentos diferentes para todos os pacientes:
antes da realizacdo dos enxertos (evidenciando a real necessidade do mesmo), 14 dias ap0s
a realizacdo do enxerto d6sseo (permitindo a avaliacdo pos-cirurgica do ganho de tecido
proporcionado pelo procedimento) e imediatamente antes da instalacdo dos implantes

(permitindo a avaliacdo da real quantia de tecido 6sseo neoformado e o planejamento para

instalacdo dos implantes), sendo que em todos os exames um guia tomografico foi
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utilizado. Estes guias foram feitos com resina acrilica, e possuiram marcacdes radiopacas
com 1 mm de didmetro nas posi¢des onde os blocos 6sseos foram enxertados, permitindo,
desta forma, que as medidas pudessem ser feitas na mesma posi¢do em cada uma das

imagens tomograficas feitas, garantindo a sua padronizacdo (Figura 2).

FIGURA 2- Guia tomogréfico, feito em resina acrilica , utilizado na pesquisa. Atentar para

as marcac0es circulares preenchidas com guta-percha.

A partir das tomografias informac6es sobre a altura e a espessura 6ssea na regido de
realizacdo dos enxertos foram obtidas com precisdo, e a correlacdo desses valores nos trés
momentos observados foi avaliada, bem como o percentual de ganho ou perda tecidual em

cada momento.

4.6 OBTENCAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados numéricos, sejam eles referentes a analise histomorfomeétrica,
ou as medidas realizadas sobre as tomografias, foram agrupados em tabelas e
encaminhados para avaliagdo estatistica, especifica para cada um dos dados avaliados, de

forma a permitir a avaliacdo intra e inter grupos, enquanto que todas as ldminas histologicas
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foram avaliadas, em aumentos variados, no intuito de fornecer um laudo histoldgico
descritivo com as informacOes representativas de cada um dos grupos da pesquisa,
destacando as caracteristicas morfoldgicas na regido enxertada.

Os dados foram descritos com médias e desvios-padrdo. Normalidade dos dados foi
confirmado com o teste Kolgomorov-Smirnov, e as compara¢bes foram realizadas
utilizando ANOVA seguido pelo teste de Tukey post-hos. A significancia estatistica foi
fixado em p <0,05). para desenhar os graficos e para a avaliacdo estatistica foi utilizado

Windows GraphPad Prism 5,0 (GraphPad Software Inc., EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Observacdes Clinicas

Em quatro dos pacientes tratados do grupo AL CM os enxertos foram perdidos
como resultado de complicacGes no trans-operatorio (um bloco por paciente). Nestes casos
os blocos foram encontrados soltos durante o procedimento para instalacdo dos implantes e
removidos. Além disso, um dos pacientes acima apresentou-se com um bloco de enxerto
exposto (outro bloco, que ndo o perdido) no trigésimo dia de controle po6s-operatério. O
paciente foi instruido a aplicar gel de clorexidina 1% na area exposta, duas vezes por dia,
durante 14 dias. Ap6s este periodo, 0 enxerto mostrou-se novamente coberto por tecido
gengival, com sinais clinicos de auséncia de inflamagdo. Em todos os outros casos, 0
rebordo alveolar foi devidamente aumentado permitindo a instalagdo de implantes. Todos

os implantes osseointegrados foram reabilitados proteticamente.

5.2 Analises Tomograficas
O poder estatistico do estudo, calculado com base na porcentagem de variacdo de

area (CBA), foi superior a 90%. A avaliacdo da reprodutibilidade das medicdes em
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duplicata ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas, com um r? de 0,85, 0,87 e
0,89, considerando as trés diferentes areas medidas (0sso do hospedeiro, bloco de 0sso
enxertado e &rea dssea total, respectivamente).

A érea 0ssea do hospedeiro (“host bone™) foi estatisticamente semelhante entre
0s grupos AT e AL C, e ambos os grupos diferiram do grupo AL CM (p<0.01). Em relacédo
a area 6ssea total aos 14 dias pds-operatérios (“14 days”, computada com base na soma
entre a area Ossea do hospedeiro e o bloco dsseo enxertado), todos os grupos foram
semelhantes. Aos 8 meses pds-enxertia, a area dssea total (“240 days”) foi semelhante entre
os grupos AT e AL CM, pordem o grupo AL CM diferiu do grupo AL C (p<0,0001). Esses

resultados estdo graficamente representados na figura 3.

300-

k% **

Area (mm?)

Host bone 14 days 240 days

FIGURA 3 — Area 6ssea (média e desvio padrao), em mm?, de acordo com o grupo (AT,

AL CM, e AL C) e regido de avaliacdo (area 6ssea do hospedeiro - “host bone”; area 0ssea
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total aos 14 dias poOs-operatorios — “14 days”, e area ossea total — “240 days™). **
representa p<0,01, teste de ANOVA, seguido do teste de comparacdo mdaltipla de Tukey;
*** representa p<0,0001, teste de ANOVA, seguido do teste de comparacdo mdaltipla de

Tukey.

Na avaliagdo intra-grupos (figura 4), para todos os grupos foi detectado um
aumento significativo na area Gssea entre a area 0ssea antes da cirurgia (baseline — “BL”) e
a area Ossea obtida logo apds sua realizagdo, aos 14 dias (“14 d”) (p<0,0001). Entre os 14
dias e os 8 meses pds-operatorios (“8m™), para os grupos AT e¢ AL C, houve ganho
significativo na area 6ssea mensurada, enquanto que para o grupo AL CM, houve uma

perda significativa nessa area, com p<0,01.|
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FIGURA 4 — Area 6ssea (média e desvio padrao), em mm?, de acordo com o grupo (AT,
AL CM, e AL C) e periodos de avaliacdo (BL - prévio a cirurgia, 14d - 14 dias ap0s a
cirurgia, e 8m - 8 meses apos a cirurgia). ** representa p<0.01, teste de ANOVA, seguido
do teste de comparagdo multipla de Tukey; *** representa p<0.0001, teste de ANOVA,

seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey.

No que diz respeito a area do bloco enxertado, os blocos do grupo AL CM

forma estatisticamente maiores do que os blocos dos demais grupos (p<0,0001, figura 5).
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FIGURA 5 — Area 6ssea do bloco enxertado (média e desvio padrdo), em mm?, de acordo
com o grupo (AT, AL CM, e AL C), entre os periodos de 14 dias e seis meses apds a
cirurgia. *** representa p<0.0001, teste de ANOVA, seguido do teste de comparacdo

multipla de Tukey.
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Finalmente, em relacdo as alteracbes volumétricas que ocorreram nas regides
enxertadas (“% of area variation”) durante 0s 8 meses pos-enxertia, o grupo AL CM

demonstrou os piores resultados, com variagdo negativa significativa (figura 6).

30-

20- —

% of area variation

% AT % AL CM % AL C

FIGURA 6 — Porcentagem da area (média e desvio padrdo), em %, de acordo com o grupo
(AT, AL CM, e AL C), entre os periodos de 14 dias e seis meses apds a cirurgia. *
representa p<0.05, teste de ANOVA, seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey;
** representa p<0.01, teste de ANOVA, seguido do teste de comparagdo multipla de

Tukey.

A tabela 1 traz todos esses dados de forma descritiva, com base em medias e

desvios-padrao.
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TABELA 1 — Médias e desvio padrdo para area 0ssea nativa,area de bloco 6sseo enxertado

e TBA em mm? e CBA em %, nos grupos AT; AL CM e AL C.

Parametro AT AL CM AL C
Area OSSG?rg%gOSpEde'm 16530 +54.14  14020+51.14  157.8 +46.07
Area do bloco osseo 24.19 + 8.50 54.39 + 20.95 32.18 +9.52
enxertado (mm?®)
Area OSsea(ﬁﬁ:;‘Q)aos 14dias 1475015665 104.10+56.88  187.90 + 46.06
Area oss(er?] r";%“;’ 8 meses 195.00 + 6513  182.60+56.07  203.4 + 43.59
% de alteracdo volumétrica 057+ 14.62 -0.33 + 9.57 742 +12.71

dos sitios enxertados

5.3 Analise Histologica

A analise microscopica qualitativa das bidpsias Osseas do grupo AL CM

demostraram grande quantidade de 0sso necrético, caracterizado pela auséncia de
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ostedcitos nas lacunas do bloco enxertado. Os sinais de biocompatibilidade foram
observados, sem a presenca de células inflamatdrias, aliada ao fato de que os focos de 0sso
ndo vital foram sempre rodeado por 0sso vivo recém-formado, rico em osteoblastos. A
separacdo entre 0 0sso neoformado e o material residual ndo foi delimitado muito bem, e as
interfaces entre 0 0sso recentemente formado e do material enxertado pode ser visto em

varias regides, com uma tendéncia para uma maior quantidade de osso ndo vital na parte

externa das bidpsias (Figura 7).
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FIGURA 7 — Fotomicrografia de uma biépsia do grupo AL CM. Em (A) visdo geral
da area enxertada, em (B) , umaampliacdo maior (&rea correspondente ao retangulo),
mostrando o 0SS0 ndo vital, circundado por um
tecido viavel (*), com ostedcitos exuberantes. Ndo ha contato direto entre 0 0sso viavel e o

material, que lembra tecido necrotico.

No grupo AL C, a andlise microscopica das biopsias demonstraram grandes
segmentos predominantemente de osso ndo vital (Figura 8 A), com lacunas de ostedcitos
vazias e sem a atividade dos osteoclastos. Frequentemente, 0s vasos sanguineos foram

vistos invadindo os canais de Havers do material enxertado (Figura 8 A ). Apesar da
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revascularizacdo, ndo concluida, foi uma caracteristica presente em 8 meses, poucos
osteoblastos ativos dentro dos canais de Havers estavam presentes indicando que um
processo de remodelacdo Ossea centrifuga é plausivel, mas muito limitado. Estas areas de
remodelagdo foram reconhecidos pela presenca de osso priméario recém formado. Além
disso, auséncia contato direto entre o 0sso remodelado e do 0sso enxertado pode ser visto
(Figura 8 B), havendo uma clara separacdo entre o osso residual e o material enxertado,

como observado na analise.

FIGURA 8 - Esqueda: Fotomicrografia de uma viso geral da area de bidpsia
correspondendo aos aloenxertos ésseas (no quadro) no maior ampliacdo, 0s Vvasos
sanguineos penetram no Sistema de Havers original do osso enxertado, com osteoblastos
ativos (—) e recém-formado 0sso primario (*) pode ser visto. No limites 0sso, remodelado
e viavel pode ser visto (area correspondente ao retangulo), integrado ao materialenxertado
(ainda necrotico).

Direita: Fotomicrografia de uma Visdo geral da area de bidpsia
correspondendo aos aloenxertos 6sseas (no quadro),maior ampliacéo, necrose

Ossea (—) cercada por recém-formado 0sso primario(*) pode ser visto.
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No grupo AT, as bidpsia também apresentaram as areas de 0sso ndo vital (Figura 9
B), com a presenca de 0sso recém-formado e tecido celularizado, rico em ostedcitos nos
limites exteriores da regido enxertada (Figura 9 A). Linhas de reversdo, também estavam
presentes indicando um estagio avancado de remodelacdo desses enxertos, com quase

nenhuma percepcao da diferenga entre o enxerto e o 0sso do hospedeiro.

FIGURA 9 - Fotomicrografia de uma bidpsia recuperados a partir do grupo AT-tratado.

(A) Visdo geral da area enxertada. Em (B), uma ampliacdo maior (de que a é&rea
correspondente ao rectangulo) mostrando a presenca de recém-formado osso (*) rico em
ostedcitos, rodeado por ndo-vidveis 6ssea (1), que ainda estad presente em quantidades

variaveis. A linha inversa entre estes dois tipos de tecido é evidente.

5.4 Analise Histomorfométrica

As quantidades relativas (%) de osso viavel (VB), osso necrético (NCB), e tecido
mole (ST) seguem representados a seguir: nas biopsias ésseas coletadas dos grupos AL ,
observou-se areas de 0sso ndo vital (NCB), com auséncia de ostedcitos, evidenciado por

lacunas vazias, vasos e capilares presentes nos canais harversianos, com tamanhos variados.
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Em geral, a interface entre 0 0sso do hospedeiro e eBxerto AL foi visivel e a interface entre
0 0sso recentemente formado e as porgdes remanescentes do enxerto foram observados em
aspectos mais centrais da biopsia. Em vérios casos, 0 NCB foi completamente cercado por
0sso recém-formado, rico em osteoblastos. Houve uma tendéncia para quantidades mais
elevadas de NCB, nas area das biopsias mais distantes do leito hospedeiro. Observou-se
ainda auséncia de inflamacgio excessiva nas biopsias. Areas de NCB foram também
observadas em bidpsias 6sseas coletadas a partir do grupo AT A distingdo entre 0 0sso do
hospedeiro e o enxerto AT em bloco era mais dificil ou mesmo impossivel de se observar
em alguns casos. Para todos 0s grupos, poucos osteoclastos foram ser observados nos
cortes.

Grandes quantidades de NCB foram encontrados nos enxertos do grupo AL C
quando comparados aos AL CM e AT (81,3, 55,9 e 43,1 respectivamente), e esta diferenca
foi estatisticamente significativa (p < 0,0001). Diferencas Estatisticamente significativas
maiores de VB foram vistos nas bidpsias coletadas a partir do grupo AT em comparacgao
com aqueles dos grupos AL CM e AL C (27,6, 8,4 e 5,3 respectivamente; p < 0,0001).
Mais ST foram vistos nas bidpsias coletadas a partir do grupo AL CM em compara¢do com

os do grupo C e AL (48,4, 13,4, e 16,4, respectivamente; p < 0,0001).
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FIGURA 10 - percentual de tecido mole, 0sso necrético e osso viavel para os

grupos 0sso autologo (AT), homdlogo cortico medular (AL CM) e homologo cortical (AL

C).
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FIGURA 11 - Andlise estatistica e percentual de tecido mole, osso necrético e

0ss0 viavel para os grupos o0sso autologo (AT), homdlogo cortico medular (AL CM) e

homologo cortical (AL C).
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6 DISCUSSAO

A evidéncia cientifica sobre o comportamento biologico de enxertos dsseos frescos
congelados ainda € insatisfatoria e controversa. Nesta tese procuramos estudar o
comportamento biologico dos enxertos homdlogos corticais (AL C) e cortico medulares
(AL CM), através de analises por tomografia e histomorfometria.

O uso de tomografias computadorizadas no complexo maxilofacial tem se mostrado
como uma boa ferramenta para a avaliacdo de procedimentos cirirgicos como os de
enxertia 6ssea. Os programas de reformatacdo destas imagens, como o que foi utilizado na
pesquisa, conseguem demonstrar com precisdo os limites e contornos do tecido Osseo
nativo e até mesmo dos blocos dsseos enxertados em um primeiro momento; divisdo que se
perde com o passar do tempo com a incorporacao destes blocos. Além disto, a correlacdo
das medidas obtidas nestas imagens com o que € observado clinicamente ¢ muita alta,
tornando a tomografia uma ferramenta diagnostica realmente confiavel®.

Os resultados por nds encontrados sugerem que o 0sso homdélogo foi capaz de
promover aumento de espessura consideravel quando usado em procedimentos de enxertia.
Também observou-se que o grupo AL C foi capaz de manter a espessura obtida ao longo
do periodo de andlise, de maneira similar ao 0sso autélogo sob o ponto de vista
tomografico, apresentando caracteristicas 6sseas compativeis ao observado no autélogo. Ja
0 grupo AL CM apresentou mais dificuldades em manter o volume inicial. (Tabela 1),
embora a perda de volume tenha sido pequena. A primeira explicacdo para estes resultados

é que o Grupo AL CM possui como o nome diz, uma grande quantidade de osso medular, o
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que favorece a remodelacdo, enquanto os demais sdo constituidos basicamente por 0sso
cortical.

A literatura ainda € pobre ao abordar sobre enxertos 6sseos homologos da maneira
como foi mostrado neste trabalho. Também, existem poucos estudos sobre enxertos
autologos, em humanos, que utilizaram o método tomogréfico para obter resultados
referentes a manutencdo 6ssea volumétrica dos enxertos® ® *°  Ponto pacifico nestes
estudos seria a pequena perda de volume ésseo que ocorre de maneira concomitante a sua
remodelacdo, sendo que a maioria dos resultados relatados afirma que esta perda seria de
cerca de 0,5 a 1 mm em espessura no primeiro ano; ou seja, mantendo uma proporgéo
muito proxima de 1 quando comparadas a espessura Ossea obtida imediatamente apos a
enxertia € nos momentos subsequentes, quando da instalacdo de implantes de titanio, tal
qual mostrado em nosso estudo.

No entanto, temos que considerar as diferencas histolégicas entre 0s 3 grupos.
Enquanto alguns estudos relatam que os enxertos alégenos podem proporcionar resultados

equivalentes aos obtidos com enxertos 6sseos autdlogos® 133

, existem outros estudos que
relatam pior desempenho bioldgico e piores taxas de sobrevivéncia a longo prazo de
implantes dentéarios inseridos nesse tipo de biomateria'*® quando comparado com enxertos
AT.

A literatura considera que as taxas de sobrevivéncia a longo prazo dos implantes
dentarios instalados em areas de 0sso enxertado, geralmente ndo sdo tdo boas como para as
regides ndo-enxertadas, mesmo utilizando material autélogo para a enxertia 6ssea’®. Até
agora, poucas informac6es sobre a osseointegracdo de implantes em areas enxertadas com

aloenxertos 0Osseos frescos congelados constam na literatura. A qualidade Ossea, do

hospedeiro, é um dos mais importantes fatores a ser considerado, uma vez que podem
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interferir diretamente na qualidade da osseointegracdo, e consequentemente, no sucesso
longitudinal dos implantes*®,

Uma das causas associadas aos piores resultados na osseointegracdo de implantes
em areas enxertadas diz respeito a sua remodelacdo mais lenta e quanto a sua
revitalizacdo™ %, Estas informacdes sdo especialmente importante quando se refere aos
enxertos AL, uma vez que ja esta bem estabelecido que o processamento de 0sso aldégeno
enfraquece significativamente as suas propriedades bioldgicas®® ™. As nossas analises
histoldgicas revelaram segmentos de tamanhos varidveis de 0sso necrético (ndo viaveis),
com lacunas de ostedcitos vazias em regides tratadas com os blocos dsseos AL CM
(homologo cortico medular) AL C (homdlogo cortical) e mesmo AT (autélogo). Porém, 0s
enxertos AT demostraram uma quantidade aparentemente diminuida de 0sso necrético
(NCB) no momento em que os implantes foram instalados, quando comparado com o0s
enxertos AL, em ambos 0s grupos, mas principalmente o grupo AL C. Para relembrar os
valores de NCB para os grupos AL C, AL CM e AT foram de 81,3%, 43,1% e 55,9%
respectivamente, sendo esta estatisticamente significativa (p < 0,0001).

Ja os valores percentuais de Osso Vital (VB) foram 27,6%, 8,4% e 5,3%
respectivamente para os grupos AT, AL CM e AL C (p < 0,0001). A maior presenga de
tecido mole no grupo AL CM pode ser explicada pela presenca dos espacos medulares
remanescentes, a despeito de termos realizado manobra para condensa-lo. Os resultados
acima estdo em consonancia com outro estudo em que foram avaliados blocos de 0sso
cortical™®. No momento da avaliacdo dos enxertos, macroscopicamente ndo foi possivel
delimitar osso residual e material enxertado.

A quantidade de 0sso necrotico medida nos enxertos AT foi maior do que relatos

19, 141

anteriores da literatura , podendo estar relacionado a (1) ao periodo de coleta de
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biopsias e (2) a forma diferente de coleta das bidpsias (posi¢do). As diferengas entre os
grupos ndo estdo relacionado apenas a origem dos enxertos em si (AL ou AT), mas pela
estrutura anatdbmica macroscopica dos enxertos utilizados por estarem diretamente ligados
aos componentes bioquimicos do osso. As diferencas entre os dois grupos de 0sso
homdlogo pode explicar a maior quantidade de tecidos moles encontrados para enxertos
AL. Se este tipo de enxerto teve um melhor desempenho bioldgico, esta maior quantidade
de tecido mole pode ser dtil, funcionando como um caminho para a revascularizagdo e
chegada das células que podem se diferenciar em osteoblastos. O ponto fundamental neste
mecanismo é a necessidade de moléculas osteoindutora, como BMP no tecido enxertado,
por estas moléculas promovem o recrutamento de células responsaveis pela formacao
6ssea>’. Acredita-se que os enxertos AL carecem desse tipo de moléculas, devido a sua
transformacdo®’. A mesma analogia pode ser aplicada para explicar os resultados
encontrados para AT grupo. Uma vez que o enxerto AT era principalmente cortical, o

processo de revascularizacdo tem a tendéncia a ser mais lento*

, @ embora houvesse a
presenca de fatores de osteoindutoras no osso AT enxertado, as poucas areas com tecido
mole foram substituidas por osso viavel, mas a maioria do tecido mineralizado ainda n&o
estava revascularizada e, portanto, menos remodelado aos 8 meses. Esta poderia ser a causa
dos valores estatisticamente semelhantes de necrose Gssea e 0sso viavel diversificada e
quantidades de tecidos moles nos grupos avaliados.

Em estudos anteriores enxertos 6sseos AL mostraram revascularizacdo inadequada,
menor creeping attachment e diminuicdo na deposi¢cdo mineral, associado a um pequeno
numero de células que trabalham no processo de remodelacdo, atuando apenas como um

biomaterial osteocondutor, e desempenho histolégico e biologicamente pior quando

comparado aos enxertos AT*™*". Esta remodelacdo retardada dos enxertos AL poderia
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comprometer a osteointegracdo de implantes instalados nas areas de enxerto. Tendo em
vista 0 conjunto de informagdes sobre os enxertos AL, especialmente os corticais, serem
mais lentos na remodelacdo em comparagcdo com o AT juntamente com menores taxas de
sobrevivéncia a longo prazo de implantes instalados em &reas de 0sso enxertado'®, torna-
se claro que a taxa de sucesso de implantes em areas enxertadas a longo prazo® pode ser
biologicamente ratificada. Desta forma, novos estudos longitudinais devem ser realizados

para melhor compreender o efeito do atraso na remodelacdo dos enxertos homoélogos na

sobrevivéncia e sucesso dos implantes osseointegraveis.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos, frente & metodologia empregada permitiram concluir que:

1.  Apesar de todos os grupos testados proporcionarem volume ésseo adequado a
instalagdo de implantes, maior perda 6ssea radiografica foi observada para o grupo tratado
com enxertos homologos cortico medulares , aos seis meses pds-enxertia;

2. Biologicamente os enxertos 6sseos homologos mostraram-se inferiores ao enxerto
6sseo autdlogo, com processo de incorporagdo mais lenta, especialmente o cortical;

3. Novos estudos sdo necessarios para avaliar o efeito do atraso na remodelacdo dos

enxertos homologos no sucesso de implantes osseointegraveis a longo prazo.
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