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~=  Resumo

LUIZE, D. S. Avaliacdo histologica do efeito da ovariectomia em ratas adultas, no
processo de reparo de enxerto autdgeno em bloco na mandibula. 2004. 116f. Dissertacéo
(Mestrado em Periodontia) - Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual

Paulista, Aracatuba.

O objetivo do presente estudo foi avaliar, por meio de analise histoldgica, a
influéncia da ovariectomia (deplecdo de estrégeno) no processo de reparo de enxertos 0sseos
autogenos em bloco. Para isso, foram utilizadas 36 ratas fémeas, com idade de 12 meses,
divididas em grupo controle (GC) e grupo experimental (GE) de 18 animais cada. As ratas do
GE foram submetidas a cirurgia de ovariectomia (Ov), enquanto as ratas do GC foram
submetidas a simulagcdo do mesmo procedimento cirdrgico, sem a remocdo dos ovarios (Si).
Transcorridos 30 dias da Ov ou Si, todos os animais receberam enxerto 0sseo autdgeno em
bloco na mandibula, na regido proxima ao angulo, tendo como area doadora 0 0sso parietal da
calvaria. Os animais de cada grupo foram divididos em subgrupos de 6 animais, 0s quais
foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7, 14 e 28 dias, apds a realizacdo do enxerto
0sseo. Aos 7 dias, a interface enxerto-leito receptor no GC mostrou-se preenchida por um
tipico tecido de granulacdo, com discreta atividade de angiogénese na porcao central, ao passo
gue no GE, havia ainda a presenca de coagulo sanguineo e um tecido de granulacdo em
organizacdo. Aos 14 dias, no GC, a interface apresentou-se parcialmente preenchida por
matriz éssea neoformada, estabelecendo uma unido do enxerto ao leito receptor, enquanto que
no GE, a maior parte da interface encontrou-se preenchida por um tipico tecido de granulacéo
com nitida angiogénese e discreta atividade osteogénica, com neoformacéo de matriz 6ssea
em algumas areas. Aos 28 dias, 0 enxerto no GC apresentou-se histologicamente integrado ao
leito receptor, com acentuada atividade osteogénica, ao passo que no GE a interface
apresentou-se parcialmente preenchida por matriz éssea neoformada, encontrando-se também
areas de tecido conjuntivo entre o enxerto e o leito receptor. Dentro dos limites deste trabalho,
foi possivel concluir, com base na analise histoldgica realizada, que a deficiéncia de
estrdgeno, decorrente da ovariectomia, atrasou o processo de reparo de enxertos 0sseos
autogenos em bloco em mandibula de ratas adultas e que, embora o processo de reparo tenha
se mostrado atrasado no GE havia indicios de que este poderia se completar em periodos mais

longos.



Palavras-chave: Ovariectomia; menopausa; deficiéncia estrogénica; transplante 0sseo;

transplante autdlogo.



~= Abstract

LUIZE, D. S. Histological evaluation of the effect of ovariectomy in female adult rats on
the repair process of autogenous block grafts in the mandible. 2004. 116p. Dissertation.
(Master in Periodontics) — Dental School of Aragatuba, Sdo Paulo State University,

Aracatuba.

The aim of this study was to investigate, by means of histological analysis, the influence of
ovariectomy (estrogen depletion) on the repair process of autogenous block bone grafts. 36
female adult rats, age twelve months, were assigned to two groups (n=18): control group (CG)
and experimental group (EG). The rats in the EG had an ovariectomy (Ovx) whereas those in
the CG underwent the same surgical intervention but did not have their ovaries removed
(*Sham™). Thirty days after Ovx or “Sham” all the animals received autogenous block bone
grafts in the mandible, in the region near the mandibular angle. The donor area was the
parietal bone. The animals of each group were euthanized at 7, 14 and 28 days postoperative.
On the 7" postoperative day, the graft-recipient site interface in the CG appeared filled by a
typical granulation tissue with discreet angiogenic activity in the central portion whereas the
EG still exhibited a blood clot and an organizing granulation tissue. On the 14™ postoperative
day, the interface in the CG was partially filled with newly formed bone matrix establishing a
union between the graft and the recipient site. The majority of the interface in the EG was
filled by a typical granulation tissue with evident angiogenic activity, discreet osteogenic
activity and newly formed bone matrix in some areas. On the 28™ postoperative day, the graft
in the CG appeared histologically integrated with the recipient site and exhibited pronounced
osteogenic activity. On the other hand, the interface in the EG appeared partially filled by
newly formed bone matrix with areas of connective tissue observed as well. Within the
limitations of the study, it may be concluded that estrogen depletion caused by the
ovariectomy hindered the healing process of autogenous block bone grafts placed in the
mandible of female adult rats. Although the repair process appeared delayed in the EG, there

was evidence that it would be completed after a longer period of time.

Keywords: Ovariectomy; menopause; estrogen deficiency; bone transplantation; autograft.
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FIGURA 24 Fotomicrografia representativa da adaptagdo do enxerto ao leito
receptor para todos os grupos. E=enxerto, LR=leito receptor,
IN=interface, FE=face externa, MM=musculo masseter.
Coloragédo H.E. Aumento original 10:1.

FIGURA 2t Grupo controle (7 dias). Visdo panoramica de um espécime deste
grupo. Nota-se tecido de granulacdo (TG) envolvendo todo o
enxerto, bem como na interface entre o enxerto e o leito receptor.
E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa,
EM=espaco medular, FS= fio de sutura. Coloragdo H.E.
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original 100:1.
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FIGURA 32 Grupo controle (14 dias). Vista panordmica. Observa-se a
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~=. 1 Introducao

Com o advento dos implantes osseointegrados, preconizados por
Branemark et al. (1969; 1977), a Odontologia passou a contar com uma excelente
alternativa de tratamento reabilitador com prognostico favoravel, principalmente para
casos anteriormente considerados insoldveis. No entanto, a concepgdo de sucesso em
implantodontia esta relacionada com a disponibilidade 0ssea da area a ser restaurada
(BAHAT, 1996). Limitacdes anatbmicas provocadas pela perda prematura dos dentes
ou por trauma, muitas vezes dificultam ou até mesmo inviabilizam a reabilitacdo com
implantes osseointegrados. Em decorréncia, as deformidades e/ou deficiéncias 0sseas
impedem a instalagdo de implantes em angulacbes adequadas e de dimensdes
satisfatdrias, a ponto de comprometer as caracteristicas funcionais e estéticas da
protese (TOLMAN, 1995).

Pesquisas com substitutos 0sseos tém sido intensificadas com o
objetivo de alcancar resultados previsiveis para a reconstrucdo dos tecidos 0sseos
perdidos. No entanto, apesar da busca incessante de uma alternativa para simplificacdo
dos enxertos 6sseos, principalmente eliminando a necessidade de area doadora, 0 0SS0
autégeno tem se comportado como o material de maior indice de sucesso (KLINE;
RIMER, 1983; RAGHOEBAR et al., 1993; ZEISS et al., 1960), sendo considerado o
“padrao ouro’ dos enxertos (SPRINGFIELD, 1992).

De acordo com as fases do reparo 6sseo, Anderson et al. (1964),

descreveram 0 processo de reparo do enxerto 0sseo ocorrendo em quatro estadios:
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revascularizacdo, incorporacao, substituicdo e remodelacdo. Este processo esta sob o
controle de inimeros fatores, locais ou sistémicos, dentre eles 0s niveis sanguineos dos
hormonios sexuais, 0s quais podem modificar a evolucdo do reparo 6sseo. Com o
avanco da idade, ocorrem diversas alteragcbes no equilibrio hormonal sistémico,
principalmente em mulheres no periodo pos-menopausa, quando a producdo do
horménio estrogeno diminui ou cai praticamente a zero (GUYTON; HALL, 1998).
Neste estagio, 0 0sso € um dos tecidos bastante afetados. Os efeitos da deficiéncia
hormonal em mulheres no periodo pds-menopausa resultam em significante perda da
massa 0ssea. Nesta fase, a atividade osteoclastica supera a atividade osteoblastica,

caracterizando uma desordem no esqueleto denominada osteoporose (RAISZ, 1988).

O mecanismo pelo qual o estr6geno previne a perda éssea esta
principalmente relacionado com a sua habilidade em bloguear a reabsorcao,
diminuindo a osteoclastogénese e a atividade reabsortiva de osteoclastos maduros
(BAIN et al.,, 1993; CHOW et al., 1992). Alem disso, o estrogeno estimula 0s
osteoblastos a produzirem fatores de crescimento que, por sua vez, sdo mitogénicos
para células osteoprogenitoras, e induzem a sintese de matriz organica e a rapida
proliferacdo endotelial. A deficiéncia deste hormonio ovariano, portanto, interfere

sobremaneira no processo de remodelacéo e reparo 6sseo (HARRIS et al., 1996).

De acordo com diversos estudos, a deficiéncia de estrégeno provoca
diminuicdo na densidade 6ssea mandibular (BRAS et al., 1982; KRIBBS et al., 1983,
1989; NISHIMURA et al., 1992; VON WOWERN; KOLLERUP, 1992), induz a
osteoclastogénese no periodonto de ratas (KAWAMOTO et al., 2002), acentua a

remodelacdo do osso alveolar induzida pelo trauma oclusal (KAWAMOTO;
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NAGAOKA, 2000) e interfere na morfologia 6ssea alveolar (MARQUES, 1998). No
reparo alveolar pés-exodontia, a deficiéncia estrogénica provoca significante alteracéo
no metabolismo 6sseo retardando a formacéo e mineralizacdo dssea (SHIMIZU et al.,
1998, 2000; HSIEH et al., 1995; TANAKA et al., 2001). O efeito deletério da
deficiéncia do estrogeno também parece resultar em menor area de contato titanio-
0ss0, quantidade e qualidade dssea ao redor de implantes, bem como menor resisténcia

ao torque (DUARTE et al., 2003; LUGERO et al., 2000; YAMAZAKI et al., 1999).

O rato tem sido preferencialmente utilizado como modelo experimental
na avaliagdo das consequiéncias 0sseas, relativas a deficiéncia de estrogeno, por meio
de ovariectomia, uma vez que as caracteristicas da perda Ossea e suas sequelas
assemelham-se aquelas encontradas em mulheres no periodo pos-menopausa. KALU
et al. (1989) propuseram que ratas de 12 meses seriam adequadas para esse fim,
assegurando que nesta idade as alteracBes dsseas, seguinte a ovariectomia, sao
primariamente devidas a deficiéncia do hormonio ovariano, evitando o crescimento
6sseo acelerado que ocorre em animais jovens e a perda 0ssea propria de idades mais

avancadas.

Com base nas consideracGes apresentadas e na relevancia do assunto, é
importante verificar os efeitos da ovariectomia (deplecéo de estrogeno) no processo de
reparo de enxertos 0sseos autogenos em bloco em mandibula de ratas adultas,
principalmente pelo fato de haver escassez de trabalhos de cunho experimental
analisando a influéncia da ovariectomia sobre o processo de reparo neste tipo de

procedimento.
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- 2 Revisdo de Literatura

Esta revisdo de literatura apresenta-se dividida em trés tdpicos: 1)
Enxerto 6sseo autdgeno, 2) Osteoporose, estrogénio e remodelacdo 0Ossea, e 3)

Caracterizacdo do rato como modelo experimental.

2.1 Enxerto 0sseo autdgeno

O sucesso clinico e a longevidade dos implantes osseointegrados —
funcdo, estética e fonética — estdo diretamente relacionados com a disposicdo e
morfologia do tecido 6sseo na area edéntula, quantidade e qualidade do tecido mole,
além de saude geral do paciente. Baseados no desenho dos implantes e na regido a ser
reabilitada, estudos clinicos tém preconizado dimensdes minimas de 0sso no rebordo
edéntulo incluindo a largura de 5mm, para permitir que o implante permaneca
recoberto por 0sso na face vestibular e lingual apds a sua insercdo, e altura Gssea
vertical de 7 a 10mm (LEKHOLM; ZARB, 1985; SHULMAN, 1988). Portanto,
reabsorcdo alveolar seguinte a extracdo dentaria, trauma, agenesia ou patologia, podem
resultar em um rebordo com espessura e/ou altura inadequadas para a instalagcao de

implantes.
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Diversos procedimentos cirtrgicos tém sido descritos para aumentar o
volume 0sseo, incluindo enxertos autégenos e substitutos 6sseos. Apesar dos esforcos
no desenvolvimento de substitutos 0sseos, 0 enxerto 0sseo autdgeno ainda persiste
como o padrdo ideal quando comparado aos demais materiais (KLINE & RIMER,
1983; RAGHOEBAR et al., 1993; ZEISS et al., 1960).

Sob a dptica reabilitadora, 0os enxertos 6sseos para reconstrucdo de
rebordos dsseos deficientes proporcionam ao paciente inUmeras vantagens, tanto do
ponto de vista biomecanico quanto estético, na instalacdo de implantes
osseointegrados. Por estes motivos tem-se intensificado tanto o seu emprego na
odontologia (BAHAT, 1996).

Diversos sitios doadores de enxerto autdogeno tém sido avaliados,
incluindo a crista iliaca, calvaria, tibia, costela (HARSHA et al., 1986; KELLER et al.,
1987; LISTROM; SYMINGTON, 1988) e sitios intrabucais, como o 0sso zigomatico e
mandibula nas suas porcdes retromolares, corpo, ramo e sinfise (LUNDGREN et al.,
1996; MISH, 1997; TOLMAN, 1995).

Ap6s a introducdo dos implantes osseointegrados, Breine e Branemark
(1980) foram os primeiros pesquisadores a empregarem 0s enxertos 6sseos autdgenos
para reconstrucdo de maxilas intensamente reabsorvidas associados a instalacdo de
implantes osseointegrados. Os autores utilizaram enxerto 0sseo coértico-trabecular de
tibia, em bloco, estabilizados no rebordo residual com os préprios implantes de titanio.

Posteriormente, em 1985, Branemark substituiu 0 osso de tibia pelo da

crista iliaca lateral-anterior, para o qual utilizou uma incisao alta na mucosa labial para
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assegurar que a linha de incisdo fosse posicionada anatomicamente deslocada da area
enxertada.

Em 1987, Keller et al. modificaram a técnica descrita por Branemark,
passando a utilizar a por¢do medial-anterior da crista iliaca para obtencdo de enxertos
0sseos “onlay”. Esta foi uma importante mudanca, visto que o bloco 0sseo cortico-
trabecular passou a ter um contorno cdncavo mais anatdmico no seu aspecto vestibular
e a porcdo medular mostrou-se mais convexa, adaptando-se bem ao rebordo residual
concavo reabsorvido.

Mais tarde, Donovan et al. (1994) e Jensen e Sindet-Pedersen (1991)
descreveram o tratamento de 15 e 13 pacientes, respectivamente, com a técnica de
enxerto 6sseo em bloco colhido da calvaria. Teoricamente, segundo 0s autores, 0 0SSO
da calvaria aumenta o potencial de cicatrizacdo do enxerto em bloco por ser de origem
intramembranosa.

Os enxertos de origem intrabucal possuem vantagens sobre 0s enxertos
obtidos extra-bucalmente, por ndo necessitarem de internacdo hospitalar e
apresentarem menor taxa de morbidade relacionada a area doadora. Estudos clinicos
que compararam enxerto de mento com enxerto de crista iliaca ou costela para
reconstrugdo de fissuras alveolares, revelaram minimas complicagdes na area doadora
mandibular e reabsorcédo significantemente menor dos enxertos de mento (KOOLE et
al., 1989; BORSTLAP et al., 1990).

Resultados favoraveis relatados com o uso de enxerto de mento no
reparo de defeitos de fissura alveolar, induziram Misch et al. (1992) a avaliarem este

procedimento para reconstrucdo de deficiéncias alveolares de tamanho limitado
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anteriormente a instalacdo de implantes, com resultados vantajosos quando comparado
aos enxertos de origem extrabucal. De acordo com os autores, as vantagens inerentes
ao enxerto 6sseo de mento sdo a acessibilidade, tempo operatério reduzido e
quantidade Ossea disponivel suficiente. Outras vantagens, quando comparado aos
enxertos colhidos de sitios extrabucais, incluem menor morbidade pos-operatoria,
reducé@o ou eliminagdo da hospitalizagdo, o que diminui o custo do procedimento, e
minimo desconforto pos-operatorio.

Em 1997, Misch avaliou vantagens, desvantagens e indicacdes de
enxertos obtidos da sinfise e do ramo mandibulares. Para o estudo, 50 pacientes que
apresentavam volume 6sseo inadequado para instalacdo de implantes foram tratados
com enxertos 0sseos mandibulares da sinfise ou do ramo, de acordo com a morfologia
do defeito. Comparativamente, 0s enxertos de ramo resultaram em menos
complicacbes, enquanto os procedimentos para obtencdo do enxerto de sinfise
ofereceram maior risco de parestesia temporaria do nervo mentoniano (9,6%),
sensacdo alterada nos dentes anteriores da mandibula (29%) e deiscéncia de sutura na
regido doadora (10,7%). No entanto, a sinfise ofereceu maior volume de 0sso que o
ramo, obtendo-se em média 1,74cm® e 0,9cm®, respectivamente. Todos os enxertos
foram incorporados ao leito receptor com minima reabsor¢édo (0 a 25%) e mantiveram
a qualidade densa.

Independente das caracteristicas individuais de cada técnica, a escolha
do sitio doador baseia-se principalmente na morfologia do defeito 0sseo, no tipo e
quantidade de osso requerido, acesso ao leito doador, dificuldade e tempo dispensado

para o procedimento e custo (MISCH, 1997).
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A superioridade dos enxertos autdégenos é atribuida ao seu mecanismo
de reparo, que permite uma rapida incorporacdo e adaptacdo funcional a area receptora
(ANDERSON et al., 1964; ZEISS et al., 1960). Para compreender os fundamentos do
reparo de enxertos autdgenos e seu papel no ambito odontoldgico, serdo abordados
dois tdpicos relacionados aos enxertos autdgenos em bloco: fisiologia do tecido ¢sseo
e reparo do enxerto 6sseo autdgeno.

2.1.1 Fisiologia do tecido 6sseo

O 0sso € um tecido conjuntivo especializado mineralizado, cujo peso
consiste em 33% de matriz organica, dos quais 28% de colageno tipo | e 5% de
proteinas ndo-colagenosas, tais como osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogenética dssea, proteoglicanas dsseas e sialoproteina 6ssea. A matriz organica é
permeada por sais minerais, principalmente cristais de hidroxiapatita, que perfazem os
67% remanescentes do 0sso (TEN CATE, 2001). A resiliéncia do 0sso esta associada
com o colageno, seu principal componente organico, enquanto a rigidez é
caracteristica do aspecto inorganico, composto primariamente por hidroxiapatita.

Além das suas funcGes esqueléticas de suporte, protecdo e locomocao,
0 0SSO constitui-se um reservatdrio importante de minerais, tais como célcio, fosfato e
outros ions, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada, para manter
constante a concentracdo desses importantes ions nos liquidos corporais. Este processo
é sistematicamente controlado por fatores sistémicos (hormonais e nutricionais) e,
localmente, ele é controlado por forcas mecanicas, fatores de crescimento e citocinas

liberadas pelas células dsseas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).
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Caracteristicamente, todos 0s 0ssos apresentam uma densa camada
externa de osso compacto ou cortical e uma cavidade medular central, preenchida por
uma malha trabecular éssea, denominada 0sso esponjoso ou trabecular. Do ponto de
vista microscopico, ambos séo histologicamente constituidos de camadas ou lamelas
microscopicas, as quais, no 0sso compacto, estdo densamente arranjadas numa
disposicdo concéntrica, denominada sistema de Havers (TEN CATE, 2001).

Ao redor de cada 0sso compacto, existe uma membrana de tecido
conjuntivo osteogénico (células formadoras de 0sso), denominada periosteo, que
consiste de duas camadas. A camada interna, proxima a superficie 0ssea, € mais rica
em células, principalmente precursoras de células dsseas, e um rico suprimento
vascular, enquanto a camada externa é mais fibrosa. A superficie interna do 0sso
compacto, bem como a do 0sso esponjoso sdo recobertas por uma camada Unica de
células osseas, 0 endosteo (TEN CATE, 2001).

Basicamente, encontram-se dois tipos de ossificacdo durante a
formacdo do tecido 0sseo: a intramembranosa, que se da a partir de membranas
conjuntivas, e a endocondral, que se inicia sobre um molde cartilaginoso, que é
destruido gradualmente e substituido por tecido 6sseo formado a partir de células do
conjuntivo adjacente. De acordo com Hollinger et al. (1999), apesar das diferentes
origens embriolégicas, ndo existem evidéncias de diferencas bioquimicas,
morfoldgicas ou funcionais entre o 0sso endocondral e intramembranoso. No entanto,
diferencas na carga biofuncional e vascularizacdo existem e, portanto, a concentracdo
de proteinas 6sseas morfogenéticas também deve ser diferente devido as caracteristicas

do suprimento sanguineo.
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2.1.2 Reparo do enxerto 0sseo autdgeno

A neoformacédo 0ssea, de acordo com Garg (1999), pode ocorrer por
trés diferentes modos: osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. Osteogénese é a
formacdo e desenvolvimento de osso. Desta forma, células osteogénicas podem
estimular neoformacdo dssea em areas ectdpicas ou acelerar a formacdo dssea.
Osteoindugdo é o estimulo para a proliferacdo de células osteoprogenitoras
(mitogénico) e conseqliente diferenciacdo de osteoblastos, 0s quais iniciam uma rapida
e efetiva osteogénese. Enxertos osteoindutores podem ser utilizados para promover
regeneracdo 0ssea, por induzirem a neoformacéo de tecido 6sseo em areas onde nédo é
normalmente encontrado. A osteoconducdo é a propriedade de promover uma matriz
fisica ou arcabouco para a deposicdo de novo 0sso, ndo apresentando qualquer
estimulo mitogénico. Para que ocorra aposicdo de novo 0sso, 0S enxertos
osteocondutores exigem que haja 0sso pré-existente ou células mesenquimais
indiferenciadas na area receptora.

Durante o processo de neoformacéo 0ssea nos enxertos autogenos, na
primeira fase, as células sobreviventes do enxerto séo responsaveis pela formacéo de
tecido ostedide por meio de osteogénese. Estas celulas apresentam maior atividade nas
primeiras 4 semanas depois de realizado o enxerto (MARX; SAUNDERS, 1995). O
processo de osteoinducdo comeca na segunda semana apds a realizacdo do enxerto e

atinge seu pico entre 6 semanas e 6 meses, com progressiva diminuigdo. Os vasos
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sanguineos do leito receptor invadem o enxerto, e células dsseas seguem a trajetoria
dos vasos sanguineos para remodelagdo do enxerto por um fendmeno duplo de
reabsorcdo e neoformacdo (ROBERTS et al., 1987). Proteinas 6sseas morfogenéticas
(BMP), derivadas da matriz 0ssea enxertada e reabsorvida por osteoclastos, atuam
como mediadores para a fase de osteoinducdo (URIST, 1965). As BMPs e outras
proteinas devem ser liberadas anteriormente ao ciclo de osteoinducdo. O processo de
osteoconducéo ocorre com o componente inorganico do 0sso, atuando como matriz e
fonte de minerais durante a deposicdo de matriz pelo 0sso circunjacente. No processo
de reparo do enxerto 6sseo autdgeno, os trés processos se sobrepbem na sequéncia
temporal e ndo sdo eventos separados do crescimento 6sseo.

Segundo Lane (1995) o enxerto de 0sso autdgeno € o Unico com
capacidade osteogénica. Além disso, o autor sugeriu que ocorre uma sobreposic¢do dos
trés eventos, permitindo que ocorra formacao 6ssea mais rapida e eficiente.

De acordo com as fases do reparo 6sseo, Anderson et al. (1964),
descreveram 0 processo de enxerto 6sseo ocorrendo em quatro estadios:
revascularizacdo, incorporagdo, substituicdo e remodelagdo. A completa
revascularizacdo do enxerto ocorre em torno de 1 a 2 semanas para 0 0sso medular,
enquanto que 1 a 2 meses podem ser necessarios para 0 0sso cortical. A
revascularizacdo ocorre por meio de vasos sanguineos, provenientes do leito receptor,
que se estendem para o interior dos espacos medulares através do sistema de canais
pré-existentes no enxerto. Na incorporacdo, ocorre 0 processo de unido do enxerto ao
0sso hospedeiro. O osso doador, algumas vezes, ndo modifica suas caracteristicas

fisicas. No processo de substituicdo, o enxerto 6sseo € reabsorvido e substituido por
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depdsito de 0sso novo. A formacdo de camadas de osso neoformado, no interior do
0sso enxertado, tem sido descrito como creeping substitution. Finalmente, a
remodelacdo é a Gltima fase da reabsorcdo do enxerto 6sseo, tendendo a devolver a
arquitetura do o0sso hospedeiro. Esta fase exibe o0s processos osteoclastico e
osteoblastico. Estes processos estdo sob o controle de inumeros fatores, e cada qual

pode modificar os elementos celulares.

O papel da revascularizacdo vem sendo pesquisado ha anos,
enfatizando a importancia do suprimento sanguineo quando se realiza um enxerto para
promover o crescimento 0sseo, bem como o fato de existir uma intima relagdo entre a
penetracdo vascular nos enxertos 0sseos e a sua incorporacdo ao respectivo leito
(ALBEE, 1923; STRINGA, 1957). Stringa, em 1957, concluiu que a incorporacgéo do
enxerto 0sseo depende primariamente da velocidade de penetracdo vascular. De
acordo com Marx e Saunders (1995), se o enxerto for posicionado em intimo contato
com o leito receptor, novos vasos sanguineos partem do leito e penetram no enxerto

numa taxa de 0.5mm ao dia.

No processo de incorporacdo dos enxertos 0sseos autdgenos, a resposta
celular parece ser diferente quando se utiliza enxerto de osso medular ou cortical.
Porém, ambos apresentam eventos similares durante as duas primeiras semanas depois
de realizado o enxerto (ABBOTT et al., 1947; ALBEE, 1923; DELEU; TRUETA,
1965). O coagulo sanguineo promove o ambiente inicial para o enxerto. Uma resposta
inflamatoria prevalece e um tecido de granulacdo, com brotos vasculares penetrando
no enxerto, invade a area. Alguns linfocitos, plasmocitos e osteoclastos envolvem o

enxerto. Ao final da segunda semana, observa-se um tecido de granulagédo fibroso,
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diminuicdo do numero de células inflamatdrias, aumento da atividade osteoclastica e
morte celular no interior do enxerto, ainda ndo atingido pela resposta vascular
(BURCHARDT; ENNEKING, 1978). A partir deste momento, as diferencas entre
enxerto cortical e medular tornam-se evidentes.

No enxerto autégeno medular, a resposta vascular € muito maior que
no enxerto cortical. O enxerto medular pode ser completamente vascularizado em
aproximadamente 1 a 2 semanas (DELEU; TRUETA, 1965). Na fase subsequente, a
populacdo celular deste ambiente compreende predominantemente osteoblastos. Néo
se sabe se estas células sao produzidas a partir do sitio receptor ou se sdo descendentes
das células transplantadas com o préprio enxerto (BURCHARDT, 1983). De qualquer
maneira, estas células delineiam as trabéculas do enxerto e depositam uma camada de
tecido ostedide que circunda e entremeia 0 0sso original desvitalizado. Este 0sso
entremeado é, em seguida, reabsorvido por osteoclastos. Radiograficamente, 0 0sso
medular primeiramente torna-se mais denso devido ao novo 0sso formado nas antigas
trabéculas e, posteriormente, passa a ficar menos denso em decorréncia da
remodelacao osteoclastica.

A principal diferenca histologica aparente entre o enxerto cortical e o
medular é a sua vascularizacdo tardia. O 0sso cortical pode néo ser revascularizado
tdo rapidamente quanto o osso medular, podendo levar até 2 meses para a completa
revascularizacdo. Este atraso pode ser atribuido a estrutura cortical densa, uma vez que
a penetracdo vascular no enxerto cortical € o resultado da reabsorcdo periférica por
osteoclastos e infiltracdo vascular através de antigos canais harvesianos e de

Volkmann. Seguido da vascularizacdo na periferia do enxerto, o interior segue-se mais
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rapidamente. A revascularizacdo do interior do enxerto de 0sso cortical da inicio ao
processo de creeping substitution, descrito como a dindmica do processo de
substituicdo do o0sso necrético por novo tecido dsseo a partir dos canais de
revascularizagcdo (ABBOTT et al., 1947, DELEU; TRUETA, 1965, ENNEKING et al.,
1975). Em estudos em cdes, Enneking et al. (1975) demonstraram que a fase
reabsortiva apresentou-se aumentada acima dos niveis normais nas primeiras 2
semanas, permanecendo aumentada nas 4 semanas subsequentes, e entdo diminuindo
rumo a niveis normais por aproximadamente 1 ano. A avaliacdo histologica destes
dados demonstrou que, no processo de reabsorcao, os sistemas harvesianos periféricos
foram remodelados juntamente com suas lamelas intersticiais adjacentes. Em seguida,
0s sistemas harvesianos internos foram remodelados, sem a remodelacao de sua lamela
intersticial correspondente deixando, deste modo, areas de 0sso cortical desvitalizado
misturadas com 0sso novo remodelado. Os resultados mostraram que 0 0SSO nas
bordas do enxerto estava mais completamente remodelado que 0 0sso no centro do
enxerto.

Em 1983, Maletta et al., estudaram as bases bioldgicas da cicatrizacao
e revascularizacdo de enxertos 0sseos autdgeno e aldgeno liofilizado de costela, por
meio de técnicas histoldgica e microangiografica, em maxila edéntula de macacas
Macaca fascicularis, fémeas adultas. Para o experimento, foi realizada uma inciséo
horizontal de 1.5cm logo acima da jungdo muco-gengival, na regido de canino e pré-
molares da maxila. O peridsteo foi rebatido, criando um tunel, no interior do qual os
enxertos de costela medindo 2x5x2mm foram colocados. Dos 13 animais, 6 receberam

enxerto 0sseo autdgeno obtido imediatamente antes da sua colocagdo, 6 receberam



Revisao de Literatura 41

enxerto alégeno obtido 2 meses antes e devidamente processado pela National Naval
Medical Center Tissue Bank para sua liofilizagdo, e 1 animal foi usado como controle.
Foi realizada eutanasia dos animais (1 de cada grupo) apos 2 semanas, 1 més, 2, 4,6 e
8 meses. A andlise histologica do grupo que recebeu enxerto autégeno demonstrou
que:

= Periodo de 2 semanas: a tabua cortical da maxila apresentou-se
intacta sob o enxerto. Na area imediatamente ao redor do enxerto, um leve infiltrado
inflamatdrio, composto por neutréfilos polimorfonucleares e linfocitos, foi observado
juntamente com a proliferagcdo de um tecido conjuntivo maduro. Alguma remodelacio
foi evidente na periferia do enxerto, aumento da vascularizacdo e foi observado
deposito de novo 0sso sobre a face lateral da maxila proximo ao enxerto.

= Periodo de 1 més: O enxerto apresentou-se, nesta fase,
consideravelmente remodelado, com atividade osteoclastica na periferia lateral do
enxerto e reabsorcdo no interior do novo tecido ostedide formado. Remanescentes do
enxerto ndo apresentavam ostedcitos vidveis nas lacunas. Medialmente ao enxerto,
tecido ostedide e imaturo e areas lineares de osteoblastos ativos foram observados,
sendo que 0 espaco entre a maxila e o enxerto havia sido preenchido com tecido 6sseo
neoformado.

= Periodo de 2 meses: Pequenas quantidades de enxerto ainda
persistiam lateralmente a maxila. Evidenciou-se novo 0sso viavel formado e tecido
ostedide em aposicdo direta a maxila. Vasculariza¢do abundante e pequena quantidade

de infiltrado inflamatdrio foram observadas neste estagio do reparo.
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=  Periodo de 4 meses: ndo restou evidéncias do enxerto de costela e
nenhuma célula inflamatdria foi observada. Algum osso neoformado, relativamente
maduro, estava aderido a maxila e recontornado por atividade osteoclastica na sua
periferia.

= Periodos de 6 e 8 meses: ndo se observou qualquer evidéncia de
enxerto remanescente. O contorno da maxila apresentou-se similar ao espécime
controle.

Os espécimes do grupo que recebeu enxerto alégeno, neste estudo,
demonstraram padrdo de comportamento muito similar aos enxertos autdgenos,
considerando reabsorcdo e inducdo da remodelacdo déssea. No entanto, os periodos
envolvidos nestes eventos foram diferentes. Os enxertos autdégenos foram muito
reabsorvidos em 1 més e quase totalmente reabsorvidos em 2 meses, com minimo
aumento 0sseo no leito receptor. Por outro lado, moderada quantidade de osso alégeno
ainda permaneceu aos 2 meses e nao havia sido totalmente reabsorvido apds 4 meses.
Os autores concluiram que ambos 0s enxertos 0sseos, autdgeno e aldgeno de costela,
pareceram apresentar minimo potencial osteogénico, e foram levados a reabsorcao.

As caracteristicas do leito receptor também parecem influenciar na
incorporacdo de enxertos 0sseos em bloco. Carvalho et al. (2000) analisaram a
histomorfometria de enxertos 0sseos autdgenos em leito receptor cortical, perfurado e
decorticalizado, na mandibula de 6 cées. Os enxertos 0sseos cortico-trabeculares foram
colhidos da regido posterior da mandibula e fixados com parafusos. Apos 45 e 90 dias,
foi realizada eutanasia dos animais e blocos contendo o enxerto e 0sso adjacente foram

removidos e preparados para analise histologica. Os autores concluiram que: a) a
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incorporacdo do enxerto 4sseo variou conforme o tipo de preparacdo do leito; b) nos
espécimes sem preparacdo (0sso cortical intacto) ocorreu interposicdo de tecido
conjuntivo e reabsorcédo parcial do enxerto mais fregiientemente; e ¢) quando o leito
receptor foi preparado com perfuracdo ou decorticalizacdo, foi observada integracdo
do enxerto 0sseo e manutencdo do volume do enxerto. Segundo 0s autores, 0S
resultados obtidos neste estudo devem-se provavelmente a rapida revascularizacdo que
ocorre a partir dos sitios preparados, mantendo a vitalidade dos enxertos 0sseos. Os
pobres resultados no grupo com o0sso cortical mantido intacto podem ser explicados
pela alta densidade do osso mandibular e revascularizacdo deficiente do enxerto 6sseo
ou, ainda, o resultado pode ter sido por falta de adaptacdo do enxerto.

Kahnberg et al., em 1998, descreveram um modelo experimental em
coelhos para estudar a incorporacdo de enxertos 6sseos “onlay”. Enxertos 0sseos
autdgenos extraidos do osso radio foram posicionados na base da mandibula de 6
coelhos. Cada animal foi operado 2 vezes, de modo que em um dos lados o enxerto
pudesse permanecer durante 6 meses e, no lado contra-lateral, durante 6 semanas. A
integracdo do enxerto dsseo foi encorajadora. A remodelagdo do enxerto foi observada
na sexta semana, com atividade osteoclastica/osteoblastica primariamente no leito
receptor em contato com o enxerto, e mais pronunciada apds 6 meses. Reabsorg¢éo foi
mais pronunciada nas bordas do enxerto. Os autores concluiram que o modelo
experimental descrito serve como método confiavel para o estudo da cicatrizacdo e
integracdo de enxertos 0sseos “onlay*.

Em 2001, Jardini apresentou um modelo bioldgico para o estudo da

reparacdo de enxertos 6sseos em bloco em mandibula de ratos. O objetivo deste estudo
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foi analisar, quantitativa e qualitativamente, o padrdo de reparacdo do enxerto
autdgeno em bloco associado ou ndo a membrana de politetrafluoretileno expandido
(PTFE-e). Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, divididos em um grupo que
recebeu o0 enxerto mais a membrana (ME) e outro que recebeu somente o enxerto (E).
Uma trefina foi utilizada para a remocdo do enxerto 6sseo em bloco da calvéria do
animal, que a seguir foi fixado proximo ao &ngulo da mandibula. Foi realizada
eutanasia dos animais nos seguintes periodos: 0 hora, 7, 14, 21 e 45 dias. A andlise
histolégica da interface enxerto-leito demonstrou que:

= Periodo de 0 hora: superficie regular, recoberta por coagulo
sanguineo em ambos 0S grupos.

=  Periodo de 7 dias: em E a superficie 6ssea do leito voltada para o
enxerto mostrou-se discretamente irregular, apresentado linhas de reverséo, indicando
reabsorcao/aposicdo 0ssea. Proximo as linhas de reversdo, observou-se a formagéo de
trabéculas Osseas imaturas contendo osteocitos e circundadas por osteoblastos,
estabelecendo uma unido entre o leito e o enxerto. No grupo ME, observou-se tipico
tecido de granulacdo entre o leito e o enxerto e algumas areas de coagulo sanguineo.
Algumas areas de neoformacdo 6ssea em ponte foram observadas unindo o leito ao
enxerto.

=  Periodo de 14 dias: No E, ainda observou-se areas de 0sso imaturo
formando uma ponte de unido entre o leito e 0 enxerto, assim como &reas de tecido
conjuntivo interposto aos dois. No ME, algumas trabéculas dsseas formaram pontes
entre o leito e a superficie interna do enxerto, assim como, entre o leito e as bordas

laterais do enxerto, sob a membrana.
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= Periodo de 21 dias: No E, a interface na sua maior parte ja
apresenta ligagéo entre o leito receptor e o enxerto. No ME, observou-se integragao
entre o leito e o0 enxerto em diversas areas da interface, bem como neoformacéo 6ssea
no leito além dos limites da borda lateral do enxerto, sob a membrana.

=  Periodo de 45 dias: No E, observa-se fusdo total do enxerto ao
leito, aléem de maior reabsorcdo nas bordas laterais. No ME, a maior parte do enxerto
mostrou integracdo com o leito, evento também observado nas bordas laterais do
enxerto.

Neste mesmo estudo, a andlise histométrica demonstrou que, para o
grupo E, houve perda dssea ao longo do periodo de reparacdo em torno de 24%. Por
outro lado, no grupo ME houve um ganho de tecido 6sseo ao redor de 55%.

Utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente, AZEM, em
2002, estudou a revascularizacdo de enxerto 6sseo autdégeno em bloco associado ou
ndo a membrana de PTFE-e. Durante a eutanasia, nos periodos de 0 hora, 3,7, 14 e 21
dias, os animais foram perfundidos com tinta nanquim e paraformaldeido a 4% em
tampdo em partes iguais. A analise histologica demonstrou que:

= Aos 3 dias, 0 enxerto mostrou-se difundido no grupo E,
observando-se brotos vasculares provenientes do leito, enquanto que no grupo ME,
estes brotos vasculares foram observados de maneira mais discreta e o enxerto ndo se
apresentou difundido.

= Aos 7 dias, a revascularizacdo no grupo E ocorreu a partir de

vasos originarios do leito e do tecido conjuntivo circunjacente penetrando toda a
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periferia do enxerto, ao passo que no grupo ME, sé vasos provenientes do leito
atingiram o enxerto.

= Aos 14 dias, o grupo E mostrou penetracdo de vasos na periferia
do enxerto, alcancando varidveis extensfes no interior do mesmo. No grupo ME,
observou-se penetracdo vascular no enxerto proxima as areas de perfuracdo, nos
bordos e na interface leito-enxerto.

= Aos 21 dias, a penetracdo vascular pbde ser observada em ambos
0s grupos, embora tenha sido evidente a presenca de vasos em praticamente toda a
extensdo do enxerto no grupo E, enquanto no grupo ME, esta penetragédo vascular foi
principalmente notada nas regides proximas a perfuracao.

A autora concluiu que a revascularizagdo ocorreu mais precocemente e
esta foi mais intensa, em todos o0s periodos experimentais, no grupo E do que no grupo

ME.

2.2 Osteoporose, estrogénio e remodelacao 6ssea

2.2.1 Osteoporose

Osteoporose é definida como “uma doenca esquelética sistémica

progressiva caracterizada por perda de massa 6ssea e deterioracdo da microestrutura

do tecido 6sseo, com aumento conseqliente da fragilidade dssea e susceptibilidade a

fratura” (ASSESSMENT..., 1994). Numerosos estudos tém demonstrado que muitas
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mulheres apresentam acelerada perda 6Ossea que coincide temporalmente com o
periodo pés-menopausa (RIGGS et al., 1982).

Fatores de risco para osteoporose tém sido bastante estudados
(COOPER; MELTON, 1996; JEFFCOAT; CHESNUT, 1993; VICO et al., 1992).
Alguns destes fatores sdo modificaveis e outros ndo. A osteoporose é muito mais
prevalente em mulheres do que em homens, devido ao papel da deficiéncia de
estrogeno na patogénese da perda Ossea. Os niveis de estrégeno presentes antes da
menopausa Sao preventivos contra a perda de mineral 6sseo, da mesma maneira que a
terapia de reposicdo hormonal apos a menopausa (FELSON et al., 1993; LINDSAY,
1991). Menopausa, tanto a que ocorre naturalmente ou induzida por drogas ou
cirdrgica, sem terapia de reposi¢cdo hormonal, predispde a osteoporose (VICO et al.,
1992).

A idade é o principal fator de risco ndo-modificvel para osteoporose
(VICO et al., 1992). Na maioria das mulheres a massa 0ssea alcanga seu pico na
terceira década de vida e declina a partir dai. Este declinio é acelerado com a chegada
da menopausa (VICO et al., 1992; JEFFCOAT; CHESNUT, 1993). Apesar das
estimativas da taxa de perda 6ssea no periodo pds-menopausa variarem de acordo com
a populagédo e tecnologias de medida, uma taxa de 0.5 a 1.0% por ano tem sido
relatada.

Outro fator ndo-modificavel inclui estrutura corporea delgada
(COOPER; MELTON, 1996) e histéria de osteoporose familiar, sendo que mulheres
asidticas e caucasianas apresentam maior risco que as afro-americanas (KELLIE;

BODY, 1990). Fatores modificaveis que contribuem para perda da massa 0ssea
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incluem: ingestdo insuficiente de calcio (HOLBROOK et al., 1988), falta de exercicio,
fumo e alcool (HEMENWAY et al., 1988). Certas medicacgdes, tais como 0s cortico-
esterdides, irdo alterar o balanco entre formacdo e reabsorcdo Gssea, resultando em
perda da massa 0Ossea. Finalmente, ossos fragilizados e uma propensdo a queda,
propiciam fraturas acidentais ou espontaneas no individuo osteoporotico (COOPER,;
MELTON, 1996).

A morbidade que estd associada com osteoporose nao deve ser
subestimada. Enquanto a perda de massa 0ssea, por si, ndo causa sintomas, uma vez
ocorrida uma fratura, determina-se um quadro de dor, perda de funcdo e deformidades
em muitos casos. Por esta razao, a osteoporose quando nao € acompanhada de fratura é

definida como uma “doenca silenciosa”.

2.2.2 Estrogénio e remodelagdo 6ssea.

O estrogénio, além das variadas fun¢Ges no desenvolvimento sexual,
aumenta a intensidade de crescimento de todos 0s 0ssos longos durante a puberdade e
atua unindo as epifises as diafises dos 0ssos longos, pela ossificacdo da cartilagem de
conjugacdo. Este horménio causa ainda maior atividade osteoblastica, com efeito
anabdlico sobre o sistema esquelético, atuando, dentre outras formas, no metabolismo
6sseo (BERNICK; ERSHOFF, 1963; ERIKSEN et al., 1988; GUYTON; HALL,
1998). De especial interesse neste trabalho, destacam-se as interagfes com 0S

processos de remodelacéo 6ssea.
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Osteoblastos e osteoclastos sdo os principais efetores na remodelacéo
0ssea, produzindo o tecido ostedide, futura matriz a ser mineralizada e posteriormente
reabsorvida. Do balanco entre esses dois processos, resulta o estado de homeostasia do
0sso em determinado momento (GASS; KAPLAN, 1987; HAGEL-BRADWAY;
DZIAK, 1989; MEGHJI, 1992).

Para manter sua estrutura mecanica e a regulacdo da homeostase
mineral, 0 0sso altera-se constantemente em resposta a estimulos como o crescimento,
estresse mecanico e regulacdo hormonal. O metabolismo 6sseo, em resposta a atuacao
de fatores locais e sisttmicos, envolve uma interacdo dos processos fisioldgicos de
formacdo e reabsorcdo. Em estados patologicos ocorre um desequilibrio, prevalecendo
um dos processos. As celulas dsseas sdo mediadas, dentre outros fatores, por
hormdnios como a calcitonina, paratorménio e hormoénios sexuais, a exemplo do
estrogénio (GASS; KAPLAN, 1987; HAGEL-BRADWAY; DZIAK, 1989; MEGHJI,
1992).

De acordo com Garnero e Delmas, em 1999, a deficiéncia de
hormdnios sexuais €, sem davida, o fator mais importante que influencia a perda 6ssea.
Este papel central na patogénese da perda Gssea no periodo pds-menopausa esta
fortemente suportado pela maior prevaléncia de osteoporose em mulheres do que em
homens, a existéncia de uma intima relacdo entre niveis de estrégeno e taxas de perda
6ssea (SLEMENDA et al., 1987) e o efeito protetor da perda déssea por meio de
reposi¢do hormonal (GORDAN et al., 1973; KANIS et al., 1992).

O mecanismo pelo qual o estrdgeno previne a perda Ossea esta

principalmente relacionado com a sua habilidade de bloquear a reabsorcao, apesar de
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que ainda pode haver uma contribuicdo pela estimulacdo da formacdo 6ssea (BAIN et
al., 1993; CHOW et al., 1992). A inibicdo da reabsorcdo dssea, estrégeno-dependente,
ocorre devido a dois fatores: diminuicdo da osteoclastogénese e diminuicdo da
atividade reabsortiva de osteoclastos maduros. O ataque dos osteoclastos a matriz, via
ligantes tais como as integrinas, resulta em um compartimento extracelular selado, que
é acidificado nas vilosidades da sua membrana. Enzimas lisossomais sdo secretadas
neste ambiente acido, ocorrendo entdo a degradacdo da fase organica da matriz 0ssea.
A complexa regulacdo da funcdo do osteoclasto é mediada por varios fatores,
incluindo a familia do fator de crescimento transformante-g (TGF-), outros fatores de
crescimento e hormonios esteroides, tendo o estrégeno merecido destaque (HARRIS et
al., 1996).

O mecanismo de acdo do estrogeno ainda é controverso. A descoberta
de receptores de estrogénio em osteoblastos, células osteoprogenitoras, e osteoclastos
maduros sugerem que pode haver um efeito direto desse horménio sobre 0 0sso e
medula (OURSLER et al., 1996). No entanto, ndo esta esclarecido quais destas células
sdo primeiramente atingidas pelo estrégeno in vivo. Existem evidéncias de que o
estrogeno pode mediar efeitos indiretos por meio de estimulacdo da liberacdo de
fatores de crescimento, tais como TGF-B (que tem demonstrado, em condicdes
experimentais especificas, ter um efeito de diminuicdo da atividade reabsortiva e
recrutamento de osteoclastos) e/ou por meio da inibicdo da secrecdo de potentes
citocinas de reabsorcdo 0ssea, tais como interleucina-6 (IL-6) e interleucina-18 (IL-1)
e fator de necrose tumoral (TNF) (GARNERO; DELMAS, 1999).

Diversos estudos tém mostrado que a menopausa, natural ou cirdrgica,
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estd associada com aumento da producdo de IL-1 e TNF a partir de mondcitos do
sangue periférico e medula 6ssea (MCKANE et al., 1994; PACIFICI et al., 1993). A
cultura de mondcitos de mulheres no periodo p6s-menopausa demonstrou maior
atividade de reabsorcéo 0ssea in vitro comparada a cultura de mondcitos de mulheres
no periodo pré-menopausa ou pos-menopausa tratadas com estrégeno, sugerindo uma
conexdo direta entre producdo monocitica aumentada de citocinas e aumento da
reabsorcdo 0ssea no periodo pés-menopausa (COHEN-SOLAL et al., 1993).

Além disso, o estrégeno ainda tem efeitos diretos sobre osteoclastos,
podendo promover sua apoptose. Por outro lado, a deficiéncia de estrégeno aumenta a
producdo de prostaglandina da série E in vivo (GARNERO; DELMAS, 1999). Esta
citocina, por sua vez, € um potente estimulador da atividade osteoclastica.

Estudos histomorfométricos de biopsias da crista iliaca sugerem que a
perda 6ssea no periodo pds-menopausa é devida a uma alteragdo no balanco entre
reabsorcdo e formacao 0ssea na unidade de remodelacéo (por meio de um aumento da
atividade de osteclastos e/ou diminuicdo da atividade de osteoblastos) e devida a um
aumento na freqiiéncia de ativagdo de unidades de remodelagédo por unidade de tempo
e espaco. Desta forma, a remodelacdo 6ssea geral esta aumentada devida a deficiéncia

de estrogeno (EBELING et al., 1993).
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2.2.3 Deficiéncia de estrdgeno e reparo de feridas 6sseas.

Na tentativa de simular a deficiéncia de estrogeno no periodo pds-
menopausa em humanas, muitos estudos tém utilizado modelo de animais
ovariectomizados, para demonstrar que existe uma influéncia negativa da deficiéncia
de estrégeno no tecido 6sseo ao redor de implantes inseridos nesses animais. O efeito
deletério parece resultar em menor area de contato metal-0sso, quantidade e qualidade
6ssea ao redor de implantes bem como menor resisténcia ao torque de remocéo
(DUARTE et al., 2003; LUGERO et al., 2000; YAMAZAKI et al., 1999).

Diversos estudos em ratas ovariectomizadas tém sido realizados com o
intuito de elucidar o efeito do estrogénio sobre a capacidade de reparo 6sseo em
alvéolos de extracdo dentaria (HSIEH et al., 1995; LI; NISHIMURA, 1994;
SALOMAO et al., 1974). Estes estudos constataram um atraso no processo de reparo,
caracterizado pelo retardo tanto na proliferacdo celular quanto na formacéo da matriz
organica e na mineralizacdo.

Estudos que examinaram o processo de reparo de fraturas em 0SS0
osteoporético sdo limitados. Namkung-Matthai et al., em 2001, produziram um
modelo de rata osteopordética por meio de ovariectomia (“ovx”) e manutencdo de dieta
pobre em célcio para avaliar a influéncia da osteoporose no reparo de fraturas. A
formacéo e resisténcia do calo 6sseo foram monitoradas por um periodo de 3 semanas
por avaliacdo histoldgica e biomecanica. Dados coletados simultaneamente de um

grupo de ratas submetidas a simulacdo do procedimento de ovariectomia (“sham”)
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foram utilizados para comparacdo. Uma reducdo de 40% na area da fratura referente
ao calo e uma reducéo de 23% na densidade 6ssea mineral no fémur cicatrizado das
ratas “ovx” foram observadas no 21° dia ap6s a fratura, quando comparadas ao grupo
“sham” (p< 0.01). Dados biomecanicos do fémur cicatrizado das ratas “ovx”
revelaram uma diminuicdo de cinco vezes na energia requerida para fraturar o calo
6sseo na area da fratura, de trés vezes no pico de carga, de duas vezes na dureza e de
trés vezes no estresse quando comparado ao grupo “sham” (p< 0.01). A analise
histomorfol6gica revelou um atraso na cicatrizacdo do calo 6sseo, com pobre
desenvolvimento de osso maduro nas ratas “ovx”. Este estudo demonstrou evidéncias
fisicas do reparo alterado em &reas de fratura em 0sso osteoporotico, que podem ter
importantes implicacbes na avaliagdo dos efeitos de novos tratamentos para
osteoporose no reparo de fraturas.

A influéncia da idade e da ovariectomia no reparo de fraturas de fémur
foi estudado por Meyer Junior et al., em 2001. Para o estudo foram utilizadas ratas
fémeas de 8, 32 e 50 semanas de idade quando realizada a fratura. Nos dois grupos de
ratas mais velhas, cirurgia de ovariectomia (“ovx”) ou simulacdo de ovariectomia, com
acesso cirargico sem a remoc¢ado dos ovarios (“sham”), foi realizada as 26 semanas de
idade e o grupo mais jovem serviu como controle. Na fratura, todas as ratas receberam
um pino intramedular unilateral em um fémur e uma fratura. Cargas de rigidez e de
fratura aplicadas ao fémur foram avaliadas em tempos de até 24 semanas apods a
fratura. A densidade Ossea mineral foi mensurada por absorciometria. Os autores
concluiram que tanto a ovariectomia quanto a idade, prejudicam o processo de reparo

de fraturas.



Revisao de Literatura 54

Embora esteja bem estabelecida a influéncia negativa da deficiéncia de
estrégeno no processo de remodelagéo do tecido dsseo em animais ovariectomizados,
ndo encontramos relatos dos efeitos deletérios dessa deficiéncia sobre a incorporacao e

remodelacgdo de enxertos 0sseos.

2.3 Caracterizagao do rato como modelo experimental.

Um modelo animal de perda éssea no periodo pds-menopausa pode ser
definido como um animal no qual podem ser estudadas as caracteristicas da perda
Ossea espontanea ou induzida devido a deficiéncia do horménio ovariano, e no qual
essas caracteristicas de perda Ossea e suas sequelas assemelhem-se aquelas
encontradas em mulheres no periodo pos-menopausa (KALU, 1991).

O conhecimento do grau de semelhanca e diferenca morfofisiologica
entre 0 homem e a espécie animal escolhida, consiste no primeiro passo para a correta
extrapolacdo dos dados obtidos na experimentacdo para a clinica. Observa-se, na
literatura, uma preferéncia dos autores pelo rato como modelo experimental na
avaliacdo das conseqliéncias Osseas relativas a deficiéncia de estrogeno. Além do
baixo custo do animal, alguns aspectos que elegem roedores como modelo animal séo:

» Tanto o ser humano do sexo feminino quanto pequenos roedores
possuem ovulacdo espontanea, com interagdes hormonais semelhantes. Nas ratas,
ocorrem as mesmas interacfes dos hormonios ovarianos sob a regulacdo da hipofise.

Nestes animais, as alteragdes ciclicas sdo denominadas de ciclo estral, que dura em
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torno de 5 dias, constituindo-se de 4 periodos: 1) diestro, com duracdo de 68 horas, 2)
proestro, com acgéo visivel do estrogénio sobre o epitélio vaginal, com duragéo de 12
horas, 3) estro, periodo que dura 24 horas, no qual a fémea aceita a cépula e 4)
metaestro, correspondendo a 12 horas de fase luteinizante (MONTES; LUQUE, 1988).

= Tanto nas ratas quanto nas mulheres, os ciclos iniciam-se
irregulares, atingem uma certa regularidade e tornam-se novamente irregulares em
idades mais avancadas. A idade exata em que isso ocorre nos roedores varia conforme
a espécie, condicdes da colbnia de origem, quantidade de filhotes e de animal para
animal (GASS; KAPLAN, 1987).

= A remoc¢do dos ovarios de ratas, procedimento denominado de
ovariectomia ou ooforectomia, leva a uma cascata de alteracbes patofisioldgicas,
semelhante a que ocorre na mulher (GASS; KAPLAN, 1987).

A perda dssea trabecular ocorre rapidamente em resposta a deficiéncia
de estrogénio tanto em mulheres quanto em roedores. O rato como modelo animal para
osteoporose apresenta semelhancas dessa patologia 0ssea em relacdo a mulheres na
menopausa. A deficiéncia dos hormonios ovarianos resulta em perda de massa 0ssea,
principalmente no osso trabecular. Essas similaridades indicam que o modelo do rato
pode ser adequado, porém ndo idéntico, para elucidar o mecanismo do estrogénio
sobre 0 metabolismo e remodelacédo 6ssea (TURNER et al., 1988).

Os efeitos deletérios da menopausa no 0sso geralmente estdo
associados a perda 0ssea decorrente do processo de envelhecimento. Neste aspecto, 0
rato como modelo revela-se interessante por produzir quantidades consideraveis de

estrogeno com a idade, permanecendo com equilibrio ésseo por grande parte de sua
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meia vida, com perda 6Ossea ocorrendo somente no animal bem mais velho.
Consequentemente, a rata adulta ovariectomizada pode ser usada para buscar 0s
fatores etiologicos envolvidos na patogénese da perda Ossea decorrente,
especificamente, da deficiéncia ovariana, desvinculados de outros fatores relacionados
com a idade (COTCHIN; ROE, 1967; GASS; KAPLAN, 1987).

Os resultados do trabalho de Wronsky et al.,, em 1988a, e de outros
realizados pelo mesmo autor e colaboradores (WRONSKI et al., 1988b; 1989),
revelam muitas similaridades quantitativas existentes entre os efeitos da deficiéncia de
estrogénio e do tratamento hormonal em ratas e humanos, sugerindo que o modelo
animal de ovariectomia utilizando-se o rato deve ser util para avaliaces iniciais de
tratamentos ou processos fisiologicos no tecido 0sseo.

O tipo e o grau de resposta hormonal é influenciado, principalmente,
pela espécie e idade do animal utilizado na experimentacdo (COTCHIN; ROE, 1967).
Existem controvérsias quanto a definicdo da idade, diferindo em dias e até meses na
designacdo de animais jovens, maduros e senis. A idade de ratas utilizadas para
estudar a perda Ossea decorrente de ovariectomia varia entre 3 a 24 meses
(IBBOTSON et al., 1989). O uso de ratas de 3 meses é prejudicado pelo acentuado
processo de modelacdo, remodelacdo e crescimento esquelético que estd ocorrendo
neste periodo. Ratas de 24 meses estdo proximas da fase anovulatoria e apresenta um
aumento na incidéncia de doencas decorrentes da idade (LU et al., 1979). Desta forma,

a idade apropriada se enquadra entre esses dois extremos.

Kalu, em 1991, designaram os modelos baseados em ratas de 3 meses

como modelo de rata madura. O termo maduro foi utilizado para enfatizar que estes
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animais encontram-se em fase reprodutiva, sexualmente maduros, sendo capazes de
responder apropriadamente a deficiéncia do horménio sexual e as sequelas decorrentes
da ovariectomia. Pela facilidade de obtencdo e pela similaridade das caracteristicas da
perda 0ssea, ratas nesta idade sdo amplamente utilizadas para estudar a deficiéncia do

hormonio ovariano.

No entanto, Kalu et al., em 1989, apresentaram um modelo de “aged
rat” para o estudo da perda 6ssea devido a deficiéncia de hormdnio ovariano. Segundo
os autores, dois fortes motivos levaram a busca da idade adequada para este fim, que
sdo: 1°) para assegurar que o animal apresente-se esqueletalmente maduro, visto que a
perda éssea no periodo pds-menopausa em humanos inicia-se apds a obtencdo da
maturidade esquelética, e 2°) para assegurar que a perda Ossea induzida pela
ovariectomia ndo seja afetada por doencas ou perda 0ssea especifica da idade. Neste
estudo, foi realizada a caracterizacdo do padrdo de crescimento 0sseo em ratas fémeas
Wistar. As ratas entre 1 e 3 meses de idade apresentaram uma rapida taxa de aumento
no comprimento, peso, densidade e contetdo de célcio do fémur, sendo que,
subseqlientemente, a taxa de aumento foi mais gradual até os 6 meses. A partir dos 6
meses, mudancas na densidade de célcio do fémur foram minimas, ao passo que aos 12
meses, todos 0s parametros 0sseos medidos haviam alcancado niveis estaveis, com
nenhuma mudanca significativa até os 24 meses de idade. Com base nestes resultados,
0s autores concluiram que a idade de 12 meses seria a mais adequada para o modelo de
“aged rat”. Este modelo foi chamado de “aged” ndo pelo fato dos animais serem senis,
mas devido as suas caracteristicas esqueléticas estarem estabilizadas em nivel préximo

dos animais mais velhos. Segundo os autores, visto que as caracteristicas do fémur
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estdo estaveis de 6 a 24 meses de idade, 0 uso de animais de 12 meses assegura que as
mudancas esqueléticas observadas, seguidas de ovariectomia no modelo de “aged rat”,
sdo primariamente devido a deficiéncia do hormonio ovariano, evitando a perda dssea
prépria da idade, além de evitar o crescimento ¢sseo acelerado que ocorre em animais

jovens.



Proposicao
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~<. 3 Proposicio

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio da andlise histolégica, a
influéncia da ovariectomia (deplecdo de estrogeno) no processo de reparo de enxertos

0sseos autdgenos em bloco, na mandibula de ratas adultas.



Material e
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~= 2 Material e Método

Previamente a realizacdo do experimento, o Projeto de Pesquisa com a
devida metodologia foi enviado para apreciacdo e aprovado pelo COMISSAO DE
ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL da Faculdade de Odontologia do
Campus de Aracatuba—UNESP (Anexo A).

Para o presente estudo foram utilizadas 36 ratas fémeas adultas (Rattus
norvegicus albinus, Wistar) com idade de 12 meses e com peso corporal variando
entre 350 a 400 gramas. Todos os animais foram provenientes do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP, onde sdo criados para fins de
ensino e pesquisa. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos num
ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C), com ciclo de luz controlada (12 horas
claro e 12 horas escuro), com 4gua e racdo’ ad libitum.

Os animais foram divididos em 2 grupos (controle e experimental) de
18 animais cada. As ratas do grupo experimental foram submetidas a cirurgia de
ovariectomia, enquanto as ratas do grupo controle foram submetidas a simulacdo do
mesmo procedimento cirdrgico (estresse) sem a remoc¢ado dos ovarios.

Para todos o0s procedimentos cirurgicos, 0s animais receberam
anestesia geral intramuscular. Primeiramente foi administrado cloridrato de xilazina®

na dose de 0,03ml/100g de peso corporal, com o objetivo de promover um

1 Mogiana Alimentos S.A.
2 Anasedan, AgriBrands do Brasil Ltda, Paulinia, SP.
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relaxamento muscular. Na seqiiéncia, utilizou-se o cloridrato de ketamina® na dose de
0,07ml/100g de peso corporal, para a obtencao do efeito anestésico.

Transcorridos 30 dias da ovariectomia ou “sham”, todos os animais
receberam enxerto 0sseo autdgeno na mandibula, tendo como area doadora 0 0SSO
parietal direito da calvaria.

Os animais de cada grupo (controle e experimental) foram divididos
em subgrupos de 6 animais, os quais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7,

14 e 28 dias, apos a realizacdo do enxerto dsseo.

4.1 Procedimento cirargico para realizacdo da ovariectomia

4.1.1 Ovariectomia

Apos a anestesia, foi realizada a tricotomia na regido ventre-lateral
direita e esquerda, e anti-sepsia vigorosa da area com solucdo de digluconato de
clorexidina a 0,2%" (Figura 1).

Apds o isolamento da area cirdrgica, com campo cirdrgico
especialmente desenvolvido para este fim, com auxilio de lamina de bisturi n° 15°
montada em cabo Bard Parker n° 3, incisOes bilaterais de aproximadamente 1cm foram
realizadas no sentido transversal ao longo eixo do corpo do animal e distanciando em

torno de 3cm da linha dorsal. Seguida a incisdo da pele, foi realizada divulsdo da

3 Dopalen, AgriBrands do Brasil Ltda, Paulinia, SP.
4 Pharmacia Specifica, Bauru, SP.
5 EMBRAMAC International, Itapira, SP.
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musculatura subjacente, para se obter acesso a cavidade abdominal (Figura 2).
Subsequentemente, os ovarios direito e esquerdo foram localizados, tracionados
(Figura 3) e, com auxilio de tesoura Goldman Fox, foram removidos juntamente com
pequenos segmentos de trompa uterina a fim de assegurar a total remocao do tecido
ovariano (Figura 4). Uma vez removidos os ovarios, foram realizadas suturas em plano
profundo com fio 5-0 de poliglactina 910° e da pele com fio de seda preta 4-0’ (Figura
5).

Cada animal recebeu, no pos-operatério imediato, dose Unica de
antibiético penicilina G benzatina® (administracao intramuscular de 0,2ml/animal).

Decorridos 7 dias de pds-operatorio, o sucesso da ovariectomia foi
confirmado por meio da verificacdo da auséncia do ciclo estral das ratas, de acordo
com Montes e Luque (1988), enquanto analise confirmou o ciclo estral das ratas do
grupo controle. Para isso, foi realizada a coleta da secrecdo vaginal das ratas
diariamente, durante 15 dias, seguido da andlise microscépica imediata do material

coletado (citologia esfoliativa).

4.1.2 Simulacéo da ovariectomia

As ratas do grupo controle foram submetidas ao mesmo procedimento

cirurgico descrito anteriormente, porém sem a remocdo dos ovarios, simulando as

6 Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson, S. J. dos Campos, SP.
7 Ethicon, Johnson & Johnson, S. J. dos Campos, SP.
8 Pentabidtico Veterindrio, Pequeno Porte, Fort Dodge Satide Animal Ltda, SP.
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mesmas condicGes de estresse do organismo durante o ato cirdrgico e no pos-

operatorio.
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FIGURA 1- Tricotomia bilateral ao ventre.

FIGURA 2- Acesso ao ovario. FIGURA 3- Procedimento de ovariectomia.

== =
FIGURA 4- Ovério removido. FIGURA 5- Sutura externa.
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4.2 Procedimento operatorio de enxerto 6sseo autégeno em bloco

No 31° dia apés a cirurgia de ovariectomia ou “sham”, as ratas
apresentavam-se preparadas para o inicio do experimento envolvendo o enxerto dsseo.

A metodologia empregada para realizacdo do enxerto autdgeno na
mandibula dos animais foi baseada na descricao de Jardini, em 2001.

Apés anestesia, foi realizada tricotomia das regides temporal e
parotideo-massetérica direita, bem como da regido fronto-parietal, seguida de uma
vigorosa anti-sepsia com solugdo de digluconato de clorexidina a 0,2% destas areas

(Figura 6).

4.2.1 Preparo do leito receptor

Apbs o isolamento da area cirurgica (Figura 7), com lamina de bisturi
n° 15 montada em cabo Bard Parker n° 3, foi realizada uma incisdo linear na pele, na
regido do angulo da mandibula do lado direito, paralela ao processo zigomatico,
permitindo a visualizacdo do musculo masseter (Figura 8). Este, com auxilio de uma
tesoura de ponta romba, foi divulsionado até atingir a tdbua dssea mandibular (Figura
9). O periosteo do lado medial da mandibula, juntamente com o musculo pterigdideo
medial, foi descolado com auxilio de uma espéatula do tipo Hollemback 3S (Figura 10).
A regido foi raspada superficialmente, com auxilio do Hollemback 3S, para assegurar

a completa remocéo do periosteo (Figura 11). O osso da mandibula p6de ser mantido
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exposto utilizando-se de instrumentos especialmente desenvolvidos, a fim de permitir

a visualizacdo e manter o acesso a area receptora (Figura 12).
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FIGURA 6- Anti-sepsia do campo FIGURA 7- Isolamento da area
operatorio. cirargica.

R
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FIGURA 8- Incisdo linear na pele, expondo o FIGURA 9- Divulsdo do musculo
mUsculo masseter. masseter.

| N

FIGURA 10- Acesso a porcdo medial da FIGURA 11- Raspagem do leito receptor,
mandibula. com espatula Hollemback.

FIGURA 12- Osso mandibular exposto.
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4.2.2 Obtencéo do enxerto 0sseo

Com auxilio de lamina de bisturi n° 15 montada em cabo Bard Parker
n° 3, foi realizada uma incisdo em formato de meia-lua, no tegumento de revestimento
do cranio (Figura 13). Em seguida, com espatula do tipo Molt 2-4, o retalho de
espessura total foi elevado, expondo amplamente a cortical dssea da regido (Figura
14).

Com uma trefina cirdrgica’, com didmetro interno de 3,8mm montada
em um motor elétrico cirtrgico’®, com velocidade constante de 800 rotacdes por
minuto, e sob irrigacdo continua e abundante com solucdo fisioldgica (Figura 15), foi
retirado o bloco 6sseo da regido parietal direita, abrangendo toda a espessura da diploe
(Figura 16). O bloco 6sseo foi armazenado temporariamente em uma cuba contendo
soro fisioldgico estéril.

Em seguida, os retalhos de tegumento foram reposicionados

juntamente com o peridsteo e suturados com fio de seda preta 4-0 (Figura 17).

9 Prudent, Lins, SP.
10 modelo BLM 600 plus, VK Driller Equipamentos Elétricos, Sdo Paulo, SP.
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FIGURA 13- Incisdo em meia-lua no FIGURA 14- Exposicéo do 0sso parietal.
tegumento de revestimento do
crénio.

FIGURA 15- Osteotomia para remocao do
bloco ésseo com trefina cirdrgica.
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FIGURA 17- Sutura do
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4.2.3 Fixacao do enxerto 6sseo

Ap6s a remocdo, com auxilio de uma broca carbide %™ adaptada ao
mesmo motor ja citado anteriormente e sob irrigacdo continua e abundante com
solucdo fisioldgica, foi realizada uma perfuracdo na regido central do enxerto 6sseo
(Figura 18). O mesmo foi novamente armazenado em uma cuba contendo soro
fisioldgico estéril.

Da mesma maneira, a area receptora recebeu uma perfuragdo na
proximidade do angulo da mandibula, distanciando em torno de 3mm da borda inferior
(Figura 19). Estas perfuracGes permitiram a transpassagem de um fio de sutura 5,0 de
poliéster verde trancado*? através do bloco 6sseo e da mandibula (Figura 20). Uma vez
atado o n6 na borda inferior da mandibula, o enxerto foi estabilizado, permitindo um
intimo contato entre a superficie 6ssea mandibular e o enxerto 6sseo (Figura 21).

Em ato continuo a fixacdo do enxerto ésseo, 0 musculo masseter foi
suturado com fio 5-0 de poliglactina 910 (Figura 22), e a pele com fio de seda preta 4-
0 (Figura 23).

Cada animal recebeu, no pds-operatorio imediato, dose Unica de
antibiotico penicilina G benzatina (administracdo intramuscular de 0,2ml/animal).

Nas primeiras 48 horas ap0s as intervenc@es cirurgicas, 0s animais
foram mantidos em gaiolas individuais e receberam racéo triturada e agua ad libitum.

Ap0s esse periodo, os animais foram agrupados em nimero de 5 em gaiolas maiores.

11 Sorensen, Sao Paulo, SP.
12 Ethicon, Johnson & Johnson, S. J. dos Campos, SP.
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FIGURA 18- Bloco 6sseo FIGURA 19- Perfuracédo da area

FIGURA 20- Transpassagem do fio pelo FIGURA 21- Bloco 6sseo estabilizado na
bloco e osso mandibular. mandibula.

T : il

FIGURA 22- Sutura da musculatura. FIGURA 23- Sutura externa da pele.
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4.3 Eutanasia

Decorridos 7, 14 e 28 dias da realizacdo dos enxertos 0sseos, 0S
animais foram submetidos a eutandsia por inalacdo excessiva de éter etilico. Apds a
decapitacdo do animal, o osso da hemi-mandibula direita foi colhido e dissecado
conservando-se uma fina camada do misculo masseter sobrejacente ao enxerto 6sseo e
parte do masculo pterigéideo medial. Cada espécime foi catalogado e mantido em

formalina a 10% tamponada por 48 horas.

4.4 Processamento laboratorial

Apos o periodo de fixacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente
por 24 horas para, em seguida serem submetidas ao processo de descalcificagdo em
solucdo de etilenodiaminotetracetatodissodico (EDTA) a 18%, por aproximadamente
40 dias, com troca da solucdo a cada 7 dias. Apds a descalcificagdo, as pecas
receberam tratamento laboratorial de rotina e foram incluidas em parafina, de maneira
a obter cortes com 6 micrometros de espessura. Os cortes histologicos foram
realizados no sentido transversal ao plano de justaposicdo do enxerto ao leito receptor,

a partir da borda inferior da mandibula, abrangendo o enxerto ésseo e 0 0sso da
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mandibula. Foram obtidos cortes semi-seriados, a cada 100 micrometros de distancia,
por toda a extenséo do enxerto.

Os 6 cortes mais centrais, excluindo-se a area da perfuracdo, foram
corados, alternadamente, pelo método de hematoxilina-eosina de Harris e Lison

(H.E.), e pelo Tricromico de Masson (T.M.), para analise histologica microscépica.

4.5 Analise histoldgica dos resultados

Para a analise histoldgica, foram utilizados os 6 cortes corados de cada
espécime, totalizando 36 cortes para cada tempo de cada grupo.

A anaélise histoldgica foi realizada com auxilio de microscépio de luz,
visando observar a qualidade do tecido 6sseo e/ou conjuntivo formado na interface
leito receptor e enxerto 0sseo, assim como pelo osso formado na face externa,
incluindo as bordas do enxerto 6sseo.

Para a obtencdo das imagens, foi utilizado Fotomicroscépio Carl Zeiss,
acoplado a lente Optovar 1.25x, lente de projecdo 3.2x e objetivas planoapocromaticas
de 2.5%, 6.3x e 25x, conferindo aumento original das imagens de 10:1, 25:1 e 100:1,
respectivamente.

A anadlise histologica descritiva foi realizada, sistematicamente,

avaliando-se os seguintes aspectos histologicos, nos 3 periodos experimentais:
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I- Presenca de tecido de granulacé@o na interface enxerto-leito receptor
e na periferia do enxerto, avaliando-se o nivel de organizacao do coagulo, proliferacdo
fibroblastica e angiogénese.

I1- Osteogénese na interface enxerto-leito receptor, avaliando-se o
nivel da atividade osteogénica e o grau de integracdo do enxerto.

I11- Osteogénese nos espagos medulares do enxerto 0sseo, avaliando-se
o0 nivel da atividade osteogénica.

IV- Osteogénese na superficie livre do enxerto, avaliando-se o nivel da
atividade osteogénica.

V- Atividade osteoclastica (reabsorcdo éssea) na interface enxerto-leito

receptor e na face externa do enxerto, incluindo as bordas.
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~=_ 5 Resultado

Clinicamente, tanto durante o ato operatério quanto no pos-operatorio,
néo foram observadas quaisquer intercorréncias, tais como morte de animais, infeccoes
ou deiscéncia de sutura que pudesse interferir ou prejudicar os resultados do presente

trabalho.

5.1 Andlise Histoldgica Descritiva

A Figura 24 representa a adaptacdo do enxerto (E) obtido da calvaria
do animal no leito receptor (LR). Interposta a estas estruturas observa-se uma interface
(IN), principal alvo desse estudo. A face externa do enxerto (FE) apresenta-se voltada

para a parte superior da figura, recoberta pelo masculo masseter (MM).
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FIGURA 24- Fotomicrografia representativa da adaptacdo do enxerto ao
leito receptor para todos os grupos. E=enxerto, LR=leito
receptor, IN=interface, FE=face externa, MM=musculo
masseter. Coloracdo H.E. Aumento original 10:1.

PERIODO DE 7 DIAS

GRUPO CONTROLE

Observou-se um tipico tecido de granulacdo (TG) envolvendo toda a
periferia do enxerto, bem como interposto entre o enxerto e o leito receptor (Figura
25). Este tecido apresentou nitida angiogénese, caracterizada por grande quantidade de
capilares sanguineos (C). Neste periodo notou-se também grande quantidade de
células alongadas de citoplasma e ndcleo basofilos, com caracteristicas de fibroblastos
(F), e discreto infiltrado inflamatério neutrofilico ao redor do enxerto.

Remanescentes de coagulo sanguineo (CO) foram observados nas
bordas laterais, adjacentes ao enxerto (Figura 26), e em pequenas areas da interface
enxerto-leito receptor. Nestas areas, o coagulo apresentou-se bem organizado,
evidenciado pela presenca de uma rede de fibrina, com migracdo de células da

linhagem fibroblastica, leucdcitos (LE) e presenca de capilares sanguineos (Figura 27).
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Na porcé@o mais central da interface enxerto-leito receptor, observou-se
discreta atividade osteogénica, com a formacdo de blastemas dsseos (BO) (Figuras
28a), caracterizados pela presenca de numerosas e volumosas células com citoplasma
basofilo, com morfologia tipica de osteoblastos (OB), além de ostedcitos entremeados
por matriz 6ssea neoformada (MO) (Figura 29).

A superficie 0ssea do leito receptor voltada para o enxerto mostrou-se,
em algumas areas, discretamente recoberta por células com caracteristicas de
osteoblastos e discreta sintese de matriz 6ssea.

As faces livres do enxerto mostraram-se discretamente irregulares,
apresentando lacunas de reabsorcdo, com a presenca de poucas células multinucleadas,
com morfologia de osteoclastos. Essa atividade osteoclastica apresentou-se mais nitida
nas bordas laterais do enxerto.

Os espacos medulares (EM), delimitados pela estrutura diploe do 0sso
enxertado, apresentaram-se preenchidos estritamente por células degeneradas,
caracterizadas pelo citoplasma aumentado (edema intracelular) e nlicleo extremamente
condensado (picnose nuclear) ou nucleo todo fragmentado (cariorexis).

Observou-se, em alguns pontos, o estabelecimento de canais de
vascularizacdo, comunicando a superficie externa do enxerto e os espacos medulares.
Estes canais ja se apresentaram, nesta fase, sendo repovoados por capilares,
fibroblastos e células osteoprogenitoras. Além disso, fibras colagenas e pequenos
blastemas 0sseos puderam ser observados aderidos a face externa do enxerto,

principalmente relacionados aos canais de Volkmann (Figura 28b).
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Também foram encontradas esquirolas 6sseas na interface enxerto-leito

receptor e na periferia do enxerto.

FIGURA 25- Grupo controle (7 dias). Visdo panoramica de um espécime deste
grupo. Nota-se tecido de granulacédo (TG) envolvendo todo o enxerto,
bem como na interface entre o enxerto e o leito receptor. E=enxerto,
LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa, EM=espaco
medular, FS= fio de sutura. Coloracao H.E. Aumento original 10:1.
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FIGURA 26- Grupo controle (7 dias). Maior aumento da Figura 25. Observa-se a
presenca de remanescentes de coagulo sanguineo (CO)
lateralmente a borda do enxerto. E=enxerto, LR=leito receptor,
IN=interface, FE=face externa, EM=espaco medular, TG= tecido de
granulacao. Coloracao H.E. Aumento original 25:1.
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FIGURA 27- Grupo controle (7 dias). Observa-se, na interface, a rede de
fibrina com presenca de fibroblastos (F), leucécitos (LE) e
capilares sanguineos (C). E=enxerto, LR=leito receptor,
IN=interface. Coloracdo T.M. Aumento original 100:1.
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FIGURA 28- Grupo controle (7 dias). Vista panoramica. E=enxerto, LR=leito receptor,
IN=interface, FE=face externa, EM=espaco medular, TG= tecido de
granulacao. Coloracao T.M. Aumento original 10:1. (a) Maior aumento do
mesmo espécime. Nota-se a presenca de blastemas ésseos (BO) na porcao
mais central da interface. Coloracao T.M. Aumento original 25:1. (b) Maior
aumento do mesmo espécime. Matriz 6ssea neoformada (MO) relacionada
ao Canal de Volkmann (*).Coloracdo T.M. Aumento original 25:1.
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FIGURA 29- Grupo controle (7 dias). Blastema 6sseo. Observa-se matriz
o0ssea neoformada (MO) circundada por osteoblastos (OB),
(©).

além da presenca de fibroblastos (F) e capilares
E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface. Coloracao T.M.

Aumento original 100:1.
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GRUPO EXPERIMENTAL

A periferia do enxerto apresentou-se ocupada por um tecido de
granulagcdo em organizagéo (Figura 30), caracterizado pela proliferacéo fibrobléstica e
discreta angiogénese. Infiltrado inflamatorio neutrofilico com discreta atividade
macroféagica e remanescentes de codgulo sanguineo puderam ser observados nesta
area.

Na interface enxerto-leito receptor, também observou-se um tecido de
granulagdo em organizacdo (Figura 30), colonizado por celulas da linhagem
fibroblastica e grande quantidade de capilares sanguineos. No entanto, entre o leito
receptor e o enxerto, verificou-se ainda a presenca de coagulo sanguineo e um tecido
de granulacéo pouco organizado, com quantidade marcante de hemaécias, fibroblastos e
capilares (Figura 32). N&o foi observada atividade osteogénica nesta fase (Figura 30).

Esquirolas d6sseas puderam ser encontradas na interface enxerto-leito
receptor ou fora dela (Figura 30).

Espacos medulares amplos, delimitados pelas corticais do enxerto,
apresentaram-se preenchidos estritamente por células degeneradas. Foram observados,
em alguns pontos da superficie 6ssea do enxerto, o estabelecimento de canais de
vascularizacdo com finalidade de comunicar a superficie externa do enxerto e 0s
espacos medulares (Figura 31).

As faces livres do enxerto mostraram-se discretamente irregulares,

apresentando lacunas de reabsorcdo, com a presenca de poucos osteoclastos. Essa
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atividade osteoclastica apresentou-se mais nitida nas bordas laterais do enxerto (Figura

31).

FIGURA 30- Grupo experimental (7 dias). Nota-se a presenca de remanescentes
de coagulo (CO) na periferia do enxerto e interface. Observa-se a
presenca de tecido de granulacao (TG) na periferia do enxerto e na
interface, além de esquirolas o6sseas na interface (seta verde).
E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa, TG=
tecido de granulacao. Coloracdo T.M. Aumento original 10:1.
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FIGURA 31- Grupo experimental (7 dias). Maior aumento da Figura 30. Observa-se

Canal de Volkmann (A) comunicando a superficie externa e espaco
medular, além de lacunas de reabsorcdo (seta azul) nas bordas do
enxerto. E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa,
EM=espaco medular. Coloracdo H.E. Aumento original 25:1.

Observa-se, na interface, coagulo

sanguineo imaturo, com presenca marcante de hemacias (H),
fibroblastos (F), capilares sanguineos (C) e alguns leucécitos (LE).
E=enxerto, IN=interface. Coloracao T.M. Aumento original 100:1.
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PERIODO DE 14 DIAS

GRUPO CONTROLE

Esta fase caracterizou-se por apresentar moderada osteogénese na
interface enxerto-leito receptor. A interface apresentou-se parcialmente preenchida por
matriz 0ssea neoformada, estabelecendo uma unido do enxerto ao leito receptor
(Figura 33). Observou-se a formacdo de trabéculas Osseas imaturas ndo-lamelares,
contendo numerosos e volumosos ostedcitos e circundadas por osteoblastos (Figura
33a).

Nas bordas da interface, ainda foram observados residuos de tecido de

granulacdo. Nestas areas, as superficies dsseas do leito receptor e do enxerto voltadas
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para a interface mostraram-se recobertas por osteoblastos com discreta sintese de
matriz éssea.

Neste periodo, moderada osteogénese foi observada na maioria dos
espagos medulares do enxerto. Notou-se a presenca de uma matriz 6ssea neoformada
preenchendo parcialmente a maioria dos espacos medulares, contendo ostedcitos e
circundada por numerosos osteoblastos (Figura 33b). Os demais espacos medulares
apresentaram-se repovoados por células da linhagem fibroblastica e osteoprogenitoras,
além de nitida angiogénese, caracterizada pela presenca de grande quantidade de
capilares sanguineos. N&o foi verificada a presenca de células degeneradas nos espacos
medulares.

Na face externa do enxerto também se observou moderada atividade
osteogénica, com a formacdo de matriz 6ssea contendo osteOcitos em estreita faixa
sobre a superficie do enxerto (Figura 34). Células achatadas e organizadas
paralelamente ao tecido 6sseo sugerem a formacéo de peridsteo sobre a face externa
do enxerto. Além disso, puderam ser observadas linhas de reversdo na superficie livre
do enxerto, denotando-se areas onde a reabsorcdo cessou e iniciou a neoformacéo de
matriz 6ssea, com insercdo de fibras colagenas ao 0sso neoformado (Figura 35).

Lacunas de Howship, com osteoclastos presentes, foram observadas
nas bordas e na face externa do enxerto, indicando discreta atividade de reabsorcéo.

Na periferia do enxerto, observou-se ainda remanescentes do tecido de

granulacdo com acentuado nivel de organizacéo, tendendo ao fibrosamento.
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FIGURA 33- Grupo controle (14 dias). Vista panoramica. Observa-se a
interface  parcialmente preenchida por matriz 6ssea
neoformada (MO). E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface,
FE=face externa, EM=espaco medular, FS=fio de sutura.
Coloracdao T.M. Aumento original 10:1. (a) Maior aumento do
mesmo espécime. Trabéculas 6sseas imaturas, circundadas
por osteoblastos (seta amarela). Coloracao T.M. Aumento
original 25:1. (b) Maior aumento do mesmo espécime. Matriz
o6ssea, circundada por osteoblastos (seta amarela),
preenchendo parcialmente os espacos medulares. Coloracdo
T.M. Aumento original 25:1.
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com estreita faixa de matriz 6ssea neoformada. E=enxerto,
LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa, EM=espaco
medular. Coloracdo T.M. Aumento original 25:1.

FIGURA 35- Grupo controle (14 dias). Observam-se linhas de reversao
(Li) na face externa do enxerto, com insercéo de fibras
colagenas (@) ao osso neoformado. E=enxerto, FE=face
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GRUPO EXPERIMENTAL

A interface enxerto-leito receptor apresentou, nesta fase, discreta
atividade osteogénica (Figura 36), com neoformacéo de matriz 0ssea circunscrita por
osteoblastos em algumas areas (Figura 37). A maior parte da interface encontrou-se
preenchida por um tipico tecido de granulacdo com nitida angiogénese.

Da mesma forma, extensas areas de tecido de granulacdo foram
observadas na periferia do enxerto (Figura 36).

Grande parte dos espagos medulares encontrou-se parcialmente
recolonizados por células da linhagem fibroblastica e células osteoprogenitoras. No
entanto, observou-se ainda a persisténcia de algumas células degeneradas (Figura 38).
Poucos espacos medulares apresentaram discreta osteogénese.

A superficie 0ssea da face externa do enxerto apresentou-se irregular,
com atividade osteoclastica em varios pontos, incluindo as bordas laterais,
caracterizada pela presenca de Lacunas de Howship associadas a células
multinucleadas com morfologia tipica de osteoclastos.

Osteogénese muito discreta pdde ser observada em pontos isolados da

face externa do enxerto (Figura 38).
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FIGURA 36- Grupo experimental (14 dias). Observa-se discreta atividade
osteogénica na interface, com a presenca de matriz 6ssea

neoformada (MO) e tecido de granulacdo (TG) na periferia do
enxerto. E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face
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FIGURA 37- Grupo experimental (14 dias). Maior aumento da Figura 36.
Observa-se, na interface, matriz 6ssea neoformada (MO)
circundada por osteoblastos (seta amarela) em algumas areas.
E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa,
EM=espaco medular. Coloracdo H.E. Aumento original 25:1.
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FIGURA 38- Grupo experimental (14 dias). Vista do enxerto. E=enxerto,
FE=face externa, EM=espaco medular. Coloracao T.M.
Aumento original 25:1. (a) Ampliacdo da imagem superior.
Observam-se espacos medulares parcialmente recolonizados
por células. Ainda persistem células degeneradas. (b)
Ampliacdo da imagem superior. Osteogénese discreta em
pontos isolados da face externa.
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PERIODO DE 28 DIAS

GRUPO CONTROLE

A area correspondente a interface enxerto-leito receptor mostrou, nesta
fase, acentuada atividade osteogénica (Figura 39). Grande quantidade de matriz dssea
neoformada p6de ser observada em toda a extensdo da interface unindo o enxerto ao
leito receptor (Figura 39), com a presenca de grandes vasos sanguineos no interior da
matriz 6ssea neoformada, bem como lacunas preenchidas por ostedcitos.

Observou-se também moderada neoformacao éssea alem dos limites do
enxerto, preenchendo parte da area adjacente as bordas do enxerto. Além disso,
acentuada osteogénese foi observada na face externa do enxerto (Figura 39).

Estas caracteristicas demonstram que o enxerto, nesta fase, estd
histologicamente integrado ao leito receptor (Figura 40).

O enxerto mostrou lacunas de reabsorcdo em locais isolados em sua
face externa, resultando em irregularidades na superficie externa (Figura 41a). Um
peridsteo bem organizado foi observado envolvendo toda a extensdo do enxerto,
caracterizado pela presenca de células achatadas, dispostas paralelamente ao tecido
0sseo.

A maioria dos espagos medulares apresentou-se totalmente preenchida
por matriz 0ssea neoformada, com a presenca de vasos sanguineos no seu interior

(Figura 41b).
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FIGURA 39- Grupo controle (28 dias). Observa-se acentuada atividade
osteogénica neste periodo, com grande quantidade de matriz
o6ssea neoformada (MO) preenchendo toda a interface.
E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa,

FIGURA 40- Grupo controle (28 dias). Observa-se que o enxerto apresenta-
se histologicamente integrado ao leito receptor. E=enxerto,
LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa, MO=matriz
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FIGURA 41- Grupo controle (28 dias). Observa-se extensa neoformacao de
matriz 6ssea (MO) generalizada. E=enxerto, LR=leito receptor,
IN=interface, FE=face externa, EM=espaco medular. Coloracéo
H.E. Aumento original 25:1. (a) Ampliacdo da imagem
superior. Observa-se neoformacdo 6ssea na face externa e
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GRUPO EXPERIMENTAL

Observou-se moderada atividade osteogénica na interface enxerto-leito
receptor. A interface apresentou-se parcialmente preenchida por matriz 0ssea
neoformada (Figura 42), rodeada por volumosos e numerosos osteoblastos.
Encontraram-se também &reas de tecido conjuntivo entre o enxerto e o leito receptor
(Figura 43).

Discreta atividade osteogénica foi observada em alguns pontos na
superficie livre do enxerto, com neoformacdo de matriz 6ssea em estreita camada
sobre o enxerto (Figura 44a).

Nas porcdes adjacentes as bordas do enxerto observou-se discreta
sintese de matriz Ossea recoberta por osteoblastos. Pequenas areas de tecido de
granulacdo foram observadas na periferia do enxerto.

Neste periodo, moderada osteogénese foi observada na maioria dos
espacos medulares do enxerto. Matriz 6ssea neoformada circundada por osteoblastos
foi observada preenchendo parcialmente a maioria dos espagos medulares (Figura
44b). Poucos espacos medulares apresentaram-se totalmente ocluidos e alguns deles
sem atividade osteogénica.

O enxerto mostrou lacunas de reabsorcdo em diversos pontos em sua

face externa e nas bordas, resultando em um contorno irregular.
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FIGURA 42- Grupo experimental (28 dias). Observa-se moderada atividade
osteogénica, com preenchimento parcial da interface com
matriz 6ssea neoformada (MO), além de remanescentes de

FIGURA 43- Grupo experimental (28 dias). Observa-se a presenca de tecido
conjuntivo (§) interposto entre o enxerto e o leito receptor.
E=enxerto, LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa,
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FIGURA 44-

Grupo experimental (28 dias). Observa-se moderada
neoformacédo de matriz 6ssea (MO) generalizada. E=enxerto,
LR=leito receptor, IN=interface, FE=face externa, EM=espaco
medular, FS=fio de sutura. Coloracdo T.M. Aumento original
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~= . 6 Discussio

Este trabalho procurou verificar se 0 processo de reparo do enxerto
autdgeno pode ser prejudicado pela deficiéncia de estrégeno, decorrente de
ovariectomia, em ratas de 12 meses de idade. Desta forma, a deficiéncia hormonal foi
provocada em um animal esqueleticamente maduro, com o intuito de tornar os
resultados os mais parecidos possiveis com a situacao clinica de uma paciente do sexo
feminino de meia idade (+ 55 anos), no estagio da menopausa sem reposicdo
hormonal, que necessita de cirurgia de enxerto ésseo para instalacdo de implantes
osseointegrados.

Com o sucesso do modelo experimental implantado por Jardini, em
2001, para estudar o padrdo de reparacdo de enxerto 6sseo em bloco em mandibula de
ratos e reproduzido por Azem, em 2002, para estudar a revascularizagdo do enxerto
6sseo, foi proposto estudar, no presente trabalho, o efeito da ovariectomia no mesmo
modelo, enfatizando a sequéncia temporal dos eventos que culminam com a
incorporacdo do enxerto ao leito receptor.

A escolha de ratas de 12 meses de idade baseia-se no trabalho realizado
por Kalu et al. (1989), que sugeriu que nesta idade as ratas podem ser consideradas
esqueleticamente maduras, simulando as mesmas caracteristicas fisioldgicas do
organismo de uma mulher de meia idade. De acordo com o padrdo de crescimento
6sseo analisado pelos autores, a partir do sexto més as caracteristicas do fémur estédo

praticamente estaveis no rato. Sendo assim, 0s autores asseguraram que ratas a partir
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dos 12 meses de idade ndo apresentam mais mudancas esqueléticas significativas,
tendendo ao declinio dessas mudancas, razdo pela qual considera-se esta faixa etaria
propicia para o proposito do presente trabalho. Além disso, 0s autores asseguraram que
as mudancas esqueléticas observadas, em seguida de ovariectomia, sdo primariamente
devidas a deficiéncia do horménio ovariano, evitando a perda 0ssea propria de idades
mais avancadas e o crescimento 6sseo acelerado que ocorre em animais jovens.

O trabalho desenvolvido com ratas nesta idade tornou os resultados
obtidos mais fidedignamente transferiveis para a clinica. Muitos estudos clinicos
retrospectivos avaliaram o0 sucesso de enxertos 0sseos autdgenos “‘onlay”
(WILLIAMSON, 1996; KELLER et al., 1999), tendo mulheres na maior parte da
amostra e com idade variando de 39 a 52 anos. No trabalho realizado por Williamson,
em 1996, de 114 implantes instalados em area de enxerto 6sseo autdgeno, 8 falharam
em pacientes do sexo feminino, sendo que uma delas se apresentava com quadro de
osteoporose.

Alguns estudos sugerem um efeito negativo da osteoporose decorrente
da deficiéncia de estrogénio sobre o processo de osseointegracdo (DUARTE et al.,
2003; LUGERO et al., 2000; YAMAZAKI et al., 1999), porém ndo se sabe se areas
Osseas enxertadas tornam-se mais vulneraveis quando sob influéncia da deficiéncia de
estrogeno.

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitaram demonstrar
que houve um atraso no processo de reparo e integracdo dos enxertos 0sseos aplicados
as ratas ovariectomizadas quando comparados aos do grupo controle. No grupo

controle, no periodo de 7 dias, observou-se na por¢do mais central da interface
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enxerto-leito receptor a formacdo de blastemas Gsseos circundados por numerosos
osteoblastos, indicando discreta atividade osteogénica, enguanto que no grupo
experimental, a interface mostrou-se preenchida por um tecido de granulacdo em
organizacdo, ainda com remanescentes de codgulo sanguineo e marcante quantidade
de hemacias, demonstrando um nitido atraso no processo de reparo. Contudo, ao
analisarmos o trabalho de Jardini (2001) no mesmo periodo, em que utilizou a mesma
metodologia de obtencdo e fixacdo do enxerto Gsseo, notamos gque O NOSSO Qrupo
controle também apresentava, comparativamente, um evidente atraso, uma vez que em
seu trabalho ja havia uma intensa formacao de tecido 6sseo resultando em pontes de
unido entre o enxerto e o leito receptor. Estes achados poderiam, entdo, estar
relacionados ao fato de ter sido utilizado ratos machos e jovens, justificando que a
idade por si s6 possa ter influéncia na cronologia do reparo.

Uma discreta atividade osteoclastica foi observada em ambos 0s
grupos, sendo mais nitida nas bordas do enxerto, corroborando os achados de
Enneking et al. (1975) de que a penetracdo vascular no enxerto cortical €
primariamente o resultado de uma reabsorcdo osteoclastica e infiltracdo vascular pelos
canais de Volkmann. Contudo, o fenémeno de recolonizacdo dos canais de VVolkmann
por capilares, fibroblastos e células osteoprogenitoras, inclusive com presenca de
matriz 0ssea relacionada a esses canais, s foi evidente no grupo controle.

No periodo de 14 dias, o grupo controle apresentou moderada atividade
osteogénica, com preenchimento parcial da interface com matriz éssea neoformada,
estabelecendo uma unido do enxerto ao leito receptor. JA no grupo experimental, a

maior parte da interface encontrou-se preenchida ainda por um tipico tecido de
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granulacdo, com formacdo de matriz 6ssea circunscrita por osteoblastos em algumas
areas, caracterizando uma discreta atividade osteogénica para este grupo, nesta fase.
Neste periodo, Azem (2002) observou a penetracdo de vasos em toda a periferia do
enxerto, alcancando extensdes variaveis no interior do mesmo, demonstrando um
estagio avancado na integracdo do enxerto ao leito receptor. Ao serem extrapolados
estes resultados aos obtidos no grupo controle deste estudo, onde o0s canais de
Volkmann encontravam-se totalmente recolonizados por células e capilares, € possivel
acreditar que esteja ocorrendo um processo de reparo mais avancado em comparagao
ao grupo experimental, onde poucos canais encontravam-se na mesma condigéo.
Conseqlientemente, esta provavel diferenca na revascularizacédo
justifica a presenca, no grupo controle, de espagos medulares parcialmente
preenchidos por matriz éssea neoformada, enquanto que este fendmeno ndo foi
verificado no grupo experimental. Neste grupo, grande parte dos espacos medulares
encontrou-se preenchida somente por células da linhagem fibroblastica e celulas
osteoprogenitoras, com persisténcia ainda de algumas células degeneradas. Esta nitida
diferenca indica um atraso no processo de revascularizacdo e nutricdo do enxerto no
grupo experimental, fato este que pode estar relacionado a deplecdo hormonal.
ObservacOes experimentais em osteoblastos, durante o processo de
reparo 0sseo, tém demonstrado que o0s esterOides gonadais, principalmente o
estrégeno, atuam como biomolécula estimuladora para que essas células produzam
varios fatores de crescimento (HARRIS et al., 1996). Alguns destes fatores sédo
importantes para o estimulo da angiogénese. Sob a acdo do estrogeno, o osteoblasto

produz FGF e TGFB que sdo mitogénicos para celulas osteoprogenitoras, induzem a
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sintese de matriz organica pelos osteoblastos e a rapida proliferacdo endotelial; o que
proporcionara uma eficiente angiogénese no local do reparo 6sseo (HARRIS et al.,
1996; HURLEY; FLORKIEWICZ, 1996). Assim, a discreta angiogénese e o retardo
nos processos de reparo do enxerto 6sseo nas ratas ovariectomizadas, observados neste
trabalho de pesquisa, podem estar relacionados aos baixos niveis sanguineos do
estrdgenio, decorrente da ablagdo da gonada. E importante salientar também que o
estrogeno por si so, atua diretamente sobre a vasculogénese em locais onde ocorrem

processo de reparo (BRANDI et al., 1993; LOSORDO; ISNER, 2001).

Aos 14 dias, ambos os grupos do presente trabalho apresentaram areas
de reabsorcdo com osteoclastos ativos em lacunas de Howship tornando, em alguns
pontos, a face externa do enxerto e as bordas irregulares. Porém, no grupo controle,
puderam ser observadas areas onde a reabsorcdo ja havia cessado e dado inicio a
neoformacdo de matriz Ossea, caracterizada por formacdo de linhas de reversdo na
superficie livre do enxerto. Este resultado sugere que a seqliéncia temporal dos eventos
estd mais adiantada no grupo controle comparado ao grupo experimental.

Aos 28 dias, no grupo controle, 0 enxerto apresentou-se
histologicamente integrado ao leito receptor com matriz 6ssea neoformada em toda a
extensdo da interface. Por outro lado, no grupo experimental, a interface apresentou-se
parcialmente preenchida por matriz 6ssea neoformada, com areas de interposicdo de
tecido conjuntivo.

Alguns sinais iniciais de incorporacdo associados a integracdo do
enxerto ao leito receptor, foram observados no grupo controle aos 28 dias. Burchardt

(1983) definiu esta incorporacdo do enxerto como um processo que engloba um
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complexo de 0sso desvitalizado com novo 0sso viavel, o qual se desenvolve através da
reabsorcdo do primeiro e substituicdo pelo segundo, descrito na literatura por creeping
substitution. De acordo com Enneking et al. (1975) o creeping substitution ocorre
rapidamente apds revascularizacdo completa do enxerto via canais de Volkmann ou
apos o processo de reabsorcéo.

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com os obtidos por
Deleu e Trueta (1965), que observaram a revascularizacdo completa do enxerto 0sseo
cortical, em cobaias e ratos, apo6s 4 a 8 semanas. Os resultados de Jardini (2001)
mostraram sinais de incorporacdo desde o periodo de 21 dias, iniciando-se pela
periferia do enxerto.

Pode-se considerar que, embora 0s eventos associados ao processo de
reparo estejam atrasados no grupo experimental, ha indicios de que este processo tende
a continuar em periodos mais longos, podendo até mesmo alcangar um nivelamento
entre os grupos. Ndo foi notada diferenca marcante quanto a atividade osteoclastica
entre 0s grupos nestes periodos de avaliacdo. Além disso, 28 dias ndo foram suficiente
para avaliarmos a dinamica de uma completa substituicdo do enxerto, chamada de
creeping substitution, ja notada no trabalho de Jardini (2001) aos 21 dias e observada
mais claramente aos 45 dias. E importante ressaltar que esta autora utilizou em sua
pesquisa ratos machos, jovens.

E preciso salientar a dificuldade técnica enfrentada neste estudo para
padronizar a adaptacdo do enxerto na mandibula, devido as variacGes na anatomia da
area receptora. Apesar da adequada imobilizacdo do enxerto, a area correspondente a

interface variou de animal para animal. No entanto, este fato ndo prejudicou a
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verificacdo dos eventos celulares envolvidos com o processo de reparacdo dssea. A
completa imobilizagdo do enxerto e a preparacao do leito por meio de decorticalizagédo
ou perfuracdes tém sido consideradas ponto fundamental na pega do enxerto
(CARVALHO et al., 2000). Isto explica o fato de ter sido encontrada maior
neoformacado d6ssea na porcdo mais central da interface, proximo a area da perfuracéo
central, local da transpassagem do fio de sutura para fixacdo do enxerto ao leito. Estes
achados podem indicar que a perfuracdo do leito e do enxerto pode ter facilitado a
proliferacdo vascular e o acesso de células originarias do enddsteo, favorecendo a
neoformacdo Ossea nas por¢Ges mais proximas a perfuracdo. Neste estudo ndo foram
realizadas perfurac6es no leito receptor, como descrito por Buser et al. (1995) e Misch
e Misch (1995), devido a fina espessura da cortical da mandibula, o que poderia
fragiliza-la. Em contrapartida, realizou-se uma suave raspagem no leito receptor para
assegurar a remocao completa do periosteo, o que poderia favorecer a incorporagédo do
enxerto 0Sseo.

Apesar de ndo ser possivel extrapolar diretamente estes resultados para
humanos, o presente trabalho oferece, no entanto, fortes evidéncias de que a
deficiéncia de estrogeno pode atrasar o processo de reparo de enxertos 0sseos
autogenos em bloco em mulheres de meia idade, com sinais clinicos da menopausa,
onde a sintese deste hormonio ovariano ja se mostra comprometida. Desta forma, o
sucesso e a longevidade de implantes osseointegrados em areas enxertadas, poderiam
consequientemente apresentar algum grau de comprometimento ou um certo atraso no
processo de osseointegracdo, em decorréncia destas alteragdes hormonais.

Portanto, pode-se sugerir aos cirurgides-dentistas que sejam cautelosos
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na realizacdo de procedimentos de enxertia 6ssea em pacientes osteoporoticos, que nao
estejam sendo submetidos a terapia de reposicdo hormonal. Certamente, mais estudos
em outras espécies de animais e em diferentes idades, analisando o efeito da
deficiéncia estrogénica sobre a incorporacdo de enxertos 0sseos autégenos em bloco,
poderiam incrementar 0s conhecimentos para uma mais segura aplicacdo deste

procedimento em seres humanos nestas mesmas condigdes sistémicas.
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~=( 7 Concluséo

Dentro dos limites deste trabalho, podemos concluir, com base na
andlise histoldgica realizada, que:

e A deficiéncia de estrogeno, decorrente da ovariectomia, atrasou

0 processo de reparo de enxertos 6sseos autoégenos em bloco em
mandibula de ratas adultas;

e Embora tenha havido atraso no processo de reparo dos enxertos

0sseos autdgenos em bloco, decorrente da ovariectomia, havia

indicios de que este poderia completar-se em periodos mais

longos.
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