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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar quantitativamente e qualitativamente o
processo de reparagéo 0ssea de enxerto 6sseo autdbgeno em bloco, associado
ou ndo a membrana de PTFE-e, em ratas fémeas, portadores de osteopenia
induzida. Oitenta animais pesando aproximadamente 300g foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Grupo 1 (n=20): ovariectomia
simulada (SHAM) e realiza¢do de enxerto 6sseo autégeno em bloco tendo como
area doadora o osso parietal e area o angulo da mandibula; Grupo 2 (n=20):
ovariectomia simulada e realizagdo de enxerto 6sseo autbgeno em bloco tendo
como area doadora o osso parietal e area receptora o angulo da mandibula com
recobrimento por membrana de PTFE-e; Grupo 3 (n=20): ovariectomia (OVZ) e
realizacao de enxerto 6sseo autdgeno em bloco tendo como area doadora o
osso parietal e area receptora o angulo da mandibula; Grupo 2 (n=25):
ovariectomia e realizagéo de enxerto 6sseo autdbgeno em bloco tendo como area
doadora o osso parietal e area receptora o angulo da mandibula com
recobrimento por membrana de PTFE-e. Os enxertos foram realizados 30 dias
apos as cirurgias OVZ e SHAM. Os animais de cada grupo foram sacrificados
em cinco periodos diferentes como segue: 0 hora, 7, 21, 45 e 60 dias. Para cada
periodo obteve-se 4 animais por grupo. As pecas foram descalcificadas,
incluidas em parafina, os cortes corados com Hematoxilina e Eosina e
submetidas a analise histolégica e histomorfométrica com o auxilio de
microscopia de luz. Os resultados obtidos foram submetidos aos testes ANOVA
e Tukey ambos ao nivel de 5%.

PALAVRAS CHAVE: osteopenia, osteoporose, reparo 6sseo, enxerto
autdogeno, membranas.



1 INTRODUCAO

A descoberta do principio da osseointegragdo por
Branemark na década de 60 do século passado abriu as portas para uma
historia de 40 anos de pesquisas na area que resultaram em inumeras
inovacdes cientifico-tecnoldgicas tornando os implantes osseointegrados
um marco na reabilitagcdo oral.

Os implantes osseointegrados atualmente sao alternativas
consagradas funcionalmente e esteticamente na reabilitagdo de espagos
protéticos unitarios ou multiplos. No entanto, o processo de
osseointegracdo é complexo e dependente de diversos fatores que
podem estar relacionados ao implante (tipo de material, desenho e
superficie) ou ao leito receptor no que diz respeito a qualidade e
densidade Osseas e sua capacidade de remodelagcdo. Portanto,
deficiéncias 6sseas quantitativas e qualitativas séo tidas como fatores que
possam interferir no processo de osseointegracdo e consequentemente
levar ao insucesso do tratamento reabilitador com implantes.

Volume 6sseo deficiente  frequentemente  causa
dificuldades na instalagdo dos implantes e consequentemente no
resultado final das proteses implanto-suportadas. Atualmente, o anseio
dos pacientes por prétese mais estéticas obriga o profissional a otimizar a
instalacdo dos implantes com um posicionamento adequado para que
seja possivel a formacado de ponto de contato, perfil de emergéncia,
formacdo de papila e concavidade gengival adequados. Este
posicionamento deve ser observado tridimensionalmente, nos sentidos
mesio-distal, vestibulo-lingual e ocluso-cervical.

Nos casos em que o volume 6&sseo existente néo

possibilita a colocagdo das fixacdes em local adequado deve-se lancar
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mao de técnicas reconstrutivas buscando esse volume adequado.
Diversas técnicas ja foram descritas, utilizando materiais de origem
autégena, homogena, heterégena ou sintética. No entanto, o o0sso
autégeno tem sido considerado o “Gold Standard” por mostrar melhores
resultados em relacdo a quantidade e qualidade Ossea da area
reconstruida no momento da instalacdo dos implantes, especialmente
quando utilizados no aumento da espessura local (enxertos onlay).

Com o advento da regeneragdo tecidual guiada (RTG)
descrita pela primeira vez em 1959 por Hurley, demonstrada na
regeneracgao periodontal e extrapolada para a regeneracdo 0ssea guiada
(DAHLIN et al.’?1990) os enxertos 6sseos, autdgenos ou alégenos,
passaram a ser utilizados em conjunto com a ROG. Esta associagao
busca diminuir a parcial ou completa absorgdo dos enxertos 6sseos onlay
observada quando estes sdo utilizados isoladamente(CURTIS &
WILLIAM®, 1983; DADO & IZQUIERDO™, 1989; LA TRENTA et al.®,
1989; HARDESTY & MARSH?®, 1990; JENSEN & SINDET-PETERSEN?,
1991; DONOVAN et al.”®, 1993; ALONSO et al.?, 1995; DE MARCO et
al."®, 2005; JARDINI et al.?”, 2005). e também melhorar a icorporagéo do
enxerto ao leito receptor (TEN BRUGGENKATE et al.>*, 1992; JARDINI et
al.?’, 2005).

Doengas sistémicas como diabetes e osteoporose
sugerem uma potencial contra-indicagdo para os implantes. A
osteoporose é definida como uma doenga esquelética sistémica que se
caracteriza por baixa massa éssea e deteriorizagdo da microarquitetura
do tecido dsseo, com conseqlente aumento da fragilidade Ossea e
susceptibilidade as fraturas (WHO®, 2003) e manifesta-se
frequentemente na populagcdo feminina poés-menopausa como
conseqUéncia da diminuicdo de estrogénio. Na osteoporose a
remodelacdo éssea é alterada em fungdo da diminuicdo da formacao
O0ssea enquanto que a reabsor¢do mantém-se relativamente constante.
(DAO et al." 1993.).
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O diagndstico da osteoporose pode ser realizado segundo
critérios histolégicos, medidas de densidade Ossea e presenga de
fraturas. No entanto, apesar das fraturas atraumaticas constituirem um
evento discreto , basear o diagndstico de osteoporose nesta condigcéo
torna-o tardio e coloca a prevencdo em segundo plano. Em funcéo da
perda de massa Ossea isoladamente ndo causar nenhum sintoma
evidenciado pela literatura, a osteoporose é também conhecida como “a
epidemia silenciosa” (SZEJNFELD et al.>®, 2000).

Na tentativa de simular a deficiéncia de estrogeno gerada
no periodo pés-menopausa em humanos muitos estudos tém utilizado
modelo de animais ovariectomizados. Através desse modelo,
pesquisadores demonstraram 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, quantidade e qualidade 6ssea ao redor de implantes bem como
menor resisténcia ao torque (DAO et al.™, 1993).

No entanto, a influéncia da osteoporose p6és-menopausa
no processo de reparo dos enxertos 6sseos autdbgenos em bloco ainda
nao é completamente conhecida e explicada.

Levando-se em consideragdo o aumento da incidéncia
dessa patologia nas mulheres no periodo da menopausa e o aumento da
demanda pelas reabilitagdes com implantes osseointegrados e
consequentemente dos procedimentos reconstrutivos seria interessante
avaliar o comportamento biolégico no processo de reparo dos enxertos

autdégenos onlay nessas situagdes.



2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo de literatura sera dividida em trés tdpicos
relacionados ao tema proposto para um melhor entendimento:

osteoporose, regeneracao 0ssea guiada e enxerto 6sseo autdgeno.

2.1 Osteoporose

2.1.1 Definicao, prevaléncia e etiologia

A osteoporose é uma doenga caracterizada por baixa
massa 0ssea e deteriorizagdo da microarquitetura do esqueleto, levando
a acentuada fragilidade 6ssea e ao conseqliente aumento do risco de
fraturas (SZEJNFELD®?, 2000). E a doenga osteometabdlica mais comum
e causa importante de morbidade no idoso mostrando relagdo direta de
sua prevaléncia com a idade. Estima-se que 75 milhdes de pessoas na
Europa, Japao e EUA sao afetadas, o que levaria a um numero de 2,3
milhdes de fraturas anuais decorrentes de osteoporose apenas na Europa
e EUA (WHO®®, 2003).

A osteoporose acomete as mulheres trés vezes mais do
que os homens, devido em parte pela menor massa 6ssea nas mulheres
e as alteracdes hormonais que ocorrem na menopausa (WHO>, 2003).

O aumento da expectativa de vida da populacdo em
grande parte do mundo faz com que nos dias atuais as mulheres vivam

mais de um tergco de suas vidas ap6s a menopausa. A exata etiologia
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desta doenca n&o é bem conhecida, mas fatores hormonais, genéticos e
a dieta contribuem para a perda da densidade mineral 6ssea. O risco de
osteoporose pode ainda ser aumentado pela influéncia de outros fatores
como consumo exagerado de cigarros e alcool, auséncia de estresse
fisico dos ossos, baixa ingestdo de vitamina D e calcio e diminuicdo do

nivel de horménio de crescimento (WHO>®, 2003).

Tem sido aceita a existéncia de dois tipos de osteoporose,
a tipo |, cujo aparecimento ocorre ap6s a menopausa e esta associada a
deficiéncia estrogénica, com aumento da reabsor¢cao 6ssea em relacéo a
formacgao e solubilizagdo do mineral ésseo. Estas variagdes metabdlicas
estdo associadas a fatores adicionais, provavelmente mediados pelo
estrégeno, como as citocinas, as prostaglandinas e o fator de necrose
tumoral. No tipo Il ou senil, a evolugdo é mais lenta, com as mesmas
caracteristicas em ambos o0s sexos e onde o hiperparatireoidismo
secundario associa-se a deficiente formagao. O recente conhecimento de
que a deficiéncia de estrébgeno também possa estar presente nesta
eventualidade, da origem a teoria unitaria da génese das osteoporoses | e
Il (WHO®®,2003).

2.1.2 Deficiéncia estrogénica

O estrébgeno possui fundamental importancia na
preservacdo da massa 0ssea na vida adulta e sua redugcdo nas mulheres
pos-menopausa também acarreta diminuigdo de massa Ossea pelo
desequilibrio entre a formacdo e reabsorgdo o6ssea, sendo a ultima
beneficiada. Algumas citocinas liberadas na medula 6ssea aumentam a
rotatividade ou turnover 6sseo. TNFaq, interleucina 1 e interleucina 6,

estimulam reabsorg¢ao 6ssea in vitro e in vivo e devem iniciar a reabsorgao
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O0ssea induzida pela deficiéncia estrogénica (JOHNSTON &
SLEMENDA?®, 1995).

O processo de remodelagdo o6ssea € realizado pelas
células Osseas, osteoblastos e osteoclastos, derivadas de progenitores
que residem na medula 6ssea. Os osteoblastos originam-se de células
mesenquimais do estroma medular e os osteoclastos de células
hematopoiéticas. O desenvolvimento dos osteoclastos € regulado por
citocinas, como as interleucinas 6 e 11, liberadas pelos osteoblastos. No
entanto, a produgdo e a responsividade das células da medula éssea a
estas citocinas sdo reguladas por hormdnios esteroidais. A excessiva
osteoclastogénese e inadequada osteoblastogénese causam o
desequilibrio entre a formacao e reabsor¢cao 6sseas, com prejuizo para a
primeira, levando a diminuicdo de massa 6ssea também conhecida como
osteopenia (MANOLAGAS et al.*°, 1995).

Johnston & Slemenda® (1995) em um estudo utilizando
ratos transgénicos nos quais a atividade de TNFa era permanentemente
previnida pela presencga de altas concentragcdes de receptores circulantes
soluveis 1 de TNFa, ndo observaram diminuicdo da massa Ossea ou
aumento do turnover 6sseo apods ovariectomia dos animais do grupo teste
quando comparados aos animais do grupo controle, sugerindo uma
participagdo fundamental de TNFa neste caso.

Segundo Kubo et al.®*, 1999, apesar das evidéncias que
TNFa, interleucina 1 e 6 estejam envolvidos na remodelagao 6ssea e que
mostrem consideravel interrelagdo, apenas o TNFa parece ser necessario
para aumentar a remodelacdo Ossea que ocorre apds a deficiéncia
estrogénica. Esta evidéncia é consistente também com o papel da
osteoprotegerina, um inibidor da formagdo osteoclastica. Como a
osteoprotegerina é um receptor soluvel da superfamilia TNF, ela tem a
capacidade de neutralizar a acdo de TNF na osteoclastogénese (WHO,
2003).
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2.1.3 Demais causas enddcrinas de perda 6ssea

Além da deficiéncia de hormobnios sexuais, outros fatores
enddcrinos também pode alterar a massa éssea por interferirem na
remodelagao 6ssea.

O hiperparatireoidismo primario e o hipertireoidismo
aumentam o turnover 6sseo e portanto induzem a perda de massa 6ssea
(LINDSAY?’, 1993). Por outro lado, excesso de glicocorticoides reduzem a
formacgado Ossea. A administracdo excessiva de doses farmacologicas de
corticosterdides podem diminuir a absorgdo intestinal de calcio e
possivelmente sua reabsorgdo pelos tubulos renais (JOHNSTON &
SLEMENDA?®, 1995).

2.1.4 Diagnéstico

O diagnéstico da osteoporose pode basear-se em critérios
histoldgicos, medidas de densidade éssea e presenca de fraturas. Os dois
primeiros critérios sdo baseados apenas em informag¢des que retratam
uma diminuicdo da densidade Ossea, ou seja, a osteopenia. A osteopenia
indica um tecido 6sseo com densidade mineral abaixo dos padrdes para o
género e idade. O termo osteoporose € utilizado quando existe uma
combinacado de osteopenia com alguma evidéncia clinica de aumento de
fragilidade 6ssea, como por exemplo fraturas assintomaticas (FROST?,
1992).

A Organizagdo Mundial de Saude em 1994 propdés uma
estratificacdo da osteoporose. Segunda a classificacédo proposta, uma
mulher pode ser diagnosticada como portadora de osteoporose se

apresentar densidade mineral éssea, em relacao ao adulto jovem, menor
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que 2,5 desvios-padrbes, independente da ocorréncia de uma fratura.
Densidade mineral 6ssea entre -1 e -2,5 desvios-padrdes é classificada
como osteopenia, tornando as mulheres deste grupo altamente
susceptiveis as fraturas.

A diminuicdo da densidade mineral Ossea aumenta
exponencialmente o risco de fraturas. Para cada diminuigdo de um desvio
padrao na densidade mineral 6ssea, o risco de fratura aumenta trés vezes
(RADOMINSKI et al.*®, 2002)

O diagnéstico baseado somente na presenga de uma ou
mais fraturas atraumaticas torna-se tardio, em uma doenca em que a
prevencdo é a melhor forma de tratamento (SZEJNFELD®, 2000).
Entretanto, a definicdo atual de osteoporose e os critérios de diagnostico
baseados na densidade mineral 6ssea desvincularam o termo
osteoporose da necessidade de ocorréncia de fraturas (WHO3, 2003).

As fraturas de quadril, antebraco e vértebras sdo as mais
associadas a osteoporose, apesar de outros sitios de fratura estarem
aumentando a sua incidéncia nestes pacientes. No entanto, a fraturas de
quadril sdo as que oferecem maior morbidade e mortalidade ao paciente,
além de representarem o tratamento mais honeroso financeiramente. Dos
pacientes acometidos por este tipo de fratura e que tinham uma vida
independente, apenas a metade consegue ter uma vida independente

ap6s a ocorréncia da fratura (WHO®, 2003).

2.1.5 Aspectos histolégicos

Observagdes histologicas de osso osteoporético indicam
um espacgo trabecular significantemente aumentado pela presenca de

uma delgada e descontinua estrutura 6ssea e um osso cortical
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ligeiramente fino, resultante de uma perda gradativa do conteudo mineral
e organico do tecido 6sseo.

A reducdo da massa Ossea e deteriorizacdo de sua
microarquitetura resultam em fragilidade do tecido 6sseo e conseqlente
aumento da incidéncia de fraturas e dor. As principais fraturas
relacionadas a idade e provavelmente a osteoporose ocorrem nos corpos
vertebrais, fémur e uUmero proximal, antebragco distal e pelve.
(MOSEKILDE*, 1995).

Para o entendimento da influéncia da osteoporose na
cicatrizacdo de fraturas, Kubo et al.** (1999) fizeram um estudo em ratos
com osteoporose induzida e com dieta baixa em calcio e em um grupo
controle sadio. Os ratos foram monitorados por mais de 12 semanas e
pode-se observar que até a sexta semana o processo de cicatrizagao foi
semelhante para ambos os grupos. Apds este periodo observou-se que o
novo osso formado no grupo teste, tinha uma baixa densidade mineral,
sugerindo que a deficiéncia de estrbgeno e a dieta com pouco calcio,
afetam os estagios mais tardios da cicatrizacdo. Esses achados podem

ter implicagbes na cicatrizagdo 6ssea adjacentes aos implantes.

2.1.6 Modelos animais em osteoporose

A utilizagdo de modelos animais in vivo no estudo da
osteoporose vem sendo cada vez mais comum e necessaria para o
entendimento da patogénese da doengca bem como para a descoberta e
validagdo de novos agentes terapéuticos. Diferentes condi¢des
osteopénicas foram relatadas por Miller et al.** (1995) em animais. Entre
elas os autores destacaram como uma condigdo hormonal, a deficiéncia

estrogénica resultante da ovariectomia.
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Segundo Kalu et al.*?

(1989), apesar do esqueleto de
cachorros e primatas terem unidades estruturais basicas e padrbes de
remodelacdo 6ssea comparaveis aos humanos, estes n&o sdo os animais
ideais devido ao alto custo, baixa disponibilidade e dificuldades de
armazenamento e manutencdo. Desta forma, o rato continua a ser o
modelo animal mias comum no estudo da osteopenia provocada pela
deficiéncia de horménio ovariano. Com relacdo as similaridades da
osteopenia no modelo animal do rato decorrente da deficiéncia
estrogénica e a osteoporose humana poés-menopausa os autores
observaram que a perda 6ssea dos animais ovariectomizados foi maior
nas vértebras do que no fémur assim como no humano, no qual a perda
Ossea trabecular sobressai-se a cortical na osteoporose pdés-menopausa.
O aumento observado nos osteoblastos do enddsteo,.na area medular da
diafise tibial, na concentracao de fosfatase alcalina sérica e a diminuicao
do trabeculado 6sseo indicam que a formacdo e reabsorcao ésseas
aumentaram com a deficiéncia hormonal ovariana, com a reabsorgao
excedendo a formagé&o. Similarmente, ocorre expanséo da area medular
no osso da mulher pés-menopausa assim como a perda Ossea poOs-
menopausa esta associada ao aumento de marcadores bioquimicos da
remodelagdo. Com estas similaridades os autores concluiram que o rato
como modelo animal no estudo da osteoporose apresenta um bom custo-
beneficio e similaridades com o humano que justificam o seu uso no
estudo da patogénese da doenca e métodos terapéuticos.

Szejnfeld®® (2000) em uma revisdo da literatura relata a
utilizacdo do rato como modelo animal para a osteoporose desde 1950,
quando estudos demonstraram a capacidade do osteoclasto em digerir
tecido 6sseo. E relatado ainda que apesar da rata ndo apresentar
menopausa hatural, ela experimenta perda 6ssea devido a deficiéncia
estrogénica. Assim como nos humanos, a perda 6ssea € acelerada ap6s
a diminuicdo da funcdo ovariana e sofre desaceleracdo em seguida,

evoluindo para uma fase estavel de platé. Da mesma forma o processo de
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remodelagdo 6ssea acompanha o ritmo da perda 6ssea. Com relagcéo aos
meétodos terapéuticos, os resultados obtidos em animais ovariectomizados
quando comparados aos resultados em humanos assemelham-se tanto
na terapia de reposi¢cao estrogénica como na utilizagdo de drogas anti-
reabsortivas como os bifosfonatos e a calcitonina. Por outro lado, o rato
como a maioria dos modelos experimentais, nao exibe fraturas
associadas a traumas de baixo impacto. Entretanto, esta desvantagem é
hoje em dia contornada pela utilizagao de técnicas modernas na avaliagcao
biomecanica do tecido 6sseo. Os autores concluem colocando o rato

como modelo animal ideal no estudo da osteoporose pds-menopausa.

2.1.7 Osteoporose e a cavidade bucal.

Manolagas et al.*

(1995), determinaram, através de
microdensitometria, a relagdo entre a massa 6ssea da mandibula e a
massa 0ssea do 0sso radio e das vértebras de um grupo de 85 mulheres
pos-menopausa portadoras de osteoporose. Os resultados demonstraram
correlagao positiva entre a mandibula e a massa esquelética em relagao a
espessura da cortical e altura da crista mandibular. No ano seguinte, o
mesmo grupo de pesquisadores mediu a massa Ossea, densidade e
espessura cortical mandibular de 50 mulheres normais com idade entre
20 e 90 anos, comparando-as com medidas tomadas na espinha dorsal e
radio. Os autores encontraram correlagdo positiva entre a massa 6ssea
mandibular e o total de massa 6ssea do esqueleto na populagdo
estudada.

Miller et al.*?

(1995) examinaram através de radiografias
laterais e frontais das vértebras, 44 pacientes idosos edéntulos portadores
de osteoporose classificando-os de acordo com o grau de severidade da

doenca. Em seguida, a reducdo da altura da crista alveolar residual foi
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obtida através de tomadas radiograficas panoramicas. Os autores
concluiram que a altura da crista 0ssea residual nesses pacientes foi
correlacionada com a severidade da osteoporose. Outros estudos clinicos
mais recentes tém sugerido que um maior risco de perda 6ssea oral em
mulheres apresenta correlacdo com a osteoporose pOs-menopausa
(MARDAS et al.*", 2002).

Dao et al.™

(1993) em uma revisao da literatura sobre a
influéncia da osteoporose na osseointegragcdo relataram algumas
caracteristicas que contra-indicariam a utilizacdo de implantes
osseointegraveis em pacientes com osteoporose. Segundo os autores a
osteoporose afeta a mandibula e maxila da mesma maneira que outras
partes do esqueleto utilizadas para diagnostico da doengca e o
metabolismo O6sseo alterado no osso osteoporético influenciaria o
processo de osseointegracdo. Para isto os autores relatam que diferencas
estatisticamente significantes foram encontradas na massa e densidades
Osseas entre o osso mandibular de individuos sadios e doentes. No
entanto, o teste estatistico utilizado para confirmar estes dados nao foi
relatado no artigo.

Por outro lado, a remodelagc&o 6ssea é um processo local,
que varia segundo as partes do esqueleto e o periodo num mesmo sitio.
Além disso, existe o fato de que o osso mandibular é predominantemente
cortical e na populacdo normal a massa 6ssea mandibular parece néo
estar relacionada a massa Ossea de outras partes do esqueleto que
consistem principalmente de osso trabecular (MARDAS et al.*', 2002).
Isto portanto tornaria inapropriado concluir que a maxila e mandibula de
pacientes com diagnostico de osteoporose realizado em outros sitios
sejam considerados também osteoporéticos. Analises histomorfométricas
mostraram ainda que a remodelagédo O0ssea se dava normalmente em
varios pacientes diagnosticados com osteoporose. Esta heterogeneidade
pode ser reflexo das fases flutuantes da doenca, mas também é possivel

que o metabolismo 6sseo tenha voltado ao normal no momento do
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diagnéstico. Os autores concluiram que a osteoporose néo pode ser
considerada um fator de risco para osseointegracdo e que pacientes
diagnosticados com baixa densidade 6ssea ou com presenca de fraturas
atraumaticas em um sitio diferente da regido maxilofacial nao devem ser
excluidos das reabilitagcbes com implantes osseointegraveis.

Em 2000, Szejnfeld® realizaram um estudo em coelhos
com osteoporose induzida e grupo controle, para avaliar a
osseointegragao de 2 tipos de implantes. Apos a colocacéo dos implantes
que permaneceram por 8 semanas, 0s animais foram sacrificados. Pode-
se observar que o volume trabecular e a aposicdo mineral foram
significantemente maior no grupo controle do que nos animais com

osteoporose, independente do tipo de implante.

2.2 Regeneracao 6ssea guiada (ROG)

A idéia de se intervir de modo a favorecer a regeneragéo
tecidual utilizando-se algum tipo de barreira fisica, ja era utilizada em

cirurgia reconstrutiva e em regeneragéo neural, desde meados de 1959.

A primeira tentativa de reconstrugcéo 6ssea utilizando este
principio foi realizada por Murray em 1957. Esses autores concluiram que
seriam necessarias trés condi¢gdes basicas para o crescimento 6sseo: 1-
presenca de coagulo sanguineo, 2-osteoblastos preservados e 3- contato
com tecido vital. Neste trabalho, o coagulo sanguineo foi protegido com
uma estrutura plastica fenestrada, e observou-se crescimento 6sseo no

seu interior.

Breine & Branemark® (1980) estudaram a reparagdo de

defeitos O6sseos no fémur de ratos. Neste estudo foram utilizadas
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diferentes barreiras fisicas para protecdo do coagulo sanguineo no
defeito. Os autores concluiram que, a cobertura protegeu o coagulo da
invasao de células ndo osteogénicas e direcionou o tamanho do coagulo

pois preveniu a pressao dos tecidos adjacentes.

Entretanto, os estudos iniciais n&o conduziram a aplicagao
clinica das membranas em pacientes. Somente a partir da demonstracao
do principio da Regeneragdo Tecidual Guiada (RTG) objetivando a

regeneracgao periodontal € que houve o avango desta técnica.

Apds a comprovagao desta em animais e em humanos
(GORDH et al.??,1998) este principio também foi testado também para a
regeneragao de tecido 0sseo.

Dahlin et al."

(1988) estudaram a reparagao 6ssea em
defeitos 6sseos na mandibula de ratos. Foram utilizados 30 animais, nos
quais se realizaram defeitos bilaterais nas mandibulas. Em um dos lados,
o defeito foi coberto por uma membrana de politetrafluoretileno expandido
(PTFE-e), enquanto no outro lado o recobrimento foi realizado apenas
com o retalho mucoperiosteal. Os resultados mostraram que no grupo
teste houve preenchimento 6sseo do defeito enquanto que no grupo
controle o defeito foi preenchido por tecido conjuntivo fibroso, com pouco

desenvolvimento de osso neoformado nas margens do defeito.

A validade do principio da ROG (regeneracao o&ssea
guiada) foi avaliada em primatas antes de ser utilizada em humanos.

Dahlin et al.”?

(1990), produziram defeitos trans-6sseos bilaterais em
regides desdentadas da mandibula e maxila, e apicetomias em incisivos
laterais. Um dos lados serviu como teste, colocando-se a membrana tanto
na face vestibular como na lingual, enquanto o outro lado serviu como
grupo controle. Nos defeitos tratados com membrana houve completa
regeneracao Ossea, enquanto os defeitos controle mostraram pouca ou
nenhuma regeneragdo Ossea, e sua parte central estava totalmente

preenchida por um tecido conjuntivo rico em fibras colagenas.
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Baseado neste principio, e com o objetivo de se ampliar as
indicagbes dos implantes osseointegrados, diversos autores iniciaram

pesquisas sobre a reconstrugao lateral do rebordo alveolar.

Jovanovic et al.*° (1992), avaliaram o principio da ROG em
19 implantes de titanio com deiscéncia 6ssea. Membranas de PTFE-e
foram fixadas pelo parafuso de cobertura do implante, permitindo a
manutencdo de um espaco para a neoformacdo éssea. Apos quatro a
seis meses de reparagdo, 16 membranas foram removidas, sendo que 3
ja haviam sido removidas prematuramente devido a exposi¢cdo das
mesmas. Os autores concluiram que o uso de membranas permitiu a
regeneragao Ossea em areas de deiscéncia ao redor de implantes.
Porém, a quantidade e a qualidade do tecido Osseo regenerado
dependeram do manuseio dos retalhos, da manutencdo de um espaco
entre o implante e a superficie interna da membrana, e de um periodo de

reparagao de, no minimo, 4 a 5 meses.

O proposito do trabalho de Dahlin et al.™® (1991), foi o de
analisar o potencial de osteopromocdo da técnica, utilizando-se
membranas associadas a enxerto 6sseo inlay e onlay. Foram utilizados
um total de 28 ratos, divididos em seis grupos diferentes. Um grupo
recebeu enxerto ésseo inlay da fibula, implantado em defeitos bicorticais
realizados no angulo da mandibula, protegido por duas membranas de
PTFE-e. O outro lado do animal serviu como controle, isto é, o
procedimento foi idéntico, porém a membrana nao foi colocada. O mesmo
procedimento foi realizado em um outro grupo, com a diferenca que o
enxerto utilizado foi retirado do osso parietal; o outro lado também serviu
como controle. Outro grupo teve como area receptora o 0sso occipital, e o
enxerto utilizado, foi removido da mandibula, para a criagédo dos defeitos
iniciais. Nesses animais também houve enxerto recoberto ou nio por
membrana. Apds 12 semanas o0s espécimes foram analisados por

microscopia Optica, e pode-se observar que:
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e 0 enxerto intramembranoso inlay teve completa incorporagéo ao
defeito;
e 0 enxerto endocondral inlay permaneceu com uma fina capsula
fibrosa, e n&o foi incorporado totalmente;
¢ 0s enxertos onlay recobertos por membrana reabsorveram menos
que os nao recobertos.
Os autores concluiram que seus resultados confirmam a
existéncia de diferencas biolégicas entre osso intramembranoso e
endocondral; e que a utilizacdo de membranas, induz a neoformacao

6ssea e favorece o uso de enxertos de menor tamanho.

Com a finalidade de alcangar a previsibilidade na obtencgéo
da ROG, Buser et al.’ (1996), desenvolveram uma técnica cirdrgica para
aumento localizado de rebordo na maxila. Ap6s 4 anos de experiéncia
clinica, os autores recomendaram os seguintes passos:

e uso de incisbes em bisel e a utilizacdo de retalho de espessura

parcial/total;

correto desbridamento da area;

e perfuracdo da cortical 6ssea, permitindo assim a presenca de
coagulo sanglineo sob a membrana;

e uso apropriado de um enxerto ou material de preenchimento para
estabilizar o coagulo;

e colocacdo de uma membrana de PTFE-e para criar espacgo, sem
se estender aos sulcos dos dentes adjacentes;

e intima adaptagdo da membrana a superficie do osso prevenindo,
desta forma, a invaséo de células do tecido mole;

o fixacdo e estabilizagdo da membrana com microparafusos;

e manutengdo do espago sob a membrana mediante o uso de
parafusos ou de enxerto 6sseo autdbgeno;

e suturas do tipo colchoeiro horizontal simples, para conseguir uma

coaptacéo livre de tensdo sobre o retalho;
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e periodo de reparacéo de 9 meses.
Em casos de exposigdo da membrana, deve-se remové-la
para evitar infecgbes. Em 1995, os mesmos autores publicaram os

detalhes da técnica para o aumento localizado do rebordo mandibular.

Becker et al.* (1996) avaliaram em cdes a utilizagao de
membranas (GTAM) utilizadas isoladamente e associadas ao 0sso
autégeno ou o0sso desmineralizado desidratado por congelamento
(DFDBA) em defeitos ao redor de implantes colocados em alvéolos pos-
extracdo. Os resultados indicaram que apenas as membranas GTAM
utilizadas isoladamente ou associadas ao osso autdégeno produziram os
melhores resultados clinicos e histologicos. Por outro lado, a associagao

ao DFDBA n&o mostrou os mesmos resultados.

Em 1996, Buser et al.’ realizaram um estudo no qual o
objetivo era avaliar a previsibilidade e sucesso do tratamento,
combinando o uso de enxerto autdbgeno e membrana de PTFE-e para
aumento lateral de rebordo em pacientes parcialmente desdentados.
Foram tratados 40 pacientes que tinham areas potenciais para a
colocacao de implantes tanto na maxila como na mandibula. Durante a
cirurgia atencéo especial foi dada a técnica cirurgica. Perfuragdes foram
realizadas na cortical objetivando expor os espacos medulares,
estabilizacdo dos blocos de enxerto 6sseo autdgeno cortico-medular
obtidos da regido retromolar ou mento, adaptacdo e estabilizacdo da
membrana com mini parafusos e a realizacdo de suturas sem tensao.
Apds 7 a 13 meses foi realizada a reentrada para remogéo da membrana
e colocacdo dos implantes. Trinta e oito pacientes apresentaram um
resultado excelente, com bom aumento da espessura do rebordo alveolar.
Este estudo demonstrou que a associagdo de enxerto 6sseo autdégeno e
membrana de PTFE-e € um procedimento cirurgico previsivel, resultando
em aumento da espessura mandibular. O enxerto autégeno promove

suporte a membrana e induz a formagao 6ssea pelas suas propriedades
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osteocondutora, osteoindutora e osteoprogenitora. A membrana, por sua
vez, age como uma barreira fisica as células ndo osteogénicas e protege

o enxerto contra a reabsor¢éo durante a reparacao da ferida cirurgica.

A regeneragdo 6ssea guiada também foi utilizada para se
conseguir a reconstrucdo Ossea vertical em pacientes parcialmente
desdentados. Em 1996, Tinti et al.>®, demonstraram a possibilidade de se
conseguir mais de 4 mm de neoformacdo Ossea vertical. Quatorze
implantes foram colocados em 6 pacientes, com 3 a 7 mm de rosca
exposta na sua porgao coronaria. O enxerto 6sseo autégeno coletado
durante a perfuragcdo dos sitios dos implantes foi colocado sobre as
roscas e o conjunto recoberto por uma membrana com reforgco de titanio
(GTAM-TR). Ap6s 12 meses, no segundo estagio cirurgico, as
membranas foram removidas, e observou-se preenchimento com tecido
O0sseo neoformado. As mensuragdes mostraram um aumento 06sseo

vertical médio de 4,95mm.

Simion et al.? (1998) em um estudo clinico, avaliaram a
regeneragcdo Ossea vertical com a utilizagdo de enxertos &sseos
autdgenos ou alégenos, associados a membrana de PTFE-e com reforgo
de titanio, ao redor de implantes osseointegrados inseridos parcialmente
no rebordo alveolar restando de 1,5 a 7,5 mm da por¢ao coronaria dos
implantes exposta acima do nivel 6sseo. Apos 7 a 11 meses de
reparagao, na reentrada cirurgica, as membranas foram removidas e as
medidas clinicas mostraram um ganho ésseo vertical médio de 3,1mm
para o 0sso alégeno, enquanto os casos tratados com osso autdgeno
tiveram um ganho vertical médio de 5,02mm. A analise histoldgica
mostrou uma correlagao direta entre as densidades do osso preexistente
e daquele regenerado. Os resultados clinicos e histolégicos indicaram o
efeito benéfico da colocacdo de osso autdogeno ou albgeno associado a
membrana para os procedimentos de regeneracdo 6ssea vertical em

humanos.
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Em um estudo retrospectivo multicentro, Nevins et al.*®

(1998), analisaram 526 implantes colocados em 0sso regenerado e em
funcdo. A ROG foi conseguida utilizando-se osso autdgeno ou aldégeno
associados com membranas de PTFE-e. Os procedimentos foram
realizados simultaneamente ou em dois estagios. Os implantes foram
examinados de 6 a 74 meses apos o inicio do esfor¢go funcional. Oito
foram perdidos um a dois anos apds, sendo que cinco estavam
associados a sobredentadura. O indice de sucesso foi de 97,5%. Os
autores concluiram que independentemente do material de enxertia
utilizado, do implante ser submerso ou ndo, ou dos procedimentos serem
em dois estagios ou simultdneo, o tecido 6sseo regenerado reagiu a

colocagédo de implantes de modo semelhante ao osso natural.

Chiapasco et al.® (1999) analisaram o resultado clinico de
dois diferentes métodos cirdrgicos para reconstrugdo de rebordos
desdentados delgados antes da instalagdo de implantes: ROG com
membrana de PTFE-e e osso autdgeno particulado, ou enxerto 6sseo
autégeno em bloco sem membrana de PTFE-e. Trinta pacientes
apresentando largura 6ssea menor que 4 mm foram selecionados. Quinze
pacientes (grupo ROG) foram tratados com ROG e osso autdgeno
particulado, enquanto os demais pacientes (grupo E) foram tratados com
enxerto 6sseo em bloco, retirado da cavidade oral, crista iliaca ou
calvaria, e fixados com micro parafusos de titdnio. Ap6s 6 a 8 meses,
durante a reentrada para colocagédo dos implantes, o ganho de largura foi
mensurado. No grupo ROG a média de ganho 6sseo foi de 2,7mm,
enquanto no grupo E foi de 4 mm. Ap6s 5 a 6 meses da colocacéo dos
implantes foi iniciada a reabilitacdo protética. Os pacientes foram
observados em média por 22 meses apds o término das proteses.
Baseados nos critérios utilizados neste estudo, os autores puderam

concluir que:
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a) ambos os métodos sao viaveis para a correcao de rebordos

desdentados com pouca espessura;

b) ambas as técnicas necessitam aperfeicoamento devido a
interposicéo de tecido conjuntivo abaixo da membrana no grupo

ROG e devido a reabsorc¢ao 6ssea no grupo E;

c) o uso de membranas semipermeaveis aumenta o custo do
procedimento cirurgico, quando comparado ao enxerto 0sseo sem

membrana;

d) regeneracdo Ossea guiada apresenta um alto risco de infecgao
provocada por deiscéncia na ferida e conseqiiente exposicdo da
membrana. Desta forma, os autores recomendam a utilizagéo de
enxerto 6sseo autdbgeno em bloco ndo associado as membranas

no aumento de rebordos alveolares.

Jardini et al.?’ (2005) desenvolveu um estudo com o
objetivo de analisar, quantitativa e qualitativamente, o padrdao de
reparagao do enxerto 6sseo autdgeno associado ou nédo a membrana de
PTFE-e. para tal, foram utilizados 60 ratos da raca Wistar, divididos em
dois grupos: o primeiro recebeu o enxerto associado a membrana (ME) e
o segundo somente o enxerto (E). O enxerto 6sseo em bloco foi removido
da calvaria dos animais com o auxilio de uma broca trefina. Em seguida,
foi fixado a cortical externa do angulo mandibular, sendo o0 mesmo no
grupo ME recoberto por uma membrana de PTFE-e. Os animais foram

sacrificados em 0 hora, 7, 14, 21 e 45 dias ap6és a realizagao do enxerto.

Os resultados para o grupo E mostraram perda 6ssea ao
longo do periodo de reparacéo, isto é, a area inicial do enxerto diminuiu
ao longo do tempo. Ja para o grupo ME observou-se ganho de tecido
0sseo em quantidade significativa ao longo dos periodos de observacao,
ou seja, a area total de osso neoformado foi maior que a area do enxerto

inicialmente. Sendo assim, concluiu-se que o enxerto ésseo autégeno em
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bloco reabsorveu-se parcialmente ao longo do tempo, enquanto que o
enxerto recoberto pela membrana de PTFE-e apresentou neoformacao

Ossea na sua periferia.

2.3 Enxerto 6sseo autdégeno

Desde o estudo pioneiro de Clementschitch (1948), citado
por Breine & Branemark® (1980), sobre a reconstrugdo do rebordo
alveolar com o wuso de enxertos autdogenos, diversos estudos
experimentais e clinicos tém sido descritos na tentativa de se buscar uma
técnica segura que possa prover previsibilidade e ao mesmo tempo cause

menor morbidade e melhores resultados.

Breine & Branemark® (1980), realizaram um estudo que
procurava desenvolver um procedimento reconstrutivo utilizando osso
autdégeno particulado e implantes osseointegrados. Para tanto, dezoito
pacientes desdentados totais com atrofia severa do rebordo alveolar
mandibular ou maxilar foram submetidos a cirurgia reconstrutiva, tendo
como area doadora a tibia. O enxerto e a colocagédo dos implantes foram
realizados na mesma sesséo, sendo que o recobrimento da area cirurgica
foi dado pelo retalho mucoperiésteo. Apdés um acompanhamento clinico
de aproximadamente 10 anos, os autores observaram uma boa
estabilidade da maioria das préteses instaladas, porém notaram que apos
a ativacao dos implantes a reabsor¢ao dos enxertos tornou-se acelerada.
Isto ficou mais evidenciado na altura, na qual praticamente ndo se
observou ganho em longo prazo. O aumento do volume &sseo pos-

enxerto ficou mais evidenciado no sentido vestibulo-lingual.

Adell et al.' (1981), estudaram a cicatrizacdo e a

revascularizacdo de enxerto 6sseo autdégeno onlay e enxerto albgeno
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liofilizado de crista iliaca em macacos. Os dados foram analisados apos
oito meses e os resultados mostraram que a cicatrizacdo e a
revascularizacdo foram similares para ambos os tipos de enxerto, mas a
reabsor¢céo do enxerto aldgeno ocorreu aproximadamente 3 meses mais

tarde do que o autégeno.

Misch et al.*® (1992) descreveram a técnica de enxertos
0sseos em bloco, usando como area doadora a sinfise mandibular, para
reconstrucdo de defeitos dsseos localizados. Em 1995, Misch & Misch**
confirmaram a técnica, demonstrando a reparacdo de defeitos dsseos
severos na mandibula. Os autores concluiram que ha uma melhor
densidade éssea quando enxerto 6sseo € usado, comparado com ROG,

fato relevante para a colocagéo de implantes.

Jensen et al.® (1995) utilizaram a borda inferior da
mandibula de caes para testar o aumento vertical de rebordo com
enxertos 0sseos, associados a implantes. Os enxertos estudados foram:
DFDBA irradiados ou nao (para esterilizagdo), enxerto 6sseo autdégeno
coértico esponjoso do iliaco, coagulo sangliineo e controle. O enxerto
autégeno cortico esponjoso de iliaco foi estudado com e sem membrana
de PTFE-e associada. Os resultados mostraram que a utilizacdo de
membranas melhora tanto o volume de enxerto incorporado como a
quantidade de contatos osso implante. O enxerto autdégeno foi melhor que

o alégeno e a irradiagao pareceu nao afetar o enxerto.

O estudo comparativo clinico e histolégico de Becker et
al.* (1996), teve como objetivo avaliar trés diferentes tipos de enxerto:
osso autdbgeno, osso desmineralizado desidratado por congelamento
(DFDBA) e osso mineralizado desidratado por congelamento (MFDBA).
Apds 4 a 13 meses, realizaram-se as biopsias. Os autores concluiram
que, o osso autdogeno particulado, bem como o DFDBA e MFDBA
serviram apenas como um preenchimento biolégico e, aparentemente,

nao contribuiram para a osteoindugao.
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A publicagdo de Williamsom®” (1996) teve como objetivo
fazer uma avaliagdo em 29 pacientes, que foram tratados com enxerto
autdégeno para aumento de rebordo tanto na maxila como na mandibula,
para receber implantes dentais. Um paciente adicional que recebeu
enxerto alégeno, também participou do estudo. Um total de 114 implantes
foi colocado nas areas que receberam enxertos. Doze implantes foram
perdidos, 28 pacientes receberam préteses fixas implanto-suportadas, e
dois receberam sobredentadura. O sucesso foi de 100% na mandibula e
86% na maxila.

Em seu estudo, Raghoebar et al.>® 1996, avaliaram a
aplicabilidade do enxerto 6sseo autégeno em bloco de origem intra-oral
para aumento de rebordo alveolar estreito, a fim de possibilitar a inser¢cao
de um unico implante. Foram selecionados 27 pacientes com defeitos
0sseos na regiao anterior da maxila. Esses foram reconstruidos com
enxerto Osseo autdgeno oriundo da sinfise mandibular (n=12), da
tuberosidade (n=8) ou da area retromolar (n=7).Trés meses apds foram
colocados os implantes, 23 do tipo Branemark e 8 do tipo ITI; todos os
locais enxertados tinham volume 6sseo suficiente para sua colocagéo.
Apds 68 meses de colocagao todos os implantes estavam funcionando
bem. Os autores concluiram que o aumento de rebordo na maxila com
enxerto 6sseo autdgeno possibilitam a insercao de implantes.

Durante um periodo de 12 anos (1984 a 1997), 32
pacientes com comprometimento ésseo avangado da maxila receberam
reabilitagdo cirGirgica e protética por Becker et al.* (1996). O procedimento
mais freqlientemente usado foi aumento maxilar com enxerto 6sseo
autégeno em bloco, onlay ndo vascularizado; e o tempo médio de fungao
protética foi de 67 meses. Vinte e oito pacientes receberam
procedimentos em um unico estagio, isto é implante mais enxerto 6sseo,
e 4 pacientes receberam em dois estagios, isto é, primeiramente o
enxerto e apdés 6 meses o implante. O sucesso do tratamento foi avaliado

separadamente para os primeiros 7 pacientes tratados consecutivamente
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(periodo de desenvolvimento da técnica) e depois para os outros 25
pacientes (periodo de rotina). Avaliacbes foram feitas, em relacédo a
etiologia da perda 6ssea, tipo e comprimento do implante, tipo de protese,
tipo de ocluséo e tipo de cirurgia. O indice de sucesso foi de 91% nos 25
pacientes e 65% nos 7 restantes. As variaveis analisadas tiveram,
impacto significante no resultado do tratamento realizado. O sucesso do
enxerto 6sseo onlay em bloco foi de 96% em todos os 32 pacientes

tratados, e o sucesso obtido com a prétese nos 25 pacientes, foi de 96%.

Pikos*® (2000) comenta em seu estudo a importancia do
preparo do leito receptor, quando € usado enxerto 6sseo em bloco para a
reconstrugdo da parte posterior de mandibula. Esta regi&o pode
apresentar problemas na reconstrugdo com implantes, por causa da
qualidade e quantidade 6ssea. Desta forma o enxerto 6sseo autbgeno em
bloco pode ser uma maneira para aumentar o volume e a densidade
Ossea, permitindo assim a colocagéo de implantes de didmetro largo, o
que facilitaria a distribuicdo de carga, aumentando a longevidade dos
mesmos.

De Marco et al.™®

(2005) estudando a revascularizagdo do
enxerto 6sseo autdbgeno em bloco associado ou ndo a membrana de
PTFE-e observaram, através da infusdo no momento do sacrificio de tinta
nanquim e paraformaldeido a 4% em solugdo tamp&o em partes iguais,
que os espécimes nos quais o enxerto foi realizado isoladamente, ou seja,
nao foram recobertos pela membrana de PTFE-e apresentaram uma
revascularizag&o do enxerto mais precoce, intensa e extensa em todos os
periodos de sacrificio realizados. Os autores observaram ainda que a
origem vascular limitou-se ao leito enxertado no grupo recoberto pela
membrana de PTFE-e enquanto que no grupo onde ocorreu a associagao
enxerto-membrana de PTFE-e os vasos neoformados eram provenientes

do leito e do tecido conjuntivo circunjacente.



3. PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

1. Descrever, quantitativamente e qualitativamente, o
processo de reparagao Ossea de enxerto 6sseo
autégeno em bloco, associado ou nao a
membrana de PTFE-e.

2. Verificar se a osteopenia induzida exerceu alguma
influéncia quantitativa sobre o processo de

reparagdo dos enxertos.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Para a realizacédo deste trabalho foram utilizadas 80 ratas
adultas (Rattus norvegicus, variacao albinus, Wistar) com noventa dias de
idade, com peso em torno de 300 gramas, mantidas em gaiolas em
temperatura ambiente, alimentados com ragao Guabi Nutrilabor e agua ad
libitum, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos - UNESP. Este estudo foi realizado de acordo com os
Principios Eticos para a Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aceito pelo Comité de
Etica em Pesquisa Local da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP sob o protocolo n® 035/2204-PA/CEP (Anexo A). a
trabalho recebeu apoio financeiro da FUNDUNESP (processo n°
00219/05).

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos

experimentais, que por sua vez foram divididos em subgrupos:

a) grupo teste
40 ratas ovariectomizadas (OVZ):
e OVZ - E: 20 animais somente com realizagéo
de enxerto;
e OVZ - ME: 20 animais com realizacédo de
enxerto e recobrimento com membrana de
politetrafluoretilieno expandido (PTFE-e- GORE
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TEX®, GT10; W. L. Gore & Associates, Flagstaff,
AZ, USA).

b) grupo controle
40 ratas submetidas a cirurgia de ovariectomia
simulada (SHAM)
e SHAM - E: 20 animais somente com realizagéo
de enxerto;
e SHAM - ME: 20 animais com realizagdo de
enxerto e recobrimento com membrana de PTFE-
e.
Os enxertos foram realizados trinta dias ap6s a
ovariectomia ou ovariectomia simulada.
Os animais de cada grupo foram sacrificados em cinco
periodos diferentes como segue: 0 hora, sete, 21, 45 e 60 dias. Para cada

periodo havia quatro animais por grupo.

4.2 Procedimentos cirurgicos

4.2.1 Anestesia

Para a realizagdo das cirurgias de ovariectomia (OVZ) e
ovariectomia simulada (SHAM), enxertia, coleta de sangue e sacrificio, os
animais foram anestesiados com uma solucdo de 13mg/Kg de cloridrato
de 2-(2,6-xilidino)-5-6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Rompum — Bayer do Brasil),
substancia com propriedades sedativas e analgésicas, além de relaxante
muscular e 33mg/Kg de ketamina base (Dopalen — Agribands do Brasil),

anestésico geral, via intramuscular.
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4 .2.2 Antibiético

Apoés os procedimentos cirurgicos para a realizagédo dos
enxertos 0sseos, todos os animais receberam dose unica de 1mg/Kg de

antibiotico (Pentabidtico Veterinario — Fort Dodge) por via intramuscular.

4 .2.3 Ovariectomia e ovariectomia simulada

Apbs anestesia os animais foram posicionados em
decubito lateral, permitindo a visualizacdo e o facil acesso ao flanco
lateral. Foi realizada tricotomia da regido, utilizando-se laminas de
barbear (Gillette do Brasil) e, logo abaixo da costela apds anti-sepsia com
solucdo de gluconato de clorexidina a 0,2%, realizou-se inciséo
longitudinal de 1cm na pele com lamina de bisturi n°® 15 montada em cabo
de bisturi BardParker. Em seguida, foi feita a divulsdo do tecido
subcutaneo e posterior incisdo da musculatura para que fosse possivel o
acesso a cavidade abdominal. Com o auxilio de uma pinga o ovario
tracionado para fora da cavidade abdominal e, ap6s amarria da
vasculatura local com fio de sutura, realizou-se a excisao. Em seguida foi
realizada a sutura da camada muscular com fio 5,0 absorvivel de
poliglactina 910 (Ethicon — Johnson & Johnson) e da pele com fio de seda
4.0 (Ethicon — Johnson & Johnson), sendo esse processo realizado
bilateralmente (Figura 4.1).

Os animais do grupo controle foram submetidos a cirurgia
SHAM (ovariectomia simulada) com tracionamento dos ovarios para fora
da cavidade abdominal, porém sem a excisdo dos mesmos. O objetivo
deste procedimento foi submeter os animais do grupo controle as

mesmas condi¢des de estresse dos animais do grupo teste.
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Figura 4.1 — Ovariectomia (OVZ) e Ovariectomia Simulada (SHAM).
a)Tricotomia e desinfec¢ao da regido abdominal; b) incisdo
linear; c) tracionamento e exposi¢cao do ovario (+*). Nos
animais OVZ neste momento realizava-se a ligadura e
excisdo dos ovarios. Nos animais SHAM, apdés o
tracionamento e exposigdo os ovarios eram reinseridos na
cavidade abdominal; d) ovario e tecido gorduroso excisado
do animal OVZ.
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4.2.4 Execugao do enxerto

Os enxertos foram realizados trinta dias apdés a
ovariectomia verdadeira ou simulada , sendo os animais anestesiados e
as regides temporal e parotideo-massetérica esquerda e parietal e frontal
bilaterais tricotomizadas utilizando-se laminas de barbear. A anti-sepsia
dessas regides foi realizada com solugédo de gluconato de clorexidina
0,2%. O osso parietal foi a area doadora de osso autdogeno, enquanto o
angulo mandibular esquerdo a area receptora.

Na mandibula foi realizada incisdo linear na pele, de
extensao aproximada de 1,5cm, paralela ao arco zigomatico, que se
estendeu do angulo da boca do lado esquerdo ao angulo da mandibula do
mesmo lado. Desta maneira pode-se visualizar o musculo masséter, para
que pudesse ser divulsionado, utilizando-se instrumentos desenvolvidos
especialmente para esta finalidade, até atingir-se a face lateral da
mandibula. O passo seguinte foi promover o deslocamento das estruturas
anatdbmicas linguais até a exposigdo da face medial mandibular com o
auxilio de uma espatula, desenhada para esta finalidade, a fim de permitir
a fixacdo do enxerto 6sseo e da membrana de acordo com o grupo
experimental (Figura 4.2).

Para obtencéo do enxerto 6sseo foi realizada incisao linear
de aproximadamente 1,5 cm no centro da calvaria do animal, expondo o
osso parietal, de onde o enxerto foi retirado com o auxilio de uma broca
tipo trefina com didmetro externo de 4,1 mm (Neodent — Brasil) sob
abundante irrigacao com solucao fisiolégica. Apoés a remocao, este bloco
foi perfurado no seu centro com uma broca carbide %2 (KG Sorensen) em
baixa rotacdo, refrigerada com soro fisioldégico visando a futura fixacdo do
mesmo no leito receptor. O bloco permaneceu armazenado
temporariamente em uma cuba contendo soro fisiolégico (Figura 4.3).

Neste momento, na area receptora, foram realizadas trés

perfuragdes com broca carbide 2 sob abundante refrigeragao, dispostas
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triangularmente, que permitiram a estabilizagdo do bloco ésseo ao leito
receptor utilizando-se um fio de sutura 5,0 de poliéster verde trancado
(Ethicon — Johnson & Johnson) e a adaptacdo da membrana de PTFE-e
nos grupos onde foi realizado o recobrimento do enxerto com a
membrana (OVZ-ME e SHAM-ME). Nos grupos onde o enxerto foi
utilizado isoladamente (OVZ-E e SHAM-E), foi realizada uma unica
perfuracdo no angulo mandibular com o objetivo de estabilizar o enxerto
utilizando-se o mesmo fio ja citado (Figura 4.4). Estes procedimentos
permitiram o posicionamento do enxerto em intimo contato com a
superficie 6ssea mandibular, estabilizando-o e também propiciando o
recobrimento de todo o bloco enxertado e estabilizagdo da membrana de
PTFE-e nos grupos OVZ-ME e SHAM-ME.

Para recortar as membranas de maneira uniforme, foi
utilizada uma matriz de aluminio medindo 7 x 7 mm obtida a partir de
peliculas radiograficas. O recorte foi feito sempre na porg¢do oclusiva da
membrana de PTFE-e.

Para a remocg&o do enxerto 0sseo, assim como para a
realizagdo das perfuragées foi utilizado um motor elétrico (Driller BLM 600
Plus) que permitiu o controle da velocidade em 960 rpm, e refrigeracéo
com fluxo constante de soro fisiol6gico estéril.

As suturas foram realizadas por planos na area
experimental, suturando-se primeiramente a camada muscular, com fio
5,0 absorvivel de poliglactina 910 (Ethicon — Johnson & Johnson) e
posteriormente a pele com fio de seda 4.0 (Ethicon — Johnson &
Johnson). A area doadora também foi suturada com este ultimo tipo de
fio.

Em seguida realizou-se a limpeza das regides operadas
com solucado de clorexidina 0,2%. Apo6s a cirurgia, os animais receberam

dieta normal e agua “ad libitum”.
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g h
Figura 4.2 -Exposicdo e preparo do leito receptor: a) tricotomia e
desinfecgéo; b) inciséo linear; c) e d) divulsdo muscular; €)
exposicdo do angulo mandibular; f) perfuragéo para fixagao
do enxerto; g) e h) passagem do fio de sutura para a fixagcao

do enxerto.
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Figura 4.3 -Exposicéo e preparo do leito doador: a) inciséo e exposigéo da
calvaria; b) osteotomia circular realizada com a broca trefina;

c) enxerto removido; d) perfuracdo central para fixacdo ao
leito receptor.
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Figura 4.4 — a) e b) fixagédo do; c) e d) fixacdo da membrana de PTFE-e

sobre o enxerto.

4.3 Eutanésia

O sacrificio dos animais de ambos os grupos foram
realizadas em 0 hora, 7, 21, 45 e 60 dias. Para cada periodo, 4 animais
foram sacrificados por grupo experimental.

Feito isto, as hemi-mandibulas esquerdas foram removidas
e armazenadas para fixagdo em solucdo de formaldeido a 10%,
tamponado, durante um periodo minimo de 48 horas. Cada espécime foi
catalogado.

As pecas foram descalcificadas com solucdo de EDTA
10%, pH 7,8 em aparelho de microondas (PELCO 3441, Ted Pella, Inc.,
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CA, USA), no laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia
da Universidade de Sao Paulo, em Sao Paulo. Para tanto, os espécimes
foram armazenados em um recipiente contendo EDTA, que por sua vez
era colocado em um segundo recipiente contendo gelo triturado para que
se mantivesse a temperatura em 33°C durante a realizagédo dos ciclos. O
conjunto era entdo levado ao aparelho de microondas e submetido a
ciclos de 15 minutos com troca do gelo entre os ciclos e troca do EDTA a

cada 1 hora (4 ciclos) (Figura 10).

4.4 Analise histolégica

Com a descalcificagdo completa, as pecas foram
seccionadas transversalmente na regido central do enxerto 6sseo. Cada
fragmento foi incluido, no sentido da superficie de corte, em bloco de
parafina e submetido a processamento histologico de rotina com obtencgao
de cortes seriados com 5 um de espessura, somando um total de cinco
ldaminas com 5 cortes por bloco. A coloragéo utilizada foi Hematoxilina e
Eosina (HE — Merck & Co, Inc.) e a andlise histolégica e morfométrica
realizada em microscopia de luz (Figura 4.5).

Foram utilizados para a analise os cinco cortes mais
centrais. A analise histologica foi realizada inicialmente em pequeno
aumento para que se tivesse uma visibilidade global dos cortes. Apés a
ampliagdo, pode-se observar os detalhes de cada area, realizando uma
analise qualitativa dos tecidos. Foram avaliados, sistematicamente, os
seguintes aspectos dos cortes: as caracteristicas do leito receptor
(caracteristicas gerais como tipo de osso, areas de reabsorgdo e
neoformacgéo); em seguida, a interface leito-enxerto quanto a presenca de
areas de reabsorcdao e neoformacgdo, areas de tecido conjuntivo

interposto, integracdo do enxerto com o leito; e o enxerto quanto aos
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aspectos que indicam sua vitalidade, reabsor¢ao (atividade osteoclastica),
substituicdo e neoformacao 6ssea (atividade osteoblastica); bem como a

face do enxerto voltada para a membrana ou para o tecido muscular.

Esquema representativo dos cortes histolégicos
GRUPO E GRUPO ME

Legenda

1-leito receptor
2-enxerto
3-tecido muscular
4-membrana de

S S 5 S PTFE-e

5-fio de sutura

Figura 4.5 — Microondas utilizado para descalcificagao das pecas.



o1

4.6 Analise histomorfomeétrica

A andlise quantitativa das laminas foi feita através da
captura da imagem das laminas a partir de um microscopio de luz Zeiss
Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha), com ocular de 10x e
objetiva de 20x, sob um foco fixo, acoplado com uma camera digital
Sony (Cyber-shot DSC — S85) que permitia a vizualizagdo das imagens
em um monitor de TV SONY TRINITRON RGB . As imagens arquivadas,
em formato JPEG, foram submetidas a analise morfométrica com
uitlizacdo do programa computacional NIH Image J 1.31, de dominio
publico. Tal programa possibilitou a delimitacdo da area do enxerto, assim
como do osso neoformado na periferia e interface leito-enxerto.

Foram selecionadas laminas de todos os grupos, sendo
que o critério de selecdo utilizado permitiu selecionar os cinco cortes mais
centrais de cada espécime, sendo cada um com 5um de espessura
(JARDINI et al., 2005).

As imagens possuiam cddigos que nao permitiam a
identificacdo do grupo experimental ao qual pertenciam, possibilitando
uma analise cega dos dados. Estes foram tabulados e submetidos a

analise estatistica.

4.7 Delineamento experimental e analise estatistica

A analise estatistica obedeceu a uma estrutura fatorial tipo
2 x 2 x 5, sendo as variaveis experimentais, ou fatores de estudo, a
condicado dos animais (SHAM ou OVZ), a membrana de PTFE-e quanto a

sua auséncia ou presenga no recobrimento do enxerto e os periodos de
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sacrificio (zero, sete, 21, 45 e 60 dias). A variavel resposta foi o valor de
area dos enxertos obtidas através do programa computacional NIH Image
J 1.31, de dominio publico. As condi¢des experimentais foram designadas
aleatoriamente aos animais, ou seja, 20 condi¢gbes experimentais sob
quatro repeticdes.

Obteve-se 80 dados que foram submetidos a analise
estatistica por meio do programas computacionais: MINITAB (Minitab,
version 14.12, 2004) e STATISTICA (StatSoft, version 5.5, 2000).

A estatistica descritiva consistiu no calculo de médias e
desvio padrdo, enquanto que a estatistica inferencial foi realizada através
da analise de variancia (ANOVA) trés fatores (efeito fixo) e teste de
Tukey, ambos ao nivel de significancia convencional de 5%.

O estudo do efeito interagdo condigdo x membrana x
periodo de sacrificio foi conduzido por meio do grafico de meédias
realizado no programa computacional Prism ( versdo 4.00, 2003 Graph

Pad Software Inc.).



5 RESULTADOS

Neste capitulo foram analisados os efeitos da ovariectomia
através da analise clinica do controle de peso antes e depois da
castracdo e da atrofia uterina no momento do sacrificio dos animais. Os
dados da reparagdo éssea dos enxertos foram analisados através de
histologia e histomorfometria.

Clinicamente, os procedimentos transcorreram sem
quaisquer problemas, ndo havendo infec¢gdo, morte de animais ou
deiscéncias de sutura. Oitenta animais originaram 80 pecgas para
processamento histolégico. Desses animais, 40 serviram como controle,
isto é, ndo sofreram a ovariectomia, enquanto os outros 40 pertenciam ao
grupo que sofrera ovariectomia. Em cada um destes grupos havia dois
subgrupos com 20 animais cada, divididos em enxerto autdbgeno apenas e

enxerto autégeno recoberto pela membrana de PTFE-e.

5.1 Anélises clinicas

5.1.1 Peso dos animais

Comparando-se os periodos que antecederam as cirurgias
para castragao ou castracado simulada com os periodos da realizagcado do
enxerto apdés um intervalo de 30 dias observou-se que todos os animais
do grupo OVZ apresentaram ganho de peso. No grupo SHAM, 20 animais

perderam peso no periodo de 30 dias apds a ovariectomia simulada
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enquanto os outros 20 ganharam peso (Apéndice A). As médias iniciais e
finais do peso corpéreo para os grupos SHAM e OVZ estdo

representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Médias e desvio padréo dos pesos finais e iniciais (g)

Grupo n Inicial Final
SHAM 40 280,97+27,28 281,57+29,09
ovz 40 270,87+23,68 301,55+£19,95

5.1.2 Analise macroscopica uterina

A analise macroscédpica dos cornos uterinos, antes do
sacrificio, confirmou o sucesso da ovariectomia. No grupo SHAM, estes
se apresentaram réseos e volumosos, enquanto que no grupo OVZ
estavam atréficos e anémicos. Foi possivel ainda visualizar as ligaduras

realizadas quando da ovariectomia (Figuras 5.1 € 5.2).
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Figura 5.1 - Aspecto dos ovarios () e utero ( » ) de uma rata do grupo SHAM

Figura 5.2 - Aspecto do utero atrofiado (
Notar a auséncia dos ovarios (

) de uma das ratas do grupo OVZ.
) evidenciada pelas ligaduras
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5.2 Andlise histologica descritiva

Para um melhor entendimento a analise descritiva foi

dividida de acordo com os periodos de sacrificio dos animais.

5.2.1 Periodo de zero hora

Tanto no grupo SHAM-E como no grupo SHAM-ME, o leito
receptor (superficie externa da porg¢do lateral do angulo mandibular)
apresentou tecido ésseo do tipo compacto, contendo ostedcitos no interior
das lacunas e um arranjo lamelar caracterizando osso maduro. A interface
leito-enxerto mostrou, do lado do leito, uma superficie regular recoberta
por coagulo sangilineo e, algumas vezes, pequenas esquirolas désseas.
Também n&o se encontrava periosteo recobrindo o leito mandibular.

O enxerto 6sseo mostrou-se com duas laminas compactas
envolvendo uma discreta regido medular central. O tecido 6sseo
compacto se apresentou constituido por lamelas paralelas entre si,
caracterizando tecido 6sseo maduro. As lacunas estavam, na sua maioria,
preenchidas por osteécitos, porém, algumas se mostraram vazias. As
superficies do enxerto eram regulares e com auséncia de peridsteo
remanescente. A superficie externa do enxerto estava recoberta por
coagulo e tecido muscular (Figura 5.3).

No grupo SHAM-ME e OVZ-ME, a membrana recobria a
superficie externa do enxerto e suas extremidades se estendiam além dos
limites do mesmo. A membrana, por sua vez, estava recoberta por tecido
muscular.

Nos grupos OVZ-E e OVZ-ME tanto o leito receptor quanto

0 enxerto apresentavam maior quantidade de espacos medulares,
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podendo ser localizadas inclusive traves de tecido conjuntivo fibroso em
alguns espécimes. Tais caracteristicas denotam um aumento dos
espacos medulares provavelmente relacionado a deficiéncia estrogénica.
Também nao foram visualizados remanescentes de periésteo na interface
leito-enxerto e na superficie externa do enxerto. As lacunas ésseas no
enxerto e leito receptor apresentaram-se identicamente as do grupo
SHAM (Figura 5.4).
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Figura 5.3 — a, b, c: grupo SHAM-EOQ; d: grupo SHAM-MEOQ; HE. a) enxerto ésseo
(E) e leito receptor (L). Aumento original 25x. b) aumento maior da
regido da interface enxerto (E) — leito receptor (L). Aumento original
100x. c) enxerto (E) com lacunas preenchidas por osteécitos (*).
Aumento original 200x. d) enxerto (E) justaposto ao leito (L) e
recoberto pela membrana de PTFE-e (ME). Aumento original 25x.
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d e

Figura 5.4 — a, b, c, d, e: grupo OVZ-EO e OVZ-MEQ; HE. a) enxerto 6sseo (E) e
leito receptor (L). Aumento original 25x. b) aumento maior do
enxerto (E), notar traves de tecido conjuntivo (). Aumento original
100x. c) enxerto (E) com e amplos espacos medulares (*). Aumento
original 100x. d) traves de tecido conjuntivo (1) no interior do
enxerto (E). Aumento original de 200x. e) amplos espagos
medulares no enxerto (E). Aumento original 200x.
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5.2.2 Periodo de sete dias

Nesse periodo, o grupo SHAM-E tinha na superficie 6ssea
do leito voltada para o enxerto algumas linhas reversas, denotando
atividade remodeladora, e raras lacunas de reabsorgéo (lacunas de
Howship). Na proximidade das linhas reversas pode-se verificar a
formacao de delgadas trabéculas 6sseas imaturas contendo numerosas e
volumosas células semelhantes a osteoblastos no seu interior e na
periferia.

Na interface leito-enxerto observou-se a proliferacdo de
tecido conjuntivo densamente vascularizado e com consideravel
quantidade de células semelhantes a fibroblastos. Algumas esquirolas
Osseas também se fizeram presentes.

Na cortical mandibular oposta a interface leito-enxerto,
pode-se verificar a formacao de diversas trabéculas ésseas imaturas,
delimitando espagos medulares amplos e contornados por osteoblastos.

O enxerto 6sseo, na sua face voltada para o leito,
apresentou areas de reabsor¢do, com a presenca de poucos
osteoclastos. Pode-se observar ainda um numero maior de lacunas sem
ostedcitos, apesar de a maioria os conter. A superficie oposta a interface
mostrava também algumas lacunas de Howship, recobrimento por tecido
conjuntivo fibroso e remanescentes de coagulo sangiliineo nos grupos
sem o recobrimento pela membrana de PTFE-e.

No grupo SHAM-ME, a maior parte da cortical externa,
imediatamente vizinha ao enxerto, abaixo da membrana e além dos
limites do enxerto apresentou-se mais regular, porém algumas lacunas de
Howship também puderam ser visualizadas. Na superficie medial podem-
se observar linhas reversas e neoformacgédo déssea subperiosteal, com
trabéculas 6sseas imaturas, ndo lamelares, que delimitavam espacos

medulares amplos. Na interface leito-enxerto foi observada a presenca de
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tecido de granulagcdo com intensa proliferacdo vascular e algumas
esquirolas 6sseas.

O enxerto apresentava superficies mais regulares, com
poucas areas de reabsorgdo. As lacunas encontravam-se em sua maioria
preenchidas por ostedcitos, sugerindo a vitalidade do enxerto. Nas bordas
laterais do enxerto e na sua superficie externa, ambas recobertas pela
membrana de PTFE-e, foi encontrado tecido de granulagao.

Na superficie externa da membrana, observou-se infiltrado
inflamat6rio predominantemente mononuclear (linfocitos e plasmdcitos),
vasos congestos e dilatados além de remanescentes de coagulo
sanguineo. O estroma era constituido por tecido conjuntivo denso (Figura
5.5).

Nos grupos OVZ-E e OVZ-ME pode-se observar uma
maior quantidade de espacos medulares tanto no enxerto quanto no leito
receptor, além do maior didmetro destes espacgos. Além disso, também
havia maior quantidade de tecido conjuntivo celularizado na interface do
grupo OVZ-E. Linhas de reversdo também puderam ser visualizadas na
superficie do leito receptor.

A neoformacao Ossea subperiosteal na superficie medial
da mandibula apresentava traves mais delgadas delimitando grandes
espacos medulares.

As superficies laterais e externa do enxerto no grupo OVZ-
E mostraram-se mais irregulares e com maior quantidade de areas de
reabsorcéo. No grupo OVZ-ME as caracteristicas foram semelhantes as
do grupo SHAM-ME.
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Figura 5.5 — a, b, c: grupo SHAM-E7; d, e, f: SHAM-ME7; HE. a) enxerto ésseo
(E) e leito receptor (L) com tecido conjuntivo interposto. Aumento
original 25x. b) aumento maior da regido da interface enxerto (E) —
leito receptor (L) com tecido conjuntivo (TC) interposto. Presenca de
osso imaturo na superficie medial mandibular Aumento original
100x. c) borda do enxerto (E) circundada por tecido conjuntivo (TC).
Aumento original 100x. d) enxerto (E) justaposto ao leito (L) e
recoberto pela membrana de PTFE-e (ME). Aumento original 25x.
e) leito (L) e tecido 6sseo imaturo na superficie medial mandibular.
Aumento original 100x. f) relacionamento enxerto (E) — leito (L) —
membrana (ME) e tecido conjuntivo conectado (TC). Aumento
original 100x.
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5.2.3 Periodo de 21 dias

Neste periodo, o leito receptor no grupo SHAM-E,
apresenta caracteristicas de osso compacto com menor quantidade do
espacos medulares, lacunas preenchidas por ostedcitos e arranjo lamelar.
A interface leito-enxerto ja apresentava pontos de unido, sendo possivel
visualizar um tecido 6ésseo neoformado com diversos espagos medulares
revestidos por células semelhantes a osteoblastos, lacunas preenchidas
por ostedcitos volumosos, porém sem organizagdo lamelar. Esta
caracteristica de osso imaturo contrastava com uma menor quantidade de
regides de tecido 6sseo neoformado maduro. Todavia , também foram
notadas areas de tecido conjuntivo interposto entre o enxerto e a
superficie mandibular.

O enxerto mostrou significativa reabsorcdo nas bordas
laterais e na sua superficie externa, resultando em um contorno mais
irregular. Ainda foi possivel observar lacunas vazias e outras preenchidas
por osteodcitos. A camada medular interposta pelas laminas corticais ja
nao pode ser bem visualizada como nos periodos iniciais. Linhas reversas
e osso neoformado, com caracteristicas de osso maduro associado a
tecido ostedide também puderam ser identificadas. Na face externa foi
possivel notar em algumas regides periosteo organizado.

No grupo SHAM-ME o leito receptor mostrou-se com
intensa remodelacdo da area correspondente a localizacédo do enxerto,
evidenciada por diversas linhas reversas. Na interface, também foi
possivel identificar tecido 6sseo neoformado com pontos de unido entre o
leito e o enxerto, com caracteristicas semelhantes ao grupo E. O aspecto
mesclado de areas de osso imaturo com osso maduro também foi
observado, assim como a presenca de osteodcitos volumosos e tecido

conjuntivo interposto.
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No enxerto, boa parte das lacunas estavam vazias,
principalmente na porgao externa, ou com ostedcitos em degeneracéo. As
bordas laterais mostravam-se reabsorvidas, com linhas de reverséo e
aposicado Ossea lamelar. Além dos limites das bordas laterais e sobre a
superficie do enxerto, todos abaixo da membrana, estavam presentes
tecido 6sseo neoformado organizado de forma n&o lamelar, com varios
espacos medulares circundados por osteoblastos. Tecido conjuntivo
também foi observado nessas regides.

No grupo OVZ-E o enxerto apresentava intensa
reabsor¢céo das bordas laterais, presenca de linhas reversas e areas de
deposicéo 6ssea. Contudo, uma maior quantidade de espagos medulares,
lacunas vazias e areas de reabsor¢cdo foram observadas. Na interface
notou-se a deposicédo de tecido 6ésseo imaturo e poucos pontos de uniao
entre o leito e o enxerto, com interposig¢ao de tecido conjuntivo.

O grupo OVZ-ME apresentava as mesmas caracteristicas
do SHAM-ME, entretanto foi possivel notar uma maior quantidade de
espacos medulares tanto no enxerto quanto no tecido 6sseo neoformado.

Em nenhum dos cortes foi observado penetracédo de
células ou vasos pela estrutura da membrana de PTFE-e. Em alguns
cortes nos grupos SHAM-ME e OVZ-ME o tecido 6sseo neoformado além
dos limites do enxerto ja se apresentavam totalmente integrados as

bordas laterais do enxerto.
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Figura 5.6 — a: grupo SHAM-E21; b, ¢, d: SHAM-ME21; HE. a) enxerto 6sseo (E)

e leito receptor (L) com tecido conjuntivo interposto e neoformacao
6ssea (NO) unindo o leito ao enxerto. Aumento original 25x. b)
enxerto 6sseo (E) recoberto pela membrana de PTFE-e (ME) e leito
receptor (L) com neoformacgao éssea (NO) unindo o leito ao enxerto
e na periferia do enxerto ( » ). Aumento original 25x .c) tecido 6sseo
neoformado (NO) unido ao leito (L) com amplos espagos medulares
(+). Aumento original 100x. e) tecido 6sseo neoformado (NO) na
interface enxerto (E) — leito (L) e na periferia do enxerto. Aumento
original 100x.
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Figura 5.7 — a: grupo OVZ-E21; b, c, d: OVZ-ME21; HE. a) enxerto ésseo (E) e
leito receptor (L) com tecido conjuntivo interposto e pouca
neoformagédo 6ssea (NO) unindo o leito ao enxerto. Notar ainda
amplos espagos medulares (¥v) no enxerto (E) Aumento original
25x. b) enxerto 6sseo (E) e leito receptor (L) com neoformacéo
ossea (NO) unindo o leito ao enxerto e na periferia do enxerto ( » ).
Aumento original 25x .c) e d) tecido 6ésseo neoformado (NO) unido
ao leito (L) com amplos espagos medulares, na interface enxerto (E)
— leito (L) e na periferia do enxerto. Aumento original de 100x.
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5.2.4 Periodo de 45 dias

No grupo SHAM-E, o leito receptor tinha caracteristicas de
0sso cortical maduro e poucos espagos medulares. Nesta fase pode-se
observar que poucas areas do enxerto ndo estavam totalmente integradas
ao leito, com tecido conjuntivo interposto. A face medial da mandibula
possuia caracteristicas de tecido ésseo compacto maduro.

O enxerto mostrava areas nas quais a estrutura lamelar
organizada das corticais estava preservada, enquanto que em outras se
observava substituicdo por novo 0sso.

O osso neoformado na interface e em substituicdo do
enxerto era do tipo compacto e maduro.

No grupo SHAM-ME o leito receptor tinha as mesmas
caracteristicas do grupo anterior assim como a integragédo do enxerto ao
leito. As diferencas marcantes foram encontradas no tecido 0sseo
neoformado na periferia do enxerto e sobre a sua superficie externa.
Notou-se uma grande quantidade de tecido 6sseo neoformado, com
espacos medulares regulares, lacunas preenchidas por ostedcitos
volumosos porém ainda sem uma disposi¢cdo lamelar, caracteristica de
um tecido 6sseo maduro.

No grupo OVZ-E a integracdo do enxerto ao leito mostrou
ser menor que no grupo SHAM assim como se pode notar maior
quantidade de tecido conjuntivo interposto. O enxerto mostrou-se
bastante remodelado, com grandes espac¢os medulares e traves de tecido
conjuntivo fibroso no seu interior. Lacunas de Howship e revestimento
peridosteo completaram o quadro histolégico do grupo.

As mesmas caracteristicas foram encontradas no grupo
OVZ-ME, no entanto, foram observados mais ponto de integracdo na
interface. O tecido 6sseo neoformado na periferia e superficie externa

estava integrado ao enxerto, com abundantes espagcos medulares,
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organizado de forma nao lamelar e, portanto, assumindo caracteristicas
de tecido 6sseo imaturo.

A membrana mostrava-se integra se estendendo além dos
limites do enxerto, com auséncia de infiltrado inflamatério periférico. Sob a
membrana pode-se notar tecido 6sseo neoformado imaturo e tecido

conjuntivo frouxo e diversos vasos sanglineos.



70

NO

NO
NO

NO
NO

d L

Figura 5.8 — a, b, c: grupo SHAM-E45; d: SHAM-ME45; HE. a) enxerto 6sseo (E)
e leito receptor (L) neoformagcdo Ossea (NO) unindo o leito ao
enxerto. Aumento original 25x. b) enxerto 6sseo (E) e leito receptor
(L) com neoformagdo Ossea (NO) unindo o leito ao enxerto.
Aumento original 200x .c) tecido 6sseo neoformado (NO) unido ao
leito (L) com amplos espagos medulares, na interface enxerto (E) —
leito (L) e na periferia do enxerto. Aumento original de 100x. d)
enxerto 6sseo (E) e leito receptor (L) com neoformacgao 6ssea (NO)

unindo o leito ao enxerto e na periferia do enxerto ( » ), no espago
subjacente a membrana. Aumento original 25x.
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Figura 5.9 — a: grupo OVZ-E45; b, c, d: OVZ-ME45; HE. a) enxerto 6sseo (E) e
leito receptor (L) com alguma quantidade de tecido conjuntivo
interposto (*) e neoformacédo 6ssea (NO) unindo o leito ao enxerto
em algumas areas. Notar ainda amplos espac¢os medulares (¥) no
enxerto (E) Aumento original 25x. b) enxerto 6sseo (E) e leito
receptor (L) com neoformacgao 6ssea (NO) unindo o leito ao enxerto
e na periferia do enxerto ( » ), no espago subjacente a membrana.
Aumento original 25x. c) enxerto (E) recoberto por tecido ostedide
sob a membrana de PTFE-e (ME). Aumento original 100x. d) tecido
o6sseo neoformado (NO) unido ao leito (L) com amplos espagos
medulares, na interface enxerto (E) — leito (L) e na periferia do
enxerto. Aumento original de 100x.
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5.2.5 Periodo de 60 dias

Neste periodo, em todos os grupos o enxerto mostrou-se
integrado ao leito receptor. Nos grupos SHAM-E e OVZ-E observou-se
acentuado reabsorcdo do enxerto e areas de substituicdo por novo 0sso.
O enxerto do grupo castrado manteve as caracteristicas observadas nos
periodos anteriores, isto €, abundantes espagos medulares no seu
interior.

Por outro lado, nos grupos SHAM-ME e OVZ-ME nos
quais foi realizado o recobrimento do enxerto com a membrana de PTFE-
e, pode-se observar uma maior preservagdo do volume original do
enxerto, além de neoformacdo Ossea periférica, sob os limites de
extensdo da membrana. O tecido neoformado mostrava-se
completamente integrado ao leito receptor e ao enxerto sendo dificil na
maioria das vezes delimitar com exatidao os locais de integracéo. Neste
periodo o tecido ésseo neoformado possuia areas com arranjo lamelar e
lacunas preenchidas por osteocitos, caracteristicos de tecido maduro, e
areas mais eosinofilicas com a presenca de linhas reversas, denotando
um processo de remodelacdo local. Entretanto, o grupo OVZ-ME
apresentou maior quantidade de espacos medulares tanto no enxerto
quanto no tecido neoformado.

A membrana permaneceu integra delimitando o enxerto e

todo o tecido 6sseo neoformado.
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Figura 5.10 — a: grupo SHAM-E60; b: SHAM-MEG0; HE. a) enxerto 6sseo (E) e
leito receptor (L) com unido entre o leito e o enxerto sem limites
nitidos (+). Aumento original 25x. b) a) enxerto 6sseo (E) e leito
receptor (L) com unido entre o leito e o enxerto sem limites nitidos
(+) e recobrimento pela membrana de PTFE-e (ME). Aumento
original 25x.
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5.3 Andlise histomorfométrica

Os valores de reparagdo 6ssea obtidos encontram-se no
Apéndice 2. Uma representacdo dos mesmos € apresentada por meio de

graficos de dispersao (dot plot), (Figuras 5.11 e 5.12).
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Figure 5.11- Ratas SHAM. Grafico de pontos (dot plot), que indicam a dispersdo
ao redor da média, para valores de reparacdo 6ssea (mm?) obtidos
em 4 ratas segundo a presenca (P) ou auséncia de membrana
PTFE-e (A) e os periodos de sacrificios: 0, 7, 21, 45 e 60 dias
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Figure 5.12- Ratas OVZ. Grafico de pontos (dot plot), que indicam a dispersdo ao
redor da média, para valores de reparagao 6ssea (mm?) obtidos em
4 ratas segundo a presenca (P) ou auséncia de membrana PTFE-e
(A) e os periodos de sacrificios: 0, 7, 21, 45 e 60 dias
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Pode-se observar, por meio das figuras anteriores a
auséncia de valores atipicos para a maior parte das condi¢des
experimentais, seja para o SHAM quanto para o OVZ.

A estatistica descritiva (médiatdesvio padrdo) dos dados
obtidos € apresentada por meio das Tabelas 2 e 3, mostradas a seguir.
Tabela 2 - Grupo SHAM: Média (+desvio padrao) dos dados de reparacdo O0ssea

do enxerto (valores em mm?) obtidos sob duas diferentes
condigdes de membrana PTFE-e e cinco diferentes periodos de

avaliagdo
Membrana PTFE-e
Periodo (dias) Auséncia Presenca
0 1,783+0,072* 1,766+0.053
7 1,694+0,035 1,954+0,022
21 1,332+0,067 2,049+0,034
45 1,240+0,058 2,176+0,055
60 1,075+£0,111 2,536+0,297

*n=4

Tabela 3 - Grupo OVZ: Média (+desvio padrao) dos dados de reparagéo 6ssea
do enxerto (valores em mm?) obtidos sob duas diferentes
condigbes de membrana PTFE-e sob cinco diferentes periodos

de avaliagédo
Membrana PTFE-e
Periodo (dias) Auséncia Presenca
0 1,725+0,044* 1,756+0,032
7 1,67510,042 1,856+0,031
21 1,370+0,101 1,928+0,089
45 1,21310,047 1,968+0,059
60 0,958+0,083 2,253+0,199

*n=4
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Para avaliar o relacionamento entre as variaveis
experimentais: condicdao (SHAM ou OVZ), membrana PTFE-e (auséncia
ou presenca) e periodos de sacrificio sobre a reparagao éssea, os dados
obtidos neste estudo, foram submetidos ao modelo estatistico da analise
de variancia, apos ser considerado a distribuicdo dos residuos.

Os valores residuos, decorrentes do ajuste do modelo
adotado, foram examinados para avaliar a adequabilidade do modelo para
validas inferéncias estatisticas e foi determinado que os dados originais
nao propiciaram um ajuste adequado, uma vez que n&o houve uma
distribuicdo normal de probabilidade (Figura 5.13) e nao foi verificada a
uniformidade dos residuos (homocedasticidade) por meio do grafico dos
valores residuo em relagéo aos valores ajustados (Figura 5.14). Nessas
condi¢cdes foi efetuado um estudo de transformag¢des por meio do
programa BIOESTAT 2.0 (AYRES et al®, 1998). A transformagéo
logaritmica (In) foi a indicada pelo programa conforme a transformagéo
BOX-COX. As figuras 5.15 e 5.16 ilustram a distribuicdo dos residuos

apoés a transformagao.
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Curval Normal de Probabilidade dos Residuos
valores de area (milimetros quadrados)

Percentual
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Figura 5.13-Curva normal dos valores residuos do modelo ANOVA para verificar
a distribuicdo dos residuos
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Figura 5.14-Diagrama de disperséo dos valores residuos do modelo ANOVA em
relagdo aos valores ajustados pelo modelo para verificar a
uniformidade dos residuos (homocedasticidade)
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Curva Normal de Probabilidade dos Residuos
valores de area (milimetros quadrados) submetidos a transformacao In
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Figura 5.15- Curva normal dos valores residuos do modelo ANOVA para
verificar a distribuicdo dos residuos ap6s transformacéo In

Residuos x Valores ajustados
valores de area (milimetros quadrados) submetidos a transformacéo In
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Figura 5.16- Diagrama de dispersdo dos valores residuos do modelo ANOVA em
relacdo aos valores ajustados pelo modelo para verificar a
uniformidade dos residuos (homocedasticidade) apds a
transformacao In



79

O resultado do teste ANOVA (trés fatores) € apresentado
na Tabela 4.

Tabela 4 - ANOVA para os dados obtidos (ap6s a transformacgéo In)

Efeito gl SQ QM F p
Condigéo 1 0,04768 0,04768 15,74 0,0002
Membrana 1 2,87057 2,87057 947,39 0,0000
PTFE-e
Periodo 4 0,24750 0,06187 20,42 0,0000
Condigdox 1 0,00669 0,00669 2,21 0,1427
Membrana
PTFE-e
Condigdox 4 0,02699 0,00675 2,23 0,0767
Periodo
Membrana 4 1,81988 0,45497 150,16 0,0001*
PTFE-e x
Periodo
Condicaox 4 0,00984 0,00246 0,81 0,5226
Membrana
PTFE-e x
Periodo
Residuo 60 0,18180 0,00303
Total 79 5,21093
*p<0,05

Pode-se verificar, por meio do teste ANOVA, que o efeito
interacdo das variaveis membrana PTFE-e e periodo foi o unico
estatisticamente significante (p<0,05). Assim, pode-se estabelecer que o
relacionamento entre o fator membrana PTFE-e e os periodos de
sacrificio obtido na condicdo SHAM nao é estatisticamente diferente do
relacionamento dessas duas variaveis para a condicao OVZ, como se

pode observar nas figuras 5.17 e 5.18.
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Os valores médios das condigdes experimentais
membrana PTFE-e e periodos (dias) sdo comparados entre si, por meio

do teste de Tukey (5%). O resultado do teste é apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Formacgao de grupos de mesmo desempenho quanto a area por meio

do Teste de Tukey (5%)
Membrana Média de Grupos
PTFE-e Periodo (dias)  area (mm?) Homogéneos
0 0,5612 CD
7 0,5211 D
Auséncia 21 0,2991 E
45 0,2030 F
60 0,0108 G
0 0,8672 A
7 0,7267 B
Presenga 21 0,6862 B
45 0,6438 BC
60 0,5655 CD

A#B#C#D#E#F#G,a=5%



6 DISCUSSAO

Considerando a importancia da osteoporose na saude
publica e o aumento da expectativa de vida da populagéo, que faz com
que nos dias atuais as mulheres vivam mais de um terco de suas vidas
apds a menopausa (WHO®, 2003), o presente estudo buscou avaliar,
através de ratas Wistar ovariectomizadas como modelo experimental, a
regeneracao 6ssea de enxertos 6sseos autdgenos associados ou ndo a
membranas de PTFE-e em condi¢des semelhantes aquelas encontradas
na osteoporose pés-menopausa.

A escolha do rato como modelo experimental baseou-se
no fato de se tratar de um modelo j&4 consagrado em fungdo do baixo
custo, facilidade de armazenamento e boa disponibilidade (KALU et al.*,
1989). Além da facilidade logistica, as semelhancas na patogénese da
osteopenia encontrada entre o humano e o rato também foram
consideradas. Apesar de ndo experimentarem menopausa natural, a rata
apos sofrer a remogédo ovariana e consequente deficiéncia estrogénica,
passa a ter uma diminuigdo da massa O0ssea que apdés um periodo de
perda acelerada, segue por uma desaceleracdo e continua estavel em
uma fase de platé (SEJNFELD®?, 2000).

As alteracbes Osseas encontradas nestes animais apés a
deficiéncia estrogénica s&o denominadas osteopenia ao invés de
osteoporose, uma vez que estes animais, ao contrario do humano, nao
sofrem fraturas por traumas de baixo impacto. Isto é explicado pelo ganho
de peso desses animais provocado pela hiperfagia pés-ovariectomia, que
leva a uma compensacéo da massa 6ssea devido ao aumento da carga
mecanica(KALU et al.*®>, 1989; TURNER®®, 2001), fato este observado

também neste trabalho. A média dos pesos dos animais do grupo OVZ
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(301,559) apds a ovariectomia foi significativamente maior que a do grupo
SHAM (281,57g). Enquanto todos os animais do grupo OVZ tiveram
ganho de peso ap6s a ovariectomia, os animais do grupo SHAM tiveram
um comportamento mais heterogéneo. Metade dos animais (n=20)
apresentaram ganho de peso e os demais (n=20) perda de peso. Nao
existe na literatura nenhuma explicacdo cientifica para estes dados.
Entretanto, € opinido dos autores deste trabalho que esta variabilidade é
inerente as particularidades metabdlicas de cada animal, visto que era
possivel distinguir clinicamente que alguns animais apresentavam um
desenvolvimento maior que outros.

Existem outras similaridades entre a osteopenia pos-
deficiéncia estrogénica de ratas e a osteoporose pd6s-menopausa. A perda
O0ssea vivenciada por ratas ovariectomizadas € mais marcante nas
vértebras do que no fémur, fato consistente com a maior perda de osso
trabecular do que cortical nos estagios iniciais da osteoporose pés-
menopausa (KALU?, 1989).

A reconstruc¢ao de rebordos atroficos com enxertos 6sseos
autégenos € tema de diversos estudos realizados em animais (DADO &
IZQUIERDO'", 1989; HARDESTY et al.?°, 1990; DONOVAN et al.'®, 1993)
e humanos (BREINE & BRANEMARK?®, 1979; MISCH & MISCH*, 1995;
BECKER et al.*, 1996; RAGHOEBAR et al.*°, 1996; WILLIAMSON et al.’’,
1996; GARG et al.?", 1998; PIKOS*®, 2000), tendo areas doadoras intra e
extra-bucais. A opcao pela utilizagdo do modelo animal escolhido ja foi
discutida anteriormente. A utilizacdo da calvaria como area doadora e a
mandibula como area receptora baseou-se na mesma origem embrionaria
e a menor reabsor¢ao observada nestes enxertos de acordo com outros
estudos realizados (DADO & |IZQUIERDO'®, 1989; DONOVAN et al.',
1993; DONOS et al."®"°, 2002).

Concomitantemente aos estudos com enxertos 6ésseos
autégenos onlay, o principio da regeneracao tecidual guiada passou a ser
aplicado também em tecido 6sseo (KARRING et al.*®, 1993; BECKER et
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al?

, 1996), passando a ser denominada regeneragdo Ossea guiada
(ROG). A utilizacdo de membranas de PTFE-e na ROG baseia-se na
biocompatibilidade do material, a capacidade de manutencédo de espaco
para que haja a migracao de células osteogénicas e fluidos, ao mesmo
tempo que promove o isolamento de células sem potencial osteogénico
(DAHLIN et al.’?, 1990; BUSER et al.?, 1996).

Uma das hipoteses testadas neste trabalho foi confirmar
os resultados obtidos por Jardini et al.?’ (2005) e aplicar o modelo
experimental proposto por tais autores em animais com deficiéncia
estrogénica.

Os resultados obtidos mostraram que a associagdo do
principio da ROG ao enxerto 6sseo autdbgeno onlay proporcionou
melhores resultados do que a utilizagdo isolada do enxerto em ambos os
grupos experimentais (SHAM e OVZ). Enquanto o grupo SHAM-E
apresentou uma perda média de volume original do enxerto de 39,8%
(SHAM-EO = 1,783 mm? SHAM-E60 = 1,075 mm?), o grupo SHAM-ME
mostrou um ganho médio de 43,6% na area (SHAM-MEO = 1,766 mm?;
SHAM-ME 60 = 2,536 mm?).

O mesmo pode ser observado no grupo OVZ no qual
constatou-se perda média de area do enxerto de 44,5% nos animais em
que o enxerto nao foi recoberto pela membrana de PTFE-e (OVZ-EQ =
1,725 mm?; OVZ-E60 = 0,958 mm?) e ganho médio de area de 28,3% nos
animais com recobrimento do enxertos pela membrana (OVZ-MEO =
1,756 mm?; OVZ-ME60 = 2,253 mm?).

Estes resultados corroboram com os de outros estudos
que mostraram integracdo ao leito receptor e manutenc&o do volume dos
enxertos 6sseos colocados na calvaria de ratos e coelhos (RASMUSSON
et al.°!, 1999), ou na mandibula de cdes (JENSEN et al.?®, 1991) e ratos
(DONOS et al."®"®, 2002; JARDINI et al.?”, 2005), quando associados com
a técnica de ROG.
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A explicagcdo para estes dados pode ser dada pelo
principio da ROG, que se baseia na utilizagdo uma membrana inerte
semi-permeavel que permita a difusdo de fluidos e nutrientes ao mesmo
tempo que impega a migracdo de células provenientes do tecido
conjuntivo sem potencial osteogénico, propiciando um ambiente favoravel
a proliferagdo de células com esta capacidade (GORDH et al.??, 1998).

A perda de volume O6sseo do enxerto observada nos
grupos sem associacdo da membrana de PTFE-e também foi
observadapor outros autores. Uma das explicagbes refere-se a origem
embriolégica dos enxertos. Os enxertos &sseos de origem
intramembranosa, como da crista iliaca, utilizados na reconstrugcao
esqueleto cranio-facial sofrem menor reabsor¢do do que os de origem
endocondral, como da calvaria e mandibula (DADO & IZQUIERDO'™,
1989; HARDESTY & MARSH?°, 1990; DONOVAN et al."®, 1993; MISCH et
al.*®, 1992). Dado & Izquierdo'™ (1989) avaliaram a reabsorgdo de
enxertos de origem intramembranosa e endocondral na calvaria de
coelhos. Os dados encontrados mostraram diferencas estatisticamente
significantes ap6s 21 semanas de observagdo. Os enxertos de origem
endocondral apresentaram 78% de redug&o no volume original, enquanto
que os de origem intramembranosa a reducgédo foi de 50%. Devido as
dificuldades inerentes ao modelo experimental de se utilizar como regiéo
doadora a mandibula, optou-se pela calvaria para que nao se tivesse
prejuizo de resultados relacionado a origem embrionaria.

Entretanto, a idéia de que apenas a origem embrionaria &
responsavel pela maior reabsorgao dos enxertos de origem endocondral
deve ser considerada com parcimbnia. A arquitetura 6ssea que esta
relacionada com a origem a origem embrionaria também deve ser
considerada (LA TRENTA et al.*®, 1989; HARDESTY & MARSH?®, 1990).
Ossos de origem intramembranosa apresentam maior quantidade de
espacos medulares e, portanto, maior potencial osteogénico que 0ssos

compactos. Além disso, a revascularizacdo dos enxertos esponjosos
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acontece de forma mais rapida, permitindo a sua substituicdo completa e
contribuindo para a manutencédo da vitalidade (DADO & IZQUIERDO™",
1989; BUSER et al.’, 1995). Por outro lado, a revascularizagdo do enxerto
cortical é resultado da reabsorgéo periférica por osteoclastos e da
infiltragdo vascular dos canais harvesianos pré-existentes. A atividade
osteoclastica no interior do enxerto cortical amplia as cavidades
haversianas, sem a remocao significativa de lamelas necrosadas, até que
se atinja um tamanho ideal destas cavidades. Neste momento ocorre uma
diminuicdo da reabsorcdo e osteoblastos passam a colonizar o local
dando inicio a aposigao 6ssea. Esta dinamica de reconstrugcéo observada
no interior do enxerto é denominada creeping substitution. Além disso,
existe um numero limitado de células do enddsteo disponiveis para
auxiliar a formacédo de anastomoses vasculares quando comparado ao
enxerto medular. Este ultimo aspecto condiz com o observado no
presente estudo, desde que o enxerto utilizado era constituido por duas
corticais envolvendo uma regiao central medular.

Outro fator a ser considerado na integragéo e remodelagéo
dos enxertos 6sseos autdbgenos em bloco é a descorticalizagao do leito
receptor. Uma maior incorporacao do enxerto foi observada quando se
realizavam perfuracdes na cortical do leito receptor (GORDH et al.?,
1998) e também no enxerto, buscando a exposicdo dos espacos
medulares com intuito de facilitar a angiogénese local. Contudo, a
manutengdo do volume do enxerto ndo mostrou influéncia por este fator
em nenhum dos estudos citados. A importdncia da imobilizagdo do
enxerto reside nas mesmas consideragdes, ou seja, a manutengcao das
anastomoses vasculares formadas e o conseqiiente suprimento de
nutrientes e oxigénio para as células responsaveis pelo reparo (LA
TRENTA et al.>®, 1989).

Neste trabalho, as perfuracbes realizadas no centro do
enxerto e no leito receptor para a sua fixagdo foram suficientes para o

provimento vascular, em fungdo da reduzida espessura tanto do enxerto
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quanto do leito. Este fato pode ser evidenciado pela completa integracao
do enxerto nos periodos finais de observacdo em ambos os grupos
(SHAM e OV2).

No que tange a previsibilidade dos resultados, a
associacdo da ROG ao enxerto autégeno em bloco mostrou bons
resultados. Tanto o grupo SHAM-E quanto OVZ-E mostraram significativa
perda do volume 6sseo. Em nenhum dos 20 cortes analisados para cada
um dos grupos EO e E6G0 observou-se manutencao ou ganho de area do
enxerto. Paradoxalmente, todos os cortes analisados para os grupos MEO
e ME60 demonstraram aumento de area 6ssea, ou seja, manutencéo do
volume original do enxerto e neoformagdo Ossea periférica. Esta
importante constatacdo encontra fundamentagcdo na literatura por
trabalhos que demonstraram a previsibilidade da técnica de ROG na
reconstrucdo lateral do rebordo alveolar (BUSER et al.’, 1996;
LIOUBAVINA et al.*®, 1999; LORENZONI et al.*®, 1999, HAMMERLE &
JUNG?*, 2003; IMAZATO et al.?®, 2004; JARDINI et al.?”, 2005), assim
como nha reconstrugao vertical do rebordo (SIMION et al.®?, 1998).

Entretanto, algumas precau¢des devem ser tomadas para
se ter sucesso com a técnica da ROG. A imobilizagdo da membrana e a
sua extensao além das margens do enxerto sdo fundamentais para que
nao ocorra a migragcéo de células sem potencial osteogénico provenientes
dos tecidos moles adjacentes (BUSER et al.’, 1995; MARDAS et al.*’,
2002; JARDINI et al.?’, 2005). Da mesma forma, o deslocamento ou a
remoc¢ao da membrana precoce da membrana também podem impedir o
isolamento de células ndo osteogénicas e interferir na previsibilidade da
técnica, conforme os estudos de Lekholm et al.*® (1993), Gordh et al.?
(1998) e Rassmusson et al.”’ (1999). Sendo assim, Buser et al.® (1994)
sugeriram um periodo de 9 meses de espera para a cirurgia de segundo
estagio quando da associacdo da ROG ao enxerto 6sseo autégeno em
bloco. A utilizacdo da ROG isoladamente, sem associa-la ao enxerto

autégeno também mostrou resultados nao satisfatérios devido ao colapso
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sofrido pela pressado dos tecidos adjacentes. O enxerto se prestaria a
manutencdo do espago sob a membrana e daria suporte a mesma
(DAHLIN et al.™, 1991; JOVANOVIC et al.*, 1992). A interferéncia de
tecido conjuntivo originario de suturas de crescimento sagital e coronal
também foi relatada por HAMMERLE et al.®* (1995) em um estudo sobre
a ROG em defeitos na calvaria de coelhos. Desta forma, optou-se neste
trabalho em utilizar uma membrana de PTFE-e que se estendesse de 2 a
3 mm além das margens do enxerto, sendo a mesma estabilizada com
uma sutura em “X” através de perfuragdes realizadas no leito receptor.

O processo de reparo dos enxertos 6sseos autégenos em
bloco associados ou ndo a membrana de PTFE-e também foi objeto de
avaliagcéo do presente estudo.

O periodo zero foi utilizado como parametro para as
medicdes de éarea nos periodos de observagdo. Os resultados
encontrados aos setes dias vdo de encontro ao trabalho realizado em

caes por Jensen et al.?® (

1991). Neste periodo foi observada proliferacao
de tecido conjuntivo bem vascularizado proveniente do tecido adjacente,
nos grupos SHAM-E e OVZ-E, assim como atividade osteoclastica
incipiente na superficie externa do enxerto. A existéncia de lacunas sem
ostedcitos nas camadas mais superficiais denotam a desvitalizagao
destas camadas, que posteriormente serdo substituidas no processo de
remodelagdo. Por se tratar de uma camada cortical, a difusédo de
nutrientes dos tecidos adjacentes fica prejudicada.

A quantidade de tecido conjuntivo interposto e sobre a
superficie externa do enxerto era menor nos grupos SHAM-ME e OVZ-
ME, fato ndo observado por Jardini et al.?’, 2005. A explicagcéo para este
fato esta na cobertura de 2 a 3 mm além das margens do enxerto neste
estudo, fato este ndo encontrado no trabalho citado.

Aos 21 dias de observacao, nos grupo SHAM-E e OVZ-E,
pode-se notar pela presenca de varias lacunas de reabsorcao (Howship)

extensa reabsor¢cdo das bordas laterais e da superficie superior do
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enxerto. Na interface havia deposicdo de tecido désseo imaturo com
pontos focais de unido entre o leito e o enxerto, juntamente com tecido
conjuntivo interposto. Em contrapartida, os grupos SHAM-ME e OVZ-ME
apresentaram menor quantidade de lacunas de Howship e deposi¢ao de
tecido 6sseo sem organizagdo lamelar na interface, bordas laterais e
superficie superior. Uma maior quantidade de pontos de unido foi
observada na interface e alguns pontos nas superficies laterais. Neste
periodo, as diferencas entre os grupos sem e com associacdo da
membrana de PTFE-e comegcam a se tornar evidentes, pois a analise
histolégica descritiva dos grupos E denotou reabsorcao significativa das
bordas laterais, enquanto que nos grupos ME observou-se neoformagao
de osso imaturo além dos limites do enxerto, na interface e no espaco
subjacente a membrana.

Nos periodos finais de observacao, isto €, 45 e 60 dias as
diferencas entre os grupos tornaram-se bem marcantes. Apesar do
enxerto estar totalmente integrado ao leito no periodo de 60 dias em
todos os grupos, foi observada acentuada reabsor¢do nos grupos E. por
outro lado, nos grupos ME observou-se fusdo do enxerto ao leito e ao
tecido 6sseo neoformado na periferia, que em algumas areas assumia
uma disposicéo lamelar, tipica de tecido 6sseo maduro.

A reabsorgdo da superficie do enxerto verificada neste
trabalho desde o periodo de sete dias e a incorporagao do enxerto ao leito
€ explicada como um processo que engloba um complexo de 0sso
necrético com novo osso viavel, o qual se desenvolve através da
reabsorcéo do primeiro e substituicdo pelo segundo, gracas a proliferacao
vascular. A penetragdo vascular do enxerto cortical € primariamente
resultado da atividade osteoclastica periférica e infiltragdo vascular dos
canais de Volkmann e Havers como citado anteriormente. Uma vez
estabelecida a revascularizacdo da periferia do enxerto, o processo
acontece gradualmente no seu interior. Isto evidencia que a remodelagao

Ossea esta relacionada a proliferagdo vascular. Este processo de
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revascularizacdo dos enxertos &Osseos corticais, em ratos, pode se
completar dentro de um ou dois meses (DE MARCO et al."®, 2005).
Entretanto, De Marco et al.”® (2005) observaram que a
revascularizacdo do enxerto sem recobrimento por membrana ocorreu a
partir de vasos originarios também do tecido conjuntivo circunjacente, e
que esta aconteceu mais rapidamente do que nos grupos com associagao
da membrana. Isto tornaria o processo de substituicdo do enxerto mais
rapido e poderia justificar a maior reabsorgéo observada nos grupos E.
Apesar de nao serem encontrados dados
significativamente diferentes do ponto de vista estatistico entre os grupos
SHAM e OVZ, uma caracteristica marcante foi constante na analise
histologica descritiva dos animais submetidos a ovariectomia. Tanto o
leito receptor quanto o enxerto mostraram maior quantidade e didmetro de
espacos medulares, sendo inclusive possivel, algumas vezes, identificar
traves de tecido conjuntivo no interior. Estas caracteristicas denotam a
influéncia da osteopenia, em funcdo da deficiéncia estrogénica, na
arquitetura 6ssea, conforme a literatura (WHO®®, 2003). Segundo

Manolagas et al.*

(1995) a diminuicdo da massa Ossea, também
denominada osteopenia, € resultado da excessiva osteoclastogénese e
inadequada osteoblastogénese, que causam o desequilibrio entre a
formagao e reabsorgéo 6sseas, com prejuizo para a primeira.

Além disso, a maior quantidade de espagos medulares
poderia favorecer uma revascularizacdo mais acelerada do enxerto,
levando a uma substituicdo mais acelerada. Porém, em fungcdo do
desequilibrio entre a formacao e reabsorgao, o tecido 6sseo neoformado
teria uma densidade 6ssea menor. A conjuncédo destes fatores poderia
contribuir de forma negativa na osseointegragéo de implantes instalados
nestas situacgoes.

Neste estudo, a osteopenia foi induzida através de

|.59

ovariectomia dos animais. Segundo Wronski et al.”™ (1987) a ovariectomia

€ um bom modelo de indugdo de osteopenia em ratas porque estas
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desenvolvem alteragcbes 6sseas severas dentro de poucas semanas apds

a remocao dos ovarios. Kalu et al.*

(1989) preconiza que a idade ideal
para a realizacao da ovariectomia em ratas € aos 3 meses de idade, pois
neste periodo estdo em fase de reproducado e sdo capazes de responder
adequadamente a deficiéncia de horménios sexuais, adquirida como
sequlela da ovariectomia.

Isto justifica a realizacdo da ovariectomia em animais com
3 meses de idade nesse trabalho. Aguardou-se ainda um periodo de trinta
dias para que os efeitos na perda 6ssea fossem estabelecidos. Omi &
Ezawa®’ (1995), utilizaram um modelo de ratas ovariectomizadas e
verificaram que apdés um més da ovariectomia a densidade mineral 6ssea
das vértebras lombares e da metafise proximal da tibia ja se apresentava
menor do que no grupo falsamente operado. Wronski et al.?® (1988)
observaram osteopenia e aumento do indice de reabsorcao éssea aos 14
dias ap6s a cirurgia, que se tornou gradualmente mais pronunciada até se
estabilizar por volte dos cem dias.

Entretanto, a densidade éssea n&o foi objeto de estudo
deste trabalho. A quantificagédo dos espagos medulares nos grupos SHAM
e OVZ, assim como a densidade mineral 6ssea ndo foram avaliadas
inferencialmente.

Apesar das limitacbes na extrapolacdo dos resultados
obtidos para humanos, pode-se avaliar que a associagcdo da ROG aos
enxertos Osseos autdégenos em bloco € uma técnica previsivel, que
demanda uma curva de aprendizado, para que se atinjam os resultados
postulados por Buser et al.® (1996).

A utilizagcdo dos enxertos 6sseos autdgenos isoladamente
também exige pericia do operador. No entanto, o risco de infecgéo por
exposicao da membrana € menor, apesar do resultado final ser, conforme

os resultados obtidos, perda do volume original do enxerto.
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De qualquer forma, a opgéao pelo tipo de tratamento deve
ser embasada nas particularidades de cada caso, conciliando
fundamentacéo cientifica e familiaridade com a técnica.

Com relagéo a influéncia da osteopenia, pode-se notar que
a integracéo do enxerto ao leito e o comportamento do enxerto quando
associado ou ndao a membrana de PTFE-e se deu de forma semelhante
nos animais castrados e submetidos a castragdo simulada. Desta forma,
nao é possivel qualquer ilagdo sobre a viabilidade dos enxertos no grupo

OVZ, sendo necessarios outros estudos para tanto.



7 CONCLUSAO

concluir ge:

Frente ametodologia empregada neste trabalb élicito

a)

os enxertos nao recobertos pela membrana de
PTFEe  sofreram  sign ificativa reabsorcgéo,
enganto ge a associacao da R@os enxertos
proporcionou a manutengdo do seu volume
original e neoformagdo 6ésea preenchndo o
espaco subpcente anembrana de PTFEe.

a osteopenia resultante da ovariectomia néao
influenciou gantitativam ente a reparacédo do
enxerto 6seo associado ou ndo amembrana de
PTFEe.

a anbse Istoldica descritiva possibilitou
observar maior gantidade de espagos medulares
no enxerto, leito e osso neoformado dos grupos

ovariectomizados.
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Apéndice A - Dados originais dos pesos dos animais
Tabela 6 - Peso dos animais (g) segundo a condigéo, nos periodos inicial
(cirurgia de ovariectomia ou ovariectomia simulada) e final

(realizagao do enxerto)

SHAM ovZz
n=40 n=40

INICIAL FINAL INICIAL FINAL
261 266 242 299
304 310 247 288
287 276 241 276
275 273 291 312
247 253 286 321
243 243 280 286
260 269 263 298
263 256 250 288
261 254 331 347
267 269 288 316
274 267 307 319
277 283 313 328
280 282 270 308
326 315 255 313
278 271 251 274
264 254 250 308
208 242 251 294
282 282 249 272
268 254 249 293
274 271 245 294
245 275 256 270
245 237 271 294

317 343 274 301



302
285
233
321
326
331
273
298
296
296
278
297
289
287
299
305
317

296
268
210
298
323
325
280
305
310
300
265
290
300
285
300
320
343

306
285
255
266
237
270
305
285
260
270
268
273
228
286
294
288
299

352
318
298
306
265
300
322
303
289
305
305
305
255
307
303
302
318
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