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RESUMO

O sucesso do enxerto 6sseo autdgeno esta relacionado a viabilidade das
células deste, transferidas para o leito receptor. Durante os procedimentos de
enxertia 6ssea, transcorre certo periodo entre a remocao e fixagdo do enxerto
no leito receptor. Diversos meios de armazenagem tém sido sugeridos para
minimizar os efeitos deletérios ao enxerto durante esse periodo. O objetivo
deste estudo foi realizar andlise histomorfométrica de enxertos &sseos
autégenos in vivo, mantidos em diferentes meios de armazenagem no periodo
trans-cirurgico. Neste estudo, foram utilizados 18 coelhos dos quais foram
removidos dois fragmentos da calvaria. Em cada coelho, um fragmento foi
imediatamente fixado na regido de angulo mandibular direito (grupo controle).
O outro foi armazenado por 30 minutos em um dos seguintes meios: soro
fisiolégico (grupo soro), meio seco (grupo seco), plasma pobre em plaquetas
(grupo PPP) e, em seguida, parafusado em local simétrico ao enxerto controle,
no mesmo animal. Apds 4 semanas os animais foram sacrificados e as regides
enxertadas foram removidas, fixadas em formol em PBS, desmineralizadas em
EDTA e processadas para inclusdo em parafina. O numero de osteoclastos,
namero de vasos e a area total do enxerto foram quantificados e analisados
através do teste t pareado, teste de ANOVA 1 e teste de Tukey. Nos lados
experimental e controle, a analise histolégica em todos os grupos apresentou
enxerto revascularizado, preservado e integrado ao leito receptor, com
presenca de neoformacédo dssea. Na analise estatistica, o lado experimental do
grupo soro apresentou maior numero de osteoclastos (p=0,02) e menor nimero
de vasos (p=0,03) em relagdo ao grupo controle, mas ndo apresentou diferenca
na area total do enxerto. Nos grupos seco e PPP, ndo houve diferenca
estatistica significante na quantidade de osteoclastos, vasos e area total do
enxerto em relacdo ao controle. Na comparagao entre grupos experimentais, o
o grupo PPP apresentou maior nimero de vasos (p<0,001) e maior area total
do enxerto (p<0,001) em relacdo aos grupos seco e soro. O plasma pobre em
plaquetas favoreceu a revascularizagdo e a manuteng&o do volume do enxerto,
sendo um meio de armazenagem de enxerto, no periodo trans-cirurgico,

melhor que 0s meios soro e seco.



ABSTRACT

The success of autogenous bone graft is related to the graft cells viability
transferred to receptor site. During surgical bone grafting procedures, a time
passes by the graft removal till its fixation in receptor site. Various media for
temporary storage of bone grafts during the surgical procedure have been
suggested to minimize the deleterious effect during this period. This study
performs histomorphometric analysis of autogenous bone graft, stored in
different medias during surgical period. Two grafts were removed bilaterally
from calvarian of 18 rabbits. One graft was removed and immediately fixed in
one of the mandibular angles (control group). The other graft was stored during
30 minutes in one of the following storage media: salin solution (saline group),
air (dry group), platelets poor-plasma (PPP group), and then screwed in the
symmetrical side of the first graft, in the same animal. Four weeks later the
animals were killed and the grafted areas were harvested and fixed in
formaldehyde in PBS and embedded in parafin. The 5 um sections were stained
in Hematoxilin Eosin and Mallory. Osteoclasts, blood vessels and total graft
area were assessed and analyzed through, ANOVA 1, Tukey and t-matched
pair tests. Histological analysis of all groups showed vascularized, preserved
bone graft well-incorporated to receptor site. Statistical analysis of saline group
shows higher amount of osteoclasts (p=0,02) and lower amount of blood
vessels (p=0,03) than the control group. No differences between control and
experimental groups were observed in dry and PPP groups. Comparing
experimental groups, PPP group presented higher amount of blood vessels
(p<0,001) and larger total graft area (p<0,001) than dry and saline group. The
platelets poor plasma favored the vascularization and maintenance of graft
area, being considered a better storage media than air way and saline solution.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enxertos 6sseos é uma ferramenta clinica que possibilita
a reconstrucao do esqueleto na regiao craniofacial (Gleizal & Beziat, 2007).
Diferentes enxertos sao utilizados para favorecer a regeneracao éssea, sendo
o enxerto autégeno o que melhor corresponde as caracteristicas de um enxerto
ideal (Foitzik & Staus, 2003).

Diversos fatores podem influenciar a integracdo e manutencdo do
enxerto autégeno tais como: origem embrionaria (Smith & Abramson, 1974;
Zins & Whitaker, 1983; Hardesty & Marsh, 1990), revascularizagéo,
(Albrektsson, 1980; Kusiak et al., 1985; Hardesty & Marsh, 1990; Lin et al.,
1990; Phillips & Rahn, 1990; Sullivan & Szwajkun, 1991; Chen et al., 1994) ,
uso de fixacao rigida (Latrenta et al.,, 1989; Lin et al., 1990; Phillips & Rahn,
1990), vascularizacdo do leito receptor, contato enxerto-leito receptor e
estresse fisioldgico sofrido pelo enxerto (Latrenta et al., 1989).

A manutencdo do volume e a remodelagdo precoce do enxerto séo
fatores importantes para o sucesso cirurgico (Alberius et al., 1996). A
revascularizacdo precoce é importante para a manutencdo de volume do
enxerto (Kusiak et al.,, 1985), apesar de ndo haver consenso neste aspecto
(Lin et al., 1990; Sullivan & Szwajkun, 1991; Chen et al., 1994)

A obtencao do enxerto e o preparo do leito receptor devem preservar as
células para um melhor resultado clinico. Estudos experimentais em animais
mostraram que as células do enxerto 6sseo tém papel importante na
osteogénese (Burwell, 1964; Gray & Elves, 1979; 1981).

Durante o procedimento cirdrgico, entre a remog¢ao do enxerto e sua
fixacdo no leito receptor, geralmente transcorre um periodo que pode variar de
minutos a horas (Gray & Elves, 1981). Diversos meios de conservagao sao
estudados como alternativas para armazenamento do enxerto, tais como: soro
fisiolégico (Bohr et al, 1968; Marx et al., 1979; Steiner & Ramp, 1988;
Mcanulty, 1999; Dechichi et al., 2004; Moura et al., 2005; Ramos et al., 2006),
agua destilada (Marx et al., 1979; Steiner & Ramp, 1988), plasma sanguineo
(Marx et al., 1979), sangue (Mcanulty, 1999; Ramos et al., 2006), plasma pobre
em plaquetas (Dechichi et al., 2004; Ramos et al., 2006), meio seco (Puranen,
1966; Bohr et al., 1968; Gray & Elves, 1981; Laursen et al., 2003; Ramos et al.,
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2006), solucdo de dextrose lactato 5% (Marx et al., 1979; Steiner & Ramp,
1988; Ramos et al., 2006) e diversos meios de cultura (Gray & Elves, 1981;
Steiner & Ramp, 1988; Marx & Stevens, 1997; Mcanulty, 1999).

Varios métodos sdo utilizados para avaliar a qualidade dos enxertos
mantidos em meios de conservacao tais como contagem de células (Marx et
al., 1979; Mcanulty, 1999), morfologia (Dechichi et al., 2004; Moura et al., 2005;
Ramos et al., 2006), metabolismo celular (Steiner & Ramp, 1988) e proliferacao
de osteoblastos (Laursen et al, 2003), assim como mensuracdo da
neoformacéao 6ssea (Bohr et al., 1968; Gray & Elves, 1981).

O comportamento biolégico in vivo, de enxertos armazenados em
diferentes meios no periodo trans-cirurgico ainda estd pouco esclarecido,
principalmente em relacdo a revascularizagdo, redugdo de células viaveis
transplantadas e o efeito destes fatores na ativacdo de osteoclastos e

consequente reducdo da area total do enxerto.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Para o melhor entendimento do objetivo deste estudo, serdo abordados
aspectos gerais da histofisiologia do tecido 6sseo, reparo 6sseo e a utilizagao

de enxertos 6sseo0s

2.1 Histofisiologia do tecido 6sseo

O osso é um tecido conjuntivo especializado constituido de matriz
extracelular mineralizada. A porcdo organica da matriz representa 33% e
destes, 28% sao constituidos por colageno tipo | e 5% de proteinas nao
colagenas. Os 67% restantes correspondem a porcao inorganica da matriz,
representada pelos cristais de hidroxiapatita (Katchburian & Arana Chaves,
2004).

As células responsaveis pela producdo da matriz organica sao os
osteoblastos, que também participam do processo de mineralizagao.
Adjacentes aos osteoblastos existem células osteogénicas que se diferenciam
nos mesmos, quando necessario. Durante a formagédo da matriz 6ssea alguns
osteoblastos ficam aprisionados na matriz, sendo entdo denominados
ostedcitos. Estas células constituem uma rede celular que permite a
comunicacao entre elas e destas com os osteoblastos da superficie. Os
osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢do 6ssea, sdo células multinucleadas,
que se localizam na superficie da matriz, sendo ativos no processo de
remodelacao éssea (Katchburian & Arana Chaves, 2004).

Macroscopicamente, o tecido 6sseo pode apresentar um arranjo
trabecular delimitando pequenas cavidades, preenchidas por medula dssea,
caracterizando o 0sso esponjoso. O osso compacto € formado por lamelas
Osseas paralelas ou concéntricas (sistemas de Havers), ndo apresentando
cavidades. Osso esponjoso e compacto apresentam arquitetura macroscopica
diferente mas possuem a mesma constituicao histoldgica (Katchburian & Arana
Chaves, 2004).

Histologicamente, o tecido ésseo pode ser classificado em primario
(imaturo) ou secundario (maduro ou lamelar). O tecido 6sseo imaturo apresenta

fibrilas colagenas sem organizagdo definida, maior niumero de ostedcitos
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incluidos na matriz 6ssea e menor conteiado mineral. No adulto, ocorre apenas
nas suturas dos 0ssos do cranio, nos alvéolos dentarios e em alguns pontos de
insercdo de tenddes. O tecido ésseo maduro apresenta fibrilas colagenas
organizadas formando lamelas ou camadas, possui menor ndamero de
ostedcitos incluidos na matriz e maior contetdo mineral, sendo o tipo
predominante no adulto.

As superficies internas e externas dos 0ssos sdo revestidas por células
osteogénicas e tecido conjuntivo, que constituem o endodsteo e o periésteo,
respectivamente. Estes tecidos possuem a funcao de nutrir o tecido 6sseo e
fornecer osteoblastos para o crescimento e a reparacado do osso (Junqueira &
Carneiro, 2004). O endosteo € mais rico em células, principalmente
precursoras de células 6sseas e suprimento vascular enquanto, o periésteo é
um conjuntivo fibroso (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana Chaves, 2004).

Apesar da rigidez e aparente inatividade, o tecido 6sseo é muito
dindmico, apresentando um processo combinado de formagédo e reabsorgao,
denominado de remodelacdo 6ssea. Este processo € continuo e fisiol6gico
permitindo que o tecido ésseo se renove constantemente, responda aos
estimulos externos e também sofra reparacao (Katchburian & Arana Chaves,
2004).

2.2 Reparo Osseo

O processo de reparo tecidual pode ocorrer por regeneracao ou
cicatrizacdo. A regeneracado caracteriza o0 processo de reparo que resulta no
restabelecimento integral de forma e fungéo originais, ja na cicatrizacao ocorre
o restabelecimento parcial. O tecido désseo geralmente sofre reparo por
regeneracao (Khan et al., 2005).

Nos locais de lesdo 6ssea ocorre hemorragia, pela lesdo de vasos
sanguineos, destruicdo de matriz e morte de células 6sseas (Junqueira &
Carneiro, 2004). Nesta regidao surge um espago morto, hipéxico (PO, = 5 a
10mmHg) e acidético (pH 4 a 6) contendo plaquetas, leucdcitos, eritrdcitos, e
fibrina adjacente a ostedcitos, osteoblastos e células mesenquimais (Lynch et
al., 1999). As plaquetas, ativadas pela lesdo vascular, liberam mediadores
quimicos (PDGF, TGF, IGF) presentes nos granulos a (Lynch et al., 1999).
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