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Santos RAB. Reparacdo ao redor de implantes de titanio apds regeneracdo 0ssea
guiada com membrana reabsorvivel [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2010.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi descrever o padréo de reparacdo da ROG, ap0s 0 uso
de osso autdgeno e membrana de colageno suino (BioGide). Foram utilizados 30
ratos machos Wistar, nos quais 30 mini-implantes fixaram enxerto 6sseo autdgeno
do tipo onlay, originario de osso parietal, na regido do angulo da mandibula. Os
enxertos foram recobertos com membranas de colageno e os animais sacrificados
nos periodos de zero hora, 14, 21, 45 e 150 dias. As amostras foram descalcificadas
e processadas pela técnica de fratura (Berglundh et al., 1991). Ap6s 2 semanas, a
interface entre o leito e 0 enxerto encontrava-se preenchida por tecido conjuntivo
imaturo rico em vasos e fibroblastos. Aos 21 dias, observou-se osso neoformado sob
a membrana e junto aos bordos do enxerto, integrando o enxerto ao leito. Este
apresentava intensa remodelacdo, de modo que junto as fresas do implante
observamos osso imaturo e vasos. Aos 45 dias, a estrutura coldgena original da
membrana apresentou avancado grau de reabsor¢cdo e diminuicdo da sua
espessura. O tecido 6sseo formado sob a membrana demonstrou inicio de
organizacdo lamelar. No periodo final, ap6s 150 dias, 0 enxerto apresentou-se
completamente integrado ao 0sso receptor e com adiantado grau de maturacao.
Conclui-se que apds 21 dias, 0 0sso neoformado estava em contato com o enxerto e
o implante. No periodo de 45 dias, observou-se maturacao inicial do tecido 6sseo e
avancada biodegradacao da membrana. Apenas apos 150 dias, pudemos assegurar
a integracao do enxerto ao 0sso neoformado na regiao do leito, com ganho adicional
de tecido 6sseo.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea. Osseointegracdo. Membrana. Transplante

0sseo. Colageno. Osteogénese.



SANTOS RAB. Healing around titanium implants after guided bone regeneration with
bioresorbable membrane [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2010.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the repair pattern after guided bone
regeneration (GBR), using an autogenous bone graft covered with a porcine collagen
membrane (BioGide). Thirty male Wistar rats received an onlay autogenous bone
graft, harvested from parietal bone, laid on the external area near the angle of the
mandible with titanium fixtures. The grafts were covered with a collagen membrane
and the animals were sacrificed at 0 hour, 14, 21, 45 and 150 days. Decalcified
sections were prepared according to the fracture technique (Berglundh et al., 1991).
After two weeks, the bed-graft interface presented an immature connective tissue
layer, containing fibroblasts-like cells and vessels. After 21 days, under the
membrane, newly formed trabecular bone established bridges connecting the bed
and the lateral borders of the graft. The receptor bed showed intense remodeling and
adjacent to the implant threads, immature bone and vessels could be seen. After 45
days, the collagen structure of the membrane presented extensive resorption and a
large decrease in thickness. The bone tissue, under the membrane, exhibited initial
lamellar bone arrangement. After 150 days, a complete fusion of the graft with the
receptor bed and an advanced level of bone maturity of the graft were observed. It
was concluded that, after 21 days, the newly formed bone was in direct contact both
with the graft and the implant. At 45 days the porcine collagen membrane showed
advanced stage of resorption and an initial bone maturity could be observed. Only at
150 days, we could assure the graft integration to the newly formed bone at bed
receptor area, with additional bone tissue gain.

Keywords: Guided bone regeneration. Dental implants. Autogenous bone graft.

Collagen membrane. Biodegradation.
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1 INTRODUCAO

A reparacdo Ossea tem sido abordada com énfase nas ultimas décadas,
principalmente ap0s o0 avango na utilizacdo de implantes osseointegrados. Diversas
informacgdes, para o conhecimento da reparacdo deste tecido, tém sido obtidas
através de estudos experimentais com animais. A utilizacdo destes é recomendada
para melhoria do entendimento do processo bioldgico, desenvolvimento de técnicas
de reconstrucdo Ossea e teste de materiais para enxerto 0sseo (Hollinger;
Kleinschmidt, 1990; Aaboe et al., 1995).

As técnicas de reconstrucdo 0ssea, entre elas a regeneracdo 0ssea guiada
(ROG) e o enxerto 6sseo autdogeno (EOA), permitiram a colocagcédo de implantes em
locais que anteriormente ndo seria possivel (Burchardt et al.,, 1983; Buser et al.,
1996). A literatura comprovou a eficacia e previsibilidade das técnicas de ROG e
EOA, através de estudos laboratoriais e clinicos (Simion et al., 1994b; Rasmusson et
al., 1997).

A técnica de enxerto 6sseo autdgeno € considerada o “padrdo ouro” das
técnicas de reconstrucao 6ssea. A arquitetura interna, a origem embrionaria e a taxa
de revascularizacdo dos enxertos autégenos contribuem para o sucesso da técnica
(Alberious; Gordh, 1998; Ozaki; Buchman, 1998; Buchman; Ozaki, 1999). Porém, o
aumento do esqueleto craniomaxilofacial por enxertos 6sseos do tipo onlay esta
associado com um grau variado de reabsorcédo desses enxertos (Davis et al., 1984;
Ermis; Poole, 1992; Alberius et al., 1996). Marinucci et al. (2001) relataram uma
perda de 50-70% no volume dos enxertos 0sseos, um ano apo0s sua insercao,
durante o processo de remodelagao.

As membranas nao-absorviveis e reabsorviveis tém sido utilizadas para
melhorar a capacidade dos sitios receptores incorporarem 0s enxertos 0sseos,
diminuindo a reabsor¢édo dos mesmos (Nevins et al., 1998; Adeyemo et al., 2008;
Gielkens et al., 2008). Em 1995, Jensen et al., demonstraram em cées, que enxertos
0sseos autdgenos colocados simultaneamente ao implante e recobertos por
membrana de politetrafluoretileno PTFE-e, ndo sofreram reabsorcao significativa, se

comparados ao grupo controle, em que néo se utilizou membrana.
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Recentemente, um modelo experimental em ratos, para estudar a fase inicial
do processo de reparacdo do enxerto 6sseo apos ROG, foi apresentado por Jardini
et al. (2005). Realizou-se 0 aumento do rebordo mandibular, por meio de enxerto
0sseo autdégeno (E) e enxerto 6sseo autdogeno recoberto por membrana de
politetrafluoretieno PTFE-e (ME). O grupo (E) demonstrou perda Ossea
estatisticamente significante a partir de 21 até 45 dias (término do estudo), ou seja,
diminuicdo do volume do enxerto. No grupo (ME), foi observado ganho de tecido
0sseo na area reconstruida de aproximadamente 55%, além do volume do enxerto
original, ap6s 45 dias.

De marco et al. (2005), utiizando a mesma metodologia, avaliaram o
processo de revascularizacdo do enxerto 6sseo. A revascularizacdo ocorreu em
ambos os grupos até o final do experimento (21 dias), embora tenha ocorrido de
forma mais intensa no grupo (E), em todos os periodos experimentais. Os autores
observaram que no grupo (ME), os capilares se originaram apenas do leito receptor,
engquanto que no grupo (E), a revascularizacdo do enxerto ocorreu através de vasos
originados tanto do leito receptor, quanto do tecido conjuntivo circundante.

Seguindo esse modelo de estudo, Hespanhol em 2009, avaliou através de
cortes histolégicos nao-descalcificados, o padrdo de reparacéo tecidual apés ROG,
protegendo 0 0sso autdgeno por membrana de colageno. Houve crescimento
significativo de osso regenerado, a partir de 21 dias, preenchendo completamente o
defeito pré-existente, até o periodo final do estudo de 150 dias. As membranas
reabsorviveis surgiram com a finalidade de evitar-se uma segunda cirurgia e
melhorar a adaptagédo tecidual, reduzindo o risco de exposicdo da membrana
(Mcginnis et al., 1998). Esta ultima complicacdo esta relacionada com a perda do
volume de osso reconstruido (Selvig et al., 1992; Hardwick et al., 1994).

A longevidade da estrutura da membrana torna-se importante, para assegurar
a funcéo de barreira, até que se obtenham condi¢Bes bioldgicas para formacdo de
tecido Osseo. Estudos anteriores descreveram 0 processo e 0 tempo de
biodegradacdo da membrana (Owens; Yukna, 2001; Bornstein et al., 2007; Moses et
al., 2008). Rothamel et al. (2005), ao instalar membranas de coladgeno no dorso de
ratos, observaram que o processo de biodegradagéo ocorreu no periodo de 28 dias.
Portanto, considerando-se que as membranas reabsorviveis perdem a funcédo de

barreira mais precocemente, resta saber se, histologicamente, seu tempo de funcao
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permite a protecao do enxerto, evitando sua reabsor¢ao e favorecendo a integracao
do enxerto ao leito receptor, com formagéo adicional de volume 0sseo.

Lima et al. (2003), em um estudo em cdaes, analisaram a osseointegracao,
utilizando técnica de ROG, com membrana de PTFE-e. Apés o periodo de 24
semanas, o contato osso-implante na area de 0sso regenerado, em implantes com
superficie tratada e implantes com superficie usinada, foi de 32% e 3,6%,
respectivamente. Portanto, sabendo-se que a osseointegracdo ocorre tanto em area
de osso regenerado, quanto em area de 0sso pré-existente (Simion et al., 1994b;
Veis et al., 2004), h4 a necessidade de descrever os eventos que envolvem o
processo de formacdo 0ssea, junto a superficie do implante, nas areas de 0sso preé-
existente e 0sso regenerado, quando utilizamos técnica de ROG com membrana
reabsorvivel.

Sendo assim, o conhecimento dos eventos biol6gicos, num aspecto temporal,
durante o processo de reparacdo tecidual, apdés a utilizacdo de enxerto de 0sso
autdgeno recoberto por membrana de colageno reabsorvivel, poderia contribuir para

a melhoria da técnica cirurgica e da previsibilidade de resultados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para melhor compreenséao, a revisdo sera dividida em trés topicos.

2.1 BIODEGRADACAO DA MEMBRANA

Para que um material seja utilizado como barreira, em procedimentos de
ROG, o mesmo deve possuir diversos requisitos biologicos, entre eles:
biocompatibilidade, integracdo tecidual, oclusividade celular, habilidade de manter
espaco e também facil manuseio clinico (Hardwick et al.,, 1994). Algumas
desvantagens foram associadas a primeira geracdo de membranas, feitas de
materiais nao-absorviveis, como o politetrafluoretileno expandido (PTFE-e). Entre
elas, podemos citar a necessidade de uma segunda cirurgia para a remocao da
membrana, ap0s o periodo de cicatrizagdo, e a exposi¢cdo precoce ao meio bucal,
com subsequente colonizacdo bacteriana (Selvig et al., 1992; Tempro; Nalbandian,
1993; Simion et al., 1994a).

Em estudos experimentais com animais, as membranas reabsorviveis
demonstraram resultados positivos comparaveis aqueles obtidos pelas membranas
de PTFE-e (Sandberg et al., 1993; Zellin et al.,, 1995), como também resultados
clinicos semelhantes (Simion et al., 1996; Moses et al., 2005). Outro fator importante
€ o volume final de osso neoformado alcancado pela ROG utilizando membrana
reabsorvivel, que apresentou resultados semelhantes aqueles obtidos com
membrana de PTFE-e (Carpio et al., 2000; Nociti et al., 2001).

A qualidade de reparacdo d6ssea foi analisada histologicamente, em pacientes
com necessidade de aumento de rebordo lateral, apos utilizacdo de enxerto 6sseo
bovino desproteinado mineralizado e membrana. Comparando a quantidade de
tecido 0sseo neoformado, apds o periodo de sete meses, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre as duas membranas utilizadas: colageno (39%) e
politetrafluoretileno (42%) (Friedmann et al., 2002).

As membranas reabsorviveis podem ser divididas em dois tipos: biomateriais

naturais e polimeros sintéticos (Hutmacher et al., 1996). Apesar de ambos serem
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considerados biomateriais, cada um tem aspectos e efeitos biolégicos diferentes
(Zellin et al., 1995). Alguns estudos demonstraram que membranas de polimeros
sintéticos, como o poliéster, induzem uma resposta tecidual inflamatéria apds sua
degradacéao (Gotfredsen et al., 1994; Dupoirieux et al., 2001).

Apébs a instalagdo de implantes, permitindo uma exposicdo coronal de 4 a 5
mm de sua superficie, membranas foram adaptadas para cobrir 0 espago supra-
osseo formado. Utilizando membrana reabsorvivel, contendo copolimero de acido
polilatico, observou-se uma reacdo inflamatéria moderada, ao redor da mesma,
durante o processo de degradacdo, além de ndo obter uma quantidade de 0sso
regenerado adequada, em comparagdo com a membrana ndo absorvivel (Hurzeler
et al., 1997). Estudos demonstraram que a reabsorcdo superficial do o0sso
neoformado pode ocorrer apds a degradacdo dessas membranas (Schliephake et
al., 2000; Von Arx et al., 2002).

No que concerne as membranas de materiais naturais, estudos relataram o
uso de produtos derivados de colageno suino ou bovino, tipos | e Il (Bunyaratavej;
Wang, 2001), além de albumina e polissacarideos. As membranas de colageno tém
sido utilizadas com sucesso na regeneragdo periodontal e 6ssea, tanto em estudos
com animais quanto com humanos (Pitaru et al., 1988; Blumenthal; Steinberg, 1990;
Becker et al., 1992; Yukna; Yukna, 1996; Mattson et al., 1999). A seguranca e
eficacia da membrana de colageno foram comprovadas para ROG (Sevor et al.,
1993; Zitzmann et al., 1997; Hurzeler et al., 1998). As membranas de colageno sdo
faceis de manusear, adaptaveis e mecanicamente maleaveis, favorecendo sua
aplicacéo clinica (Wang et al., 1994; Simion et al., 1997). Outras propriedades do
colageno incluem funcdo hemostéatica, facilitando a estabilizacdo precoce da ferida;
semi-permeabilidade, permitindo a passagem de nutrientes; degradacdo enzimatica
natural e habilidade quimiotatica para atrair fibroblastos (Yaffe et al.,, 1984;
Hutmacher et al., 1996; Locci et al., 1997).

Através de analises com microscopio eletrénico de varredura, pode-se avaliar
células em membranas reabsorviveis e nao absorviveis (Alpar et al., 2000).
Fibroblastos do ligamento periodontal e células tipo osteoblastos, apés 21 dias,
cresceram intensamente e se aderiram a membrana de colageno, ndo ocorrendo o
mesmo com membranas de acido polilatico e PTFE-e. Behring et al. (2008)

realizaram uma revisao sistematica para avaliar a cultura de células em membranas
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de colageno in vitro. Os autores confirmaram que, tanto fibroblastos quanto células
derivadas de tecido 0sseo, podem ser cultivados em membranas de colageno.

A biocompatibilidade, através da resposta celular inflamatdria associada ou
ndo as membranas de colageno, foi avaliada em estudos de imunocitoquimica
(Patino et al., 2003). Utilizando anticorpos para identificar monécitos, macréfagos e
linfécitos, a andlise citoquimica revelou que a quantidade de sub-sistemas,
encontrada no grupo com membrana, foi similar aquela encontrada no grupo com
solucéo salina. Dessa forma, as membranas de coladgeno nao foram associadas a
respostas inflamatérias locais ou sistémicas, podendo ser indicadas para
regeneracao tecidual.

A longevidade e a habilidade de manter espaco sdo os maiores desafios que
envolvem as membranas reabsorviveis nos procedimentos de ROG (Aaboe et al.,
2000). Estudos mostraram que a remocgao precoce da membrana resultou na
formacao reduzida de osso e preenchimento incompleto por este tecido (Becker et
al., 1994; Lekholm et al., 1993). Apesar das membranas de colageno apresentarem-
se biocompativeis, elas possuem propriedades mecéanicas desfavoraveis (Hurzeler
et al., 1998) e fungcdo de barreira inadequada, devido a sua rapida biodegradacéo
pela atividade enzimatica dos macrofagos e leucécitos polimorfonucleares (Miller et
al., 1996; Zzhao et al., 2000; Owens; Yukna, 2001). Estudos clinicos (Zitzmann et al.,
1997; Hammerle; Lang, 2001) demonstraram que membranas, utilizadas para ROG,
devem permanecer por mais tempo que membranas utilizadas para regeneracéo
tecidual guiada (RTG). Contudo, a limitacdo da membrana de colageno em manter o
espaco da ferida cirargica, pode diminuir o seu potencial para a ROG (Tatakis et al.,
1999).

Entre as membranas de colageno desenvolvidas para superar esses limites,
podemos citar a membrana composta de fibras de colageno suino, tipos | e Ill, sem
nenhum outro componente organico ou quimico (BioGide). Este dispositivo
apresenta duas camadas: a camada compacta, designada para proteger a invaséo
de tecido mole; e a camada porosa, designada para facilitar a integracdo do osso
neoformado. Quando usada para ROG, as camadas porosa e compacta devem
possibilitar a migracao celular osteogénica e evitar a intrusdo de tecido conjuntivo,
respectivamente.

Estudos com animais avaliaram o processo de biodegradacdo das

membranas de coladgeno. Owens e Yukna (2001) utilizaram 12 cédes com trés
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diferentes membranas, inseridas em bolsas cirlrgicas feitas no palato: membrana de
colageno suino tipos | e Il (BioGide), membrana alodérmica suina e membrana
alodérmica humana. Em um més, todas as membranas apresentavam de leve a
moderada degradacdo. Em dois meses, todas as membranas apresentavam
degradacdo moderada a severa, com excecdo da membrana alodérmica humana,
que estava intacta. Em quatro meses, todas as membranas apresentavam
degradacdo severa ou auséncia completa das mesmas.

Algumas membranas de colageno tém sido submetidas ao processo de
reticulacdo (crosslinking), com o intuito de aumentar a longevidade desses
dispositivos. A eficacia e seguranca das membranas de coldgeno, submetidas ou
nao ao processo de reticulagdo, em suportar a regeneracdo 0ssea, em defeitos
0sseos criticos, foram comprovadas em estudos com cées. Esses autores néo
encontraram diferenca significante na cinética de degradacéo entre os dois tipos de
membranas, com ou sem reticulagcdo, mensurada por andlise semiquantitativa,
ocorrendo a biodegradacdo completa das mesmas em 24 semanas (Zubery et al.,
2007).

Rothamel et al. (2005) utilizaram 8 membranas de colageno diferentes, em
ratos, incluindo membranas de colageno suino e bovino, membranas de colageno
submetidas ao processo de reticulagdo por tratamento com glutaraldeido e
membranas experimentais. Os espécimes foram posicionados subcutaneamente no
dorso de 40 ratos Wistar e divididos em cinco grupos de oito animais cada
(sacrificados apos 2, 4, 8, 16 e 24 semanas). A andlise histolégica demonstrou uma
vascularizagdo quase completa e perfeita integragdo tecidual da membrana de
coldgeno suino (BioGide), ap0s 2 semanas. O processo de biodegradacdo dessa
membrana ocorreu de forma rapida, em 4 semanas, podendo ocorrer em até 24
semanas em outras membranas. A presenca de reacdo de corpo estranho (células
gigantes multinucleadas) foi associada as membranas de colageno submetidas a
reticulacéo, diferentemente da membrana de coldgeno suino (BioGide).

Em uma andlise quantitativa, Moses et al. (2008) analisaram trés membranas
de colageno: BioGide (colageno ndo submetido ao processo de reticulacdo / BG),
BioMend (colageno submetido ao processo de reticulacdo por tratamento com
glutaraldeido / BM) e Ossix (colageno submetido ao processo de reticulagdo por
tratamento com ribose / OS). As membranas foram cortadas em discos de 5 mm de

didmetro e implantadas na calvaria de 20 ratos Wistar. Os animais foram
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sacrificados ap6s 2, 14 ou 28 dias e cortes histolégicos descalcificados foram
preparados. As mensuracfes realizadas foram area e espessura residual da
membrana. Os resultados demonstraram que as membranas testadas diferem no
padrdao de biodegradacdo. Em 28 dias, a menor porcentagem de area de colageno
residual, referente a area inicial, foi observada no grupo BG (13,9%), seguido pelo
grupo BM (24,7%) e OS (91,3%). A espessura residual, com relagdo a espessura
inicial, apresentou 0 mesmo padrdo: BG (31%), BM (37%) e OS (94%). Os autores
concluiram que as membranas apresentaram caracteristicas estruturais e fisicas
diferentes. Uma maior porosidade da membrana (menor conteudo de colageno por
area) poderia promover maior crescimento celular para dentro da membrana,
possibilitando melhor integracédo tecidual. Porém, isso talvez resulte numa reducao
da funcao da barreira.

Em &reas expostas ao meio bucal, nenhum dos dois tipos de membranas
(submetidas ou ndo ao processo de reticulagdo) instaladas em palato de gatos,
resistiu a degradacao, nos periodos de 7 e 28 dias (Tal et al. 2008a).

Analisando a regeneracdo Ossea, 0s resultados encontrados com os dois
tipos de membrana sé&o controversos. Bornstein et al. (2007) utilizaram duas
membranas de colageno reabsorviveis em defeitos tipo sela, em mandibulas de
caes. Trés defeitos padronizados foram criados e preenchidos com osso mineral
bovino desproteinizado, e tratados por trés meétodos diferentes: sem membrana
(controle), membrana de colageno (teste 1) e membrana de colageno submetida ao
processo de reticulacdo (teste 2). Apdés 8 semanas, ndo houve diferenca estatistica
significante entre as modalidades de tratamento na porcentagem de 0Sso
regenerado. Apdés 16 semanas, a porcentagem de 0sso aumentou, principalmente
no grupo teste 2, porém sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
O efeito positivo da membrana de coldgeno submetida ao processo de reticulacéo,
na regeneracdo Ossea, foi limitado pelo aumento da taxa de complicagfes,
provocado pela exposicédo prematura da membrana.

Tal et al. (2008b) avaliaram 52 pacientes com necessidade de aumento de
rebordo, para posterior instalacao de implantes. Os defeitos foram tratados utilizando
0sso bovino desproteinado mineralizado (Bio-Oss), recobertos com uma membrana
submetida ao processo de reticulagdo (Ossix) ou nao submetida ao processo de
reticulacdo (BioGide). No momento da osteotomia, para a instalacdo do implante,

apos 6 meses da ROG, realizou-se uma biépsia da mucosa e do tecido subjacente,



19

na area aumentada, utilizando um punch cirdrgico (3 mm de diametro). Os autores
concluiram que as membranas submetidas ao processo de reticulagdo sdo mais
resistentes ao processo de degradacéao tecidual, apresentando remanescentes apés
seis meses. Porém, podem estar associadas a uma maior incidéncia de perfuracéo

tecidual.

2.2 REGENERACAO OSSEA GUIADA E ENXERTO OSSEO

A partir da demonstracdo do principio biolégico da Regeneracdo Tecidual
Guiada, por Nyman et al. (1982), estudos posteriores confirmaram a ocorréncia de
uma repopulacédo do coagulo, formado por células osteogénicas e angiogénicas, que
provinham do enddésteo e da regido medular da parede de defeitos 6sseos cobertos
por membrana, definindo assim, o conceito de Regeneracdo Ossea Guiada (Dahlin
et al., 1989; Hammerle et al., 1992; Hammerle; Karring, 1998; Hammerle; Lang,
2001).

A técnica foi avaliada dentre outras caracteristicas quanto: ao potencial de
osteopromocao (Alberius et al., 1992), quanto a previsibilidade e sucesso no
aumento lateral de rebordo em pacientes parcialmente edéntulos (Buser et al.,
1996), quanto a capacidade de regeneracdo Ossea vertical ao redor de implantes
osseointegrados inseridos parcialmente no rebordo alveolar (Simion et al., 1998), ou
quanto a capacidade de regeneracdo Ossea vertical e horizontal ao redor de
implantes osseointegrados inseridos em defeitos 0Osseos alveolares criados
experimentalmente (Schliephake et al., 2000), sendo muitas vezes associada a
técnica de utilizacdo de enxertos 6sseos de origens variadas.

Os estudos acima comprovaram que a ROG é um procedimento previsivel, e
que a presenca da membrana impede a penetracdo de células ndo osteogénicas,
induz a neoformacdo 6ssea e protege o enxerto 0sseo, impedindo que este sofra
reabsorcdo durante o processo de reparacdo da ferida cirargica, favorecendo a
utilizacdo de um enxerto de menor tamanho. Concluiram ainda, que o fator limitante
para a regeneracdo 0ssea € a instabilidade do material de preenchimento, bem
como da membrana, a qual deve permanecer livre de movimentacdo e ser capaz de

suportar a presséao do tecido mole.



20

Com o objetivo de melhor compreender os eventos bioldgicos relacionados a
técnica e eventualmente melhorar os resultados deste procedimento, alguns autores
buscaram definir um padréo para os eventos reparativos de regeneracao 6ssea.

O primeiro estudo a detalhar tais acontecimentos foi publicado em 1994 por
Schenk et al., através da aplicacdo da técnica para correcdo de defeitos 6sseos
criados em cédes. A avaliacdo histolégica demonstrou a organizacdo inicial do
coagulo sob a membrana e a posterior formacao de osso imaturo, que se iniciava
pelas paredes do defeito, ao mesmo tempo em que ocorria a proliferacdo de vasos
na regido do espago medular. Um novo osso cortical foi formado a partir da
deposicao concéntrica de osso lamelar. Apds quatro meses de estudo, observou-se
o0 inicio da remodelacédo 0ssea do osso neoformado.

Lima et al. (2003) realizaram um estudo cujo objetivo foi avaliar: o padrao de
reparacao dos tecidos periimplantares e a influéncia das caracteristicas da superficie
do titdnio na osseointegracdo, apos a colocacdo do implante simultdnea a ROG.
Vinte e quatro implantes com superficie usinada ou jateada, com spray de plasma de
titanio, foram instalados em defeitos 6sseos com dimensfes medias de 7x7x7 mm,
em mandibulas de cées. Os animais foram sacrificados ap6s 16 ou 24 semanas. Foi
realizado processamento histologico sem descalcificacdo, e andlises descritiva e
histométrica dos espécimes. Nos sitios em que a membrana permaneceu em
posicdo durante 16 semanas, houve um crescimento 0sseo vertical de 66% do
defeito original, enquanto que nos sitios em que a membrana permaneceu em
posicdo durante 24 semanas, esse crescimento foi de 86%. A osseointegracao
variou de 12-32% na area de 0sso regenerado em implantes jateados, e de 0-3,6 %
em implantes usinados. Da mesma forma, nas areas de 0sso pré-existente, houve
uma porcentagem de osseointegracdo de 16-35% para superficies jateadas, e O-
11% para superficies usinadas. Portanto, observou-se que a integracdo 0sso-
implante foi muito maior na area de 0sso pré-existente, do que de 0sso regenerado.
Segundo os autores, a remocao prematura da membrana afetou negativamente a
quantidade de preenchimento oO0sseo do defeito, porém nao impediu a
osseointegracdo em 0sso regenerado ou pré-existente.

Por sua vez, os enxertos 6sseos tém sido utilizados em Odontologia em
procedimentos de reconstrucdo de rebordos atroficos em maxila e mandibula (Misch
et al., 1992, Misch; Misch, 1995; Williamsom, 1996).
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Enxertos 6sseos autdgenos, instalados na regido fronto-parietal em calvaria
de coelhos e fixados com parafusos de titanio, apresentaram areas de remodelacdo
e osteoclastos em suas extremidades, apos 14 dias. Da mesma forma, tecido 6sseo
neoformado, com varios graus de maturacdo, péde ser observado, com presenca de
osteoblastos na superficie, tanto do enxerto quanto do leito receptor (Saska et al.,
2009). Avaliando enxerto 6sseo autdgeno, removido da crista iliaca e fixado em
mandibulas de coelhos, comparou-se a remodelacdo do mesmo em sitios com ou
sem perfuracdes realizadas no leito receptor (Faria et al., 2008). O processo de
remodelacdo do enxerto em sitios com perfuragdes, acentuou-se no sétimo dia,
ocorrendo deposicdo de osso na interface leito/enxerto, caracterizado pela presenca
de células parecidas com osteoblastos, na regido em que o peridsteo encontrava-se
elevado com células indiferenciadas. Em sitios, nos quais ndo foram realizadas
perfuracdes, o processo de deposicdo 6ssea iniciou-se apenas nas bordas do
enxerto, em que células progenitoras se instalaram entre o periosteo e a interface
leito/enxerto. Entre 20 e 60 dias pOs-operatorios, a cortical externa do enxerto ainda
encontrava-se em processo de remodelacdo, com presenca de lacunas de Howship,
sendo que o leito receptor encontrava-se em processo de reabsorcdo, no vigésimo
dia de observacdo. Nesse estudo, a realizacéo de perfuracdes no leito receptor néo
melhorou a manutencéo do volume do enxerto.

Apesar de defeitos reparados com o0 uso de enxertos 0sseos mandibulares
apresentarem melhor densidade 0ssea, do que defeitos reparados pelas técnicas de
ROG, enxertos como esses, isolados, apresentam maior grau de reabsorcdo (Misch;
Misch, 1995).

Estudos de Alberius et al. (1992), Azem (2002), Donos et al. (2005) e Jardini
(2001), realizados em ratos, comprovaram que a associacdo de enxerto 0sseo
autdégeno em bloco, intramembranoso ou endocondral, e membrana de PTFE-e sofre
menor reabsor¢do que o enxerto isolado a curto e longo prazo, além de apresentar
neoformacédo Ossea adicional em curto prazo, favorecendo o uso de enxerto de
menor tamanho. Comprovam, ainda, que a revascularizacdo de enxerto 0sseo
autdbgeno € mais intensa e ocorre em maior extensdo em diversos periodos
experimentais, quando o enxerto ndo é associado a membrana de PTFE-e.

A literatura é rica em estudos que comparam enxertos 0sseos autdégenos e
enxertos alégenos. Em seu estudo, Maletta et al. (1983) concluiram que a

cicatrizacdo e a revascularizacdo de enxertos autdogenos do tipo onlay e alégeno
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liofilizado de crista iliaca em macacos foram similares, havendo diferenca de trés
meses no tempo de reabsor¢cdo dos enxertos, a qual ocorreu posteriormente no
enxerto aldgeno. Estudos demonstraram que alguns enxertos 6sseos funcionam
apenas como material de preenchimento 0sseo (osteoconducdo) e que 0O 0SSO
autdgeno apresenta maior resposta regenerativa, sendo melhor aceito e incorporado
guando comparado aos outros tipos de enxertos (Merkx et al., 1999).

Von Arx et al. (2001) estudaram quatro modalidades de tratamentos para
reconstrucdo 0ssea, incluindo osso autégeno (grupo 1), 0sso autdgeno recoberto por
membrana (grupo 2), fosfato de célcio recoberto por membrana (grupo 3) e enxerto
0sseo aldgeno congelado seco desmineralizado (DFDBA) recoberto por membrana
(grupo 4). No grupo 2, obteve-se a formacdo de uma nova cortical 6ssea sob a
membrana, ocorrendo uma excelente reparacdo 0ssea, enquanto que Nnos grupos
que utilizaram materiais aloplastico ou alégeno, foram encontradas areas com
encapsulamento de particulas em tecido conjuntivo, reduzindo a espessura da crista
ossea.

Ersanli et al. (2004) analisaram a qualidade O0ssea apds ROG, em éareas
aumentadas com enxerto de osso mineral bovino desmineralizado e recobertas com
membranas de colageno. O procedimento regenerativo foi realizado em 11 pacientes
gue apresentavam atrofia severa da crista Ossea, com falta de dimenséo
vestibulo/lingual. Apés o periodo de cicatrizacdo de sete meses, amostras de tecido
0sseo foram obtidas através de uma broca trefina, com 2,5 mm de diametro e 10 mm
de comprimento, em média. Os espécimes foram descalcificados e cortes
histologicos preparados. Os autores concluiram que, apesar de ainda haver
particulas residuais do biomaterial, a osteogénese estava completa apés o periodo
de observacdo. Como também a taxa de vascularizacao e a atividade osteoclastica
encontravam-se reduzidas.

A previsibilidade do uso de enxerto autogeno em bloco, recoberto com 0sso
mineral bovino inorganico e membrana reabsorvivel de colageno, foi comprovada em
42 pacientes, com atrofia 0ssea horizontal severa. Apdés um periodo de cicatrizacéo
de 6 meses, a média da espessura da crista 0ssea, que inicialmente era de 3,06
mm, foi de 7,66 mm, representando um ganho médio de 4,60 mm (Von Arx; Buser,
2006). Resultados semelhantes foram obtidos por Proussaefs e Lozada (2003). Com
relacdo ao aumento 6sseo vertical, Roccuzzo et al. (2006), avaliaram 23 pacientes

edéntulos, com necessidade de aumento do rebordo de, no minimo, 4,0 mm. Apos
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um intervalo de quatro meses, o aumento vertical obtido em sitios, nos quais foi
utilizado enxerto 6sseo autégeno, removido do ramo da mandibula, e recobertos
com malha de titanio, foi de 5,0 mm, havendo uma reabsor¢cdo 0ssea do enxerto
original de 13,5%. Enquanto que em sitios onde se utilizou apenas 0sso autdgeno,
essa média foi de 3,4 mm, representando uma reabsorcao 6ssea do enxerto original
de 34,5%.

Busenlechner et al. (2005) avaliaram a neoformacdo 0ssea em area de crista
Ossea alveolar, utilizando membrana reabsorvivel de coladgeno, composta de trés
camadas, e enxerto 6sseo. Os resultados demonstraram a preservagdo do contorno
0sseo do rebordo, em areas protegidas por membranas, enquanto que, em areas em
que se utilizou apenas enxerto 6sseo, houve uma reabsorcédo severa de tecido
0sseo com formacao de crista em lamina de faca.

Quando avaliamos a formacdo Ossea apds técnica de ROG associada a
instalacdo de implantes, sem a presenca de enxerto 6sseo, com 0 objetivo de
alcancar aumento de rebordo vertical, os resultados néo sdo previsiveis (Simion et
al., 2007). Portanto, enxertos de diversas origens e areas doadoras tém sido
utilizados em procedimentos associados a implantes osseointegrados.

Em 2002a, Donos et al. avaliaram o efeito do aumento do osso mandibular
com enxerto 6sseo mandibular coberto por membranas de PTFE-e, de acordo com
os principios da RTG. O estudo, realizado em ratos, avaliou através de cortes
histoldgicos de material nao-descalcificado, a reabsor¢cdo do enxerto 0sseo, a
formagéo de novo 0sso, o contato direto osso/implante e a continuidade 0ssea do
enxerto/leito receptor, em enxertos isolados e enxertos cobertos com membranas de
PTFE-e. O estudo concluiu que a prevencao da invasdo do enxerto 6sseo, pelos
tecidos circunjacentes, torna-se importante para o resultado inicial da enxertia 6ssea.
Da mesma forma, membranas absorviveis também foram avaliadas, juntamente com
a instalacdo de implantes e osso autégeno em particulas, em calvéria de cées,
obtendo a formacao de tecido 6sseo (Sommerlad et al., 2007).

Llambés et al. (2007) avaliaram 11 pacientes, em que a superficie do implante
fora do tecido 6sseo foi recoberta por particulas de osso autégeno e membrana de
coldgeno. Apdés 4 a 6 meses, no momento da segunda etapa cirdrgica para
instalacdo do pilar, amostras para histologia foram obtidas, demonstrando 0sso
trabecular neoformado com grandes espacos medulares, na area regenerada.

Atraves de radiografia periapical, foram obtidas medidas do ombro do implante até o
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0sso alveolar, sendo no primeiro estagio, uma média de 3,5 mm, e no segundo
estagio cirargico, 0,5 mm, a medida referente & area de implante fora do tecido
0sseo. Além disso, radiografias interproximais demonstraram que ap0s um ano de
aplicacao da carga funcional, a média de perda 6ssea marginal foi de 1,4 mm.

A técnica de enxerto ésseo associado a ROG também foi utilizada para
tratamento de defeitos 6sseos periimplantares. Von Arx e Kurt (1999), em um estudo
retrospectivo, comprovaram a efetividade do uso de enxerto 6sseo autégeno coberto
por uma malha de titanio para o tratamento desses defeitos. Isso também pbode ser
demonstrado em um estudo com caes (Hockers et al., 1999), onde defeitos ao redor
de implantes foram criados e tratados utilizando quatro procedimentos diferentes:
apenas membrana reabsorvivel (BioGide); osso bovino desproteinado mineralizado
(Bio-Oss) recoberto com membrana reabsorvivel; osso autégeno recoberto com
membrana reabsorvivel e sem material de preenchimento (controle negativo). A
regeneracdo 6ssea, apO0s o periodo de quatro meses, foi observada nos trés
primeiros grupos, com valores referentes ao crescimento 6sseo vertical de 45%, com
0 uso apenas de membrana, e de 78% e 69% com o0 acréscimo de 0sso bovino e
autogeno, respectivamente. Contudo, analisando o contato osso-implante, essa

porcentagem ndo passou de 20%, na area de osso neoformado ou regenerado.

2.3 OSSEOINTEGRACAO

Em estudos experimentais com animais, Branemark et al., em 1969, relataram
que, através de procedimentos especificos, a ancoragem direta do implante ao
tecido 0sseo seria possivel. Posteriormente, Branemark et al. (1977) demonstraram
resultados clinicos, com a utilizagdo de implantes osseointegrados, durante 10 anos.

O conceito de osseointegracdo comecou a ser melhor definido no final da
década de 70 e inicio da década de 80. Através de dois trabalhos, Schroeder et al.
(1976 e 1981) analisaram a integracdo de implantes de titanio em osso, usando o
termo “anquilose funcional” para descrevé-lo. Em 1992, a Academia Americana de
Periodontia (AAP) definiu osseointegracdo como o contato direto, ao nivel de

microscopia optica, entre tecido 0sseo vital e um implante.
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Com o desenvolvimento de implantes com composi¢do, formatos e
tratamentos de superficie variados, e o aumento das indica¢cdes de aplicacdo dos
implantes, diversos estudos procuraram definir as variaveis que influenciam a
aposicao 6ssea na proximidade com a superficie do implante. Em seu estudo,
Thomas e Cook (1985) concluiram que dos parametros estudados, apenas a
rugosidade de superficie apresentou um efeito significante na integracdo do
implante. A andlise histolégica mostrou que as superficies lisas apresentaram
diversos graus de encapsulamento por tecido conjuntivo denso, enquanto que as
superficies rugosas exibiram aposi¢édo 6ssea direta.

Segundo Shirakura et al. (2003), os padrbes de ossificacdo provavelmente
dependem das propriedades da superficie e qualidade do implante. Esses autores
avaliaram a resposta tecidual em 36 ratos Wistar, que receberam implantes, na
regido de primeiro molar, com 2 tratamentos de superficie diferentes: hidroxiapatita e
Al,O3;. Os implantes com superficie tratada com hidroxiapatita apresentaram
formacéo 6ssea, ocorrendo do implante para o tecido 0sseo pré-existente, enquanto
gue no outro grupo, esse processo ocorreu no sentido contrario. A osseointegracao
foi obtida apos 28 dias, ndo ocorrendo reacédo inflamatoéria ou interposicao de tecido
fibroso. Esses dados confirmam o estudo de Fujii et al. (1998), em que houve
osseointegracdo apés 30 dias, com osso neoformado cobrindo quase todo o
perimetro do implante, exceto por alguns sitios contendo pequenos capilares com
células achatadas ao redor.

A osteogénese ao redor de implantes, em periodos precoces, tem sido
demonstrada através de alguns estudos. Em 1991, Buser et al., avaliaram implantes
de titdnio com seis superficies diferentes, instaladas no fémur e tibia de mini-porcos.
Os animais foram sacrificados apés 3 e 6 semanas, sendo que a ativacado da
formacao 6ssea ocorreu rapidamente, onde a interface osso-implante se apresentou
de forma similar nos 2 periodos. Com relacdo a superficie, implantes com superficie
jateada com hidroxiapatita demonstraram maior porcentagem de contato 0sso-
implante (60-70%), ao passo que essa taxa foi menor em implantes com superficie
polida eletricamente (20-25%).

Hayakawa et al. (2000), analisando implantes de titanio com 4 superficies
diferentes, instalados em fémur e tibia de coelhos, demonstraram que apds 2

semanas nao houve formacdo de novo o0sso ou sinais de remodelacdo Ossea.
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Porém, ap0s 12 semanas, a cicatrizacdo Ossea estava quase completa, com
formacéo de osso trabecular maduro.

Outros estudos demonstraram a formacéao de tecido 6sseo imaturo trabecular,
ao redor de estruturas vasculares, apos duas semanas (Bornstein et al., 2008; Buser
et al., 2004). Nesse periodo ja podiam ser observadas pontes de contato de tecido
0sseo neoformado, entre o osso original e a superficie do implante. Em quatro
semanas, 0s autores relataram a presenca de areas com reabsorcdo e aposicéo
0ssea, sugerindo remodelacéo.

Abrahamsson et al. (2004) avaliaram a taxa e o0 grau de osseointegracdo em
implantes com superficie usinada e superficie tratada (SLA), durante a fase inicial de
reparacao. A osseointegracdo demonstrou ser um processo dinamico, tanto no seu
estabelecimento quanto na sua manutencdo. Em ambas as superficies, os autores
observaram uma proliferacdo de estruturas vasculares e migracdo de células
mesenquimais parecidas com fibroblastos, resultando na formacdo de um o0sso
imaturo, logo apds uma semana. Nesse periodo, formou-se uma linha de
osteoblastos junto a superficie dos implantes, parecendo ser mais extensa no grupo
com superficie tratada, do que no grupo com superficie usinada. Entre 2 e 4
semanas, 0 0SS0 primario esponjoso foi substituido por osso lamelar, com deposicéo
fibrilar paralela. Uma osseointegracdo substancial ocorreu em implantes com
superficie SLA, logo na primeira semana, e com grande extensao (50%) durante a
segunda semana. Observou-se um padrédo distinto de formacdo 0ssea, composto
por um revestimento 6ésseo e uma porcdo central menos mineralizada na area
adjacente as fresas, durante as 2 primeiras semanas, em implantes com superficie
SLA. ApOs seis semanas, as diferencas entre os dois grupos, com relacdo ao padréo
0sseo e aos componentes teciduais ndo foram detectadas, porém o contato 0sso-
implante continuou a ser maior no grupo com superficie tratada.

Franchi et al. (2007) instalaram 72 implantes em tibias de ovelhas. Apos 2
semanas, todos os implantes encontravam-se fixados biologicamente por um 0sso
imaturo neoformado, preenchendo o espaco entre 0 0Sso receptor e o implante. A
espessura desse tecido aumentou através de uma deposi¢cdo gradual de 0sso
lamelar em forma de fibras paralelas, ap6s 4 semanas.

Da mesma forma, Slaets et al. (2007) realizaram um estudo com coelhos, e
instalaram 3 implantes em ambas as tibias de 8 animais. Em sete dias, foram

observados fragmentos de osso trabecular ao redor do implante, sendo reabsorvidos
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por osteoclastos, enquanto osteoblastos iniciavam a formacao de corddes de 0sso
neoformado. A deposigdo maxima de ostedide por estas células ocorreu aos 28 dias
(58%). Comparando o 0sso trabecular com o0 0sso cortical, observou-se que o ultimo
apresentou uma cicatrizacdo mais lenta. Contudo, observou-se uma interligacédo do
leito ao implante, imediatamente apds a sua instalacdo. Os processos biologicos
observados, em até 42 dias, incluiram a formac&o de hematoma, fragmentos 0sseos
adjacentes ao sitio do implante, remodelacédo Ossea intensa e formacdo de novo
tecido 6sseo, possivelmente promovendo a osseointegracdo do implante.

Com o objetivo de avaliar histologicamente a osseointegragdo em humanos,
Grassi et al. (2006), instalaram 28 mini-implantes em 14 pacientes. Os implantes
apresentavam superficie usinada ou superficie tratada (jato de areia e ataque acido),
sendo retirados com uma broca trefina, apds 2 meses. Os valores meédios de contato
osso-implante foram 23% e 42%, para superficie usinada e tratada, respectivamente.
Porém, a porcentagem média de densidade 6ssea nao diferiu entre os grupos. Os
autores concluiram que implantes com superficie tratada demonstraram melhor
resposta do tecido 0sseo, em condicbes que ndo houve aplicacdo de carga
funcional.

Um pré-requisito para ocorrer osseointegracdo € o estabelecimento de
contato direto osso-implante, sem interposi¢cdo de tecido conjuntivo ou areas sem
tecido 6sseo (Albrektsson, 1983; Davies, 1998). Portanto, estudos ultra-estruturais
tém demonstrado as interacfes na interface osso/implante. Em algumas areas,
houve a deposicdo de um tecido mineralizado denso, enquanto que em outras,
ocorreu tecido conjuntivo ndo mineralizado contendo osteoblastos. Como também
encontrou-se zonas de atividades osteoclasticas, associadas com lacunas de
Howship, caracterizando o processo de remodelacdo 0ssea (Steflik et al., 1998). O
processo de formacdo 6ssea ndo se inicia na superficie do implante ou 0sso pré-
existente, mas a calcificacdo comega em areas com uma pequena distancia da
superficie do implante, onde fragmentos aderem-se uns aos outros e se transformam
em 0sso trabecular, se tornando finalmente osso lamelar (Morinaga et al., 2009).

Colnot et al., em 2007, compararam a reparacdo 0ssea, de sitios em que
foram instalados implantes e sitios vazios. As células ao redor do implante iniciaram
a diferenciacdo em osteoblastos anteriormente aquelas encontradas em sitios
vazios, e as respostas celulares e moleculares foram influenciadas pela textura e

composicdo quimica do material de superficie do implante. Da mesma forma,
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implantes oxidados apresentaram uma aposicdo 0ssea direta em sua superficie,
enquanto que a integracdo de implantes usinados, ocorreu através de um
crescimento 0sseo do 0sso pré-existente e osso medular (Burgos et al., 2008).

Através de analises histoldgicas e imunohistoquimicas (Schwarz et al., 2007),
utilizando implantes com superficies tratadas quimicamente modificadas, instalados
em maxilas e mandibulas de cées, observou-se o inicio de nova vascularizacao,
originaria da porcéo esponjosa do osso alveolar, ao redor da superficie do implante,
dentro de 24 horas. Em 4 dias, a area de coagulo foi substituida por tecido
conjuntivo denso, e posteriormente por pequenas areas de osso neoformado, apés 7
dias. Nesse momento, a densa rede de vasos sanguineos parecia estar circundada
por osso trabecular imaturo, apresentando resultados positivos para analise da
proteina osteocalcina. Ao final de 14 dias, foi encontrado um osso maduro com fibras
paralelas, através da formacgdo de 6steons primarios, apesar de ainda haver areas
de contato da superficie do implante com osso medular.

A estrutura tecidual formada ao redor da superficie de implantes de titanio
pode variar apos 4 semanas (Okamatsu et al., 2007). Através do uso de microscépio
eletrdnico, péde-se encontrar &reas de: contato direto osso/implante, camada amorfa
com proteoglicanas, calcificagdo com células adjacentes a superficie do implante e
remodelacdo 0ssea. Puderam ser observados ostedcitos dentro de lacunas e com
prolongamentos que alcancavam a superficie do implante, como também
osteoblastos em contato direto com a camada de titanio. Em areas de enxerto
0sseo, a osseointegracao pareceu ser menos eficiente em relacdo as areas de 0sso

pré-existente, analisando enxerto de tibia, em cées (Kobayashi et al., 2005).
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3 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

3.1 Descrever o padrdo de reparagdo apOs regeneracdo Ossea guiada,

utilizando osso autdgeno recoberto por membrana de colageno.

3.2 Descrever e avaliar, quantitativamente, o processo de biodegradacao da

membrana de colageno.

3.3 Verificar os eventos bioldgicos que envolvem a reparacdo 6ssea na area

de contato osso/implante, apds regeneracdo 6ssea guiada.
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4 MATERIAL E METODOS

Este protocolo de pesquisa foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (n097/2005) (Anexo A).

4.1 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados nesse estudo, 30 ratos machos Wistar (rattus norvegicus),
com peso aproximado de 250 a 300g originarios do biotério do ICB - USP.

4.2 IMPLANTES

Foram utilizados mini implantes de titanio (Sistema INP, S&o Paulo, Brasil) de
1,5 mm de diametro de cabeca, 1,4 mm de diametro de corpo e 2,5 mm de

comprimento.

4.3 MEMBRANAS

Foram utilizadas membranas de colageno reabsorviveis (BioGide, Geistlich
Fharmaceutical, Wollhausen, Suica), recobrindo o enxerto de osso autégeno do tipo
onlay, fixados pelos préprios implantes.

do tipo onlay, fixados pelos proprios implantes.
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4.4 PROCEDIMENTO OPERATORIO

Para a realizacdo da cirurgia, os animais foram anestesiados com cloridrato
de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1, 3-tiazina (Rompum, Bayer S.A — Saude Animal,
S&o Paulo, Brasil) mais Ketamina (Francotar, Vibrac Ind. E Com LTDA, Roseira,
Brasil), na proporcéo de 1/1, sendo administrados 0,3ml para cada 100g de peso do
animal. Apds anestesia, as regides temporal e parotideo-massetérica esquerda e
parietal e frontal bilateral foram tricotomizadas, utilizando-se lamina de barbear. O
0sso parietal serviu como area doadora de 0sso autégeno, enquanto a regido do
angulo da mandibula foi a area receptora (Figura 4.1). A anti-sepsia destas areas foi

obtida com solucao de gluconato de clorexidina a 0,12%.

Figura 4.1 - Vista lateral de hemi-mandibula; area tracejada: leito receptor (A) e vista superior do 0sso
parietal; area tracejada: area doadora do enxerto (B)
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Foi realizada uma incisdo linear na pele do animal, paralela ao arco
zigomético, préxima ao angulo da mandibula. Desta maneira pode ser visualizado o
musculo masseter, o qual foi divulsionado, utilizando-se instrumentos desenvolvidos
especialmente para esta finalidade, até ser atingida a tdbua éssea vestibular da
mandibula.

O passo seguinte consistiu em promover o deslocamento das estruturas
anatbmicas linguais até expor a tabua 0ssea com o auxilio de uma espatula,
desenhada para esta finalidade a fim de permitir a fixacdo do enxerto 6ésseo e dos
implantes.

Para a remogdo do enxerto O0sseo, assim como para a realizacdo das
perfuracdes, utilizou-se, um motor elétrico que permitiu o controle da velocidade em
800 RPM, e refrigeracdo com fluxo constante de soro fisioldgico estéril.

Com o intuito de remover o enxerto, realizou-se uma incisao linear no centro
da calvaria do animal, expondo o osso parietal, de onde foi retirado um bloco de
0sso com o auxilio de uma broca do tipo trefina (Figura 4.2), de diametro interno de
3,5 mm (Sistema INP, S&o Paulo, Brasil). Os enxertos foram perfurados, em sua
regido central, com uma broca helicoidal de diametro 1,2 mm (Sistema INP, S&o
Paulo, Brasil) e em seguida posicionados na regido do angulo da mandibula, a qual
foi previamente perfurada com a mesma broca helicoidal, sendo entédo fixados ao
leito receptor com o uso dos implantes (Figura 4.3A).

As membranas foram posicionadas de maneira que recobrissem todo o
enxerto 0sseo (Figura 4.3B). Para recortar as membranas de maneira uniforme,
utilizou-se um bisturi circular de 6,0 mm de diametro interno (Factory Instrumentais
Cirargicos, Sao Paulo, Brasil). O recorte foi realizado na porcado oclusiva da

membrana de colageno.



Figura 4.2 - Area doadora apds remocéo do enxerto de 0sso parietal
(A) e implante transpassando o enxerto (B)

Figura 4.3 - Enxerto fixado ao leito por meio do implante (A) e membrana
posicionada sobre o enxerto e o implante (B)
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As suturas foram realizadas por planos na area experimental, suturando-se
primeiro o mauasculo, com fio 5.0 absorvivel de poliglactina 910 (Vicryl,
Johnson&Johnson, Sédo José dos Campos, Brasil). Posteriormente, foi realizada a
sutura da pele, utilizando-se fio de poliéster trancado e siliconizado 4.0 (Ethicon,
Johnson&Johnson, Sao José dos Campos, Brasil). Na area doadora, a pele,
também, foi suturada com este ultimo tipo de fio. Os animais foram colocados em
gaiolas aquecidas até o término do efeito da sedacéo e, em seguida, transferidos
para o biotério. Apds a cirurgia, 0s animais receberam dieta pastosa e agua a

vontade.

Legenda:
1- leito receptor
2- enxerto
3- membrana
4- epitélio/tecido muscular

5- implante
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4.5 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

O sacrificio dos animais foi realizado a 0, 14, 21 e 45, 150 dias. Para cada
periodo, seis animais de cada grupo foram sacrificados.

Para o sacrificio, os animais foram anestesiados como descrito anteriormente
e, a seqguir realizada a técnica de perfusao transcardiaca. Esta técnica consiste em
expor o coracdo do animal, cortar o vértice esquerdo e o atrio direito, introdiizir uma
canula ligada a uma bomba na aorta ascendente, que inicialmente, bombeia a
solucédo salina (cloreto de sodio a 0,9%) com o objetivo de remover todo o sangue
do animal e, em seguida, bombeia a solucdo fixadora constituida por formaldeido a
3,7%.

Em seguida, o animal foi decapitado, a mandibula removida, e a hemi-
mandibula, incluindo a éarea operada, fixada pelo paraformaldeido a 4,0% em

tampdao. Cada espécime foi catalogado.

4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os espécimes foram descalcificados em EDTA e processados pela técnica de
fratura descrita por Berglundh et al. (1991) (Figuras 4.4 e 4.5). Dos cortes incluidos
em parafina, foram obtidos cortes de 5 um de espessura. Os cortes foram corados

com hematoxilina-eosina.



Figura 4.4 — Peca descalcificada com implante em posi¢éo

Figura 4.5 — Peca descalcificada sem o implante, para posterior inclusédo em parafina
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4.7 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes centrais de cada peca foram escolhidos para andlise qualitativa dos
diferentes componentes teciduais.

Utilizamos um microscépio de luz (Axioskop 2 Plus, Carl-Zeiss, GMBH,
Alemanha), com objetivas que permitiram o aumento de 25 a 400 vezes. A analise
foi iniciada em pequeno aumento (25 vezes) para que pudéssemos visualizar o corte
como um todo. Com a ampliagdo da imagem, realizamos, sistematicamente, a
analise dos seguintes aspectos dos cortes:

a) caracteristicas da membrana, infiltrado inflamatério associado a membrana,
reabsorcéo e espessura da membrana,

b) caracteristicas do enxerto dsseo (tipo de 0sso, vitalidade do tecido 6sseo, area
de reabsorcdo 0ssea, substituicdo e neoformacdo 0ssea, area do enxerto voltada
para a membrana, area do enxerto voltada para a interface leito-enxerto e area
do enxerto voltada para a superficie do implante);

c) a interface leito-enxerto, quanto a presenca de &reas de tecido conjuntivo
interposto, areas de reabsorcdo e neoformacdo Ossea, integracdo do enxerto
com o leito receptor através da presenca de pontes 0sseas e formacdo dssea
sobre a superficie do implante. No leito receptor, avaliamos areas de reabsorcao

e neoformacdo 0ssea e formacéo 6ssea sobre a superficie do implante.

4.8 MENSURACAO DA ESPESSURA DA MEMBRANA

A éarea mais central do corte histologico foi selecionada, e posterior
mensuracdo da espessura da membrana de colageno. Foram realizadas trés
mensuracdes lineares, da borda inferior até a borda superior da superficie da
membrana. Em seguida, calculou-se a média dessas trés mensuracoes, que foi
considerada a espessura da membrana.

As mensuracOes foram feitas em um microscopio de luz (Axiolmager A.l,
Carl-Zeiss, GMBH, Alemanha), com aumento de 12,5 vezes e através do software
AxioVision 4.6.3.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A alteracdo da espessura da membrana ao longo do periodo de reparacgéao foi
verificada pelo teste de Friedman. As comparagfes entre os diferentes periodos de
tempo foram feitas pelo teste de Dunn.
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5 RESULTADOS

ApoOs a cirurgia ndo foi observada nenhuma complicacéo clinica e nenhum
animal foi perdido no decorrer do experimento. Os procedimentos transcorreram sem
quaisquer problemas. Assim, 30 animais deram origem a 30 espécimes para

processamento histologico.

5.1 ANALISE DESCRITIVA

5.1.2 Grupo zero hora

No periodo de zero hora, a membrana de colageno suino apresentou
estrutura coladgena com diversos espacos distribuidos entre as fibras preenchidos
por heméacias (Figura 5.1).

No enxerto O0sseo observou-se a preservacdo dos elementos celulares,
contendo ostedcitos no interior de suas lacunas em toda a extenséo (Figura 5.2). O
enxerto apresentou organizagcdo bicortical com deposicdo lamelar paralela e
organizacdo em lamelas concéntricas no seu interior.

A superficie da cortical externa do leito receptor apresentou-se desprovida de
periosteo e recoberta por algumas hemacias e espiculas 6sseas. A cortical do leito
apresentou-se constituida por lamelas paralelas entre si e organizacdo em lamelas
concéntricas em seu interior. As lacunas estavam preenchidas por ostedcitos e
vasos preenchidos por heméacias.

Observou-se éareas onde a cortical estava perfurada, com objetivo de
favorecer a revascularizacao da area a ser reconstruida, e preenchida por hemécias
(Figura 5.3).

Em algumas regibes, observou-se o periosteo elevado da cortical (Figura 5.4)
mostrando sua estrutura celular com células osteoprogenitoras, a estrutura fibrosa e
logo acima uma area rica em vasos supraperiosteais. Entre as células e estes vasos,
intensa hemorragia com presenca de hemacias em grande quantidade.

Também foram encontradas células multinucleadas na porcéo inferior do leito,

na regido oposta a area do enxerto.



Figura 5.1 - Espécime do grupo zero. Fotomicrografia mostrando a estrutura da membrana de
colageno, contendo heméacias (setas) entre as fibras colagenas (FC). Coloragao
Hematoxilina-eosina. Aumento de 400x

Figura 5.2 - Espécime do grupo zero. Fotomicrografia mostrando area do enxerto dsseo com
ostedcitos (setas) no interior de lacunas. Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de
400x
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Figura 5.3 - Espécime do grupo zero. Interface leito-enxerto (ILE). Fotomicrografia mostrando
perfuracdo na cortical do leito receptor (setas). Coloragdo Hematoxilina-eosina.
Aumento de 100x

Figura 5.4 - Espécime do grupo zero. Interface leito-enxerto (ILE). Fotomicrografia mostrando
periésteo (setas) elevado da cortical do leito receptor (L). Coloracdo Hematoxilina-
eosina. Aumento de 400x
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5.1.2 Grupo 14 dias

Nessa fase, a membrana estava recoberta por tecido muscular interposto por
um tecido conjuntivo imaturo, com fibras colagenas dispostas paralelamente a
superficie da membrana e grande quantidade de fibroblastos (Figura 5.5 e 5.6). Um
intenso infiltrado inflamatodrio pode ser encontrado tanto no tecido conjuntivo imaturo
que recobre a membrana, quanto na parte interna da membrana (Figura 5.7). O
infiltrado caracterizou-se principalmente por células mononucleares (linfocitos).
Observaram-se ainda diversas células multinucleadas no interior da membrana
(Figura 5.8).

O enxerto, nesse momento, apresentou diversas lacunas esvaziadas (Figura
5.9), mas ainda encontramos lacunas com elementos celulares preservados e outras
com nucleos picnoticos.

A interface entre o leito e o enxerto encontrou-se preenchida por um tecido
conjuntivo imaturo rico em vasos e fibroblastos (Figura 5.10). Também foram
encontradas fibras colagenas dispostas paralelamente a superficie do implante.

O leito apresentou areas de reabsorcdo em sua cortical e diversas trabéculas
de osso imaturo projetando-se a partir do leito. Encontramos espiculas ésseas,
osteoclastos e osso neoformado depositado diretamente em sua superficie.

Junto a superficie do implante observaram-se areas de tecido conjuntivo
imaturo com suas fibras voltadas perpendicularmente a superficie do implante na
regido da interface enxerto/leito, assim como fibroblastos (Figura 5.11). Na regido do
leito, foram observadas trabéculas de osso neoformado em contato com a superficie

do implante (Figura 5.12).
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Figura 5.5 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando a interface tecido muscular (TM) /
membrana de coldgeno (ME), interposta por tecido conjuntivo imaturo. Coloragédo
Hematoxilina-eosina. Aumento de 400x

Figura 5.6 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando a interface tecido
muscular/membrana de colageno, interposta por tecido conjuntivo imaturo. Coloragéo
Hematoxilina-eosina. Aumento de 1000x
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Figura 5.7 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando infiltrado inflamatério no interior da
membrana. Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 400x
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Figura 5.8 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando interior da membrana. Células
multinucleadas (setas). Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 1000x



Figura 5.9 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando area do enxerto com lacunas
esvaziadas (setas). Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 1000x.

Figura 5.10 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando area de tecido conjuntivo (TC)
interposto entre o leito (L) e o enxerto (E), junto a superficie do implante (SI). Coloracéo
Hematoxilina-eosina. Aumento de 200x
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Figura 5.11 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando area de tecido conjuntivo
imaturo junto a superficie do implante (SI). Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento
de 400x

Figura 5.12 - Espécime do grupo 14 dias. Fotomicrografia mostrando area de osso neoformado junto a
superficie do implante. Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 400x
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5.1.3 Grupo 21 dias

A membrana apresentou intenso infiltrado celular, na sua periferia e
moderadamente no seu interior com caracteristicas predominantes monociticas
(Figura 5.13). Algumas células multinucleadas foram observadas assim como a
desorganizacao da matriz colagena original da membrana (Figura 5.14); vasos foram
observados penetrando o interior da membrana (Figura 5.15).

Observou-se osso neoformado com trabeculado espessado junto aos bordos
do enxerto e sob a membrana (Figura 5.16). O enxerto mostrou-se integrado ao leito
através de pontes de osso neoformado com trabeculado bastante espessado
(Figuras 5.17 e 5.18). O interior do enxerto apresentou diversas lacunas esvaziadas
(Figura 5.19), mas é nitida a deposicdo 6Ossea junto a superficie periférica do
enxerto.

A integracdo do enxerto pode ser demonstrada por areas de reabsorcédo e
neoformacdo em seu interior, assim como por lacunas com osteécitos em seu
interior. O leito apresentou intensa remodelagéo (Figura 5.20).

Foram observadas areas de fresas em contato com tecido conjuntivo imaturo
e diversas fibrilas colagenas direcionadas perpendicularmente, assim como outras
paralelamente, a superficie do implante.

Junto as fresas do implante observou-se 0sso imaturo com trabéculas mais
espessadas, assim como osteoblastos e vasos (Figura 5.21). Observou-se ainda
areas de enxerto pré-existente em contato direto com o implante, assim como areas
de osso neoformado na regido do leito (Figura 5.22). Dessa forma, podemos
evidenciar o estagio mais avancado em que se encontra a reparacdo 6ssea na

regido de leito, em relacdo ao tecido encontrado na interface leito/enxerto.
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Figura 5.13 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando a estrutura da membrana (ME)
com infiltrado inflamatério moderado no seu interior. Coloragdo Hematoxilina-eosina.
Aumento de 100x
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Figura 5.14 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando regido da membrana (ME) junto

ao enxerto (E). Desorganizagdo da matriz colagena. Coloragdo Hematoxilina-eosina.
Aumento de 400x
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Figura 5.15 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando vasos (setas) penetrando no
interior da estrutura da membrana (ME). Coloracdo Hematoxilina-eosina. Aumento de
400x

Figura 5.16 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando osso regenerado (OR) sob a
membrana (ME). Coloracdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 100x
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Figura 5.17 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando pontes de osso regenerado (OR)
conectando o enxerto (E) ao leito (L). Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 40x

Figura 5.18 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando osso neoformado (OR) entre o
enxerto (E) e o leito (L). Coloragcdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 1000x
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Figura 5.19 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando interior do enxerto (E). Lacunas
esvaziadas (setas). Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 400x

Figura 5.20 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando remodelag&o éssea no leito (L),
junto a superficie do implante (SI). Coloracdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 40x

51



52

Figura 5.21 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando reparacéo éssea na area de
0sso regenerado (OR), junto a superficie do implante (Sl). Coloracdo Hematoxilina-
eosina. Aumento de 400x

Figura 5.22 - Espécime do grupo 21 dias. Fotomicrografia mostrando osseointegragdo na area de 0sso

pré-existente, junto a superficie do implante (SlI). Coloragdo Hematoxilina-eosina.
Aumento de 400x
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5.1.4 Grupo 45 dias

ApoOs 45 dias, a estrutura colagena original da membrana apresentou
avancado grau de reabsor¢cdo com grande diminuicdo da espessura da sua estrutura
original. Foram encontrados vasos que penetravam profundamente e possivelmente
atravessam a estrutura remanescente da membrana (Figura 5.23). Diversas células
em seu interior apresentaram formato fusiforme, lembrando fibroblastos (Figura
5.24).

Observou-se diversas areas onde a membrana havia sido reabsorvida por
completo, assim como areas onde o leito fundia-se ao enxerto (Figura 5.25). Nessas
areas onde a membrana praticamente foi toda reabsorvida observou-se ainda
intensa vascularizagao.

O tecido 6sseo formado sob a membrana apresentou avancado grau de
maturacgéo e o inicio de organizagdo lamelar (Figura 5.26).

Junto as fresas do implante observou-se tecido 0sseo neoformado entre o
enxerto e o implante, assim como na regido da interface leito/enxerto, e ainda na
regido do leito (Figura 5.27). Todos esses tecidos com avancado grau de maturacao.
Ainda foram encontradas algumas areas de tecido conjuntivo em contato com as

fresas do implante.
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Figura 5.23 - Espécime do grupo 45 dias. Fotomicrografia mostrando vasos penetrando a estrutura da
membrana (setas). Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 400x
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Figura 5.24 - Espécime do grupo 45 dias. Fotomicrografia mostrando remanescente da membrana
contendo células que lembram fibroblastos (setas). Coloragdo Hematoxilina-eosina.
Aumento de 400x
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Figura 5.25 - Espécime do grupo 45 dias. Fotomicrografia mostrando area de integracdo do enxerto
(E) ao leito receptor (L), junto & superficie do implante (Sl). Coloracdo Hematoxilina-
eosina. Aumento de 100x

Figura 5.26 - Espécime do grupo 45 dias. Fotomicrografia mostrando tecido ésseo (OR) sob a
membrana (ME) com inicio de organizacéo lamelar. Enxerto (E). Leito receptor (L).
Coloragdo Hematoxilina-eosina. Aumento de 100x
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Figura 5.27 - Espécime do grupo 45 dias. Fotomicrografia mostrando osseointegragdo nas areas de
osso regenerado (OR), enxerto (E) e leito (L). Coloragao, junto a superficie do implante
(SI). Hematoxilina-eosina. Aumento de 100x
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5.1.5 Grupo 150 dias

Em um pequeno numero de laminas observou-se remanescente da estrutura
original da membrana e o0 enxerto apresentava-se completamente integrado ao 0sso
receptor e com adiantado grau de maturacao (Figura 5.28).

Figura 5.28 - Espécime do grupo 150 dias. Coloragdo Hematoxilina-eosina. Fotomicrografia
mostrando area de osso regenerado (OR), leito (L) e enxerto integrado ao leito,
junto a superficie do implante (SlI). Aumento de 40x
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Tabela 5.1 — Alterac&o da espessura da membrana de acordo com o tempo

Tempo Inicio 14 dias 21 dias 45 dias 150 dias
experimental (0 hora)

Média (um) 596,1900 |858,0383 |646,7929 |197,9667 | 27,9300

Desvio padrao 131,3690 |393,2871 |211,0905 | 26,7012 14,5423

Inicialmente, houve um aumento na espessura da membrana, entre 0 e 14

dias. Apos 14 dias, a espessura foi diminuindo até o periodo final de 150 dias.

De acordo com o teste de Friedman, houve uma alteracdo significativa na

espessura da membrana com o tempo (p<0,05). Segundo o teste de comparacoes

multiplas de Dunn, houve diferenca significativa entre 14 dias e 150 dias (P=0,03).
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo, foi possivel avaliarmos o processo de reparacdo 0ssea apos a
técnica de ROG, utilizando membrana reabsorvivel e enxerto 6sseo autdgeno. De
maneira geral, observamos que o modelo experimental é previsivel e que todos os
espécimes avaliados repararam-se satisfatoriamente, promovendo um aumento de
volume ésseo.

Em zero hora, pudemos observar em algumas regides, o peridésteo do leito
elevado da cortical, mostrando a estrutura celular do periésteo, com células
osteoprogenitoras, a estrutura fibrosa e logo acima uma &area rica em vasos
supraperiosteais. A irrigacdo do enxerto, proveniente do leito receptor, faz-se
necesséria (Dongieux et al., 1998), como também pode-se sugerir a participacédo de
células do periésteo no inicio do processo de formacdo e remodelacdo dssea.
Reforca esse raciocinio o estudo de Faria et al. (2008) que avaliou o processo de
remodelacdo do enxerto de crista iliaca, em mandibula de coelhos. ApGs trés dias,
nas regibes em que as bordas do enxerto estavam proximas do leito receptor, o
periésteo do leito encontrava-se destacado, com células indiferenciadas. O processo
de remodelacdo 6ssea se acentuou nestas areas, apos a primeira semana, havendo
a deposicdo de um novo 0sso entre o leito e o enxerto, caracterizado por células
semelhantes a osteoblastos.

Em nosso estudo, aos 14 dias, a interface entre o leito e 0 enxerto encontrou-
se preenchida por um tecido conjuntivo imaturo, rico em vasos e fibroblastos. Nesse
momento, notou-se areas de reabsorcdo na cortical do leito, porém diversas
trabéculas de 0sso imaturo projetavam-se a partir do leito, caracterizando o inicio do
processo de formacao e reabsorgdo 0ssea.

De modo similar, Donos et al. (2002b) avaliaram o processo de reparacéo de
enxertos 0sseos autdgenos, instalados em sitios intra-orais de ratos e recobertos por
dois tipos de membranas, reabsorvivel de copolimero e PTFE-e. Embora o modelo
experimental e os periodos de sacrificio dos animais permitam uma comparacéo
direta entre os estudos, o fato de apenas um espécime do grupo PTFE-e (1/6) e dois
do grupo copolimero (2/6) no estudo de Donos et al. (2002b) ndo terem apresentado
exposicdo das membranas, limita a comparacao entre eles. Este fato ressalta a

previsibilidade do presente modelo experimental, o qual ndo apresentou exposi¢cao
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de membrana em nenhum dos espécimes avaliados. Além disso, reforca a
importancia dos nossos achados, uma vez que estes foram obtidos de um nimero
maior de amostras. Em relacdo a interface leito/enxerto, os resultados dos dois
estudos sédo bastante semelhantes, ao considerar os sitios em que nao foi
observada exposicdo de membrana. Na superficie do enxerto, foram observados
espiculas 6sseas e osteoclastos, adjacentes as areas de deposi¢cédo direta de 0sso
neoformado. No estudo de Donos et al. (2002b), ainda no periodo de 14 dias, houve
a manutencao do volume do enxerto, e ja pode ser observada uma continuidade
0ssea entre o leito e 0 enxerto.

Faria et al. (2008) avaliaram o efeito da presenca de perfuragdes, realizadas
no leito receptor, na integracdo do enxerto autdogeno. Os autores encontraram, em
20 dias, uma intensa deposicdo Ossea, especialmente nas areas proximas as
perfuracdes 6sseas. Os resultados sugerem que a perfuracédo pode ter atuado como
um importante fator para acelerar a angiogénese no enxerto nos estagios iniciais,
apesar de nao impedir a perda de volume 0Osseo nos estagios subsequentes.
Acredita-se que as células 6sseas sobrevivam aproximadamente 24h sob condicdes
de hipdxia, e que uma revascularizagao rapida e eficiente do enxerto é um fator vital
para o sucesso do procedimento (Gordh; Alberious, 1999). Contudo, os autores
concluiram que as perfuragbes ndo impediram que, apos 60 dias, houvesse uma
reabsorcdo significativa do enxerto, mas apenas auxiliaram no processo inicial de
reparo. Estes dados justificam a realizacdo das perfuracdes no leito receptor
adotadas no presente estudo.

Aos 21 dias, pudemos observar 0sso neoformado, junto aos bordos do
enxerto e sob a membrana. Formaram-se pontes 0sseas, com trabeculado
espessado, integrando o enxerto ao leito. Essas pontes foram observadas apos
guatro semanas por Adeyemo et al. (2008), onde enxertos autdégenos da crista iliaca
foram instalados na cortical da mandibula de carneiros. No estudo de Faria et al.
(2008), essas pontes foram observadas apés 60 dias. A diferenca entre o0s
resultados destes estudos pode estar relacionada com o modelo animal utilizado e a
origem do enxerto. Faria e Adeyemo utilizaram enxertos de crista iliaca, enquanto o
presente estudo utilizou, como area doadora, a calvaria. Estudos tém demonstrado
gue enxertos 0sseos de origem membranosa apresentam uma menor perda de
volume e proporcionam formacgédo de tecido 0sseo em maior quantidade do que

enxertos de origem endocondral, apds sua fixagdo na area doadora (Phillips; Rahn,
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1988; Wong; Rabie, 1999). Este fato provavelmente deve-se a rapida
revascularizacdo do enxerto membranoso, como também diferengas estruturais e
biomecanicas entre os dois tecidos.

Em nosso estudo, no periodo de 21 dias, pudemos observar o processo de
formagdo e reabsorcdo Ossea em areas internas do enxerto, bem como a
remodelacdo do leito receptor. Jardini et al. (2005) analisando a integracdo do
enxerto ao leito receptor, recoberto com membrana de PTFE-e, também observaram
a remodelacdo do leito receptor, presenca de o0sso neoformado na interface
leito/enxerto e deposicdo 6ssea direta na superficie inferior do enxerto. Porém, em
algumas areas, ocorreu a interposicéo de tecido conjuntivo entre o enxerto e o leito.
Com o objetivo de aprimorar essa metodologia e favorecer melhor reparo 0sseo,
este estudo utilizou parafusos de titanio para fixacdo do enxerto. Esta fixacao
oferece maior estabilidade ao enxerto, o que parece ter favorecido o reparo 6sseo
na interface leito/enxerto.

ApoOs 45 dias, nossos dados demonstraram areas de 0sso regenerado com
inicio de organizacdo lamelar. Resultados semelhantes foram observados por
Adeyemo et al. (2008), aos 56 dias, apds a cirurgia de fixacdo do enxerto. O enxerto
encontrava-se completamente substituido por o0sso maduro, com um fino
trabeculado, ostedcitos viaveis e componente medular espesso. Burchardt et al., em
1983, demonstraram que a reparacdo de enxertos autdbgenos, em caes, ocorreu
através do aumento do processo de reabsorcdo 6ssea do enxerto, devido a
atividade osteoclastica, e posteriormente, do aumento de o0sso neoformado e
substituicdo do enxerto, conferindo maior resisténcia tecidual, em um periodo de seis
meses.

Utilizando o mesmo modelo experimental cirargico que este estudo,
Hespanhol (2009) observou que, em relacdo ao 0sso regenerado, a técnica de ROG
com membranas de coldgeno, permitiu um crescimento significativo de tecido ésseo.
Apos o periodo de 150 dias, a espessura final do tecido 0sseo foi cerca de 4,7 vezes
maior que espessura original do leito. Os resultados demonstraram a incorporacao
do enxerto 6sseo e completo preenchimento do defeito pré-existente, gerando o
aumento da espessura final de osso. Jardini et al. (2005) obtiveram um ganho de
tecido 6sseo de 55%, além do volume do enxerto 0sseo original, em quarenta e
cinco dias, apos ROG com membrana de PTFE-e associada ao enxerto autdgeno.

Os diferentes periodos de avaliagdo e diferencas na metodologia, dos dois ultimos
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experimentos, dificultam a conclusdo sobre a causa do maior volume 6sseo obtido
no experimento de Hespanhol. Sendo assim, estudos futuros devem isolar essas
variaveis, no intuito de investigar se este maior volume realmente acontece e se esta
relacionado ao tipo de membrana, ao tipo de fixacdo, ou a ambos.

A avaliagdo do processo de biodegradacdo da membrana de colageno,
guando utilizada em procedimentos de ROG, também consistiu em um dos objetivos
do presente estudo. O periodo zero hora representou a situacdo em que os tecidos
se encontravam, imediatamente apdés a sutura da ferida. Nesse momento,
observamos hemacias preenchendo os espacos, entre as fibras colagenas da
estrutura da membrana. Essa caracteristica aponta para as propriedades do
colageno de semi-permeabilidade e posterior funcdo hemostéatica, favorecendo a
cicatrizacdo da ferida (Yaffe et al., 1984; Hutmacher et al., 1996; Locci et al., 1997).
Em um estudo em coelhos, Miller et al. (1996) observaram um intimo contato dos
tecidos circunjacentes com a membrana e um marcante codgulo sanguineo. Sendo
assim, constatou-se a adaptacdo da membrana as estruturas anatdomicas vizinhas,
indicando uma pré-disposicdo para ocorrer a interacdo com esses tecidos. Logo
apos a sua implantacao, j& pode ser observado o inicio do processo de degradacdo
da membrana (Von Arx et al., 2005).

No periodo de 2 a 3 semanas, vemos a formacao de tecido conjuntivo imaturo
sobre a membrana, favorecendo a integracéo tecidual (Moses et al., 2008; Tal et al.,
2008a). Um aspecto semelhante foi observado por Rothamel et al. (2005). Ja na
segunda semana, pode ser observada uma integracédo tecidual perfeita e uma
vascularizacdo quase completa da estrutura da membrana de colageno suino
(BioGide). Em nosso estudo, a vascularizacdo da membrana ocorreu em um periodo
um pouco mais tardio, entre a segunda e a terceira semana. A diferenca no tempo
de vascularizagdo, com relacao ao experimento de Rothamel, provavelmente deveu-
se ao fato de que no segundo estudo, a membrana foi instalada no dorso de ratos,
proporcionando maior contato com estruturas vasculares. A rapida vascularizacao da
estrutura da membrana implica em um processo inicial de degradacdo mais
acentuado (Owens; Yukna, 2001). Em quatro semanas, 0s autores observaram
guase uma completa biodegradagcdo da membrana.

Nos periodos de 14 e 21 dias, observamos em nosso estudo, um intenso
infiltrado inflamatdrio, na periferia da membrana, e moderado infiltrado inflamatorio

em seu interior. Sommerman et al. (1991) ressaltaram que a reacdo de corpo
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estranho acentuada pode comprometer a integracdo tecidual, devido ao fato de
fibroblastos serem importantes precursores para deposicdo de colageno. Apesar
disso, a presenca de infiltrado inflamatério parece néo afetar o ganho final de volume
0sseo neoformado. Outros estudos (Donos et al., 2002b; Rothamel et al., 2005) com
membranas reabsorviveis, confirmam esses dados, nos quais foi observada uma
inflamac@o moderada na superficie da membrana, por até quatro semanas.

Em 45 dias, podemos observar no presente estudo a degradacao da estrutura
da membrana. Esses resultados sdo semelhantes aqueles obtidos por outros
autores (Donos et al., 2002b; Sandberg et al., 1993; Zellin et al., 1995), apesar de
alguns utilizarem outros materiais como copolimeros. Avaliando membranas de
coldgeno suino (BioGide) e membranas com reticulagdo, ndo vemos diferencas
entre as mesmas, na espessura ou na perda de colageno, durante as primeiras
semanas (Moses et al., 2008). Os resultados demonstraram que, apos o periodo de
21 dias, a estrutura de ambas as membranas n&o havia sido reabsorvida.

Por outro lado, Moses et al. (2008), comparando o padrdo de biodegradacao
de membranas de colageno, demonstraram diferencas estatisticamente significantes
na espessura das mesmas e na quantidade de colageno por area. Membranas com
reticulacdo por ribose tiveram alteracdes minimas, enquanto que membranas sem
reticulacé@o ou reticulagédo por glutaraldeido perderam a maioria do coldgeno apés 28
dias. As mudancas na espessura da membrana nao estao diretamente relacionadas
com a perda de colageno. Observamos, em nosso estudo, que o aparente aumento
da espessura da membrana aos 14 dias pode estar relacionado com a
revascularizacdo e infiltrado inflamatério da membrana. Reforga este raciocinio o
fato de nossos dados mostrarem uma pequena reducao da espessura da membrana
até o periodo de 21 dias, e em seguida, sua reducdo acentuada apés esse periodo,
com consequente reducéo do infiltrado inflamatorio e degradagédo da membrana.

Da mesma forma, em quatro semanas, Rothamel et al. (2005) observaram
quase uma completa biodegradacdo da membrana sem reticulagcdo (BioGide),
enquanto que membranas com reticulacdo por glutaraldeido ou enzimatica,
apresentavam-se sem sinais de biodegradagcdo e com suas estruturas parcialmente
vascularizadas ou sem sinais de vascularizag&o, respectivamente.

Em estudo com cédes, Owens e Yukna (2001), analisaram a reabsorcdo de
membranas instaladas no palato e constataram uma degradacdo parcial da

membrana de colageno suino no primeiro més, moderada no segundo e severa no
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terceiro més. Seguindo o0 mesmo padrao, a rede de vasos sanguineos apresentava-
se moderada, ap6és um més, havendo um aumento da quantidade de vasos no
segundo e terceiro més. Devido ao modelo animal utilizado, observamos um maior
tempo de biodegradacdo da membrana, comparado com os resultados obtidos em
nosso estudo.

Os dados apresentados em outros experimentos (Owens; Yuna, 2001;
Rothamel et al., 2005; Bornstein et al., 2007; Moses et al.,, 2008) referem-se a
procedimentos que ndo aplicaram técnicas de ROG e enxerto 6sseo, além de
incluirem membranas com reticulagdo em sua metodologia. Tais diferencas
justificam, ao menos em parte, a variabilidade dos resultados de tempo de
biodegradacdo existentes na literatura, incluindo o presente estudo. A camada
porosa da membrana de colageno suino (BioGide) utilizada nesse experimento,
contribui para a vascularizacdo rapida da mesma, e simultaneamente permite a
transferéncia de nutrientes, melhorando o meio ambiente e a condigéo tecidual, para
a regeneracao 6ssea. O fato de ndo haver a exposicdo da membrana em nossos
espécimes favorece o processo de reparacao, estando exposta apenas a atividade
enzimatica de macrofagos infiltrados e leucdcitos polimorfonucleares (Brunnel et al.,
1996).

Com relacdo a osseointegracdo, em duas semanas, a analise histoldgica de
nosso estudo demonstrou a formacdo de trabéculas de osso neoformado imaturo,
em contato com a superficie do implante. Apesar de utilizarem modelos animais e
superficies de implantes diferentes, outros estudos tém demonstrado resultados
semelhantes, nesse mesmo periodo.

Abrahamsson et al. (2004) observaram, em quatro dias, a substituicdo do
coagulo formado logo apdés a implantacdo, por um tecido de granulacdo, com
estruturas vasculares circundadas por células mesenquimais parecidas com
fibroblastos. J& na primeira semana, se iniciou a formacdo de o0sso imaturo,
identificando-se claramente centros de formacdo Ossea (Osteons primarios), com
estrutura trabecular ao redor das roscas do implante. De acordo com Schwarz et al.
(2007), nesses sitios encontravam-se osteoblastos e lacunas com ostedcitos, no
interior da nova trabécula formada. As estruturas vasculares nos tecidos
neoformados se originavam da parte esponjosa do osso alveolar. Nesse mesmo
periodo, Médard et al. (2000) verificaram a formacéo de ilhas de ostedide ao longo

do implante, caracterizadas por uma matriz coladgena circundada por osteoblastos
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cubdides. Porém, em uma semana, raramente foram observados osteoblastos em
contato direto com a superficie do implante. Ja em superficies jateadas por areia,
osteoblastos tém sido encontrados a partir de um dia apos a implantacdo do
implante, depositando proteinas relacionadas ao osso (Meyer et al., 2004).

Outros estudos demonstraram que essas trabéculas de o0sso neoformado,
observadas em nossas laminas, circundam a rede de vasos sanguineos, se
estendendo a partir do osso nativo em direcéo a superficie do implante (Bornstein et
al., 2008). Em duas semanas, 0 0sso trabecular neoformado, originario do tecido
0sseo nativo, ndo atinge necessariamente a superficie de implantes usinados
(Franchi et al., 2007). O trabeculado 6sseo é fino, contendo ostedcitos em amplas
lacunas. Na superficie de osso neoformado, osteoblastos encontram-se alinhados,
produzindo ostedide.

Por outro lado, Fujii et al. (1998) observaram o inicio do processo de
reabsorcdo Oéssea, jA& a partir do quinto dia, através de células gigantes
multinucleadas na cavidade de o0sso medular adjacente ao implante. Essa
reabsorcdo acontece na area de 0sso pré-existente, com lacunas vazias de
ostedcitos em torno dos implantes.

Em nosso estudo, aos 21 dias, as trabéculas de osso imaturo tornaram-se
mais espessas, assim como areas de 0sso neoformado ja puderam ser observadas
na regiao do leito. Alguns autores, nesse mesmo periodo, demonstraram que 0 0SSO
neoformado ao redor da superficie de implantes, instalados na tibia de ratos, havia
se transformado em o0sso lamelar e a estrutura éssea estava organizada (Médard et
al., 2000). Esse tecido se caracterizava por camadas finas paralelas de osso lamelar
e alguns ostedcitos, na interface osso-implante. Em um estudo com mini-porcos
(Buser et al., 1991) foi possivel observar o curto periodo necessario para ocorrer
formacdo déssea. Os resultados demonstraram uma porcentagem de contato 0sso-
implante de 50-60% apOs trés semanas, com resultados semelhantes em seis
semanas.

No estudo de Abrahamsson et al. (2004), em quatro semanas, observou-se
gue grande guantidade de osso imaturo havia sido substituido por osso lamelar, o
qgual estava presente ndo somente prOximo a area de 0sso pré-existente, mas
também adjacente a superficie do implante. A presenca de osso neoformado em
contato direto com a superficie de titanio foi encontrada em varios estudos no

periodo de quatro semanas, com areas de 0sso maduro e areas de 0sso com niveis
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relativamente baixos de calcificagdo (Okamatsu et al., 2007; Bornstein et al., 2008;
Franchi et al., 2007). Nesse estagio, ocorre um aumento da densidade Ossea,
através da deposicao de tecido 6sseo com fibras paralelas (Buser et al., 2004). Além
disso, grandes sinais de remodelacdo e formacdo de désteons secundarios podem
ser vistos.

Em nosso estudo, em um periodo um pouco mais tardio (apdés 45 dias)
também foi possivel visualizarmos tecido 0sseo neoformado com avancado grau de
maturacdo, proximo a superficie do implante. Da mesma forma, o estudo de
Abrahamsson et al. (2004) constatou, entre seis e oito semanas, a presenca de
tecido 6sseo mineralizado com um alto nivel de osseointegragéo.

Apesar de encontrarmos no presente experimento, tecido 6ésseo neoformado
junto as roscas do implante, tanto na area de leito quanto na area de enxerto,
também puderam ser observadas areas de tecido conjuntivo, aos 45 dias. Com
resultados semelhantes nesse mesmo periodo, Bornstein et al. (2008) verificaram
que a matriz 0ssea apresentava-se rica em vasos e células parecidas com
fibroblastos.

Apenas apos 150 dias, € que pudemos observar em nosso estudo, tecido
0sseo nas areas de 0sso pré-existente e 0sso regenerado, com avangado grau de
maturacdo. Com resultados similares, Veis et al. (2004) instalaram implantes na
crista iliaca de cdées, simultaneamente com enxerto autdgeno e recobertos com
membrana reabsorvivel. Em cinco meses, todos os implantes demonstraram estar
integrados ao tecido 6sseo, o0 qual apresentava-se em processo final de
remodelacdo, ndo permitindo distinguir o limite entre 0sso regenerado e 0SSO preé-
existente.

Através dessa analise histologica, foi possivel demonstrar a previsibilidade do
modelo experimental que utiliza a técnica de ROG, com membrana reabsorvivel,
simultaneamente com a instalagdo de implantes. Estudos futuros devem ser
realizados no intuito de documentar com outras metodologias, como
imunohistoquimica, o modelo experimental. Além disso, mais estudos devem ser
realizados explorando o modelo experimental para investigar outros fatores
relacionados com a reparagdo dos enxertos 0sseos, reabsor¢cdo das membranas e

reparacao 0ssea ao redor de implantes.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, achamos licito concluir que:

7.1 A reparagdo 6ssea do enxerto autégeno, utilizando ROG, ocorreu através
de trabéculas 0sseas partindo do leito em direcdo ao enxerto, seguindo-se sua
integracdo e substituicdo. Houve, apds 150 dias, a completa integracdo do

enxerto ao leito receptor, com acréscimo no volume de tecido ésseo.

7.2 O processo de biodegradacdo da membrana ocorreu dentro do periodo
de 45 dias. Até 21 dias, observou-se intenso infiltrado inflamatorio na estrutura

da membrana.

7.3 ApoOs 14 dias, a regidao da interface leito/enxerto mostrou tecido
conjuntivo em contato com a superficie do implante, enquanto na regido do leito
notou-se 0sso imaturo em contato com sua superficie. Apos 21 dias, observamos

contato secundario osso/implante na area de osso regenerado.
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