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RESUMO

O recente aumento da procura por implantes osseointegraveis consequentemente levou
ao aumento dos procedimentos de enxertos 6sseos. Com isso, novos materiais tém
surgido para estes procedimentos. Um destes materiais é 0 0sso bovino integral (OBIN),
cujo diferencial é o seu método de processamento, que visa manter suas caracteristicas o
mais proximas possivel ao 0sso in natura. Por se tratar de um material novo, ainda
existem poucos estudos avaliando seu desempenho, sendo a maioria deles estudos preé-
clinicos testando sua biocompatibilidade. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o desempenho do OBIN na regido maxilofacial através de um modelo experimental em
animais. Foram criados defeitos 0sseos na base da mandibula de coelhos, onde foram
enxertados blocos de OBIN nos grupos experimentais e deixados vazios nos grupos
controle. Os animais foram sacrificados nos tempos 0 (imediatamente ap6s a cirurgia), 3
e 6 meses ap6s 0 procedimento cirdrgico. As mandibulas foram analisadas através de
tomografias computadorizadas de feixe conico, onde foi analisada a regeneracdo 0ssea
qualitativamente e quantitativamente. Na andlise qualitativa observou-se que aos trés e
seis meses, nos animais do grupo controle, ndo houve regeneracdo total, restando um
defeito cdncavo na base da mandibula, confirmando que o defeito criado possuia
tamanho critico. No grupo experimental, no tempo 0, observou-se grande variacdo de
densidade entre os enxertos e esta variagdo pareceu influenciar seu desempenho,
havendo mais regeneracdo 6ssea nos menos densos. No tempo 3, todos 0s enxertos
haviam integrados, com perda de densidade, sugerindo uma reabsorcao parcial. Aos seis
meses, a reabsorcdo e regeneracdo pareciam mais avancadas do que aos trés meses. Na
analise quantitativa houve diferenca estatisticamente significante nos grupos controles
entre os tempos 0 e os tempos 3 e 6. Nos grupos experimentais ndo houve diferenca
entre 0s tempos e na comparagdo entre 0s grupos controles e experimentais houve
diferenca estatisticamente significante entre todos os tempos. Os resultados observados
sugerem que o OBIN é um material indicado para a realizagdo de procedimentos de
enxerto na regido maxilofacial, com aparente reabsor¢do e substituicdo por 0sso

regenerado, ideal para a reabilitacdo com implantes 6sseo integraveis.

Palavras-chave: ~ Substitutos ~ Osseos.  Transplante  Heterdlogo.  Tomografia

Computadorizada por Raios X.






ABSTRACT

Tomographic analysis of bone formation in segmental defects created in the

mandible of rabbits filled with lyophilized bovine bone block

The recent increase in the demand for dental implants consequently led to increased
bone grafting procedures. Therefore, new materials have emerged for these procedures.
One of these materials is integral bovine bone (IBB) whose differential is its processing,
which aims to maintain its characteristics as close as possible to the raw bone. Because
it is a new material, there are only a few studies evaluating its performance, with the
majority of them constituted of preclinical studies testing its biocompatibility. For this
reason, the aim of this study was to evaluate the performance of the IBB at the
maxillofacial region through an experimental model in animals. Bone defects were
created on the basis of the mandible of rabbits, which were grafted with blocks of I1BB
in the experimental groups, while control groups were left empty. The animals were
sacrificed at time O (immediately after surgery), 3 and 6 months after surgery. The jaws
were analyzed using cone beam computed tomography, where bone regeneration was
analyzed qualitatively and quantitatively. Qualitative analysis showed that at three and
six months, in the control group, there was not full regeneration, leaving a concave
defect in the base of the mandible, confirming that the defect created had critical size. In
the experimental group, at time 0O, there was wide variation in density between the grafts
and this variation appeared to influence their performance, seeming to be more bone
regeneration in less dense ones. At time 3, all grafts were integrated, and a density loss,
suggesting a partial resorption of the graft, was also observed. At six months, resorption
and regeneration seemed more advanced than at three months. The quantitative analysis
did not showed statistically significant difference in controls between time 0 and times 3
e 6. In experimental groups there was no difference between times and comparison
between control and experimental groups were statistically significant different between
all time. The data suggest that the IBB is a material suitable for the realization of
grafting procedures in the maxillofacial region, with apparent resorption and

replacement by regenerated bone, ideal for rehabilitation with dental implants.

Key words: Bone Substitutes. Transplantation, Heterologous. Tomography, X-ray
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1 INTRODUCAO

A popularizagdo dos implantes osseointegraveis na reabilitacdo de dentes
perdidos tem levado cada vez mais um ndmero maior de pessoas a procurarem O
cirurgido-dentista em busca desta modalidade de tratamento. Porém, nem todos os
pacientes apresentam as condi¢cBes necessarias para sua utilizacdo, sendo a falta de
volume 6sseo uma das contraindicagdes mais comuns (KAO; SCOTT, 2007). Assim, 0s
procedimentos de enxerto 6sseo tem se popularizado juntamente com os implantes e o
aumento destes procedimentos tem levado ao surgimento de novos tipos de materiais
para este fim (KAO; SCOTT, 2007).

Um material lancado recentemente é o enxerto de 0sso bovino integral
(OBIN). Este enxerto foi desenvolvido visando manter as caracteristicas do enxerto o
mais proximas possivel ao 0sso in natura, ou seja, aquele que nao sofreu nenhum tipo
de processamento. O processamento deste enxerto remove do 0SSO somente
componentes que podem causar reac¢des imunolégicas e infecgdes, como a gordura, a
parte celular e possiveis agentes infecciosos. Os desenvolvedores deste material
acreditam que esta preservacdo da maioria dos componentes do enxerto proporcione um
melhor desempenho mecanico e bioldgico do produto na regeneracdo 6ssea (GALIA et
al., 2008).

Este novo produto ja foi submetido a testes para avaliar suas propriedades
mecanicas (DUARTE, SCHAEFFER, 2000), sua biocompatibilidade (GALIA et al.,
2008) e composicdo fisica e quimica (GALIA et al., 2009; GALIA et al., 2011) e, em
testes clinicos, ele foi utilizado em cirurgias ortopédicas de revisdes de artroplastia total
de quadril (ROSITO et al., 2008; GALIA et al., 2009; ROSITO et al., 2009), obtendo
em todos 0s testes, tanto nos pré-clinicos como nos clinicos, resultados satisfatérios que
levaram a sua comercializagdo. No entanto, ainda existem diversas situagdes nas quais o
OBIN ainda néo foi testado. Uma destas situacdes é o preenchimento de defeitos de

tamanho critico, que se pretende estudar em um modelo animal neste trabalho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFEITOS DE TAMANHO CRITICO

Defeito de tamanho critico € o menor defeito intradsseo no qual ndo se
formara mais de 10% de osso durante toda a vida do animal. Nestes defeitos o reparo
né&o ocorre devido ao tamanho superar a capacidade de reparo do organismo. Para que
um defeito seja considerado de tamanho critico é preciso que o animal no qual ele foi
criado seja esqueleticamente maduro e possua respostas fisioldgicas normais de reparo.
Os defeitos de tamanho critico sdo utilizados em pesquisas para testar a capacidade de
enxertos de auxiliar na regeneracdo 0ssea (HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990).

A mandibula é considerada o 0sso ideal para o teste de materiais de enxerto
por ser um dos 0ssos mais submetidos a cirurgias de remocdo de neoplasias na regido
craniofacial e por estar sujeita a esforcos mastigatorios e risco de contaminacdo pelas
bactérias bucais. Como enxertos na mandibula afetam a forma facial e a funcdo
mastigatoria, antes do uso clinico os enxertos devem ser extensivamente testados neste
05s0 (HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990).

Em ratos, a criacdo de defeitos de tamanho critico na mandibula é
inconveniente devido ao angulo mandibular ser muito fino, onde as corticais estdo em
intimo contato e a medula Gssea ausente. 1sso pode influenciar a resposta de materiais
que necessitem de células medulares, além de dificultar sua adaptacdo ao defeito. J& no
corpo mandibular a medula Ossea estd presente, porém as raizes dos dentes
frequentemente invadem este espaco e a seccao destas raizes pode alterar o processo de
reparo do defeito (HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990).

Coelhos da raca Nova Zelandia com trinta dias de idade, pesando de trés a
quatro quilos tém sido utilizados como modelo experimental para cirurgias de enxerto.
Estes animais sdo de facil manipulacdo em todas as fases da pesquisa, possuem baixo
custo de manutencédo e boa estrutura ¢ssea para realizacdo de procedimentos cirirgicos
e radiograficos. Os coelhos retornam aos seus padrbes fisiolégicos normais de
mastigacdo e degluticdo no primeiro dia de pds-operatdrio de cirurgias de enxerto na
mandibula, ndo apresentando sinais de dor nem de edema (GOMES et al., 2010).
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2.2 ENXERTOS OSSEOS

O o0sso é o segundo tipo de transplante mais frequentemente realizado,
sendo mais de dois milhdes de procedimentos de enxertos realizados anualmente em
todo o mundo em diversas especialidades médicas e odontoldgicas, ficando atrés apenas
do sangue (GIANNOUDIS; DINOPOULOQS; TSIRIDIS, 2005).

Atualmente, os enxertos sdo classificados quanto a sua origem, em
autdgeno, alégeno ou xendgeno e quanto as suas propriedades em osteogénicos,
osteoindutores e osteocondutores (KAO; SCOTT, 2007). Enxertos autdgenos sdo
aqueles obtidos do préprio receptor; os alégenos obtidos de outro doador da mesma
espécie do receptor e 0s xendgenos os oriundos de doadores de espécies diferentes do
receptor (MOKBEL et al., 2008; REYNOLDS; AICHELMANN-REIDY; BRANCH-
MAYS, 2010; GREENBERG; WILTZ; KRAUT, 2012). J&4 quanto as suas propriedades
0s enxertos osteogénicos sdo aqueles que possuem células que sobrevivem ao
procedimento de transplante e sdo capazes de produzir 0sso no leito receptor; enxertos
osteoindutores sdo aqueles que possuem mediadores bioldgicos que estimulam a
transformacdo de células indiferenciadas em osteoblastos e enxertos osteocondutores
séo aqueles que funcionam como uma matriz para suportar a angiogénese e a migragédo
celular para a regido do defeito (GIANNOUDIS; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005;
KAO; SCOTT, 2007; ATHANASIOU et al., 2010; REYNOLDS; AICHELMANN-
REIDY; BRANCH-MAYS, 2010). Além de reunir estas trés propriedades o enxerto
0sseo ideal deve ser também biocompativel, reabsorvivel, possuir resisténcia mecanica,
ser facil de usar e de custo acessivel (GIANNOUDIS; DINOPOULQOS; TSIRIDIS,
2005).

A maioria dos enxertos podem ser utilizados em bloco ou na forma
particulada e podem desempenhar diferentes funces na regeneracdo tecidual guiada,
entre eles: evitar o colapso da membrana; servir de matriz para migracdo de células e
vasos; estimular a diferenciacdo celular; evitar o colapso dos tecidos moles e proteger
da reabsor¢do o volume aumentado. A utilizagdo dos enxertos pode ser desde o
preenchimento de pequenos defeitos ao redor de implantes até a reconstrucdo de
grandes defeitos segmentares (BUSER, 2009).
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Independentemente de sua origem, para serem utilizados em procedimentos
de regeneracdo 0ssea, 0s enxertos 6sseos devem ser seguros e biocompativeis, possuir
uma arquitetura que favoreca a migracdo de vasos sanguineos, possuir uma superficie
que favoreca a adsorcdo de células, proteinas e deposicdo de material ostedide e serem
faceis de manipular durante a aplicagéo clinica (BUSER, 2009).

Outras caracteristicas desejaveis aos materiais dependem de sua indicacao
clinica, como quando o enxerto € utilizado em &reas que véao receber implantes, é
desejavel que ele sofra reabsorcdo e substituicdo por osso regenerado, para que o
implante seja instalado em o0sso sadio. Ja quando se busca a reconstrucdo de areas
estéticas, materiais com baixa taxa de reabsor¢do, ou até mesmo materiais nao
reabsorviveis sdo desejaveis (BUSER, 2009).

Antes de um novo material ser introduzido para uso na clinica todas suas
propriedades devem ser testadas e identificadas (BUSER, 2009).

2.2.1 Enxerto Osseo Autégeno

O enxerto autdégeno atualmente é considerado o padrédo ouro por ser 0 Unico
que possui células osteogénicas, liberacdo de mediadores bioldgicos e uma porosidade
que o permite funcionar de matriz para a regeneracdo ¢ssea (GIANNOUDIS;
DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; KAO; SCOTT, 2007; ANNIBALI et al., 2011;
MYEROFF; ARCHDEACON, 2011; ZHANG, 2011; NISSAN et al., 2012).

Na odontologia seus locais de obtencdo sdo classificados em intrabucais e
extrabucais. Nos intrabucais as areas doadoras s&o o ramo e a sinfise mandibular. J& nos
extrabucais a crista do iliaco € o local mais utilizado, podendo ser utilizadas também a
calota craniana e a tibia (MYEROFF; ARCHDEACON, 2011; GREENBERG; WILTZ;
KRAUT, 2012; NISSAN et al., 2012). As cirurgias de obtencdo de enxertos intrabucais
geralmente sdo realizadas em ambiente ambulatorial com menor custo ao paciente e
desconforto pds-operatorio, porém a quantidade de osso obtida é pequena (MOKBEL et
al., 2008; GREENBERG; WILTZ; KRAUT, 2012). Quando se necessita de grande
volume 0sseo é necessario que o paciente seja submetido a procedimentos em centro
cirurgico, aumentando o custo e os riscos de hemorragia, parestesia, infeccdo e
desconforto pos-operatorio (GIANNOUDIS; DINOPOULQOS; TSIRIDIS, 2005;
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ANNIBALI et al.,, 2011; TORRES et al.,, 2011; ZHANG, 2011; GREENBERG;
WILTZ; KRAUT, 2012).

2.2.2 Enxerto Osseo Alégeno

Enxertos aldgenos sdo aqueles obtidos de doadores da mesma espécie do
receptor. Estes enxertos ndo possuem células viaveis como o enxerto autégeno e
apresentam resultados clinicos variaveis (GIANNOUDIS; DINOPOULOS; TSIRIDIS,
2005; KAO; SCOTT, 2007).

Apds sua coleta, o 0sso alégeno deve ser processado de forma a reduzir o
risco de transmissdo de doencas e de inducdo de resposta inflamatoria. Neste
processamento, apos a desinfecgdo prévia, € realizada a remocdo de toda parte celular e
a liofilizacdo, restando uma matriz mineralizada que possui a porosidade natural do 0sso
humano, auxiliando a osteoconducédo (KAO; SCOTT, 2007).

O enxerto aldgeno é utilizado hd um longo periodo de tempo com resultados
previsiveis. O rigor nos protocolos de triagem de doadores e no processamento reduziu
0 risco de transmissdo de doencas e a ocorréncia de reagfes imunoldgicas
(HOLTZCLAW et al., 2008; GROVER et al., 2011).

A variabilidade do tempo de retirada do enxerto apdés a morte e as
caracteristicas do doador como a idade, o género, o local de retirada e as condigdes
sistémicas dificultam a padronizacdo de sua qualidade, sendo uma desvantagem
associada a esta técnica (KAO; SCOTT, 2007; MCALLISTER et al., 2007;
HOLTZCLAW et al., 2008; ANNIBALI et al., 2011; GROVER et al., 2011).

Ao se utilizarem blocos de enxertos alégenos para o aumento de rebordo
alveolar em humanos, apos seis meses, observou-se a incorporacdo do enxerto atraves
de uma formacdo Ossea intramembranosa que ocorreu entre 0 enxerto e 0 0sso do
hospedeiro. Na analise das radiografias panoramicas, periapicais e oclusais ndo havia
sinais de reabsorcdo do material (PELEG et al., 2010).

Em outro estudo em humanos, foi feita a colocagédo de blocos de 0sso
alégeno na regido posterior de mandibula e bidpsias foram removidas no momento da
colocagdo dos implantes. Na andlise histologica destas bidpsias observou-se
regeneracdo 0ssea completa na area enxertada. Em algumas areas observaram-se areas

coradas levemente diferente do 0sso regenerado e lacuna osteociticas vazias, indicando
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se tratarem de areas do enxerto. Estas areas estavam circundadas por 0sso neoformado e
medula 6ssea normal nos espacos entre as trabéculas. Havia reabsor¢do regular do
material, associada & neoformacdo dssea. Segundo o autor do trabalho, as &reas do
enxerto foram praticamente totalmente reabsorvidas e substituidas por osso neoformado
com qualidade e densidade normais (SCHLEE; ROTHAMEL, 2013).

2.2.2.1 Banco de Ossos

Os enxertos aldgenos sdo obtidos de bancos de ossos onde a selecdo dos
doadores é feita criteriosamente pelo coordenador da equipe de retirada e pelo diretor do
banco. E levado em consideracdo a idade, género, causa da morte, histéria médica e
exame fisico dos doadores, além da realizacdo de inUmeros testes laboratoriais. O
objetivo destes cuidados € evitar a transmissdo de doencas bacterianas ou virais através
dos enxertos, sejam oriundas do doador ou de contaminacdo no momento da coleta. A
rigidez deste protocolo de obtencdo chega a causar cerca de 30% de descarte dos
doadores (ALENCAR; VIEIRA, 2010).

Os enxertos destes bancos geralmente sdo obtidos de cadaveres dos quais
sdo removidos grandes quantidades de 0ssos. No entanto, também podem ser oriundos
de membros amputados e de cirurgias ortopédicas como na artroplastia total de quadril
(ALENCAR; VIEIRA, 2010).

Apds a coleta, os enxertos sdo submetidos ao debridamento fisico, lavagem
ultrassénica, tratamento com oxido de etileno, lavagem com antibidtico, liofilizacdo e
esterilizacdo com radiacdo gama, permitindo sua conservacdo por longos periodos
(KAO; SCOTT, 2007).

Ao trabalhar com enxertos de bancos de 0ssos é importante tomar o cuidado
de conhecer e investigar cuidadosamente a origem dos produtos e o método de
processamento utilizado. Devem-se priorizar os produtos de entidades registradas em
agéncias de saude e que seguem protocolos comprovadamente eficazes na prevencao de
transmisséo de doencas (HOLTZCLAW et al., 2008).
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2.2.2.2 Liofilizacao

No inicio dos procedimentos de enxerto as pecas eram fervidas ou agitadas
em solugdes antissépticas e em seguida era realizado o seu congelamento em freezers
especiais. Porém, essa forma de processamento e armazenamento ndo eliminava
completamente 0s micro-organismos, havendo um elevado risco de infecgdes.
Atualmente, os enxertos 0sseos sao obtidos através da liofilizacdo, que diminui
consideravelmente o risco de transmissdo de doencas e permite sua conservacao por
longos periodos.

Antes da liofilizacdo propriamente dita o enxerto é processado de forma a
remover toda sua porcdo celular, gordurosa e microrganismos que eventualmente
possam estar presentes. Apds o processamento, a liofilizacdo € realizada em trés passos:
resfriamento, secagem priméria e secagem secundaria. No resfriamento toda agua
presente no enxerto é congelada. Na secagem primaria o gelo é sublimado a baixa
temperatura e pressdo. Na secagem secundaria a dgua que permaneceu absorvida ao
0ss0 € removida com o aumento da temperatura. Como a agua é essencial para a
ocorréncia de rea¢des quimicas, sua remocao evita a degradacao do enxerto, permitindo
0 seu armazenamento a temperatura ambiente por longos periodos
(SUNDARAMURTHI; SURYANARAYANAN, 2012).

Apesar de diminuir o risco de transmissdo de doencas e permitir sua
conservagao por longos periodos de tempo, a liofilizacdo altera as propriedades
mecanicas dos enxertos tornando-os mais frageis e menos elésticos. Porém, isto ndo
parece afetar seu desempenho clinico (MACEDO et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2007).

2.2.3 Enxertos Osseos Xendbgenos

Uma terceira opcdo para os procedimentos de enxerto sdo 0s enxertos
xendgenos, dentre 0s quais, 0s mais utilizados sdo os de origem bovina. Estes enxertos
possuem disponibilidade virtualmente ilimitada e possibilidade de padronizacdo da
qualidade.

Existem diversos tipos de enxertos xendgenos de origem bovina. A

indicacdo de cada um depende de suas propriedades, que por sua vez, variam conforme
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0 tipo de processamento a que foram submetidos. Os enxertos inorganicos sdo
processados de forma a remover todas as células e material proteico, restando uma
matriz mineral inorganica com porosidade e composic¢do quimica semelhante a do 0sso
humano. Ja nos organicos, além da remocdo das células e proteinas, é feita a
desmineralizacdo da matriz 0Ossea resultante, expondo as proteinas osteoindutoras,
conferindo um potencial osteoindutor ao enxerto em detrimento de sua resisténcia
mecanica (CASTRO-SILVA; ZAMBUZZI1; GRANJEIRO, 2009).

2.2.3.1 Enxerto Osseo Bovino Inorganico

Na odontologia 0 0sso bovino inorganico (OBI) é utilizado em diversos
procedimentos de enxerto, entre eles: levantamento do seio maxilar, preenchimento de
alvéolos apds exodontias, preenchimento de gaps ao redor de implantes, preenchimento
de defeitos periodontais e aumento vertical ou horizontal do rebordo. Estudos tém
mostrado taxas de sucesso do OBI nestes procedimentos préximas as do 0sso autégeno,
0 padrdo ouro (KAO; SCOTT, 2007; HANES, 2007; DEVELIOGLU; UNVER
SARAYDIN; KARTAL, 2009; ROTHAMEL et al, 2009; REYNOLDS;
AICHELMANN-REIDY; BRANCH-MAYS, 2010; SCARANO et al., 2010).

Atualmente o OBI é o material mais utilizando nos procedimentos de
levantamento do seio maxilar, isolado ou combinado com o0 enxerto autégeno.
Idealmente este procedimento deveria ser realizado utilizando-se o enxerto autégeno,
porém, o aumento da morbidade cirurgica e a imprevisibilidade da velocidade de
reabsorcéo levaram a busca por outras opcoes (JANG et al., 2011; JENSEN et al., 2012;
KAO et al., 2012).

O OBI ¢é também um dos enxertos mais pesquisados e utilizados nos
procedimentos de regeneracdo Ossea guiada. Além de servir de matriz para a
regeneracdo Ossea ele também oferece resisténcia dimensional, evitando o colapso da
membrana para o interior do defeito. Nos defeitos periodontais favoraveis, ou seja,
aqueles que possuem diversas paredes Osseas, 0 OBl tem apresentado resultados
previsiveis (TAHERI et al., 2009; STAVROPOULOS; KARRING, 2010; BALDINI;
DE SANCTIS; FERRARI, 2011).

O OBI tem sido utilizado com sucesso no preenchimento alveolar apos

exodontias para a preservacgao das dimensdes do rebordo. Os resultados indicam que sua
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utilizacdo tem limitando a reabsorcdo apds as extracbes (GHOLAMI et al., 2011). No
entanto, ainda existe muita controvérsia a respeito dos resultados desta técnica e seu
efeito na osseointegracdo dos implantes (BALDINI; DE SANCTIS; FERRARI, 2011;
BASHARA et al., 2011).

No preenchimento dos espacos (gaps) formados ao redor de implantes
colocados imediatamente ap0s a exodontia 0 OBI obteve desempenho semelhante ao
0sso autdgeno. Ambos foram capazes de promover maior contato 0sso-implante quando
comparados a controles onde ndo foram utilizados nenhum tipo de enxerto (BASHARA
etal., 2011).

Alguns autores consideram o OBI um material ndo reabsorvivel devido a
sua baixa velocidade de reabsor¢do. Pesquisas demonstraram levar de trés a seis anos
para que a reabsorcdo tivesse inicio (SCHWARTZ et al., 2000; TAPETY et al., 2004;
EZIRGANLI et al., 2011; SCHMITT et al., 2012).

Outra situacdo onde o OBI também tem sido utilizado é o recobrimento de
fenestracBes da tabua Gssea vestibular apds a instalacdo de implantes. Acredita-se que
sua reabsor¢do lenta seja uma vantagem neste caso, ja que se deseja que O reparo seja
duradouro. Também no aumento lateral do rebordo alveolar acredita-se que a utilizagédo
do OBI seja mais vantajosa que a do 0sso autdgeno também devido a sua velocidade de
reabsorcdo (BALDINI; DE SANCTIS; FERRARI, 2011).

O enxerto de fissuras labio palatinas foi comparado utilizando-se enxerto de
0SS0 autdgeno e 0sso autdégeno combinado com 0sso bovino inorganico na proporcdo de
1:1. Na andlise radiografica da area enxertada, a densidade dssea observada dos dois
enxertos ndo foi estatisticamente diferente em nenhum dos periodos observados (de trés
dias de pds-operatorio até vinte e quatro meses). Essa densidade diminui e se estabilizou
aos seis meses. Os autores acreditam que esta perda de densidade se deve a remodelagédo
e maturacdo da estrutura cortical e que a semelhanca entre 0os grupos se deve ao
componente autdgeno da mistura de 0ssos. A reabsorcdo Ossea em altura da area
enxertada também foi igual para os dois grupos aos vinte e quatro meses, com perda de
24%. Os autores concluiram que os resultados dos dois tipos de enxerto foram
equivalentes quanto a remodelacdo 0ssea e ao irrompimento do canino de forma passiva
ou ortodonticamente assistida. No entanto, a diminuicdo da quantidade de 0sso

autégeno removido da crista iliaca devido a mistura com o0 0sso bovino inorgénico
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diminuiu a morbidade cirargica e o tempo de hospitalizacdo (THUAKSUBAN;
NUNTANARANONT; PRIPATNANONT, 2010).

2.2.3.2 Osso Bovino Organico (Desmineralizado)

O o0sso bovino organico (OBO) é obtido através de uma modificacdo do
processamento a que o OBI é submetido. Nesta modificacdo € adicionada a lavagem
com solventes organicos, alcalis e &cidos a concentracdes e temperaturas controladas
para que ocorra a remocdo das proteinas ndo colagenas e dos minerais da matriz 6ssea,
restando uma matriz de colageno tipo | com uma pequena quantidade de fatores de
crescimento como a proteina 6ssea morfogenética. Esta proteina confere propriedade
osteoindutora ao OBO, porém, devido a remocdo dos minerais, ocorre a perda da
resisténcia mecénica e aumento da velocidade de reabsorcdo do enxerto (SANADA et
al., 2003).

O OBO néo gerou resposta inflamatdria ao ser implantado no masculo de
ratos e foi reabsorvido por células gigantes, sendo, portanto, considerado um material
biocompativel e reabsorvivel. No entanto, ndo foram encontradas evidéncias de
formacdo Ossea na analise radiogréafica e histolégica, colocando em ddvida sua
capacidade osteoindutora. Os autores do estudo acreditam que a auséncia desta
capacidade possa estar relacionada a presenca de tragos mineralizados no enxerto que
teriam ativado a acdo de células gigantes inibidoras da osteogénese (SANADA et al.,
2003).

Na anélise histologica do OBO enxertado na tibia de ratos foi possivel
observar diferenciacdo Ossea em intimo contato com o enxerto apoOs trinta dias,
sugerindo uma capacidade osteocondutora do 0sso. J& apOs noventa dias ndo havia
sinais do material enxertado, colaborando com outros estudos que afirmam se tratar de
um enxerto reabsorvivel. Outro achado do estudo foi de que a utilizagdo de uma
membrana reabsorvivel combinada com o OBO proporcionou maior formagéo 0ssea do
que quando ela no foi utilizada (BERNABE et al., 2012).

O OBO ao ser utilizado no tratamento de defeitos Gsseos periodontais
pareceu proporcionar regeneracdo 6ssea. Com seu uso foram relatadas a reducdo da
profundidade de sondagem, o reparo do defeito e o ganho de insercéo clinica (GUPTA
et al., 2007).
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O OBO ao ser utilizado em defeitos criados nos fémures de coelhos néo foi
capaz de proporcionar a regeneracdo de maior volume ésseo do que o grupo controle,
onde ndo se utilizou enxerto. A vantagem de sua utilizacdo pareceu ser a de acelerar o
processo de reparo, evitando a migracao do tecido conjuntivo para o interior do defeito,
obtendo volumes dsseos semelhantes em periodos tardios (BETTI et al., 2011). Em
defeitos criados na calvéria de ratos também n&o se observou beneficios do uso do OBO
em relacdo a defeitos controle. O OBO ainda pareceu atrasar a formagdo da matriz 6ssea
nos primeiros trinta dias. Uma hipotese para este desempenho ruim do OBO seria a de
que 0 seu processamento esteja desnaturando ou removendo as proteinas responsaveis
pela inducdo da diferenciacdo celular, prejudicando seu desempenho (DE OLIVEIRA et
al., 2008; LIMA; CALIXTO; ANBINDER, 2011).

2.2.3.3 Combinacao de Ossos Bovinos Organicos e Inorganicos

Como o OBO reabsorve rapidamente prejudicando o reparo 0sseo, Novos
produtos combinaram OBI com OBO na tentativa de se obter um produto com a
capacidade de osteoinducdo do 0sso organico e com a estabilidade mecanica do 0sso
inorganico.

A combinacdo de o0ssos aldégenos organicos e inorganicos foi utilizada com
sucesso no preenchimento de alvéolos para a preservacdo do rebordo alveolar. Apos seis
meses, na avaliacdo clinica e histoldgica o enxerto apresentou caracteristicas sugestivas
de osteoinducdo e osteoconduc¢édo (KIM et al., 2011).

Em procedimentos de levantamento do seio maxilar a combinagéo de 0ssos
auxiliou a formacéo de osso suficiente para a instalagdo de implantes osseointegraveis.
Na analise histolégica observou-se préximo as paredes do leito receptor pontes de
tecido dsseo ligando as particulas organicas e inorganicas, enquanto que mais distante
das paredes havia deposicdo Ossea nas particulas inorganicas e mineralizacdo das
particulas organicas (KIM et al., 2009).

Misturada ao enxerto autégeno a combinacdo de ossos foi utilizada na
reconstrucdo de um defeito mandibular extenso, de aproximadamente seis centimetros,
causado pela remocdo de uma displasia fibrosa. Na proservacdo da cirurgia foi
observada uma drenagem que ndo cessava com antibidticos e irrigacao diaria. Procedeu-

se, entdo, a cirurgia de revisdo onde apds a abertura verificou-se formagdo 6ssea na
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maior parte do defeito, com excecdo de uma area de aproximadamente um centimetro
localizada no centro do defeito responsavel pela drenagem. Acredita-se que, apesar da
drenagem, o desempenho obtido pela mistura de enxertos foi bom devido as grandes
dimensGes do defeito (CANTER; VARGEL; MAVILI, 2007). Neste mesmo estudo foi
apresentado o caso de dois pacientes com malformacdes mandibulares, um devido a
sindrome de Goldenhar e outro a uma hipoplasia mandibular congénita. Nestes dois
casos o0 enxerto onlay da combinacdo de ossos misturada ao 0sso autégeno permitiu o
ganho de volume &sseo necessario para realizacdo de osteotomias sagitais para a
cirurgia de correcdo da forma mandibular de um paciente e para a distracdo osteogénica
do outro. Os autores acreditam que a combinacdo de 0ssos parece ter auxiliado a
capacidade de regeneracdo do o0sso autégeno (CANTER; VARGEL; MAVILI, 2007).

No preenchimento de defeitos criados em fémures de ratos a combinacédo de
0ss0s obteve uma média de formacdo Gssea de 59,7% apds trés meses, enquanto a
média da hidroxiapatita com beta-tricalciofosfato foi de 47,8% e da hidroxiapatita
sozinha 39,9%. Apesar do seu desempenho superior ao dos biomateriais, a combinagéo
de ossos ainda obteve uma média inferior a do osso autdgeno que foi de 98% de
formacdo Ossea (STEIN; SILVA,; SILVA, 2009).

2.2.3.4 Osso Bovino Inorganico com Colageno

O 0sso bovino inorganico com colageno (OBIC) é uma mistura do 0sso
bovino inorganico com 10% de matriz colagena suina do tipo I. Esta adi¢do de colageno
ao OB visa melhorar sua capacidade de osteoconducéo através da estabilizagcdo de suas
particulas e da formacdo de pontes entre a parede do defeito e o enxerto. Assim, a
migracdo dos osteoblastos ¢ facilitada, acelerando o processo de regeneragdo (HAN et
al., 2011).

Apesar de se tratar de um material relativamente novo, ja existem diversos
estudos na literatura avaliando o desempenho do OBIC em diferentes situacgdes clinicas.

Na andlise histoldgica do OBIC utilizado em alvéolos observou-se que
primeiro 0 enxerto € envolto em sangue e preso na rede de fibrinas do codgulo, em
seguida, células polimorfonucleares migram para a superficie das particulas e ap6s uma
semana estas células sdo substituidas por osteoclastos que parecem desmineralizar sua

superficie. Entre uma e duas semanas apds seu surgimento os osteoclastos comegam a
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ser substituidos por osteoblastos que vao iniciar a deposicdo 6ssea. A porcao colagena
do enxerto foi reabsorvida rapidamente, apds sete dias ela ja estava quase totalmente
ausente nos cortes histolégicos (ARAUJO; LILJENBERG; LINDHE, 2010).

O uso do OBIC sem membranas na técnica de separacdo do rebordo
alveolar proporcionou uma area maior de contato osso-implante quando comparado ao
uso do OBI sem coldgeno. No entanto, quando foram utilizadas membranas 0s
resultados observados foram semelhantes para os dois enxertos (HAN et al., 2011).

Em alvéolos de cdes o OBIC ndo auxiliou o reparo 0sseo, porém, pareceu
diminuir a perda de dimensdo que comumente ocorre no rebordo alveolar apds
exodontias. Uma pequena perda ainda foi observada, porém, menor do que quando ndo
se utilizou enxerto (ARAUJO; LINDHE, 2009). Ja em alvéolos humanos o OBIC
promoveu menor formacdo déssea do que a observada em cdes, além de atrasar o
processo de reparo (HEBERER et al., 2011; ARAUJO et al., 2008). Acredita-se que 0
OBIC funcione apenas como um mantenedor de espago para evitar a invaginagao do
tecido mole para o interior do defeito (ARAUJO et al., 2008; HEBERER et al., 2011;
ARAUJO; LINDHE, 2009).

Apesar de retardar o processo de reparo de alvéolos enxertados, o0 OBIC
promove uma formacao 6ssea que, se ndo impede a remodelacdo do rebordo, a0 menos
atrasa o processo (ARAUJO et al., 2008).

Apds trés meses de reparo de alvéolos enxertados com OBIC, as particulas
deste enxerto pareceram ocupar 0 espaco destinado a medula 6ssea, gerando um 0sso
mais compacto. Em alvéolos ndo enxertados, a medula corresponde a 50% do volume
0sseo regenerado, enquanto em alvéolos enxertados a medula corresponde a apenas
27% (ARAUJO et al., 2008).

No preenchimento de gaps formados ao redor de implantes imediatos o
OBIC proporcionou a formacdo de maior quantidade oOssea do que locais nao
enxertados, aumentando a altura do contato osso-implante e evitando a recessdo do
tecido mole (ARAUJO; LINDER; LINDHE et al., 2011).

Em defeitos 0sseos periodontais favoraveis, como os de trés paredes 6sseas,
0 uso do OBIC proporcionou regeneracao de 0sso e de ligamento periodontal, levando a
reducdes na profundidade de sondagem de até seis milimetros. No entanto, em defeitos
menos favoraveis, como 0s com menos paredes 6sseas, seu desempenho é diminuido,

proporcionando menor regeneracao 6ssea (NEVINS et al., 2005).
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Ainda em defeitos periodontais, 0 OBIC também proporcionou regeneracao
6ssea maior do que a obtida com o OBI e do que as cirurgias a retalho, levando os
autores do estudo a acreditarem que 0 seu uso possui resultados mais previsiveis do que
0s métodos tradicionais de tratamento (SCULEAN et al., 2005).

Além da colocacdo de implantes, areas enxertadas com OBIC também
permitem a realizagdo de movimentacOes ortodonticas. As forgcas geradas pelos
aparelhos ainda parecem acelerar seu processo de reabsorgcdo, que é sabidamente
bastante lento (CARDAROPOLI et al., 2006).

2.2.3.5 Osso Bovino Integral

O método de processamento para se obter os enxertos de origem bovina
diminui sua semelhanca ao 0sso humano. Por isso, ele foi modificado visando preservar
suas caracteristicas. Este novo processamento € realizado de forma a eliminar apenas a
parte celular e gordurosa do 0sso, sendo 0s enxertos obtidos por esta técnica chamados
de osso bovino integral (GALIA et al., 2009, 2011).

A técnica de processamento do OBIN consistia na lavagem inicial com agua
filtrada, centrifugacdo, desengorduramento em solucdo de cloroférmio e metanol,
centrifugacdo, aeracdo em meio ambiente, lavagem com agua filtrada, centrifugacao,
liofilizacdo a - 40 °C durante sete dias e esterilizacdo com raios gama. Para diminuir
ainda mais a quantidade de gordura residual foram feitas novas alteracdes neste
protocolo, aumentando a exposicdo ao cloroférmio e metanol para vinte e cinco dias,
lavagem em lavadora ultrassbnica para remover 0S restos organicos, imersao em
peréxido de hidrogénio por uma hora e imersdo em hipoclorito de sédio, reduzindo
assim, a quantidade de gordura de 1% para menos de 0,06%. Esta reducdo da gordura e
da quantidade celular remanescente no enxerto torna-o mais seguro e com as mesmas
propriedades mecénicas anteriores (DUARTE; SCHAEFER, 2000; GALIA et al., 2008,
2009).

Apbs o processamento o OBIN apresenta 27,20% de proteinas, enquanto o
0sso humano possui 27,53%, ndo havendo diferenga estatisticamente significante entre
eles. O 0sso humano é composto por 4,3% de nitrogénio, 11,9% de fésforo, 27,1% de
P,0s, 24,6% de calcio, 0,57% de sddio, 64,8% de cinzas e 1,3% de cloreto, enquanto o

OBIN ¢é composto por 4,3% de nitrogénio, 11,9% de fosforo, 27,2% de P,0s, 23,7% de
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calcio, 0,46% de sodio, 64,3% de cinzas e 1,3% de cloreto. Esta semelhanca das
composic¢des dos dois 0ssos demonstra a capacidade do processamento do OBIN de
gerar um enxerto com caracteristicas proximas as do osso humano (DUARTE;
SCHAEFER, 2000; ROSITO et al., 2008).

Através da andlise por microscopia eletronica de varredura observou-se que
0 OBIN conserva sua estrutura tipica de osso medular, com poros interconectados,
essenciais para a migracao celular durante a regeneragdo. Em outro tipo de anélise, a de
difracdo de raios X, observou-se picos caracteristicos de hidroxiapatita, mostrando que o
processamento nao afeta a fase mineral do osso original (GALIA et al., 2011).

Para que pudesse ser comercializado o OBIN foi submetido a vérios testes
para comprovar a seguranga de sua utilizagdo. Nos testes de citotoxidade, toxicidade
sistémica e pirogenicidade ndo foram observadas no enxerto a presenca de substancias
toxicas, de residuos do processamento ou de substdncias pirogénicas, como as
endotoxinas bacterianas, que pudessem ser nocivas para o local de sua aplicagdo ou para
outros 6rgaos do receptor. Colaborando com estes resultados, ao ser aplicado na mucosa
bucal de ratos, 0 enxerto ndo induziu resposta inflamatoéria no local e no teste de carga
bioldgica, a quantidade de microrganismos presentes antes da esterilizacdo era muito
pequena, permitindo a utilizacdo de uma menor quantidade de radiacdo para sua
esterilizagdo, evitando doses elevadas que poderiam afetar as propriedades mecéanicas
do produto. Estes resultados demonstraram a eficacia do processamento do OBIN na
remocdo de agentes infecciosos e inflamatdrios, comprovando sua biocompatibilidade e
a seguranca de sua utilizacdo em cirurgias de enxerto (GALIA et al., 2008).

Como a liofilizagdo remove toda a umidade do enxerto, acreditava-se que o
produto final obtido seria fridvel, sendo necesséria sua reidratacdo antes da utilizac&o.
No entanto, testes de laboratdrio sugerem que a reidratagdo prévia a cirurgia ndo altera
as propriedades mecanicas do produto, sendo desnecessaria (DUARTE; SCHAEFER,
2000).

Em situagGes clinicas, como nas cirurgias de revisdo de artroplastia total de
quadril, o OBIN obteve uma taxa de sucesso de 80%. Esta taxa é comparavel as obtidas
com o uso de enxertos aldgenos, porém, sem a desvantagem do risco de transmissao de
doencas e da variacdo de qualidade associada a eles (ROSITO et al., 2008, 2009).

Na lamina do corte histologico do OBIN observou-se menor formagéo 0ssea
estatisticamente significante do que na do OBI e do coagulo, trinta dias apds serem



2 Revisao de Literatura 47

enxertados em fémures de coelhos. Apds sessenta dias, a formacdo Ossea do OBI
novamente foi superior ao OBIN. Houve formacgdo 6ssea moderada no grupo OBIN aos
quinze e trinta dias com diminuicdo aos sessenta dias. Nao houve complicagdes em
nenhum dos OBIN, havendo formacdo éssea em todos os sitios. Os autores
consideraram o OBIN um excelente material devido a formacdo 6ssea moderada aos
trinta dias e significante aos sessenta. Eles também concluiram que, embora néo
estatisticamente significante, o OBIN e o OBI proporcionaram maior regeneracdo 0ssea
do que os outros enxertos do estudo (codgulo, autégeno, PLGA, PLGA + HA)
(MOLINA, 2011).

Implantado em fémures de coelhos o OBIN apresentou uma pequena
reducdo da quantidade de particulas depois de sessenta dias de sua implantacéo,
observados na analise histologica. Houve aumento gradativo da quantidade de 0sso
regenerado, sendo moderado aos trinta dias e significante aos sessenta. Os autores
consideraram o OBIN um excelente material devido a regeneragdo Ossea observada
(HOCHHEIM NETO, 2010).

2.3 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR FEIXE CONICO

Apesar do padrdo ouro para a avaliagdo dos enxertos dsseos ser a analise
histologica, a tomografia computadorizada de feixe conico € um método ndo destrutivo
que pode ser utilizado para avaliacdo de enxertos em pesquisas (SPIN-NETO et al.,
2011).

A TCFC através das mensuracOes lineares é capaz de fornecer informacdes
confiaveis sobre o volume ésseo. Ja foi demonstrado ndo ocorrerem distorgdes nestas
medidas, sendo inclusive mais precisas do que as realizadas em tomografias
computadorizadas multi-slice (TCMS). Além disso, os artefatos causados por objetos
metalicos ndo afetam a precisdo destas medidas (MALONEY et al., 2011,
BENAVIDES et al., 2012).

Foi observada em um estudo uma forte correlagdo positiva entre os valores
de densidade 6ssea obtidos em exames de TCFC com os obtidos no exame chamado de
DEXA (dual-energy x-ray absortiometry), considerado o padrdo ouro para este tipo de
avaliacdo, sugerindo que a TCFC seja uma ferramenta viavel para este fim
(MARQUEZAN et al., 2012).
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Um estudo em seres humanos confrontou a densidade 6ssea mensurada em
Hounsfield Units (HU), com os achados histol6gicos da mesma regido. Em areas com
densidades superiores a quinhentos HU foram observadas pontes dsseas e trabéculas
Osseas maduras, espessas e finas. Em éareas de trezentos a quinhentos HU foram
observadas pontes 0sseas e trabéculas dsseas maduras e imaturas. JA em densidades
menores do que trezentos HU observou-se 0sso trabeculado imaturo (LEE et al., 2011).

Na avaliagdo da densidade Ossea a tomografia computadorizada de feixe
conico (TCFC) parece ndo ser tdo precisa quanto a tomografia computadorizada multi-
slice (TCMS). No entanto, acredita-se que em condic¢des ideais, como em pesquisas,
onde se obtém a imobilidade total do objeto a ser radiografado, os valores obtidos na
TCFC possam ser utilizados, porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar esta
hipotese (NOMURA et al., 2010; HOHLWEG-MAJERT et al., 2011a).

Além da avaliacdo da densidade 6ssea na TCFC ndo ser tdo precisa quanto
na TCMS, a variagdo dos valores obtidos de uma mesma estrutura entre os diferentes
aparelnos de TCFC impede a padronizacdo destes valores para este exame
(HOHLWEG-MAJERT et al, 2011b).
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3 PROPOSICAO

Avaliar por meio de tomografia computadorizada de feixe cénico se o enxerto de
0sso bovino integral é capaz de auxiliar na regeneracdo Ossea de defeitos segmentares
de tamanho critico na mandibula de coelhos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto desta pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica de
Pesquisa em Animais da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sao

Paulo sob o protocolo de nimero 030/2011 (Anexo A).

4.1 ANIMAIS

Para o experimento foram utilizados nesta pesquisa dezoito coelhos machos
da raca Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) pesando entre trés quilos e meio a
quatro quilos e meio com aproximadamente seis meses de vida. Os animais foram
mantidos em biotério dentro de gaiolas de ago individuais (Figura 1), alimentados com
racdo propria para a espécie e agua a vontade.
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Figura 1 - Biotério da Faculdade de Odontologia de Bauru - USP



56 4 Materiais e Métodos

4.2 GRUPOS

Os animais foram divididos em seis grupos contendo seis animais cada e
nomeados de acordo com a época de sacrificio em meses (Tabela 1). No grupo 0 os
animais foram sacrificados imediatamente apds a cirurgia e nos grupos 3 € 6 0s animais

foram sacrificados apos trés e seis meses respectivamente.

Tabela 1- Formacao dos grupos de acordo com o tempo.

0 hora 3 meses 6 meses
Controle Grupo Controle 0 Grupo Controle 3 Grupo Controle 6
Experimental Grupo Experimental O Grupo Experimental 3 Grupo Experimental 6

4.3 ANESTESIA DOS ANIMAIS

Os animais foram sedados e anestesiados através da administracéo
intramuscular de xilazina (Anasedan® Injetavel, Ceva Brasil) e quetamina (Dopalen®
Injetavel, Vetbrands) na propor¢do de 10 mg/kg e 50 mg/kg respectivamente misturados
em uma Unica seringa. Apos cinco minutos de laténcia os animais estavam prontos para

a cirurgia. O tempo habil de anestesia e sedacdo foi de cerca de trinta minutos.

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apds a anestesia, com uma lamina de barbear foi feita a tricotomia na regido
submandibular envolvendo desde o terco superior do pescoco até a regido
submentoniana, estendendo-se cerca de um centimetro aléem da base mandibular em
direcdo lateral (Figura 2). Em seguida, foi feita a desinfeccdo topica da regido com
polivinil pirrolidona iodo (PVPI). Antes da incisdo infiltrou-se cerca de meio tubete do
anestésico cloridrato de articaina com epinefrina 1:100.000 (Articaine® 100, DFL) na
regido. Uma incisdo reta de aproximadamente dois centimetros foi feita com uma
lamina de bisturi n® 15 bilateralmente sobre a base da mandibula anteriormente ao
angulo mandibular (Figura 3). Os planos teciduais foram dissecados até atingir o
peridsteo que foi incisado expondo o 0sso. Com um descolador de Molt n° 9 foi feito o

descolamento do periosteo em direcdo vestibular e lingual com cerca de um centimetro
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e meio de profundidade (Figura 4). Com uma broca n°® 699 para peca de mdo montada
em um motor elétrico, sob irrigacéo, foi criado um defeito ésseo com dimensdes de um
centimetro de largura por um centimetro de altura localizado anteriormente & fossa
antegonial (Figura 5). Aos defeitos experimentais foi adaptado o bloco de 0sso bovino
integral liofilizado (Orthogen®, Genius, Baumer S.A.) de 10x10x08 mm (Figura 6),
oriundo de um bloco maior de 20x20x08 mm que foi dividido com uma lamina de
micrétomo em quatro blocos menores. Com a mesma broca foram feitos dois orificios
localizados a cerca de trés milimetros lateralmente ao defeito e superiormente a base da
mandibula, uma de cada lado do defeito, por onde foi transpassado um fio de aco
inoxidavel 2.0 (Aciflex®, Ethicon, Johnson & Johnson) para estabilizar o enxerto ao
defeito (Figura 7). Em seguida, uma membrana reabsorvivel de colageno
(Osseoguard®, Biomet 3i) de tamanho 20x30 mm foi utilizada para recobrir a area
enxertada (Figura 8). Nos defeitos controles ndo foi utilizado nenhum tipo de enxerto ou
membrana. O tecido mole foi suturado nos planos internos com fio de sutura
reabsorvivel 3-0 (Vycril®, Ethicon, Johnson & Johnson) (Figura 9) e a pele suturada
com fio de nylon 4-0 (Shalon®, Shalon Suturas) (Figura 10). Finalizada a sutura outra
desinfeccdo com PVPI foi feita na regido operada e as unhas dos animais cortadas para
evitar ferimentos e remocdo da sutura. Apds quinze dias de p6s-operatdrio 0s pontos

remanescentes foram removidos.

4.5 MEDICACAO POS-OPERATORIA

Imediatamente apds o fim da cirurgia foram administrados aos animais por via
intramuscular 0,6 mL de antibiotico (Shotapen® L.A., Virbac S/A) e 1,2 mL de anti-
inflamatorio (Ketofen® 1%, Merial Sadde Animal Ltda.). O antiinflamatorio foi

reaplicado nos trés dias seguintes de pos-operatdrio e o antibibtico no terceiro dia.
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Figura 2 - Tricotomia pré-operatoria.

Figura 3 - Inciséo sobre a base mandibular, anteriormente ao angulo.



4 Materiais e Métodos 59

Figura 5 - Defeito dsseo de 10 x 10 mm criado na base mandibular.
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Figura 6 - Bloco de osso bovino integral de 10 x 10 x 8 mm (Orthogen®, Baumer).

S

Figura 7 - Enxerto adaptado ao defeito e estabilizado com fio de ago cirdrgico.
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Figura 9 - Sutura por planos com fio reabsorvivel.
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Figura 10 - Sutura da pele com fio de Nylon®.

4.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Para a eutanasia os animais foram anestesiados com a mesma dose de
anestésicos utilizada para o procedimento cirdrgico e em seguida uma dose trés vezes
maior dos mesmos anestésicos foi injetada diretamente no coracdo. As mandibulas
foram removidas e depositas em um recipiente contendo solucdo de formol a 10%
(Figura 11).
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Figura 11 - Peca armazenada em formol 10%.

4.7 AQUISICAO DAS IMAGENS POR TCFC

As aquisicdes das imagens tomograficas das pecas foram feitas no
tomaografo de feixe cénico (i-CAT®, Imaging Sciences International) do departamento
de Estomatologia da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP. Antes das aquisigdes
foi feita a calibracdo do aparelho através do programa do aparelho (i-CAT Viewer®,
Imaging Sciences International). As pecas foram colocadas em um recipiente de plastico
vazio e sem tampa que foi colocado no aparelho de TCFC e posicionado com auxilio
dos lasers (Figura 12,Figura 13). A linha média da mandibula foi alinhada com o laser
frontal, enquanto o lateral foi posicionado na regido do ramo mandibular. Foi utilizado o
protocolo para mandibula com 6 cm de altura, 40 segundos de exposi¢éo e resolucdo de
0,2 voxels. A quilovoltagem foi ajustada automaticamente em 120 kVp e a
miliamperagem em 36,12 mAs. Em seguida, as imagens foram convertidas para o
formato DICOM e reformatadas no programa fornecido pelo fabricante do aparelho (i-
CAT Vision®, Imaging Sciences International). Neste programa as imagens foram
exportadas no formato DICOM para posteriormente serem importadas em um programa

para as mensuracoes.
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Figura 12 - Pecga posicionada no tomografo.

Figura 13 - Detalhe da utilizacdo do laser para posicionamento da peca.
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4.8 ANALISE QUALITATIVA DAS TCFCS

As analises qualitativas das imagens foram realizadas no programa i-CAT
Vision™ (Imaging Sciences International, Hatfield, PA). As reformatacdes foram
orientadas de forma que a reformatacéo axial ficasse com a linha média perpendicular
ao solo e a sagital com o plano oclusal paralelo ao solo (Figura 14). Na reformatagéo
panoramica a espessura das reformatagdes parassagitais e axiais foram ajustadas em 0,2
mm. As analises foram feitas através das reformatacfes panoramicas e parassagitais
correndo 0s cortes sobre a area do defeito ou enxerto (Figura 14). Foram observadas a
forma e densidade do 0sso regenerado nos grupos controles e a integracdo, forma e

densidade nos grupos experimentais.

#odal Slice Position: 33.40
42.80 41.00

Figura 14 - Tela do i-Cat Vision® onde foi feita a analise qualitativa.

4.9 ANALISE QUANTITATIVA DAS TCFCS

Para a analise quantitativa as imagens foram importadas para o programa
Dolphin Imaging® 11.5 Premium (Paterson Dental Suply). As reformata¢fes foram
ajustadas de forma a possuirem 20 cortes, com espessura de 0,5 mm e largura de 16
mm. Os vinte cortes de 0,5 mm totalizaram um centimetro, 0 mesmo tamanho do
defeito criado (Figura 15). As medicGes foram realizadas em trés reformatagdes: uma

central, uma distal e uma mesial, igualmente espacadas (Figura 16).
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Figura 15 - Posicionamento das reformatac@es parassagitais. 20 cortes de 0,5 mm, totalizando 1 cm
(tamanho do defeito criado).
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Figura 16 - Tela onde se observa as reformatacdes parassagitais. As reformatagdes 5, 10 e 15, as quais
dividem o defeito em trés partes iguais, foram utilizadas para as medic0es.

O método empregado para as medicdes foi a realizacdo de uma linha
horizontal tragada a partir do ponto mais inferior e exterior da cortical localizada mais
inferiormente. Estendeu-se esta linha até o centro da espessura mandibular,
determinando o ponto de origem da linha que serviu para medir a altura do 0sso
neoformado (Figura 17). Na metade da linha vertical foi tragada a linha horizontal que
seriviu para medir a espessura do osso (Figura 18).

As varidveis foram denominadas de acordo com a reformatacdo a que
pertenciam: vertical mesial (VM) e horizontal mesial (HM), que se encontravam mais
proximas da linha média em relacdo as outras reformatacdes, vertical central (VC) e
horizontal central (HC), que dividiam o defeito exatamente ao meio, e vertical distal
(VD) e horizontal distal (HD) que se encontravam mais proximas ao angulo mandibular

do que as outras reformatacoes.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o teste de analise de variancia (ANOVA) a um critério para
verificar a relacdo entre os fatores grupo e tempo com as variaveis VM, HM, VC, HC,
VD e HD.

Os dados obtidos das medigdes foram tabulados e analisados no programa

SigmaPlot® versdo 12.0 (Systat Software, Inc.).

Figura 17 - Localizagdo da medida vertical. A esquerda grupo experimental e a direita controle.
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Figura 18 - Localizagio da medida horizontal. A esquerda, grupo experimental e & direita, grupo controle.
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5 RESULTADOS

Dos dezoito animais operados trés animais ndo resistiram até o tempo
determinado de seis meses, sendo um animal do grupo controle e dois do grupo
experimental, ficando o grupo controle de seis meses com cinco animais e 0
experimental seis meses com quatro animais. Os grupos restantes ficaram compostos

por seis animais cada.

5.1 ANALISE QUALITATIVA

Apbs a realizacdo das tomografias computadorizadas de feixe conico das
mandibulas coletadas foi possivel analisar as caracteristicas radiograficas apresentadas
nos diferentes tempos de observacdo. No grupo Controle 0 onde a mandibula foi
coletada imediatamente ap6s a cirurgia foi possivel observar nas reformatacoes
panoramicas um defeito de margens nitidas com seccdo das raizes dos dentes
localizados na regido superior ao defeito (Figura 19). Em alguns defeitos existiam raizes
parcialmente seccionadas, nédo interferindo significativamente na forma do defeito. Nas
reformatagdes parassagitais observou-se o seccionamento das raizes ao mesmo nivel das
corticais vestibular e lingual (Figura 20). Em um dos animais a raiz ultrapassava
levemente o limite das corticais e em outros dois a parede superior do defeito se
encontrava levemente inclinada em relacdo ao longo eixo do dente localizado
superiormente, sendo que em um destes dois a cortical lingual ndo havia sido totalmente

seccionada, apresentando-se projetada para o interior do defeito.
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Figura 19 - Reformatagdo panoramica de defeito do grupo Controle 0.

Figura 20 - Reformatagdo parassagital de defeito do grupo Controle 0.

No grupo Controle 3 observou-se em todos os defeitos a regeneragéo
incompleta, restando um defeito concavo na parte inferior (Figura 21). Em trés defeitos
0 apice dessa concavidade localizava-se no centro do defeito e em outros trés deslocada
para a regido posterior. Em apenas um dos defeitos essa concavidade se encontrava
interrompida por uma falha na regeneracdo que parecia representar apenas uma
alteracéo de forma. A densidade do osso regenerado era semelhante ao 0sso vizinho ao
defeito. Houve formacao de cortical na base. Nas reformatacGes parassagitais observou-
se uma regeneracdo Ossea de forma convexa regular em dois defeitos (Figura 22),

convexa irregular em outros dois e irregular nos defeitos restantes. Foi possivel
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diferenciar 0 o0sso regenerado devido as suas corticais se apresentarem menos
hiperdensas em relacdo as corticais nao seccionadas. Contudo, o osso medular foi dificil
de diferenciar do 0sso vizinho devido as suas semelhancas de densidade.

Nos cinco defeitos do grupo Controle 6 ndo houve regeneracdo completa do
defeito (Figura 23). Apenas um defeito ndo possuia forma cdncava, se apresentando
irregular. Em todos os defeitos 0 0sso medular regenerado era semelhante ao 0sso
vizinho. Nas reformatacGes parassagitais observou-se a regeneragéo regular convexa em
algumas areas e irregular em outras areas dos mesmos defeitos (Figura 24). As areas
regeneradas encontravam-se com corticais em toda sua extensdo. Em alguns locais estas
corticais possuiam espessura e densidade semelhante as corticais ndo envolvidas no
defeito. Ja em outras areas, as corticais eram mais finas e menos densas que as corticais
ndo envolvidas no defeito. Em dois defeitos a cortical se apresentava irregular,
frequentemente interrompida. O osso medular da area regenerada possuia densidade
semelhante & do osso vizinho. Na Figura 25 é possivel observar através da reformatacéo
panoramica a evolucdo do reparo dos defeitos criados no grupo controle, desde a
mandibula ndo operada, até uma mandibula do grupo controle de seis meses. Na Figura

26 observa-se a mesma evolucdo, porém, nas reformatacGes parassagitais.

I

Tick Dist: 0.20 mm

Figura 21 - Reformatagdo panordmica de defeito do Grupo Controle 3. A seta vermelha indica a forma
cbncava do defeito apos a regeneracéo.
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Figura 22 - Reformatagdo parassagital de defeito do Grupo Controle 3.

T
Tick Dist: 0.20 mm

Figura 23 - Reformatagdo panoramica de defeito do Grupo Controle 6.

Figura 24 - Reformatagdo parassagital de defeito do Grupo Controle 6.
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Figura 25 - Reformatagdes panoramicas dos grupos controle. De cima para baixo: mandibula néo
operada, controle 0, controle 3 e controle 6.

Figura 26 - Reformatagdes parassagitais dos grupos controle. Da esquerda para direita: mandibula ndo
operada, controle 0, controle 3 e controle 6.
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Nas reformatacGes panoramicas e parassagitais do grupo Experimental O foi
possivel observar os enxertos mais densos e regulares do que o 0sso do hospedeiro
(Figura 27 e Figura 28), além de uma variacdo de densidade entre os enxertos (Figura

29). Os enxertos, em geral, estavam bem adaptados ao defeito e sua borda inferior

ultrapassava cerca de dois milimetros o limite do defeito.

Figura 27 - Reformatac&o panoramica de defeito do grupo Experimental O.

Figura 28 - Reformatagdo parassagital de defeito do grupo Experimental 0.
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Figura 29 - Variacdo de densidade observada nos seis enxertos do grupo Experimental 0.

Em algumas areas existiam espagos entre o enxerto e 0 0sso do hospedeiro.
Nas reformatacOes parassagitais observou-se 0s enxertos em intimo contato com a

parede superior do defeito em trés defeitos e espacos entre o enxerto e a parede superior
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em outros trés defeitos. Nestas reformatacbes também era evidente a diferenca de
densidade entre os enxertos. Dos seis enxertos um se apresentava bastante denso e
regular, trés com densidade media e dois com baixa densidade e trabéculas irregulares.
Em trés defeitos os enxertos se encontravam alinhados ao longo eixo do dente superior
ao defeito e em outros trés levemente desviados.

Nas reformatacdes panoramicas do grupo Experimental 3 observou-se a
integracdo de todos os enxertos (Figura 30). Em cinco dos seis defeitos do grupo houve
a diminuicdo da densidade do enxerto, ficando proxima a do 0sso vizinho ao defeito,
sugerindo sua reabsor¢do. Em um Unico defeito o enxerto apresentava-se semelhante
aos do grupo Experimental 0. Em apenas dois defeitos a margem inferior do enxerto
superava o limite inferior. Contudo, ndo se observou a formacdo da cortical da base
mandibular como seria esperado na regeneracdo completa. Em duas areas enxertadas
formaram-se areas hiperdensas compactas no interior do enxerto. J& ndo existiam
espagos entre o enxerto e as paredes do defeito como os observados no grupo
Experimental 0. Nas reformatacfes parassagitais observou-se 0s enxertos em intimo
contato com a parede superior dos defeitos e a auséncia da formacéo de cortical entre o
0sso do hospedeiro e o enxerto, confirmando sua integracdo (Figura 31). Também se
observou a diminuicdo da densidade do enxerto em relacdo ao grupo Experimental 0. Os
enxertos mantiveram a sua forma retangular fazendo com que a base da éarea enxertada

se apresentasse com angulos retos e ndo convexa, como a base mandibular nédo

enxertada e 0s grupos controles.

Figura 30 - Reformatagdes panoramica de defeito do grupo Experimental 3.
Nas reformatac6es panoramicas do grupo Experimental 6 observou-se que um dos cinco

enxertos néo foi incorporado. Houve uma reabsorcdo parcial deste enxerto gerando uma

regeneracdo Ossea triangular, menor do que as observadas nos grupos Controles 3 e 6
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(Figura 33). Na sua parte superior havia uma imagem circular hipodensa bem
delimitada e outras imagens semelhantes uma mais acima e outra relacionada ao apice
do incisivo. Estas imagens eram sugestivas de abscessos ja que estes ocorrem com
frequéncia nestes animais. Em um segundo enxerto também se observou esta imagem
acima do enxerto em contato com sua margem superior (Figura 32). Em um terceiro ela
estava associada a sua margem inferior. Apesar destes achados a integracdo destes dois
enxertos ndo foi afetada. Em dois dos enxertos integrados foi possivel diferenciar
claramente o enxerto devido a diferenca de sua densidade a do 0sso do hospedeiro. Nos
outros dois esta diferenciacdo era mais dificil, mas ainda possivel (Figura 34). Um dos
enxertos ultrapassava o limite inferior do defeito e outros dois se encontravam ao nivel
ou ultrapassando-o levemente. No enxerto que houve comprometimento da margem
inferior ndo foi possivel avaliar a altura da margem devido a presenca da lesdo. Nas
reformatacdes parassagitais observou-se nos dois enxertos nao afetados pelos abscessos
a reabsorcdo e substituicdo do enxerto por 0sso regenerado em algumas areas. No
entanto, os enxertos ainda ndo haviam sido totalmente reabsorvidos e sua densidade era
semelhante a dos enxertos do grupo Experimental 3 (Figura 35). Na Figura 36 é
possivel observar através da reformatacdo panoramica a evolucdo do enxerto desde a
mandibula ndo operada até uma mandibula do grupo experimental de seis meses. Na

Figura 367 observa-se a mesma evolucdo, porém na reconstrucdo parassagital.

Figura 31- Reformatacédo parassagital de defeito do grupo Experimental 3.
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Tick Dist: 0.20 mm

Tick Dist: 2.00 mm

Figura 32 - Area sugestiva de infecgdo superior ao enxerto.
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Figura 33 - Enxerto do grupo experimental seis onde ndo se observa a incorpora¢do, com reabsorcéo
parcial do enxerto e areas hipodensas na interface com o 0sso do hospedeiro.

Figura 34 - Reformatagéo panoramica de defeito do grupo Experimental 6.

Figura 35 - Reformatagdo parassagital de defeito do grupo Experimental 6.
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Figura 36 - Reformatagdes panoramicas dos grupos experimentais. De cima para baixo: mandibula ndo
operada, experimental 0, experimental 3 e experimental 6.
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Figura 37 - Reformatagdes parassagitais dos grupos experimentais. Da esquerda para a direita: mandibula
ndo operada, experimental 0, experimental 3 e experimental 6.

5.2 ANALISE QUANTITATIVA

Os valores obtidos nas mensuracdes da altura e espessura dsseas foram
tabulados e encontram-se descritos na Tabela 2.

Apo6s a andlise estatistica das médias de cada grupo através do teste
ANOVA a um critério, observou-se que houve diferenca estatisticamente significante
dentro dos grupos controles entre os tempos 0 e 3, e 0 e 6, porém entre os tempos 3 e 6
ndo houve diferenca (Tabelas 3 e 4, Graficos 1 e 2). Nos grupos experimentais ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os tempos (Tabelas 5 e 6). Ao se
comparar 0s grupos controles com os experimentais houve diferenga estatisticamente

significante em todos os tempos (Tabelas 7 e 8, Gréaficos 3 e 4).
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Tabela 2 - Medidas (em milimetros) obtidas nas reformatacdes parassagitais dos grupos controles e
experimentais.

Grupos Tempo VM HM VC HC VD HD
Cc* 0 0 0 0 0 0 0
C 3 5,9 4,4 7,7 5,2 8,8 4,9
C 3 6,2 4,7 5,4 5,4 6 4.8
Cc 3 8 4,6 8,3 3,6 4,9 2,3
C 3 8,5 6,7 6,5 6,3 6,5 3,1
C 3 6,9 4,8 5,6 4,6 7,3 5,3
C 3 7 4,6 6,9 4.4 7 3.7
C 6 8,4 0,5 8,8 0,7 9,5 2,3
C 6 8,4 5,3 6,5 5,1 6,9 5,6
C 6 6,4 3,6 4,2 5,3 6,2 4,7
C 6 6,4 3,1 8,1 5,4 5,6 6,3
Cc 6 5,9 6 6,3 5,4 5,7 54
E 0 8,6 8 10,9 79 10,8 79
E 0 8,3 9,7 8,3 10 8 8,3
E 0 11,5 7,6 9,7 7,8 9,9 7,7
E 0 9,1 8,4 10 8,1 10,1 8,6
E 0 9,6 7,7 10 8,3 10,9 7,8
E 0 9,8 8 10,5 79 11,3 8,1
E 3 7,8 6,8 8,1 7,3 7,6 7,7
E 3 9,3 75 8,9 7,8 9,4 8,3
E 3 9,6 6,6 9,9 7,1 8,8 7,3
E 3 9 8,6 9,5 7,7 10,7 7
E 3 8,1 75 7,6 7,8 9 7,3
E 3 9 9,5 9,9 10,2 11 10,8
E 6 9,6 8,7 10,5 8,5 10,1 8,5
E 6 9,3 7,3 9,7 7,2 9,3 6,7
E 6 10,8 7,6 9,8 7,1 9,9 7.8
E 6 8,8 10,7 8,8 10,9 8,1 9,9

VM: vertical mesial; HM: horizontal mesial; VC: vertical central; HC: horizontal central; VD: vertical

distal; HD: horizontal distal. (*) O grupo Controle 0 possui média zero para todas as variaveis.

Tabela 3 - Médias (em mm) das medidas mesiais dos grupos.

VM HM
Grupo Tempo Meédia DP Média DP
0 - 0 -
7,083 1,006 4,967 0,859
7,100 1,204 3,700 2,148
9,483 1,401 8,233 0,771
8,800 0,701 7,750 1,108
9,420 0,867 8,720 1,372

mmmOoO OO0
o W o o wo
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Tabela 4 - Médias (em mm) das medidas centrais dos grupos.

VvC HC

Grupo Tempo Média DP Média DP
0 0 - 0 -
6,733 1,143 4,917 0,930

6,780 1,788 4,380 2,061
9,900 0,892 8,333 0,836
8,983 0,964 7,983 1,123
9,620 0,630 8,560 1,561

mmmO OO0
o W o o w

Tabela 5 - Médias (em mm) das medidas distais dos grupos.

VD HD

Grupo Tempo Média DP Média DP
0 0 - 0 -

3 6,750 1,313 4,017 1,177
6 6,780 1,605 4,860 1,540
0 10,167 1,183 8,067 0,339
3
6

9,417 1,265 8,067 1,412
9,260 0,805 8,340 1,189

mmmO OO0

Tabela 6 - Comparacdo controle x tempo para as medidas verticais mesiais.

VM
Comparacédo Dif. Médias q P
C6 x CO 7,1000 18,358 <0,001
C6 xC3 0,0167 0,0431 1
C3xC0 7,0830 19,209 <0,001

Tabela 7 - Comparacao controle x tempo para as medidas verticais centrais.

VC
Comparagdo Dif. Médias q P
C6 x CO 6,7800 15,417 <0,001
C6xC3 0,0467 0,106 0,997
C3xCO0 6,7330 16,058 <0,001

Tabela 8 - Comparacdo controle x tempo para as medidas verticais distais.

VD
Comparacéo Dif. Médias o} P
C6xCO 6,780 13,866 <0,001
C6xC3 0,030 0,0614 0,999

C3xC0 6,750 14,478 <0,001
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Tabela 9 - Comparacao controle x tempo para as medidas horizontais mesiais.

HM
Comparacédo Dif. Médias q P
C3xCO 4,967 10,336  <0,001
C3xC6 1,267 2,5130 0,196
C6 x CO 3,700 7,3420 <0,001

Tabela 10 - Comparagdo controle x tempo para as medidas horizontais centrais.

HC
Comparagéo Dif. Médias q P
C3xCo 4,917 9,968 <0,001
C3xC6 0,537 1,037 0,746
C6 x CO 4,380 8,467 <0,001

Tabela 11 - Comparacdo controle x tempo para as medidas horizontais distais.

HD
Comparagéo Dif. Médias q P
C3xCo 4,017 9,116 <0,001
C3xC6 0,843 1,825 0,412
C6 x CO 4,860 10,516 <0,001

Tabela 12 - Comparagdo experimental x tempo para as medidas verticais mesiais.

VM
Comparacdo Dif. Médias q P
EO x E3 0,6830 1,853 0,401
EO x E6 0,0633 0,164 0,993
E6 x E3 0,6200 1,603 0,502

Tabela 13 - Comparagdo experimental x tempo para as medidas verticais centrais.

VC
Comparagéo Dif. Médias q P
EO x E3 0,917 2,186 0,286
EO x E6 0,280 0,637 0,895

E6 X E3 0,637 1,448 0,568
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Tabela 14 - Comparagéo experimental x tempo para as medidas verticais distais.

VD
Comparacéo Dif. Médias q P
EO X E3 0,750 1,609 0,500
EO x E6 0,907 1,854 0,401
E6 x E3 0,157 0,320 0,972

Tabela 15 - Comparacdo experimental X tempo para as medidas horizontais mesiais.

HM
Comparacédo Dif. Médias q P
E6 x E3 0,970 1,925 0,375
E6 x EO 0,487 0,966 0,775
EO x E3 0,483 1,006 0,759

Tabela 16 - Comparagdo experimental x tempo para as medidas horizontais centrais.

HC
Comparagéo Dif. Médias q P
E6 x E3 0,577 1,115 0,713
E6 x EO 0,227 0,438 0,949
EOx E3 0,35 0,710 0,871

Tabela 17 - Comparagéo experimental x tempo para as medidas horizontais distais.

HD
Comparacédo Dif. Médias q P
E6 x E3 0,273 0,591 0,908
E6 x EO 0,273 0,591 0,908
EO x E3 0 0 1

Tabela 18 - Comparagdo experimental x controle para as medidas verticais mesiais.

VM
Grupos  Tempo Dif. Med. q P
ExC 0 9,483 25,717 <0,001
ExC 3 1,717 4,655 0,003

ExC 6 2,320 5,743 <0,001
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Tabela 19 - Comparacgéo experimental x controle para as medidas verticais centrais.

VC
Grupos Tempo  Dif. Med. q P
ExC 0 9,9 23,61 <0,001
ExC 3 2,25 5,366 <0,001
ExC 6 2,84 6,183 <0,001

Tabela 20 - Comparacdo experimental x controle para as medidas verticais distais.

VD
Grupos Tempo Dif. Med. q P
ExC 0 10,167 21,807 <0,001
ExC 3 2,667 5,720  <0,001
ExC 6 2,48 4,856 0,002

Tabela 21 - Comparagdo experimental x controle para as medidas horizontais mesiais.

HM
Grupos Tempo  Dif. Med. q P
ExC 0 8,233 17,135 <0,001
ExC 3 2,783 5,792  <0,001
ExC 6 5,02 9,537 <0,001

Tabela 22 - Comparagdo experimental x controle para as medidas horizontais centrais.

HC
Grupos Tempo Dif. Med. q P
ExC 0 8,333 16,896 <0,001
ExC 3 3,067 6,218 <0,001
ExC 6 4,18 7,736  <0,001

Tabela 23 - Comparagdo experimental x controle para as medidas horizontais distais.

HD
Grupos Tempo Dif. Med. q P
ExC 0 8,067 18,307 <0,001
ExC 3 4,05 9,191 <0,001

ExC 6 3,48 7,21 <0,001
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Grafico 1 - Médias das medidas verticais dos grupos controles.
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Gréfico 2 - Médias das medidas verticais dos grupos experimentais.
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Gréfico 3 - Médias das medidas horizontais dos grupos controles.
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Gréfico 4 - Médias das medidas horizontais dos grupos experimentais.
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6 DISCUSSAO

Segundo o preconizado por Hollinger e Kleinschmidt (1990), este estudo foi
realizado na mandibula de coelhos, devido ao seu tamanho facilitar os procedimentos de
enxerto. Ao seguir o0 modelo experimental de Milloro, Haralson e Desa (2010) houve a
seccdo de raizes proximas ao defeito, porém apds trés e seis meses observou-se a
reabsorcao e substituicdo destas raizes por 0sso, ndo alterando a forma do defeito e ndo
parecendo influenciar na integracdo do enxerto. O &ngulo mandibular € livre de raizes,
no entanto, o 0sso é fino e composto por duas corticais fusionadas, ndo suportando a
adaptacdo de enxertos e podendo influenciar a resposta biolégica (HOLLINGER;
KLEINSCHMIDT, 1990).

A ndo regeneracdo completa dos defeitos dos grupos controles aos seis
meses demonstra que estes se tratavam de defeitos de tamanho critico sendo, portanto,
um modelo experimental valido para testes de biomateriais, corroborando com o0s
achados de Milloro, Haralson e Desa (2010) e Gomes et al (2010). O volume de 0sso
regenerado observado aos seis meses ndo foi estatisticamente diferente do observado
aos trés meses, sugerindo que o volume final foi obtido aos trés meses.

A auséncia de diferenca significante entre os tempos do grupo experimental
pode ser explicado pela metodologia empregada medir toda a regido enxertada e nédo
somente 0 0sso regenerado. Aos trés e seis meses observava-se a perda de densidade e
aparente substituicdo por 0sso regenerado nas regifes previamente ocupada pelo
enxerto, porém somente dentro dos limites do defeito do receptor, enquanto nas areas
onde o enxerto ultrapassava o volume do defeito parece ter havido pouca reabsorcéo,
mantendo o volume externo do enxerto. A utilizacdo do tempo zero nos grupos
experimentais permitiu avaliar a adaptacdo dos enxertos ao leito receptor e sua
densidade antes do inicio do processo regenerativo, fornecendo informacgdes que
auxiliaram a identificar as mudancgas ocorridas nos tempos seguintes. A variacdo da
densidade observada neste tempo sugere nao haver padronizacdo da densidade do 0sso
utilizado para os enxertos (Figura 29).

No tempo trés meses dos grupos experimentais, a diminui¢do da densidade e
o0 arredondamento das bordas sugerem que os enxertos foram parcialmente reabsorvidos
e substituidos por o0sso regenerado em algumas partes. Em trés dos seis enxertos

formaram-se areas hiperdensas em seu interior com densidade semelhante ao 0sso
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cortical que necessitam de andlise histoldgica para se identificar o tipo de formagéo
Ossea presente.

A variacdo de densidades observadas no tempo zero pareceu influenciar o
comportamento dos enxertos, ja que no tempo trés meses 0s enxertos semelhantes aos
menos densos do tempo zero aparentavam estar ainda menos densos e mais substituidos
por 0sso regenerado, enquanto 0s mais densos pareciam pouco alterados, possivelmente
devido a macroporosidade dos menos densos se aproximar mais a do osso medular do
hospedeiro, favorecendo a regeneracdo (BALDINI, DE SANCTIS, FERRARI, 2011).

A0s seis meses 0s enxertos encontravam-se ainda mais reabsorvidos e
substituidos por 0sso regenerado do que no tempo trés meses. No entanto, este processo
de substituicdo somente ocorreu dentro dos limites previamente ocupados por 0sso do
receptor, sendo que onde o enxerto ultrapassava as margens do defeito, parecia ndo
haver evidéncias de regeneracdo, demonstrando a j& esperada auséncia de capacidade
osteoindutora e osteogénica. Os excessos marginais localizados abaixo da base da
mandibula perderam densidade, sugerindo sua reabsor¢do. O fato da reabsorcdo e
substituicdo estarem mais avancadas do que no tempo trés meses, mostrou que 0
processo estava em evolucio e possivelmente ainda ndo estava encerrado. E necessario
um tempo de observa¢do maior do que seis meses para verificar se ocorre a substituicao
total do enxerto por 0sso regenerado, uma das propriedades desejadas para estes
materiais. Por se tratar de um material novo, a literatura a respeito do OBIN ainda é
escassa. Os artigos existentes tratam apenas de sua caracterizacdo fisico-quimica e sua
biocompatibilidade. No Gnico artigo clinico encontrado, Rosito et al. (2008) utilizaram
0 0ss0 bovino integral liofilizado em vinte e cinco pacientes submetidos a cirurgia de
revisdo de artroplastia total de quadril, obtendo incorporacéo dos enxertos em 100% dos
casos. Ja no presente estudo, em apenas um dos animais dos trinta e trés operados ndo
ocorreu a incorporacdo, provavelmente devido a infeccdo, j& que havia imagens
sugestivas de abscesso ao redor do enxerto e ao exame clinico ndo havia exposicao do
material.

Em concordéncia com o estudo de Molina (2011), observou-se regeneracéo
Ossea progressiva de acordo com o tempo, ou seja, quanto maior o tempo de
observacao, maior o volume de 0sso regenerado, bem como a integracdo da maioria dos
enxertos e maior regeneracdo 6ssea do que no grupo controle (codgulo). Apesar da
diferenca nos tempos de observagéo, os resultados do presente trabalho concordam com
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o trabalho de Hochheim Neto (2010), onde foi observado o inicio da reabsorcdo do
enxerto aos sessenta dias e aumento da regeneragdo 6ssea no mesmo periodo.

Esta reabsorcdo e substituicdo por osso regenerado é desejavel em locais
onde se planeja a reabilitacdo com implantes, para que eles possam ser instalados em
0sso vital. J& para o preenchimento 0sse0 em areas estéticas, 0S enxertos ndo
reabsorviveis sdo mais indicados para a manutengdo do volume 6sseo (BUSER, 2009).

Segundo Duarte e Schaefer (2000) uma das desvantagens do processamento
do OBIN seria a diminuicdo da sua capacidade de osseointegracao e a alteracdo de suas
propriedades mecanicas. No entanto, isto ndo foi observado neste trabalho, ja que com
excecdo de um enxerto, onde ndo houve integracdo por causa de infec¢do, em todos 0s
outros houve integracdo com o 0sso do hospedeiro. Também néo houve dificuldade na
manipulacdo e adaptacdo ao leito receptor, jA que 0 enxerto se apresentava bastante
resistente, concordando com Rosito et al. (2008, 2009).

Galia et al. (2005) ao implantarem OBIN em fémures de ratos observaram
neoformacéo 6ssea em 46,1% da amostra, fibrose em 38,4% e 0sso necrético em 26,3%.
Apesar de se tratarem de local de enxerto, animal utilizado e tipo de andlise diferentes,
no presente estudo observou-se a integracdo do enxerto em 90,9% dos casos, sendo que
no caso onde houve infec¢do e ndo integracdo do enxerto é dificil de identificar a causa.

Através de analises radiogréficas, Rosito et al. (2008, 2009) verificaram que
em artroplastias de quadril o OBIN obteve resultados semelhantes ao 0sso alégeno
liofilizado, sugerindo que as propriedades fisicas e quimicas do OBIN sdo semelhantes
as do osso humano, gerando resultados proximos. Concordando com os achados
tomograficos do presente estudo, os autores observaram que na radiografia pos-
operatoria de trés anos o enxerto pareceu perder densidade e ser substituido por
trabéculas com organizagdo semelhante ao 0sso do hospedeiro.

Na andlise histologica do trabalho de Rosito et al. (2009) realizada dois anos
apos o procedimento de enxerto de OBIN em humanos, era possivel observar particulas
Osseas do enxerto circundadas por 0sso neoformado, no entanto ndo ha mais
informagdes sobre a quantidade de particulas presentes em toda a area regenerada, para
que se possa ter uma ideia se houve reabsorcdo ou a permanéncia da maior parte do
enxerto até este periodo, o que daria indicios se trata-se de um material ndo reabsorvivel

ou reabsorvivel.
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Segundo Galia et al. (2011) a velocidade de reabsorcdo dos enxertos
xendgenos estd relacionada a sua cristalinidade. Enxertos processados a altas
temperaturas sdo mais cristalinos e possuem velocidade de reabsor¢do menor. Na
analise por difracdo de raios x feita pelos mesmos autores, observou-se que o OBIN
possui cristalinidade semelhante a do o0sso bovino inorganico, um material sabidamente
de reabsorc¢do lenta, sendo considerado ndo reabsorvivel. Assim, € possivel supor que o
OBIN também ndo seja reabsorvivel, no entanto, a analise histologica ainda é necessaria
para se confirmar esta suposicéo.

Por possuirem a mesma origem, é de se esperar que o OBIN possua
propriedades semelhantes aquelas do OBI. Algumas destas propriedades foram
observadas através de andlise histoldgica no estudo de Tapety et al. (2004). Os autores
relataram que o OBI possui a capacidade de manter espaco por um periodo suficiente
para a regeneracdo 0ssea, devido a sua velocidade de reabsorcdo. Inicialmente houve
predominancia de formacdo Ossea e em estdgios posteriores as particulas estavam
sujeitas a remodelacdo fisiol6gica por osteoclastos. Segundo o0s autores, apos 0
processamento 0 OBl mantém a orientacdo e o tamanho de seus cristais de
hidroxiapatita e uma estrutura constituida de poros interconectados que servem de apoio
para a migracdo das células osteogénicas, o que também foi observado na anélise de
microscopia eletrénica do OBIN realizada por Galia et al. (2011). A presenca de um
indicador de linhagem osteoblastica (ALPase imunoreatividade) fracamente observado
na superficie das particulas, bem como a presenca de osteoblastos secretando matrizes
proteicas 6sseas, indicavam que 0 0sso bovino possui afinidade biolégica por células
osteogénicas e capacidade de promover diferenciacdo celular. Além disto, os fatores de
crescimento presente no 0sso também pareciam estimular a diferenciacdo celular. No
entanto, a incapacidade do OBI de estimular neoformagéo dssea quando enxertado em
tecido mole indica que ndo ha potencial de osteoinducdo. Os autores acreditam que a
liberacdo pelo OBI de ions célcio acima do nivel fisiologico iniba a migracdo e a
atividade de reabsorcdo dos osteoclastos, por esta ndo ser observada nestes enxertos. A
ndo observacdo de macréfagos inicialmente indicou que o OBI possui
biocompatibilidade, ndo gerando respostas imunoldgicas. Também nos estagios iniciais
observou-se predominancia de atividade osteoblastica, sendo a osteoclastica percebida

cerca de sete dias apds o procedimento de enxerto. Os autores também acreditam que o
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volume 6sseo final obtido depende do tamanho do defeito, da idade do paciente e da
presenca de inflamacgéo.

Segundo Schlee e Rothamel (2013) o osso alégeno é quase totalmente
reabsorvido e substituido por osso neoformado de oito a dez meses apds o procedimento
de enxerto por 0sso da mesma qualidade e densidade. Ja& nos 0ssos bovinos, esta
reabsorcéo e substituicdo por 0sso regenerado ndo ocorre (ARTZI et al., 2003a, 2003Db).
O autor também relata que quando utilizada a forma de bloco, a estabilizacdo e
adaptacdo do enxerto ao leito receptor é essencial para o sucesso do procedimento.
Neste trabalho, durante o procedimento cirurgico observou-se que o OBIN possuia
caracteristicas mecanicas que facilitavam a manipulacdo para adaptacdo ao leito
receptor, ficando em intimo contato com as paredes dsseas e também foi facilmente
estabilizado com o uso de fio de aco.

O diferencial do OBIN consiste em sua maior semelhan¢a com 0 0ss0 nao
processado apresentando, portanto, aproximadamente 30% de colageno. Existe também
disponivel para uso nos procedimentos de enxerto o0 0sso bovino inorganico com adig¢do
de 10% de colageno. A diferenca entre os dois consiste na origem destas proteinas
colagenas e na sua forma de adicdo. No OBIN estas proteinas sdo componentes do
préprio 0sso que sdo preservadas pelo processamento, enquanto no OBIC essas
proteinas sdo de origem suina e sdo adicionadas apds o processamento. Essa maior
quantidade de proteinas propicia melhores propriedades mecanicas aos enxertos,
facilitando sua manipulacdo no transoperatério como desgastes para a adaptacdo e
fixacdo com parafusos, sem ocorrer fraturas do bloco. Segundo Han et al. (2011) o
colageno também serve como ponte de ligacdo entre as particulas do enxerto e a parede
do defeito e estabiliza as particulas 6sseas, facilitando a migracao celular.

As caracteristicas observadas no OBIN sugerem que se trata de um material
de integracdo previsivel e que parece sofrer reabsorcdo e substituicdo por 0SSO
regenerado. Contudo, ainda sdo necessarios novos estudos que avaliem atraves da
andlise histologica a hipdtese levantada da sua substituicdo e seu desempenho em
situagBes clinicas diversas, como no aumento vertical e/ou lateral de rebordo e
instalagdo de implantes e movimentagéo ortoddntica sobre o 0sso regenerado. Também
s80 necessarios estudos com tempos mais longos do que seis meses para se verificar até
onde vai a reabsorcdo do enxerto e a estabilidade do osso regenerado. Os resultados

preliminares deste estudo parecem indicar um futuro promissor para este novo enxerto.
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7 CONCLUSAO

Através da analise tomografica das areas enxertadas foi possivel concluir
que o enxerto de 0sso bovino integral foi capaz de auxiliar na regeneracdo 6ssea dos
defeitos de tamanho critico criados na mandibula dos coelhos.

Além disto, também se observou que: ndo ha padronizacdo da densidade
destes enxertos e esta variacdo de densidades parece influenciar no seu desempenho,
sendo 0s menos densos 0s que apresentaram imagens sugestivas de maior reabsorcao e
substituicdo por 0sso regenerado; A reabsor¢do e substituicdo parecem estar em
evolucdo aos seis meses, indicando que se trata de um processo de longo prazo; A
formacdo de osso regenerado somente no espaco do defeito e ndo em éareas onde o
enxerto superava as margens indica que ele ndo possui capacidade osteoindutora e
osteogénica. As caracteristicas observadas, apesar de necessitarem de confirmagdo
através da andlise histoldgica, sugerem que se trata de um enxerto ideal para a
regeneracdo de areas que receberdo implantes devido a sua reabsorcéo e substituicao.

Mais estudos fazem-se necessarios para avaliar o tempo de remodelagédo
final do material enxertado e sua capacidade de substituicdo por osso neoformado.
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