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RESUMO

Defeitos mandibulares secundarios a traumas e neoplasias ou deformidades
freqiientemente representam um desafio para cirurgides bucomaxilofaciais e
ortopedistas. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a cicatrizacdo dssea de auto-enxerto da
crista iliaca associado a terapia celular da medula dssea. Foi criado um defeito 6sseo de
10x5x5mm na mandibula de 28 coelhos, distribuidos em grupo controle (14 animais),
reparados com auto-enxerto de crista iliaca, e grupo experimental (14 animais), em que
o auto-enxerto foi associado a células mononucleares da medula d6ssea autdogena do
fémur. Foram realizadas radiografias semanais da regido operada e analise histologica
de sete animais de cada grupo aos 15 e 30 dias do pos-operatorio. Houve um aumento
gradativo da densidade Ossea, com 85,71% dos animais do grupo experimental e
42,85% do grupo controle apresentando formacdo de ponte Ossea 28 dias apods a
cirurgia. Na analise histopatologica aos 15 dias, os enxertos eram facilmente
visualizados e a atividade das células fagocitarias era intensa. J& aos 30 dias, a sua
visualizag¢do era mais dificil e, quando possivel, apenas um resquicio era visualizado. Os
resultados sugerem que a adi¢do de células mononucleares da medula 6ssea favorece a
cicatrizagao do auto-enxerto em defeitos mandibulares de coelhos.

Palavras-chave: reconstru¢cdo mandibular, regeneragao dssea, enxerto.



ABSTRACT

Bone defects secundary to tumor, trauma or deformity often presents a significant
problem for oral and maxillofacial surgeons and orthopedists. The aim of the present
study is to investigate the bone regeneration of the autograft from iliac creast
associated to cellular therapy with bone marrow. A bone defect was created with
10x5x5mm in 28 rabbits mandible. The control group (14 animals) was repaired with
autograft of the iliac creast and the experimental group (14 animals) was associated to
mononuclear cells from the bone marrow of the femur. Weekly radiographs were done
from the surgery region and histophatology analysis was made in seven animals of
which group, in 15 and 30 days after surgery. A gradative increase of bone density was
seen and the experimental animals presented the bone bridge in 85,71% of the cases,
while in control group only 42,85% of the animals had the same found 28 days after
surgery. The histophatologic analysis showed that in 15 days the autografts were easily
seen and the phagocytary cells activity were intense. Although in 30 days it
visualisation was more difficult and when possible, only a vestige was seen. The results
of this study suggest that the mononuclear cells from the bone marrow can support the
autograft regeneration in mandible defects in rabbits.

Keywords: mandibular reconstruction, bone regeneration, graft.
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1 INTRODUCAO

As falhas dsseas da mandibula, tanto em humanos quanto em animais, podem
ser causadas pela remoc¢do de neoplasias, por trauma e infecgdes ou constituir
deformidade congénita. O tamanho dos defeitos varia consideravelmente, desde
pequenas fissuras alveolares até mesmo resultar da mandibulectomia (YEH; HOU,
1994; ELLIS, 2005). Em caes, as falhas resultantes da mandibulectomia sao fechadas
com tecidos moles, e raramente ¢ feita reconstru¢do mandibular (VERSTRAETE,
2005), o que é sempre priorizado em humanos (BRANDAO; ARAUJO, 1989).

E de extrema importancia que o periodo de recuperagio das fungdes orais seja
breve, para uma melhor apreensao, mastigacao e degluticdo dos alimentos. Além disso,
a falha produzida ¢ de dificil cicatrizagdo, principalmente nos idosos, onde a freqiiéncia

de tumores ¢ maior ¢ a cicatrizagdo 6ssea mais lenta (ELLIS, 2005).

As técnicas de reconstrucdo mandibular tém representado um desafio para os
cirurgides bucomaxilofaciais e ortopedistas (LI; LI, 2005). Para o preenchimento do
defeito, geralmente opta-se pelo auto-enxerto, aloenxerto ou xenoenxerto, sendo o
primeiro o que apresenta os melhores resultados, por ndo produzir rejeicdo e conter

células vivas (GANDELMANN et al., 2003).

O uso potencial de células-tronco, tanto de origem embrionaria quanto de
organismo adulto, tem se expandido. Nos ultimos anos, varios trabalhos t€ém relatado
novas perspectivas com relagao ao tratamento celular na medicina reparadora. Contudo,
a questdo ética referente a utilizagdo de células-tronco embrionarias e o risco de formar
teratocarcinomas ainda exigem cautela no procedimento (JONES; TRAINOR, 2004;
SYLVESTER; LONGAKER, 2004; PASSIER; MUMERRY, 2005; RIVEROS et al.,
2007).

As células-tronco agem no reparo e formag¢do do osso mediante replicacdo e
diferencia¢do celular, produgdo de citocinas regenerativas e matriz estrutural, que
respondem a demanda mecanica para restaurar a fungdo do osso (KRAUS; KIRKER-
HEAD, 2006). Elas tém demonstrado capacidade de incrementar o efeito osteoindutor,
além de fornecer células osteoprogenitoras, e propiciar fatores de crescimento que

intensificam a atividade osteoindutora (RIZZO et al., 2005).



15

r

Entretanto, ¢ necessario estudar com mais profundidade as propriedades
biologicas das células-tronco adultas para esclarecer melhor os mecanismos de acao
relacionados a diferencia¢do celular, bem como o tipo ideal a ser empregado em

protocolos clinicos.

O presente trabalho vem contribuir para a avaliacdo do tempo da cicatrizagao
ossea em falha mandibular experimentalmente induzida em coelhos utilizando-se auto-
enxerto da crista iliaca associado a transplante de suspensdo celular de medula 6ssea

autdgena.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a cicatrizacdo do tecido o6sseo na falha mandibular de coelhos
utilizando auto-enxerto da crista iliaca associado a transplante de suspensdo celular de

medula Ossea autdgena.

2.2 Especificos

- Avaliar a reconstru¢do mandibular com auto-enxerto corticoesponjoso da
crista iliaca fixado com microplacas de titanio em falha dssea experimentalmente
induzida em coelhos.

- Avaliar clinicamente o retorno as condigdes fisiologicas de restauragao
da mastigacao e degluticao dos animais no pds-operatorio.

- Avaliar radiograficamente aos 7, 14, 21 e 28 dias o processo de
cicatrizagao do tecido 6sseo e a fixagao do enxerto a mandibula.

- Avaliar macro e microscopicamente o processo cicatricial no 15° e 30°

dias apds a implantacdo do enxerto na mandibula.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Reconstrugao mandibular

A primeira descricao da utilizacdo de enxertos O6sseos na reconstrugdao de falhas
Osseas data de 1668, quando um cirurgido russo implantou osso de um cdo para reparar
um defeito craniano de um soldado (HIORTING-HANSEN, 2002). Ollier desenvolveu
trabalhos experimentais com enxerto autdégeno em coelhos e caes em 1867 (WEIGEL,
1996). A primeira reconstru¢ao mandibular foi reportada em 1892 por Bardenheuer, que
realizou um transplante do proprio osso mandibular para preencher uma falha 6ssea
nesse local. Com o advento da anestesia e a introducdo das técnicas de anti-sepsia, o uso
dos enxertos 0sseos tornou-se cada vez mais freqiiente, apresentando resultados clinicos
satisfatorios (HJORTING-HANSEN, 2002).

As reconstru¢cdes mandibulares ainda hoje constituem num desafio para os
cirurgides, pois o procedimento pode acarretar defeitos estéticos que dificultam a
integracao do individuo a sociedade, interferem na qualidade de vida e na auto-estima,
além de comprometer as fungdes orais como fonagao e mastigacao ¢ demais fungdes da
mandibula. Por isso, o cirurgido deve ter uma preocupacdo especial com a reconstru¢ao
deste defeito para que ela restabeleca a fungdo e harmonia facial, levando em conta o
aspecto anterior a deformidade, para que os tracos faciais e a fungdo mandibular sejam
devolvidos ou que fiquem o mais proximo possivel das condi¢des ideais (FREITAS et

al., 2006).

3.1.1 Causas de falha mandibular

Na medicina veterinaria, assim como em humanos, as principais causas de
defeitos mandibulares sdo traumatismos, ressec¢des tumorais e osteomielites (YEH;
HOU, 1994).

Os traumas mandibulares ocorrem, geralmente, em conseqiiéncia de brigas e
acidentes veiculares. Na maior parte dos casos, as fraturas apresentam-se abertas e
contaminadas (PIERMATEI; FLO, 1999; LEGENDRE, 2005; LOPES et al., 2005).
Dentre os métodos de estabilizacdo das fraturas, destaca-se a utilizagdo de fios

metalicos, pino intramedular, fixador esquelético externo, resina acrilica e placas
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metalicas (EGGER, 1998; MARRETA, 1998; GIOSO et al., 2001; LEGENDRE, 2005).
ApoOs a osteossintese mandibular, muitas complicagdes podem ocorrer, tais como ma-
oclusdo, osteomielite, ndo-unido e uniao retardada (MARRETA, 1998).

A unido retardada ¢ definida como uma fratura que nao se consolidou no tempo
normal, ¢ a ndo-unido refere-se a fratura na qual cessaram todas as evidéncias de
atividade osteogénica. As causas mais comuns destas condi¢des sdo imobilizagao
inadequada, presenca de uma grande lacuna entre os fragmentos, aporte sangiiineo
prejudicado, osteomielites e perda de fragmentos 6sseos (PIERMATEI; FLO, 1999). O
tratamento ¢ o restabelecimento da estabilidade, utilizacdo de enxertos dsseos ¢ uso de
antibioticos nos casos de osteomielite (LEGENDRE, 2005).

A cavidade oral ¢ o quarto local mais comum de ocorréncia de neoplasias em
cdes e gatos, representando 6% de todos os tumores em cdes e 3% em gatos
(FELIZZOLA et al., 1999; WHITE, 2003).

Aproximadamente 60% desses tumores sdao malignos, destacando-se o
melanoma, o fibrossarcoma, o carcinoma de células escamosas € o osteossarcoma. Entre
0s principais tumores benignos, estdo o €pulis acantomatoso, o épulis fibromatoso e o
ameloblastoma. O ameloblastoma e o épulis acantomatoso apresentam caracteristicas
infiltrativas com recorréncias locais (KOSOVSKY et al., 1991; WALLACE et al., 1992;
VERSTRAETE, 2005).

O tratamento mais efetivo para a maioria dos tumores orais ¢ a mandibulectomia
ou a maxilectomia; elas oferecem a melhor oportunidade para a cura, devendo ser
considerada em todos os casos em que haja a necessidade de uma boa margem de
seguranga (WHITE, 2003). Muitos proprietarios de animais tém uma aversao natural ao
procedimento, necessitando de uma descrigdo detalhada dos resultados cosméticos e

funcionais desse tipo de cirurgia (BERG, 2003).

3.1.2 Mandibulectomia

A mandibulectomia pode ser classificada como unilateral rostral, bilateral
rostral, segmentar, caudal e unilateral total, conforme a por¢ao a ser removida. A taxa
de sucesso e o prognostico vao depender do tipo tumoral. Em geral, os resultados
obtidos sdo excelentes para tumores benignos, bons para carcinomas de células
escamosas, regulares para fibrossarcomas e osteossarcomas e desfavoraveis para o

melanoma (KOSOVSKY et al., 1991; WALLACE et al., 1992; VERSTRAETE, 2005).
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A mandibulectomia também pode ser indicada em casos de fraturas cominutivas
e infectadas, além de ndo-unides. Entretanto, ¢ um procedimento radical e econdmico,
podendo levar a algumas complicagdes (HOELLER; HOLMBERG, 2001;
LEGENDRE, 2005).

Os aspectos funcionais e cosméticos que podem ocorrer apos este procedimento
sao inflamagdo da regido nos primeiros dias, edema sublingual e protusdao da lingua
quando o animal abre a boca. Podem também surgir traumatismos no palato e a
apreensao dos alimentos ficar temporariamente prejudicada, sendo as vezes necessaria
uma assisténcia na alimentagdo dos animais. A excessiva salivagdo tende a diminuir
com o tempo. Pode ainda ocorrer mé oclusdo, devido a instabilidade da mandibula,
levando a uma lesdo degenerativa na articulagdo temporo-mandibular (WHITE, 2003;
VERSTRAETE, 2005).

Em um estudo realizado por Fox et al. (1997), 85% dos proprietarios que
tiveram seus cdes submetidos a mandibulectomia e maxilectomia ficaram satisfeitos
com o resultado. O percentual foi diretamente proporcional ao tempo de sobrevida dos
animais. Todos os proprietdrios acharam a aparéncia dos seus caes aceitaveis apos o
crescimento dos pélos.

Em animais, o defeito criado ap6s a mandibulectomia e maxilectomia ¢ fechado
com tecidos moles e geralmente nenhuma reconstrugdo ¢ realizada (VERSTRAETE,
2005). A literatura apresenta raros relatos de reconstru¢cdes mandibulares em caes
(BOUDRIEAU et al., 1994; YEH; HOU, 1994; BEBCHUK et al., 2000; BOUDRIEAU
et al., 2004). J4 em humanos, a meta nao ¢ s6 remover a lesao patoldgica, mas também
facilitar o bem-estar funcional do paciente. Assim, ¢ preciso um planejamento ndo
somente da erradicagdo da doenga, como também da efetiva reconstru¢do da mandibula
(BRANDAO; ARAUJO, 1989).

Os principais objetivos da reconstrugdo mandibular s3o a manutengdo estavel da
ventilagdo, a restauragdo da mastigacdo, a degluticdo e a funcdo vocal, a possibilidade
de aplicagdo de implantes dentirios e o retorno do contorno mandibular normal

(STRONG et al., 2003).
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3.1.3 Sistemas de fixagao

Para obter-se sucesso no procedimento, ¢ fundamental que o enxerto apresente
uma estabilidade que possibilite a revascularizagdo do tecido. Ultimamente, tem-se
utilizado osteossintese rigida de titanio (GANDELMANN et al., 2003).

As placas de titdnio sdo materiais biologicamente inertes e completamente
biocompativeis (WOLFF et al., 2005). Nos anos 1960, em uma experiéncia para estudar
outros fendmenos, Branemark implantou titanio em fémur de animais de laboratoério e
ndo conseguiu remové-lo, descobrindo entdo a propriedade de osteointegracdao deste
material (MARQUES; FREITAS, 2006).

O desenvolvimento de miniplacas de diferentes formas e comprimentos
possibilitou a adaptacdo dos principios da fixa¢do interna a o0ssos pequenos e finos da
face, o que revolucionou o tratamento das fraturas maxilofaciais em humanos
(BOUDRIEAU, 2004). Bilgili ¢ Kurum (2003) ressaltam que o pequeno tamanho das
miniplacas e parafusos permite uma facil manipulacdo do material ¢ minimo dano ao
tecido mole adjacente. Segundo Boudrieau (2004), elas também promovem uma
adequada estabilidade tridimensional de todos os fragmentos do osso. Por terem um
comportamento mecanico muito semelhante ao 0sso, ndo ha a necessidade de remogao
dessas placas apos a incorporacdo do enxerto. Além disso, elas podem ser facilmente
modeladas antes da ressec¢@o mandibular para manutengdo do plano oclusal (FREITAS
et al., 2006).

Na medicina veterinaria, nos poucos relatos de reconstru¢ao mandibular, a maior
parte descreve a utilizacdo dessas placas (BOUDRIEAU et al., 1994; STRONG et al.,
2001; BOUDRIEAU et al., 2004; GOMES et al., 2006). Nos trabalhos de Boudriecau et
al. (1994; 2004), as trés reconstrugdes descritas tiveram o objetivo de corrigir um caso
de nao-unido mandibular e dois casos de ma oclusao. Gomes et al. (2006) descreveram
uma correcdo mandibular apos a resseccao tumoral de um épulis acantomatoso. Strong
et al. (2001) realizaram reconstru¢do mandibular para testar diferentes tipos de
biomateriais, utilizando caes como modelo experimental.

Outro método de fixagdo em caes foi realizado, também em nivel experimental,
para avaliar a cicatrizagdo Ossea mediante uso de enxerto vascularizado da tibia com
fixador esquelético externo associado a cerclagem (BEBCHUK et al., 2000). Por sua
vez, Yeh e Hou (1994) relatam um caso de reconstru¢do mandibular utilizando vértebra

coccigea vascularizada com o auxilio de pino intramedular de Steinmann.



21

3.1.4 Complicagdes da reconstrugao

As complicacdes mais observadas na técnica de reconstru¢do mandibular se
devem a falhas no sistema de fixacgdo, a técnicas cirtrgicas inadequadas e a falhas no
sistema de cobertura dos tecidos, acarretando um quadro de infeccdo e até perda do
enxerto (GANDELMANN et al., 2003).

As falhas do sistema de fixa¢do geralmente decorrem de reabsor¢do Ossea do
local, deixando o enxerto instavel, de perda dos parafusos ou de erro na escolha do tipo
de fixacdo. A deiscéncia de sutura leva a cobertura inadequada dos tecidos, podendo
ocorrer necrose e exposicao tecidual. Ela ¢ causada por tensdo excessiva da pele, por
reducdo inadequada do espago morto ou até mesmo pela presenca de tecido
desvitalizado. Nesses casos, o mais indicado ¢é realizar uma nova intervengdo cirirgica
que possibilite uma boa cicatrizagdo. A infeccdo do enxerto ¢ a causa mais comum de
insucesso da técnica. Ela se d4 pela contaminacdo durante o procedimento cirirgico e
no periodo pds-operatorio. A reabordagem ¢ de extrema importancia nesses casos, a fim
de estabelecer condigdes favoraveis para a integracao do enxerto, além da administragao
de antibioticoterapia sistémica (FREITAS et al., 2006).

Entretanto, apesar das complica¢des, Boudrieau et al. (2004) descreveram um
caso de reconstrugdo mandibular em um cdo com severa ma oclusdo, onde a Unica
complicacdo foi a abrasdo do quarto pré-molar superior na gengiva dorsolateral. A
abrasdo, recorrente apos seis meses, levou a extracdo do primeiro e segundo molares
superiores.

Segundo Strong et al. (2001), a unica complicag@o ocorrida durante seus estudos
com reconstru¢cdo mandibular em dez cées foi a deiscéncia de sutura em somente um

animal, a qual foi tratada com antibioticos e limpezas locais.

3.2 Enxertos 0sseos

O termo enxerto significa transferéncia de tecido vivo, enquanto implante
implica uso de material ndo vidvel no corpo (STEVENSON, 1998). Quanto a sua
estrutura, os enxertos 6sseos sdo classificados em esponjosos e corticais. Enxertos da
crista iliaca e da costela sdo classificados como corticoesponjosos, por conterem tanto

osso cortical quanto osso esponjoso (HULSE; JOHNSON, 2002).
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O enxerto 0sseo esponjoso € a por¢do 6ssea removida do osso esponjoso das
metafises dos ossos longos, como na tuberosidade coxal da pelve e nas esternebras
(WEIGEL, 1996). Dois dias apds a sua implantagdo, inicia-se a revascularizacdo, que
geralmente ¢ concluida em duas semanas. As células osteogénicas transplantadas ou
mesenquimais tornam-se osteoblastos ativos, que secretam ostedide trabecular. Este ¢
entdo mineralizado e forma novo osso nos focos de fratura e incorpora o enxerto no
0sso hospedeiro. Por serem altamente celulares, mas mecanicamente fracos, os enxertos
esponjosos apresentam uma capacidade osteocondutiva superior, mas ndo proporcionam
o apoio da fratura (HULSE; JOHNSON, 2002).

O enxerto d6sseo cortical, por sua vez, fornece osso compacto ¢ denso com a
finalidade de reconstrug¢do e estabilidade mecanica (WEIGEL, 1996). A
revascularizacdo deste tipo de enxerto geralmente necessita o dobro do tempo que o
enxerto esponjoso. Isto decorre de sua estrutura, pois a penetragdo vascular do
transplante resulta da reabsor¢ao osteoclastica periférica e da infiltragao vascular dos
canais de Volkmann e Havers. Outra diferenca ¢ que o reparo nos enxertos corticais
inicia pela acdo dos osteoclastos e ndo dos osteoblastos (STEVENSON, 1998).

Os enxertos podem promover a osteogénese, uma forma de enxerto que fornece
células para a formacao do osso. A osteoinducao implica a presenca de materiais com a
capacidade de induzir a formacdo do osso através do recrutamento de células para a
cicatrizacdo. J4 na osteoconducdo, o material oferece um suporte para as células
migrarem e se proliferarem. E, por fim, a osteopromogao ¢ obtida pela introdugdo de
substancias ou materiais que aumentam a regeneragao Ossea, ou por estratégias fisicas
ou mecanicas que induzem a proliferacio e a diferenciagcdo das células-tronco
mesenquimais e suas progénies (HULSE; JOHNSON, 2002; KRAUS; KIRKER-
HEAD, 2006).

O surgimento do tecido de granulagdo ocorre apds a fase inflamatéria, quando
inicia a vascularizagdo do enxerto. Sem a vascularizacdo, ndo terd inicio a osteogénese.
Na osteogénese, as principais fontes de células sdo as osteogénicas e osteoprogenitoras
do hospedeiro. A osteoindugdo torna-se parte importante dessa fase de atividade celular

(WEIGEL, 1996).
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3.2.1 Tipos de enxertos 6sseos

Os enxertos, quanto a sua imunocompatibilidade, sdo de trés diferentes tipos
(WEIGEL, 1996). O enxerto autéogeno ¢ o transplante do enxerto de um ponto a outro
do mesmo individuo; o enxerto alégeno ¢é o transplante do enxerto de um individuo a
outro da mesma espécie; € o enxerto xendgeno ¢ o transplante entre animais de
diferentes espécies (STEVENSON, 1998).

O enxerto corticoesponjoso autogeno, quando implantado no tecido hospedeiro,
pode apresentar simultaneamente uma agao osteogénica, pelo fornecimento de células
viaveis, uma acdo osteocondutiva, através de sua matriz Ossea, € uma ag¢ao
osteoindutiva, devido a presenca de proteinas nesta matriz. Embora somente uma
pequena fragdo de células transplantadas em um segmento autdégeno nao vascularizado
ird sobreviver, elas podem contribuir para uma melhora da resposta cicatricial (BAUER;
MUSCHLER, 2000). Por essas caracteristicas, os auto-enxertos corticoesponjosos sao
considerados o “padrdo ouro” dentre os tipos de materiais disponiveis para as
reconstrugoes osseas (PORTINHO, 2006; HE et al., 2007, WOJTOWECZ et al., 2007).

A vantagem do enxerto alogeno em relacdo ao autdogeno é que ele ndo necessita
de sitio doador do hospedeiro e possibilita fornecimento de osso do mesmo tipo e forma
daquele que ird ser substituido. Entretanto, ele ndo fornece células vidveis como o
autdégeno e pode promover reagdes imunoldgicas. Ja os enxertos xendgenos também nao
requerem outro local cirurgico do hospedeiro ¢ podem fornecer grande quantidade de
0ss0, necessitando, todavia, ser tratados rigorosamente para a reducao da antigenicidade
(ELLIS, 2005). Outra desvantagem desses dois métodos ¢ a necessidade da obtencdo de
doadores ¢ a formagao de um banco de ossos (GANDELMANN et al., 2003).

O uso de enxertos 6sseos ¢ principalmente indicado na intensificagdo da
consolidagdo, na reposi¢do do osso perdido por traumatismos com fragmentos
cominutivos ou por resseccdo cirurgica devido a tumores e cistos, em casos de

osteomielites e nos processos de ndo-unido 6ssea (STEVENSON, 1998).

3.2.2 Locais de obtencao dos enxertos 6sseos

As principais regides anatomicas que funcionam como sitios doadores sdo a

crista iliaca, a costela, o radio, a fibula, a escapula e o calvario (BEBCHUK et al.,

2000).
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A maior vantagem do enxerto de costela ¢ a facilidade com que ¢ modelado e
sua anatomia curva similar a da regido de sinfise mandibular, que ¢ uma das areas com
maior dificuldade de reconstru¢do. Mas seu uso implica o risco de lesdo pleural no
transoperatorio e algumas possiveis complicacdes no tratamento pds-operatorio dessa
lesio (GANDELMANN al., 2003). Os autores referidos afirmam que o enxerto mais
usado atualmente ¢ o da crista iliaca, que, além de facil obtencao, oferece os trés tipos
de enxerto: o cortical, o medular e o corticoesponjoso (GANDELMANN et al., 2003).

Outra técnica de reconstru¢do mandibular ¢ o método de microcirurgia com
enxerto vascularizado. Varios locais, como crista iliaca, radio, fibula, costela e escapula,
permitem o uso dessa técnica. Entretanto, a técnica mais consagrada ¢ a utilizagdo da
fibula (BEBCHUK et al., 2000). Esta técnica promove a cicatrizagdo Ossea primaria e
aumenta a resisténcia a infec¢do e a necrose causada pela radioterapia (FREITAS et al.,

2006).

3.3 Cicatrizacgao 0ssea

O tecido 6sseo ¢ um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
osteoblastos, que produzem a parte organica da matriz 0ssea, por ostedcitos, que se
situam em lacunas no interior da matriz, e por osteoclastos, que sdo células gigantes,
moéveis e multinucleadas que reabsorvem o tecido 6sseo, participando do processo de
remodelagdo do osso ¢ do material intracelular calcificado, ou seja, a matriz Ossea
(SOUZA; FREITAS, 2006).

A cicatriza¢do pode ocorrer de forma direta, sem a formacao de calo dsseo, ou
indireta, com a formacdo de calo 6sseo. Na forma direta, os dispositivos de fixacdo da
fratura mantém estabilidade absoluta do fragmento, ndo ocorrendo o estagio
intermediario cartilaginoso (HULSE; HYMAN, 1998; HULSE; JOHNSON, 2002).

A cicatrizacdo do enxerto depende da reagdo inflamatéria do hospedeiro, da
resposta imune ao material enxertado, do processo de proliferagdo, migracdo e
diferenciagdo celular e da revascularizag¢do, resultando em neoformacgdo dssea e uniao
entre o hospedeiro e o enxerto (BAUER; MUSCHLER, 2000). Portanto, os principais
componentes da incorporagdo do implante sdo a revasculariza¢do, a neoformacao dssea
e a unido enxerto/hospedeiro (STEVENSON et al., 1996).

O processo cicatricial tem inicio logo apds a formagdo do defeito dsseo, com o

preenchimento do local com hematoma (HULSE; JOHNSON, 2002). Nesse periodo,
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que varia entre 8 a 12 horas, inicia-se o processo de proliferacao celular e a sintese de
DNA das células da camada periosteal. Essas células sao pluripotenciais, podendo
diferenciar-se em osteoblastos, condroblastos e fibroblastos. Juntamente com este
processo, inicia-se também a angiogénese (SOUZA; FREITAS, 2006).

Os fibroblastos formados nessa fase migram para o interior da ferida,
depositando colageno. A combinacao do colageno com uma rica rede capilar vai formar
o tecido de granulagdo (SOUZA; FREITAS, 2006), que ¢ substituido por
fibrocartilagem (HULSE; JOHNSON, 2002). Nesse etapa, hd a calcificagdo da
cartilagem, aprisionando os condroblastos e convertendo-os em condrdcitos. Ao mesmo
tempo, ha o aumento de osteoblastos e o aparecimento dos osteoclastos (SOUZA;
FREIRE, 2006). Os osteoblastos depositam ostedide sobre as espiculas cartilaginosas
calcificadas, sofrendo a calcificagdo e formando o osso. A remodelagem dssea € o
ultimo estagio, no qual o calo 6sseo ¢ eliminado (HULSE; JOHNSON, 2002; SOUZA;
FREIRE, 2006).

3.4 Células-tronco

As células-tronco sao células primordiais indiferenciadas com capacidade de se
diferenciar em diversos tipos de tecidos, como do figado, sistema nervoso central, rins,
pancreas, pulmdes, pele, trato gastrintestinal, coragcdo e musculo esquelético (RIZZO et
al., 2005; NAKAGE; SANTANA, 2006).

Elas se distinguem das outras células do organismo por apresentarem trés
caracteristicas distintas. Elas s@o indiferenciadas e ndo especializadas; sdo capazes de se
multiplicar por longos periodos mantendo-se indiferenciadas, podendo um pequeno
numero de células originar uma grande populagdo de células semelhantes; e sdo capazes
de se diferenciar em células especializadas em um tecido particular. Assim, as células-
tronco podem realizar divisdes assimétricas, ou seja, tanto podem originar células que
permanecem indiferenciadas, repondo o pool de células-tronco, quanto podem se

diferenciar em células especializadas (Figura 1) (ZAGO, 2006).
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Pool de Células Tronco
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Figura 1 - Desenho ilustrativo demonstrando a propriedade fundamental das células-
tronco de se dividirem assimetricamente (Fonte: Zago, 2006)

Ja na década de 1940, sabia-se da existéncia de células indiferenciadas na
medula Ossea, as quais repdem as células maduras do sangue que vao sendo
constantemente eliminadas. Essas células-tronco hematopoiéticas sdo raras e, por isso,
sua identificagdo morfologica sempre foi muito dificil (ZAGO, 2006).

Estudos subseqilientes mostraram que os precursores hematopoiéticos e
osteogénicos da medula 6ssea eram distintos. As células da medula 6ssea demonstraram
ser capazes de regenerar novos tecidos 6sseos em transplantes seriados com receptores
secundarios, confirmando a capacidade de auto-renovacdo das células osteogénicas e
determinando seu status de células-tronco (COVAS, 2006).

Caplan (1991) verificou que as células-tronco isoladas da medula dssea de
adultos poderiam ser correspondentes as células-tronco do embrido. Assim, essas
células poderiam ser utilizadas terapeuticamente no tratamento de doencas Osseas e

articulares, numa modalidade terapéutica denominada de terapia celular autdogena.

3.4.1 Classificagao

Conforme a sua natureza, as células-tronco podem ser classificadas como
embrionarias ¢ como adultas ou somaticas. As células-tronco embrionarias sao

encontradas nos estagios embriondrios iniciais pos-fecundagdo. As adultas podem ser
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extraidas de diversos tecidos, como medula Ossea, sangue, figado, sistema nervoso,
epitélio, cordao umbilical, placenta, entre outros (FRITSCH et al., 2007).

Quanto a sua capacidade de diferenciacdo, elas podem ser classificadas em
totipotentes, pluripotentes, oligopotentes ou unipotentes. As células totipotentes ou
onipotentes sdo capazes de se diferenciar em todos os tecidos que formam um
individuo, incluindo a placenta e os anexos embrionarios necessarios para a manutengao
da gestacdo, podendo, assim, gerar um individuo completo. Elas sdo encontradas nos
primeiros estagios embrionarios, desde o odcito fertilizado até o embrido no estagio de
morula, o que corresponde a aproximadamente quatro dias apds a fertilizacao na espécie
humana. Células-tronco pluripotentes apresentam o potencial de se diferenciar em quase
todas as células e tecidos do organismo, exceto a placenta e os anexos embrionarios.
Elas ndo tém a capacidade de formar um novo individuo. As células oligopotentes, por
sua vez, possuem capacidade de diferenciacdo mais limitada, ndo podendo formar todos
os tipos de tecido de um individuo. E neste grupo que se encontram as células-tronco

adultas (FRISCH et al., 2007).

3.4.2 Células-tronco adultas

Assim como as células-tronco embrionarias, a caracteristica fundamental da
célula-tronco adulta ¢ a sua habilidade de auto-renovagcdo e de diferenciagdo em
multiplos tipos celulares. Varios mecanismos celulares regulam o balango entre a auto-
renovacdo e a diferenciagdo das células-tronco. Essa fun¢ao de balango ¢ regulada pelo
microambiente, também chamado de nicho. Ele tem se mostrado importante na prote¢ao
e perpetuacdo da capacidade de renovacdo e na manutencdo do estado indiferenciado.
Assim, o nicho pode sinalizar para uma especificidade celular em um determinado
momento, de acordo com o contexto tecidual (FUCHS et al., 2004; MOORE;
LEMISCHKA, 2006).

A quantidade de células-tronco adultas presentes nos organismos ¢ considerada
baixa, ou seja, elas sdo raras em tecidos ou orgdos. As suas fungdes parecem ser as de
manter o equilibrio celular constante e substituir células que morrem por lesdes
provocadas por ferimentos e doengas (FRITSCH et al., 2007).

Virios estudos tém demonstrado que, apds o transplante, somente uma pequena
proporgao de células-tronco sdo incorporadas pelo tecido lesado e se diferenciam. Elas

ndo explicam, assim, a melhora observada, podendo elas ter efeito protetor
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(SVENDSEN et al, 2004). Existe a hipdtese de que as células-tronco liberam citocinas e
fatores troficos no local da lesdo. Outras possiveis fungdes seriam o recrutamento de
células-tronco adjacentes ao local da lesdo, a liberacdo de moléculas que previnam a
morte celular, a interferéncia na inflamacgdo provocada pelo dano tecidual e o aporte de
moléculas e enzimas que supram defeitos metabdlicos (KRAUS; KIRKER-HEAD,
2006; FRITSCH et al., 2007).

3.4.3 Plasticidade

Plasticidade ¢ definida como a capacidade de uma célula-tronco de um tecido
poder gerar tipos diferenciados de células de um outro tecido (FRITSCH, 2007). As
células-tronco adultas sdo capazes de se diferenciar em células especializadas do tecido
do qual derivam. Assim, células-tronco hematopoiéticas da medula dssea sdo capazes de
originar células maduras do sangue, como linfocitos, granuldcitos, monocitos,
eritrocitos e plaquetas. Entretanto, a concepg¢do de que elas tenham capacidade de
diferencia¢do limitada a um unico tecido tem sido desafiada recentemente (ZAGO,
2006). Estudos tém demonstrado que as células-tronco poderiam se diferenciar em tipos
celulares que derivam de uma camada germinativa diferente da propria célula originaria.
Assim, ao transplantar células-tronco hematopoiéticas, foi evidenciada a sua
transformagdo em células epiteliais no figado (JANG et al., 2004), no eséfago, no
intestino, nos pulmdes, no figado ¢ na pele (KRAUSE, 2001), bem como em células
neuronais (MEZEY et al., 2000).

Zago (2006) relatou que a posicdo mais cautelosa ¢ apoiar a continuidade das
pesquisas que visem confirmar ou rejeitar a plasticidade das células-tronco adultas, por
entender que os resultados obtidos até o momento sdo controversos em relagdo a

interpretagdo e a validade desses dados.

3.4.4 Populacao de células na medula dssea

O material obtido da medula 6ssea ¢ bastante heterogéneo e contém uma
grande diversidade de células, incluindo células maduras do sangue, linfocitos,
fragmentos de estroma e gordura, além de células-tronco hematopoiéticas e

mesenquimais (ZAGO, 20006).
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As células-tronco hematopoiéticas sdao células de linhagem sanguinea
responsaveis pela manutengdo e protecao do sistema imune de todos os tipos celulares
do corpo, sendo elas as responsaveis principalmente pela constante renovacdo e
produ¢do de bilhdes de células sanguineas a cada dia. Essas células sdo raras e
representam de 0,05% a 0,1% das células da medula 6ssea (FRITSCH et al. 2007).

A sua utilizagdo vem sendo realizada ha décadas para o tratamento de varios
tipos de doengas hematoldgicas, tais como leucemias, linfoma e mieloma, além de
anemia aplésica, leucodistrofias e lupus eritematoso sistémico. Existe, no entanto, uma
grande discussdo em torno da plasticidade desse tipo celular. Trabalhos publicados ha
mais tempo sugeriram que elas poderiam originar musculo esquelético, miocardio,
hepatocitos e epitélio renal (FERRARI et al., 1998; LIN et al., 2000; ORLIC et al.,
2001; PETERSEN et al., 1999). Entretanto, recentemente tem se dado especial atengao
a heterogenicidade de tipos celulares presentes na medula ossea, levando a hipotese de
que as células-tronco mesenquimais estejam mais diretamente envolvidas nos processos
de reparo que as hematopoiéticas (NARDI; ALFONSO, 2006).

As células-tronco mesenquimais tém gerado uma grande euforia e expectativa
com relagdo ao seu potencial de auto-renovacdo e diferenciagdo em células funcionais
de diferentes tecidos. Apds o seu isolamento e expansao mediante cultivo, elas sao
capazes de se diferenciar em varios tecidos, como 0sso, cartilagem, gordura, musculo,
tenddo, figado, rim, coragdo e varias células neuronais (FRITSCH et al., 2007). Essas
células constituem uma pequena populagdo celular da medula 6ssea, correspondendo a
cerca de 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas medulares (COVAS, 2006).

As células-tronco da medula dssea podem ser coletadas em diversos locais,
sendo a crista iliaca a fonte principal. A coleta ¢ realizada com agulha de bidpsia,
realizando-se sucessivas aspiragdes em diferentes pontos com agulha heparinizada
(DEL CARLO et al., 2004). Outros locais de facil obtengdao de células-tronco sdo a
medula da tibia, do fémur, do imero e da coluna vertebral lombar e toracica (COVAS,

2006; NAKAGE; SANTANA, 2006).

3.4.5 Processamento e isolamento das células da medula 6ssea

A terapia celular utilizada at¢é o momento em humanos nio separa as células-

tronco hematopoiéticas das células-tronco mesenquimais, porque para a selecao das

ultimas faz-se necessario um periodo de cultivo celular in vitro. Esse tempo de cultivo
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poderia ocasionar problemas no transplante ao paciente, por aumentar muito a chance
de contaminagdo. Por isto, os ensaios clinicos utilizam a populagao celular
mononucleada retirada, por exemplo, da medula 6ssea, onde ambos os tipos celulares
estdo presentes (PAZ; LUGO, 2007).

O procedimento para o isolamento das células mononucleares de medula foi
descrito por Boyum em 1968, e consiste na separacao celular através do gradiente de
Ficoll-Hypaque de densidade 1.077 g/mL. Essa solu¢do ¢ formada por uma mistura de
polimeros de carboidratos Ficoll e composto iodado de metrizamida. Em geral, o
processo de separagdo inicia-se com a diluicdo do material coletado da puncdo da
medula 6ssea em solugdo salina tamponada (phosphate buffer saline - PBS), o qual é
transferido para um tubo conico tipo Falcon. Em seguida, ¢ adicionada vagarosamente a
solugdo de gradiente Ficoll-Hypaque ao fundo do tubo. A separacdo ocorre a
temperatura ambiente ¢ apos centrifugacdo a 700 g por 30 minutos. Durante a
centrifugacdo a baixa velocidade, as hemacias e os leucdcitos granuldcitos atravessam a
fase organica (Ficoll-Hypaque) e sedimentam. As células mononucleares localizam-se
na interface entre as duas solucdes, enquanto as plaquetas e as proteinas plasmaticas
localizam-se na fase aquosa. Assim, as células mononucleares localizadas nesse anel
celular na interface entre a fase aquosa e a fase organica sao coletadas cuidadosamente
com uma pipeta de Pasteur e transferidas para outro tubo. Em seguida, essa porgdo é
submetida a lavagem em solugdo salina e ressuspensa em pequeno volume de PBS para

posterior contagem em camara de Neubauer (Figura 2) (FONTES et al., 2006).
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Figura 2 - Técnica de isolamento das células mononucleares da medula 6ssea (Fonte:
Fontes et al., 2006)

ApoOs esse processamento, as c€lulas-tronco mesenquimais podem ainda ser
cultivadas e diferenciadas (KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006; PAZ; LUGO, 2007). O
principal método de isolamento ¢ baseado na capacidade de aderéncia destas células ao
plastico da garrafa de cultura descrito por Friedenstein (1970). As células
mononucleadas retiradas e processadas sao colocadas em meio de cultivo por 72 horas.
Depois desse periodo, retira-se o meio de cultura e, com ele, as células ndo aderentes;
em seguida, as células aderentes sdo submetidas a sucessivas passagens, a fim de obter
o cultivo mais puro em células-tronco mesenquimais (PAZ; LUGO, 2007).

O processo de diferenciacdo dessas células ¢ obtido por meio da adi¢dao de
reagentes ao meio de cultura contendo dexametasona, 4cido ascorbico e glicerofosfato,

resultando em uma linhagem osteoblastica (KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006).
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3.4.6 Utilizagdo em ortopedia

Muitos estudos vém comprovando os efeitos benéficos do uso das células-tronco
da medula 6ssea no processo de cicatrizagdo 6ssea (BARROS et al., 2001a; DEL
CARLO et al., 2003; RIZZO et al., 2005).

Ja as células-tronco mesenquimais sdao células capazes de se diferenciar em
osteoblastos, condrécitos, adipdsitos, tenodcitos e mioblastos. Essas células agem no
reparo e formacdo do osso através da replicagdo e diferenciacdo celular, e da producao
de citocinas regenerativas e matriz estrutural, a qual responde a demanda mecanica para
restaurar a funcdo do osso (KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006). Além disso, elas tém
demonstrado capacidade de fornecer células osteoprogenitoras e de incrementar o efeito

osteoindutor (RIZZO et al., 2005).

Em um experimento foram utilizadas células-tronco mesenquimais cultivadas e
diferenciadas em osteoblastos no preenchimento de uma falha 6ssea mandibular de
10x5mm em coelhos, as quais foram associadas ao osso aldogeno desmineralizado,
utilizado como carreadores para essas células. Nas imagens radiograficas realizadas na
2%, 4% 8* e 12* semanas pos-operatorias, foi constatada uma diferenga estatistica na
densidade entre o grupo experimental e o grupo controle, no qual foi usado somente o
osso aldgeno desmineralizado. Nas imagens da segunda semana, os grupos
experimental e controle apresentavam uma imagem radiolucente no defeito, com o
primeiro mostrando uma maior densidade o6ssea. Na quarta semana, no grupo
experimental, o defeito estava preenchido de calo 6sseo em ambas as margens € na
regido central; ja os controles apresentavam pontos de formacdo de calo na regido
marginal proxima ao implante. As imagens radiograficas da oitava semana
demonstravam a formacdo de calo o6sseo em quase todo o defeito no grupo
experimental, enquanto no grupo controle o calo se distribuia principalmente nas
regides das extremidades do osso hospedeiro. Na décima segunda semana, a falha era
dificilmente observada no grupo experimental, tendo uma densidade parecida com a do
osso mandibular do coelho; no grupo controle, regides radiolucentes ainda estavam
presentes na por¢ao abaixo da falha (LI; LI, 2005).

Barros et al. (2001a) aplicaram medula 6ssea integral e centrifugada, removendo

o sobrenadante, introduzindo-o por via percutanea em falhas 6sseas de radio de coelhos.
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Ocorreu reparacdo dssea em ambos os casos, havendo radiopacidade mais precoce nos
animais tratados, quando comparados aos do grupo controle.

Em um trabalho realizado por Rizzo et al. (2005), a utilizacdo de matriz Ossea
homologa desmineralizada, associada a medula 6ssea autégena fresca, depositada sobre
0s processos transversos descortificados das vértebras lombares na artrodese vertebral
dorsolateral lombar de coelhos, determinou a formacdo de tecido 6¢sseo homogéneo em
toda sua extensdo, proporcionado ao segmento operado uma maior resisténcia mecanica
em comparagao aos segmentos adjacentes.

Del Carlo et al. (2003) utilizaram polimero de mamona acrescido de calcio e
associado a medula 6ssea autdogena na reparagao 6ssea de radio de coelhos. Os autores
constataram que o polimero de mamona acrescido de calcio permite a ocorréncia de
osteogénese e osteocondugdo, com formagdo progressiva de 0sso novo, principalmente
quando adicionado de células da medula 6ssea.

Em um estudo com ovelhas, Shang et al. (2001) realizaram defeitos cranianos
bilaterais utilizando alginato de calcio associado com células-tronco mesenquimais
cultivadas e diferenciadas em células osteogénicas. Apods seis semanas, houve
crescimento 6sseo consideravel no grupo experimental em comparagcdo com o grupo
controle, sem células-tronco. Na avaliacdo com tomografia computadorizada, houve
reparacdo quase completa apos 18 semanas.

No experimento de Portinho (2006), foi procedida uma falha na calota craniana
de ratos, que foi reconstruida com o emprego de osso liofilizado acrescido de células-
tronco mesenquimais. Os resultados obtidos foram histologicamente superiores aos do
uso isolado de osso liofilizado e semelhantes aos do uso de osso autélogo.

Dong et al. (2002), durante a analise da implantacdo de blocos de hidroxiapatita
contendo células-tronco da medula 6ssea no tecido subcutineo de ratos, constataram
que, apos 13 semanas da implantagdo, havia uma superficie porosa da matriz coberta
por osteoblastos e colageno. Na 262 semana, a quantidade desses elementos e a de osso
formado eram maiores.

Em outro experimento, foi avaliada a regeneracdo 0ssea com ceramica e células
Osseas autogenas cultivadas implantadas em cdes. Na terceira semana, notou-se
formagao Ossea nos poros da ceramica e, em oito semanas, formacao de osso lamelar
com invasdo vascular dos poros e presenga de medula o6ssea (YOSHIKAWA et al.,

2003).
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Chang et al. (2003), apos realizarem defeitos cranianos em suinos, utilizaram
células-tronco transfectadas com um adenovirus carreador do gene para BMP-2 humana
para a reconstru¢do. Foi constatada uma melhora significativa entre o grupo controle e o
grupo experimental apds trés meses de avaliagdo, através da tomografia
computadorizada.

Em um outro experimento, Ueda et al. (2005) fizeram uso de células-tronco
mesenquimais, plasma rico em plaquetas e fosfato de beta-tricdlcio na reconstrug¢do
alveolar, verificando um crescimento na altura da crista 6ssea do alvéolo.

Entretanto, alguns trabalhos nao tém demonstrado resultados favoraveis com o
uso de células-tronco. Follmar et al. (2007) implantaram tubos ésseos aldgenos
desvascularizados no subcutaneo de coelhos. Os animais foram divididos em quatro
grupos: tubo vazio; com cola de fibrina; com células-tronco frescas derivadas do tecido
adiposo associada a cola de fibrina; células-tronco pré-diferenciadas derivadas da
gordura também associada a cola de fibrina. Os resultados mostraram uma resposta a
corpo estranho, caracterizado pela formacao de cépsula fibrosa, minima angiogénese e
sem evidéncia de atividade osteoblastica.

Orsi (2006) realizou um experimento semelhante inserindo no subcutdneo de
ratos, osso liofilizado bovino acrescido de células mononucleares da medula 6ssea, de
células-tronco mesenquimais cultivadas ou de células-tronco mesenquimais
diferenciadas, para a formacao de retalho osteocutineo pré-fabricado. A avaliagdo
histoloégica ndo mostrou diferenga entre os grupos. Em todas as amostras, observou-se
processo inflamatdrio cronico, com nitida reabsor¢ao 6ssea e tecido conjuntivo fibroso
circunjacente ao implante. Nao foram visualizados osteoblastos e ostedcitos vidveis nem
neoformacao ossea.

Wojtowicz et al. (2007) analisaram a cicatrizacdo Ossea alveolar apos
cistectomia em pacientes humanos utilizando medula Ossea autdgena, células
mononucleares da medula 6ssea e plasma rico em plaquetas associados a 0sso
liofilizado bovino. Os exames radiograficos mostraram que o plasma rico em plaquetas
apresentou os melhores resultados na regeneragao do osso alveolar.

Mesmo assim, a utilizagdo de células-tronco tem sido encorajada em casos
clinicos, especialmente por ser um procedimento usado ha décadas no tratamento de
doengas na area de hematologia (FRITSCH et al., 1997).

Smiller et al. (2007) utilizaram medula 6ssea autégena em cinco pacientes, cada

um com um diferente tipo de enxerto com substancias carreadoras. Os periodos de
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cicatrizagdo variaram entre quatro e sete meses. Kitoh et al. (2004) administraram
plasma rico em plaquetas associada a células-tronco mesenquimais diferenciadas em
osteoblastos em trés casos clinicos durante a osteogénese por distragdo. Em todos os
casos, ocorreu a consolidagao 6ssea. Lendeckel et al. (2004) relataram um caso de uso
de células mononucleares derivadas do tecido adiposo associadas a cola de fibrina no
preenchimento de falha na calvaria de uma crianga de sete anos de idade. Houve
completa neoformagdo 6ssea do defeito trés meses apds a cirurgia. Mesmo sem ter
havido qualquer complica¢do relacionada com as técnicas em nenhum dos casos
descritos, ndo ¢ possivel saber se realmente as células-tronco auxiliaram nesses
processos, assim como quantificar as melhoras.

Apbs oito anos de uma mandibulectomia subtotal em um paciente de 58 anos
para a ressec¢do de um tumor maligno, Warnke et al. (2004) procederam a uma
reconstru¢do mandibular com tela de titdnio pré-moldada, blocos de osso mineral,
BMP-7, colageno bovino tipo 1 e aspirado de medula 6ssea. Essa composi¢cdo foi
colocada dentro do musculo grande dorsal por sete semanas e posteriormente transferida
como retalho livre. Através da tomografia computadorizada e da cintilografia, foi
possivel observar remodelagdo e mineraliza¢do apos a cirurgia, com melhora funcional

e estética do paciente.

3.5 Modelo experimental

Aproximadamente meio milhdo de coelhos ¢ usado anualmente em pesquisa nos
Estados Unidos, tanto como modelos experimentais, quanto para o fornecimento de
anticorpos e soros para imunizagdo (HARKNESS; WAGNER, 1993).

Esta espécie de animais tem sido amplamente utilizada como modelo
experimental em diferentes processos que avaliam a cicatrizagdo Ossea. Aida et al.
(2003) avaliaram o periodo de laténcia durante a osteogénese por distracdo. Para o
trabalho, os autores realizaram a osteotomia transversal bilateral, anterior ao primeiro
molar. Em seguida, colocaram dois pinos de Kirshner em cada lado da mandibula e os
acoplaram ao aparelho. CLARK et al. (2006) utilizaram o mesmo modelo para terapia
hiperbarica em mandibulas irradiadas submetidas a osteogénese por distragao.

Kahnberg et al. (1998) publicaram um modelo experimental utilizando coelhos
para estudar a cicatrizagdo O6ssea em enxertos 0sseos onlay. Esse tipo de enxerto ¢ usado

para reconstruir a forma da maxila, especialmente em casos de reabsor¢ao ossea. Para o
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procedimento, os autores removeram um segmento do radio e o fixaram diretamente na
mandibula com o auxilio de parafusos de titanio.

Outro modelo experimental para o estudo da cicatrizagdo 0ssea na maxila foi
descrito por Lundgren et al. (1997). O procedimento consistia em promover um defeito
na maxila dos coelhos, entre o incisivo e o primeiro molar, sem a colocagdo de nenhum
material nesse local. Através desse método, foi possivel observar uma falha de 11 mm
de comprimento, 5 mm de altura e 3 mm de profundidade.

Outros autores analisaram o uso de hidroxiapatita instalado no enxerto de crista
iliaca na reconstru¢do mandibular. No experimento, eles promoveram a extragdo do
dente incisivo 50 dias antes da cirurgia a fim de disponibilizar a area para a
reconstrucdao (SHIROTA et al., 1991).

No trabalho de Ranta et al. (1981), promoveu-se o transplante direto de periosteo
tibial para uma falha no osso alveolar da mandibula de coelhos. J4 Ueno et al. (2001)
realizaram um estudo promovendo um defeito no periésteo da mandibula,
reconstruindo-o através da manutengdo desse peridsteo no muiisculo supra-hidideo para a

sua revascularizagao e posterior preenchimento do defeito mandibular.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais experimentais

Para a elaboragdo do experimento, foram utilizados 28 coelhos (Oryctolagus
cuniculus) da raca Nova Zelandia albinos, higidos, com massa corporal média de 3 kg ¢
aproximadamente 90 dias de idade, provenientes da Escola Técnica Agricola (ETA) de
Viamio/RS. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA).

A amostra foi definida com “n” fixo igual a sete coelhos por grupo. Com este
nimero de animais em cada grupo, foi analisada a diferenca entre as medianas dos
escores de cicatrizacdo de dois desvios padrdes correspondentes a um tamanho de efeito

grande considerando a=0,05 e poder de 90%.

Os animais foram avaliados clinicamente e alojados em gaiolas individuais,
. ~ . ’ 1 I
onde receberam como alimento ra¢do comercial especifica para coelhos' e agua ad

libitum.

4.2 Grupos

Os 28 coelhos foram separados aleatoriamente em quatro grupos: grupo
controle, ou grupo auto-enxerto corticoesponjoso, com animais abatidos aos 15 ou aos
30 dias (GC15 e GC30), e grupo auto-enxerto corticoesponjoso associado a suspensio
de células da medula 6ssea autdogena, com animais abatidos aos 15 ou aos 30 dias
(GCT15 e GCT30).

Todos os animais foram submetidos a uma falha 6ssea de 10x5x5 mm na
por¢do lateral da mandibula esquerda na qual foi implantado o auto-enxerto
corticoesponjoso da crista iliaca. Para estabilizagdo deste enxerto, utilizou-se

microplaca de titdnio de 2 mm de espessura com quatro furos para a entrada de

' Nutricoelho, Nestlé Purina Petcare Company, Paulinia - SP.
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parafusos corticais®. No grupo experimental, ao auto-enxerto foi acrescentada a

suspensao celular da medula 6ssea autogena.

4.3 Extracgao do dente incisivo

Todos os coelhos foram submetidos a extragdo do dente incisivo inferior
esquerdo, tendo sido respeitado um periodo minimo de 50 dias para recuperacdo do

alvéolo dentério, a fim de liberar a regido para realizacdo da falha dssea.

As extragdes dentarias foram feitas no Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS), apds pré-anestesia com
cetamina® (40 mgkg'), midazolan® (2 mgkg') e fentanila® (0,8 pgkg™") por via
intramuscular (IM), sendo os animais mantidos sob anestesia inalatoria com a utilizag¢ao

de mascara de oxigénio a 100% e isofluorano® ao efeito.

A extracao foi promovida com o uso de uma alavanca apical reta para a
luxacdo do dente incisivo até promover a mobilidade dentaria (Figura 3) e, entdo, o
dente era removido com auxilio de um forceps (Figura 4). A sutura da mucosa era

efetuada com fio absorvivel sintético multifilamentar 4-0’ com pontos isolados simples.

2 Promm Industria de Materiais Cirtrgicos, Porto Alegre - RS.

3 Ketamina, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Sdo Paulo - SP
* Dormire, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
> Fentanest, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
% Isoforine, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
7 Vicryl, Ethicon, Sao José dos Campos - SP
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Figura 3 - Luxacdo do dente incisivo esquerdo inferior
com o auxilio de alavanca apical reta

Figura 4 - Extracao do dente incisivo esquerdo inferior com
a utiliza¢dao de um forceps

4.4 Procedimento anestésico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados na Unidade de Experimentagao
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, onde os animais permaneciam até a
retirada dos pontos, no sétimo dia pds-operatorio, retornando para a ETA até o final do

tempo de avaliacao.
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O protocolo anestésico usado nesses procedimentos constou de medicacao pré-
anestésica com midazolan (2 mgkg™"), cloridrato de meperidina® (5 mgkg' IM) e
cetamina (40 mg.kg'l) por via intramuscular (IM).

Para a intubagdo, foi administrado 0,2 mL de lidocaina 1%’ na regido da glote
através da hiperextensdo atlanto-occipital para facilitar a abertura da epiglote. Com a
palpacdo da cartilagem laringea, os animais foram intubados através de tubo
endotraqueal de 3,5 mm de didmetro e iniciada a anestesia inalatéria, mantidos com
isofluorano ao efeito, vaporizado em oxigénio a 100% , em circuito semifechado, com
respiragdo espontanea. Durante o transoperatdrio, para ampliar o poder analgésico,
utilizou-se o cloridrato de fentanila na dose de 0,2 mg.kg™”, por via intravenosa, a cada

30 minutos.

4.5 Procedimento pré-operatorio

Os animais foram preparados para a cirurgia em jejum sélido de duas horas.
Posteriormente a aplicacdo da medicagdo pré-anestésica, foi realizada a tricotomia
ampla da por¢do lateral na regido da crista do ilio, estendendo-se até a regido proximal
do fémur, além da parte lateral da mandibula esquerda. O acesso venoso foi obtido
através da puncdo da veia marginal da orelha com cateter 24, por onde se procedeu a
administracio de solucdo salina'® (NaCl 0,9%) na dose de 5 mL/kg/h e ampicilina
sodica (20 mg.kg™ IV)'!, 20 minutos antes do procedimento cirtirgico.

Por fim, com o coelho em decubito lateral, a anti-sepsia da pele foi promovida
com o uso de solu¢do de clorexidine a 0,12%, seguida pela colocagdo dos panos de

campo plésticos estéreis.
4.6 Coleta e processamento das celulas-tronco da medula 6ssea
O processo de coleta da medula 6ssea nos coelhos do grupo GCT ocorreu

antes de iniciar a cirurgia. A preparagdo anti-séptica da regido proximal do fémur foi

realizada da mesma maneira descrita anteriormente.

¥ Dolosal, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP

? Lidol, Hipolabor, Sabara - MG

1 Solugdo Fisiologica 0,9%, Farmacéutica Basa LTDA, Caxias do Sul - RS
' Cilinon, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
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A coleta era realizada, através de pun¢ao percutanea, com agulha hipodérmica
40x12, lavada com heparina, penetrando na fossa trocantérica em dire¢do ao canal

medular (Figura 5).

Figura 5 - Coleta da medula 6ssea do fémur com o uso de uma agulha
hipodérmica 40x12 heparinizada

O volume minimo coletado era de 2 mL por animal. O aspirado total de medula
6ssea, obtida do fémur dos coelhos, foi processado com Ficoll-hypaque'? a fim de
separar a fracdo mononuclear. Para esse processo, inicialmente, o aspirado da medula

foi homogeneizado e lavado por duas vezes com meio de cultura D-MEM" com 10%

> Histopaque 1077, Sigma Aldrich, Sant Louis - EUA
13 Gibeo 11885, Invitrogen, Sdo Paulo - SP
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de soro fetal bovino'* e 1% de penicilina'®. A suspensdo celular foi centrifugada por 5
minutos a 2.000 rpm. Apos a centrifugagdo, o pellet de células foi ressuspendido em 3
mL de meio D-MEM completo. Em um novo tubo falcon, adicionaram-se 3 mL de
Ficoll-hypaque (proporcdo 1:1). A suspensdo celular foi adicionada ao Ficoll-hypaque
pela parede do tubo, evitando assim a mistura. As células foram centrifugadas por 20
minutos a 1.500 rpm a 18 graus Celsius.

As células mononucleares da interfase foram retiradas, colocadas em um novo
tubo falcon e centrifugadas por 5 minutos, a 2.000 rpm.

O pellet celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS. As células foram
quantificadas e sua viabilidade testada por azul de trypan'®. Um total de 1x10° células
vidveis foram transplantadas as extremidades do auto-enxerto corticoesponjoso

mandibular.

4.7 Procedimento cirargico

A coleta do auto-enxerto corticoesponjoso da crista iliaca era procedida com
uma incisdo vertical da pele nesta regido. Em seguida, divulsionava-se o tecido
subcutaneo até a localizagdo da crista, removia-se uma por¢ao de aproximadamente
10x5x5 mm, com o auxilio de uma broca diamantada conica acoplada a um motor de
baixa rotagdo (Figura 6), a qual era entdo acondicionada em cuba de solucdo salina
(NaCl 0,9%) estéril e morna. O fechamento do subcutaneo e da pele era realizado com

fio mononailon 4-0'” em padrio interrompido simples.

' Gibco foetal Bovine Serum, Invitrogen, Sdo Paulo - SP
15 Gibeo 15140, Invitrogen, Sdo Paulo - SP

'® Trypan Blue, Acros Organic, Geel - Bélgica

'” Mononylon Ethilon, Ethicon, Sdo José dos Campos - SP
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Figura 6 - Coleta do auto-enxerto corticoesponjoso, de
10x5x5 mm, da crista iliaca

O acesso cirtrgico da mandibula deu-se por uma incisdo extra-oral, na parte
lateral, a partir de 2 cm da comissura labial até o Ultimo dente molar. O tecido
subcutaneo era divulsionado até a localizacdo do osso. Promovia-se a remogao de,
aproximadamente, 10x5x5 mm de segmento entre a sinfise mandibular ¢ o primeiro
molar, com o auxilio de uma broca conica de baixa rotagdo, sob refrigeragdao constante

com solug¢do salina (NaCl 0,9%) (Figura 7).

o
Figura 7 - Realiza¢dao da falha mandibular de 10x5x5mm
(seta) entre a sinfise da mandibula e o

primeiro molar com o auxilio de uma broca
conica de baixa rotagao



44

ApOs essa etapa, a falha dssea foi preenchida com o enxerto, que foi fixado
com microplaca de quatro furos sem espagamento, de titanio, e dois parafusos de 5 mm,
também de titdnio, sendo um na por¢do cranial da mandibula e outro no orificio
seguinte, caudalmente ao primeiro parafuso, fixando assim o autoenxerto da crista
iliaca. Um outro parafuso de 7 mm, também de titanio, foi colocado no ultimo orificio
caudal da microplaca (Figura 8). Nesse momento, foram aplicadas, no grupo GCT,
1x10° células mononucleares extraidas da medula 6ssea autogena do fémur, no auto-
enxerto da crista iliaca. Por fim, o fechamento da ferida era promovido, com fio
monondilon 4-0, no padrdo continuo simples para a aproxima¢ao dos tecidos e com

ponto isolado simples para o fechamento da pele.

Figura 8 - Fixacdo do auto-enxerto de crista iliaca
(seta) com a utilizacdo de microplaca de
titanio de quatro furos, sem espagamento

4.8 Procedimentos pds-operatorios

Os animais receberam, ao final da cirurgia e nos dois dias subseqlientes,
cetoprofeno'® na dose de 1,0 mg.kg” IV, em intervalos de 24 horas, e cloridrato de
tramadol'’, a cada 8 horas, na dose de 2 mg.kg™ por via subcutinea (SC).

Foi utilizada, como antibioticoprofilaxia sistémica, a enrofloxacina® na dose
de 10 mgkg" por via IM, uma vez ao dia, durante os primeiros sete dias de pos-

operatorio.

18 Ketofen, Rhodia Mérieus, Paulinia - SP
' Tramadol, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
?% Flotril, Industria Quimica e Farmacéutica Schering-Plough S/A, Rio de Janeiro - RJ



45

Para a limpeza da ferida cirtrgica, foi usada solucao salina a 0,9% e aplicada
tintura de benjoim ao redor da ferida, com posterior colocagao de micropore, com a

finalidade de proteger a lesdo.

4.9 Avaliacéo clinica

Para a avaliagdo clinica, os animais eram diariamente inspecionados, durante
sete dias apos o procedimento cirrgico. Observava-se o comportamento dos coelhos
quanto ao retorno da alimentagdo com ra¢do comercial, restauracdo da mastigacdo e

degluti¢ao, dor e edema local.

4.10 Avaliacao radiografica

A avaliagdo radiografica foi realizada aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias apo6s a cirurgia,
com o animal sob anestesia geral, utilizando-se cloridrato de xilazina®' na dose de 10
mg.kg" e cetamina na dose de 40 mg.kg™", ambos por via IM.

Os exames radiograficos, de todos os animais, foram feitos no mesmo
aparelho de raio-x, com carga padrao de 50 kilovoltagem e de 12 miliamperagem.
Foram realizadas duas projecdes, sendo uma lateral obliquada a 45° e outra fronto-
mandibular.

Através das radiografias, foi avaliado o alinhamento do enxerto ésseo em
relagdo aos segmentos proximal e distal da mandibula, a estabilidade da microplaca, a
migracdo dos parafusos, os sinais de consolida¢do das interfaces osso/enxerto e a
formacao de ponte dssea.

A unido radiografica foi considerada presente quando existia continuidade
cortical completa na interface osso/enxerto e os calos, periosteal e endosteal, se

apresentavam com remodelamento ativo.

4.11 Eutanasia

Ao término dos periodos de avaliagdes (15 e 30 dias), todos os animais foram

. e . , 4e 02 . , .
eutanasiados, utilizando-se tiopental sodico™ ao efeito, até que estivessem ausentes

2! Calmium, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Sdo Paulo - SP
*2 Tiopental Sodico, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
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reflexos palpebrais e corneal e dor. Com o animal em plano anestésico profundo, foi
administrada, por via intravenosa, solugdo de cloreto de potassio até a parada
cardiorrespiratoria, seguindo as normas estipuladas para eutandsias em animais pelo

Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

4.12 Avaliagdo macroscopica

Apés a eutanasia, a por¢dao operada da mandibula era avaliada quanto a
existéncia de reacdo dos tecidos moles e qualidade do calo dsseo, sinais de infecgao,
aspecto e estabilidade da microplaca, dos parafusos e do enxerto dsseo. Apos a remogao
da microplaca e dos parafusos, a mandibula foi colocada em solugcdo de formalina

tamponada a 10% para ser submetida a avaliagdo histologica.

4.13 Avaliacgéo histologica

O material fixado permaneceu por um periodo minimo de 72 horas em formol,
sendo, posteriormente, descalcificado em solucao de 4cido nitrico a 10%. Os segmentos
foram cortados longitudinalmente e processados pela técnica rotineira de inclusao em
parafina.

Foram realizados cortes histologicos com espessura de 4 micras; as laminas
processadas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e examinadas em
microscopio Optico. Nessa andlise, foi verificada a presenca ou nao de unido 6ssea em
cada interface, e mensuradas a reacdo inflamatoria, a taxa de reabsorcdo ¢ a
revascularizagdo do enxerto. Para avaliar a unido dssea, foi considerada a Tabela 1 e,

para os demais, a Tabela 2, abaixo.
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Tabela 1 - Escala semiquantitativa para avaliar histologicamente a unido entre o
enxerto 0sseo corticoesponjoso e o leito receptor*

Regido Aparéncia histologica Escore (pontos)
Nao-unido completa 0
Unido fibrosa 1
Interface

Unido cartilaginosa
enxerto/receptor ‘ ‘
Cartilagem com algum tecido 6sseo

W

Unido 6ssea completa

Fonte: adaptado de STEVENSON et al., (1997).
* (Cada interface cranial, distal e medial foi considerada isoladamente. O numero
maximo possivel do escore foi 12 pontos.

Tabela 2 - Escala para avaliacdo da reacdo inflamatoria, taxa de reabsorcdo e
revascularizacdo do enxerto

Escalas Escore (pontos)
Ausente 0
Discreta 1
Moderada 2
Intensa 3

4.14 Andlise estatistica

Inicialmente, foi realizada a analise descritiva das variaveis e testado o
ajustamento de suas distribui¢des em relagdo a distribuicdo normal (p<0,05). Foram
descritas as variaveis quantitativas pela mediana e minimo e maximo. As varidveis
categdricas foram descritas por freqiiéncias absolutas e freqiiéncias relativas
percentuais. Foram comparadas as variaveis pelo teste de Kruskal- Wallis e foi feita, na
variavel revascularizacdo, uma transformagdo por postos para utilizagdo do teste de
Tukey para comparagdes multiplas. Considerou-se um nivel de significncia de 5%.

Para as analises, foi utilizado o pacote estatistico SPSS v. 14.0.
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5 RESULTADOS

Dos 31 animais selecionados para a realizacdo deste experimento, foram

contabilizados 28 coelhos da raga Nova Zelandia, obtendo-se os seguintes resultados.

5.1 Modelo experimental

O modelo animal escolhido para a realizagdo deste trabalho demonstrou uma
facil manipulacdo destes animais durante todas as etapas, um baixo custo de
manutengdo, bem como permitiu uma boa estrutura anatomica para a elaboracao dos

procedimentos cirurgicos e radiograficos.

5.2 Anestesia para extracdo dentaria

O protocolo anestésico proposto para as extragdes dos dentes incisivos inferiores
esquerdos dos coelhos mostrou-se eficaz. A manutencdo anestésica com o uso de
mascara de oxigénio com isofluorano ndo prejudicou o procedimento, embora tenha
sido necessario intercalar o fornecimento do anestésico € a luxacao dentaria. Um animal
foi a obito durante a recuperacdo anestésica, sendo o mesmo excluido dos dados e

substituido por outro animal.

5.3 Extracgdo dentéria

A extracdo dos dentes incisivos foi um procedimento de facil e rapida execugdo,
ndo apresentando quaisquer complicagdes em nenhum dos coelhos, tanto durante a
extracdo, quanto no pés-operatorio. Nao houve necessidade de mudanga na alimentagao.

Ap6s 50 dias da extragdo, os alvéolos dentérios estavam preenchidos por tecido dsseo.

5.4 Anestesia para procedimento cirdrgico

A técnica anestésica empregada nos coelhos para a realizagdo da cirurgia
proposta foi também eficaz para este procedimento. A intubacao foi procedida em todos
os animais, sem que houvesse complicagdes com os métodos propostos. Um animal foi

a Obito durante o transoperatério, sendo excluido e substituido.
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5.5 Coleta da medula 6ssea

Foi possivel a coleta de medula 6ssea com o uso de agulhas hipodérmicas 40x12
heparinizadas; entretanto, em todos os procedimentos, houve a necessidade de utilizagao
de mais de uma agulha, por ficarem preenchidas de 0sso esponjoso, obstruindo-as.

A medula 6ssea do fémur forneceu uma coleta minima de 2 mL de medula 6ssea
em todos os coelhos. Em dois animais, houve a necessidade de incisdo cutinea e
divulsdo do tecido adjacente para a localizagdo da fossa trocantérica e posterior coleta

da medula Ossea.

5.6 Processamento da medula dssea

No processo de separacdo e contagem das células mononucleares presentes na

medula 6ssea, foi obtida uma quantidade de 10° células em todos os coelhos.

5.7 Coleta do auto-enxerto de crista iliaca

A crista iliaca ofereceu um bom local para obten¢do de enxerto 6sseo; além de
ter facil acesso, forneceu uma quantidade suficiente de enxerto para o preenchimento da
falha proposta neste estudo. Em quatro coelhos, foi observada a formagdo de seromas

no local, o qual foi drenado. Nenhum sinal de claudicacao foi observado.

5.8 Estabilizacao do implante

A utilizacdo das microplacas de titdnio proporcionou uma boa estabilidade do
enxerto, oferecendo uma fixagdo interna rigida de estruturas delicadas. Estas placas
também permitiram uma facil manipulagdo e moldagem durante o procedimento
cirirgico.

Um coelho GC 15 dias apresentou rejei¢ao do parafuso cranial, eliminando-o
entre o 7° e o 14° dia pds-operatorio, sem ocorrer o deslocamento do enxerto nem a

desestabilizacdo da placa.
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5.9 Avaliacdo clinica

Durante as avaliagdes clinicas, ndo foi observada qualquer alteracdo relacionada
a mastigacdo e a degluti¢do, com os animais se alimentando normalmente com ragdo
comercial no primeiro dia pds-operatorio. Os animais ndo apresentaram nenhum sinal

relacionado a dor nem edema no local cirurgico.

5.10 Avaliacdo macroscopica

Formacdao de aderéncia na regido operada foi observada com 15 dias de
evolucdo, sendo possivel distinguir o enxerto do tecido Osseo circunjacente. Na
avaliacao macroscopica de 30 dias, o tecido permanecia com aderéncias, entretanto, nao
foi notada a diferenga entre o tecido e a estrutura neoformada. Nao se observou
mobilidade entre o fixador interno e o enxerto, exceto no caso do animal em que
ocorreu a perda de um dos parafusos. Nenhum sinal de contaminagdo, como, por
exemplo, formacdo de exsudato ou mudanca de coloragdo tecidual da regido, foi

percebido.

5.11 Avaliagdo radiogréafica

Nos estudos radiograficos, foi observado aumento gradativo da densidade dssea,
especialmente apds a segunda semana poOs-operatoria. Essa formacao Ossea gradativa
evoluiu até a formagdo de ponte dssea unindo ambas as extremidades do enxerto. Um
animal foi a 6bito apos a sedagdo para o exame radiografico no 7° dia pds-operatorio,
sendo substituido por outro animal. A Figura 9 mostra a imagem radiografica do pos-

operatorio imediato de um animal do grupo experimental.
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Figura 9 - Imagem radiografica de um coelho do grupo
experimental (GCT15) no pods-operatdrio
imediato. A seta mostra a regido da falha
mandibular que foi preenchida pelo enxerto
0sseo

Nas imagens radiograficas realizadas aos 7 dias de pos-operatorio, 14,28% dos
animais apresentaram aumento da densidade Ossea na regido operada em cada um dos
grupos analisados. Nas radiografias feitas apos 14 dias, 85,71% dos coelhos do grupo
GCT mostravam aumento da densidade 6ssea no local da implantagdo do auto-enxerto,
enquanto no grupo GC 92,85% dos coelhos evidenciaram estes mesmos achados. A
Figura 10 exibe a imagem radiografica do aumento da densidade 6ssea do coelho GCT1

no 14° dia pds-operatorio.



52

Figura 10 - Imagem radiografica de um coelho GCT15 exibindo
o aumento da densidade dssea (seta) no 14° dia pos-
operatdrio

Dos 14 coelhos acompanhados durante o periodo pds-operatério, todos
demonstraram boa evolu¢do da reparagdo dssea no exame radiografico feito com 21
dias, embora em nenhum dos casos fosse notada a formagdo de ponte Ossea entre os
fragmentos.

Na ultima analise radiografica, realizada no 28° dia de pds-operatorio, 85,71%
dos animais do grupo GCT e 42,85% do grupo GC apresentaram imagens compativeis

com ponte 6ssea unindo ambas as extremidades do enxerto (Figura 11).



53

Figura 11 - Imagem radiografica apresentando a unido
das extremidades do enxerto com o 0sso
mandibular  (setas)  compativel = com
formacao de ponte 6ssea (GCT30)

Dos dois coelhos do grupo GCT com aumento de densidade dssea aos 7 dias do
poOs-operatorio, um nao apresentou a formacao de ponte 6ssea na imagem radiografica
aos 28 dias. Nao foi possivel observar a evolu¢do do outro animal do grupo, pois ele
fazia parte dos coelhos eutanasiados aos 15 dias de evolugdo pos-operatoria. Dentre o
grupo GC, somente um demonstrou unido entre as extremidades do enxerto.

A Figura 12 apresenta a evolucdo da consolidagdo dssea poOs-cirirgica: as
informagdes referentes ao 7°, 14° e 21° dias representam a presenca de densidade Ossea

e as do 28° dia a formagao de ponte dssea.
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Evolucéao radiografica da consolidacdo 0ssea
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Figura 12 - Demonstracdo grafica da evolu¢do da consolidagdo Ossea
através da radiografia, onde os dias 7, 14 e 21 representam a
presenga de densidade 6ssea e o dia 28 a formagdo de ponte
Ossea

5.12 Avaliacgdo histopatolégica

Nas analises histopatoldgicas com 15 dias de periodo pos-operatodrio, os enxertos
Osseos eram facilmente visualizados e a atividade das células fagocitarias era intensa
(Figura 13). Ja aos 30 dias, a visualizacdo era mais dificil, sendo que o implante era
visto na forma de resquicio. A coaptacdo dos bordos foi mais freqiiente na forma de
ligagdo por tecido fibroso. Associagdes cartilaginosas e dsseas também ocorreram de
forma significativa (Figura 14). A inflamacdo acompanhada de intenso infiltrado

purulento inviabilizou a integracdo em alguns casos.



Figura 13 - Imagem histopatologica (HE obj 20x.) de um coelho
GCT15 apresentando remodelacdo Ossea pelas células
fagocitarias e formacao vascular (setas)

228 : YR g A Se'y

Figura 14 - Imagem histopatoldgica (HE obj 20x) de um coelho
CGT30 mostrando remodelagdo (setas) e coaptagao
Ossea por meio de tecido fibroso com atividade
intensa de osteoblastos com formagao vascular
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De todos os valores avaliados, o tUnico dado com diferenca estatistica
significativa foi o aumento da revascularizagdo entre GCT 15 dias e GC 30 dias. Os
demais achados ndo revelaram diferenga significativa entre os grupos.

A Tabela 3 apresenta os valores das escalas histologicas obtidos nas avaliagdes
das interfaces enxerto/osso, grau de reagdo inflamatoria, taxa de reabsor¢do e taxa de
reabsor¢ao e revascularizacdo do enxerto com suas medianas ¢ os valores maximos e
minimos. As variaveis sdo descritas pela mediana e pelos valores maximos e minimos e
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi feita uma transformagdo por postos da
variavel revascularizagdo, os quais foram posteriormente comparados com o teste de

comparagoes multiplas de Tukey.

Tabela 3 - Valores das escalas histologicas obtidas nas avaliacdes das interfaces
enxerto/osso, grau de reagdo inflamatdria, taxa de reabsorgdo e taxa
de reabsorcéo e revascularizacdo do enxerto dos quatro grupos, com
suas medianas e valores maximos e minimos

Variaveis GC 15dias  GCT 15dias  GC30dias GCT30dias P
Interfaces 4(1a6) 4(1a6) 9(3Bal2) 9(0al2) 0,23
Inflamagao 1(0a3) 1(0a3) 0(0a?2) 0(0a3) 0,73
Taxa de 2(la3) 2(la3) 2(2a3) 3(2a3) 0,13
reabsor¢ao

Revascularizagio 2 (1a3)®  1(la2)® 3(2a3) 2(1a3)* 0,02

a,b: letras iguais correspondem a grupos iguais, letras diferentes correspondem a grupos

diferentes.

A tabela mostra que a maior integracao entre as interfaces enxerto/osso ocorreu
nos animais GC e GCT 30 dias, em relagdo aos grupos GC e GCT 15 dias, alcangando 9
e 4 pontos, respectivamente. Porém houve uma grande variacdo dos valores entre os

animais de cada grupo (Figura 15).
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Figura 15 - Valores da mediana das interfaces enxerto/osso e valores maximos e
minimos alcangados nos grupos controle e experimental

A ocorréncia de inflamagao foi igual nos grupos GC e GCT 15 dias, com
mediana representando baixa reagdo inflamatoria. Nos grupos GC e GCT 30 dias, a

mediana teve valor 0, equivalente a auséncia de reagdo (Figura 16).
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Figura 16 - Valores da mediana e escores maximo e minimo de reac¢do inflamatoria, nos

quatro grupos

Os valores dos escores da taxa de reabsor¢do do enxerto estdo apresentados na
Figura 17. O GCT 30 dias obteve escore 3, indicador de uma intensa taxa de reabsor¢ao;

os demais grupos tiveram moderada taxa de reabsor¢ao (2 pontos).
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Figura 17 - Valores da mediana e escores maximo e minimo da taxa de reabsor¢ao
do enxerto nos quatro grupos

Quanto as taxas de revascularizacdo do enxerto, houve diferenca significativa
entre o GCT 15 dias e o GC 30 dias, com o ultimo apresentando alta taxa de
revascularizagdo. Nos GC15 ¢ GCT30, a formacao de neovascularizagdo foi moderada

(Figura 18).



Revascularizacao
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Figura 18 - Valores de mediana e escores maximos ¢ minimos de revascularizagdo
do enxerto nos quatro grupos
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, a escolha de coelhos (Oryctolagus cuniculos) como modelo
experimental baseou-se, inicialmente, nas caracteristicas desta espécie, como facilidade
de manipulacdo e baixo custo para manuten¢do em biotérios, como descrito por Colomé
(2007).

Modelos animais maiores, como cdes, ovelhas e cabras, tém demonstrado ser um
bom método para avaliagdo do reparo 6sseo de mandibula, fémur e tibia utilizando a
engenharia tecidual, mimetizando situagdes clinicas reais (CANCEDDA et al., 2007);
entretanto, essas espécies apresentam alto custo e dificuldade de manutencao.

Outro importante fator nesta decisdo foi a andlise de varias pesquisas que
fizeram uso desses animais para verificagdo do processo de cicatrizagdo 6ssea em 0Ss0s
longos (BARROS et al., 2001b; DEL CARLO et al., 2003; SILVA et al., 2003), ¢ em
mandibula (RANTA et al., 1981; SHIROTA et al., 1991; KAHNBERG, 1998), o que
facilitaria a comparacdo dos resultados deste trabalho com os demais. Lundgren et al.
(1997) ainda destacam que modelos de defeitos maxilares estdo sujeitos ao estresse da
mastigacao, refletindo a realidade clinica durante a cicatrizagao destas falhas.

O porte fisico dos animais ¢ a dimensdo da area da mandibula permitiram a
realizacdo de uma falha mandibular de 10x5x5 mm, considerado por Li e Li (2005) um
defeito 6sseo critico em coelhos. A regido estudada foi bem identificada através dos
exames radiograficos, assim como descrito por Lundgren et al. (1997). Em
experimentos em que se utilizaram ratos para a avaliagdo da regeneracdo Ossea em
falhas mandibulares, o0 método adotado foi somente a histopatologia, e ndo a analise
radiografica (AROSARENA et al., 2003; AROSARENA; COLLINS, 2005; SOCCOL
et al., 2006). Isto pode ter ocorrido justamente pela dificuldade de visibilizar essas
estruturas, em razdo de seu tamanho anatomico.

A escolha por coelhos também permitiu o uso de células mononucleares
autogenas da medula Ossea, evitando-se assim o risco de reagdes imunologicas e,
conseqlientemente, a rejeicdo destas pelo organismo.

Com relagdo a anestesia, os coelhos apresentam-se normalmente refratarios as
anestesias injetdveis. A anestesia inalatoria produz um efeito rapido, seguro,
proporcionando bom miorrelaxamento e analgesia quando associada com outras drogas.
J& que esta técnica ¢ dificultada pelo procedimento de intubagdo, pode-se usar

alternativamente a indu¢do e manutengdo com mascara facial (QUINTON, 2005).
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Hillyer (1994) indica intubar o animal quando o tempo cirargico for superior a 20
minutos. Para este procedimento, foi realizado a hiperextensao atlanto-occipital para
facilitar a abertura da epiglote e palpou-se a cartilagem laringea como descrito por
Thurmon (1996). Portanto, optou-se pela anestesia inalatoria por ela ser segura e
permitir boa recuperagdo dos animais. Além disso, por se tratar de uma cirurgia oral, a
intubagdo previne a ocorréncia de falsa via de liquidos e sangue, € o uso de mascara
dificultaria a manipulacdo cirurgica durante o transoperatorio. A intubacdo foi
procedida sem apresentar maiores dificuldades.

J& para a anestesia de extragdo dentaria, decidiu-se pela anestesia inalatoria com
0 uso de mascara facial, por se tratar de uma cirurgia rapida e pouco cruenta. As
medicagdes pré-anestésicas e de indugdo forneceram uma boa sedagdo, analgesia e
miorrelaxamento, possibilitando intercalar a extragdo dentdria com o uso da mascara,
sem prejudicar nenhum dos dois procedimentos.

Verstraete e Osofsky (2005) afirmam que, para a técnica de extragdo dentaria do
incisivo de coelhos, deve-se primeiramente realizar uma cuidadosa luxacdo do dente.
Para isto, a alavanca apical deve ser introduzida delicadamente no espago periodontal e
gradativamente movida na dire¢do apical, alternando na regido mesial e distal do dente.
Apo0s o descolamento do ligamento periodontal, a extracdo pode ser realizada com um
forceps, promovendo uma tragdo longitudinal. Esta técnica mostrou-se rapida e de facil
execucdo, embora ela deva ser feita delicadamente para evitar danos nas estruturas do
dente e da mandibula.

Os autores contra-indicam os movimentos rotacionais do forceps durante a
extragdo. Complicagdes como avulsdo do osso alveolar, fratura do dente ou ainda o
recrescimento deste por permanéncia do tecido germinal dental podem ocorrer
(VERSTRAETE; OSOFSKY, 2005). Entretanto, foi necessaria a realizacdo cuidadosa
destes movimentos para facilitar a remoc¢do, o que ndo acarretou nenhuma destas
complicacdes nos animais deste experimento.

Todos os coelhos apresentaram uma excelente recuperagdo, ndo havendo
necessidade de mudanca na sua alimentagdo. A recuperagao do alvéolo dentario ocorreu
em todos os animais apos 50 dias da extragdo, como recomendado por Shirota et al.
(1991). A realizagdo deste procedimento foi fundamental para permitir a criagdo de um
defeito Osseo critico na mandibula, sem danificar as estruturas dentarias. Também foi
possivel associar um método de fixagdo interna rigida com microplacas e parafusos,

para permitir uma boa estabilizagao do enxerto.
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O volume almejado de 2 mL de medula dssea foi alcangado em todos os animais
deste experimento, sem que houvesse necessidade de coleta em mais de um sitio, como
no experimento de Colomé (2007). Foi possivel também estipular o numero de células
mononucleares em 1x10° para a aplicagdo no local da falha. Estes resultados vdo ao
encontro de Barros et al. (2001a), que afirmam haver uma dificuldade em se estabelecer
um volume 6timo de aspirado, ja que o volume de medula 6ssea a ser usado deve ser
definido pela anatomia local, pois o sucesso da enxertia depende primariamente do
numero total de células e secundariamente da concentragdo dessas na amostra. Em dois
casos houve necessidade de pequena incisdo da pele e divulsdo do subcutaneo, devido a
dificuldade em localizar as estruturas para a realizacdo da coleta, em razao da
musculatura presente no local. A crista iliaca ndo foi utilizada como fonte de medula
Ossea porque ela serviu como enxerto dsseo para o preenchimento da falha proposta.
Além disso, houve dificuldade na sua coleta em estudos pilotos.

Os estudos pilotos prévios a este experimento mostraram a necessidade de
heparinizagdo da seringa, pois, quando a heparina ndo era utilizada, as amostras
coagulavam rapidamente, impedindo o processamento. A literatura refere a
possibilidade de a heparina causar dano nas propriedades das células medulares;
entretanto, estudos vém constatando que a sua utilizagdo nao compromete o potencial
osteogénico da amostra (BARROS et al., 2001a).

A escolha pelo método de isolamento das células da camada mononuclear deu-se
por se tratar de um método facil e rapido, que permitiu que a coleta, o isolamento ¢ a
aplicacdo fossem promovidos durante um mesmo procedimento cirurgico, além de
possibilitar a padronizagcdo da quantidade celular a ser implantada no defeito 6sseo. A
importancia das células-tronco na regeneragdo dssea e a sua quantidade relativamente
baixa em relagdo as células nucleadas da medula tém direcionado as pesquisas para o
seu isolamento, purificacao e concentracdo (BARROS et al., 2001a). Entretanto, nao foi
realizada a cultura e diferenciagdo das células-tronco mesenquimais pelos motivos ja
referidos acima, bem como para diminuir os riscos de contaminagdo da amostra durante
0 Processo.

As microplacas demonstraram a mesma facilidade de manuseio relatado pela
literatura, favorecendo, portanto, a manipulacdo das delicadas estruturas da mandibula
de coelhos e levando também ao minimo trauma dos tecidos adjacentes (BILGILI,
KURUM, 2003). Elas propiciaram uma fixa¢do rigida, mantendo uma maxima

imobilizacao do enxerto dsseo no defeito mandibular. A falha de um parafuso no animal
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GC 15 dias pode ter ocorrido pelo desgaste excessivo da broca ao promover o orificio, o
que causou uma instabilidade do parafuso e, conseqlientemente, aumentou as
possibilidades de afrouxamento. Porém, estas placas mostraram-se eficazes na fixa¢ao
do enxerto, podendo ser uma alternativa ndo somente nos modelos experimentais, como
também na rotina dos pacientes veterinarios. Desse modo, a adequada estabilidade das
microplacas auxilia no processo cicatricial e na revascularizagdo, diminuindo a reacao
inflamatoria local.

A proposta inicial era promover uma falha segmentar total da mandibula. Porém,
as avaliacOes anatomica, radiografica e de cirurgias em pilotos identificaram grande
dificuldade em realizd-la e possibilidade de complicagdes pds-cirurgicas, fato nao
observado neste experimento. Em adicdo, outros trabalhos que tinham o objetivo de
analisar a cicatrizagdo em falhas mandibulares ndo a promoviam por completo, o que
consolidou a idéia de ndo realizar uma falha completa para esta analise (SHIROTA et
al., 1991; LUNDGREN et al., 1997; KAHNBERG et al., 1998).

Quanto ao uso da crista iliaca, ela forneceu tecido suficiente para o
preenchimento do defeito Osseo critico da mandibula, permitindo mimetizar uma
situacdo clinica real. Os outros locais de obtengdo de enxertos autogenos,
provavelmente, nao proporcionariam a oclusao desta falha, como também dificultariam
a coleta e manipulagdo.

As caracteristicas das células-tronco de diferenciacdo celular em linhagens
osteogénicas, favorecendo a regeneracdo 6ssea (KRAUS; KIRKER-HEAD, 20006),
levou este estudo a analisar a cicatriza¢ao 6ssea de falha mandibular com o uso de auto-
enxerto corticoesponjoso, associado a células mononucleares da medula dssea, o que
poderia aumentar os efeitos osteogénicos e osteoindutores do “padrdo ouro”. Da mesma
forma, o uso da crista iliaca autégena como carreadora destas células evitaria o risco de
reagdes imunologicas no tecido.

Dois fatores motivaram a realizagdo de radiografias no sétimo dia pods-
operatorio: os experimentos de Barros et al. (2001b) e Del Carlo et al. (2003), que
verificaram reparacdo dssea precoce, € 0 uso do “padrdo ouro”. No entanto, em apenas
14,28% dos coelhos houve aumento da densidade do osso no periodo em questdo, sem
diferenca entre os GC e GCT. Estes achados ndo corresponderam a uma melhor resposta
ao final da quarta semana, visto que apenas um dos trés animais apresentou formagao de

ponte 6ssea, sendo que o outro pertencia ao GCT 15 dias.
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Por outro lado, os dois coelhos do GCT que ndo demonstraram aumento da
radiopacidade aos 14 dias formaram ponte 6ssea na ultima avaliacdo, revelando que a
precocidade ou o retardo no aumento da densidade do osso ndo correspondeu a uma
melhor regeneragdo. E dificil explicar a razdo desses resultados, pois muito pouco se
sabe sobre como as cé€lulas-tronco agem na regeneracdo dssea € em que momento elas
participam ativamente ou se tornam coadjuvantes. E possivel que elas nio somente
forneceram células osteoprogenitoras, mas também fatores de crescimento que se
somaram a atividade osteoindutora (RIZZO et al., 2005). Ou até mesmo que o processo
de reabsorcdo e substituicdo por tecido dsseo, quando se instalou, possa ter ocorrido
com um numero maior de células.

Os exames radiograficos do GCT aos 28 dias mostraram que a falha mandibular
estava preenchida de calo dsseo em ambas as margens, condizendo com o trabalho de Li
e Li (2005), que utilizaram no grupo experimental células-tronco mesenquimais
diferenciadas em osteoblastos. Este resultado ressalta a superioridade desse grupo com
relacdo ao grupo controle, com obtencdo de resultados semelhantes aos do uso da
técnica de cultivo e diferenciagao.

A unica variavel histopatologica que refletiu uma diferenga estatistica
significativa foi a taxa de revascularizagdo entre GCT15 e GC30. A comparagdo desses
valores ndo ¢ confidvel, porque ocorreram em periodos distintos da consolidacdo Ossea
e porque na segunda semana ainda ocorre o processo de proliferagdo vascular, o que ja
permite esperar uma maior penetragdo de vasos numa etapa mais adiantada. E possivel
verificar que estes valores foram maiores no GC15 e no GC30 quando comparados ao
GCT15 e GCT30. Sabe-se da importincia desta formagao no fornecimento de nutrientes
e células ao enxerto (STEVENSON et al., 1996; BAUER; MUSCHLER, 2000).
Entretanto, os animais GCT30 mostraram melhores resultados radiograficos, o que
permite supor que ou a irrigagao foi mais eficaz ou a presenca de um maior numero de
células vidveis permitiu a regeneragdo mais rapida, independentemente da irrigagao.

A progressdao do processo cicatricial foi confirmada em ambos os grupos, ndo
sendo observadas outras diferengas estatisticas entre eles, tal como em Li e Li (2005). O
autor sugere que, nos animais experimentais, os processos de osteogénese, osteoindugao
e osteoconducdo ocorreram simultaneamente; ja no grupo controle, o principal processo
envolvido pareceu ser a osteoconducdo. Em fungdo de o presente estudo utilizar auto-
enxerto, ¢ esperado que estes mecanismos ocorram em ambos os grupos de maneira

semelhante; contudo, os coelhos em que foram utilizados células mononucleares podem
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ter apresentado uma quantidade maior de células, o que auxiliou na melhora
radiografica destes animais.

Os estudos de Portinho (2006) e de Yuan et al. (2007) evidenciam que o uso das
células-tronco na regeneragdo oOssea promoveu uma melhor cicatrizacdo, quando
comparado ao uso da substancia carreadora isoladamente, embora sem superar os
resultados dos auto-enxertos. Estes dados sugerem que, em razdo de a falha ter sido
preenchida com o uso de um enxerto considerado ideal, apresentando células viaveis,
esta diferenca possa ndo ter sido tdo expressiva.

Somado a isto, diferencas entre os animais em que se empregaram as c¢lulas-
tronco mesenquimais s6 foram marcantes quando houve pouca ou nenhuma reparagao
da falha 6ssea nos grupos controle (SETO et al., 2001; SHANG et al., 2001; HE et al.,
2007). Este fato ndo ocorreu no grupo controle deste experimento.

Com relagdo aos dados das interfaces enxerto/osso, os coelhos GC ¢ GCT 30
dias tiveram uma maior integracao, confirmando a evolugdo cicatricial neste periodo
quando comparada a dos 15 dias. Os grupos GC e GCT, tanto aos 15 quanto aos 30
dias, tiveram os mesmo resultados, havendo grande variag¢do entre os animais do mesmo
grupo. Isto se deve, principalmente, a presenga de tecido fibroso, cartilaginoso e 6sseo
sem distribuicdo homogénea e aos diferentes graus de regeneragdo no mesmo enxerto e
de inflamagao observados entre os animais.

A taxa de reabsor¢do foi maior no GCT 30 dias com relagdo aos demais,
representando uma intensa atividade celular no enxerto. A matriz do osso ¢ reabsorvida
pelo processo de remodelamento, sendo substituida por tecido Osseo e,
conseqlientemente, aumentando a densidade o6ssea (STEVENSON et al., 1996;
BAUER; MUSCHLER, 2000). Este processo ¢ fundamental na cicatrizacdo, e
possivelmente, por esta razdo, os animais experimentais evidenciaram uma melhora
radiografica quando comprados ao GC neste periodo.

A reacdo inflamatoria esteve praticamente ausente nos coelhos analisados aos 30
dias. Em um animal do GCT, foi observada intensa reacdo inflamatéria ao redor do
enxerto, sendo este o unico a ndo apresentar ponte Ossea. O processo inflamatorio
possui um papel crucial no processo de cicatrizagdo. Ele ocorre nos primeiros instantes
apés a injuria, atraindo os precursores para a regeneracdo tecidual, e se reduz
gradativamente ao passo que o processo avanga (STEVENSON et al., 1996; HULSE;
HYMAN, 1998; BAUER; MUSCHLER, 2000). Porém, neste caso, ndo houve a

evolugdo como nos demais, pela permanéncia da inflamagdo local, que pode ter
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ocorrido por infec¢do bacteriana. Em 15 dias, este achado foi discreto, em concordancia
com o processo normal apds uma lesdo. Apesar de macroscopicamente nenhum animal
ter apresentado sinais de inflamagdo, no exame histopatoldgico foram identificados
alguns casos de intensa reagao.

Portanto, os mecanismos de acdo das células-tronco na reparagdo 6ssea ainda
precisam ser mais bem estabelecidos. Muitos estudos necessitam ser desenvolvidos para
determinar a melhor forma de administracdo destas células, o agente carreador mais
adequado, o preparo do nicho onde elas vao ser implantadas e as situagdes clinicas em

que elas possam ou devam ser aplicadas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o uso de microplacas de
titdnio permitiu a reconstrucdo da falha critica mandibular de coelhos, fornecendo uma
adequada estabilizacdo do auto-enxerto. Os animais retornaram as fungdes fisioldgicas
normais de mastigacdo e degluticdo apds a cirurgia, sem que houvesse quaisquer

complicacdes relacionadas ao procedimento.

Os exames radiograficos evidenciaram um aumento gradativo da densidade
Ossea no auto-enxerto da crista iliaca, tendo, na quarta semana, a formagdo de ponte

ossea sido maior no grupo experimental.

A analise histopatolégica nao revelou diferencas estatisticamente significativa
entre os grupos experimentais e controle aos 15 e aos 30 dias. Aos 15 dias, os implantes
Osseos eram facilmente visualizados e a atividade das células fagocitarias era intensa. Ja
aos 30 dias, a visualizagdo dos implantes dsseos era mais dificil e, quando possivel, o

implante era visualizado na forma de resquicio.
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