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RESUMO

O presente trabalho analisou o nivel de integracdo de enxertos 6sseos onlay
de calota craniana de ratos, em regido mandibular, associados ou nao ao cimento de
fosfato de calcio (Norian®). Para isso, foram realizadas avaliagdes histoldgicas,
histométricas, além de teste biomecanico de forca de tracdo. Vinte e sete ratos
Wistar, machos, foram submetidos a remocao de enxertos bicorticais da calota
craniana e fixados nos angulos mandibulares. Os animais foram divididos em 6
grupos: C21d — fixagdo do enxerto (controle - morte apds 21 dias); 121d — fixagéo do
enxerto com o pé do Norian® entre o enxerto e o leito receptor (morte apds 21 dias);
B21d — fixagdo do enxerto e colocacdo de Norian®, atuando como barreira, sobre as
bordas do enxerto (morte apés 21 dias); C55d — fixagdo do enxerto (controle - morte
apés 55 dias); 155d - fixagdo do enxerto com o p6 do Norian entre o enxerto e o leito
receptor (morte apds 55 dias); B55d — fixacdo do enxerto e colocagédo de Norian,
atuando como barreira, sobre as bordas do enxerto (morte apos 55 dias). As hemi-
mandibulas do lado esquerdo foram destinadas ao exame histologico e histométrico
e as hemi-mandibulas do lado direito ao teste de forga de tragdo. Em nenhum dos
casos ocorreu infecgdo ou complicagbes poés-operatorias. Andlise histologica e
histométrica - resquicios do Norian foram vistos tanto em 21 quanto em 55 dias,
demonstrando uma gradual substituicdo por tecido o&sseo vascularizado; foi
observada uma maior formacgéo éssea na interface enxerto/osso receptor (IEOR) do
lado esquerdo nos grupos que utilizaram o fosfato de calcio (B21d, B55d e 155d em
relacdo ao C21d) (p= 0,043); um melhor resultado também foi observado em relagao
ao osso total neoformado na interface do lado esquerdo, nesses mesmos grupos (p=
0,08); o grupo 155d apresentou resultados superiores aos grupos controle (C21d e
C55d) e ao grupo B21d na formacéo de osso na IEOR do lado direito (p= 0,045); no
item osso neoformado horizontalmente do lado esquerdo, o grupo C21d néo
apresentou diferenga significativa em relagdo ao C55d, contudo, demonstrou haver
formado menos o0sso que os demais grupos que utilizaram o fosfato de calcio (p=
0,018). Teste de forca de tracao - diferentes dispositivos foram desenvolvidos para
conseguir uma fixacdo eficaz dos espécimes durante o ensaio mecanico, sendo
utilizada a maquina EMIC® DL-200 e o programa MTest versdo 3.0 para obtencéo
das forgas de remogdo dos enxertos em Newton (N). O teste de tragdo demonstrou
que o grupo C21d apresentou resultados significativamente inferiores aos demais
grupos (p= 0,08), além disso, em dois espécimes deste grupo, um enxerto néo



estava integrado e o0 outro estava fracamente aderido ao 0SS0 receptor.
Comparando-se os grupos Controle (21d e 55d), ao longo do tempo, houve um
aumento significativo na forga necesséria para a remoc¢ao dos enxertos (p= 0,032).
O estudo demonstrou bons resultados na utilizacdo dos enxertos onlay associados
ao Norian®, apresentando maior nivel de formacao 6ssea, mesmo se tratando de
uma regido de constante estresse muscular. Além disso, houve uma melhor
integracdo biomecanica, principalmente na fase inicial e mais critica da cicatrizacao.

Palavras-chave*: Cimentos para Ossos; Fosfatos de Calcio; Transplante Osseo;

Experimentacdo Animal; Ratos Wistar; Resisténcia a Tragao.
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This present work has analyzes the integration level of onlay bone grafts of
the skull in rats’ mandibular region, combined or not with calcium phosphate cement
(Norian®). For this, histology, morphometry, and biomechanical test of traction force
have been evaluated. Twenty seven male Wistar rats were subjected to removal of
bicortical grafts of the skullcap and fixed in the mandibular angles. The animals were
divided into 6 groups: C21d — graft fixation (control — death after 21 days); 121d —
graft fixation with Norian® powder between the graft and recipient bed (death after 21
days), B21d - graft fixation and placement with Norian®, acting as a barrier on the
edges of the bone graft (death after 21 days) C55D - graft fixation (control - 55 days
after death); 155d - graft fixation with Norian® powder between the graft and the
recepient bed (death after 55 days); B55d - graft fixation and placement with Norian®,
acting as a barrier on the edges of the graft (death after 55 days). The hemi-jaws on
the left side were taken to the histology and histometric exam and hemi-jaws of the
right to a traction force test. There was no infection in none of the cases or
postoperative complications. Histological and histometric analysis — Norian®s
remnants were seen in both 21 and in 55 days, showing a gradual replacement by
vascularized bone tissue; a higher bone formation was observed in the graft / bone
interface receptor (GBIR) on the left side in the groups using the calcium phosphate
(B21d, B55d and 155d in relation to C21d) (p = 0.043); a better result was also
observed in regard to the total newly formed bone on the left side interface of these
same groups (p = 0.08); the 155d group presented superior results than the control
groups (C21d and C55d) and the group B21d concerning the GBIR bone formation
on the right side (p = 0.045); about the item on the horizontally newly formed bone on
the left side, the group C21d had no significant difference in comparison to C55d,
however, it presented less bone formation than the other groups that used the
calcium phosphate (p = 0.018). The traction force test - different devices have been
developed to achieve an effective fixation of the specimens during the mechanical
test, such as the EMIC® DL-200 machine and the MTest 3.0 version program to

obtain the strength necessary to remove the grafts measured in Newton (N). The



traction test demostrated that the C21d group’s results were significantly lower than
other groups (p = 0.08), furthermore, in two specimens from this group, one graft was
not integrated and the other was weakly attached to the bone receptor. Comparing
the control groups (21d and 55d), over time, there was a significant increase of the
strenght required for the removal of the graft (p = 0.032). The study showed good
results in the use of onlay grafts associated with Norian®, presenting higher levels of
bone formation, even when dealing with a region of constant muscle stress.
Furthermore, there was a better biomechanic integration, especially in the initial and

most critical part of healing.

Key words*: Bone Cements; Calcium Phosphate; Bone Transplantation; Animal

Experimentation; Rats Wistar; Tensile Strength.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

O osso autogeno é considerado o “padrdao ouro” para a reconstrugcdo dos
maxilares (CHACON et al. 2004). Os enxertos homodgenos, heterdogenos e
aloplasticos sao utilizados como recurso na substituicdo aos autogenos (NASR et al.,
1999; MISCH, 2000; FROUM et al., 2002; GORUSTOVICH et al. 2002). A utilizagao
da associagcédo do auto-enxerto a outros materiais tem sido relatada (THORWARTH
et al., 2006; VOS et al., 2009), com o intuito de promover o aumento de maxilas e
mandibulas edéntulas para a futura reabilitagcdo com implantes dentarios (VOS et al.,
2009). Quando os biomateriais s&o utilizados em associacdo com osso autdogeno, ao
invés de serem utilizados isoladamente, ha uma clara aceleracdo da cicatrizacéo
Ossea, devido a viabilidade das células transplantadas, juntamente com o osso do
préprio individuo (THORWARTH et al., 2006).

Ha varios sitios doadores de osso autdégeno, tanto intra quanto extra-orais
(VOS et al.,, 2009). Relatos de baixos niveis de reabsorgdo e o alto grau de
qualidade do osso de calvaria demonstram um grande nivel de sucesso da utilizagao
desse na reabilitacdo de maxilas e mandibulas atréficas, que irdo suportar implantes
dentarios (SMOLKA e 11IZUCA, 2006).

Dentre os diferentes biomateriais utilizados em cirurgias, os cimentos a base
de célcio tém sido considerados biocompativeis, osteocondutivos e possuem um
potencial de substituicdo por osso (ZINS, MOREIRA-GONZALEZ E PAPAY, 2007).
Geram ainda manutencdo de espaco durante a osteoconducgao, em defeitos dsseos,
e possuem a capacidade de serem utilizados como barreira protetora (SILVEIRA et
al., 2008).

O cimento de fosfato de calcio (Norian®) tem apresentado satisfatérios
resultados biolégicos e mecanicos para o uso em aplicagdes clinicas. Possuiu um

tempo de manipulagdo até o inicio de seu endurecimento e quando implantado
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dentro de defeitos craniais, remodela-se vagarosamente através de um processo
normal de acdo de osteoclastos e osteoblastos. Além disso, possuiu grande
resisténcia durante o processo de reabsorcdo e substituicdo por novo o0sso
(KIRSCHNER et al. 2002).

Diferentes trabalhos demonstram resultados de propriedades biomecéanicas
de tecidos bioldgicos e materiais aloplasticos (CAVALCANTE JR et al 2002; COSTA
et al. 2006; WU et al. 2006; ZINS et al., 2008), contudo, ndo h& nenhum relato da
mensuracdo da forca de tracdo relacionada aos enxertos 6sseos autdgenos
aposicionais, isolados ou associados aos materiais aloplasticos. Segundo Rossi et
al. (2007), a analise da forca de ruptura em ensaios mecéanicos pode ser
considerada uma ferramenta atil na avaliacdo da resisténcia de materiais,

fornecendo resultados precisos.

Frente a diversidade de trabalhos existentes na literatura, h4 poucos artigos
que demonstram o uso do Norian® na reconstru¢cdo da regido maxilofacial
(CHAMBERS et al, 2007; SINIKOVIC, et al, 2007; STANTON, CHOU e CARRASCO,
2004; SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006; WOLFF et al., 2004). Também ha uma
auséncia de artigos detalhando os acontecimentos histolégicos da regeneracado de
enxertos 6sseos autégenos com o uso do Norian®, além das propriedades

biomecéanicas que surgem com a associacdo deste cimento aos enxertos onlay.

Segundo o fabricante, a utilizacdo do Norian® com enxertos autégenos ou

sobre tecidos ndo vascularizados ainda ndo é conhecida.

Perante a auséncia de estudos experimentais sobre o assunto, o presente
trabalho teve como objetivo analisar os resultados histolégicos, histométricos e
biomecéanicos de enxertos 6sseos onlay de calota craniana em regido mandibular de

ratos, associados ou ndo ao cimento de fosfato de célcio (Norian®).
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2. DETALHES DA PESQUISA

2.1 - Animais

No presente estudo foi utilizado ratos Wistar machos adultos, pesando entre
400 — 450g (n = 3 a 5 por grupo; n total = 27 animais) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Inicialmente 30 animais foram
submetidos aos procedimentos cirurgicos propostos, sendo que trés animais
morreram e foram repostos. Apds essa reposicdo, houve mais trés mortes,
permanecendo um total de 27 animais na pesquisa. As mortes ocorreram em um

periodo maximo de até 48h apds a indugao da anestesia.

Os animais foram mantidos em estantes ventiladas, equipadas com filtros de
entrada e saida de ar (marca Alesco®), com temperatura controlada (22 + 1° C) e
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00h e luzes apagadas as 19:00h).
Dentro das estantes, os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas para
roedores, preenchidas com maravalha de pinus (trocadas 3 vezes por semana), em
numero maximo de 5 animais por gaiola. Os animais receberam ragcao peletizada
(marca Nuvilab®) e agua filtrada (filtro marca Jojaco®) ad libitum. Nenhum
procedimento experimental foi realizado no espago destinado a manutencido dos
animais, a fim de evitar a producado de qualquer tipo de estresse comportamental.
Durante os procedimentos experimentais, a temperatura do laboratério foi mantida
em 22 + 1° C. Foi utilizado um tempo minimo de adaptagcdo ao novo ambiente de
pelo menos 1h, no qual os animais continuaram com livre acesso a agua e a ragao.

Todos os experimentos foram realizados entre as 8:00h e 18:00h.

Os procedimentos experimentais seguiram as recomendagbes para o
cuidado com animais de laboratério e normas éticas para a experimentagdo em
animais conscientes, do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do
National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América, que sao

adotadas pelo Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O numero
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de animais e a intensidade dos estimulos foram o0s minimos necessarios para

demonstrar os efeitos consistentes do tratamento com o antagonista estudado.

Todos os procedimentos foram submetidos a apreciacdo da Comisséo Cientifica e

de Etica da Faculdade de Odontologia (apéndice A) e do Comité de Etica em

Pesquisa da Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (apéndice B).

Para a realizagdo dos procedimentos, os animais foram anestesiados pela

administragdo intraperitoneal da associacao de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (100

mg/kg peso). A eutandsia foi realizada por inala¢do de isofluorano, nos intervalos de

tempo apropriados. Depois da eutanasia, e da remoc¢do da regido anatdbmica de

interesse para o estudo, os animais foram considerados como lixo biolégico, sendo

recolhidos pelo setor de descarte da PUCRS.

2.2 — Distribuicao dos Grupos

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos da pesquisa

ABREVIAGCOES GRUPO NORIAN® EUTANASIA | N.° ANIMAIS
C21d Controle n&o utilizou 21 dias 05
121d Interface po na interface 21 dias 03
B21d Barreira como barreira 21 dias 05
C55d Controle néo utilizou 55 dias 05
155d Interface po na interface 55 dias 04
B55d Barreira como barreira 55 dias 05

Frente ao metabolismo dos animais utilizados, a eutanasia foi programada

visando grupos que representassem uma fase inicial e uma fase relativamente tardia

do processo de cicatrizacdo dos enxertos.
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2.3 — Desenvolvimento da Pesquisa

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério do
Departamento de Atencdo Farmacéutica e Praticas Profissionais da Faculdade de
Farmacia da PUCRS.

O processo de descalcificacdo das pecas anatbmicas, bem como a
confecgdo das laminas histoldgicas foi realizado no Laboratério de Patologia Bucal
da Faculdade de Odontologia da PUC-MG.

A andlise histométrica e a digitalizagdo das imagens histolégicas foram
realizadas no Laboratoério de Patologia Moacyr Junqueira, em Belo Horizonte, Minas

Gerais.

O teste de forca de tracéo foi realizado no Laboratdrio de Materiais Dentarios
da Faculdade de Odontologia da PUCRS.
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2.4 - Resumo Esquematico do Estudo Experimental

Figura 1 — Esquematizagdo do estudo experimental

REALIZAGAD DE CIRURGIAS EXPERIMENTAIS PADRONIZADAS

Divisdo dos animais em seis grupos, conforme a aplicagdo ou ndo do MNorian™
e o pariodo de eutanisia

Grupes Barrsira

Grupos Controle Grupos Interface
21 & 55 dias (C21A/C55d) 21 8 55 dias (I21d155d) 21 0 55 dias (B21d/B5Sd)
Descrigdo Histoldgica e <:£| |1:> Teste Blemecdnico
Andlise Histométrica [Forga de Tragdo)

. . . 8

Microscopio Optico Desenvolvimento dos dispositivos para o teste

i
. JB

Dissecacgao, secagem e preparagao dos espécimes

Descrigao Histologica:
geral e especifica

Analise Histométrica

i - b

Realizagao do teste através do arrancamento do
enxerto

FONTE: Dados da pesquisa. I-Drograma de I-Dés-Graduag:éo em Odontologia da PUCRS
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RESUMO

O presente trabalho avaliou as forgcas de remocdo de enxertos onlay, através de
teste de tracao, utilizados na reconstrucdo mandibular de ratos Wistar. Vinte e sete
ratos, machos, foram submetidos a remogao de enxertos bicorticais da calota
craniana e fixados nos angulos mandibulares. Os animais foram divididos em 6
grupos: C21d - fixagdo do enxerto (controle - eutanasia apos 21 dias); 121d — fixagéo
do enxerto com o pé do Norian® entre o enxerto e o leito receptor (eutanasia apos 21
dias); B21d — fixagdo do enxerto e colocacdo de Norian®, atuando como barreira,
sobre as bordas do enxerto (eutanasia apds 21 dias); C55d — fixacdo do enxerto
(controle - eutanasia apds 55 dias); 155d — fixagdo do enxerto com o pé do Norian®
entre o enxerto e o leito receptor (eutanasia apdés 55 dias); B55d — fixacdo do
enxerto e colocagao de Norian®, atuando como barreira, sobre as bordas do enxerto
(eutanasia ap6s 55 dias). Diferentes dispositivos foram desenvolvidos para
conseguir uma fixagdo eficaz dos espécimes durante o ensaio mecanico, sendo
utilizada a maquina EMIC® DL-200 e o programa MTest versdo 3.0 para obtencéo
das forgas de remocgéo dos enxertos em Newton (N). O teste de tracdo demonstrou
que o grupo C21d apresentou resultados significativamente inferiores aos demais
grupos (p=0,08) (Kruskal-Wallis). Além disso, em dois espécimes desse grupo, um
enxerto ndo estava integrado e o outro estava fracamente aderido ao osso receptor.
Comparando-se os grupos Controle (21d e 55d), ao longo do tempo, houve um
aumento significativo na forga necessaria para a remocédo dos enxertos (p=0,032)
(Mann-Whitney). O presente trabalho desenvolveu um método viavel para realizagéo
de teste de forca de tracdo aos enxertos OGsseos aposicionais, € os resultados
demonstraram que o Norian® proporcionou melhores resultados biomecanicos
quando associado aos enxertos onlay, principalmente na fase inicial e mais critica da
cicatrizacao.

PALAVRAS-CHAVE: Cimento 6sseo; cimento de fosfato de calcio; enxerto dsseo;
enxerto dsseo aposicional; experimentagao animal; resisténcia a tragao.
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INTRODUCAO

A reconstru¢cdo mandibular através de enxertos 6sseos, visando a futura
instalagdo de implantes dentérios, € um objetivo na reabilitagdo de muitos casos
(Schwartz-Arad e Levin, 2007). Dessa forma, o 0sso autégeno € largamente utilizado
com esse intuito, sendo considerado o material ideal (CHACON et al., 2004; VOS et
al., 2009).

Existem diferentes areas doadoras (VOS et al., 2009), sendo que, quando
se necessita de uma estrutura rigida, estavel, a forma de bloco cértico-medular é
indicada (CHACON et al. 2004). Assim, devido aos bons resultados obtidos nas
reconstrucbes maxilomandibulares, o osso de calota craniana possui uma grande
indicacdo (SMOLKA e lIZUCA, 2006; SMOLKA et al., 2006; GLEIZAL e BEZIAT,
2007).

Devido a fatores relacionados a limitacdo na utilizacdo dos enxertos
autdgenos, os aloplasticos, dentre outros enxertos, sdo utilizados associados ao
0SS0 autdgeno ou substituindo esse (NASR et al., 1999; MACEDO et al. 2004,
STANTON, CHOU e CARRASCO, 2004; OUSTERHOUT e STELNICKI, 1996;
SILVEIRA et al, 2008; SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006; THORWARTH et al.,
2006). O cimento de fosfato de célcio (Norian®) tem demonstrado bons resultados
mecanicos, além dos biologicos, alcangcando uma forga méxima de compressao
apos um periodo de 12 horas de sua manipulagdo. Com o tempo, ha um processo
fisiologico de substituicdo deste material por osso neoformado (KIRSCHNER et al.
2002; KOPYLOV, et al. 2002). Dessa forma, tem sido utilizado em cirurgias
cranianas (KIRSCHNER et al., 2002; GOMEZ et al., 2005) e, em menor proporcao,
em reconstru¢cdes maxilofaciais, principalmente quando ha uma necessidade de
ganho de volume 6sseo em maxila e mandibula (STANTON, CHOU e CARRASCO,
2004; WOLFF et al., 2004; SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006; CHAMBERS et al,
2007; SINIKOVIC, et al, 2007).

Recentemente h4 um aumento no nimero de publicacdes de cirurgias
experimentais que avaliam a forca de tragdo. A analise da forca de ruptura em
ensaios mecanicos é considerada uma ferramenta Util na avaliacdo da resisténcia de
materiais fornecendo resultados precisos (ROSSI et al., 2007). Diferentes trabalhos
demonstram resultados de propriedades biomecéanicas de tecidos biologicos e
materiais aloplasticos (CAVALCANTE JR et al 2002; COSTA et al. 2006; WU et al.
2006; ZINS et al., 2008).

O presente trabalho avalia, através de teste de tracdo, as diferentes forcas
de remocdo dos enxertos autdgenos onlay de calota craniana, associados ou ndao ao
cimento de fosfato de célcio, utilizados na reconstrucdo 6ssea mandibular de ratos
Wistar.
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MATERIAIS E METODOS
Animais e grupos

27 Ratos Wistar, adultos, pesando uma média de 400g, foram submetidos a
remocao de enxertos bicorticais de calota craniana e fixagdo com parafuso de titanio
em angulo de mandibula, sendo divididos em 6 grupos, conforme a forma de
aplicagcdo do material (cimento de fosfato de calcio — Norian® CRS® Craniofacial
Repair System® Fast Set™ Putty) ou a ndo utilizacdo dele:

-Grupo controle 21 dias (C21d) — animais submetidos a eutanasia apds 21 dias de
cirurgia, ndo sendo utilizado o fosfato de calcio; grupo com cinco animais;

-Grupo interface 21 dias (121d) — animais submetidos a eutanasia apos 21 dias de
cirurgia, utilizando-se o p6 do Norian na interface do enxerto parafusado ao osso
receptor; grupo com trés animais;

-Grupo barreira 21 dias (B21d) — animais submetidos a eutanasia apos 21 dias de
cirurgia, utilizando-se o fosfato de calcio, na forma de barreira, para cobrir as bordas
do enxerto parafusado ao 0sso receptor; grupo com cinco animais;

-Grupo controle 55 dias (C55d) — animais submetidos a eutanasia apds 55 dias de
cirurgia, ndo sendo utilizado o fosfato de calcio; grupo com cinco animais;

-Grupo interface 55 dias (155d) — animais submetidos a eutanasia apos 55 dias de
cirurgia, utilizando-se o p6 do Norian na interface do enxerto parafusado ao osso
receptor; grupo com quatro animais;

-Grupo barreira 55 dias (B55d) — animais submetidos a eutanasia apos 55 dias de
cirurgia, utilizando-se o fosfato de calcio, na forma de barreira, para cobrir as bordas
do enxerto parafusado ao 0sso receptor; grupo com cinco animais.

Procedimento cirurgico

A anestesia foi realizada com cloridrato de quetamina (Dopalen®) 100mg/kg
(0,1ml/100g) e cloridrato de xilazina (Anasedan®) 10mg/kg (0,05ml/100g). Antes do
inicio de qualquer procedimento, foi realizada profilaxia antibiética com cefalexina
(60mg/kg — intraperitoneal).

A tricotomia, antissepsia e degermacdo foram realizadas entre as orelhas e na
regido submandibular. Um campo estéril fenestrado isolou a cabega do restante do
corpo do animal. Realizada incisdo entre as orelhas, em pele e musculatura, e outra
em pericranio, permitindo o afastamento dos tecidos e a visualizagao da face externa
da calota craniana. Duas trepanacgdes foram feitas com uma broca trefina com 4,0
mm de didmetro interno, sob irrigagcdo com soro fisiolégico a 0,9%, sem envolver a
sutura sagital mediana (Fig. 1 — a,b). Os movimentos realizados com a broca foram
delicados, no sentido supero-inferior, visando a preservacdo da duramater. Os
discos 0Osseos (enxertos bicorticais da calota craniana) foram removidos com o
auxilio de um instrumento cirurgico pontiagudo e colocados em solugdo salina. A
sutura dos tecidos moles da cabega foi feita com fio de Nylon 4.0.
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Fig.1 (a,b) - Visualizagdo da face externa da calota craniana, com as demarcacoes
dos enxertos, realizadas com a broca trefina de 4,0 mm de didmetro interno.

ApOGs essa manobra, realizou-se a incisdo em pele, submandibular, bilateralmente,
permitindo a divulsdo parcial dos tecidos e a visualizacdo do musculo masséter.
Para evitar a lesdo de nervos e vasos sanguineos na regido submandibular, a
incisdo em peridsteo foi feita anterior a rafe pterigomandibular, estendendo-se sobre
a rafe, até a metade anterior dessa estrutura. A partir desse procedimento, foi feito
um amplo descolamento do masseter na face lateral da mandibula, o que permitiu o
afastamento total dos tecidos e a visualizacdo do leito receptor.

A melhor adaptagdo do enxerto 6sseo bicortical da calota craniana foi realizado
colocando sua face externa em contato com a face lateral (externa) da mandibula.
Dessa forma houve uma maior area de contato entre os 0ssos, devido suas
conformag@es anatémicas.

Um parafuso de titdnio de 1.5 X 4mm (Neoortho® - Curitiba, Parana, Brasil) foi
utilizado para a fixagcdo do enxerto, em sua regiao mais central. Para isso utilizou-se
a broca do sistema, perfurando o enxerto sob irrigacdo com solucéo salina 0,9%, e
adaptando de forma delicada o parafuso no centro do disco 6sseo. Apls esse
processo, realizou-se a perfuracdo bicortical do angulo da mandibula, parafusando o
enxerto contra a sua face externa, até ocorrer um travamento delicado do enxerto.
N&o foi realizada forca, por se tratar de um 0sso papiraceo.

Nos grupos Controle (C21d e C55d), néo foi utilizado o Norian®, ocorrendo somente
a fixacdo do enxerto ao osso receptor mandibular. ). Nos grupos Interface (121d e
I55d), foi utilizado somente o pé do Norian® na interface enxerto/osso receptor
(IEOR), visando ndo impedir o futuro processo de vascularizagdo proveniente do
0sso receptor. Nos grupos Barreira (B21d e B55d), o Norian® foi manipulado
conforme orientacdo do fabricante e adaptado sobre as bordas do enxerto, que se
apresentavam menos justapostas ao 0sso receptor. Esse procedimento criou uma
barreira rigida e protetora nessa regiao.

Apds, os musculos masséteres foram suturados com fio reabsorvivel (Vicryl 4.0) por
meio de 2 a 3 pontos simples interrompidos e a pele suturada com Nylon 4.0, por
meio de 4 a 5 pontos simples interrompidos. Ao término imediato das cirurgias, foi
administrada uma dose intraperitoneal de Paracetamol 50mg/kg. Ap6s 12h da
primeira administracdo do antibiético, foi realizada uma nova dose. O analgésico foi
mantido na agua dos animais por 5 dias.

ApGs as datas previstas, os animais foram submetidos a eutanasia através da
inalacdo excessiva de isoflurano, as mandibulas removidas e inseridas em formol a
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10%, e as hemi-mandibulas direitas foram destinadas ao teste de tragao. As hemi-
mandibulas esquerdas foram destinadas a realizagao de laminas histoldgicas.

Preparacgao das pecas para o teste de tragao

A pele dos animais foi removida, a mandibula seccionada em linha média, entre os
incisivos, a musculatura medial foi desinserida, realizada a dissecacao da articulagao
temporomandibular e musculatura lateral, de forma que a mandibula foi
desarticulada sem fraturas.

As hemi-mandibulas direitas foram dissecadas cuidadosamente, sendo removida
toda a mucosa e gengiva, além da musculatura medial e a lateral, que se
apresentava sobre o enxerto parafusado. Nos grupos onde se utilizou o Norian®,
principalmente aos 21 dias, parte do material se apresentou visivel, com pequenas
porcoes aderidas ao peridsteo e a musculatura (Fig. 2 — a,b).

Fig. 2 (a,b) - Dissecagé dos tecidos moles sobre o enxerto (Grupo B21d). Parte do
fosfato de calcio se apresenta intimamente aderido ao musculo masséter.

As mandibulas foram secas a temperatura ambiente (entre 25 e 30° Celsius) por um
periodo de 96 horas. Apds esse periodo, as pecas se apresentavam secas,
permitindo o processo de insergdo em acrilico e colagem do dispositivo de
tracionamento (Fig. 3 — a,b).

Fig. 3 (a,b) — Mandibulas apds o processo de secagem. a — Grupo B55d; b — Grupo
121d.

Os parafusos foram cuidadosamente removidos das mandibulas, e o orificio do
parafuso foi preenchido com cera utilidade (W Wilson®), com o intuido de n&o haver
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0 escoamento de cola ou acrilico para este local (Fig. 4 — a,b). As hemi-mandibulas
foram segmentadas para serem incluidas em acrilico.

Fig. 4 (a,b) — Cera dentro do orificio correspondente ao parafuso. A — Face lateral da
hemi-mandibula; b — Face medial da hemi-mandibula.

O osso receptor foi seccionado com uma distdncia minima de 3mm do enxerto,
permanecendo com arestas avivadas, de forma que o acrilico pudesse fazer uma
apreenséo eficaz do osso receptor, sem acometer o enxerto (Fig. 5).

Fig. 5 - Hemi-mandibula seccionada.

Para que o teste de tracdo fosse realizado os seguintes dispositivos foram
desenvolvidos:

1 — Plataforma de Ago Inoxidavel. O tergo inferior possuiu maior didametro (16,0 mm)
que os 2/3 superiores (13,0 mm). Existe superiormente uma canaleta semi-cilindrica,
com o objetivo de manter inerte o acrilico que possuiu 0 0sso receptor, que suporta o
enxerto (Fig. 6 — a,b);
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Fig.6 (a,b) — Plataforma de Ago Inoxidavel para apreensao do acrilico com o osso
receptor.

2 — Pino de Tracionamento (A-Base Invertida; B-Haste intermediaria; C-Base
Cilindrica) (Fig.7a). Desenvolvido com a parte superior em forma de trapézio
invertido, com didmetros de 5,0 mm e 3,0 mm, destinado a ser apreendido pelo cabo
de tracionamento da maquina. A Base Cilindrica possuiu 1,0 mm de altura, quinas
avivadas, e diametro menor (3,0 mm) que o diametro do enxerto (4,0 mm), além de
ranhuras inferiores. As ranhuras inferiores possuem o papel de aumentar a
superficie de contato com a cola que se prendera ao enxerto (Fig.7b). O objetivo do
didmetro da base cilindrica ser inferior ao didmetro do enxerto, além das quinas
avivadas, é permitir que a cola chegue até a haste intermediaria, gerando maior
retencado durante a tracdo que sera exercida,;

Fig.7 (a,b) — a — componentes do Pino de Tracionamento; b — ranhuras inferiores da
Base Cilindrica.

3 — Moldeira de Aco Inoxidavel. Possuiu espagos com diametro de 13,0 mm, medida
correspondente aos 2/3 superiores da Plataforma de Acgo Inoxidavel. Utilizada para
fazer a inclusdo do osso receptor ao acrilico (Fig.8).
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Fig. 8 — Moldeira de Acgo Inoxidavel com espagos negativos capazes de incluir 6
espécimes em acrilico ao mesmo tempo.

A Moldeira de Acgo Inoxidavel foi lubrificada com vaselina sélida e uma pequena
porcao de cera utilidade foi colocada na borda de cada espago, visando facilitar a
remocao da peca de acrilico apds a polimerizacao.

Acrilico transparente auto polimerizavel (JET®) foi manipulado e colocado dentro dos
orificios especificos da Moldeira de Ago Inoxidavel. As pegas foram ajustadas de
forma que a superficie externa dos enxertos permaneceu o mais paralela possivel ao
plano horizontal da Moldeira. O acrilico foi mantido a uma distédncia minima de 1,0
mm da unido enxerto/osso receptor, impedindo qualquer apreensido do enxerto pelo
acrilico, o que poderia gerar alteragdes no resultado final da for¢a de tragao (Fig.9 -
a,b).

Fig.9 (a,b) — Incluséo do osso receptor em acrilico.

Com as pecas incluidas em acrilico, sua adaptacado a Plataforma de Aco Inoxidavel
se tornou possivel (Fig.10 — a,b).
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Fig.10 (a,b) - Peca incluida em acrilico, adaptada a Plataforma de Ago Inoxidavel

Para que o Pino de Tracionamento permanecesse unido ao enxerto, foi utilizada cola
gel de Ester de Cianoacrilato (Super Bonder Gel®), colocada nas ranhuras inferiores
da Base Cilindrica, e ultrapassando a altura dessa, até chegar a Haste Intermediaria.
A cola foi cuidadosamente ajustada para nao acometer o osso receptor. Para que o
Pino de Tracionamento permanecesse perpendicular a superficie externa do
enxerto, sem se movimentar até a secagem da cola, foi utilizado um acelerador
instantaneo de cola (Zip Kicker™).

Os dispositivos foram adaptados & maquina EMIC® DL-200 e a tracdo foi aplicada
até que a remocao de cada enxerto ocorresse (Fig.11 - a,b; Fig.12).

Fig.11 (a,b) — a - Peca posicionada para o teste de tracéo; b - enxerto aderido ao
Pino de Tracionamento, ap6s seu arrancamento do osso receptor mandibular.
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Fig.12 — A - Leito do osso receptor mandibular; B - enxerto aderido ao Pino de
Tracionamento; C - Base Cilindrica coberta por cola; D — cera utilidade.

Em alguns casos onde o enxerto se apresentou fortemente integrado, houve o
desprendimento do Pino de Tracionamento, sem o arrancamento do enxerto. Foi
realizada entdo a confecgao de quatro pequenos orificios semi-circulares, por meio
de uma broca esférica de baixa rotagdo, medindo 0,5 mm de didmetro, além de uma
segunda colagem. Esses orificios ndo ultrapassaram a espessura total do enxerto, e
foram dispostos simetricamente entre a perfuragdo central do parafuso e as bordas
do osso aposicional.
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RESULTADOS

Para a realizacédo do ensaio foi utilizada a maquina EMIC® DL-200 (EMIC, Sao José
dos Pinhais, PR, Brasil) e o programa MTest versdo 3.0 com velocidade de 0,5
mm/minuto.

Os resultados da tracdo necessaria para a remocao dos enxertos para cada
espécime sao demonstrados natabela 1.

Tabela 1 — Forga de tragido para remocgao dos enxertos

c21d FORCA (N) C55D FORCA (N)
1 3,855 1 15,67
2 0,3731 2 13,59
3 2,771 3 0.9593
4 0,00 4 6,893
) 0,00 5 22,19

121d I55D
1 12,38 1 26,72
2 3,269 2 11,58
3 4,797 3 8,261
4 MORTE 4 31,68
5 MORTE 5 MORTE

B21d B55D
1 7,124 1 53,67
2 61,54 2 36,74
3 15,40 3 31,50
4 15,86 4 14,37
) 8,936 5 22,56

O objetivo da analise dos espécimes foi um resultado em grupo, ou seja, as médias
obtidas em cada grupo especifico. Por isso, as hemi-mandibulas direitas (1,2,3,4 e
5) do teste de tracdo foram numeradas aleatoriamente, n&do correspondendo
obrigatoriamente aos mesmos animais em que foram utilizadas as hemi-mandibulas
esquerdas (1,2,3,4 e 5) para a analise histolégica.

No grupo C21d, um enxerto ndo estava integrado, apresentando-se ja solto durante
a remoc¢ao do parafuso e, em outro, a integracdo foi minima, ndo suportando a
colagem do Pino de Tracionamento.

A comparagao entre as forgas de tragdo é demonstrada nas tabelas 2, 3 e gréfico
1. Para a aplicagéo dos testes estatisticos, o grupo com menos de quatro animais foi
removido.
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Os resultados foram considerados significativos a um nivel de significancia maximo
de 5% (p<0,05).

Tabela 2. Comparagdo da forga tragao entre os grupos (retirada do grupo 121d)

Grupo N Média (N) Desvio-padréo (N) P
Controle 21 dias 5 1,40% 1,79 0,008
Barreira 21 dias 5 21,778C 22,56
Controle 55 dias 5 11,86° 8,18
Interface 55 dias 4 19,56°¢ 11,39
Barreira 55 dias 5 31,77° 14,93

* O grupo com 3 animais foi removido, pois impossibilitava a aplicagdo do teste estatistico
** A Média (N) do grupo Interface 21 dias foi de 6,81 e o desvio-padréo 4,89
*** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

Através do teste Kruskal-Wallis, verificou-se que o grupo Controle 21 dias
apresentou resultados significativamente inferiores aos demais grupos, seguido pelo
grupo Controle 55 dias, que difere significativamente apenas do grupo Barreira 55
dias. Os outros grupos nao diferem entre si. (p=0,008)

Tabela 3 — Comparacéao da forga tracao entre os diferentes tempos (21 e 55 dias)
para cada grupo

Grupo Tempo n Média (N) Desvio-padréo (N) P
Barreira 21 dias 5 21,77 22,56 0,310
55 dias 5 31,77 14,93
Interface 21 dias 3 6,81 4,89 b
55 dias 4 19,56 11,39
Controle 21 dias 5 1,40 1,79 0,032
55 dias 5 11,86 8,18

* No grupo com 3 animais nao foi possivel a aplicagao do teste estatistico

Para o grupo Barreira, através do teste Mann-Whitney, verificou-se que nao existe
diferenca significativa entre os periodos de tempo acima comparados (p=0,310). Ja
para o grupo Controle, verificou-se que os valores do periodo de 21 dias foram
significativamente inferiores aos do periodo de 55 dias (p=0,032).
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Gréfico 1 - Comparagdo da forca tragdo entre os diferentes tempos (21 e 55 dias)
para cada grupo
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DISCUSSAO

O enxerto autégeno é considerado o material de escolha para o ganho de volume
0sseo (CHACON et al., 2004; VOS et al., 2009), principalmente naqueles locais onde
ha necessidade de instalacdo de implantes dentarios (Schwartz-Arad e Levin, 2007).
Diferentes areas do corpo séo indicadas como doadoras (VOS et al., 2009), sendo a
calota craniana um local que apresenta bons resultados pés-operatorios (SMOLKA e
[IZUCA, 2006; SMOLKA et al., 2006; GLEIZAL e BEZIAT, 2007). Na literatura séo
descritas outras classes de enxertos, como as substancias aloplasticas, que séo
utilizadas em substituicdo ou associacdo ao autoenxerto (NASR et al., 1999;
MACEDO et al. 2004; STANTON, CHOU e CARRASCO, 2004; OUSTERHOUT e
STELNICKI, 1996; SILVEIRA et al, 2008; SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006;
THORWARTH et al., 2006).

Na bula do fabricante ha modalidades cirdrgicas em que a utilizacdo do Norian®
ainda nao é conhecida, sendo um exemplo, a utilizagdo do produto com enxertos
autogenos. Além disso, frente a diversidade de artigos publicados, existem
relativamente poucos trabalhos demonstrando a aplicagdo desse material em regido
maxilofacial (WOLFF et al., 2004; CHAMBERS et al, 2007; SINIKOVIC, et al, 2007) e
uma quantidade menor ainda quando se trata de maxila e de mandibula (WOLFF et
al., 2004; SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006). O presente estudo avaliou, através de
teste de forga de tracado, o nivel de integracdo de enxertos onlay de calota craniana,
utilizados na reconstrugdo 6ssea mandibular de ratos Wistar, associados ou ndo ao
cimento de fosfato de calcio.

Recentemente ha um aumento no numero de publica¢des de cirurgias experimentais
que avaliam a forca de tracdo, analisando diferentes aspectos. O teste de forga de
tracdo consiste em submeter o material a tracéo, tendendo a estica-lo e até rompé-
lo. A unidade fisica utilizada para quantificar a forca, de acordo com o Sistema
Internacional de Unidades é o Newton (N). Contudo, outras unidades de forga
também utilizadas, como: dina (din), quilograma for¢a (Kgf), libra forga (Lb ou Ibf)
(ROSSI et al., 2007). As metodologias encontradas sdo as mais variadas, buscando
avaliar os diferentes locais e materiais propostos em cada estudo, contudo, ndao ha
uma metodologia especifica para avaliagdo de enxertos 0sseos aposicionais.

Nahas e Ferreira (2003) utilizam a tracdo para avaliar a alteragcdo de tensdo na
parede abdominal de cadaver, apods incisdes e descolamentos destes musculos e
aponeuroses.

Cavalcante Jr et al. (2002) utilizaram o teste de tracdo uniaxial para comparar os
métodos de fixagdo direto e indireto do labrum glendide. Para isso, reproduziu lesdes
em 20 ombros de 10 cadaveres e fixou com os diferentes métodos. Apds a obtengao
dos resultados em Newton, os autores concluiram que n&o existe diferenca
biomecanica significante entre as técnicas realizadas.

Diferentes testes biomecanicos, dentre eles a forca de ruptura a tracdo, sao
considerados validos para o estudo da reparacgao tecidual em anastomoses colicas.
Testes de resisténcia a ruptura foram utilizados por Wu et al. (2003), em um estudo
experimental com 90 ratos.

A maquina para testes mecanicos EMIC® DL-200 foi utilizada por d’Acampora et al.
(2007) para comparar a resisténcia ténsil de diferentes telas cirurgicas apés sintese
de defeito musculo-aponeurdtico em ratos Wistar.
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Segundo Rossi et al. (2007) o primeiro aspecto a ser considerado em experimentos
biomecéanicos € a qualidade do material a ser utilizado. Usualmente, os espécimes
de cirurgias experimentais sao representados por materiais semelhantes a matéria
organica e até amostras de fragmentos de animais. O problema na realizacao de
testes de tracdo esta muito relacionado a fixacdo dos espécimes e o instrumento
utilizado na obtencdo dos resultados em Newton. Assim, a eficacia na fixagdo é o
fator mais importante para que ocorra o sucesso. Um dos erros mais freqlentes € a
escolha incorreta do dispositivo de fixacdo, gerando uma perda de tempo na
execucdo do experimento, ou mesmo a necessidade de recomecar o teste, em
ordem correta, para conseguir resultados cientificos consistentes.

Visando minimizar as chances de erro relacionadas ao método de fixacdo, os
dispositivos utilizados em nossa pesquisa foram desenvolvidos especificamente para
o trabalho, sendo confeccionados em materiais com resisténcia muito superior
aguela necessaria para o arrancamento dos enxertos. Além disso, as dimensdes
precisas dos dispositivos permitiram um acoplamento justaposto aos encaixes da
maquina de tracdo. Dessa forma, nas vezes onde foram necessérias repeticdes do
teste de tracdo para um mesmo espécime, o que foi pouco freqlente, essas
ocorreram por dois motivos: 1- a forte integracdo do enxerto ao 0Sso receptor,
ocorrendo principalmente nos grupos de 55 dias, e com o uso do Norian®; 2- &
pequena area de contato da superficie do enxerto com a cola. Lembrando que, para
ndo haver erros na obtencdo da forca de tracdo, a cola foi cuidadosamente
posicionada sobre a superficie externa do enxerto, ndo escoando para 0 0SSO
receptor. Assim, trata-se de uma superficie pequena, de 4,0 mm de diametro,
devendo-se ainda subtrair a area correspondente ao parafuso, que foi preenchida
por cera. Nesses casos, realizamos entdo a confec¢do de quatro pequenos orificios
semi-circulares, que ndo ultrapassaram a espessura do enxerto, dispostos em
posicdes simétricas ao orificio central do parafuso. Esse procedimento permitiu
entdo o aumento da area de contato entre a cola e o enxerto, além da retentividade
da cola, promovida pelo formato dos orificios.

Costa et al. (2006) utilizaram diferentes mecanismos de tracdo para determinar as
propriedades biomecénicas do complexo labrum-glendide bicipital superior
submetido ao estresse mecéanico continuo e repetitivo. Para isso, utilizaram dezoito
estruturas anatdbmicas dissecadas de quinze cadaveres. Os autores obtiveram o0s
resultados de ruptura do tenddo biciptal em Newton, concluindo que a tracdo
continua ou subita do brago ndo produz lesbes desse complexo na articulagdo do
ombro. Os pesquisadores afirmam que ndo € possivel reproduzir lesdes desse
complexo utilizando méaquinas de tracdo uniaxial, devido as variacbes de
movimentos e situagbes diversas neste local. Dessa forma, afirmam que futuros
estudos envolvendo a roboética, cinematografia, computacdo, com o auxilio da
artroscopia ira ajudar a validar as diversidades de locais complexos.

A utilizacdo da forca uniaxial, na presente pesquisa, foi o suficiente para demonstrar
as variacdes entre os grupos frente o uso ou ndo do Norian®. Isso foi possivel, pois
se tratou de uma quantificacdo da adesividade, ou seja, da integracdo do enxerto,
gue deve possuir o principio basico de imobilidade em relacdo ao 0sso receptor,
para atingir o sucesso desejado. Contudo, ndo ha duvidas de que tendéncias futuras
no desenvolvimento de novos métodos de avaliagdo irdo ampliar o espectro de
obtencédo de diferentes resultados.

Da mesma forma, Wu et al. (2006) ao fazerem comparac¢des de resultados, afirmam
gue a forca de ruptura a tragdo, mesmo sendo uniaxial e uma andlise de vetor
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parcial, demonstra ser um possivel pardmetro da resisténcia intestinal em ratos,
apesar de ser um tecido de propriedades viscoelasticas nao lineares. Eles utilizaram
amostras de colon descendente de ratos Wistar para testes de ruptura a tracao.

O Norian® CRS® Craniofacial Repair System® Fast Set™ Putty é uma segunda
geragao do mesmo cimento, recentemente inserido no mercado (Zins et al., 2008),
possuindo propriedades biocompativeis, osseocondutivas, com resisténcia mecanica
e com potencial de substituicdo por osso (Zins, Moreira-Gonzalez e Papay, 2007;
Zins et al., 2008). A pasta obtida da mistura dos constituintes alcan¢ga maxima forca
de compressdo em 12 horas (KOPYLOV, et al. 2002).

Este material foi avaliado em nossa pesquisa tanto na interface do enxerto com o
0sso receptor, utilizando-se somente o pd, bem como na forma de barreira, fazendo
a cobertura das bordas do enxerto. Esta ultima forma de aplicagdo se baseou no
principio da osteopromogéao, onde o objetivo é promover um selamento de um local
anatdmico onde se deseja uma reconstituicdo do osso, impedindo que outros tecidos
nao &6sseos possam interferir no processo (LINDE et al., 1993). Este principio,
quando utilizado com membranas, € conhecido como regeneragao tecidual guiada
(CRUMP et al., 1996; DAHLIN, 1996; PECORA et al., 1997).

No processo de integracdo do enxerto, a fase inicial de cicatrizacdo pode ser
considerada a mais critica, interferindo diretamente no resultado tardio esperado.
Esta integracdo se apresenta fragil no inicio da cicatrizagdo, devido a imaturidade do
0sso na IEOR, e pode ser observada quando sdo comparados os grupos controle,
sem o uso de biomaterial, ao longo do tempo. Aplicando-se o teste Mann-Whitney
aos resultados de tracdo, verificou-se que o grupo C21d apresentou valores
significativamente inferiores ao C55d (p=0,032).

Comparando-se todos os grupos, o teste de tragdo também demonstrou que o C21d
apresentou resultados significativamente inferiores aos demais (p=0,08) (Kruskal-
Wallis). Dos cinco espécimes desse grupo, em um, o enxerto ndo estava integrado
e, em outro, estava fracamente aderido ao osso receptor. Estes resultados permitem
concluir que a utilizagdo do Norian® acelerou o processo de cicatrizagdo 6ssea e/ou
manteve o enxerto mecanicamente mais aderido ao osso receptor, na fase mais
critica do processo de cicatrizacdo. A utilizacdo do cimento como barreira, aos 55
dias, também demonstrou resultados superiores ao C55d.

Resultados clinicos demonstram uma rapidez no processo de recuperacao quando
se é utilizado o Norian®. Segundo Kopylov et al. (2002), o uso deste cimento permite
uma mobilizagdo mais precoce em fraturas, contudo, a forma isolada desse material
€ inadequada para estabilizagdo, necessitando de uma fixagdo adicional interna ou
externa.

Quando bem indicado, o Norian® promove uma integridade estrutural e mecanica,
atingindo uma forga de compresséo final de 55MPa apds 12 horas. Pesquisadores
relatam que o produto ndo se fratura durante o processo de reabsorcdo e
remodelagcdo do osso (KOPYLOV, et al. 2002; KIRSCHNER et al. 2002). Contudo,
Zins et al. (2008) encontraram casos de fragmentacdo. O resultado histolégico geral
apresentado por esses autores demonstrou uma excelente osseointegracdo e uma
limitada osteocondug¢do. Também, através do teste mecénico de queda vertical
(vertical drop test), encontraram um melhor resultado do Norian® CRS® Craniofacial
Repair System® Fast Set™ Putty quando comparado ao cimento de primeira
geracao.
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Na reconstrucao de ossos maxilares atréficos, com insercao simultanea de implantes
dentarios, Swaid, Holzle e Wolff (2006) afirmam que ha estabilidade dos implantes
devido a plasticidade inicial e grande for¢a de compressdo do material.

Os resultados de tracdo obtidos em nossa pesquisa podem ser associados aos
achados histologicos das hemi-mandibulas opostas. Apesar de cada caso ser um
corpo de prova isolado, ou seja, com suas caracteristicas particulares locais, o
conjunto pode ser levado em consideragdo. O grupo C21d apresentou resultados
inferiores tanto na avaliagao histolégica quanto na biomecénica.

O presente trabalho desenvolveu dispositivos e uma metodologia capaz de
quantificar o nivel de integracdo de enxertos 6sseos aposicionais ao 0sso receptor,
quando associados ou ndao ao cimento de fosfato de calcio. Os resultados
demonstraram, através do teste de forga de tragdo, que os enxertos onlay, quando
associados ao Norian®, apresentam maior integracdo ao osso mandibular,
principalmente na fase inicial e mais critica da cicatrizacao.
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RESUMO

O presente trabalho descreve os resultados histolégicos e avaliagdo histométrica da
neoformagdo O0ssea de enxertos em regido mandibular associados ao cimento de
fosfato de calcio (Norian®). Vinte e sete ratos Wistar, machos, foram submetidos
remocao de enxertos bicorticais da calota craniana e fixados nos angulos
mandibulares. Os animais foram divididos em 6 grupos: C21d — fixagdo do enxerto
(controle - eutanasia apds 21 dias); 121d — fixagdo do enxerto com o pé do Norian®
entre o enxerto e o leito receptor (eutanasia apdés 21 dias); B21d — fixagdo do
enxerto e colocagao de Norian®, atuando como barreira, sobre as bordas do enxerto
(eutanasia apos 21 dias); C55d — fixacdo do enxerto (eutanasia - morte apds 55
dias); 155d — fixagdo do enxerto com o p6 do Norian® entre o enxerto e o leito
receptor (eutanasia apdés 55 dias); B55d — fixagdo do enxerto e colocagao de
Norian®, atuando como barreira, sobre as bordas do enxerto (eutanasia apds 55
dias). Em nenhum dos casos ocorreu infec¢do ou complicacdes pos-operatorias.
Resquicios do Norian foram vistos tanto em 21 quanto em 55 dias, demonstrando
uma gradual substituicdo por tecido 6sseo vascularizado. Foi observada uma maior
formacado Ossea na interface enxerto/osso receptor (IEOR) do lado esquerdo nos
grupos que utilizaram o fosfato de calcio (B21d, B55d e 155d em relagdo ao C21d)
(p=0,043). Um melhor resultado também foi observado em relacdo ao osso total
neoformado na interface do lado esquerdo, nesses mesmos grupos (p=0,08). O
grupo 155d apresentou resultados superiores aos grupos controle (C21d e C55d) e
ao grupo B21d na formacao de osso na IEOR do lado direito (p=0,045). Além disso,
no item osso neoformado horizontalmente, do lado esquerdo, o grupo C21d n&o
apresentou diferenca significativa em relagdo ao C55d; contudo, demonstrou menos
formacao de osso que os demais grupos que utilizaram o fosfato de calcio (p=0,018).
O estudo demonstrou bons resultados na utilizacdo do Norian® quando associado
aos enxertos onlay na regido mandibular, mesmo em regido de constante estresse
muscular.

PALAVRAS-CHAVE: Cimento 6sseo; cimento de fosfato de calcio; enxerto 6sseo;
enxerto dsseo aposicional; calvaria.



62

INTRODUCAO

O osso autégeno € considerado o “padréao ouro” para a reconstrugao dos
maxilares (CHACON et al. 2004). Os enxertos homodgenos, heterdogenos e
aloplasticos sao utilizados como recurso na substituicdo aos autogenos (NASR et al.,
1999; MISCH, 2000; FROUM et al., 2002; GORUSTOVICH et al. 2002). A utilizacdo
da associagcédo do auto-enxerto a outros materiais tem sido relatada (THORWARTH
et al., 2006; VOS et al., 2009), com o intuito de promover o aumento de maxilas e
mandibulas edéntulas para a futura reabilitagdo com implantes dentarios (VOS et al.,
2009). Quando os biomateriais s&o utilizados em associacdo com osso autdogeno, ao
invés de serem utilizados isoladamente, ha uma clara aceleracdo da cicatrizacéo
O0ssea devido a viabilidade das células transplantadas com o osso do préprio
individuo (THORWARTH et al., 2006).

Ha varios sitios doadores de osso autdgeno, tanto intra quanto extra-orais (VOS et
al., 2009). Relatos de baixos niveis de reabsorg¢do e o alto grau de qualidade do
0sso de calvaria demonstram um grande nivel de sucesso da utilizacdo desse na
reabilitacdo de maxilas e mandibulas atroficas, que irdo suportar implantes dentarios
(SMOLKA e l[IZUCA, 2006).

Dentre os diferentes biomateriais utilizados em cirurgias, os cimentos a base de
calcio tém sido considerados biocompativeis, osteocondutivos e possuem um
potencial de substituicdo por osso (ZINS, MOREIRA-GONZALEZ E PAPAY, 2007).
Geram ainda manutencio de espaco durante a osteoconducgao, em defeitos dsseos,
e possuem a capacidade de serem utilizados como barreira protetora (SILVEIRA et
al., 2008).

O cimento de fosfato de calcio (Norian®) tem apresentado satisfatérios resultados
biolégicos e mecanicos para o uso em aplicagdes clinicas. Possuiu um tempo de
manipulagcdo até o inicio de seu endurecimento e quando implantado dentro de
defeitos craniais, remodela-se vagarosamente através de um processo normal de
acao de osteoclastos e osteoblastos. Além disso, possuiu grande resisténcia durante
0 processo de reabsor¢ao e substituicdo por novo osso (KIRSCHNER et al. 2002).

Cirurgias com esse cimento de fosfato de calcio tém sido realizadas, inclusive em
reconstrugdes craniofaciais em criancas (GOMEZ et al., 2005), pois segundo alguns
pesquisadores, o material ndo gera restricdbes no processo de crescimento
(KIRSCHNER et al., 2002).

Ha poucos trabalhos demonstrando o uso deste material na reconstrucédo da regiao
maxilofacial, como defeitos de parede orbitaria (SINIKOVIC, et al, 2007; WOLFF et
al., 2004), defeitos do complexo orbitozigomatico (CHAMBERS et al, 2007; WOLFF
et al., 2004), deformidades do osso frontal (WOLFF et al., 2004), lesdo mandibular
(STANTON, CHOU e CARRASCO, 2004), defeitos pos-traumaticos mandibulares ou
causados por cistos (WOLFF et al., 2004) e a aplicagao direta do fosfato de calcio
em maxilas e mandibulas atroficas, com a colocagcdo imediata de implantes
dentarios (SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006; WOLFF et al., 2004). Além disso, ha
uma caréncia de artigos que demonstrem detalhes dos acontecimentos histolégicos
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de regeneracdo 6ssea com o uso do Norian®, ao longo do tempo, quando
associados aos enxertos 6sseos autdégenos.

De acordo com o fabricante, existe uma série de situacbes onde o efeito da
aplicacdo do Norian® ainda ndo é conhecido, como a combinagdo com enxertos
autdgenos ou sobre tecidos ndo vascularizados. O presente trabalho avalia,
histologicamente, a utilizacdo do Norian® associado ao enxerto autégeno onlay de
calota craniana, em diferentes formas, para a reconstrugcdo éssea em regiao
mandibular de ratos. Além disso, realiza uma avaliacdo histométrica da neoformacéo
ossea.

MATERIAIS E METODOS
Animais e grupos

27 Ratos Wistar, adultos, pesando uma média de 400g, foram submetidos a
procedimentos cirurgicos semelhantes: remog&o de enxertos bicorticais de calota
craniana e fixagdo com parafuso de titdnio em adngulo de mandibula. Foram divididos
em 6 grupos, conforme a forma de aplicacdo do material (cimento de fosfato de
célcio - Norian® CRS® Craniofacial Repair System® Fast Set™ Putty) ou a n&o
utilizacao dele:

-Grupo controle 21 dias (C21d) — animais submetidos a eutanasia apds 21 dias de
cirurgia, ndo sendo utilizado o fosfato de calcio; grupo com cinco animais;

-Grupo interface 21 dias (121d) — animais submetidos a eutanasia apos 21 dias de
cirurgia, utilizando-se o p6 do Norian na interface do enxerto parafusado ao osso
receptor; grupo com trés animais;

-Grupo barreira 21 dias (B21d) — animais submetidos a eutanasia apos 21 dias de
cirurgia, utilizando-se o fosfato de calcio, na forma de barreira, para cobrir as bordas
do enxerto parafusado ao 0sso receptor; grupo com cinco animais;

-Grupo controle 55 dias (C55d) — animais submetidos a eutanasia apds 55 dias de
cirurgia, ndo sendo utilizado o fosfato de calcio; grupo com cinco animais;

-Grupo interface 55 dias (155d) — animais submetidos a eutanasia apos 55 dias de
cirurgia, utilizando-se o p6 do Norian na interface do enxerto parafusado ao osso
receptor; grupo com quatro animais;

-Grupo barreira 55 dias (B55d) — animais submetidos a eutanasia apos 55 dias de
cirurgia, utilizando-se o fosfato de calcio, na forma de barreira, para cobrir as bordas
do enxerto parafusado ao 0sso receptor; grupo com cinco animais.

Procedimento cirdrgico

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (Dopalen®) 100mg/kg
(0,1ml/100g) e cloridrato de xilazina (Anasedan®) 10mg/kg (0,05ml/100g). Antes do
inicio de qualquer procedimento, foi realizada profilaxia antibiética com cefalexina
(60mg/kg — intraperitoneal).

Foi feita tricotomia em regido da cabecga, entre as orelhas, e regido submandibular,
bem como a antissepsia e a degermacado desses locais. Apods, foi colocado um
campo cirurgico estéril que permitia o isolamento da cabecga do animal em relagéao o
restante do corpo. Foi realizada uma incisdo coronal em pele e musculatura, entre as
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orelhas, e outra em pericranio, permitindo o afastamento dos tecidos e a
visualizacdo da face externa da calota craniana. Foram realizadas duas trepanacdes
com uma broca trefina com (4,0 mm de diametro interno), ndo envolvendo a sutura
sagital mediana, utilizando-se irrigacdo abundante com solucao fisiolégica a 0,9%
(Fig. 1). Os movimentos realizados com a broca foram delicados, no sentido supero-
inferior, visando a preservacao da duramater. Os discos 6sseos (enxertos bicorticais
da calota craniana) foram removidos com o auxilio de um instrumento cirdrgico
pontiagudo e colocados em solucéo salina. A sutura dos tecidos moles da cabeca foi
feita com fio de Nylon 4.0.

Fig. 1 - Visualizac&o da face externa da calota craniana, com as demarcagdes dos
enxertos, realizadas com a broca trefina de 4,0 mm de didmetro interno.

ApOGs essa manobra, realizou-se a incisdo em pele, submandibular, bilateralmente,
permitindo a divulsdo parcial dos tecidos e a visualizagdo do musculo masséter.
Para evitar a lesdo de nervos e vasos sanguineos na regido submandibular, a
incisdo em peridsteo foi feita anterior a rafe pterigomandibular, estendendo-se sobre
a rafe, até a metade anterior dessa estrutura. A partir desse procedimento, foi feito
um amplo descolamento do masseter na face lateral da mandibula, o que permitiu o
afastamento total dos tecidos e a visualizagdo do leito receptor.

A melhor adaptacdo do enxerto 6sseo bicortical da calota craniana foi realizada com
colocando-se sua face externa em contato com a face lateral (externa) da
mandibula. Dessa forma houve uma maior area de contato entre os 0ssos, devido
suas conformagoes.

Um parafuso de titanio de 1.5 X 4 mm (Neoortho®) foi utilizado para a fixacdo do
enxerto, em sua regido mais central. Para isso, utilizou-se a broca do sistema,
perfurando o enxerto, sob irrigacdo com solucéo salina 0,9%, e adaptando de forma
delicada o parafuso no centro do disco 6sseo. Apds esse processo, realizou-se a
perfuracdo bicortical do angulo da mandibula, parafusando o enxerto contra a sua
face externa, até ocorrer um travamento delicado do enxerto. Nao foi realizada forga,
por se tratar de um 0sso papiraceo.

Nos grupos Controle (C21d e C55d), n&o foi utilizado o Norian®, ocorrendo somente
a fixacdo do enxerto ao o0sso receptor mandibular (Fig. 2). Nos grupos Interface
(121d e 155d), foi utilizado somente o pé do Norian® na interface enxerto/osso
receptor (IEOR), visando n&o impedir o futuro processo de vascularizacio
proveniente do osso receptor (Fig. 3). Nos grupos Barreira (B21d e B55d), o Norian®
foi manipulado conforme orientacdo do fabricante e adaptado sobre as bordas do
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enxerto, que se apresentavam menos justapostas ao 0sso receptor. Esse
procedimento criou uma barreira rigida e protetora nessa regido (Fig. 4).

Fig. 2 - Enxerto ésseo do grupo controle adaptado em regiao de angulo mandibular
esquerdo.

Fig 3 - Enxerto 6sseo do rpo interface, demonstrando a adaptacao do parafuso ao
enxerto. Presenca do p6 do Norian® na superficie que far4 contato com o 0sso
receptor.

i -,

Fig. 4 - Enxerto 6sseo do grupo barreira adaptado em angulo mandibular esquerdo.
Observar a presenca do Norian® recobrindo as bordas do enxerto.
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Apébs, os musculos masseteres foram suturados com fio reabsorvivel (Vicryl 4.0) por
meio de 2 a 3 pontos simples interrompidos e a pele suturada com Nylon 4.0, por
meio de 4 a 5 pontos simples interrompidos. Ao término imediato das cirurgias, foi
administrada uma dose intraperitoneal de Paracetamol 50mg/kg. Ap6s 12h da
primeira administracao do antibiético, foi realizada uma nova dose. O analgésico foi
mantido na agua dos animais por 5 dias.

Apés as datas previstas, os animais foram submetidos a eutandsia através da
inalacdo excessiva de isoflurano, as mandibulas removidas e inseridas em formol a
10%, e as hemi-mandibulas esquerdas foram destinadas a realizacdo de laminas
histologicas. As hemi-mandibulas direitas foram destinadas a testes de tracao.

Confeccéo das Laminas

Apés a permanéncia das hemi-mandibulas por um periodo de 72h em formol a 10%,
os parafusos foram desrosqueados cuidadosamente. Para isso, realizou-se uma
pequena incisdo sobre a cabec¢a do parafuso, permitindo visualiza-lo, sem danificar o
restante do musculo masseter. As pecas passaram por um processo de
descalcificagdo em acido nitrico a 5%, com troca diéria do &cido, por um periodo de
15 dias. ApoOs a remocédo de tecido ésseo mandibular e tecidos moles despreziveis
para a pesquisa, a uma distancia maior que 5,0 mm das bordas do enxerto, as pecas
foram inseridas em parafina. Os cortes foram realizados na por¢gdo mais central do
enxerto, onde se encontrava a imagem correspondente ao parafuso. Foi utilizado o
processo de rotina para realizagdo das laminas coradas com hematoxilina e eosina
(HE).

Descricdo Histol6gica e Analise Histométrica

Descricado Histoldgica

Em relacdo aos achados histolégicos, foi realizada uma descri¢cao geral, na qual se
encontram as particularidades de cada grupo e as descri¢cdes especificas, onde se
encontram as particularidades relevantes de cada espécime. Os seguintes
parametros foram considerados: neoformacgdo 6ssea; 0sso maduro; remodelacao
Ossea; reabsorcdo do enxerto; vasos sangliineos; tipo de tecido presente na
interface enxerto/osso receptor (IEOR); tecido conjuntivo; tecido muscular; tecido
adiposo; presenca de Norian®; substituicdo de Norian® por tecido 6sseo.

Analise Histométrica
Para analise histométrica foi utilizado microscépio 6ptico (Nikon Althathot-2%)

contendo uma lente ocular milimetrada. Nesta avaliacdo, algumas consideracdes
devem ser realizadas:
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- O enxerto 6sseo aposicional apresenta a base (face de contato com o osso
receptor) menor que sua face externa. Isso ocorreu, pois, ao utilizar a broca trefina,
optou-se por deixar uma lamina papiracea da cortical interna para ser fraturada com
auxilio da ponta curva de uma sonda exploradora, visando a prote¢do das meninges
do animal, que poderiam ser lesadas com a rotag¢ao da broca;

- E comum observar um afastamento das bordas do enxerto em relagdo ao osso
receptor, quando comparado a regido mais central, devido a conformacgdo dos
ossos. Dessa forma, as bordas dos enxertos se apresentam menos justapostas.

Os itens analisados na histometria foram:

1 — Borda inferior do enxerto (base do enxerto) — apesar dos enxertos possuirem um
tamanho aproximado, pois foram confeccionados com brocas trefinas de tamanhos
padronizados, foram realizadas as medidas das bases dos enxertos, onde ocorreram
os contatos iniciais com os ossos receptores (Fig. 5);

2 — Osso neoformado em contato direto com o enxerto e 0 0sso receptor — Osso
neoformado na Interface Enxerto/Osso Receptor (IEOR). Este item, ao alcancgar
100% de formacao, se iguala a medida da borda inferior do enxerto (Fig. 5);

3 — Osso total neoformado na Interface — Esse item leva em consideracdo o 0sso
neoformado em contato direto com o enxerto e o0 0sso receptor + osso reacional
neoformado abaixo de tecido ndo 6sseo, mas que esteja compreendido na regido
correspondente a interface. Esta analise foi adicionada prevendo a ocorréncia de
tecido mole na IEOR somente no corte que foi analisado, ou seja, na regido mais
central. Dessa forma, conforme observado na Fig. 5, o osso neoformado em contato
direto com o enxerto e osso receptor esquerdo foi de 0,89mm. Contudo, o osso total
neoformado na interface do lado esquerdo foi de 1,89mm (mesmo tamanho da borda
inferior do enxerto do lado esquerdo do parafuso).

Outros dois itens foram analisados:

4 — Osso neoformado horizontalmente — trata-se do osso neoformado ao longo do
0sso receptor, além das bordas do enxerto. Para isso, utilizou-se como parametro:
nao formou osso; formou osso horizontalmente até 1,0mm de distancia, a partir da
borda do enxerto; formou osso horizontalmente além de 1,0mm de distancia, a partir
da borda do enxerto (Fig. 6);

5 — Osso neoformado em altura — Osso neoformado verticalmente, a partir da borda
do enxerto. Para isso, utilizou-se como parametro: ndo formou osso vertical (ou
formou até a altura da borda inferior do enxerto, ndo sendo considerado); formou
osso verticalmente, até metade da espessura do enxerto; formou osso verticalmente,
acima da metade da espessura do enxerto.

Em alguns casos houve a neoformacdo de osso reacional horizontal e vertical,
contudo, distante do enxerto, com tecido n&o dsseo interpondo (Fig. 7).
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Fig. 5 — (25X) - Medidas lineares da borda inferior do enxerto (linha amarela) e do
osso neoformado em contato direto com o enxerto e o osso receptor, na IEOR (linha
preta).

Fig. 6 — (25X) - Mais de 1,0mm de osso neoformado além da borda do enxerto,
horizontalmente (seta vermelha); e osso neoformado acima da metade da espessura
do enxerto, verticalmente (linha azul).
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Fig. 7 — (25X) - Mais de 1,0mm de osso neoformado além da borda do enxerto,
horizontalmente (seta vermelha); e osso neoformado até a metade da espessura do
enxerto, verticalmente (linha azul). Contudo, este osso neoformado reacional se
apresenta a distancia do enxerto, com tecido conjuntivo interpondo (seta amarela).

Todos os resultados foram catalogados em tabelas especificas, sendo aplicados
testes estatisticos.
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RESULTADOS
- Descricao Histoldgica -

GRUPO CONTROLE 21 DIAS
Descricdo Geral
Presenga de osso neoformado reacional (jovem) na IEOR, proveniente do osso
receptor, contendo osteoblastos e vasos sanguineos. Apesar do 0sso receptor
apresentar relativa neoformacéo 6ssea sobre ele, ha tecido conjuntivo logo acima,
proveniente do espacgo entre as bordas, interpondo a IEOR, impedindo a integragao
Ossea total do enxerto, ou criando uma base para a futura neoformagao 6ssea (fase
inicial da cicatrizagdo 6ssea). Observam-se tecido conjuntivo e muscular diretamente
sobre a superficie externa do enxerto, incluindo suas bordas, e sobre a superficie
externa do osso receptor. Na regidao central do enxerto (medular), ha vasos
sanguineos em cortes transversais, além de osteoblastos. Na periferia do enxerto ha
ostedcitos em menor quantidade (regides corticais).
Descrigfes Especificas
C21d-1 - Formagédo de tecido 6sseo em interface, mais préximo a regiao
correspondente ao parafuso. Nos demais espécimes, ha tecido conjuntivo proximo a
regiao dos parafusos.
C21d-2 — Observa-se um padrao de remodelagdo 6ssea interna do enxerto e tecido
conjuntivo invadindo a por¢gdo medular, através da cortical inferior (basal) (Fig. 8).
C21d-4 e C21d-5 — Nos espécimes 4 e 5, observa-se tecido muscular, além de
tecido conjuntivo, penetrando a IEOR através do espago das bordas do enxerto (Fig.
9).

Fig. 8 - C21d-2 (100X) — Remodelaéo Ossea do tecido receptor e tecido conjuntivo
fibroso na base do enxerto (setas amarelas).
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Fig. 9 - C21d-4 (100X) — Tecido muscular e tecido conjuntivo penetrando a IEOR
através da borda do enxerto (setas amarelas).

GRUPO INTERFACE 21 DIAS
Descricdo Geral
Presengca de osso neoformado na IEOR. Esse o0sso n&o apresenta vasos
sanguineos muito evidentes e, onde houve formacdo, essa se encontrou na
interface, mais proxima ao parafuso de titdnio. Resquicios do material utilizado
(Norian®) foram encontrados na interface, em meio ao tecido conjuntivo, onde nao
houve a formacdo 6ssea. Eventualmente, pequenos resquicios de Norian® que se
desprenderam da interface foram observados em outras areas. Ha tecido conjuntivo
e muscular em contato direto com a superficie do enxerto e, inclusive, penetrando na
interface através das bordas (Fig. 10). Os enxertos apresentam-se vascularizados
internamente.
Descrigfes Especificas
21d-1 — Lado esquerdo do enxerto com neoformagao 6ssea horizontal e vertical,
ultrapassando a altura do enxerto. Contudo, na borda do enxerto ha interposi¢ao de
tecido conjuntivo. O contato dsseo direto esta restringido a parte da IEOR (Fig. 11).
121d-2 — Houve formagao de osso reacional vascularizado tanto horizontal, como em
altura, contudo, distante do enxerto (ha tecido conjuntivo interpondo). Esse tecido
conjuntivo preencheu praticamente toda IEOR. Casos como esse estdo expressos
nas analises histométricas (Fig. 12)
121d-3 — Formagéao de osso diretamente na regido das roscas do parafuso (Fig. 13).
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Fig. 10 - 121d-2 (100X) — Tecido conjuntivo e muscular diretamente sobre a
superficie externa do enxerto e infiltrando a interface através da borda direita.
Observar ilhas de osso reacional formadas em meio ao tecido conjuntivo e sobre o
osso receptor (setas amarelas). Vasos sanguineos internamente ao enxerto (setas
pretas).

Fig. 11 - 121d-1 (50X) — Neoformacéo éssea além do enxerto (seta amarela). Tecido
conjuntivo entre o osso neoformado e a borda esquerda do enxerto (setas pretas).



73

Fig. 12 - 121d-2 (50X) — Formagéao de osso reacional horizontalmente e verticalmente
a distancia do enxerto. Tecido conjuntivo penetrando a borda esquerda e ocupando
grande parte da IEOR.

Fig. 13 - 121d-3 (400X) — Osso neoformado em regido de rosca de parafuso do lado
esquerdo. Esse 0sso encontra-se abaixo do osso neoformado na IEOR.
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GRUPO BARREIRA 21 DIAS
Descricdo Geral
Presenca de osso neoformado reacional (jovem) na IEOR, contendo osteoblastos e
vasos sanguineos em grande quantidade, proveniente do osso receptor. O 0sso
jovem em formacgao apresenta, na maioria dos casos, um padrao irregular, com
intensa vascularizagdo. Ha uma relativa neoformacéo 6ssea na IEOR, promovendo
uma maior integragéo entre os 0ssos. Esse osso neoformado na interface, em todos
0s casos, apresenta-se proximo a regiao do parafuso de titanio. Ha tecido conjuntivo
fibroso, muito celularizado, em contato direto com o material utilizado (Norian®) e
também em seu interior (Fig. 14). O material € observado como imagens negativas
(Fig. 15). Esse conjunto, formado pelo tecido conjuntivo e Norian®, promove o
afastamento do tecido muscular, ou seja, auséncia do contato direto do musculo
sobre o enxerto em quase todos os locais. Em alguns casos ha material nas laterais
da IEOR, devido ao escoamento desse através das bordas, durante a adaptacao.
Todos os enxertos apresentaram neovascularizagdo e osteoblastos na regido
medular (Fig. 16).
Descrigfes Especificas
B21d-3 - Lado esquerdo. Exemplo onde houve integracdo total do enxerto ao osso
receptor (Fig. 17, 18).
B21d-4 — Ha Norian® dentro do osso neoformado vascularizado na IEOR. Neste
espécime é evidente a integracdo do osso receptor com o enxerto, observando-se a
remodelacéo éssea interna do enxerto (Fig. 19).
B21d-5 — Ha grande quantidade de osso neoformado na IEOR esquerda, na borda,
sobre o0 enxerto e o osso receptor. Em alguns poucos locais ha resquicios de
Norian®, internamente ao osso (Fig. 20).

Fig. 14 - B21d-1 (100X) — Barreira de Norian® (setas amarelas) e tecido conjuntivo.
Observar que o tecido muscular apresenta-se afastado do enxerto.
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Fig. 15 - B21d-1 (400x) — Observar, na ordem de superior para inferior, os tecidos
muscular, conjuntivo (setas amarelas) e o Norian® (setas pretas).

Fig. 16 - B21d-1 (400X) — Presenca de vaso sanguineo (seta amarela) e
osteoblastos na regido medular do enxerto (setas pretas).
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Fig. 17 - B21d-3 (50X) — Osso neoformado envolvendo todo o enxerto - lado
esquerdo. Neste local houve integragdo total do enxerto ao osso receptor.
Superiormente ha Norian® sendo substituido por tecido dsseo (seta amarela).

Fig. 18 - B21d-3 (400X) — Em maior aumento, Norian~ sendo substituido por tecido
6sseo, acima da superficie externa do enxerto.
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Fig. 19 - B21d-4 (100X) — Setas amarelas mostrando a presenga do Norian® dentro
do osso neoformado na IEOR; Norian® envolvido por tecido conjuntivo, acima da
superficie externa do enxerto (setas pretas).

Fig. 20 - B21d-5 (50X) — Osso neoformado envolvendo todo o enxerto do lado
esquerdo. Resquicio de Norian® (seta amarela).
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GRUPO CONTROLE 55 DIAS
Descrigao Geral
Presenca de osso maduro ao redor das roscas do parafuso de titanio e na IEOR
proximo ao parafuso. Nos locais onde ndo se formou osso, houve proliferagdo do
tecido muscular, tecido conjuntivo e tecido adiposo em contato direto com a
superficie do enxerto, com as bordas e também na interface (Fig. 21). Alguns
padrées variados de reabsor¢cdo sdo observados externamente e internamente no
enxerto. Além disso, ha um remodelamento 6sseo interno e externo do enxerto.
Descrigoes Especificas
C55d - 2 — Nao houve integragdo desse enxerto, havendo tecido ndo 6sseo na
IEOR. Contudo, houve formacdo de osso reacional a distancia, do lado esquerdo,
horizontalmente, além de 10,0mm da borda do enxerto e, verticalmente, acima da
metade da espessura do enxerto (Fig 22, 23).
C55d — 4 — Do lado direito ha osso na IEOR, horizontalmente, verticalmente, sobre o
enxerto e remodelado nas regides ao redor das roscas (Fig. 24).
C55d — 5 — Grande reabsorgao 6ssea do enxerto do lado esquerdo, com invasao de
tecido conjuntivo em sua medular (Fig. 25). Do lado direito, ha tecido conjuntivo na
IEOR, na regiao de roscas.

Fig. 21 - C55d-1 (50X) — Presencga de osso maduro ao redor das roscas e na IEOR
préximo ao parafuso (setas amarelas). Tecidos muscular, conjuntivo e adiposo
envolvendo o enxerto e penetrando parte da IEOR.
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Fig. 22 - C55d-2 (50X) — Tecido adiposo, muscular e conjuntivo penetrando a borda
esquerda do enxerto e tecido conjuntivo na IEOR.

Fig. 23 - C55d-2 (50X) — Tecido conjuntivo e muscular envolvendo o enxerto do lado
direito; tecido conjuntivo na IEOR.
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Fig. 24 - C55d-4 (100X) — Osso ao redor de todo o enxerto e remodelado nas
regides ao redor das roscas do parafuso (setas amarelas).

Fig. 25 - C55d-5 (50X) — Reabsorgéo externa do enxerto com invasédo de tecido
conjuntivo em sua diploe.
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GRUPO INTERFACE 55 DIAS
Descrigao Geral
Ha osso maduro ao redor das roscas do parafuso de titanio e na IEOR, préximo ao
parafuso. Observam-se tecidos muscular, conjuntivo e em alguns locais, tecido
adiposo presentes diretamente sobre a superficie externa do enxerto e do osso
reacional neoformado. Este o0sso neoformado se apresenta intensamente
vascularizado. Nos locais onde ndo formou osso nas bordas, houve a proliferagao de
tecido conjuntivo e adiposo, estendendo-se em alguns casos para a IEOR. Algumas
areas focais de reabsorgdo sdo observadas externa e internamente ao enxerto, com
remodelamento ésseo.
Descrigoes Especificas
155d — 1 — Osso maduro remodelado ao redor das roscas do parafuso e sobre o
enxerto (Fig. 26).
155d — 3 — Tecido conjuntivo e adiposo na borda esquerda e penetracédo de tecido
conjuntivo na IEOR (Fig. 27).
155d — 4 — O enxerto do lado esquerdo apresentou um padrao de reabsorgio
aumentado (Fig. 28).

Fig. 26 - I155d-1 (50X) - Osso remodelado ao redor das roscas do parafuso (setas
amarelas) sobre o enxerto (setas pretas). Ha tecido conjuntivo na borda direita. Osso
na IEOR. Osso reacional vascularizado horizontal e vertical.
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Fig. 27 - 155d-3 (50X) — Penetragao de tecido conjuntivo na IEOR. Tecido conjuntivo,
adiposo e muscular sobre a superficie externa do enxerto e do osso reacional.

Fig. 28 - 155d-4 (100x) — Reabsorgéao interna do enxerto (setas amarelas)
proveniente de tecido conjuntivo que penetrou a borda esquerda e parte da IEOR
(setas pretas).

GRUPO BARREIRA 55 DIAS

Descricao Geral

Ha osso maduro ao redor das roscas do parafuso de titanio e na IEOR, préximo ao
parafuso. Somente em um caso, o osso neoformado na IEOR esta distante do
parafuso. Em alguns poucos casos ha contato direto do musculo sobre a superficie
externa do enxerto, osso receptor ou invadindo as bordas. Na maior parte ha
resquicios de Norian® (abaixo ou entre o tecido conjuntivo, ou dentro do osso
neoformado), tecido conjuntivo e até tecido adiposo afastando o musculo.

Nos espécimes onde houve total integragéo do enxerto ao osso neoformado, ocorreu
certo padrdao de reabsorgado, contudo, todo o enxerto foi envolvido por osso (na
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interface, bordas e até mesmo sobre o enxerto). Os ossos neoformados se
apresentam intensamente vascularizados.

Descrigoes Especificas

B55d — 1 — Observam-se resquicios de Norian® ao redor do enxerto, em meio ao
tecido conjuntivo. Do lado esquerdo, o pouco osso neoformado na IEOR se
encontrava distante do parafuso. Do lado direito houve uma reabsorgdo de
praticamente todo o enxerto, sendo o local parcialmente ocupado por tecido
conjuntivo e Norian®. Houve uma intensa remodelacéo do osso receptor e formacéo
de osso reacional, tanto horizontalmente, quanto verticalmente além da regido onde
estaria o enxerto (Fig. 29).

B55d — 2 — Tecido conjuntivo invadindo internamente o enxerto do lado esquerdo
gerando reabsorgao (Fig. 30).

B55d — 3 — Do lado esquerdo houve formacdo de osso na IEOR. Do lado direito
houve formagdo de osso na IEOR e integracdo do osso neoformado a borda do
enxerto (Fig. 31).

B55d — 4 — Enxerto com certo padrao de reabsorgao, contudo, envolvido por 0sso
neoformado (Fig. 32).

B55d — 5 — Enxerto com certo padrao de reabsorgao, contudo, envolvido por 0sso
neoformado (Fig. 33, 34, 35).

= 1) ik | 1 .

Fig. 29 - B55d-1 (50X) — Reabsorgao do enxerto com pequena quantidade de osso
cercado por tecido conjuntivo. Intensa remodelagdo do osso receptor. Presenca de
Norian® (setas amarelas) e osso reacional vertical (setas pretas).
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Fig. 30 - B55d-2 (50X) — Tecido conjuntivo internamente ao enxerto do lado
esquerdo; tecidos conjuntivo e adiposo penetrando a borda esquerda; Norian® sobre
e ao lado do enxerto; ilhas de osso neoformado internamente ao Norian® (setas

amarelas).

Fig. 31 - B55d-3 (50X) — Osso neoformado na IEOR; integracéo do osso neoformado
a borda direita do enxerto; tecido conjuntivo e adiposo afastando o musculo;
resquicios de Norian® dentro do osso neoformado (setas amarelas).
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Fig. 32 - B55d-4 (100X) — Enxerto do lado esquerdo, envolvido por 0sso
vascularizado; Norian® sendo substituido por osso (seta amarela); resquicios de
Norian® sobre o enxerto (setas pretas).

Fig. 33 - B55d-5 (50x) — Enxerto do lado direito (setas amarelas) completamente
envolvido por osso neoformado, vascularizado.
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Fig. 34 - B55d-5 (50x) — Enxerto do lado esquerdo envolvido por 0sso; 0SSO
neoformado, vascularizado, contendo resquicios de Norian® em seu interior (setas
amarelas); resquicios de Norian® sobre o enxerto (seta preta).

®

Fig. 35 - B55d-5 (400x) — Norian™~ sendo substituido por osso vascularizado; borda
esquerda do enxerto (seta amarela).
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- Anélise Histométrica -

Borda Inferior do Enxerto, Osso Neoformado em contato direto com o Enxerto
e 0 Osso Receptor, Osso Total Neoformado na Interface

Foi realizada uma proporgao do osso neoformado em contato direto com o enxerto e
0 0sso receptor e do osso total neoformado na Interface em relagdo a medida da
borda inferior do enxerto. Nessas medidas lineares, apds obter uma média de cada
grupo, o grupo contendo menos de quatro animais foi removido (121d — 3 animais),
pois impossibilitava a correta aplicagao do teste estatistico.

Os resultados foram considerados significativos a um nivel de significAncia maximo
de 5% (p<0,05).

Tabela 1. Comparagao do percentual das variaveis entre os grupos em relacédo a
borda inferior do enxerto (retirada do grupo Interface 21 dias)

Percentual Grupo n Média (%) Desvio-padréo(%) P
Osso Neoformado em Barreira 21 dias 5 88,87" 24,88 0,043
contato direto com o Controle 21 dias 5 10,708 23,93
enxerto e 0 0ssoO Barreira 55 dias 5 67,03A 45,21
receptor (lado Interface 55 dias 4 84,52" 25,31
esquerdo) Controle 55dias 5 58,46"8 42,54
Osso Neoformado em Barreira 21 dias 5 53,69" 20,44 0,045
contato direto com o Controle 21 dias 5 17,34A 24 .10
enxerto e 0 0ssoO Barreira 55 dias 5 67,79AB 46,21
receptor (lado direito) Interface 55 dias 4 95,188 6,62
Controle 55 dias 5 48,44 38,07
Osso Total Barreira 21 dias 5 88,87" 24,88 0,008
Neoformado na Controle 21 dias 5 34,73B 15,57
Interface (lado Barreira 55 dias 5 100,00* 0,00
esquerdo) Interface 55 dias 4 97,75" 4,50
Controle 55 dias 5 58,46 42,54
Osso Total Barreira 21 dias 5 61,62 28,54 0,300
Neoformado na Controle 21 dias 5 67,70 46,27
Interface (lado direito) Barreira 55 dias 5 80,00 4472
Interface 55 dias 4 100,00 0,00
Controle 55dias 5 80,00 44,72

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
** As médias e desvio padrdo do grupo 121d foram: osso neoformado esquerdo 40,56 (37,38) ; osso neoformado
direito 37,11 (17,49); osso total esquerdo 50,85 (43,64); osso total direito 53,06(23,97)

Através dos resultados do teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis, verifica-se que
existe diferenca significativa entre os grupos para todas as variaveis, com excegao
da variavel percentual de Osso Total Neoformado na Interface do lado direito. Para
as demais:

- Osso neoformado em contato direto com o enxerto e o0 0sso receptor (lado
esquerdo): o grupo Controle 21 dias apresenta valores significativamente inferiores
aos grupos Barreira 21 dias, Barreira 55 dias e Interface 55 dias (p=0,043);
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- Osso neoformado em contato direto com o enxerto e 0 0sso receptor (lado direito):
Os grupos Barreira 21 dias, Controle 21 dias e Controle 55 dias, apresentam valores

significativamente inferiores ao grupo Interface 55 dias (p=0,045);

- Osso total neoformado na interface (lado esquerdo): Grupo Controle 21 dias
apresenta valores significativamente inferiores aos grupos Barreira 21 dias, Barreira

55 dias e Interface 55 dias (p=0,08);

Grafico 1. Comparagdo do percentual das varidveis entre 0os grupos em relacdo a
borda inferior do enxerto (retirada do grupo Interface 21 dias)
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Tabela 2. Comparacdo entre os grupos do osso neoformado horizontalmente do

lado esquerdo

Osso neoformado horizontalmente (esquerdo)

Total

Grupo Nao formou Até 1,0mm Mais de 1,0mm
N % n % n % n %
Barreira 21 dias - - - - 5 100,0 5 100,0
Interface 21 dias - - - - 3 100,0 3 100,0
Controle 21 dias 2 40,0 2 40,0 1 20,0 5 100,0
Barreira 55 dias - - - 5 100,0 5 100,0
Interface 55 dias - - - - 4 100,0 4 100,0
Controle 55 dias 2 40,0 - - 3 60,0 5 100,0
Total 4 14,8 2 7,4 21 77,8 27 100,0
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Através do teste Kruskal-Wallis, verifica-se que o grupo Controle 21 dias
apresenta menos 0sso neoformado horizontalmente do lado esquerdo do que os
outros grupos (com excecdo do grupo Controle 55 dias que ndo apresentou
diferenga significativa em relagéo ao Controle 21 dias) (p=0,018). Do lado direito ndo
houve diferenga significativa entre os grupos (p=0,280).

Grafico 2. Comparagdo entre os grupos do osso neoformado horizontalmente do
lado esquerdo
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Do lado esquerdo ndo houve diferenga significativa entre os grupos (p=0,432).

Tabela 3. Comparagao entre os grupos do osso neoformado verticalmente do lado
direito

Osso neoformado verticalmente (direito)
N&o formou (ou Até a metade Acima da metade

Grupo formou abaixo da  da espessura da espessura do Total
cortical inferior) do enxerto enxerto
N % n % n % n %
Barreira 21 dias 5 100,0 - - - - 5 100,0
Interface 21 dias 3 100,0 - - - - 3 100,0
Controle 21 dias 2 40,0 3 60,0 - - 5 100,0
Barreira 55 dias - - 2 40,0 3 60,0 5 100,0
Interface 55 dias - - 2 50,0 2 50,0 4 100,0
Controle 55 dias 2 40,0 1 20,0 2 40,0 5 100,0
Total 12 44,4 8 29,6 7 25,9 27 100,0

Através do teste Kruskal-Wallis verifica-se que o grupo Barreira 21 dias
apresentou 0sso neoformado vertical do lado direito significativamente inferior aos
grupos Barreira 55 dias e Interface 55 dias (p=0,014). O restante dos grupos nao
apresentou diferencgas significativas.
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Gréfico 3. Comparacao entre os grupos do osso neoformado verticalmente do lado
direito
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DISCUSSAO

O osso autégeno é considerado o material de escolha para o tratamento de defeitos
e reconstrugcdes d6sseas (CHACON et al., 2004; VOS et al., 2009). Técnicas de
enxertos mandibulares s&o citadas, visando o ganho de volume 6sseo em regiao
posterior de mandibula, com o intuito de reabilitacdo com implantes dentarios
(SCHWARTZ-ARAD e LEVIN, 2007). A forma cortico-medular em bloco tem
demonstrando que, além de promover uma estrutura rigida, permite o transplante de
osteoblastos viaveis e fatores de crescimento, auxiliando no processo de
cicatrizacdo (CHACON et al. 2004).

Dentre as areas doadoras de osso autdégeno, existem tanto as intra-orais como as
extra-orais (VOS et al., 2009). Relatos de baixos niveis de reabsor¢éo e o alto grau
de qualidade do osso de calvaria demonstram uma grande taxa de sucesso da
utilizacdo desse na reabilitacdo de maxilas e mandibulas atréficas que irdo suportar
os implantes dentarios (SMOLKA e [IZUCA, 2006; SMOLKA et al., 2006). Ha
técnicas que utilizam inclusive a forma de enxerto bicortical para esse fim (GLEIZAL
e BEZIAT, 2007). Dessa forma, o presente trabalho optou pela escolha dessa regido
doadora, pois se trata de um sitio doador consagrado na literatura e com relativa
facilidade de execucao da técnica, frente ao tamanho dos animais utilizados.

Ja a escolha da area receptora se deu por alguns fatores: a utilizagdo de modelo
animal para a avaliagcdo da integracédo de enxertos autégenos cortico-medulares, em
regido de angulo de mandibula, é descrita por Chacon et al. 2004; tratando-se de
aplicagao clinica, € uma regido que necessita de constante reconstru¢do com
enxertos 6sseos para reabilitacdo (SMOLKA e [IZUCA, 2006; SMOLKA et al., 2006;
Schwartz-Arad e Levin, 2007); é uma area sob constante agao de for¢ca muscular.

As desvantagens clinicas para a utilizacdo do auto-enxerto estariam concentradas
na necessidade de um segundo sitio cirurgico para area doadora, e na limitagado
quanto a quantidade de material disponivel. Dessa forma, os demais tipos de
enxertos, incluindo os aloplasticos, séo utilizados em substituicdo ou associagao ao
osso autdogeno. (NASR et al., 1999; MACEDO et al. 2004; STANTON, CHOU e
CARRASCO, 2004; OUSTERHOUT e STELNICKI, 1996; SILVEIRA et al, 2008;
SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006; THORWARTH et al., 2006).

Segundo o fabricante, ndo se sabe a eficacia do Norian® quando combinado a
enxertos 0Osseos, colocado sobre tecidos n&o vascularizados, em areas que
suportam estresse e na reconstrugcdo ou aumento do rebordo alveolar. Algumas
aplicagdes clinicas utilizando o Norian® em mandibula tém sido descritas, buscando
esclarecer o seu comportamento (STANTON, CHOU e CARRASCO, 2004; SMOLKA
e lIZUCA, 2006; SMOLKA et al., 2006).

O estudo experimental realizado utilizou o fosfato de calcio (Norian® CRS®
Craniofacial Repair System® Fast Set™ Putty) associado ao osso autégeno onlay,
que se trata de um enxerto livre, inicialmente nao vascularizado, e em uma regido de
insercdo do musculo masséter de um roedor, submetido a constante estresse.
Assim, frente ao metabolismo dos animais utilizados, foram formados os grupos de
21 dias e 55 dias, com o intuito de avaliar uma fase inicial e uma fase relativamente
tardia do processo de integracao do enxerto.
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Dentre as caracteristicas ideais para os substitutos do osso estao: serem resistentes
ou ndo a reabsorcao, dependendo do uso; excregcdo ou metabolismo através de uma
via fisiolégica normal, quando os materiais forem reabsorviveis; ndo serem
carcinogénicos ou alergénicos; possuirem resisténcia a deformacdo (OUSTERHOUT
e STELNICKI, 1996; ANUSAVICE, 1998; VALERIO et al., 2004; KNABE et al., 2005).
O cimento de fosfato de calcio (Norian®) é formado por uma mistura de fosfato de
monocalcio monohidratado, a-tricalcio fosfato e carbonato de calcio, no qual é
adicionada uma solucdo de fosfato de calcio. Apds a mistura, a pasta endurece,
formando um composto cristalino semelhante a fase mineral do osso (KIRSCHNER
et al. 2002). A pasta obtida da mistura dos constituintes do calcio e fosfato, com a
solucdo tampéao, e injetados dentro do defeito dsseo, alcangam sua maxima for¢a de
compressao em 12 horas. Essa reacao ocorre no pH e temperatura do corpo,
permitindo um tempo de trabalho de 5 minutos apdés uma mistura de 2,5 minutos
(KOPYLOQV, et al. 2002). Esses cimentos de fosfato de calcio sdo considerados a
segunda geracdo de hidroxiapatitas de substituicdo 6ssea (GENECOV et al., 2007).
Segundo Herculiani et al. (2000) um dos principais fatores que atuam impedindo ou
dificultando a regeneragcdo do osso, parcialmente ou totalmente, no local desejado,
€ a rapida formagao de tecido conjuntivo de origem ndo o6ssea. O objetivo da
utilizagdo do Norian®, como forma de barreira, foi a protecdo das bordas do enxerto.
Essa regido, mais distante do parafuso, apresentou-se menos adaptada ao o0sso
receptor, estando mais propensa a penetragao de tecido mole.

O principio da osteopromocao é baseado no artificio utilizado para fazer o selamento
de um local anatdémico, onde se deseja a formagdo de novo 0sso, ou mesmo a
reconstituicdo do osso perdido, impedindo que outros tecidos, mais comumente o
tecido conjuntivo, possam interferir no crescimento ou na direcdo da formacéao
desse. Uma aplicagdo do principio da osteopromog¢do compreende em colocar
membranas artificiais no tecido, envolvendo o local que se deseja a osteogénese, de
maneira firme e adaptada a superficie do osso. Isso gera uma melhor cicatrizagao,
através de uma completa restituicdo e/ou formacdo 6ssea (LINDE et al.,, 1993).
Dentre os métodos utilizados na regeneragdo ou reparo de tecido 6sseo perdido,
esta incluida a regeneracéao tecidual guiada (RTG), com a utilizagdo de membranas.
O método funciona como uma barreira fisica biocompativel que previne a
proliferacdo de tecido conjuntivo e epitélio, considerados n&do osteogénicos. No caso
das membranas nao-reabsorviveis € necessario um segundo procedimento para sua
remocdo. Ja as membranas reabsorviveis, funcionam como barreiras biocompativeis
e eficazes, possuindo a vantagem de ndo necessitarem de um segundo ato cirurgico
para sua remocédo (CRUMP et al., 1996; DAHLIN, 1996; PECORA et al., 1997). O
mesmo principio, envolvendo especificamente a regeneracéo do osso, € descrito por
Schenk (1996) como regeneracgao 6ssea guiada (ROG).

Relatos da aplicagdo clinica de membranas reabsorviveis e ndo-reabsorviveis,
baseada nos principios da ROG, tém sido apresentados demonstrando a
preservacdo e até o aumento do processo alveolar, com resultados satisfatorios,
quando comparados a néo utilizagdo dessas (LEKOVIC et al., 1997; ANSON, 2002;
PROUSSAEFS e LOZADA, 2003). Além disso, Silveira et al. (2008) demonstram em
sua pesquisa que uma pasta a base de calcio, manipulavel, quando utilizado para
preencher defeitos 6sseos, possuiu a capacidade de fazer a manutengao do espaco,
permitindo a migragcado de células osteogénicas para seu interior. Quando utilizado
em forma de barreira, sobre um material aloplastico de preenchimento, proporciona
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maior osteocondutividade, quando comparado com o material sem a protecéo
externa da barreira de célcio.

Staton, Chou e Carrasco (2004) relatam um caso de reconstrucdo de um grande
defeito 6sseo com o fosfato de célcio (Norian®), causado pela remocdo de um
ceratocisto em mandibula. Ap6s a remoc¢do da lesdo e preservacdo de paredes
Osseas finas remanescentes, o cimento foi injetado. Cerca de ¥4 do material foi
perdido ao longo de 2 meses, através da mucosa oral, devido a a¢do trauméatica da
denticdo oposta sobre o local. Ap6s 3 anos de cirurgia ndo foi observada a
recorréncia da lesdo e ocorreu a gradativa substituicdo e a reabsorcdo do material
por 0sso, sendo que a forca e a forma da mandibula foram preservadas. Os autores
sugerem que 0 cimento funcionou como uma regeneracdo tecidual guiada,
promovendo suporte estrutural para o periésteo ao redor e prevenindo que tecido
mole invadisse a cavidade.

Casos de complicacdes sdo descritos na literatura, como fistula devido a separacéao
do material; celulite no local da incisdo; infec¢cdes do acesso cirargico; infec¢do
crénica no local da cirurgia (GENECOV et al., 2007); deiscéncia parcial, com
exposicdo da superficie do material (SWAID, HOLZLE e WOLFF, 2006); e
deiscéncia com infec¢io, necessitando a remocao do produto (GOMEZ, et al., 2005).
Para Zins, Moreira-Gonzalez e Papay (2007) os casos devem ser avaliados para que
haja uma correta indicagdo frente ao tratamento clinico proposto e, Gomez et al.
(2005) afirmam que, pacientes com risco de infeccdo devem ser previamente triados.
Em nosso estudo, o proposito dos grupos na forma de barreira (B21d e B55d)
também foi de impedir que o tecido mole invadisse 0s espacos existentes entre as
bordas do enxerto e 0 0sso receptor. Além disso, visou promover uma adesao extra
do enxerto ao osso mandibular através do material, auxiliando naquela propiciada
pelo parafuso, s6 que com propriedades osseocondutivas. Em muitos casos desses
grupos observamos esse papel, onde o tecido conjuntivo e muscular se apresentou
afastado do enxerto e do osso receptor devido a presenca do Norian®. Frente &
utilizacdo do produto, foi observada uma maior formagcdo éssea na IEOR do lado
esquerdo. O grupo C21d apresentou valores significativamente inferiores aos B55d,
I55d e até mesmo ao grupo B21ld (p=0,043). Um melhor resultado também foi
observado em relacdo ao osso total neoformado na interface do lado esquerdo,
nesses mesmos grupos (p=0,08).

Para Swaid, Holzle e Wolff, 2006 o Norian® se trata de um material com forca de
compressao e plasticidade inicial ideais para reabilitar maxilas e mandibulas
atroficas com, inclusive, a colocagdo imediata de implantes dentérios. J& Genecov et
al. (2007) acreditam que, apesar de o material ser biocompativel e osseocondutivo,
eles devem ser utilizados com cuidado, pois sdo propensos as fraturas e requerem
uma estrutura remanescente para se estabilizar nos defeitos.

Em relagéo as propriedades osseocondutivas, esse cimento permite uma integridade
estrutural e mecanica, com uma forca de compresséo final de 55 MPa, apdés 12
horas de sua aplicacdo, ndo se fraturando durante o processo de reabsor¢céo e
remodelacdo do osso (KOPYLQOV, et al. 2002; KIRSCHNER et al. 2002). Além disso,
possuiu uma capacidade quimica de promover a reabsor¢cdo através das células do
hospedeiro, sendo substituido por osso proveniente do 0sso receptor. Esse processo
ocorre devido a acao de osteoclastos, a infiltracdo vascular e a deposi¢cdo de matriz
Ossea por osteoblastos (KIRSCHNER et al. 2002).

Por apresentar uma favoravel osteocondutividade, biorreabsor¢céo, propriedades de
contorno, forca compressiva alta, e baixo risco de transmissdo de doencas, esse
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cimento se torna uma alternativa valiosa de material aloplastico para a reconstrucao
de defeitos mandibulares (STANTON, CHOU E CARRASCO, 2004). Para Chambers
et al., 2007, complicagbes na utilizacdo do material para o restabelecimento do
contorno do esqueleto facial como infeccdo, perda do material e exteriorizacdo
podem ocorrer, contudo, os cimentos a base de fosfato de calcio teoricamente nao
gerariam esse problema, ja que sua composicdo se assemelha a porcéo inorganica
do osso, sendo remodelado e posteriormente substituido por osso neoformado. Zins,
Moreira-Gonzalez e Papay (2007) também afirmam que cimentos a base de calcio
sdo biocompativeis, osteocondutivos e possuem um potencial de substituicdo por
0SS0.

No experimento, nos locais onde havia o fosfato de célcio, foi observada a
substituicdo gradual do material por osso, bem como a intensa vascularizagcdo do
osso neoformando. Além disso, a vascularizacdo do enxerto também ocorreu em
todos os casos.

Esse processo de neovascularizacdo foi observado clinicamente por Chambers, et
al. (2007) ao fazerem uma reintervencdo em uma paciente com fratura de complexo
orbitozigomatico. Observaram que o local em que se havia utilizado previamente o
Norian®, com resultados satisfatérios, havia uma revascularizagcdo clinica,
demonstrada através de sangramento. Um fragmento da regido foi removido e
enviado para exame histolégico, sendo constatada uma complexa relagdo entre o
Norian® e 0 0sso lamelar, confirmando a revasculariza¢io e remodelac&o 6ssea.
Chacon et. al (2004) ao estudarem o processo de fixagdo déssea aposicional,
observaram histologicamente processos de remodelacdo do enxerto, bem como a
formacgédo de 0sso reacional, proximo ao parafuso na superficie medial da mandibula,
a distancia do enxerto. Esses achados coincidem com o presente estudo, onde
foram observados enxertos vascularizados e, em alguns casos, com remodelacéo
0ssea interna, indicando que houve o processo de neovascularizagdo, reabsorcao e
deposicdo 6ssea mediada por osteoclastos e osteoblastos. Aqueles enxertos que
nado apresentaram integracdo, ou seja, com tecido conjuntivo interposto,
apresentaram-se vascularizados, com vasos sanguineos provenientes do tecido
mole. Além disso, os autores citados anteriormente afirmam sobre a importancia da
fixacdo rigida para o resultado final da integracdo. Essa relacdo é vista de forma
evidente em nossos achados histolégicos, onde, a maior parte do osso neoformado
na IEOR, ocorreu préoximo ao parafuso de fixagcdo, local de maior adaptagcédo e
estabilidade do enxerto ao 0sso receptor.

Kopylov et al. (2002) utilizou o cimento em fraturas de ossos do esqueleto
apendicular, o que permitiu uma mobilizacdo mais acelerada, igualmente comparada
a diferentes técnicas utilizadas com esse intuito. Contudo, recomenda que a
utilizacao isolada desse material € inadequada para estabilizacdo, necessitando de
uma fixacdo adicional interna ou externa. Isso porque, apesar de conseguirem obter
um melhor alinhamento utilizando o Norian® em fraturas de radio, algumas perdas de
reducéo ocorreram ao longo do tratamento.

Nossos resultados demonstram que, a utilizacdo do Norian® proporcionou
significancia estatistica em diferentes itens analisados. O grupo 155d apresentou
resultados superiores aos grupos controle (C21d e C55d) e ao grupo B21d na
formacdo de osso na IEOR do lado direito (p=0,045). Além disso, no item 0sso
neoformado horizontalmente do lado esquerdo, o grupo C21d n&o apresentou
diferenca significante em relacdo ao C55d, contudo, demonstrou haver formado
menos 0SSO que 0s demais grupos que utilizaram o fosfato de célcio (p=0,018),
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sugerindo uma inducdo da neoformacédo 6ssea reacional por parte do 0sso receptor,
mesmo que a certa distancia do enxerto.

Swaid, Hdblzle e Wolff (2006) observaram, por um periodo de 32 meses, através de
acompanhamentos radiograficos, a completa substituicdo no Norian® por tecido
0sseo, sem ocorrer qualquer deslocamento ou fratura do material. Eles utilizaram o
produto na reconstrugdo em altura de maxilas e mandibulas atréficas, para a
colocacao de implantes dentérios, sendo que, em alguns casos, houve a colocacdo
imediata dos implantes. Em dois casos houve deiscéncia parcial, com exposicao da
superficie do material. Nos 73 implantes colocados ndo houve sinais de infeccéo ou
perda. Para os autores, nos casos de reconstru¢cdo de ossos maxilares atréficos,
com insercdo simultdnea de implantes dentarios, devido a plasticidade inicial do
material e grande forca de compressdo, é possivel obter a estabilidade dos
implantes.

No experimento, foi observado o cimento de fosfato de célcio tanto extra quanto
intra-6sseo, sugerindo o processo de reabsorcao e substituicdo. Contudo, mesmo
aos 55 dias, resquicios do material foram observados, ndo sendo o tempo suficiente
para o processo completo de troca. Dessa forma, a explicacdo do resultado do grupo
B21d ter apresentado osso neoformado vertical do lado direito diminuido em relacéo
aos grupos B55d e I55d (p=0,014) é que o fosfato de célcio ainda estava presente,
pois nessa fase, na maior parte dos casos, ndo houve tempo suficiente para
substituicdo total ou quase total do material por novo 0sso.

Demais pesquisadores utilizaram medidas lineares para avaliar o osso neoformado
com o uso do Norian®, com diferentes referéncias. Genecov et al. (2007) associaram
o material a diferentes telas, em defeitos 6sseos bilaterais em calvarias de caes, e
observaram novo osso formado nas bordas do defeito em trés e seis meses, e uma
boa integracdo do osso neoformado com 0 0sso receptor aos 12 meses. Uma boa
formacdo 6ssea foi vista circundando o Norian® em ambos os grupos (teste e
controle). Frente aos resultados do trabalho, os autores acreditam que, o produto
associado a tela de titanio, seja apropriado para a estabilidade em curto e longo
prazo.

Além das utilizagBes j4 descritas, esse cimento tem sido aplicado em estudos
experimentais de craniotomias fronto-orbitarias de animais em fase de crescimento
(KIRSCHNER et al., 2002) e na reconstrucao de terco superior e médio de pacientes
pediatricos (GOMEZ et al., 2005), sem gerar alteragdes no desenvolvimento 6sseo.
No estudo em animais, apds um periodo de 90 dias, caracterizado como o periodo
méximo de crescimento dos Yorkshire piglets, foi observada completa, ou quase
completa cicatrizagdo 6ssea no sentido pdstero-medial dos espac¢os 6sseos onde se
utilizou o material. Nos pacientes pediatricos, em um caso que foi operado 16 meses
ap6s a cirurgia para a colocacdo do Norian®, em algumas areas, o cimento de célcio
estava presente. Alguns locais apresentaram substituicdo parcial do Norian® por
0sso neoformado, sem a perda do contorno desejado.

Assim como foi observado por Kirschner et al. (2002), no presente experimento ndo
houve infeccdo ou extrusdo do material utilizado, situagfes citadas pelo fabricante
como possiveis complicacdes. Segundo os autores, esse resultado satisfatorio é
obtido ndo so pela biocompatibilidade do material, mas também pela velocidade de
remodelacdo do produto, ou seja, caso 0 material ndo seja substituido por 0sso,
pode gerar uma reacdo de corpo estranho em longo prazo.
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Dessa forma, frente aos resultados do trabalho proposto, foi possivel concluir que a
utilizagdo do Norian®, associado aos enxertos onlay, proporcionou neoformagao
0ssea mais evidente, mesmo em uma regido de constante estresse muscular.
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Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- O uso do Norian®, em conjunto com enxertos 6sseos aposicionais
devidamente fixados, em angulo de mandibula de ratos Wistar, demonstrou ser uma

opcdao viavel, ndo apresentando complicagdes pos-operatorias;

- Os dispositivos de tracionamento desenvolvidos para a pesquisa,
juntamente com a metodologia proposta, permitiram criar uma forma de

guantificacao da integracdo dos enxertos onlay em mandibulas de ratos;

- Os enxertos aposicionais, quando associados ao Norian®, apresentaram
melhores resultados ao teste de forca de tracdo, principalmente na fase inicial da

cicatrizacdo 0ssea;

- Através da descri¢do histologica e da analise histométrica foi possivel
verificar que, a utilizacdo do Norian®, associado aos enxertos onlay, proporcionou

maior formacao 6ssea, mesmo em uma regido de constante estresse muscular.
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APENDICE A

ﬁ'f' Comissdo Cientifica e de Elica
. Faculdade da Odontologia da PUCRS

iy

Porio Alegre 03 de dezembro de 2007

O Projeto de: Tese

Protocolade sob n®: QLpOT

Intitulacdo: Avaliacdo microscopica do efeito do sulfato de cilico
associado a enxerios 035605 APOSICIONEIS €M TRI0S

Pesquisador Responsivel: Prof Dr. Rogério Belle de Oliveira

Pesquisadores Associados: Roger Lanes Silveira

Mivel: Douterado

Foi aprovado pela Comissio Clentifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 30 de movembro de 2007,

foa Jreerfeto ol verir ser frrechricmmerie encamimiadn ao CEPPLERS

A
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Profa. Dra. Marilia Gumﬁ_di Oliveira
Presidente da Comissdo Cienifica & de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipinanga, 9651, Prodi 06 sala 209 (503
Pario Alegre /RS — Brasil - Cx. Postal: 1429 e-mail: goboaicdoia-pe i pucs b
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APENDICE B

DE FESQUISA E

ﬁ Pontificia Universidade Catlica do Rio Grande do Sul
pRid-RETTORIA
FUCRS COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficia 015709 = CEUA Porto Alagre, 26 de janeiro de 2009,

Senhor Pesquisador:

0 Comité de Etica para o Uso de Animals apreciou & aprovou seu protocolo de
pesqulsa, registro CEUA O9/00076, intitulade: “Avallacio microscipica do
efeito do sulfato de cilcio associado a enxertos dsseos aposicionais
em ratos”.

Sua investigacio estd autorizada a partir da presente data.

Relatdrios do andaments do profeto devem ser entrogues a este Comité.

Atenciosameanie,

Time. Sr.

Prof. Dr. Rogério Belle de Qliveira
Faculdade de Odontologla
N/Universidade

PUCRS|  compue

‘Caafral
Ay, [pirangs, S690 - FPandar iy J14- CEF: BOE10-000
Fone/Fao: (51) J320-3345%
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APENDICE C

Grupo Controle 21 dias (C21d) — aumento de 50X

Animal 01 Animal 02 Animal 03

Animal 04 Animal 05

Grupo Interface 21 dias (121d) — aumento de 50X

Animal 01 Animal 02 Animal 03
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Grupo Barreira 21 dias (B21d) — aumento de 50X

Animal 01 Animal 02

Animal 04 Animal 05

Grupo Controle 55 dias (C55d) — aumento de 50X

Animal 01 Animal 02 Animal 03

Animal 04 Animal 05
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Grupo Interface 55 dias (155d) — aumento de 50X

Animal 01 Animal 03

Animal 04

Grupo Barreira 55 dias (B55d) — aumento de 50X

Animal 01 Animal 02 Animal 03

Animal 04 Animal 05
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