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RESUMO

Introducao: O tratamento de eleicdo para as corregdes de defeitos Osseos ainda € o
enxerto 0sseo autdégeno. Suas principais limitagdes, como o volume restrito na regiao
doadora, o pds-operatorio desconfortidvel nessa regido e a dificil aceitacdao pelos
pacientes, levaram a busca por materiais que possam restaurar a forma e a fungdo do
osso perdido com a exceléncia do enxerto autdgeno, porém com menos inconvenientes.
O objetivo deste estudo é comparar a porcentagem de neoformagdo éssea promovida
pelo enxerto 6sseo autdgeno e trés tipos de materiais de substituicdo de caracteristicas
distintas em cavidades em fémures de ratos.

Métodos: Foram realizadas 2 cavidades de 5,4 x 2,7 mm, em cada fémur (direito e
esquerdo), de 14 ratos Wistar isogénicos. Cada um dos 4 defeitos criados foi preenchido
com 0 0sso autdgeno ou com um dos trés materiais testados — hidroxiapatita (HA),
Genphos® (HA+ B-TCP) e GenMix® (um enxerto dsseo bovino composto). Ao final dos
periodos de 6 semanas (n=6) e 12 semanas (n=8), os animais foram sacrificados. As
laminas (coradas com Picro-Sirius) foram analisadas por microscopia Otica normal e
software especifico.

Resultados: Os grupos com o 0sso autdégeno se mostraram muito superiores aos demais
nos dois tempos analisados, tendo uma média de neoformacgdo 6ssea + DP iguais a 90,6
+ 10,8 % em 6 semanas, € 98 + 9,2 % em 12 semanas (p>0,0001 em ambos os tempos
analisados). Em 6 semanas, os resultados para os demais grupos foram os seguintes:
Genphos® 46 + 7,1% , HA 43,1 + 8,4% e GenMix® 57,3 + 4,5%. Em 12 semanas,
Genphos® 47,8 + 11,1%, HA 39,9 + 5,4%, GenMix® 59,7 + 4,8 % .

Discussao: O osso autégeno apresentou um comportamento notadamente superior aos
outros grupos nos 2 tempos analisados. Dentre os substitutos testados — excetuando a
comparacao HA com GemMix® em 12 semanas (p=0,007) —, ndo se conseguiu provar
diferencas que alcancaram significancia estatistica.

Conclusoes: Em ambos os tempos analisados, os trés materiais de substituicdo Ossea
testada se mostraram inferiores ao 0sso autdgeno na porcentagem de neoformacao dssea.

Palavras-chave: Regeneraciao ()ssea; Transplante ()sseo; Substitutos ()sseos; Durapatita;
Fosfatos de Calcio; Transplante Heterdlogo; Transplante Autélogo; Materiais
Biocompativeis; Ratos Wistar
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ABSTRACT

Introduction: Autogenous bone grafting is the first-choice treatment for reconstructing
or replacing bone defects. Its main shortcomings and complications, such as limited
quantities of bone for harvest, donor-site morbidity, and patient reluctance to accept it,
gave rise to the seek for grafting substitutes for autogenous bone.

The aim of this study is to compare the percentage of new bone formation promoted by

autogenous bone grafts with three different substitute materials.

Methods: Fourteen adult ,male, isogenic Wistar rats were subjected to the experiment.
Two surgical cavities, measuring 5,4 X 2,7mm were created in both right and left
femurs. Each was filled with either autogenous graft or one of the three substitute
materials (hydroxyapatite (HA), Genphos® (HA+ B-TCP) e GenMix® (composite bovine
bone graft).Animals were sacrificed in six weeks(n=6) and twelve weeks(n=8)..Sections

were stained in picro-sirius and viewed under optical microscope and image software.

Results:autogenous bone graft groups showed 90,6% + 10,8 SD new bone formation in
6 weeks and 98 £9,2 % em 12 weeks (p>0,0001). Genphos® showed 46 + 7,1%SD , HA
43,1 + 8,4%SD and GenMix® 57,3 + 4,5%SD in 6 weeks and 47,8 + 11,1%SD, 39,9 +
5,4%SD and 59,7 £ 4,8% SD in 12 weeks, respectively(p=0,007).

Discussion: autogenous bone showed better results than substitute materials in both 6
and 12 weeks.Among the tested materials, except for the comparison of HA and GenMix

in 12 weeks (p=0,007) there were no statistically significant differences.

Conclusion: The three different substitute materials did not play a role equivalent to
autogenous bone grafts referring to the percentage of new bone formation in 6 and 12

weeks.

Keywords: Bone Regeneration; Bone Transplantation; Durapatite; Calcium
Phosphates;Transplantation, Heterotopic; Transplantation, Autologous; Biocompatible
Materials; Rats, Wistar.
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1 INTRODUCAO

Sdo intimeras as doencas e os acidentes que causam defeitos Gsseos que
necessitam ser corrigidos. Até os dias atuais, o tratamento de eleicdo para as corre¢des
destes defeitos sdo os enxertos Osseos autdgenos. Este tratamento, porém, possui
inimeras limitagdes e inconvenientes, dentre eles a dificil aceitacdo por parte dos
pacientes, o volume e a forma limitada das dreas doadoras, o defeito gerado na extragdo
do enxerto, e o pds-operatdrio desta drea, que normalmente apresenta mais complica¢des

que na drea receptora do enxerto.

Por todas essas razdes, inimeros sdo os materiais que foram criados na tentativa
de conseguir um substituto para o 0sso autdgeno (nos enxertos) que o recontituisse com

éxito tanto a forma quanto a fun¢do do osso perdido.

Novos materiais com caracteristicas e marcas diferentes tém entrado no mercado,
mas carecem estudos que os embasem, principalmente comparando a neoformagdo dssea
por eles promovida com a do enxerto autégeno, que € ainda o padrdo ouro a ser

alcangado ou superado. Com estudos consistentes, ficard mais facil para os profissionais
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da drea da Saude, que necessitem executar um enxerto 6sseo, embasarem suas escolhas

terapéuticas.

Este estudo visa comparar a porcentagem de neoformac¢do 6ssea promovida por
um enxerto autégeno em defeitos de 5,4 x 2,7 mm realizados nos fémures de ratos nos
periodos de 6 e 12 semanas, confrontando estes resultados com os alcancados por 3
diferentes materiais de substituicdo 6ssea — uma HA+TCP (Genphos®), uma HA
reabsorvivel (Bionnovation) € um enxerto sseo bovino composto organico + inorganico

(GenMix®).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Microestrutura e Macroestrutura do Osso Humano

O osso pode ser classificado com relagdo a sua microestrutura em quatro
componentes: células, matriz organica, matriz inorganica e fatores sinalizantes soliveis.
Esses componentes integram-se de maneira distinta com relagdo a macroestrutura,

formando o osso cortical e esponjoso. (1)

Existem trés fendtipos de células Osseas: os osteoblastos, 0os ostedcitos € 0s

osteoclastos. (1)

As matrizes dividem-se em orginica e inorganica. Aproximadamente 35% do
peso do osso correspondem a matriz organica, cuja maior parte € constituida por
colageno tipo I (90%), e o resto (10%) corresponde a matrizes nao-coldgenas, dentre as

quais se podem destacar as BMPs, os proteoglicanos e as glicoproteinas. (1)

A matriz inorgéanica € responsavel por 60% a 70% do peso do osso seco. Cerca

de 99% do célcio, 85% do fosforo e 40% a 60% do sddio e magnésio do corpo se
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encontram no esqueleto, que em sua composicdo seria sem impurezas,

CA10(PO4)s(OH),. (1)

Quanto a macroscopia, o 0sso pode ser dividido em osso cortical (compacto) e
esponjoso (trabecular). O osso cortical, que a olho nu parece denso e compacto, constitui
cerca de 80% do esqueleto. Interposto entre as camadas de osso cortical, fica o0 0sso
trabecular — e, por causa de seu aspecto espacial, é também chamado de esponjoso. Nao
tem a fun¢do de sustentacdo do osso cortical; pode, porém, responder rapidamente a

requerimentos fisiologicos. (1)

2.2. Tipos de Enxertos Osseos

Os enxertos podem ser divididos em quatro categorias. (2)

Autoenxertos ou enxertos autdgenos sdo aqueles enxertos “autodoados” pelos
préprios pacientes. Homoenxertos sdo aqueles doados por outros individuos, porém de
mesma espécie (bancos de ossos). Xenoenxerto ¢ a matriz 6ssea mineralizada ou
desmineralizada de outra espécie, que nao humana (osso bovino mineralizado, ou
desmineralizado). Enxertos Alloplésticos sdo substitutos Osseos sintéticos (HA sintética,

vidro bioativo...).
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2.3. O Enxerto Autbégeno

Os enxertos 6sseos sdo o segundo mais freqiiente procedimento de transplante,
atrds somente de transfusdo de sangue. (3) Para esta enxertia, o osso autégeno ainda
apresenta as melhores caracteristicas, sendo considerado, por esta razdo, o enxerto 6sseo
autégeno como o procedimento “padrdo ouro” — todas as demais alternativas possuem
inimeras desvantagens. (4, 5) O uso de osso autégeno, além de diminuir o risco de
transmitir doencas infecciosas, possui caracteristicas osteocondutivas, osteoindutivas e
osteogénicas consideradas otimas (Tabela 1). (5) Como suas principais desvantagens
podem ser citados o pds-operatdrio que apresenta recuperacao demorada e, a morbidade
da drea doadora que normalmente € pior que a drea receptora do enxerto. (5, 6, 7, 8, 9,

10)
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Tabela 1 - Areas doadoras de 0sso autégeno e suas vantagens e desvantagens. (2)

AREA DOADORA

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Crista do Iliaco

Ramo ascendente e sinfise da

mandibula

Toérus

Costela ou plat6 tibial

Calvario

Osso do préprio paciente
Osteogénico
Disponibilidade

Osso do préprio paciente
Osteogénico
Disponibilidade

Osso do préprio paciente
Osteocondutivo

Osso do préprio paciente
Disponibilidade

Osso do préprio paciente
Osteogénico
Disponibilidade

Morbidade do sitio doador
Requer anestesia geral
Pés-operatdrio com
recuperagdo demorada

Morbidade do sitio doador
Pés-operatdrio com
recuperagdo demorada

Somente  alguns  pacientes
possuem

Morbidade do sitio doador
Somente osso cortical

Morbidade do sitio doador
Requer anestesia geral
Pés-operatério com
recuperag¢do demorada

Morbidade do sitio doador
Requer anestesia geral
Pés-operatério com
recuperac¢do demorada
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2.4. Mecanismos Biologicos e Fatores de Sucesso para os Enxertos Osseos

A cicatrizagdo de um tecido, como o tecido 6sseo, pode ocorrer por um processo
de reparo ou por uma regeneracdo. O resultado final de um reparo é uma cicatriz de
tecido fibrético; e de uma regeneragdo € um tecido com caracteristicas indistinguiveis do
tecido original. O problema com o tecido fibrético é que ele pode ndo restaurar as

funcOes normais (mecanicas, por exemplo) do tecido ou 6rgdo injuriado. (11)

Os mecanismos biolégicos que formam o principio bdsico para os enxertos

Osseos incluem trés processos: osteogénese, osteoconducio e osteoinducgio. (4, 5, 12)

Osteogénese ocorre quando osteoblastos ou células precursoras de osteoblastos
sdo transplantados juntamente com o material de enxerto para dentro do defeito, onde

podem estabelecer centros de formacao 6ssea. (4,12)

Osteocondugdo ocorre quando o material de enxerto ndo-vital serve como
arcabouco para o crescimento de células precursoras de osteoblastos, que posteriormente

se distribuem no interior do defeito. (4,12)

A osteoindugd@o envolve a formagdo de um novo osso pela diferenciagdo local
das células mesenquimais indiferenciadas em células formadoras de osso sobre a

influéncia de um ou mais agentes indutores. (4, 12)

Existem trés condicdes bdsicas que sdo pré-requisitos para a regeneraciao

Gssea:(12)
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1. uma fonte de células formadora de osso ou células com capacidade

de se diferenciar em células formadoras de 0sso;

2. a presenga de estimulo osseoindutor para iniciar a diferenciacao das

células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos;

3. a presenca de um meio osteocondutor formando uma matriz sobre a
qual o tecido invasor possa proliferar, € no qual células osteoprogenitoras estimuladas

possam se diferenciar em osteoblastos.

A formacdo de osso secunddria, que ocorre apds a realizacdo dos enxertos
Osseos, pode ter trés origens: a transplantacdo de células vivas em conjunto com o
enxerto (somente 0sso autdgeno), invasdo de osteoblastos nativos (do osso adjacente ao
enxerto), e transformacdo de células do paciente (células mesenquimaéticas
indiferenciadas) em osteoblastos. Se existirem sitios de aderéncia celular e um razoavel
suporte estrutural em um meio apropriado, a capacidade intrinseca das células para

reorganizar e gerar novo tecido serd alcancada. (13)

2.5 Caracteristicas Desejadas dos Materiais Utilizados para Regeneracio Ossea

Os materiais utilizados para facilitar e regeneracdo em vivo devem ter a
microestrutura € a composi¢ao quimica requerida para crescimento normal de células e

funcdo. Para uma regeneracdo éssea, um material processado com caracteristicas
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semelhantes ao osso do ponto de vista fisico, quimico e mecanico seria mais desejavel,
pois essas propriedades irdo influenciar para que o crescimento de células dsseas e a

funcdo do osso neoformado sejam normais. (11)

Os substitutos Osseos para enxertia deveriam, de uma maneira ideal, ser
osteocondutivos, osteoindutivo, biocompativel, bioreabsorvivel, estruturalmente similar

ao 0sso, facil de usar e com custo acessivel. (4)

Eficicia, seguranca e custo sdo fatores cruciais quando se seleciona o tipo
adequado de material que serd utilizado para se realizar do enxerto dsseo. Por respeito ao
paciente, o uso de um osso que ndo seja de caddveres € o ideal, apesar de até
recentemente ndo estar disponivel um substituto 6sseo que tenha caracteristicas
perfeitas. Certamente seria vantajoso quando possivel o uso de produtos sintéticos;
porém, matrizes Osseas demineralizadas e enxertos allopldsticos continuam sendo

alternativas razodveis e seguras de produtos. (5)

O enxerto 6sseo sintético idealizado deveria conter (I) fatores de crescimento
osteoindutivos para estimular células osteoprogenitoras e moléculas sinalizadoras; (II)
células osteoprogenitoras primitivas com receptores que respondam a estes sinais,
diferenciando-se em células formadoras de osso, e (III) um material osteocondutivo que

promova um meio favordvel para a funcdo de células e fatores do crescimento. (7)

O sucesso da regeneracdo Ossea guiada depende da criagdo e manuten¢do do

espaco para o material que permitird a migracao celular. (14)
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Com o passar dos anos, inimeros sd@o os materiais que t€ém surgido para suporte e
crescimento celular; porém, apenas alguns, t€m demonstrado sua eficicia clinica, (3)

sendo que um substituto dsseo ideal ainda estd para ser encontrado. (10)
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3 OBJETIVO DO ESTUDO

Comparar as porcentagens de neoformacdo Ossea (calculada por
histologia e software de imagem) entre o 0sso autégeno e os trés substitutos testados,

detectando se houve diferencgas significativas de neoformacao dssea entre eles.
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4 HIPOTESE

O osso autdgeno apresentard uma formagdo dssea superior a dos materiais
testados — e, assim, continua a ser a melhor alternativa para a enxertia 6ssea, podendo os
materiais apresentar ou ndo diferencas estatisticas entre a porcentagem de neoformacao

promovidos por eles.

Hipétese nula: o método usado nio seria eficaz para detectar diferengas entre os

grupos testados.

Hipdtese alternativa: algum dos materiais testados alcangard uma porcentagem
de formagdo 6ssea proxima ou superior a do osso autdégeno. Com isso, este poderd ser

considerado uma alternativa ideal para o uso em enxertos 0sseos.
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5 MATERIAL E METODO

5.1 Delineamento

Estudo experimental prospectivo, controlado e randomizado em ratos Wistar,

exclusivamente destinados para pesquisa.

5.2 Animais

5.2.1 Descri¢do dos Animais

Foram utilizados 14 ratos (Rattus norvegicus) da raca Wistar, machos, adultos
jovens entre 2 a 4 meses, isogénicos da linhagem Kyoto, com um peso entre 220 — 300
gramas, provenientes do Laboratério de Microcirurgia e Pequisa da PUCRS e mantidos
no mesmo local, em condi¢cdes ambientes adequadas para a espécie — controle da
temperatura, umidade, ventilacdo, luz (12 horas dia/12 horas noite), ruido, odores e
interacdo social. Foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo livre acesso para
dgua e alimento, adequado para a espécie em qualidade e quantidade. Os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Microcirurgia-PUC/RS, aos cuidados de

profissionais com competéncia no manuseio e no cuidado de animais.
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Os espécimes foram alocados randomicamente em 2 grupos experimentais que
receberam o mesmo tratamento; foram, contudo, sacrificados e analisados em tempos

diferentes (6 e 12 semanas) (Tabela 2).

Tabela 2 - Descricao dos grupos experimentais

Grupo Descri¢ao
6 Composto por 6 ratos Wistar com 24 unidades
semanas experimentais, 4 por espécime.
12 Composto por 8 ratos Wistar com 32 unidades
semanas experimentais, 4 por espécime.

Fonte: O Autor

5.2.2 Controle de normalidade 6ssea

o Para a determinag@o do que seria 100% de neoformacio a ser alcancada,
foi selecionada para cada lamina histologica testada, uma regido de osso normal

adjacente a lesdo com comprimento e drea similar.

5.2.3 Grupos experimentais

. Grupo 6 semanas: grupo inicialmente composto por 6 ratos machos

Wistar isogénicos
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o Grupo 12 semanas: grupo inicialmente composto por 8 ratos machos

Wistar isogénicos.

5.3 Materiais para enxertia dssea

5.3.1 Osso Autégeno

O enxerto de osso autégeno foi feito com a coleta do proprio osso do fémur,
removido com uma trefina de 2,7mm (Prudent - Dental Trinks Ind. e Com. - BRASIL)
(Fig. 1), das 4 cavidades feitas nos dois fémures de cada rato. Antes de sua utilizacao,
foi armazenado em um pote dapen odontolégico estéril e particulado em pedagos

menores com um mini-alveol6tomo odontolégico.
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Figura 1- Fotografia do osso autégeno armazenado em pote dapen apds sua remoc¢ao
das cavidades confeccionadas com broca trefina 2,7mm (Prudent - Dental
Trinks Ind. e Com. - BRASIL)

5.3.2 Genphos® (HA + TCP)

O Genphos® (Baumer S.A Brasil) é um material composto de Hidroxiapatita e B-
Trifosfato de Calcio na propor¢do aproximada de 70:30 %; Granulometria: 0,50 -

0,75mm (Fig. 2).
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Figura 2 - Fotografia dos granulos do Genphos®, uma composi¢ao de HA (70%)
e B-TCP (30%) com granulométrica de 0,50 - 0,75mm.

5.3.3 HA - Hidroxiapatita Sintética Reabsorvivel

A HA (hidroxiapatita) reabsorvivel sintética (Bionnovation Biomedical S.A.
Brasil) é produzida a partir do método da precipitagdo. Os resultados de caracterizacao
mostraram que o material produzido é composto por 100% de hidroxiapatita, ndo

havendo coexisténcia de outras fases baseadas no sistema Ca — P (Fig. 3).
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Figura 3 - Fotografia da Hidroxiapatita sintética reabsorvivel (Bionnovation
S.A. Brasil) de granulacdo 0,70 a 0,80 mm.

5.3.4 GenMix®

G) . . . .
O GenMix~ (Baumer S.A. Brasil) é um enxerto composto de origem bovina,
possuindo em sua composi¢cdo componentes organicos, inorgdnicos e coldgeno.

Granulometria: Microgranular - 0,25 - 1,0mm (Fig. 4).
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Figura 4 - Fotografia do GenMix® , que é um enxerto ésseo composto por parte
orgdnica inorgdnica e coldgeno. Microgranular - 0,25 - 1,0mm .

5.4 Procedimento Cirirgico

5.4.1 Pré-operatorio

Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados pelo mesmo cirurgido (o
autor). Os animais de experimenta¢do passaram por um periodo de aclimata¢do de no
minimo 8 semanas antes da cirurgia, ji que sdo criados dentro do mesmo laboratério

onde foram realizadas as cirurgias.
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5.4.2 Procedimento Anestésico

Foi administrada anestesia intraperitoneal com uma solucdo constituida por
0,2ml de Cloridrato de Clorpromazina (Clorpromaz 5Smg /ml) + 0,8ml de Ketamina
(Ketamin-S(+), 50 mg /ml, Cristalia, Brasil) na dose de 0,3ml de solucdo /100 gramas de
peso corporal do rato (o que é equivalente a 0,3 mg de Clorpromazina +12 mg de
Ketamina /100 gr. de peso corporal do rato). Foi realizada a tricotomia na area de
acesso cirdrgico sobre os dois fémures (esquerdo e direito). Doses de manutengdo
anestésica foram contempladas para serem ministradas no transcorrer do ato cirdrgico,

conforme necessario (metade da dose inicial).

5.4.3 Procedimento Cirurgico

Em todos os procedimentos cirtrgicos realizados, foram utilizadas técnicas
assépticas, estando os materiais utilizados esterilizados e com o uso de campo cirdrgico

também estéril sob o rato operado.

Sob anestesia geral, cada rato foi posicionado em decubito lateral. Uma incisdao
longitudinal de cerca de 4 cm foi realizada, paralela e anterior ao eixo de ambos o0s
fémures — foi feita uma de cada vez. Com a disseccdo delicada do musculo e peridsteo,
foi exposta a drea anterior de cada fémur (Fig.5). Com o auxilio de um motor elétrico
Blm 600 plus (Driller S.A. Brasil) e contra angulo 1x1 (KaVo do Brasil Ind. Com.
Ltda.), foram confeccionadas 2 cavidades de 5,4mm, utilizando broca trefina de 2,7mm
(Prudent - Dental Trinks Ind. e Com. - BRASIL), em 2 cavidades adjacentes 2,7 x 2 =
5,4Amm. Para confeccdo destas cavidades, foi estipulado um torque constante de 45N,
velocidade de 45.000 rpms e irrigagdo abundante (70% - regulagem do motor Driller)

com soro fisioldgico para viabilidade de regeneracdo Ossea.
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Figura 5 - Fotografia mostrando a exposi¢do da drea do fémur a ser tratada e a
broca trefina 2,7 mm utilizada.
Ap6s as perfuracdes (Fig.6), os fragmentos Osseos foram removidos com
cuidado e armazenados em potes Dapen estéreis (Figural). Posteriormente estes serdo

utilizados como osso autdégeno para ser enxertado (apds ser particulado com mini-

alveol6tomo odontolégico) em uma das cavidades.
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Figura 6 - Fotografia demonstrando as perfuracdes realizadas e inicio da remog¢ao
do 0sso, que serd utilizado como fonte de osso para o enxerto autégeno.

Em cada espécime tratado, foram entdo confeccionados 4 “defeitos” dsseos (2
por fémur). Cada um destes foi preenchido por um dos trés substitutos 6sseos (Fig.7),
sendo a outra preenchida pelo osso autégeno. A distribuicdo da posi¢do dos materiais
nas cavidades dos fémures sofreu rotacdo no sentido horério para padronizacao de dreas

enxertadas com cada material.
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Figura 7 - Fotografia demonstrando duas cavidades preenchidas — a da esquerda
com HA, e a da direita com GenMix®.

Tanto a sutura do peridsteo quanto a sutura por planos e da pele foram
executadas com fio mononylon 4-0 (Ethilon® Johnson & Johnson, Brasil)(Figs. 8 e 9).

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais ap0s as cirurgias.

Figuras 8 e 9 - Fotografias demonstrando a sutura por planos sendo realizada.
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Durante o periodo de observacdo pds-operatdria, foi utilizada uma solucdo de

paracetamol na concentracio de 1 ml/ 20 ml de dgua para analgesia.

5.4.4 Procedimento de Morte dos Animais

No momento da morte dos grupos de animais, respectivamente em 6 e 12
semanas pos-operatorias, uma dose da anestesia, jd& mencionada, foi realizada;
posteriormente, foi aplicada uma sobre-dosagem de pentobarbital sédico (Tiopental®) de
100 mg /kg intracardiaca com o rato ji previamente anestesiado, sem provocar dor ou
outro sofrimento ao animal, conforme recomenda a resolu¢iao n° 714, de 20 de junho de

2002, sobre os métodos de eutandsia segundo espécie.

5.5 Remocoes e Preparo dos Fémures

5.5.1 Disseccao e Fixagdo dos Fémures

Apd6s a morte dos animais, foi feita uma remocgao delicada dos fémures direito e
esquerdo (Fig.10), que imediatamente foram colocados em solucio de formol a 10% por
trés dias. Durante a disseccdo e remog¢do dos tecidos moles, ndo foi encontrada nenhuma

falha total dos enxertos realizados; sendo somente observado que alguns granulos dos
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grupos da HA e HA+TCP (Genph0s®) foram removidos junto com o peridsteo,

demonstrando a nao unido destes ao enxerto, € sim ao periosteo.

Figura 10- Fotografia demonstrado o aspecto encontrado apdés 12 semanas dos
quatro grupos testados. A) Genmix®, B) Genphos®, C) HA
(Bionnovation), D) Autégeno. Observar a dificuldade at¢é mesmo de
localizag@o da drea do enxerto autogeno(D).

Para melhor demonstracao das diferencgas da calcificagdo foram retirados RX dos
fémures fotografados, para uma melhor visualizacdo das diferencas entre os grupos

(Figl1), ndo tendo sido utilizado os mesmos para a medi¢do da neoformacdo dssea.

Todos os demais procedimentos para a confeccao das laminas histologicas foram
realizados no Laboratério de Patologia do Hospital Sdo Lucas da PUC/RS por pessoal

capacitado e treinado para as fungdes.
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Figura 11- Rx demonstra aspecto radiolégico apés 12 semanas - A) Autégeno, B) HA
(Bionnovation), C) GenMix ® D) Genph0s®.

5.5.2. Descalcificac¢do e Confeccao de Blocos de Parafina.

Os fémures foram seccionados com ajuda de um disco de carburundum
odontolégico, do mesmo motor elétrico Driller BLM 600 Plus utilizado nas demais
cirurgias, e da peca reta 1x1 (KaVo do Brasil Ind. Com. Ltda.). Foi seccionado, além da

area enxertada, cerca de 0,5 a 1 mm de osso sadio de ambos os lados da area tratada.

Todos os tratamentos foram separados de acordo com o tipo de enxerto
realizado; a descalcificacdo lenta dos mesmos foi realizada com dcido férmico em

concentragdo de 30% em uma estufa a 37 °C, sendo trocado a cada trés dias pelo periodo
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de duas semanas. Apds completa descalcificagdo, foi feita a inclusdo das pecas em

parafina para corte em micrétomo e confeccao de laminas histologicas.

5.5.3 Confec¢do das Laminas Histoldgicas

Em todas as pecas, foi descartado o primeiro milimetro a fim de se ter certeza de
que o primeiro corte se encontrava dentro da drea tratada. Apds, foram confeccionadas
10 laminas histolégicas com 2 a 5 cortes de 5S0um do fémur em cada. Apds essa
seqiiéncia, foi descartado mais 1 mm, sendo realizado os mesmos procedimentos, acima

descritos, para o preparo das laminas — e assim subseqiientemente, até se desgastar toda

a peca.

5.5.4 Técnica de Coloragdo de Picro-Sirius

O Picro-Sirius foi escolhido por ser uma coloracdo para coldgeno em que ficam
evidentes tanto as dreas de osso normal (com presenca de coldgeno Tipo I) quanto as
areas da medula Ossea e de fibrose. Assim, as dreas podem ser diferenciadas atravéz da

distibuicao do coldgeno.

Ap6s ficar 24 horas em estufa a 60°C, as 1aminas foram desparafinizadas (xilol —
2 x por 5 min; &lcool absoluto — 4 x por dois minutos) e hidratados em dgua corrente.

Em seguida foi realizada a incubagdo em solu¢do de Picro-Sirius a 1% por uma hora;
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seguido de lavagem em &4gua corrente por 20 minutos. Quando secas, as laminas foram
desidratadas em alcool absolutos (4 x de 2 min), clarificadas em xilol (2 x de 5 min) e
montadas com bdlsamo de Canadd e laminula 24 x 50 mm. As laminas foram

catalogadas e examinadas para escolha das dreas a serem fotografadas e analisadas.

5.6 Fotografias e Analise das Imagens

Todos os grupos estudados foram examinados com microscopia Otica normal,
com aumento de 5x. Ao se capturar as imagens com o auxilio da camera CoolSNAP™-
Pro ¢f (Media Cybernetics, Inc.), é produzido aumento similar de uma objetiva de 10x;

com isso, as imagens resultantes passam a ter um aumento de 50x.

Para a andlise, foi estipulado um minimo de trés &dreas diferentes, com um
minimo de 1 mm de distancia entre elas. Para cada area tratada, foi eleita, na mesma
lamina, em regido adjacente a da lesdo, uma drea com extensdo e larguras similares para

o controle dos 100% de neoformacao dssea.

5.6.1 Andlise das Imagens com Programa Image-Pro Plus 4.5.1

As imagens, ap0Os sua captura, foram analisadas (pelo Autor), com o programa
Image-Pro6 plus, versdo 4.5.1. (Media Cybernetics, Inc.), utilizado pelo departamento de

Patologia do Hospital Sdo Lucas da PUC/RS.




Material e Método 29

Com auxilio deste programa, foi selecionada a drea correspondente ao 0sso
existente em cada imagem capturada, sendo aplicada nesta uma “madscara” especifica
(Fig. 20-21). Esta drea, quando mensurada com o programa acima descrito, gera uma
contagem de nimero de pixels a que corresponde. A porcentagem de neoformagdo ssea
da drea tratada foi calculada pela comparacio de osso nesta area (tratada) em relagc@o ao

0sso presente na drea adjacente ndo-tratada (controle), que foi estipulado como 100% de

neoformacao (ideal).

Figura 12- Fotografia de osso normal de Figura 13- Mesma érea da figura 20 ap6s
lamina corada com Picro-Sirius. tratamento de imagem com Image
Pr6 plus, que contard a drea clara
selecionada (Osso normal).

5.7 Analise Estatistica

Os dados foram descritos por média e desvio padrdo. Para comparacdo da
neoformacdo dssea entre os grupos, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA), seguida

de procedimento de post hoc de Tukey. A comparagdo dos tempos foi realizada pelo
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teste t de Student. O nivel de significincia adotado foi de a=0,05. Os dados foram

analisados com o programa SPSS.

5.8 Aspectos Eticos

O protocolo de pesquisa do experimento foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, ndo recebendo
alteracOes ou modificagdes nos procedimentos propostos. Em todos os procedimentos,
tentou-se cumprir fielmente os preceitos da liberdade e do bem-estar animal, a fim de
manté-los livres de fome, sede, desconforto, auséncia de dor e doengas, ficando livres
para expressar o comportamento natural da espécie, sem estresse. Tentou-se reduzir, ao

minimo possivel, o nimero de animais utilizados, segundo o principio de redugao.

Os procedimentos foram realizados de acordo com os aspectos legais regidos
pela Lei Federal do Brasil n° 6638, de 8 de maio de 1979, assim como a resolu¢do n°
879, de 15 de fevereiro de 2008, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV),

que dispde sobre o uso de animais na pesquisa.

O método de eutandsia foi escolhido de acordo com as normas reguladoras de
procedimentos relativos a eutandsia em animais, contempladas na resolugdo n® 714, de

20 de Junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).
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6 RESULTADOS

Nenhum dos ratos utilizados no experimento morreu apds o procedimento ou
durante o periodo do experimento. Apesar de todos os animais estarem aparentemente
sadios — ndo apresentavam limitacdes em sua movimentacao —, ao se fazer a dissec¢ao
dos fémures foram constatados trés fémures fraturados no grupo de 6 semanas e cinco
fraturas no grupo de 12 semanas, causadas provavelmente pelo grande tamanho das
cavidades confeccionadas e pelo fato de as lesdes terem sido realizadas em ambos 0s

fémures (Tabela 3).

As demais perdas (Tabela 3) se devem a falhas na descalcificagdo ou
confeccdo das laminas, ndo tendo com isso condi¢des de as mesmas serem analisadas;

por esse motivo, foram excluidas do estudo.
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Tabela 3- Distribuicdo de animais por grupo, perdas e dreas de tratamentos analisadas.

Areas inicialmente Areas de tratamentos

Grupo tratadas N™ e causas das Perdas analisadas
4 Autégeno
®
3 fraturas de fémures; 5 Genphos
6 semanas 24 2 problemas de 4 HA
6x4) descalcificagdo e confeccao 4 GenMix®
das laminas. 17 TOTAL
5 Autégeno
®
5 fraturas de fémures; > Genphos
12 semanas 32 4 problemas de 5 HA
Bx4) descalcificagdo e confeccao 5 GenMix®
de laminas. 20 TOTAL

Com auxilio do programa Image-Pro Plus versdo 5.4.1(Media Cybernetics, Inc.),
foi selecionada a drea correspondente ao osso de cada imagem. Tendo sido a drea Gssea
da imagem- controle estipulada como 100% de neoformacdo éssea a ser buscada, foi
calculada a porcentagem da neoformacgdo de osso da drea tratada em comparagdo com o

mesmo (Figuras 14-21).
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Figura 14- Fotografia de histologia de grupo
tratado com osso autdégeno em
12 semanas. Aumento 50x.

Figura 16- Fotografia de histologia de grupo
tratado com Genphos® em 12
semanas. Aumento 50x.

|
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Figura 15- Fotografia de histologia de osso
normal adjacente ao tratamento

da fig.12 (controle - 100%).
Aumento 50x.

Figura 17- Fotografia de histologia de osso
normal adjacente ao tartamento
da fig. 14 (controle — 100%).
Aumento 50x.
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Figura 18- Fotografia de histologia de grupo Figura 19- Fotografia de histologia de osso
tratado com HA em 12 semanas. normal adjacente ao tratamento
Aumento de 50x. da fig.16 (controle — 100%).

Aumento 50x.

i -
Figura 20- Fotografia de histologia de grupo Figura 21- Fotografia de histologia de osso
tratado com GenMix® em 12 normal adjacente ao tratamento

semanas. Aumento de 50x. da fig. 18 (controle — 100%).
Aumento 50x.

Em algumas édreas do local enxertado, o enxerto dsseo autdgeno promoveu um
espessamento (fig 22 e 23) maior que a imagem controle de comparagdo, o que explica
porque alguns dados de neoformagdo deste grupo alcancaram valores acima de 100% da

area inicial.
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Figura 22- Espessamento da drea tratada Figura 23- Area adjacente a figura 22
com enxerto 6sseo autégeno que serviu como controle de
em comparacio com sua area 100% de neoformacdo a ser
adjacente (controle). alcancada.

Os valores das médias de neoformacdes Osseas bem como seus respectivos

desvios padrdes estdo expostos na tabela e no grifico abaixo (Tabela 4 e Figura 24).
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Tabela 4 - Variacdo das médias + DP do indice de neoformacgao dssea nos dois tempos

analisados.
Tempo Tipo de Enxerto n Média Desvio Padrao
Autdgeno 4 90,5 10,8
Genphos” 5 46,0 7.1
6 semanas HA reabsorvivel 4 43,1 8.4
GenMix® 4 57,3 4,5
Total 17
Autdgeno 5 98,0 9,1
Genphos® 5 47,8 11,1
12 semanas HA reabsorvivel 5 39,9 5.4
GenMix® 5 59,7 4,8
Total 20
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Figura 24- Gréfico de média e desvio padrdo representando os valores da
neoformacdo dssea entre os grupos em estudo
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7 DISCUSSAO

Os modelos animais ainda sdo uma ferramenta imprescindivel no estudo de
diversas dreas da saude. Tal importincia fica ainda mais evidente nos casos em que é
necessario se comparar um tratamento consagrado (padrdo ouro) - com outros
tratamentos —e ndo sendo raro para a padronizacdo do estudo terem de ser realizadas
lesOes (Osseas, nervosas...)de uma maneira controlada (similar), sendo impossivel por

esta razdo a realizacdo dos mesmos em humanos.

Mesmo sendo o modelo animal nossa maior aproximacao com a realidade, deve-
se sempre buscar a utilizacdo do menor nimero de animais possivel € minimizar ao
maximo seu sofrimento, utilizando-os somente quando se necessitar uma padronizacao
impossivel de ser alcancada por outros métodos ou forem relevantes os dados que

poderao ser obtidos.

A relevancia deste estudo estd relacionada a quantidade de procedimentos de
enxertia realizados no mundo: sdo inimeros os acidentes ou as doencas em que ha uma
perda de tecido 6sseo que precisard ser reposto (somente nos Estados Unidos, estimam-
se cerca de 500.000 procedimentos de enxertos dsseos por ano)(5). Até os dias atuais, o

tratamento de eleicdo para recuperar esse tipo de lesdo € o enxerto dsseo autégeno, um
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procedimento cirtirgico consagrado e muito eficaz, mas longe de ser perfeito. Dentre
algumas de suas desvantagens, podem ser citadas a dificil aceitacdo do mesmo por parte
dos pacientes (por ser preciso remover osso de outra drea), o volume e a forma limitados
das dreas doadoras, e o defeito gerado na extracdo do enxerto e o pds-operatorio desta
drea, que normalmente apresenta mais complicacoes do que na drea receptora do
enxerto. (5, 6, 7, 8, 9, 10) Devido a tais limitagdes, existe a busca constante por um
material para enxertia que possa substituir o osso autdgeno com a mesma qualidade do
tratamento, porém com menos inconvenientes, sendo que um substituto ideal parece

ainda estar para ser criado. (3, 10, 11)

Atualmente no mercado, inimeros sdo os substitutos 0sseos (HA, B-TCP, vidro
bio ativo) — e contam com as mais diversas caracteristicas para tentar substituir o 0sso
autégeno. As empresas que os produzem utilizam um marketing forte, tentando
convencer que este ou aquele produz melhores resultados, e que, como parece 6bvio, o

seu produto tem qualidade superior ao de outras empresas.

Bons estudos sobre muitos destes materiais ainda sdo inconclusivos e escassos.
Normalmente, comparam-se somente dois ou trés materiais distintos — e rarissimos sao
0s experimentos em que se comparam vdarios grupos de substitutos, com o padrdo ouro
atual, o enxerto Osseo autdgeno. Essa informacdo € de suma importincia para o
esclarecimento de profissionais da drea da Saude e de seus pacientes, para que quando a
reposicao Ossea (enxerto) for necessdria, possamos decidir a melhor op¢ao terapéutica

para cada caso.




Discussdo 39

Um substituto 6sseo com caracteristicas ideais deveria ter propriedades fisico-
quimicas parecidas com as do osso, para facilitar a regeneracdo Ossea; ter a capacidade
de associar propriedades osteoindutoras e osteocondutoras; ser biocompativel e

reabsorvivel, sendo completamente substituido por osso. (4, 11)

Além do osso autdgeno, foram testadas uma HA+B-TCP (Genphos®) e uma HA
reabsorvivel (Bionnovation) — 2 enxertos alopldsticos que teriam apenas caracteristicas
osteocondutoras — e o GenMix®, exemplo de xenoenxerto, que teoricamente poderia
possuir caracteristicas osteocondutoras - pela matriz inorganica- e osteoindutoras - pela
matriz organica, que por outro lado diminuiria, em tese, sua capacidade de

sustentacao.(4)

Os aloenxertos derivados de HA sintética (e suas variagdes) sdo altamente
biocompativeis e parecem ter uma resposta biolégica semelhante a do osso(4). Os
resultados na literatura dependem das diversas formulacdes e ainda sdo inconclusivos
quanto a quantidade e a qualidade do osso neoformado. (3, 10, 11, 15, 16, 17, 18, 19)
Alterando-se a sua composi¢do (como a adi¢do de B-TCP) e o seu método de fabricacdo,
poderia ser alterada a velocidade de reabsor¢do da HA, que naturalmente ocorreria de

forma muito lenta.(4, 11)

Os xenoenxertos teriam como uma grande vantagem a maior similaridade com o
osso natural - quando analisado o seu componente inorginico (variando sua
cristalinidade e morfologia de acordo com o método de preparo)(20) - e poderiam, em
tese, manter as caracteristicas osteoindutoras em seu componente inorganico, (4, 10) que

supostamente teria um maior potencial imunogénico. (7) Com a associagcdo dos dois
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. ® . . . .
componentes, 0 GenMix ou somaria as vantagens dos dois, ou teria a sua capacidade de

osteoinducdo e/ou sustentagdo afetadas por esta mistura. (10, 15, 18, 21)

Os osteoclastos, tanto humanos como de ratos, apresentam um padrdo similar de
reabsor¢do. Com isso, o0 modelo animal utilizado neste estudo seria vélido para o estudo

sobre reabsor¢ao de substitutos 6sseos. (22)

Para comparar o osso autdgeno com os materiais testados, neste estudo foram
confeccionadas duas cavidades idénticas (5,4 x 2,7 mm) (Fig.6), confeccionadas em
cada um dos fémures — gerando 4 defeitos por espécime - de 14 ratos Wistar machos
isogénicos (com 2 — 3 meses e 220 — 330 g). Em todo animal, trés cavidades foram
enxertadas utilizando-se um substituto diferente em cada uma, mais aquela em que é
preenchida pelo enxerto autégeno (Fig.7). A distribuicio dos materiais sofreu uma

rotacdo randomizada para uniformizagdo das dreas tratadas com cada tipo de tratamento.

Os tempos de 6 e 12 semanas foram escolhidos com base na cicatrizagdo dssea
do rato, que transcorre maneira 2 a 3 vezes mais rapida que a que ocorre em humanos.
Isso significa que 12 semanas seria o equivalente a no minimo 6 meses em humanos, um

tempo normal de maturacio para enxertos 0sseos.

Tanto no tempo de 6 semanas quanto em 12 semanas, ao se dissecar os fémures
foram encontrados remanescentes inorganicos dos trés materiais substitutos ainda bem
visiveis (FIGURA 12) — menos aparente no GenMix®, e muito mais aparente no
Genphos® e na HA. Na regifo tratada com o osso autégeno, j em 6 semanas era dificil
localizar a area tratada por causa de seu aspecto muito similar ao osso normal, ficando

esta similaridade clinica ainda mais evidente no grupo de 12 semanas de apds a enxertia
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(FIGURA 12). Todos estes achados clinicos sdo confirmados pelas imagens histologicas

dos tratamentos (FIGURAS 14-21).

Para se comparar a neoformacdo Ossea, foram confeccionadas laminas
histoldgicas, e as imagens foram comparadas através de software especifico (Image-Pro
Plus versdo 4.5.1). Com esse programa, € possivel colocar uma “mdéscara’ através da
qual € seleciona apenas a drea correspondente ao osso de cada imagem — e o préprio
programa faz uma contagem desta drea por nimero de pixels (FIGURA 22 — 23). Sao
sempre comparadas a imagem que melhor demonstra a drea tratada (enxertada) com a da
drea ndo-tratada (que é definida como controle de 100% de neoformacao), adjacente ao
enxerto, com comprimento e larguras similares a da drea enxertada analisada da mesma

lamina histolégica.

Relacionando-se o resultado das porcentagens da neoformacdo Ossea promovida
pelos diferentes tratamentos, percebe-se que, nas dreas tratadas em que se enxertou
dsseo autdgeno, o resultado foi muito superior aos demais: apresentou uma média e
desvio padrao de 90,6 + 10,8 % em 6 semanas, e de 98 + 9,2 % em 12 semanas (Tab.4),
(Fig. 24), tendo um p<0,0001 em ambos os tempos testados em comparacido com todos

0s outros tratamentos analisados.

Quanto ao desempenho da porcentagem neoformacdo dos materiais, foram
obtidos dois resultados distintos. Em seis semanas, as médias e desvios padrdo foram de
Genphos® 46 + 7,1%, HA 43,1 + 8,4% e GenMix® 57,3 + 4,5%. Com o n utilizado neste
estudo, o grupo testado ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas na

porcentagem de neoformagdo promovida por estes substitutos — apresentou a
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significancia de p = 0,951 entre os tratamentos com Genphos® ¢ HA; p = 0,201 entre os

tratamentos com Genphos® e GenMix®; e p = 0,107 entre o GenMix® e a HA.

Ja em 12 semanas, com o n analisado, pdde ser vista a diferenga estatisticamente
significativa apenas entre o grupo tratado com GenMix® (59,7 + 4,8 %) e o grupo
tratado com HA (39,9 + 5,4%) com p = 0,007. Nao foram detectadas diferencas
significativas, porém, na comparagao entre o tratamento com Genphos® 47,8 £11,1%)

e 0 GenMix® com p=0,134,e entre aHA e o Genphos® comp = 0,431.

Se tivesse sido utilizado um » maior em nosso estudo, talvez pudessem ter sido
alcangadas diferengcas com maior poder estatistico entre os grupos dos substitutos. Mas é
preciso considerar que este ndo € o objetivo principal do estudo, mas sim o de confrontar

os resultados destes materiais com os do 0sso autdgeno.

Nenhum dos substitutos dsseos testados pode ser considerado a altura do enxerto
dsseo autdgeno, quando analisada a porcentagem da neoformagdo dssea promovida neste
modelo experimental, resultado respaldado na literatura (10). E também observével a
presenca de remanescentes bem visiveis do componente inorganico de todos os materiais
testados (Figura 10). Isso significa que os mesmos ndao cumpriram com uma das
caracteristicas ideais de um substituto dsseo: a de ser completamente substituido por

0sso (no modelo experimental e nos tempos analisados) (4) .
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8 CONCLUSOES

Em ambos os tempos analisados o enxerto dsseo autdgeno apresentou uma média

de porcentagem de neoformacio dssea muito superior aos substitutos dsseos testados.
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