ARTIGO
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RESUMO

O objetivo deste estudo piloto foi de avaliar as alteracoes de caracteristicas histolégicas e
no contetido mineral na 4rea de regeneracao entre superficies 6sseas aproximadas por distra-
cao osteogénica. Foi criado cirurgicamente defeito alveolar, com 4 mm de largura, 6 mm em
comprimento e 10 mm em profundidade, em trés suinos jovens Sus scropha. Os distratores
foram fixados no palato com a finalidade de transportar o segmento 6sseo, delimitado por
corticotomia, no sentido do fechamento do defeito criado. A area do defeito foi recoberta
subperiostamente com membrana absorvivel de colageno e a ativacao do parafuso foi iniciada
com 1 mm/dia. Os animais testados foram sacrificados no 27° e 48° de cicatrizacao e o animal
controle, que nao passou por procedimento cirargico algum, foi sacrificado aos trés meses de
idade. Analise histologica e de energia dispersiva por raios-X (EDXA) revelaram diferencas das
caracteristicas do reparo em relagdo ao crescimento, observando-se a formacao de pontes
Osseas entre as superficies 6sseas e deposicao gradativa de elementos minerais até os 48 dias
de reparo. Ainda, menor densidade mineral foi observada na area de reparo.

UNITERMOS: regeneracao 6ssea; distracao osteogénica; membrana de colageno; EDXA.

SUMMARY

The aim of this pilot study was to appraise the mineral contents and histological changes
in the woven bone formed between two bone surfaces approximated by osteodistraction.
Alveolar defect standardized with 4 mm in width, 6 mm in length and 10 mm in depth was
surgically generated in three female Sus scropha young pigs. Distraction devices were
attached on the palate in order to transport the bone segment towards the defect and
corticotomy was performed. The defect surface was covered with the collagen resorbable
membrane and the screw activation started at the rate of 1 mm/day. Experimental animals
were sacrificed on the 27" and 48™ days of healing, and the control animal, that did not
undergo any surgical procedure, was sacrificed at about three months of age. The histological
study and the energy dispersive X-ray analysis were developed in each sample, and revealed
different characteristics between bone healing and growth. Although lower mineral density
was found at the healing zone, bone bridge formation and marked mineral peaks were noted
at the defect correction area in 48 days.

UNITERMS: bone healing; distraction osteogenesis; collagen membrane; EDXA.
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INTRODUCAO

Diversas estratégias para engenharia de tecido
0sseo, que atingem niveis satisfatérios, vém sen-
do desenvolvidas na ultima década*811.12.21.24.25
fechamento de defeito 6sseo alveolar é um dos t6-
picos em que essas técnicas sdo amplamente
pesquisadas. Fenda alveolar congénita em pacien-
tes com fissura palatal e fenda adquirida, como
conseqiiéncia de cancer bucal, sdo casos em que
existe a necessidade de correcao alveolar, para re-
abilitacao oral. Enxertos autégenos e alogenos,
assim como a distragdo osteogénica, tém apre-
sentado relativo sucesso no fechamento da fen-
da alveolar, mesmo no tratamento em huma-
n0512’21‘24’25.

Baseado no conceito de regeneracao sob tra-
cao do tecido 6sseo, Guerrero et al.” (2002) reco-
mendaram o uso da distracao osteogénica em pa-
cientes com fissura de labio e/ou palato. Este pro-
cedimento é mais apropriado para pacientes com
fissura nao tratada até a idade dos 8 aos 11 anos,
quando técnicas tradicionais apresentam resulta-
dos limitados.

As membranas de colageno podem ser aplica-
das com o objetivo de potencializar a osteogénese,
no entanto provocam atraso médio de dez dias
na regeneracio. Por outro lado, pode-se observar
maior e mais duradoura deposicao de Ca, contri-
buindo com o processo de regeneracao e melho-
rando a qualidade do tecido 6sseo?.

O tecido 6sseo cicatricial difere do trabecular
na aparéncia histolégica e na propor¢ao de com-
ponentes minerais, porém a histo-dinamica é mar-
cadamente similar em ambos. A analise mineral
do osso vem sendo estudada ha muitos anos, de-
terminando o contetido elementar e sua correla-
cao com o desenvolvimento dos fendmenos biolo-
gicos neste tecido®*. Dietas com baixo indice de cal-
cio provocam modificacdes nos compostos molecu-
lares do tecido, levando a perda 6ssea e aumento
no turnover 6sseo'*. O ambiente de formacao e ci-
catrizagao 6ssea apresenta distinta relacao Ca/P*24,
assim como nos niveis de carbonato, que sao alte-
rados durante o processo de cicatrizacao?.

Neste contexto, a relacao Ca/P pode corrobo-
rar resultados histolégicos, fornecendo uma ana-
lise mais completa e permitindo maior compreen-
sdo do fenémeno fisiolégico. Assim, seria possivel
caracterizar melhor a qualidade do tecido 6sseo,
para movimentacao dentaria ou aplicacao de im-
plante protético.

O processo de cicatrizacao 6ssea inicia com
acidose que € regulada pelo conteudo de diéxido
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de carbono, disponibilizando CaCO, ao ambiente
local, o qual é reduzido durante a mineralizacao
dos cristais. O crescimento 6sseo necessita de bai-
xos indices de diéxido de carbono e baixa propor-
cao Ca/P nos cristais, aumentando os indices de
ambos nos ossos maduros e reduzindo a taxa de
formacao de novos cristais!é. Petrovich et al.2°
(2003) correlacionaram o conteudo de carbonato
com a cicatrizacdo dssea e os estagios de calci-
ficacdo, observando maior indice de carbonato em
estagios precoces, reduzindo a medida que ocor-
ria a maturacao tecidual.

A proposicao deste estudo piloto foi de anali-
sar histologicamente a evolucao da regeneracao
6ssea na area de defeito 6sseo corrigido por dis-
tracao osteogénica em dois periodos experimen-
tais, comparando com a analise mineral nos mes-
mos estagios.

MATERIAL E METODO

Experimento

Trés jovens suinos Sus scropha fémea na den-
ticao mista foram alimentados com racao especifi-
ca e tratados com vermifugo moido, dissolvido na
racgao. Foi necessaria a reposicao mineral pela apli-
cacao intramuscular de 2 mL de Fe(OH),, devido
ao género e a idade dos animais. Os procedimen-
tos cirurgicos foram desenvolvidos sob sedacao
com 2 mL de acepromazina 1% e 4 mL de clori-
drato de ketamina. Para anestesia local, utilizou-
se 3 mL de lidocaina 2% com epinefrina como
vasoconstritor. Os procedimentos seguiram reco-
mendacoées éticas e legais para experimentos em
animais!®.

A primeira etapa cirargica envolveu a criagao
do defeito, padronizado com 4 mm de diametro
mésio-distal e 6 mm de comprimento vestibu-
lo-palatal, quando foram extraidos os primeiros
molares deciduos e as corticais vestibular e pa-
latina foram removidas (Fig. 1A). A segunda etapa
consistiu na fixacdo dos distratores (Conexao®),
utilizando cinco miniparafusos para cada distrator
(1,5 mm de diametro e 6 mm de comprimento),
quatro deles no osso hospedeiro, com funcao
de ancoragem, € um no segmento transportado
(Fig. 1B), o qual foi posicionado 7 mm da borda
anterior do defeito alveolar. A corticotomia foi fei-
ta de acordo com a técnica descrita por Guerrero
et al.” (2002). O periodo pés-operatério foi condu-
zido com a administracao intramuscular de 1 ml
de penicilina e 3 ml de metronidazol.
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Figura 1 - Procedimentos experimentais, vista palatal: A - defeito 6sseo e osteotomia do segmento transportado;

B - instalagcao do distrator.

Apés quarto dias de laténcia, para organiza-
cao do coagulo na area de tracao, promoveu-se a
remocao do coagulo na area correspondente ao
defeito e aplicou-se a membrana reabsorvivel
(Ossix — 3i) subperiostalmente. A remocao do coa-
gulo na area de pressao teve o objetivo de reiniciar
o processo de cicatrizacdo na regido analisada,
removendo eventual migracdo de tecido fibro-
epitelial e favorecendo a atividade da membrana.
A ativacao do distractor foi iniciada neste momen-
to, sob a taxa de 0,5 mm a cada 12 horas durante
os quatro dias subseqiientes. No periodo pés-ope-
ratério, foram administrados 1 mL de penicilina e
3 mL de metronidazol, via intramuscular. O sacri-
ficio dos animais testados foi feito com 10 mL de
cloreto de potassio 10%, aplicados via endovenosa,
no 27° e no 48° dias ap6s a cirurgia de aplicacao
da membrana. O animal controle, que nao sofreu
procedimento cirurgico algum, foi sacrificado aos
trés méses de idade, usando o mesmo método.

Analise Histologica

As pecas foram fixadas em paraformaldeido 4%
salino, durante o periodo de sete dias consecuti-
vos. A desmineralizacao foi procedida com EDTA
10%, pH 7,4 em frascos de vidro de 50 mL, reno-
vando a solucado a cada 48 horas, durante trés
meses. Quando foi observada a consisténcia ade-
quada para o corte, as pecas foram crioprotegidas
com solucbdes ascendentes de sacarose até 30%,
trocadas diariamente. A direcao de corte foi deter-
minada e as pecas foram imersas no composto de
congelamento OCT, entao, foram congeladas com
hidrogénio liquido e adaptadas no criostato em -
17°C (Cryocut 1800 — Reichert-Jung). Os cortes

histolégicos (5 um and 10 ym) foram obtidos e
coletados com laminas de vidro recoberta com ge-
latina, entao foram armazenadas por aproximada-
mente 72 horas antes dos procedimentos de colo-
racao. O método de coloracao utilizado foi o da
hematoxilina-eosina de Harris e analise histolégica
e fotomicrografias foram obtidas por meio de mi-
croscopio de luz Nikon Eclipse (E 600).

Analise de Energia Dispersiva por Raios-X
(EDXA) e Analise Semiquantitativa

Os fragmentos 6sseos contendo a area do
defeito corrigido foram preparados para analise
elementar e estudadas por Andlise de Energia
Dispersiva por Raios-X, como descrito a seguir. As
pecas foram inseridas em solucgao de hipoclorito
de Sédio 0.5% de uso odontolégico, por 15 minu-
tos, entdo foram lavados em agua destilada por
20 minutos e desidratados em 40°C. Os fragmen-
tos 6sseos desidratados foram macerados até que
fosse obtido p6 de fina granulacao, entdo foram
armazenados em diferentes tubos eppendorff, de
acordo com a amostra. Os ossos macerados fo-
ram solubilizados em agua de MilliQ e transferi-
dos imediatamente para uma fina pelicula de car-
bono (0.5% Formvar) recobrindo as grades de co-
bre (300 mesh)“4.

Os corpos de prova foram analisadas em mi-
croscopio Joel 1200 EX equipado com sistema
analitico Noran-Voyager. O espécime, originalmen-
te de cobre, foi transferido por um de grafite. As
regulagens para registros dos dados foram: volta-
gem de aceleracao = 80 kV, lifetime = 100s,
deadtime = 20%, angulacao da incidéncia dos
raios-X com o corpo de prova = 30° e tamanho do
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spot do feixe = 60 nm (diametro), aproximada-
mente.

Para andlise semiquantitativa dos atomos de-
tectados nas trés amostras analisadas, 10 espec-
tros foram obtidos em 10 diferentes regides de
cada amostra. Média aritmética e desvio padrao
foram calculadas por meio do programa Excel e
os resultados elementares foram apresentados em
percentagem atémica.

RESULTADOS

Analise Histologica

No grupo controle foi observado osso sadio,
apresentando aposicao lamelar no tecido medular,
compativel com crescimento aposicional (Fig. 2A).
Nos grupos experimentais, a analise histolégica
revelou quadros distintos entre si e em relacao ao
grupo controle. No grupo de 27 dias apds a aplica-
cdo da membrana, foi observado contato intimo
entre as superficies corticais aproximadas e for-
macao de espiculas 6sseas no tecido medular, a
partir do osso hospedeiro em direcao do segmen-
to transportado. A formacgao de pontes dsseas en-
tre ambas as superficies foi observado no quadra-
gésimo — oitavo dia de cicatrizacdo, confirmando
o fechamento do defeito 6sseo (Fig. 2B). Todos
os grupos analisados apresentaram auséncia de
proliferacao de tecido fibro-epitelial, sugerindo
efetividade ma aplicacdo da membrana.

Analise Mineral

A analise de energia dispersiva por raios-X
(EDXA) desenvolvida no osso controle apresentou
elementos tipicos, como C, O, Ca, P e Mg (Fig. 3A).

Martinelli FL, et al.

Os mesmos elementos foram também detectados
nos tecidos cicatriciais dos grupos experimentais
(Figs. 3B e 3C), entretanto em proporcoes dife-
rentes.

Figura 2 — Laminas histolégicas: A - osso em cresci-
mento (10X); B - pontes 6sseas (setas) no local de apro-
ximacao dos ossos ao 48° dia de cicatrizagao (20X).

DISCUSSAO

Apesar da capa fibro-cartilaginosa, recobrindo
a superficie do segmento transportado na area de
pressao, percebida por Samchukov et al.2* (2003)
e da melhor qualidade 6ssea obtida com membra-
nas nao absorviveis em relagao as absorviveis, no
presente estudo, observou-se fechamento do de-
feito alveolar em 48 dias®1°. Esses dados confir-
mam os resultados encontrados por Henkel et al.®
(2001) e Proussaefs et al.2! (2003).

Figura 3 — Espectro apresentando os elementos detectados: A) no osso em crescimento (controle), B) no cicatricial
aos 27 dias e C) aos 48 dias.
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Concordando com o estudo de Pearsall et al.!3
(1992), aos 28 dias de regeneracao, osteoblastos
migraram ao longo da capa fibrosa iniciando a
calcificacao. Observou-se a continuidade nesse
processo a medida que aumentava o conteudo
mineral e reduzia a incorporacao de carbonato,
caracterizando assim a maturacdo das fibras
colagenas!’. Estes resultados foram demonstrados
na Tabela 1, pelo conteido aumentado de carbo-
no e reduzido de calcio e fésforo no 27° dia cica-
trizagdo, quando comparados com o 0sso contro-
le (Fig. 3A). A partir deste estagio até o 48° dia,
os conteudos de calcio e fésforo aumentaram
substancialmente, coincidindo com a reducao na
porcentagem de carbono (Tabela 1). Na mesma
direcao, Petrovich et al.2° (2003) reportaram au-
mento na quantidade de carbonato durante a fase
de calo celular/fibroso, iniciando a reducao na
fase calo condroéide e, gradualmente, aproximan-
do-se dos niveis encontrados no osso fibroso (Ta-
bela 1).

Incrementos de Ca, P e Mg foram observados
durante os 48 dias de cicatrizacao (Tabela 1), com-
binados com aumento na relagcao Ca/P (Tabela 2),
o que sugere deposicao mais rapida de calcio que
de fésforo nos cristais e a presenca de CaCO, na
fase de calo fibroso, quando o pico de carbono foi
maior também!6-22. Parker et al.'® (2000) reportou
formacao de nédulo de mineralizacdo 6ssea em
cultura primaria de tecido humano entre trés e cin-
co semanas, o qual continha marcado pico de cal-
cio e fésforo. As membranas de colageno retarda-
ram a atividade osteogénica em aproximadamente
10 dias, no entanto provocaram deposicao de cal-
cio gradualmente aumentada® que, provavelmen-
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te, contribuiu com o aumento da relacao Ca/P (Ta-
bela 2).

A alta contagem de picos de carbono percebida
em 27 dias de cicatrizacao (Fig. 3B), quando a rela-
cao C/O apresentou aumento relevante, sugeriu am-
biente de hip6xia na fase de calo fibroso. Estes re-
sultados concordam com o estudo de Heppenstall et
al.? (1975), que encontraram baixo consumo de oxi-
génio durante o periodo de formacao de novo tecido
6sseo, refletindo metabolismo anaerdbico. O alto
desvio padrao indicou variacao no conteudo de car-
bono e oxigénio em diferentes areas da amostra, pro-
vavelmente devido a diferenca na fase bioldgica em
cada area. Ao longo do processo de mineralizacao, o
pico de carbono reduzia a medida que o de oxige-
nio aumentava, reduzindo a proporc¢ao C/O, porém
nao atingindo os niveis do osso controle.

No dia 48 de cicatrizacao, tal bio-engenharia
de tecido 6sseo apresentou-se como uma alterna-
tiva eficaz para enxertia secundaria e terciaria.
Caracteristicas histolégicas desejaveis para movi-
mento dentario foram observadas na area de rege-
neracao (Figs. 2B e 2C), especialmente devido a
atividade osteogénica e baixa densidade 6ssea. Es-
ses resultados corroboram o estudo de Midget et
al.'* (1981), que induziram com sucesso dieta com
baixo teor de calcio para aprimorar o movimento
dentario, entretanto provocando alteracoes sisté-
micas. A ortodontia é mais rapidamente procedi-
da através da area de regeneracao 6ssea precoce!s,
porém maior absorc¢ao radicular foi observada por
Nakamoto et al.!® (2002), sugerindo que a inducao
pode ter sido provocada por estimulo mecéanico e
conseqiiéncias biolégicas de fatores de crescimen-
to e citocinas.

TABELA 1 - Porcentagem atémica dos elementos detectados nos tecidos analisa-

dos por EDXA nas trés amostras.

C o Ca P Mg
Controle 50,82 +6,88 16,5+5,14 20,04 + 1,89 11,94 + 1,09 0,56 = 0,09
27 dias 77,64 +6,08 6,78 +2,78 10,13 +3,13 5,25+1,38 0,19 +0,07
48 dias 64,38+538 11,91+2,09 1589+2,16 7,42+ 1,18 0,41+0,1

TABELA 2 - Relacao de Ca/P e de C/O encontradas nas trés amostras.

Ca/P C/O
Controle 1,67 £ 0,03 33+1,2
27 dias 1,92 + 0,38 13,4+6,2
48 dias 2,15+0,11 56+1,4
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste estudo piloto

sugerem que a distracao osteogénica associada as
membranas reabsorviveis de colageno podem ser
utilizadas na correcao tardia de defeito 6sseo, pro-
porcionando formacao de pontes dsseas na area
do defeito em 48 dias de cicatrizacdo. Apesar da
qualidade do osso regenerado ser similar, sob o
ponto de vista histolégico e do contetido mineral,
ao osso em crescimento (controle), menor densi-
dade mineral foi observada.
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