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EFEITOS DO LASER EM BAIXA INTENSIDADE EM ENXERTOS DE TECIDO
OSSEO ALOGENOS PARTICULADOS EM FEMURES DE COELHOS

Claudir Giannetto
RESUMO

Este estudo pretendeu avaliar os efeitos da irradiagdo do laser em baixa intensidade
em perfuracdes Osseas realizadas em fémures de coelhos e preenchidas com enxerto
0sseo alogeno particulado proveniente de outros trés coelhos que foram os doadores
de tecidos. Foram utilizados trinta e trés coelhos divididos em trés grupos de onze
animais, os quais receberam dois enxertos, um em cada fémur, um dos quais foi
irradiado, enquanto o outro representou 0 seu proprio controle. Apés cirurgias para a
captacdo e o processamento dos tecidos, estes foram conservados a -80 °C até o seu
uso no experimento. Durante as cirurgias, os fémures direito e esquerdo receberam os
enxertos 0sseos particulados que foram irradiados aleatoriamente. A irradiacao laser
com 7,5 Jicm? ocorreu no leito receptor em um dos fémures dos coelhos
imediatamente apds 0 seu preparo, previamente a colocacdo do tecido 6sseo
particulado que representou 0 nosso enxerto. Em seguida, ap0s a sua colocacao no
alvéolo, ou seja, ap6s o preenchimento da loja cirdrgica, este foi novamente irradiado.
Os cortes histologicos dos locais irradiados com laser de baixa poténcia durante o
processo de reparacdo tecidual éssea foram confrontados com os resultados
histolégicos dos locais nao irradiados. A avaliacdo dos efeitos da irradiacdo laser na
regeneracdo do tecido 0sseo indica que houve aceleracdo neste processo, nos
momentos estudados: 20 e 30 dias apés a irradiacdo, juntamente com uma melhor
gualidade e quantidade de tecido 6sseo. Os resultados indicam a possibilidade de uso

clinico do protocolo proposto neste trabalho.



LOW INTENSITY LASER EFFECTS IN PARTICULATE ALLOGRAFT BONE IN
RABBITS FEMURS

Claudir Giannetto

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of low intensity laser
irradiation in bone drilling carried out in rabbits femurs and filled with allograft bone from
other three rabbits that were tissue donors. For this study, a selection of thirty-three
rabbits were divided into three groups of eleven animals. Each animal received two
grafts in each femur, one suffered irradiation and the other one represented their own
control. 3 animal were surgeried for tissue collection and processing, the tissues were
stored at — 80 °C (-112° F). The other 33 rabbits had the right and left femurs receiving
the bone graft particles. The irradiation procedure was performed with 7,5 J/cm? in one
of the rabbits femur, while the animal was in the receptor bed, just after preparation and
before the placement of the particulate bone graft. Then, just after the filling of the
surgical cavity, it was irradiated again. The histological slices from irradiated tissues
were compared with the non-irradiated regarding the healing process. The low intensity
laser irradiation on bone resulted in an acceleration of the bone repair compared with
non-irradiated histological sites, in the studied periods: 20 and 30 days. Besides that, a
better bone quality and quantity of bone tissue were obtained. The results indicate the

possibility of using the proposed protocol of this work clinically.
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1 INTRODUCAO

A reducdo da arquitetura 6ssea € um dos aspectos complicadores na
reabilitacdo de pacientes com implantes dentarios, pois a perda dos elementos
dentais provoca a atrofia do processo alveolar, o que pode diminuir a estrutura
Ossea disponivel e impossibilitar a colocacdo de implantes, sendo entdo muitas
vezes necessaria a cirurgia prévia de enxerto 6sseo.

Para esta cirurgia, classicamente é utilizado osso autégeno, porém,
devido a morbidade do pds-operatério na éarea doadora, tem-se pesquisado
alternativas e uma delas consiste no uso de osso humano congelado, proveniente
de outro individuo porém da mesma espécie, chamado enxerto alégeno, e que da ao
paciente melhores condi¢cdes pés-operatérias, uma vez que diminui a morbidade do
ato cirGrgico, haja vista as propriedades semelhantes as do 0sso autégeno® 234 °.

O presente trabalho avalia a influéncia da irradiagédo com laser de baixa
intensidade na regido do infravermelho préximo, no processo de reparacdo dos
enxertos alégenos.

Com o aumento da procura de pacientes que se submetem a implantes
dentarios, ocorre também uma maior casuistica sobre a necessidade de realizarmos
cirurgias complementares para ganhos na qualidade e quantidade de tecido 6sseo, 0
gue favorece a reabilitacdo oral por meio de implantes dentarios.

Estas cirurgias se traduzem muitas vezes na necessidade de enxertos
0sseos cuja quantidade de tecido necessario é de pouca monta, o que possibilita a
remocao do tecido a ser enxertado do préprio paciente, ou seja, com tecido 6sseo
proveniente de regifes intrabucais ou regides extrabucais, dependendo somente da
guantidade de tecido a ser enxertado, e que se traduzem como alternativas
interessantes para o paciente.

Estes enxertos em que o doador € o proprio receptor sdo denominados
enxertos autdégenos, pois o0 proprio paciente fornece o tecido 0sseo a ser
transplantado.

Entretanto, quando o paciente necessita de grande quantidade de tecido
0sseo para sua reabilitacdo com uma menor morbidade cirdrgica, necessitamos de
tecidos provenientes de outro individuo, porém da mesma espécie, chamado tecido

0sseo aldgeno.
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Diante da necessidade de quantidade maior de tecido 6sseo, 0 uso de
enxertias com tecidos fornecidos por um banco de tecidos tem sido alvo de
pesquisas, e a necessidade de bons resultados se torna uma justificativa na busca
de capacitacao cientifica, experimental e clinica ha Odontologia.

Partindo de um correto diagnéstico e planejamento das ac¢bes, o0
tratamento cirdrgico quando perfeitamente executado possibilita a obtencéo de bons
resultados que melhoram a qualidade de vida dos pacientes.

O osso proveniente de banco de tecidos € conservado por crioterapia e o
seu uso representa um dado facilitador na obtencé&o de quantidades significativas de
tecido. Evita que o paciente se submeta a duas cirurgias: sendo uma para retirada
de tecido O0sseo a ser utilizado como enxerto e outra para a colocacdo destes
enxertos.

O objetivo da irradiacdo do leito receptor e do enxerto, apos este ser
colocado na respectiva loja cirargica, € a obtencdo de uma melhor qualidade e
guantidade final de tecido 0sseo associada a uma aceleracdo do processo de
reparacao ossea.

Qualitativamente, a associacdo entre a irradiacdo com laser de baixa
poténcia no enxerto resulta em um efeito biomodulador positivo com uma melhor
organizacao tecidual e formacao precoce de tecido osteoide.

Quantitativamente, a associacdo entre a irradiacdo com laser de baixa
poténcia e o enxerto resulta em uma maior quantidade de tecido désseo pela
integracdo do enxerto associado ao tecido ja existente, cujo ganho positivo se traduz

ao tecido neoformado? 2.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desta dissertacio é avaliar  histolégica e
histomorfometricamente os efeitos da irradiacdo a laser de baixa poténcia em
fémures de coelhos, submetidos a enxertos Osseos alégenos particulados em

alvéolos preparados e que representaram os leitos receptores dos enxertos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A meta ideal da Odontologia Moderna é restaurar o paciente com
contorno, funcdo, conforto, estética, fonacdo e saude ideais. O cirurgido dentista
fornece uma restauracdo como modo de vida, seja pela remocéo de tecido cariado
de um dente, seja pela reposicdo de varios dentes por meio de préteses
mucossuportadas, dentossuportadas, dentomucossuportadas ou por proteses
implantossuportadas.

Sempre que nos predispomos a restabelecer a fungcdo mastigatoria por
meio de implantes estamos na dependéncia da quantidade e da qualidade de tecido
0sseo.

Perante uma analise preliminar, por meio de exames de inspecéo oral e
com exames radiograficos complementares, estaremos aptos a planejar a
reabilitacdo do paciente, seja ela com implantes dentarios ou néo.

Os dentes estdo implantados na maxila e na mandibula dentro de um
tecido 6sseo chamado osso alveolar, que representa o tecido ésseo que contém, e
mantém, os dentes sadios dentro da cavidade oral.

O que torna a implantodontia Unica € a sua habilidade de atingir essa
meta, independentemente da atrofia do tecido 6sseo remanescente®.

Quando ocorre a perda de um ou mais elementos dentais da-se a
reabsorcédo do tecido 0sseo alveolar na regido desta auséncia dental. E por ndo
haver estimulo do 6rgéo dental e do ligamento periodontal, ocorre a perda de tecido
0sseo0 que se agrava ao longo desta auséncia; tal situacdo pode dificultar a
reabilitacdo do paciente e a colocacdo de implantes como substitutos destes
elementos dentais perdidos®.

Atwood et al.* (1971) avaliaram as mudancas caracteristicas no volume
0sseo apos a perda dentéaria na regido anterior da mandibula. Foram estabelecidas
guatro divisbes basicas de osso disponivel para o implante na maxila e na
mandibula edéntulas que seguiam fendmenos de absor¢éo natural.

A quantidade de perda éssea que ocorre no primeiro ano, ap6s a perda

do elemento dental, é quase 10 vezes maior que nos anos subsequentes®.
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Tanto na mandibula quanto na maxila ocorrerdo reabsorcdes 6sseas nas
regides onde houve perdas dos elementos dentais; porém, estas reabsor¢des sao
diferentes na mandibula e na maxila. Estes padrées de reabsor¢cfes dsseas sao
classificados de duas formas, segundo a qualidade e a quantidade 6ssea.

Em 1988, Mich® estabeleceu quatro divisdes basicas de qualidade 6ssea
(Figura 1) com base na densidade deste tecido, considerando a relacéo entre 0sso

compacto e 0sso medular:

D1 — Osso cortical denso;

D2 — Osso cortical e medular com areas volumetricamente equilibradas;

D3 — Crista cortical porosa e fina, e osso medula com fino trabeculado;

D4 — Osso cortical quase sem presenca na crista, e um trabeculado

delgado ocupa quase a totalidade do volume 6sseo.

Figura 1 Classificac@o das densidades 6sseas em regifes edéntulas, segundo Mich.



16

Em 1985, Lekholm e Zarb’ classificaram quatro qualidades 6sseas para a

regido dos maxilares (Figura 2) baseados na relacéo corticomedular do tecido:

Tipo 1 — Crista composta de 0sso compacto homogéneo;

Tipo 2 — Camada espessa de o0sso cortical circundando um 0Sso

trabecular denso;

Tipo 3 — Camada delgada de osso cortical circundada por 0osso trabecular

denso com boa resisténcia;

Tipo 4 — Osso cortical e um nucleo de osso trabecular com baixa

densidade.

Figura 2 Classificacdo das densidades 0sseas de Lekholm e Zarb
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3.1 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo se apresenta como um tecido conjuntivo, de origem
mesenquimatosa, especializado e mineralizado, que se dispde como uma estrutura
rigida e resistente que compde o esqueleto.

O esqueleto possui funcdes especificas, entre elas o suporte mecéanico do
organismo ou apoio para as contracbes dos musculos esqueléticos que se
transformam em movimentos Uteis, além de constituir um sistema de alavancas que
amplia as forgas geradas na contragdo muscular.

Além disso, o0 esqueleto protege 6rgdos contidos na caixa craniana,
toracica e no canal radiquidiano, entre outros. Aloja e protege a medula éssea,
formadora das células do sangue.

Além dessas funcbes, os ossos funcionam como depdsitos de célcio e
fosforo e outros ions, armazenando e/ou liberando-os de forma controlada e com a
manutencdo constante das concentracbes desses ions nos liquidos corporais
(liquido intersticial, sangue e linfa)®.

O tecido mineralizado é formado por 28% de colageno Tipo | e 5% de
proteinas estruturais da matriz como: sialoproteina 0Ossea, osteocalcina,
osteonectina, osteopontina e proteoglicanas, fatores de crescimento e algumas
proteinas séricas.

A matriz mineralizada € formada por cristais de hidroxiapatia que
representam o remanescente 0sseo de 67% e sdo constituidos sob a forma de
pequenas placas, sob as quais se alojam, nos espacos e poros das fibrilas

colagenas.

3.2 HISTOLOGIA OSSEA GERAL

Os o0ssos sdo classificados como longos ou chatos com base na sua
aparéncia geral. Os 0ssos longos incluem os 0ssos dos membros como tibia, fémur,
radio, ulna e imero. Os 0ssos chatos incluem todos os 0ssos do cranio, o esterno, a
escapula e a pelve.

Caracteristicamente, todos 0s 0sso0s apresentam uma densa camada

externa de 0sso compacto e uma cavidade central medular, preenchida por medula
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0ssea vermelha, ou amarela, e interrompida nas extremidades dos 0ssos longos por
uma malha de trabéculas o6sseas, também denominadas osso trabecular ou
esponjoso’.

Ossos maduros ou adultos, sejam compactos ou trabeculados, sao
histologicamente idénticos por serem constituidos de camadas ou lamelas

microscopicas; sdo reconhecidos trés tipos de lamelas:

1 — Circunferencial: envolve todo osso adulto e forma seu perimetro

externo e interno;

2 — Concéntrica: constitui a massa do 0sso compacto e forma a unidade

metabodlica basica do osso, chamado 6steon ou sistema harvesiano;

3 — Intersticial.

A osteona € um cilindro de osso e, geralmente, orientado paralelamente
ao longo eixo deste. No centro de cada osteona existe um canal chamado canal
harvesiano, revestido de uma uUnica camada de células 6sseas que recobrem sua
superficie, onde se aloja um capilar.

Os canais harvesianos adjacentes sao interconectados por canais de
wolkmann, os quais, semelhantes aos harvesianos, contém vasos sanguineos,
criando assim uma rica rede vascular através do 0sso compacto (Figura 3).

As lamelas intersticiais estdo interpostas entre camadas concéntricas
adjacentes e preenchem os espacos entre elas. Essas lamelas sdo fragmentos de
lamelas concéntricas preexistentes de dsteons criados durante a remodelagéo, que

podem tomar uma grande variedade de formas (Figura 4).

Peri6dsteo

Ao redor da superficie externa de todo 0sso compacto, existe uma
membrana de tecido conjuntivo, o periésteo, que possui duas camadas. A camada
externa do periésteo € composta de tecido conjuntivo irregular e denso, denominada

pY

camada fibrosa. A camada interna do periésteo, proxima a superficie 0ssea, é
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composta de células Osseas, seus precursores, e de um rico suprimento
microvascular.

A superficie interna do 0osso compacto e do 0sso esponjoso é coberta
pelo endosteo. No entanto, esta camada ndo € bem demarcada; é composta por
tecido conjuntivo frouxo que contém células osteogénicas que separam, fisicamente,
a superficie 6ssea da medula 6ssea contida no seu interior.

Em geral, a superficie periosteal do 0sso é mais ativa na formagdo 6ssea

do que a endosteal®™.

Havers
\

Sistema de
lamelas internas

| Sistema de
|~ lamelas
externas

Peribsteo

3 Canal de
[ Volkmann

Canaliculos
1\

Lacunas

Figura 4 Canais de Havers — Osso Compacto
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3.2.1 Celulas 6sseas

Para manter a integridade estrutural do osso, um grande numero de
células é continuamente recrutado. Interferéncias nesses mecanismos podem ser
responsaveis por varias alteracfes patoldgicas do 0sso, 0 que torna a origem dessas
células de suma importancia.

As células formadoras de 0sso possuem uma origem mesenquimal e séo
chamadas células-tronco mesenquimais, enquanto os osteoclastos possuem origem
hematopoiética. A diferenciacdo de ambos os tipos celulares € um processo com
varias etapas e estimulada por um unico grupo de citocinas, fatores de crescimento
e hormdnios que sao parte de um complexo de trajetorias de sinalizacao.

Diferentes células s&o responsaveis pela formacédo, reabsorcdo e
manutencéo da arquitetura 6ssea™.

Duas linhagens de células estdo presentes no 0sso, cada uma com sua
funcdo especifica: células osteogénicas formam e mantém o tecido 6sseo e 0s
osteoclastos que reabsorvem o 0Sso.

As células osteogénicas possuem uma morfologia variada e incluem as
osteoprogenitoras; sdo também células mesenquimais indiferenciadas.

Pré-osteoblastos, osteoblastos, osteocitos e células de revestimento

6sseo representam diversos estagios de maturacéo™.

Osteoblastos

Osteoblastos sdo células mononucleadas que sintetizam proteinas
colagenas e ndo colagenas da matriz 6ssea.

Alguns destes constituintes primeiro acumulam uma matriz imatura
denominada osteoide, composta principalmente de colageno, a qual age como um
arcabouco para a deposicdo dos cristais de apatita no 0sso. Os osteoblastos se
originam de células-tronco pluripotentes de origem mesenquimal.

Os osteoblastos (Figura 5), assim como os pré-osteoblastos, apresentam
niveis elevados de fosfatase alcalina na superficie externa da sua membrana

plasmatica.



21

Além das proteinas estruturais da matriz, os osteoblastos, seus
precursores, ou ambos, secretam varias citocinas e fatores de crescimento que

ajudam a regular a funcéo celular e a formacéo 6ssea™ **.

Fatores de crescimento

Estes incluem as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e fatores de

crescimento, como:

1 — Fator de transformacao de crescimento beta;

2 — Fatores de crescimento insulino-dependente (IGF-1 e IGF-II);

3 — Fator de crescimento derivado de plaquetas;

4 — Fator de crescimento fibroblastico.

Embora o tempo de secrecdo e a complexa interacdo desses fatores de
crescimento nao sejam claros, as combinacdes de IGF-I, fator de transformacéo de
crescimento beta e fator de crescimento derivado de plaquetas aumentam a rapidez
de formacéo 6ssea e do reparo 0sseo e sao consideradas para o tratamento de
enxertos 0sseos.

Os horménios presentes no metabolismo 6sseo sdo: o paratorménio e a
vitamina D, a calcitonina, o estrogénio e os glicocorticoides.

O paratormdnio e a vitamina D sdo bifasicos em suas a¢6es, aumentando
a reabsorcdo 6ssea em altas concentracdes (famacoldgicas), mas estimulam a
neoformacédo 6éssea em baixas concentracdes (fisiologicas).

A calcitonina e o0 estrogénio inibem a reabsorcdo, enquanto o0s
glicocortocoides inibem tanto a reabsorcdo quanto principalmente a formacéo,
ficando claro que os hormbnios afetam a atividade dssea pela alteracéo na secrecéo
de citocinas e pelos fatores de crescimento.

Os osteoblastos formam uma camada de células sobre a superficie 6ssea
em formacéo e atuam como uma barreira que controla o fluxo de entrada e saida de

ions no tecido 6sseo.
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Osteodcitos

Os osteoblastos envolvidos pela matriz que eles secretam, seja ela
mineralizada ou desmineralizada, passam a ser chamados osteécitos. O numero de
osteoblastos que se tornam ostedcitos varia de acordo com a velocidade do 0sso:
guanto mais rapida a formacdo, mais ostedcitos estdo presentes por unidade de
volume. Portanto, o o0sso embrionario e o 0sso de reparacdo possuem mais
ostedcitos que o osso lamelar.

Ap6s a sua formacédo, os ostedcitos reduzem seu tamanho pela baixa
atividade celular desta fase e ocupam um espaco na matriz chamado lacuna
osteocitica.

Estreitos prolongamentos dessas lacunas formam canais cercados, ou
canaliculos, que abrigam os prolongamentos irradiados dos ostedcitos. Por meio
destes canais, 0s ostedcitos mantém contato com os ostedcitos adjacentes e com 0s
osteoblastos da superficie do osso. Esta condicdo coloca os ostedcitos numa
posicao ideal para perceber alteracdes bioquimicas e mecanicas e responder a eles,
ou transmitir sinais as ceélulas envolvidas na remodelacdo éssea para manter a
vitalidade e a integridade Ossea.

Falhas em qualquer parte deste sistema resultam em hipermineralizacédo
(esclerose) e morte do osso. Este osso sem vitalidade € entdo reabsorvido e
substituido durante o processo de renovacdo 6ssea. Embora os ostedcitos nédo
tenham o mesmo potencial formador de matriz, eles ainda sdo capazes de secretar

proteinas da matriz™®.

Osteoclastos

Osteoclastos sdo mondcitos fusionados, que histologicamente aparecem
como células gigantes multinucleadas. Podendo conter até 50 nucleos sao
responsaveis pela reabsorcdo 6ssea. Apresentam-se como uma célula muito maior
gue todas as outras do tecido 6sseo. Tipicamente, 0s osteoclastos sdo encontrados
em contato com a superficie 6ssea e ocupam depressdes escavadas, denominadas

lacunas de Howship, criadas pela prépria célula™.
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Ao microscoépio eletrdnico de varredura, a superficie 6ssea reabsorvida
mostra que as lacunas de Howship sdo, frequentemente, depressdes rasas com
uma forma irregular e refletem a atividade e a mobilidade dos osteoclastos durante a
reabsorcgéo ativa.

Os osteoclastos se ligam a superficie adjacente do 0sso; sua membrana
celular emite uma grande quantidade de invaginagbes que formam uma borda
chamada borda franjada. Na periferia desta borda em escova, a membrana
citoplasmatica esté justaposta e forma uma zona clara, ou vedante, que ndo apenas
une a ceélula a superficie 6ssea, mas isola o microambiente entre elas e a superficie
Ossea (Figura 6).

Os eventos ligados a reabsor¢édo 6ssea ocorrem na seguinte sequéncia:

1 — Fixacao dos osteoclastos a superficie mineralizada do 0sso;

2 — Criacdo de um meio ambiente acidifero selado pela acdo da bomba de prétons

gue desmineraliza 0 0sso e expfe a matriz organica;

3 — Degradacédo desta matriz organica exposta com seus aminoacidos constituintes

pela acdo de enzimas liberadas, como fosfatase acida e catepsina;

4 — Apreensao de ions minerais e aminoacidos pela célula.

Endosteo Medula 6 [}

b

Figura 5 Osso esponjoso ou medular: ostedcitos-
osteoblastos-osteoclastos
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Osteoclasto

Matriz
Ossea

Figura 6 Osteoclastos

3.3 MINERALIZACAO

7z

Uma das condicbes para que a mineralizacdo ocorra é que o fluido
tecidual seja um meio saturado de Ca e de P. Dois mecanismos executam a

mineralizacdo do tecido duro: vesicula da matriz e nucleacédo heterogénea.

Vesicula da matriz

A mineralizacédo inicial de um tecido conjuntivo envolve atividade celular.
Apos a célula formadora de um tecido mineralizado ter produzido uma quantidade
suficiente de matriz organica, ela gera pequenas vesiculas a partir de sua membrana
plasmatica para o interior da matriz organica extracelular. Estas estruturas limitadas
por membranas sdo denominadas vesiculas da matriz.

As vesiculas da matriz contém lipidios que atraem o calcio e a enzima
fosfatase alcalina, onde se formam os primeiros cristais em forma de agulha de
hidroxiapatita.

Essas pequenas vesiculas que brotam da membrana celular formam uma
unidade independente dentro da matriz organica e dentro desta vesicula se forma

um micromeio ambiente que contém todos os mecanismos a mineralizac¢ao inicial.



25

Esse ambiente favoravel a formacdo desses cristalitos contém fosfatase
alcalina, pirofosfatase, Ca-ATPase, proteoglicanos. Esses complexos sdo Unicos
para determinadas situagbes durante a mineralizacdo e, quando removidas,
impedem a vesicula da matriz de iniciar a mineralizacdo em forma de cristalitos que
€ chamada de mineralizagdo homogénea. Uma vez formados os cristalitos, a
vesicula se torna saturada, rompe-se e fornece condi¢fes para o inicio da segunda

fase.

Nucleacéo heterogénea

Nesta fase, os cristalitos da matriz sdo depositados em relacao as fibras
colagenas, ainda que o colageno ndo tenha papel algum na sua iniciacdo. Nas
zonas de lacunas das fibras colagenas aparece o primeiro mineral. Inicialmente,
essas lacunas estéo preenchidas por proteoglicanas, as quais se ligam ao calcio. Os
proteoglicanos sdo removidos enzimaticamente, deixando para trds o calcio e,
conforme séao removidos, fosfoproteinas se unem ao colageno. A acao da fosfatase
alcalina sobre estas fosfoproteinas promove a nucleacdo e o crescimento dos

cristais pelos ions de fosfato adicionados.

Nucleacéo secundaria

Cristalitos adicionais podem ser formados por nucleacdo secundaria em
particulas na fase mineral, que surgem da coliséo e fratura dos cristais anteriormente

formados por nucleacdo heterogénea.

Fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina estd sempre associada a producéo de
gualquer tecido mineralizado. Nos tecidos mineralizados, a fosfatase alcalina pode
ser encontrada livre no interior da matriz, ou associada as vesiculas de matriz,

quando presentes®’.
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3.4 ENXERTOS OSSEOS

A literatura sobre enxerto 6sseo comeca em 1682, com Van Meeken
transplantando osso de cranio de cdo para o corpo de um homem com defeito
cranial, com sucesso. Porém, o cirurgido foi forcado a remover o enxerto do paciente
para evitar a excomunhdo pela Igreja. Com o passar do tempo, 0 enxerto 0sseo
comecou a ser mais usado em funcdo do sucesso clinico do procedimento, muito
embora houvesse discusséo e opinides contrarias quanto ao aspecto biolégico e de
reparacéo dos enxertos™®.

Técnicas para enxertos 0sseos tém sido usadas ha mais de 100 anos;
Macewen® relata um enxerto alégeno de imero em uma paciente de quatro anos.

Mais de 500 mil enxertos foram executados nos Estados Unidos no
campo da odontologia, neurocirurgia e ortopedia.

Ha muitas aplicacdes de enxertos 0sseos na medicina e, atualmente, nos
campos da cirurgia oral e maxilofacial. Sua necessidade de aplicacdo acresceu pela
demanda das reconstrucbes dos ossos da maxila e da mandibula em funcédo da
necessidade de colocacédo de implantes dentarios.

Enxertos 6sseos autdgenos sdo considerados materiais de escolha nas
reconstrucdes do esqueleto devido a sua grande capacidade de revascularizacdo e
incorporacdo ao leito receptor. Constitui o melhor tratamento clinico e biolégico,
tendo como desvantagem a necessidade de cirurgia no leito doador, aumentando a
morbidade do ato cirdrgico. Assim, o uso de o0sso alégeno ou xendgeno facilita e
simplifica o procedimento e elimina um segundo procedimento cirdrgico de captacéo
do osso da regido doadora.

Muitos fatores estdo envolvidos no sucesso da cirurgia de enxerto 6sseo,
incluindo a preparacdo adequada do leito receptor e do préprio enxerto para que
ocorra vascularizacdo e ndo haja forcas de tensdo sobre este; estes cuidados
tornam o enxerto 6sseo suscetivel e passivel de um bom prognostico.

O tecido 6sseo € considerado ideal para enxertos, uma vez que permite

ser transplantado de um local para o outro no mesmo individuo ou vice-versa.
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O enxerto 6sseo pode atuar de trés maneiras distintas no processo de
reparacdo O0ssea: osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo, que sao requisitos
basicos para que ocorra a incorporacao do enxerto.

3.4.1 Osteogénese na enxertia 6ssea

A osteogénese é a formacdo e o desenvolvimento de tecido 6sseo no

local da implantacdo do enxerto e funciona como fonte de células osteoprogenitoras.
Osteoinducéao

A capacidade de um enxerto de induzir a osteogénese, ou seja, de
transformar as células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, numa regiao
onde, espontaneamente, isso n&o ocorreria se denomina osteoinducgéo®.

A osteoinducédo induz a uma nova formacéo de tecido 0sseo e ocorre em
funcdo de células osteoprogenitoras representadas por células mesenquimais
totipotentes presentes no enxerto que se diferenciam em osteoblastos. Essas células
com potencial osteogénico trazem as chamadas proteinas morfogenéticas (BMPSs),
as quais sao proteinas osteoindutivas, que com um bom suprimento sanguineo

tornam possivel a osteogénese para incorporagéo do enxerto ao leito receptor?*.

Osteoconducéo

A osteoconducdo se caracteriza pela formacdo de novo 0sso sobre um
arcabouco aceitavel para deposicdo de novo tecido désseo, a partir de células
osteogénicas do 0sso j& existentes?.

O enxerto osteocondutor permite a aposicdo O0ssea a partir do 0Sso
existente, mas, ele ndo produz a formacdo do osso quando colocado no interior de
um tecido mole e, portanto, para que a formacdo 06ssea ocorra na sua superficie,

necessita-se de 0sso existente no local receptor®.
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Exemplos de materiais osteocondutores s&o a hidroxiapatita, 0 0sso

congelado, o 6xido de aluminio e o éxido de titanio®*.

Tipos de enxertos

Enxerto autégeno:

E o enxerto em que o doador é o proprio individuo, ou seja, o tecido é

removido de uma &area doadora e enxertada em outro local no proprio individuo.

Enxerto alégeno:

E o enxerto de tecido em que o doador é um individuo diferente mas da

mesma especie.
Enxerto xend6geno:

E o enxerto em que o doador é um individuo de espécie diferente da do

receptor.

Enxerto aloplastico:

E o enxerto em que se utiliza material sintético; € mais usado com o fim

de preenchimento.

Estagios de incorporacéo dos enxertos

A incorporacdo de um enxerto 6sseo apresenta cinco estagios:

1 — Inflamatério: com aumento da atividade osteoclastica;

2 — Revascularizacao do enxerto;
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3 — Osseoconducgéo: o enxerto tem a funcao de arcabouco para o crescimento de

vasos e formacéo de 0sso;

4 — Osseoinducdo: células mesenquimais do hospedeiro sdo induzidas a se

transformarem em osteoblastos;

5 — Remodelacdo O6ssea: possui caracteristicas de formacdo e reabsorcao
continua de 0sso. A incorporacao do 0sso alégeno ocorre com maior lentiddo porque
0 enxerto desencadeia uma resposta imunoldgica e interfere na osseoinducao e na

revascularizacéo adjacentes®.

3.4.2 Enxertos autdgenos

O enxerto autégeno carrega uma quantidade o6tima de células viaveis
osteocompetentes, como osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas,
responsaveis pela formacdo de colageno e substancia fundamental, chamada
osteogénese.

Entretanto, o leito receptor deve ter vascularizacdo suficiente para a
difusdo de nutrientes para células contidas no enxerto.

O enxerto autégeno esponjoso apresenta grande quantidade de
ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos, fibrina, plaguetas, leucocitos e heméacias,
enquanto o leito receptor fornece vascularizacao e células.

Apés a colocacgdo do enxerto autdégeno, o leito receptor propicia um meio
ideal rico em células e vasos; vasos estes que sofrem uma ruptura e transformam o
local receptor em um meio hipéxico (tensdo de O2 de 10 a 30 mms de Hg ) e acido,
em que ocorre uma diminuicdo do Ph, condi¢cbes favoraveis para que macréfagos e
leucdcitos polimorfonucleares atuem na eliminacéo dos restos celulares e promovam
a quimiotaxia e a mitogénese?.

Os osteoblastos sobrevivem de 3 a 5 dias apés o transplante devido ao
seu contato de superficie e & absor¢do dos nutrientes através do leito receptor. Os
ostedcitos no interior do enxerto morrem por causa do seu encaixe no mineral, que

atua como barreira nutricional.
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Os macréfagos sdo estimulados a secretar o fator de angiogénese
derivado do macrofago (MDAF) e o fator de crescimento derivado do macréfago
(MDGF).

As plaquetas presas aos coagulos se degranulam e liberam o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que, associado ao baixo gradiente de
oxigénio, inicia a angiogénese a partir de capilares adjacentes e mitogénese das
células indiferenciadas transferidas pelo enxerto.

ApoOs trés dias da colocacdo do enxerto em seu leito receptor, observam-
se brotos de capilares que penetram no enxerto e completam uma trama de vasos,
apos 10 a 14 dias do procedimento. Esse fendmeno promove o aumento do
gradiente de O2 criando um mecanismo que previne uma angiogénese acentuada,
por reversao da hipoxia local, e diminui a acdo dos macrofagos (liberacao de fatores
de crescimento e fator de angiogénese derivados do macréfago (MDAF e MDGF))
para evitar uma resposta indesejavel como a hiperplasia.

As células mesenquimais indiferenciadas e os osteoblastos endosteais
produzem pequenas quantidades de osteoides sobre as trabéculas mineralizadas.

Apoés o restabelecimento da rede vascular, essa producédo € acelerada,
provavelmente, pela disponibilidade de oxigénio e nutrientes. llhas de osteoides
comecam a se formar entre as trabéculas esponjosas do enxertos?’.

Essa fase bioquimica e celular da regeneracdo 0ssea se funde em ilhas
individuais de osteoide na superficie das trabéculas 0sseas e do 0sso hospedeiro
para consolidar clinicamente o enxerto; isso se processa entre 3 e 4 semanas da
colocacao do enxerto.

Esse processo usa a rede de fibrina do enxerto como arcabouco para
construir um novo 0sso, pelo processo chamado osteoconducdo. Muito embora os
osteoblastos sejam células imoveis, estes adquirem certa mobilidade mediante
endocitose ao longo da rede de fibrina. Durante essa mobilidade, o osteoblasto
secreta o tecido osteoide ao longo do caminho sobre a rede de fibrina.

Essa fase é denominada fase I, cujo tecido formado é desorganizado,
semelhante a um calo 6sseo, mas tdo forte quanto um osso maduro. O ultimo
processo na cascata de fenbmenos da regeneracdo 0ssea € a remodelagcdo, em
cujo processo de ativacdo, reabsorcao, formacéo os osteoclastos ativados produzem
as lacunas de Howship. Estes sé@o repovoados por osteoblastos formando osteoide e

guando este se calcifica, ocorre a restauragdo da morfologia 6ssea.
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As células envolvidas no processo ativagdo-reabsorcao-formacao sao
chamadas Unidade Celular Bésica (BMU); nos humanos ocorre esta produgdo em
um periodo de 3 a 6 meses, denominada Sigma?®.

A fase Il é menos celular e representa a organizacao estrutural do tecido
mineralizado; inicia-se pelos osteoclastos que chegam ao local por meio da rede
vascular neoformada.

A reabsorcao ocorre pela acao dos osteoclastos que forma um tunel que
sera repovoado por osteoblastos chamado cone de corte, que atua como uma broca
acompanhada das estruturas vasculares que crescem a medida que aumenta a
atividade erosiva. A certa distancia da frente de eros&o, alinham-se osteoblastos nas
paredes das erosfes, que se dispbem para fechar o tanel criado sem o obliterar,
cujo resultado serd um novo Canal de Havers®.

Este novo tecido se forma enquanto 0 0SSO e 0 enxerto estdo em funcao.
Ocorre maturacéo dos Sistemas de Havers e do osso lamelar, que resiste as forcas
normais do maxilar e do impacto de compressao proprios das proteses
convencionais e suportadas por implantes.

Histologicamente, o 0sso sofre remodelacéo ao longo do tempo, inclusive
com desenvolvimento de enddsteo e periosteo.

Apés essa remodelacao, a reabilitacdo oral com implantes podem ser

feitos, num periodo que varia entre 4 e 6 meses ap6s o enxerto™.

3.4.3 Enxertos alégenos

E a melhor opcdo depois dos enxertos autbgenos e se trata de um
excelente material de escolha, pois séo tecidos de individuos diferentes, porém, da
mesma especie.

Os enxertos aldgenos podem consistir em: 0sso congelado e fresco, 0sso
congelado e seco, matriz 6ssea desmineralizada® 3 3,

O osso autégeno proveniente da crista iliaca, embora seja considerado
um bom osso para enxerto em reconstrucdes médicas ou odontolégicas, nédo
descarta a necessidade de outras alternativas que tenham uma quantidade éssea
disponivel suficiente e com menor morbidade do que a remocdo de tecidos

autégenos.
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Historicamente, enxertos alégenos foram usados em cirurgias com
necessidade de grandes quantidades de tecidos.

Numa comparagao entre 0sso autdgeno proveniente da crista iliaca em 36
pacientes e o0sso alégeno proveniente de banco associado a proteinas
morfogenéticas (BMPs), também utilizado em 36 pacientes submetidos a cirurgia de
coluna cervical realizada por Butterman em 2008, obtiveram-se resultados que
demonstraram que o osso aldgeno foi tdo efetivo no tratamento quanto o 0SSO
autégeno**.

Nos anos 1980, cirurgides que preferiam o uso de enxertos autdbgenos
comecaram a substitui-los por enxertos alégenos.

Enxerto 0sseo aldgeno proveniente de cadaveres tem sido usado para
muitos procedimentos com sucesso. Em torno de 1 milh&o de transplantes com este
material foram realizados nos Estados Unidos desde 2004%.

Anualmente, nos Estados Unidos, 800 mil cirurgias sao realizadas com
enxertos alébgenos; porém, a seguranca no seu uso tem sido uma preocupacao entre
os cirurgides e alguns padrdes foram estabelecidos para melhorar a qualidade e a
seguranca com o objetivo de excluir riscos de transmisséo de doencas.

O osso alogeno € aceito como melhor alternativa como substituto de
enxerto autdgeno porque, além de apresentar uma menor morbidade, representa
bom prognéstico sem toxidade local, ou sistémica, 0 que resulta numa incorporacao
biolégica do enxerto ao final do procedimento® 3¢,

Em 1977, a The Food and Drug Administration publicou um guia de
protecdo ao doador e, em 1998%, The American Associacion of Tissue Banks
publicou as exigéncias de protecdo do doador, de processamento, de etiquetagem e
de distribuicdo dos tecidos®®.

Esses enxertos sdo processados em bancos de tecidos para avaliagdo do
tecido do doador por meio de exames sorologicos e de cultura. Ainda que devam ser
satisfeitas tais exigéncias, ndo ha& seguranca contra a transmissao viral: pois
infeccbes do tipo Hepatite B e HIV possuem um estagio inicial de 4 semanas,
indetectaveis nos testes feitos previamente nos doadores*°.

O risco de contaminacdo pela Aids, Hepatite B, Hepatite C e por outras
doencas virais depende do tipo de produto usado e da sua preparacao. Enquanto o

risco de contaminacédo pelo HIV € de 1: 450.000, pela Hepatite B € de 1: 46.000 e
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pela Hepatite C é de 1: 36.000, em transfusfes sanguineas o risco de contaminacao
pelo HIV é de 1: 1,6 milhdo em relacdo ao uso de enxertos alégenos® 3 40 4,

A transmissdo de doencas, entre elas Sindrome da Imunodeficiéncia
(HIV), Virus da Hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV), depende do processamento
desses tecidos e segue as normas das agéncias reguladoras dos Estados Unidos e
da Europa, que desenvolveram guias de usos e processamento seguros de produtos
biolégicos.

Os tecidos coletados dos doadores sofrem um processo de limpeza que
incluem, inicialmente, um debridamento dos tecidos moles, uma lavagem com soro
fisioldgico, banhos de alcool para desnaturar proteinas, que matam virus e bactérias,
e, ao final do processo de limpeza, estes tecidos ficam embebidos em antibidticos e
preservados em baixas temperaturas®.

O Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos relatou dois casos
de transmissao do virus HIV, sendo que no primeiro caso a transmissao se deu pela
auséncia de controle seguro das condicfes do doador, que poderia ter sido evitada
com exames baseados na sorologia e no histérico de injecéo intravenosa de drogas
ou com uma linfoadenopatia. O segundo caso envolve a doagcao de multiplos 6rgaos
e tecidos que resultaram na transmissdo do virus HIV, sendo que todos os
receptores de Orgaos e trés dos quatro pacientes receptores de tecidos também
estavam contaminados.

Outros 48 receptores dos tecidos aldgenos nao tiveram contaminacao.
Esse caso sugere que a remocao total de sangue e a exposicao desses tecidos a
solucBes como etanol, durante o processamento, diminuem o risco de transmiss&o™®
44-

O tecido tratado, osso fresco e congelado, possui alto poder osteoindutivo
e osteocondutivo, mas é raramente usado, em razdo de sua alta resposta imune e
de possiveis transmissdao de doencas, comparadas as transmitidas pelo 0sso
congelado e seco, que possui caracteristicas inferiores com relacdo a
osteoconducdo e a osteoinducdo, menor antigenicidade, além de caracteristicas
mecanicas diminuidas®.

A osteoinduc¢éo dos enxertos aldgenos varia de acordo com a forma como
estes foram processados, e a matriz 6ssea desmineralizada se mostra com boa

aceitacdo e regeneracéo pelo tecido do leito receptor®.
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O método mais comum de armazenagem de tecido 6sseo alégeno é o
congelado e seco; porém, é usado o tecido congelado e fresco quando o enxerto
necessita de células viaveis.

O osso fresco e congelado é retirado, assepticamente, de doadores vivos
ou cadaveres e congelados a -80 °C e mantidos em quarentena por seis meses; as
proteinas osteoindutivas sdo preservadas quando ndo ha nenhuma preparagao
adicional® “°.

O osso alégeno criopreservado seco possui apenas a capacidade
osteocondutora e nenhuma capacidade osteogénica e osteoindutora, ou seja, ele
apenas permite a osseoconducdo de células do hospedeiro para o seu interior, 0
gue resulta numa incorporacao progressiva do enxerto ao leito receptor. Ocorre uma
substituicdo gradual do osso transplantado por meio de uma atividade osteoclastica
intensa, seguida de deposi¢cdo de 0SS0 novo.

A sequéncia histologica de eventos na incorporacao do 0sso aldégeno tem
sido muito bem descrita e resumida®’.

No macico 6sseo alégeno, nao vascularizado, ocorre, inicialmente, a
formacdo de um coagulo que contém fatores de crescimento derivados das
plaquetas, além de outros fatores de crescimento. Um infiltrado inflamatério local
caracterizado por linfécitos também se instala e desenvolve um estroma vascular
gue traz células precursoras de tecido 6sseo ao enxerto. Apos a revascularizagcao se
inicia uma remodelacao até a incorporacdo do enxerto ao leito receptor.

Do ponto de vista clinico, a incorporacdo do enxerto se caracteriza pela
presenca de uma interface leito/receptor/enxerto que tolera forcas fisiologicas sobre
ele.

Amostras microscopicas de enxertos alégenos removidos, mesmo quando
nao totalmente revascularizados, apresentam um mesénquima apds sofrer
metaplasia e posterior ossificacdo®.

A vascularizacdo no 0sso alégeno congelado e seco € mais lenta que no
0sso0 alogeno congelado e fresco; porém, uma vascularizacdo mais rapida é possivel
com o uso de enxerto 6sseo autdgeno™.

A incorporacao é um processo de unido entre 0 0sso do leito receptor e o
material transplantado com uma mistura de 0sso necrético e um novo tecido 4sseo.

Entretanto, h4 um atraso na reacao inflamatéria com retardo na formacéao de tecido
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conectivo; porém, o resultado da incorporacdo no 0sso alégeno e no 0Sso autdégeno
é semelhante™.

Anadlises histologicas de tecido O0sseo alégeno enxertado mostraram
caracteristicas de osso maduro assim como uma neoformacgéo éssea incorporada as
areas de enxerto®,

Em alguns casos, pode ocorrer a substituicdo incompleta dependendo do
tempo, permanecendo um certo volume de 0sso n&o vital>.

Uma das tentativas de se limitar esse processo consiste em perfuragéo no
0sso do hospedeiro e no 0sso a ser transplantado, numa tentativa de se aumentar a
vascularizagdo, e conseguir que, pelo menos, a metade do 0sso enxertado seja
substituida por osso novo pelo aumento dos fatores de crescimento e das plaguetas
ao local por meio da maior vascularizagéo®.

Falhas e complicagbes em enxertos aldogenos medulares s&o raras e
semelhantes aos enxertos corticais ou corticomedulares e as complicacdes dos
tecidos moles, e ndo necessariamente fazem com que todo o enxerto medular em
bloco seja perdido®?.

Nos enxertos aldgenos, as células autdégenas sdo responsaveis pela
formacdo do novo 0sso. Essas células migram para o interior da area do enxerto
albgeno para ocupar 0s espacos entre e ao redor das particulas, de modo
semelhante ao mecanismo descrito para a osseointegracao. Assim, 0 NOVO 0SSO se
forma por osseoconducéo a partir de células osteoprogenitoras adjacentes.

O enxerto alégeno € mais usado como suporte estrutural para orientar
uma nova formacgédo 0ssea por um processo de osteoconducéo. Células adjacentes
ao enxerto totipotentes se diferenciam em osteoblastos e depositam a matriz sobre a
estrutura do material transplantado.

A osteoinducdo ocorre quando o 0sso transplantado contém BMP que
estimula uma nova formacéo 6ssea*.

Em estudo realizado em 2007 por Ting Ma et al. em coelhos, foram feitos
enxertos aldgenos e autégenos em tibias de coelhos e foi avaliada a nova formacéao
0ssea por meio da atividade de fosfatase alcalina e do nimero de osteoclastos.

Sem a infus@o de fatores de crescimento um nivel baixo de crescimento
0sseo foi observado, associado a um numero alto de osteoclastos no enxerto

alégeno quando comparado com o enxerto autdégeno.
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Com a adigdo de fatores de crescimento houve um aumento na atividade

neoformadora de 0sso, bem como uma diminui¢do do nimero de osteoclastos®.

Proteinas morfogenéticas (BMPs)

Em 1965, Urist™ postulou a existéncia de uma proteina que regenerava o
tecido 6sseo quando exposto a uma desmineralizacao.

Desde entdo uma familia de proteinas bioestimuladoras ndo especificas
de uma espécie apenas foi identificada e sintetizada em laboratério. Essas BMPs se
ligam aos receptores de células mesenquimais indiferenciadas, provocando a sua
diferenciacdo em osteoblastos para fabricar matriz 6ssea mineralizada.

Estudos demonstram a presenca destas BMPs em fraturas 0sseas, matriz
Ossea desmineralizada (DBM). Estas DBMs s&o obtidas por meio da
desmineralizagdo do tecido 0sseo cortical com acidos que removem 0S
componentes minerais e expdem os componentes da matriz que contém BMPs e

s&o potenciais osteoindutores®’.

Fatores de crescimento

Sao moléculas naturais iniciadoras universais da maioria dos processos
cicatriciais e encontradas no tecido 0sseo ou em outros tecidos em fase de
cicatrizacao.

Os fatores de crescimento tém funcdes especificas durante a regeneracao
do tecido d&sseo, como: promover a quimiotaxia de células totipotentes
indiferenciadas, aumentar a mitogése celular; assim como as BMPs, sdo também

osteoindutivos.

Funcdes:

H
1

Suprimem a proliferacéo celular;

N
1

Estimulam a sintese da matriz extracelular;

w
1

Estimulam a neoformacéo 6ssea;

IN
1

Atraem células por quimiotaxia;
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5- Inibem a reabsorcao 6ssea quando atuam sobre os osteoclastos.

Estes séo liberados pelos granulos alfaplaquetarios, sendo os principais:

1 — PDGF — Fator de crescimento derivado de plaquetas
2 — TGF-Beta — Fator de crescimento de transformacao Betas I-11-111

3 — IGF-I — Fator de crescimento similar & insulina

Também podem ser secretados pelos macréfagos, células endoteliais,
mondcitos, fibroblastos e matriz éssea.

O PDGF é o primeiro fator a estar presente na ferida, guia a
revascularizagdo, a sintese do colageno e a regeneracdo Ossea, e, apesar da

pequena quantidade, atua como agente mitogénico para a citodiferenciacao.

TGF B — Fator de crescimento de transformacéao beta

Foi inicialmente encontrado em tecidos alterados e constitui uma
superfamilia de mediadores locais que regulam a funcéo e a proliferacdo da maioria

das células dos vertebrados.

IGF-S | e ll—Fator de crescimento similar a insulina

E fator de crescimento secretado pelos osteoblastos durante a formacdo
O0ssea para aumentar e acelerar a deposicdo da matriz éssea; € mitogénico para
células de linhagem osteoblastica e estimulador da osteogénese a partir de
osteoblastos diferenciados, promove a deposi¢cdo da matriz 6ssea, possui atividades
de quimiotaxia para fibroblastos, osteoblastos e células progenitoras dos
osteoclastos.

O mecanismo de acdo dos fatores de crescimento em areas de enxerto
0sseo ocorre dentro de um ambiente bioquimico complexo, onde o tecido enxertado

deve progredir de um tecido transplantado para um tecido autossustentado®.
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Enxertos aldgenos formam um arcabouco para a formagdo de um novo
0SSO; porém, este ndo contém osteoblastos ou células osteoprogenitoras vivas e
possui um nivel baixo de fatores de crescimento préprios do tecido 6sseo™.

O coagulo sanguineo presente no enxerto contém fibrina, fibronectina,
hemacias, leucécitos e plaquetas. Apdés 10 minutos da coagulacdo as plaguetas
degranulam e secretam fatores de crescimento que atuam nos vasos sanguineos
seccionados das paredes Osseas para induzir o crescimento capilar dentro do
volume do enxerto, enquanto outros atuam nas paredes ésseas do leito receptor
para iniciar a migracdo, diferenciacdo e sequéncia da producdo da
osseointegracao®.

As células osteoprogenitoras migram sobre a rede de fibrina que esta nos
espacos entre 0 0SSO receptor; 0 enxerto esta junto ao 0sso receptor para formar
uma substancia cimentante e produzir 0sso, 0 que tornara o enxerto mais estavel. A
diferenciacdo e a migracdo destas células necessitam de mais tempo e formam
menos volume 6sseo quando se trata de um enxerto alégeno®®.

O osso alégeno fresco apresenta antigenicidade dos tecidos coletados
dos doadores, os quais induzem a respostas imunes sistémicas e locais que
diminuem, ou destroem, 0Ss processos osseoindutivo e osteocondutivo. A
refrigeracdo tem sido usada para melhorar a sua incorporacéo pelo hospedeiro por
meio da reducédo do seu potencial antigénico.

A penetracdo vascular € mais demorada, a formacao 60ssea mais lenta, ou

incompleta, do enxerto.

Imunogenicidade

Transplantes de tecidos, particularmente tecido 0Osseo, diferem
substancialmente dos transplantes de 6rgdos. A imunogenicidade é fraca e esta
relacionada com o colageno e as moléculas da matriz organica. Ainda que haja uma
resposta imunogénica dos aloenxertos, as células e as proteinas da matriz organica
sdo diminuidas na sua intensidade e frequéncia nos enxertos alégenos frescos e
congelados e, ainda mais, nos enxertos alégenos congelados e secos; onde ndo ha
vascularizacdo nem células vivas do doador, ndo h4, portanto, um alvo claro para

que haja uma reacéo antigénica®’.
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Aho A. J. et al. (1998) em seus estudos nd&o observaram reacles
alérgicas significativas, rejeicio nem nenhuma reacgdo antigeno-anticorpo em
transplantes al6genos frescos e congelados num periodo de 30 anos®.

Entretanto, h4 ao menos dois estudos sobre enxertos alégenos
congelados que relatam alguns casos de imunizacdo pelo Fator Rh em mulheres
gue receberam enxertos aldgenos frescos de doadores com fator Rh (-) negativo, o
gue sugere que mulheres que tenham o fator Rh negativo devem receber enxertos

de doadores com o mesmo fator Rh, ou seja, negativo®.

3.4.4 Enxerto xenogeno

Consiste em tecidos derivados de espécies diferentes; geralmente, estes
tecidos possuem origem bovina e sdo usados amplamente.

O enxerto xendgeno caracteriza-se por um o0sso bovino mineral
desproteinizado com material organico removido. Este processo mantém os cristais
de hidroxiapatita que sao cristais comuns ao tecido 0sseo de quaisquer espécies.
Sao particulados com alta porosidade, poros esses com aproximadamente 0,25 a 1
mm.

As dimensdes destes poros conferem ao enxerto propriedades
osteocondutivas, ou seja, promovem a migracao de células osteoblasticas no interior
do enxerto pelos poros permitindo a osteogénese®?.

Os poros sdo responsaveis pelo aumento de 75% em area, 0 que torna
esse material com uma osteocondutividade excelente, mas compromete a
estabilidade inicial do enxerto. Esse aumento da superficie também facilita a
angiogénese para promover a integracéo osso/enxerto®® %,

Um estudo com enxertos com Bio-Oss em sinus lift mostra um aumento
de 39% de ganho de um novo tecido, comparado ao enxerto autbgeno que mostrou

um aumento em 40% apds 6 meses de controle®.
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3.5 BANCO DE TECIDOS

Consideracgdes éticas e legais

O Brasil dispde atualmente de sete bancos de tecidos
musculoesqueléticos regulamentados e autorizados pelo Sistema Nacional de
Transplantes — Ministério da Saude (SNT-MS); somente essas entidades estédo
aptas a captar, processar, armazenar e distribuir os tecidos com finalidade de
transplantes ésseos no pais.

A autorizacdo para transplantes de tecido 6sseo na Odontologia teve
inicio em 2005, pelo inicio do credenciamento nacional de odontologos
especializados nas areas de Implantodontia, Periodontia e BMF pelo SNT-MS. As
exigéncias deste credenciamento foram definidas apos entendimentos com o0s
Conselhos Regionais e Federal de Odontologia.

A utilizacéo dos transplantes 6sseos relacionados a Odontologia no Brasil
aumentou significativamente nos ultimos anos e levou o SNT-MS a autorizar o
cirurgido-dentista a ser um transplantador, desde que este profissional seja
gualificado, habilitado e registrado no SNT-MS.

Como exemplo de outros bancos de tecidos internacionais, cita-se o
banco da Universidade Clinica de Navarra, operante desde 1986, com uma
casuistica de mais de 3 mil enxertos em varios tipos de cirurgia®®.

Os doadores de 0ssos podem ser pacientes vivos que, por problemas
ortopédicos, serdo submetidos a procedimentos como a artroplastia do quadril com
consequente remocdo da cabeca do fémur e parte do acetabulo, ou a retirada da
calota craniana em pacientes submetidos a craniotomia descompressivas. Em
ambos os casos, esses tecidos poderdo ser utilizados como transplantes autélogos,
ou seja, com a finalidade de transplantes.

Os doadores com diagnostico de morte encefélica, apds todo um
processo de rigorosa triagem, tém os tecidos musculoesqueléticos retirados num
periodo de até 12 horas apo0s a isquemia (clampeamento para retirada de 6érgaos
perfundidos), evitando assim uma possivel contaminacdo ap0s cessar a circulagédo
sanguinea, ou em até 24 horas no caso de permanéncia do doador em refrigeracao.

Os Bancos de Tecidos ainda podem captar, processar e disponibilizar tecidos
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autologos, com calotas cranianas retiradas pos-craniotomias descompressivas ou
mesmo novamente as cabecas femorais retiradas pos-artroplastias que sao
novamente implantadas em revisbes de artroplastias ou em reconstrucoes

odontolégicas no mesmo individuo.

3.5.1 Captacao dos tecidos

A obtencao dos tecidos musculoesqueléticos tem como fonte os doadores
com confirmacdo de diagndstico de morte encefalica, notificados pelas Comissdes
Intra-hospitalares — CIHDOTSs, Organiza¢ées de Procura de Orgdos — OPOs e
Centrais de notificacdo e captacdo de orgéos e tecidos — CNCDOs, que totalizam 23
centrais espalhadas, logisticamente, pelo Brasil.

As notificagcbes para as equipes captadoras sao realizadas apos a
execucdo de uma série de procedimentos e exames que visam, além da
comprovacdo da morte encefélica, o consentimento familiar do processo de doacgao
de o6rgéos e tecidos.

A selecdo dos doadores segue um rigoroso controle com investigacao
sorologica para antigeno e anticorpo HIV, Hepatites A, B e C, HTLV-1 e 2, Sifilis,
Chagas, Toxoplasmose e Citomegalovirus, além dos testes de ultima geracdo na
evidenciacdo de DNA (Nucleic Acid Amplification — NAT) para HIV e Hepatite B e C,
exigidos quanto aos tecidos musculoesqueléticos.

A captacdo dos tecidos musculoesqueléticos (ossos e tenddes) é
realizada ap0s a triagem inicial dos doadores de multiplos 6rgaos e tecidos (coracéo,
rim, figado, pancreas, pulméo, cérnea etc.), e todo processo de doacéao € registrado
em formularios especificos.

Excluem-se doadores com patologias ortopédicas como osteoporose,
osteonecrose, artrite reumatoide, lupus eritematoso, neoplasias, faixa etaria que
comprometa a caracteristica dos tecidos, transfusdo sanguinea, tatuagens ou
aderecos (piercings) dentro do periodo de uma janela imunolégica, usuario de
drogas ilicitas, permanéncia em zonas endémicas, infeccbes generalizadas ou
localizadas, fraturas, escoriacdes nos membros em que serdo captados os tecidos
musculoesqueléticos ou qualquer outra situacdo que coloque em duvida a qualidade

desses tecidos, conforme dispostos nas legislagbes vigentes: Portaria n® 1.686 do
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MS de 20 de setembro de 2002 e RDC n°® 220 da ANVISA, publicada em 27 de
dezembro de 2006.

O plano de captacdo € programado previamente: tecidos com prioridade
de retirada sé@o os tecidos mais utilizados em cirurgias ortopédicas e odontologicas
ou aqueles solicitados, especialmente, pelos cirurgides.

Os tecidos retirados sdo embalados, imediatamente, em involucros triplos,
selados hermeticamente e encaminhados sob refrigeracdo (-4 °C) ao Banco de
Tecidos.

Ao término da captacdo, os tecidos sdo armazenados, refrigerados em
geladeiras portateis com monitoracdo de temperatura durante todo o periodo de

transporte.

A etapa do processamento em sala cirurgica prépria classificada (classe
100 ou ISO 5) e equipada com modulo de fluxo laminar.

A sala também possui antecamara e pass-trought e todos os ambientes
possuem rigoroso controle de particulas de ar e pressao positiva para garantia de
gualidade dos tecidos la processados.

Além disso, € necessaria a paramentacdo especifica da equipe
profissional que deve utilizar somente roupas néo tecido para evitar a disperséo de
particulas que as roupas de algodao provocam.

O BTME realiza varios tipos de processamentos desses tecidos com
finalidade de utilizacdo em cirurgias ortopédicas e odontoldgicas, cada qual exigindo
um planejamento especifico.

Para o processamento de tecidos frescos congelados é realizado o
processamento mecanico, ou seja, a remoc¢ao de tecidos adventicios como sangue,
peridsteo, subcutaneo, musculos, e tecido fibrético.

Em seguida, os tecidos séo imersos em solu¢cfes emulsificantes a base
de peroxido de hidrogénio e alcool sob agitacdo ultrassénica.

Logo apds, uma coleta de amostras destas solucbes resultantes, de
medula 6ssea dos 0ssos longos e de fragmentos de cada tecido em processamento
€ submetida a exames microbiolégicos (Cultura Geral, Cultura de Anaerdbicos e
Fungos). Além disso, sdo também obtidas amostras para andlise

anatomopatolégica.
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Os enxertos processados sdo acondicionados em involucros triplos
estéreis, selados a vacuo e devidamente identificados em uma etiqueta (Figura 7),
com as medidas do tecido (comprimento, altura, diametro, peso, volume, perimetro),
informacdes do doador, exames realizados, numero de lote, item, data de validade,
tipo de conservacao e cédigo de barras®’.

tuto de Ortopedia e Traumatologia - HCFMUSP
Banco de Tecidos “‘

FILETE DIAFISE TIBIA Cédigo: 8041
FILTIB N° Lote: 009/10

- 075464-151
08/09/2010 Validade: 07/09/2015
- P533X15X4 MM (1,9 CC)

CRIO -80, RH+, NAO UTILIZAR IMUNODEPRIMIDO
co: NORMAL Radiografias: NORMAL

NEGATIVO Cult.Anaerébio NEGATIVO
'NEGATIVO HIV: NEGATIVO

' VDRL: NEGATIVO
HTLV I: NEGATIVO

HTLV II: NEGATIVO

CMV: IgM NEGATIVO
TOXO: IgM NEGATIVO

Telefone: 3069-6776 |

mimm - J

|

Figura 7 Etiqueta de identificagdo do tecido 6sseo — Banco de tecidos

Assim que todos os tecidos estiverem identificados, sédo radiografados no
préprio BTME e encaminhados a criopreservacao®.

Os ossos também podem ser processados em sua forma liofilizada, onde
toda dgua é removida com o tecido ainda congelado. O processo consiste em
colocar o tecido em uma camara liofilizadora onde os cristais de gelo presentes
sublimam pela acdo da alta pressdo, ndo passando pela fase liquida e, portanto,
mantendo a viabilidade da matriz 6ssea. O resultado € um tecido seco, conservavel
em temperatura ambiente e devendo receber esterilizagéo final por irradiacao.

Ao término dos processamentos, é realizada a documentacdo do
procedimento no Termo de Processamento e arquivado no prontuério do doador.

O estoque dos tecidos pode ser mantido tanto congelado quanto
liofilizado, se necessério, segundo os mesmos padrdes utilizados pelas Associagdes

e pelos Bancos de Tecidos mundiais.
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Para a esterilizagdo terminal dos enxertos alégenos recomenda-se 0 uso
de irradiacdo com raios Gamma, cuja densidade de energia varia em cada banco
de tecidos. Enquanto alguns adotam densidade de energias altas de irradiacéo,
outros, porém, adotam densidade de energias chamadas mais baixas de 15 kGy,
como sugere o Queensland Bone Bank®. Baker,T. F. et al., em estudo realizado
com 100 amostras de osso humano alégeno, conseguiram a esterilizacdo com
Gama 60 Co numa densidade de energia minima de 9,2 kGy™ .

Ha aqueles que ndo adotam a irradiacdo como forma de esterilizacdo
terminal destes tecidos. A irradiacdo com Cobalt 60 afeta as propriedades
mecanicas e biolégicas do tecido 6sseo irradiado, pois ocorrem degradacao do
colageno da matriz Ossea e alteragdo nos osteoblastos; esses efeitos estédo
relacionados com a variancia da densidade de energia usada, ou seja, quanto maior
a densidade de energia irradiada, maiores os efeitos deletéricos nos tecidos. Em
densidade de energias menores que chegam até 25 kGy, a relacdo entre essas

alteracdes n&o esta muito clara’™.

Com todas estas variagdes foi desenvolvido um padréo de seguranca que
sugere a densidade de energia de 25 kGy de raios Gamma. Esta densidade de
energia é recomendada, atualmente, para esterilizacédo final de produtos médicos e
para a aplicagcdo em banco de tecidos para a manutencao da esterilizacdo do tecido

6sseo proveniente de doadores® "2,

Love D. et al. 2009, em estudo com 316 pacientes e 362 procedimentos
cirargicos em um periodo de 10 anos, provenientes de 811 doadores, com o0 uso de
tecido 6sseo femural alégeno ndo irradiado durante o seu processamento,

mostraram resultados seguros para usos locais’>.

Na captacao dos tecidos, duas situacfes sdo importantes:

1- Remocdo de parte do material coletado para exames soroldgicos que

garantam a seguranca para uso médico-odontolégico;

2- Confirmacado de auséncia de contaminacao.
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Os ossos sdo captados e armazenados em embalagens triplas de
poliamida numero 6, estéreis e resistentes ao ultracongelamento em torno de -80
°C, com a etiqueta “tecidos de uso nao liberados”.

Durante o periodo de quarentena, no qual se realizam o0s exames
sorolégicos, o tecido doado permanece guardado. Somente a partir dos resultados
favoraveis, inicia-se o processamento dos 0ssos para a finalidade de transplantes.

A esqueletizacao do tecido é feita com a remocédo de todo o tecido mole
existente e, apds esse processo, alguns bancos de tecidos realizam a lavagem dos
tecidos com uma combinacdo de antibioticos (polimixina B e vancomicina) e o
procedimento de lavagem interna dos tecidos para a remocdo dos elementos
sanguineos remanescentes e do tecido gorduroso, que interferem e atrasam a
vascularizac&o e a incorporacdo dos enxertos 6sseos™ .

Com a limpeza externa e interna, os tecidos séao recortados em diferentes
tamanhos e formatos para se adequarem as pecas nos tamanhos usados nas
cirurgias de transplantes odontologicos. Geralmente, os tecidos sdo cortados em
cubos corticais, corticomedulares ou fragmentados em particulas para serem usados
na forma de granulos.

Importante ressaltar que os cortes do tecido 6sseo sdo mapeados e,
juntamente com o prontuario do doador, armazenados por 20 anos para seguranca
dos receptores e profissionais que realizam transplantes.

Os tecidos sdo embalados, novamente, em embalagens triplas
esterilizadas, plasticas ou de vidro, resistentes ao ultracongelamento, com uma
etiqueta onde constam todos os dados do Banco de Tecidos: cédigo do doador,
exames realizados, forma de processamento, técnica de esterilizacdo adicional,
namero do item e lote, formato e caracteristicas do tecido, condi¢cdes de
armazenamento e prazo de validade determinados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e pelo Banco de Tecidos.

A grande morbidade poOs-operatéria oriunda das diversas técnicas de
enxertia 6ssea autégena demanda a busca por substitutos 6sseos adequados para o
processo de enxertia.

Nosso estudo esta direcionado para os enxertos alégenos, ou seja,
realizados com tecido 6sseo de doadores de 6rgaos de individuos diferentes, porém,

da mesma espécie.
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Tradicionalmente, o osso alégeno vem sendo processado por Varias

técnicas:
1 — somente congelamento ou 0sso fresco congelado;
2 — congelamento associado a desidratacdo ou a liofilizacao;

3 - liofilizag&o associada a desmineralizagédo ou a 0sso desmineralizado.

O uso do osso alégeno fresco, ou 0sso sem nenhum tipo de
processamento, ndo € aceito pela ciéncia dado seu potencial imunogénico.

Os ossos liofilizados e os liofilizados desmineralizados, apesar da grande
aplicabilidade clinica, apresentam potenciais osteoindutores reduzidos ou nulos
pelos processos de liofilizagdo e esterilizagcdo. Estes o0ssos apresentam baixa
resisténcia mecanica e impossibilitam a sua utilizacdo na forma de blocos 6sseos*
71

A utilizacdo de osso alégeno representa nova opcao de enxertos 0sseos,
pois podem ser mantidos congelados e sem desidratacdo, mantém a capacidade de
osteoconducao e osteoinducéo, diferentemente do osso liofilizado, ou irradiado, que
reduz os potenciais osteoindutores em pelo menos 50% dos casos’™ "® *7.

Os implantes osseointegrados, comprovadamente, vieram solucionar
problemas e otimizar resultados na Odontologia moderna. Porém, um dos requisitos
principais para sua instalacdo no meio bucal € a quantidade e qualidade 6ssea. Com
grande frequéncia, ha situacdes em que o tecido 6sseo remanescente ndo preenche
tais requisitos.

Os implantes dentais tiveram suas fixacdes limitadas a areas com
estrutura 6ssea disponivel em altura e largura. Breine e Branemark (1980)"
propuseram varias técnicas de enxerto, com objetivo de aumentar altura e largura
O0ssea e 0 proposito de ampliar as indicacbes das reabilitacbes com implantes.
Abrektsson em 19807° estudou a regeneracdo 6ssea e descreveu as fases da
cicatrizacdo e remodelacdo dos enxertos 0sseos; estabeleceu também os principios
da osseointegracédo. Em 1992, Perrot et al.** descreveram os resultados com o uso
de osso fresco congelado isolado, ou combinado com osso autdgeno, para a

reconstrucao dos maxilares com finalidade de reabilitagdo com implantes.
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3.6 EFEITOS DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE NA REPARACAO OSSEA

O termo laser, procedente da lingua inglesa, € acrénimo de Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo da Luz por Emissao
Estimulada de Radiacdo). E uma forma de energia que se transforma em energia
luminosa, visivel ou ndo, dependendo da matéria que produz esse tipo de radiacao.

O laser é uma radiacdo que se encontra no espectro de luz que varia do
infravermelho ao ultravioleta, passando pelo espectro visivel. Essa radiacdo
eletromagnética, ndo ionizante, com caracteristicas bastante distintas de uma luz
fluorescente ou de uma lampada comum, representa essas condi¢cdes especiais,
como monocromaticidade, coeréncia e unidirecionalidade, e faz esse tipo de luz ter
propriedades terapéuticas importantes.

Os lasers séao divididos em dois grupos, de acordo com a poténcia de
emissdo da radiacdo: laser de alta intensidade ou Hilt (High-Intensity Laser
Treatment), que emite radiacdo de alta poténcia e possui potencial destrutivo
normalmente utilizado em cirurgias, com funcdo de cortar, coagular e vaporizar 0s
tecidos.

Os principais lasers de baixa intensidade sdo compostos por um meio
ativo gasoso (He-Ne) ou semicondutor (diodo—AsGa;AsGaAl).

De um modo geral, o LILT tem uma série de indicacbes e pode ser usado
isoladamente ou como coadjuvante de outros tratamentos.

Laser ndo cirdrgico, ou Lilt (Low-Intensity Laser Treatment), emite
radiacdo de baixa poténcia, sem potencial destrutivo, promove a bioestimulacao
sobre os processos moleculares e bioquimicos, além de possuir acao de analgesia e
anti-inflamatoéria, uma vez que estimula a microcirculacdo devido a um aumento da
circulacao periférica, promove a bioestimulacdo das células e melhora a capacidade
de regeneracéo tecidual.

Vérias pesquisas atestam que o laser promove a bioestimulacdo das
células, melhorando sua capacidade de regeneracdo 6ssea; entretanto, seu uso
ainda causa controvérsias, uma vez que os efeitos bioldégicos e a dosagem de

irradiac&o n&o possuem protocolos definidos®.
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A energia luminosa do laser é depositada nos tecidos produzindo efeitos
gue estimulam a liberacéo de substancias como histamina, serotonina e bradicinina.
Ativa a producdo de &cido aracnoico e transforma as prostaglandinas em
prostaciclinas. A bioestimulacdo aumenta a quantidade de ATP, acelera as mitoses,
atua no equilibrio do potencial da membrana, melhora a reparacéo tecidual, estimula
a regeneracdo do tecido 60sseo e equilibra a producdo de fibroblastos, com
normalizacdo no depoésito de fibras colagenas e elasticas no tecido em reparacéo.
Aumenta a circulacdo, melhora a acao anti-inflamatéria e a cicatrizacdo dos tecidos
81.

Varios estudos vém sendo realizados a respeito dos efeitos da LILT na
area da saude e na biologia, representando assim um coadjuvante no tratamento de
um grande numero de patologias.

Muitas evidéncias permitem concluir que o tratamento através da LILT
pode influenciar no comportamento de muitos tipos de células que acarretam efeitos
multiplos®. Entre eles, podemos citar: aceleracdo no processo de cicatrizacdo de
feridas, melhor regeneracdo e remodelacdo Ossea, atenuacdo dos processos
dolorosos, pela liberacdo de endorfinas, regulacdo do sistema imune, entre outros.

Embora a aceleracédo da regeneracdo 0ssea pelo laser seja relatada, seu
mecanismo de ac&o ainda permanece obscuro®,

O tratamento com a terapia laser em baixa intensidade é baseado nos
efeitos fotoquimicos e fotobioldgicos, provocados pela absor¢cdo da energia dos
fotons sobre as células dos tecidos. A terapia laser em baixa intensidade é aplicada
apos a instalacdo dos implantes, com finalidade de produzir respostas favoraveis ao
tecido 6sseo que sofreu injaria tecidual seguida de desordem funcional.

Foi feito um estudo com 12 ovelhas em que foram inseridos implantes
dentarios sendo estes irradiados 3 vezes por semana com Laser de Diodo (75 mW,
680 nm), com uma densidade de energia por irradiacdo de 3 - 4 J/cmz2; apos 4 e 12
semanas, entretanto, a regeneracdo 0ssea nao diferiu do lado controle; as medicdes
da osseointegracdo resultaram significativamente num maior contato entre
osso/implante, portanto, ocorreu uma superficie de contato maior entre 0sSso

implante nos tecidos irradiados®*.

Garavelo-Freitas em 2003% estudou os efeitos do laser de baixa

intensidade com He-Ne, no processo de reparagdo em tibias de ratos, que foram
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irradiadas com uma poténcia de 1 mW, com exposi¢des diarias de 30 s, 5 min, e 15
min., com densidade de energia de 3,15 J/cm?, 31,5 J/cm? e 94,5 J/cm? por 7 ou 14
dias consecutivos.

Os resultados mostraram que as tibias irradiadas com 3,15 J/cm? nao
apresentaram, aparentemente, nenhuma diferengca em relagdo ao grupo controle.
Para densidade de energia de 31,5 J/cm? e 94,5 J/cm?, observou-se uma aceleracao
evidente na reparacdo Ossea, principalmente no grupo irradiado por 7 dias. Na
segunda semana de irradiacdo do laser houve uma diminuicdo do efeito da
osteogénese.

Muito embora os mecanismos biolégicos na aceleracdo da reparacdo
ossea dos tecidos irradiados com laser de baixa intensidade ndo sejam claramente
conhecidos, a hipotese provavel é que a energia do laser excite porfirinas e
citocromos, também cromoforos intracelulares, e aumentem a atividade celular
através do acréscimo de concentracdo de ATP, ALP com a liberacdo de célcio®.

Em outro estudo da mesma autora realizado com 36 ratos avaliou-se a
consolidacdo Ossea da tibia por meio de analise histomorfométrica, utilizando laser
He-Ne com densidades de energia de 0,3 J/cm2 e 0,9 J/cm2 com tempo de irradiacao
de 5 a 15 min. Observou um aumento do trabeculado comparado ao grupo controle
no 7° dia de irradiacdo; a densidade de energia de 0,3 J/cm? teve um maior efeito no
aumento da area.

Comparando-se o 7° com o 14° dia de irradiacdo nas densidades de
energia de 0,3 Jicm? e 0,9 Jlcm?, percebeu-se uma diminuicdo do trabeculado
0sseo, principalmente na densidade de energia de 0,9 J/cm2. Portanto, a irradiacéo
favorece o aumentoa do trabeculado O0sseo e acelera a organizacdo das fibras
colagenas; porém, aumenta o numero de osteoclastos, o que pode ser a causa da
possivel diminuicdo do trabeculado 6sseo no 14° dia de irradiacéo®.

Silva Junior et al.?’

, utilizando o laser As-Ga-Al, 830nm, 40mW, no reparo
0sseo de fraturas de fémures de ratos, constataram que hé relacéo entre a eficiéncia
e 0 estagio em que séo feitas as aplicacdes. Eles observaram que o laser foi mais
eficaz em estagios iniciais de reparacéo (7 dias apos a lesdo) quando comparados
com estagios tardios (28 dias apds a lesdo). Isso sugere que o estimulo a formacgéao
O0ssea decorrente da LLLT atua em estagios proliferativos e precoces da

diferenciacéo de células e precursores, e ndo em estagios tardios®’.
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A luz laser com um comprimento de onda adequado penetra na pele,
ativando fotorreceptores especificos que biomodulam tecidos profundos. Estudos
sugerem que a estimulacdo do citocromo ¢ oxidase que é o principal fotorreceptor
primario na corrente de transporte de elétron mitocondrial®.

A penetragdo nos tecidos humanos esté relacionada com a poténcia do
laser e seu comprimento de onda. 4J/cm? é o suficiente para uma adequada
penetracdo na regido da articulacdo na clavicula, comparado com 40 J/cm? para a
regido dos quadris num comprimento de onda entre 780 e 820 nm com um laser de
GaAs.

A penetracio maxima com o laser de baixa intensidade é de
aproximadamente 50 mms®. Scopin et al. usaram o laser num comprimento de onda
de 980 nm numa cultura de fibroblastos, o que resultou num aumento do
crescimento celular associado a um aumento de temperatura; entretanto, um
aumento no nivel de exposi¢cao em até 66 J/cm? inibiu 0 crescimento.

Portanto, um efeito benéfico da luz laser ocorre numa densidade de
energia que varia de 1 a 10 J/icm? . Pinheiro e Gerbi, em 2006, demonstraram que
a laserterapia € importante na aceleracdo da reparacdo 6ssea ultilizando cultura de
células osteoblasticas. Os resultados destes estudos mostram que a irradiacdo de
tecido 6sseo no infravermelho revela uma proliferacdo osteoblastica acelerada,
deposicado de colageno e neoformacéo 6ssea quando comparados com tecidos nao
irradiados.

Aventou-se que o efeito da laserterapia € mais eficaz se o tratamento for
realizado nos estagios iniciais, quando a proliferacdo celular é mais elevada.Os
autores propdéem que este efeito ndo depende da densidade de energia total de
irradiacdo, mas do tempo e da modalidade da aplicacdo. A densidade e a
intensidade de energia sdo parametros independentes e a essa independéncia pode
estar relacionado o sucesso ou o fracasso da laserterapia®™.

Varios efeitos bioestimuladores do LILT tém sido mostrados desde
1971%, e a aceleracdo na formacdo de tecido 6sseo, apds a irradiacdo com laser de
baixa, tem sido foco de muitas pesquisas, baseadas em achados clinicos ou estudos
feitos em modelos experimentais in vivo®.

Estudo feito com 36 ratos Wistar divididos em 2 grupos, sendo 18 deles

irradiados com (GaAlAs) laser 830nm, sistema continuo com 40mW de poténcia e
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4J/cm? e outro grupo de 18 ratos néo irradiados, confirmou os efeitos positivos da
LILT na aceleracdo da neoformacéo éssea.

A irradiacdo com a LILT foi significativa na aceleracdo do processo
reparativo do tecido 6sseo em até 8 semanas, quando comparada com tecidos
0sseos nao irradiados; entretanto, apos 12 semanas, quando o tecido se apresenta
como um osso maduro, ndo se identificam diferencas nos tecidos irradiados e no
nao irradiado.

Foram observados os efeitos do laser sobre o processo de consolidacao
de fraturas fechadas e ndo imobilizadas de tibias de ratos. Os animais foram
divididos em dois grupos: o primeiro grupo foi irradiado com laser com 6J/cm? de
densidade de energia, durante dois minutos, com aplicacdo do tipo contato, sobre o
foco de fratura, a cada dois dias, e o segundo nao recebeu intervencéo do laser. Os
resultados ndo demonstraram maior estimulo a osteogénese em animais submetidos
a terapia com laser. Nas condi¢des estudadas, observou-se que o laser He-Ne néo
acelera o processo de consolidacdo 6ssea em fraturas fechadas e nao imobilizadas
94-

A LILT tem demonstrado resultados favoraveis in vivo e in vitro quanto ao
estimulo na reparacdo 0ssea. Nesse sentido, trabalhos in vivo sugerem que essa
terapia promove aceleracdo na reparacdo 6ssea alveolar, na neoformacdo éssea
pos-disjuncdo palatina em ratos® .

As proteinas sdo a maior estrutura absorvedora de comprimentos de
onda dos lasers que atuam na faixa do vermelho visivel e infravermelho. Entretanto,
a identidade dos fotorreceptores responsaveis pelos efeitos bioldgicos da LILT néo é
claramente descrita.

Muitos estudos sugerem que o sistema mitocondrial ou as porfirinas
enddgenas da célula sejam os cromoforos absorvedores de energia nessa terapia.

Os efeitos da bioestimulacéo pelo LILT, como na cicatrizacdo de feridas,
na proliferacdo celular, que age na diminuicdo da resposta inflamatéria, e nas
células do tecido 6sseo, tém sido estudados. Entretanto, o mecanismo basico
molecular ndo estéa totalmente elucidado.

Tecnologia avancada e resultados obtidos por meio do Projeto Genoma
buscam o0 gene que regula esses sistemas. Neste estudo, focaram-se as

caracteristicas dos genes alterados nos osteoblastos irradiados pela LILT.
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Os genes que foram alterados pela irradiacdo incluem o da sintese de
ATP, o da replicagdo de DNA, a sinalizagdo celular, enzimas, proteinas estruturais e
outros genes com funcdes desconhecidas.

Yamamoto et al.* verificaram que, apés a irradiacédo com o laser 830 nm,
a sintese de mRNA para os genes MCMS3, que estdo envolvidos com a replicacdo de
DNA nas células eucariéticas, estava aumentada em culturas de osteoblastos, o que
poderia ser a explicacdo para o aumento da proliferacao celular apés a irradiacédo
com laser®’.

O LILT sugere a ocorréncia de efeitos de bioestimulacao, pelas alteracdes
em niveis genéticos, que alterem o mecanismo de reparacao do tecido ésseo, ainda
n&o totalmente compreendidas®.

Estudos sugerem que a irradiacdo com a LILT tem duas formas de acao
sobre a da osteogénese. Uma das formas é a estimulacdo da proliferacéo celular,
especialmente as células de linhagem osteoblastica, e a outra € a estimulacdo da
diferenciacao celular, especialmente em osteoblastos, resultando hum nimero maior
desse tipo de células e consequentemente numa maior neoformacéo 6ssea’®.

Toda reparacdo 0ssea necessita dos osteoblastos (célula formadora de
matriz 6ssea); um dos procedimentos que podem aumentar 0 numero de
osteoblastos por inducdo a mitose € a irradiagcdo de Laser de Baixa Intensidade
(LBI). Segundo KARU, em 1989'%, o LILT, quando aplicado sobre uma célula, atua
sobre as mitocondrias dessa célula aumentando a producdo de ATP e,
consequentemente, induzindo a célula a um aumento na proliferacdo e na sintese
proteica.

O efeito bioestimulador da radiacdo do laser de baixa intensidade,
diretamente sobre a producdo de ATP mitocondrial, e o estimulo trofico que aumenta
a neoformacdo capilar e a multiplicacdo celular podem melhorar a reparacao
cicatricial dos enxertos 6sseos homogenos, uma vez que, logo apds a implantacéo
do enxerto na area receptora, as células sao nutridas por difuséo, e em 5 a 7 dias se
inicia o processo de angiogénese e revascularizacdo®* 1% 1%,

Esses aspectos podem resultar tanto no aumento da liberacdo dos

mediadores quanto na microvascularizacdo, o que vai acelerar a cicatrizacdo 0ssea.
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4. MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos da pesquisa

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais do Instituto de Pesquisas Energéticas do Estado de Sao Paulo
(IPEN), sob nimero 79/11 — CEUA-IPEN/SP (Anexo).

4.1 MATERIAL

4.1.1. Laser

Foi utilizado um laser de diodo de baixa intensidade com as seguintes
caracteristicas:
Modelo: Twin Laser
Marca: M.M. Optics — Sao Carlos-SP
Emissdao utilizada: infravermelho 780 nm (GaAlAs)
Modo de operacgéo: continuo

Poténcia maxima: 70mwW

4.1.2. Caracterizacao das amostras

Nos experimentos foram utilizados 36 coelhos. Oryctolagun Cuniculus, da
linhagem New Zeland, machos, néo isogénicos, adultos, com peso de
aproximadamente 3 a 3,5 kg, com idade entre 6 e 8 meses.

Os animais, nascidos e criados no Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, estavam clinicamente saudaveis e livres de
ecto e endoparasitas, sendo considerados aptos para esta pesquisa.

Trés coelhos foram utilizados no processo de captacao de tecido ésseo,
padronizados conforme Banco de Tecidos, processados e criopreservados até o seu
uso. Foram feitos exames de cultura das amostras coletadas e estes animais

representaram doadores de enxerto 6sseo aldgeno.
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Os 33 coelhos restantes foram divididos em trés grupos experimentais

com 11 amostras de cada que representaram 0s animais receptores dos enxertos.

Amostras doadoras de tecidos
Coleta, processamento e armazenamento
Coleta do Material

Foram coletadas amostras de tecido 6sseo oriundo das epifises e diafises
tibias e dos fémures dos animais da amostra doadora, sendo esqueletlizados e

processados (Figuras 7 e 8).

Processamento do material e armazenamento

ApOs a esqueletizacdo, todo o material foi particulado em um triturador
0sseo automatico, acondicionado em um saco plastico esterilizado com Oxido de
etileno e processado através de lavagem com soro fisiologico a 0,9%, em seguida
foi submetido a imersdo em peréxido de hidrogénio a 10% e alcool sob agitacéo,
para remoc¢ao do material organico remanescente.

Apbs todo o escoamento do liquido do tecido foi iniciado o procedimento
de armazenamento em 33 embalagens plasticas duplas esterilizadas, seladas a
vacuo com volume aproximado de 1cc., e conservadas a -80 °C, em freezers
préprios para este fim, até o seu uso (Figuras de 9 a 14).

Uma fracdo coletada destas amostras foi submetida ao exame
microbiolégico (Cultura Geral, Cultura de Anaerdbicos e Fungos). Embora os
coelhos fossem nascidos e criados dentro do Biotério da FMUSP, ndo se eliminaram
os riscos de serem contaminados pelo préprio ambiente e se compremeter o fim aos

quais se destinavam, ou seja, pesquisas®’.



Figura 10 Acondicionamento do material para esqueletizacao
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Figura 12 Processamento do material triturado

Figura 13 Material processado
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Figura 14 Armazenamento do tecido 6sseo

Figura 15 Material preparado para congelamento

Amostras receptoras de tecido

Manutencédo dos animais

Durante todo o experimento os animais foram mantidos no Setor de
Experimentacdo do Centro de Bioterismo da FMUSP, em condi¢bes sanitarias
convencionais, em local adequado para manutencdo, durante toda a fase de

observacgéo pés-operatoria.

Este acondicionamento foi feito em gaiolas metalicas, individuais,

especificas para manutencdo de coelhos em laboratorio. Os animais foram
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alimentados com racdo balanceada e &agua ad libitum, em ambiente limpo e
protegido de estimulos auditivos externos para que se evitassem situacfes de
estresse. A temperatura foi mantida entre 18 e 24 °C com uma umidade relativa do
ar entre 40 e 70%, e com uma luminosidade artificial de 10 a 12 horas diarias.

Protocolo de anestesia dos animais

No pré-operatorio imediato, cada animal foi pesado para que fosse
aplicado o volume ideal de anestésico e medicacdo poés-operatoria. A solucdo
anestésica aplicada pelo médico veterinario foi associacdo de Ketamina 50mg/Kg e
Xilazina 10,0 mg/Kg .

Essa solucéo foi injetada via intramuscular. Para testar a sensibilidade do
animal, antes de iniciarmos o procedimento, foram seguidos procedimentos proprios

de avaliacdo da real efetividade anestésica.

Preparo Cirargico dos Animais

Sob anestesia, os animais foram tricotomizados na regido lombar,
incluindo a regido da crista iliaca e a face lateral dos membros pélvicos. Em seguida,
foi feita a antissepsia local com solucédo de iodo-polvidine para degermacao da pele
(Figura 16).

A abordagem foi realizada a partir de uma incisdo fria retilinea de
aproximadamente 3,0 cm, com a divulsdo em planos até a exposicdo do terco
proximal do fémur (Figura 17).

Os leitos receptores consistram em aberturas na superficie dssea
realizadas com trefinas proprias para tais fins, com diametro de 4,0 mm e
profundidade de 4,0 mm, padronizadas em todos os animais (Figuras 15 a 18) .

Durante o preparo dos leitos, o tecido 6sseo foi irrigado com soro
fisiol6gico (solucdo salina a 5%) com um sistema de bomba peristaltica a 50% para
refrigeracdo do tecido 0sseo, evitando dessa maneira um aquecimento acima do
limiar de tolerancia celular, o qual poderia provocar a necrose dos tecidos e

possiveis comprometimentos na regeneracao 6ssea do enxerto.
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Uma vez feita a loja O0ssea, antes da colocacdo do enxerto ela foi
irradiada, e apds o preenchimento desta com o0 0sso alégeno particulado hidratado
com solucéo salina a 5%, a loja foi novamente irradiada conforme protocolo
estabelecido (Figuras 19 a 20).

O osso femural da pata contralateral foi também enxertado, porém néo
irradiado com o laser de baixa intensidade, sendo considerado como controle.

Terminado o procedimento, os retalhos foram suturados (Figura 23) em
planos, tendo sido usado no plano muscular fio Cat Gut cromado, agulhado, 3-0,
enquanto na regido externa da pele foi usado fio de seda (000) (Figura 21).

Apbs o término da sutura a regido foi limpa com soro fisioldgico, sem a
necessidade de protecdo com curativo (Figura 22).

No periodo pés-operatorio, todos os animais receberam administracéo de
antibidtico a base de enrofloxacina na densidade de energia de 5,0 mg/kg, via
intramuscular, bem como analgesia com utilizacdo de cetoprofeno na dose de 20,0
mg/kg, também por via intramuscular por cinco dias seguidos, sempre com
supervisao de pessoal capacitado.

Figura 16 Campo para abordagem cirargica



Figura 17 Incisdo por planos

Figura 19 Abetura do alvéolo com trefina
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Figura 22 Sutura por planos
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Figura 23 Sutura da pele

Protocolo de irradiacao

As irradiacdes foram feitas em contato perpendicular entre a ponta ativa e
a ferida cirdrgica, em duas sessfes, sendo a primeira logo apds o preparo da loja
cirdrgica e uma segunda logo ap6s a enxertia. Em cada sesséo foi irradiada uma
densidade de energia de 7,5 J/cm?2 em 4 pontos cardeais ao redor da loja cirargica,
totalizando assim 60 J/cm2 em cada irradiacao ao final do procedimento cirurgico.

Foi utilizado um laser de diodo de baixa intensidade (Figura 24) com as

seguintes caracteristicas:

Poténcia: 40 mW
Comprimento de onda: 780 nm
Densidade de energia: 7,5 J/cm?2
Area do feixe: 4 mm?
Modo de irradiacéo: 4 pontos cardenais
Tempo de irradiagcédo por ponto: 7,5 s (monitorado por cronémetro)
Célculo da densidade de energia:

D (J/em?) = t(s) x P (W)

A (cm?)
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Figura 24 Laser de Baixa Intensidade

O objetivo principal desta dissertacdo foi o estudo da incorporagcédo de
enxertos 6sseos alégenos em leitos receptores feitos em fémures das amostras em
associacao as Irradiagcbes com Laser de Baixa Intensidade.

Foram usados 33 coelhos, porém trés dos animais morreram, um por
causas diversas associadas ao manejo cirargico e 0s outros dois animais por um
aprofundamento gradual da anestesia até o oObito, restando 30 animais que foram
operados e mantidos vivos até a coleta das amostras para andlise. Nenhuma outra
intercorréncia, além das descritas acima, foi verificada em todo o experimento, como
infeccOes, deiscéncia de suturas, fraturas de fémures ou algo que pudesse interferir
no trabalho ou nos resultados achados.

Em seguida, os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos
de acordo com o tempo de sacrificio para a coleta das amostras para o preparo das

laminas:

Grupo |: Eutanasia realizada 10 dias apoés a cirurgia.
Grupo |l: Eutanasia realizada 20 dias apdés a cirurgia.

Grupo llI: Eutanasia realizada 30 dias apoés a cirurgia.
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4.1.3. Eutanasia dos animais

A metodologia de eutandsia empregada em todos o0s grupos
experimentais consistiu no uso da substancia quimica pentobarbital sédico na dose
de 150 mg/kg, via intravenosa, na veia marginal da orelha dos coelhos.

A aplicacdo de droga anestésica excessiva foi 0 método de escolha para
a eutanasia dos animais; porém, quando nao havia resposta satisfatéria, foi aplicada
a Ketamine 250mg intracardiaca, com os animais sob efeitos de anestesia geral.

A constatacdo da morte foi feita pela auséncia de expanséo toraxica e dos
batimentos cardiacos, bem como pela auséncia de reflexo palpebral e midriase.

ApOs a coleta dos tecidos, os animais foram descartados em sacos
plasticos especiais, segundo critérios estabelecidos pela Comissdo de
Gerenciamento de Residuos Hospitalares da FMUSP, de acordo com o controle de
zoonose estabelecido pela Vigilancia Sanitaria do Estado de S&o Paulo, segundo
protocolo padrdo de manuseio de material biolégico para incineragdo como lixo

hospitalar.

Remocdao das pecas para estudo

Apés a constatacdo da morte dos animais, foi feita a degermacéo e a colocacéo
de campos cirargicos estéreis. A pele foi incisada até a exposi¢cao do tecido celular
subcutaneo. Em seguida, os planos de tecido mole foram incisados, expondo o
tecido 6sseo até alcancar a cabeca do fémur onde foi inserido o enxerto.

A peca cirurgica para analise foi removida com extensdo de seguranca,
abrangendo da cabeca do fémur até a regido média da diafise do fémur, a qual foi
esqueletizada para uma melhor adequacéao do material.

Imediatamente a sua remocdo, as pecas foram identificadas e imersas em
formaldeido a 7,4%, para fixacdo por 72 horas, e enviadas a um laboratério para a
descalcificacdo das pecas e o0 processamento do material para a confeccdo das

laminas histoldgicas.
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4.1.4. Processamento histotécnico para confeccao das laminas

Cessado o prazo de fixagdo das pecas, estas foram imersas em solugéo
de EDTA tetrassodico 7% pH 7,2 para iniciar o processo de descalcificacdo durante
60 dias. Em seguida, as pecas foram incluidas formando em parafina formado os
blocos para o preparo das laminas, as quais foram obtidas a partir de secc¢des
transversais do tecido 6sseo receptor para a visualizacdo do enxerto, do tecido
medular e da cortical. As laminas foram preparadas com hematoxilina-eosina (H-E)
para um estudo histomorfolégico comparativo entre o tecido enxertado, irradiado
com o laser de baixa intensidade, e o tecido néo irradiado.

A andlise histomorfologica foi realizada sob microscopia de luz no
Laboratério de Oncologia Experimental da FMVZ da USP, num aparelho NIKON
ECLIPSE modelo E 800, e a captacdo das imagens foi feita pela camera Media
CIBERNETICS, modelo COOL SNAP-Procf.
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5. RESULTADOS

A andlise histomorfologica foi realizada sob microscopia de luz, sendo
avaliados o0s seguintes eventos histomorfoldégicos, comparativamente entre 0s
grupos irradiados e ndo irradiados:

— Angiogénese

— Presenca de osteoblastos
— Presenca de ostedcitos

— Osso neoformado

Os resultados foram avaliados por meio de uma contagem quantitativa com o
uso do Reticulo de Weibel, que quantifica as células proprias do 0sso, 0S vasos
presentes e o tecido neoformado. Nesse tipo de quantificacdo sdo examinados 10
campos de cada lamina, em que se faz a contagem para posterior analise
histomorfométrica, em cada cruzamento das linhas deste grid.

U\ G3-4 CP7 10X.jpg (1/1)

Figura 25 Reticulo de Weibel
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Anélise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste One-way ANOVA
para comparar 0S grupos com os eventos avaliados com um nivel de significancia p
< 0,05 (Gréafico 1).

Estudos para comparar grupos de tecido 6sseo irradiados e nao irradiados
como neste experimento tém sido descritos por diversos autores, enquanto outros
estudos tém feito comparagcdo com grupos placebos com uso de luz comum néo
laser.

GRUPO 1
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Gréafico 1 — Resultados estatisticos = GRUPO 1
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Gréafico 4 — Resultados estatisticos — TODOS OS GRUPOS

Achados histolégicos

As avaliacdes histologicas mostraram processos normais de cura em todos o0s
grupos, irradiados ou ndo, sem patologias importantes que pudessem mudar 0s

resultados deste experimento.

Grupo 1 - Eutanasia com 10 dias

Observou-se nas laminas do Grupo 1 nao irradiado, ou seja, animais
eutanasiados nos primeiros 10 dias, uma grande angiogénese na regido do enxerto,
com proliferacéo de osteoblastos junto a um tecido 6ésseo imaturo, ndo apresentando
sinais de infiltracéo inflamatdria nem rejeicéo do tecido.

A matriz oriunda do enxerto mostrou-se circundada por osteoblastos, com a
presenca de osteoclastos em menor numero, e uma formacéao inicial de matriz 6ssea

jA com a presenca de ostedcitos.



70

O tecido enxertado caracteriza-se por apresentar grande namero de lacunas ou
osteoplastos vazios, que foram povoados por ostedcitos ao mesmo tempo que um
tecido 6sseo aposicional ao enxerto foi se formando.

Ocorreram em algumas areas a reabsorcdo do tecido 0sseo enxertado e a
substituicao por tecido 6sseo neoformado aposicional ao enxerto.

A medular do tecido 6sseo onde foi colocado o enxerto é caracterizada pela
presenca de células hematopoiéticas, hemacias nucleadas com algumas células em
fase de mitose. Observou-se também tecido conjuntivo frouxo com discreto infiltrado
inflamatorio, néo significativo nesta fase da reparacdo, uma vez que uma resposta
inflamatoéria discreta é vista como parte da prépria reparacdo perante o trauma
cirdrgico da colocacao do enxerto (Figuras 26 e 27).

O Grupo 1 que teve seus tecidos irradiados apresentou comportamento
semelhante ao do grupo nao irradiado, porém observou-se uma maior angiogénese
no grupo irradiado quando comparado ao grupo néo irradiado.

A presenca de osteoblastos significativamente maior, uma densidade maior de
tecido 6sseo neoformado, foi também observada. Aparentemente havia também
uma maior quantidade de osteoclastos com diferentes formatos e tamanhos.

Observa-se também a presenca de muitos osteoblastos (Figuras 28 e 29).

Figura 26 GRUPO 1 - Presenca de lacunas, osteoblastos, vasos e tecido 6sseo
neoformado HE 100X
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Figura 27 GRUPO 1 — Presenca de osteoblastos, vasos, enxerto 6sseo e 0sso neoformado

HE 100X

Figura 28 GRUPO 1 IRRADIADO - Material do enxerto, vasos, osteoblastos e tecido 6sseo
neoformado HE 100X
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Figura 29 GRUPO 1 IRRADIADO - Presenca de poucas lacunas, tecido 6sseo organizado

com a presenca de oste6citos HE 100X

Grupo 2

As laminas do Grupo 2 com tecido enxertado nao irradiado (Figuras 30 e 31)
apresentaram uma diminuicdo da quantidade de vasos, uma diminuicdo da
guantidade de células osteoblasticas e, embora a regido apresentasse um tecido
0sseo neoformado organizado apondo-se ao enxerto, este ainda mostrou grande
guantidade de lacunas vazias ndo povoadas pelos osteoblastos.

Alguns vasos neoformados invaginavam através do enxerto, 0 que demonstra
uma incorporagdo do enxerto ao leito receptor, com uma matriz éssea irregular que
demonstrou uma neoformag&do mais lenta.

Os tecidos enxertados e irradiados mostraram um ganho na neoformagéo 0ssea,
com a presenca de osteocitos, células estas presentes no tecido 6sseo maduro.

A presenca de vasos com menor calibre no enxerto foi maior no tecido irradiado;
uma quantidade menor de lacunas também foi observada, o que mostra uma maior

incorporacao do enxerto através do povoamento com ostedcitos (Figuras 32 e 33).
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Figura 30 GRUPO 2 NAO IRRADIADO - Grande nimero de lacunas, com aposicéo de novo

0SS0 e presenga de vasos no enxerto HE 100X

Figura 31 GRUPO 2 NAO IRRADIADO - Lacunas vazias e preenchidas com ostedcitos,
vasos HE 100X

Nas laminas do Grupo 2 irradiado observou-se pelas imagens uma deposicao
0ssea regular e mais intensa com um nivel de maturagédo 6éssea maior que o do
grupo néo irradiado. Foi encontrado um namero significativo menor de lacunas, com

um diminuicdo acentuada de vasos sanguineos.
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O tecido 6sseo0 apresentou pequenos vasos em seu interior, representando um

Canal de Havers, em uma osteona em formagao.

Figura 32 GRUPO 2 IRRADIADO - Aposicéo e incorporagdo do enxerto

HE 100X

Figura 33 GRUPO 2 IRRADIADO - Aposigao e incorporacdo do enxerto

HE 100X
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Grupo 3

Neste grupo observou-se a incorporacdo do enxerto nos tecidos irradiados,
porém o enxerto apresentava grande numero de ostedcitos, com uma quantidade
significativa de osso neoformado.

Os tecidos néo irradiados (Figuras 34 e 35), muito embora estivessem
incorporados, apresentando tecido 6sseo neoformado, continham lacunas vazias,
significando que ndo houve até aquele momento uma invasao de ostedcitos
caracterizando uma completa incorporacao do enxerto.

Nos tecidos irradiados foi observado um tecido 6sseo com suas lacunas
apresentando ostedcitos no seu interior, algumas vazias; o tecido 6sseo neoformado
aportado ao lado do enxerto ndo apresentou solucdo de continuidade com
caracteristicas de um tecido incorporado ao enxerto.

Os tecidos irradiados (Figuras 36 e 37) comparativamente ao grupo controle nao
apresentaram diferencas significativas quando observados os vasos sanguineos, o

gue sugere uma osteointegracdo do enxerto.

Figura 34 GRUPO 3 NAO IRRADIADO - Tecido 6sseo incorporado ao enxerto, presenca de
lacunas HE 100X
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Figura 35 GRUPO 3 NAO IRRADIADO - Tecido 6sseo neoformado aposicionado ao enxerto

HE 100X

Figura 36 GRUPO 3 IRRADIADO - Enxerto 6sseo incorporado sem a presenca de lacunas

HE 100X



Figura 37 GRUPO 3 IRRADIADO - Enxerto incorporado com presenca de vasos

HE 100X

77
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6. DISCUSSAO

Os enxertos sdo considerados uma realidade clinica quando se necessita
reabilitar a regido da maxila e da mandibula, que sofreram perda crescente e
progressiva do tecido 6sseo apés a perda do 6rgdo dental, necessitando portanto de
implantes dentais” °.

Apesar do uso frequente desta modalidade de tratamento, a literatura se mostra
escassa no que tange os estudos da osseointegracao do enxerto, seja ele autdbgeno,
ou alégeno junto ao leito receptor do paciente. Em geral esta embasada em
observacdes clinicas com pouca discussao sobre os fendmenos biolégicos que
ocorrem com estes resultados? *.

Pesquisadores recentemente desenvolveram protocolos cirirgicos com o objetivo
de otimizar a osseointegracdo do enxerto junto ao leito receptor, com fundamentos
biologicos e cientificos para que este tenha uma quantidade de tecido 6sseo
suficiente para a colocacéo dos implantes, e com uma qualidade de tecido enxertado
gue suporte as cargas mastigatorias. A reabsorcdo 6ssea segue um padrao
semelhante entre os pacientes, porém a qualidade de tecido 60sseo remanescente
varia entre os individuos, o que faz com que os planejamentos para reabilitacdo com
implantes dentarios sejam variaveis® ° ’.

Em virtude destas condi¢cdes que variam de paciente para paciente 0s enxertos
0sseos se tornam uma opcao de tratamento para melhorar os resultados das
reabilitacdes. Por isso, a preocupacdo em estudar os resultados dos diferentes tipos
de enxertos no organismo, avaliando os resultados inerentes a cada um.

O enxerto de eleicdo é o autdgeno, que traz todas as células e material organico
do préprio paciente, com propriedades osteoindutoras e osteocondutoras®’ *® %2
sendo a melhor opcao clinica e biolégica, mas com limitacbes na quantidade e com
uma grande morbidade ao paciente®®.

O uso do osso alégeno facilita e simplifica o procedimento cirdrgico uma vez que
elimina um segundo procedimento de captacdo do osso de uma regido doadora,
diminuindo a morbidade do ato cirdrgico para o paciente.

Na necessidade de uma grande quantidade de material para enxerto, 0 0Sso

alégeno consegue resultados muito semelhantes aos dos enxertos autbgenos, uma
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vez que este mantém 0s requisitos para a sua osseointegracdo, por meio da
manutencéo da osteogénese, osteoinducao e osteoconducao® % 23 24,

O enxerto alégeno segue 0s mesmos estagios de incorporacao ao leito receptor,
mas de uma forma mais lenta, uma vez que este tecido ndo possui 0 mMesmo
potencial indutor do tecido autdbgeno e mostra uma menor capacidade de
revascularizacdo®, que entretanto ndo se observou em nossa pesquisa, Visto que o
exame histologico nos trés grupos manteve um nivel de vascularizagdo semelhante
estatisticamente, porém mais pronunciado nos enxertos irradiados do que no
controle.

Os enxertos alégenos podem se apresentar de varias formas para seu uso,
como criopreservado e fresco; congelado e seco; ou como uma matriz 0ssea
desmineralizada® *° **.

Para o experimento em questdo usamos 0 enxerto 6sseo alégeno particulado
fresco congelado, que comecou a substituir o enxerto autdgeno nos anos 1980, pois
apresenta uma menor morbidade no ato cirdrgico e um bom progndstico, sem
apresentar toxidade local ou sistémica, resultando numa incorporacdo biologica
efetiva sobre o leito receptor>.

Esses enxertos nao trazem riscos de doencas pois sao processados por bancos
de tecidos que obedecem as normas do The American Association of Tissue Banks
de 1977, assegurado por meio de exames soroldgicos e de cultura que o receptor
esteja seguro contra a contaminacéo de infeccdes virais como hepatite B, C e HIV>®
% apresentando menores riscos que aqueles que ocorrem com a transfus&o
sanguinea®.

Neste estudo, os tecidos coletados foram processados de acordo com as normas
seguidas pelos bancos de tecidos, ou seja, a limpeza incluiu a esqueletizacéo, a

lavagem com soro fisioldgico, os banhos com peréxido de hidrogénio e em seguida
foram congelados a baixas temperaturas, -80 °C*?, até a sua liberagdo para o uso.
As caracteristicas osteoindutoras do enxerto alégeno se congelado e fresco séo
mantidas, porém o potencial osteoindutor maior ou menor esta relacionado com a
forma pela qual este enxerto foi processado®, significando que estes tecidos
poderdo apresentar uma osteoinducdo e imunogenicidade ausentes ou diminuidas.
Essa diminuicAo da antigenicidade esta diretamente relacionada com o

processamento do tecido 6sseo que recebe lavagens com perdxido de hidrogénio,
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que diminui o tecido gorduroso da sua por¢cdo medular, além da manutencdo em
freezers em temperaturas que promovem a necrose celular.

O tecido fresco mantém o material organico na sua estrutura, mas quando
congelado, alguns ostedcitos morrem, deixando as lacunas, ou osteoplastos, vazias,
além de uma desorganizacao do colageno e uma desnaturacdo protéica responsavel
pela resposta osteoindutora e imunogénica®’.

Aho, A. J. et al. (1998) em seus estudos ndo observaram reacdes alérgicas
significativas, rejeicdo, nem nenhuma reacdo antigénica em transplantes aldgenos
frescos e congelados, em comparagdo aos congelados e secos, nos quais ndo ha
vascularizacdo nem células vivas do doador®.

Ha dois estudos que relatam casos de imunizacdo pelo Fator Rh em mulheres
gue receberam enxertos aldgenos frescos e criopreservados, sugerindo que essas
mulheres devem receber enxertos de doadores também Rh negativo®.

No Brasil, sdo sete os bancos de tecidos de musculos esqueléticos autorizados
pelo SNT-MS para captar, processar, armazenar e distribuir os tecidos de doadores
vivos ou falecidos no pais, para profissionais qualificados, habilitados e cadastrados
no SNT-MS.

O numero de transplantes 6sseos na odontologia representa 30% dos que sao
realizados nos diversos tipos de cirurgia.

Neste experimento os enxertos foram captados, processados e criopreservados
segundo os critérios usados nas captacbes de tecidos humanos, pois este
experimento avaliou a osseointegracdo do enxerto ao leito receptor® ®’. Portanto,
esta pesquisa reproduziu uma situacdo da pratica diaria dos cirurgides-dentistas, e
pode ser considerada como uma contribuicdo cientifica para um melhor
entendimento da osseointegracdo do enxerto aldégeno processado e tratado
previamente, oriundo de banco de tecidos.

Os resultados deste estudo demostraram uma integracdo dos enxertos alégenos
Nnos seus respectivos leitos receptores, sem uma resposta imunogénica clinicamente
observavel que comprometesse a saude dos animais, pois ndo houve rejeicdo dos
enxertos.

A irradiacdo com o laser foi introduzida neste experimento considerando os
estudos prévios que mostraram uma melhora no reparo de cicatrizacdo 6ssea® ,
pois a aceleracdo na formacao de tecido 6sseo apoés a irradiacdo com laser de baixa

intensidade tem sido foco de muitas pesquisas, muitas delas baseadas em achados
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clinicos ou estudos feitos em modelos experimentais in vivo %. Neste estudo, foram
avaliados os eventos que ocorrem neste microambiente nas diversas fases da
reparacdo, em enxertos alégenos particulados colocados em fémures de coelhos e
irradiados com laser de baixa intensidade, infravermelho, 780nm. O efeito
fotobiomodulador desse laser no infravermelho proximo ocorreu devido a sua
capacidade de penetracdo nos tecidos biolégicos, em até dois milimetros, antes de
perder algum percentual de energia; isso € uma clara indicacdo para irradiacdo em
tecido Gsseo.

O efeito biomodulador do laser de baixa intensidade ocorre pela acdo sobre os
processos moleculares e bioquimicos além da sua capacidade de analgesia e anti-
inflamatoria, estimulando a microcirculacéo e otimizando a reparacgéao tecidual.

Pesquisas atestam que o laser de baixa intensidade promove a bioestimulacéo
das células, melhora a capacidade de regeneracdo 0ssea por um processo ainda
nao totalmente esclarecido, e cuja densidade de energia de irradiagédo para este fim
ainda é controversa e ndo possui protocolos definidos®® &.

Muitos autores preconizam seus proprios protocolos de irradiacdo, Pinheiro et al.
(2003) recomendam uma densidade de energia de 5 J/cm? em reparos de tecido
6sseo, mas que podem variar de 1,8 a 5,4 J/cm? %,

Em outros estudos as irradiacbes usadas de 3,4 J/cm? por 3 vezes na semana
foram benéficas para a osseointegracdo de implantes dentarios®. Outro estudo
observou a reparacdo de defeitos em tibias de ratos com densidade de energias
variadas de 3,15 J/cm?, 31,5 J/cm? e 94,5 J/cm? com resultados semelhantes®.

Nesta pesquisa o protocolo de irradiacdo de 7,5J/cm? feita em 8 sessfes pontuais
apenas no transoperatério mostrou-se efetivo, uma vez que os resultados mostraram
uma aceleracdo na reparacdo 6ssea, quando comparamos grupos irradiados e nao
irradiados.

A irradiacdo do leito receptor antes e imediatamente depois da colocacdo do
enxerto nos estagios iniciais da reparacdo aumentou o estimulo a formacédo O0ssea
guantitativamente, em decorréncia da atuacao do laser de baixa intensidade, o que
pode ser observado em todos os grupos estudados (p<0,002), em que se observa a
atuacdo do laser de baixa intensidade em processo de estagios proliferativos,
precoces da diferenciacéo celulares e em estagios tardios®’.

O efeito da laserterapia € mais eficaz nos estagios iniciais, quando a proliferacédo

celular € mais elevada. A ativacdo da primeira fase da incorporacdo do enxerto, a
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angiogénese, eleva os niveis de oxigénio, e sdo condi¢cdes importantes pois
representa a fase inicial deste processo?® %°.

O Grupo 1 (eutanasia de 10 dias) apresentou uma acentuada neoformacao de
vasos, porém com uma quantidade maior no grupo irradiado, ou seja, houve uma
aceleracdo na angiogénese no grupo que recebeu terapia com laser, que mantém os
niveis efetivos de oxigénio nos tecidos enxertados.

Numa observacdo do Grupo 2 (20 dias de eutanasia) e Grupo 3 (30 dias de
eutanasia) temos como resultado uma diminuicdo da angiogénese principalmente
nos Grupos 2 e 3 irradiados (p< 0,002), o que demostra que 0s niveis de oxigenacdo
dos tecidos enxertados foram alcangados com maior rapidez, provocando uma
inibicdo na angiogénese uma vez que o0s niveis de gradiente de oxigénio haviam
sido alcancados.

Com o aumento do gradiente de oxigénio, ocorre a criacdo de um mecanismo
gue previne uma angiogénese acentuada, por reversédo da hipdxia local, e diminui-se
a acao dos macrofagos na liberacdo de fatores de crescimento e fator de
angiogénese para evitar uma resposta indesejavel como a hiperplasia, e espera-se
uma diminuicdo destes numeros de vasos para que se processe a segunda fase da
incorporacao do tecido enxertado.

Observamos nos resultados comparativos entre os Grupos 1, 2 e 3 irradiados
(p<0,002) e nos resultados entre grupos nao irradiados (p< 0,001) uma diminuigdo
da quantidade de vasos nas fases subsequentes da incorporacdo, porém com uma
resposta mais evidente de aceleracéo destes processos nos tecidos irradiados.

Os osteoblastos nos estagios iniciais da reparagcdo Sao responsaveis pela
producdo de fosfatase alcalina que da origem aos nddulos de mineralizagéo® °°.
Este fenbmeno foi claramente observado no Grupo 1 (eutanasia de 10 dias) deste
experimento, tanto nas medidas estatisticas como pelos cortes histolégicos, que
mostraram a presenca de muitos osteoblastos juntamente com vasos, porém com
nuamero significativamente maior no grupo irradiado (p< 0,001).

A estimulacdo de células principalmente de linhagem osteoblastica e a
aceleracdo na diferenciacao celular resultam numa maior e mais rapida neoformacéao
6ssea que ocorre no inicio da reparacdo® *.

Nos Grupo 2 (eutanasia de 20 dias) e Grupo 3 (eutanasia de 30 dias) temos um
resultado representado com uma diminui¢cdo de osteoblastos nos grupos irradiados,

com acentuada diminuicdo deste fendbmeno a medida que aumenta o tempo do
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experimento (p< 0,0001), o que demonstra uma aceleragdo na mineralizacao destes
tecidos, uma vez que comparativamente o numero de ostedcitos (p< 0,0001)
aumenta proporcionalmente, mostrando que estes osteoblastos tiveram sua matriz
organica mineralizada transformando-se em ostedcitos nas suas respectivas
lacunas.

Neste estudo a incorporacdo do enxerto se traduz em 0sso neoformado aqui
representado pelo numero de ostedcitos.

As evidéncias estatisticas encontradas mostram que o enxerto alégeno contribui
com segurancga para ganhos de tecido 6sseo com intuito de tornar possiveis as
reabilitacdes com implantes dentarios, mas quando estes enxertos foram irradiados
observou-se uma aceleracao do processo de reparacdo, com uma adequada adesao
do enxerto ao leito receptor em todos os grupos estudados (p< 0,0001).

Esta irradiacdo sequencial preconizada por alguns autores muitas vezes torna-se
inviavel ao paciente submetido a cirurgias de enxertos, pela morbidade do ato
cirargico que dificulta a sua locomocéao, abertura de boca para a irradiacéo do local
operado, e muitas vezes pela sua locomocéao até o consultorio.

Baseamos nosso estudo nos quatro parametros da incorporacdo 0ssea, sendo o
primeiro a revascularizdo do tecido enxertado, e tivemos como resultado um
aumento da quantidade de vasos nos grupos irradiados numa comparacdo entre
grupos (p< 0,001)

Todos os grupos irradiados ou controles apresentaram lacunas vazias em todo
experimento, apenas no Grupo 3 as caracteristicas de maturacéo do enxerto ficaram
mais evidentes, sem lacunas vazias e com um grande aporte de 0SSO novo
incorporado ao enxerto, em concorde com os trabalhos de Pinheiro e Gerbi em 2006
sobre os beneficios da irradiacdo no infravermelho em cultura de células
osteoblasticas, com aumento da deposicao de colageno e neoformacéo 0ssea.

O exame histoldgico revelou que a angiogénese, a proliferacéo e a diferenciacéo
de células osteogénicas foram mais pronunciados no grupo irradiado.

No experimento observou-se a benéfica atividade bioldgica apos a irradiacdo do
tecido enxertado em uma Unica sessao do transoperatério em todos os grupos deste
experimento.

8485

Alguns autores ndo conseguiram demonstrar os efeitos benéficos da

irradiacdo com laser de baixa poténcia, mas eles sdo vistos com cautela uma vez
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que estes resultados podem ter sido obtidos em funcdo de um pequeno ndmero de
animais usados em seus experimentos.

Nesta pesquisa a escolha de uma Unica sessdo de irradiacdo de laser no
transoperatério num contato direto com a ferida cirargica, diferentemente de outros
estudos que propdem mdltiplas irradiacdes transcutaneas, foi para demonstrar o
potencial de reparo dos tecidos apds uma Unica irradiacdo que podera se tornar um

novo protocolo clinico de irradiacéo.
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7. CONCLUSOES

Os enxertos alégenos frescos e congelados mostraram-se efetivos sendo
inteiramente incorporados ao leito receptor, ndo havendo nenhum tipo de resposta
inflamatéria imediata ou tardia nem fibrose evidente em nenhum dos grupos
estudados neste experimento.

Com base nos parametros usados e nos resultados obtidos neste estudo,
podemos concluir que a irradiacdo laser num comprimento de onda de 780nm
otimizou o processo de reparacdo 0ssea e incorporacao do enxerto alogeno.

A irradiacdo em sessdo Unica no transoperatério trouxe maior aporte de células
osteogénicas e vasos nos tecidos irradiados, fatores importantes para que ocorram a
incorporacao do enxerto e a neoformacao 0ssea.

A irradiacdo Unica no transoperatério podera ser uma modalidade de tratamento

a ser adotada na clinica pela praticidade e pelo conforto que traz ao paciente.
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