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Resumo

O sucesso dos enxertos dsseos autdgenos estd relacionado a viabilidade das células transportadas para a drea receptora.
Durante o procedimento cirdrgico, entre a retirada do bloco ésseo da drea doadora e sua colocagdo na drea receptora,
é comum que o fragmento fique algum tempo em solugdo fisiolégica. O objetivo desse estudo foi realizar avaliagdo
histomorfométrica da preservagdo de ostedcitos em fragmentos de tibia, mantidos em solucdo salina por diferentes
periodos. Vinte e quatro fragmentos ésseos foram removidos e divididos em quatro grupos iguais. O grupo controle foi
fixado em formol 10%, imediatamente ap6s a remogdo. Os demais grupos foram mantidos em solucdo salina por 5, 15
ou 30 minutos, antes da fixa¢do. Em seguida, os espécimes foram descalcificados em EDTA e processados para inclusdo
em glicol metacrilato. Os cortes com cerca de 3um de espessura foram corados em azul de toluidina 1%. A andlise
histoldgica foi realizada segundo critério que considerou os ostedcitos como normais, alterados e lacunas (vazias). Se-
gundo andlise estatistica (teste de Tuckey) houve redugido significativa na quantidade de ostedcitos normais em todos os
periodos experimentais. O nimero de lacunas e ostedcitos alterados aumentou significativamente em todos os periodos
experimentais, exceto em 5 minutos. Segundo os resultados, ocorre redugio progressiva da quantidade de ostedcitos em
fragmentos dsseos de tibia de coelhos mantidos em solugdo salina.
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INTRODUCAO

A reabilitacdo de pacientes parcialmente ou total-
mente desdentados € complicada devido a perda dssea
decorrente de fatores fisiologicos ou trauméticos. O
desenvolvimento de técnicas de engenharia tecidual,
utilizando enxertos, tem favorecido a reabilitagio desses
individuos*". Os enxertos ésseos autogenos sio o de
melhor previsibilidade e atualmente mais utilizados?*°
sendo possivel obté-los de dreas doadoras intra ou extra
orais. Os sitios doadores extra orais mais comumente uti-
lizados sdo a calvaria'8, tibia>3, costela'® e crista ilfaca'*'8.
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Durante a intervencao cirdrgica, entre a retirada do bloco
Osseo da drea doadora e sua colocacdo na drea receptora,
¢ comum que os fragmentos 6sseos permanecam arma-
zenados em soro fisiolégico, enquanto o leito receptor é
preparado. O tempo em que os fragmentos 6sseos ficam
em solugio fisioldgica € varidvel, ndo estando estabe-
lecido por quanto tempo as células dsseas permanecem
vidveis, possibilitando que o enxerto exerca as fungdes de
osteocondugdo e osteoindugio®. O objetivo desse estudo
foi realizar avaliacdo histomorfométrica de fragmentos
dsseos de tibia de coelho, mantidos em solu¢@o salina
por 5, 15 e 30 minutos.
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MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram utilizados seis coelhos
albinos machos, adultos jovens, da raca Nova Zelandia.
Os animais foram anestesiados por via intramuscular,
administrando a associa¢do Quetamina (10mg/kg de
peso), Xilazina 2% (4mg/kg de peso), Acepromazina
0,2% (0,15mg/kg de peso)'' e Midazolan (0,2mg/kg)",
seguindo as determinacdes do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal-COBEA. Foi realizada
tricotomia na superficie anterior da tibia e a pele e
tecidos subcutaneos foram incisados. O peridsteo que
recobre a regido anterior da tibia foi incisado, elevado
e rebatido lateralmente. Os blocos 6sseos foram obti-
dos da regido usando uma broca trefina com Smm de
diametro, montada em pega reta, sob baixa rotacio. As
osteotomias foram realizadas sob irrigagdo constante
com soro fisioldgico, evitando o superaquecimento.
Dois fragmentos foram removidos de cada tibia (4
fragmentos de cada coelho). Os 24 fragmentos foram
divididos em 4 grupos iguais: controle, 5, 15 e 30
minutos. O grupo controle foi fixado em formol 10%,
imediatamente apds a remocdo. Os demais grupos
foram mantidos em solucgdo fisioldgica de cloreto de
s6dio 0,9% (solucdo salina) por 5, 15 e 30 minutos, an-
tes da fixacdo. Em seguida, os fragmentos foram des-
calcificados em EDTA 10% por 45 dias e processados
para inclusdo em glicol metacrilato (Leica-Historesin).
Os cortes com cerca de 3 micrometros de espessura
foram corados em azul de toluidina 1% e analisados
ao microscépio de luz. A andlise histomorfométrica
foi realizada segundo critério que considerou os 0s-
tedcitos como normais, alterados e lacunas vazias. Os
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de tecido 6sseo mantido em solucdo fisio-
16gica (NaCl, 0,9%) por 30 minutos, evidenciando ésteon completo (seta),
ostedcitos normais (N), ostedcitos alterados (A) e lacunas (L). Corado em
azul de toluidina 1%. Aumento original 40X.
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ostedcitos foram classificados como normais quando
ocupavam 50% ou mais do interior de sua lacuna,
alterados quando ocupavam menos de 50% do inte-
rior de sua lacuna, e lacunas vazias (sem ostedcitos).
Seguindo esse critério foi realizada uma contagem
diferencial dos ostedcitos nos campos microscépios,
tendo sido analisado apenas o centro das corticais 6s-
seas. Utilizando objetiva de 40X foram contados vinte
campos microscépios por periodo analisado, em um
estudo cego. Os valores médios por periodo para cada
parametro foram obtidos e tratados estatisticamente.
Os dados obtidos foram submetidos a teste de normali-
dade, onde comprovada a distribui¢do normal, foram
submetidos a teste estatistico paramétrico. Primeira-
mente foi realizada Anélise de Variancia, que permitiu
comprovar a existéncia de diferenca entre os grupos e
foi aplicado o teste de Tuckey para analisar os dados
separadamente. A média e o desvio padrao para cada
parimetro (ostedcito normal, alterado e lacuna vazia)
foram calculados para os quatro grupos (controle, 5,
15 e 30 minutos). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes se p< 0,05.

REsuLTADOS

O tecido 6sseo apresentou aspecto histolégico
normal em todos os grupos experimentais (Figural).

Ao longo dos periodos experimentais, os ostedci-
tos apresentaram-—se progressivamente alterados. Os
ostedcitos classificados como alterados no grupo 30
minutos (Figurasl1 e 2D) estavam mais contraidos em
suas lacunas se comparados aos alterados dos outros
grupos (Figura 2).

FIGURA 2 - Fotomicrografia de tecido 6sseo mantido em solugdo fi-
sioldgica (NaCl, 0,9%), evidenciando ostedcitos normais (N), ostedceitos
alterados (A) e lacunas (L). 2A — grupo controle, 2B — grupo 5 minutos, 2C
— grupo 15 minutos, 2D — grupo 30 minutos. Corado em azul de toluidina
1%. Aumento original 40X.
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Segundo andlise estatistica houve reducio signifi-
cativa do ndmero de ostedcitos normais nos periodos
experimentais 5, 15 e 30 minutos, quando compara-
dos ao grupo controle. A quantidade de ostedcitos
alterados aumentou progressivamente em todos os
tempos experimentais, sendo significante a diferenga
entre os grupos 15 e 30 minutos, quando cada um

deles foi comparado ao grupo controle. O mesmo foi
observado quando o teste estatistico foi aplicado a
lacunas vazias. A quantidade de ostedcitos alterados e
lacunas vazias entre os grupos 15 e 30 minutos, e entre
o grupo controle e 5 minutos ndo foi estatisticamente
significante. Estes resultados estdo apresentados na
Tabela 1 e no Figura 1.

Tabela 1 — Valores médios da contagem dos elementos no tecido 6sseo em diferentes periodos experimentais.
Resultados expressos em média (1) e desvio padrao (SD)*.

Ostedcitos normais Ostedcitos alterados Lacunas
Minutos
uw SD u SD u SD
0 30,80 = 4,64 @ 8,65 +2,34°¢ 9,90 +2,04
5 25,08 + 6,99 © 9,25 +2,31" 10,70 + 3,21 i
15 20,50 + 4,89 ¢ 15,70 + 3,599 14,55 + 3,84 «
30 16,20 = 2,74 9 17,15+ 251" 17,00 = 3,90

* Diferencas estatisticamente significantes foram obtidas com as seguintes comparagdes: *versus® (p< 0,01); “versus® (p< 0,01); *versus® (p< 0,01);q
bversus® (p< 0,05);q °versusé (p< 0,01); cversus™ (p< 0,01);q fversusé (p< 0,01);q ‘versus® (p< 0,01); iversus* (p< 0,01); iversus' (p< 0,01); iversus* (p< 0,01);

iversus' (p< 0,01).
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FIGURA 3 — Média da contagemq de ostedcitos normais, ostedcitos alterados e lacunas vazias nos diferentes tempos experimentais.
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DiscussiAo

Neste estudo, o coelho foi escolhido como mod-
elo experimental devido as semelhancas fisiologicas
e metabdlicas entre o tecido sseo desse animal e o
de humanos®.

Durante a preparacdo histoldgica, o tecido 6sseo
sofre alteracdes relacionadas a técnica de processa-
mento. A fixacdo do material em formol causa um es-
paco perilacunar, resultante da contracdo do ostedcito.
Segundo Marotti et al.'? (1998), a fixag¢do do tecido
dsseo ndo interfere substancialmente na preservacgio
dos ostedcitos. O processo de desmineralizacdo tam-
bém causa retragao das células 6sseas. Este fendmeno
pode ser minimizado pelo uso de descalcificadores
menos agressivos. Nesse estudo foi utilizado EDTA,
um quelante de fons célcio que promove descalcifi-
cagdo lenta e o material foi incluido em glicol meta-
crilato com objetivo de reduzir artefatos’. A despeito
de todos os possiveis artefatos técnicos € importante
considerar que o grupo controle foi submetido as
mesmas condicdes que os grupos experimentais,
sendo este estudo comparativo. Os cortes histolégicos
obtidos foram perpendiculares ao longo eixo da tibia,
selecionando para contagem regides de lamelas para-
lelas e 6steons completos, evitando drea intersticial e
lacunas em corte superficial. A contagem celular foi
feita na regido central da cortical 6ssea excluindo a
periferia, que geralmente apresentava tecido alterado,
produzido pela utilizagao da trefina durante a remogao
dos fragmentos dsseos.

Em enxertos dsseos autégenos, quanto maior o
nimero de células sobreviventes mais rapido ocorrerd
a cicatrizacdo e revascularizagio sseal1*167. O tecido
Osseo deve permanecer o menor tempo possivel em
condi¢des completamente isquémicas, como por ex-
emplo em solucdo fisioldgica, pois a possibilidade dos
ostedcitos sobreviverem nessas condi¢des € limitada.
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Nesse estudo ocorreu uma redugdo significativa de
ostedcitos normais em todos os perfodos experimen-
tais, e um aumento de ostedcitos morfologicamente
alterados e lacunas vazias nos fragmentos 6sseos que
permaneceram 15 ou 30 minutos em solucdo salina
(NaCl 0,9%). Os ostedcitos classificados como altera-
dos no tempo experimental de 30 minutos mostraram-
se mais contraidos no interior de suas lacunas quando
comparados aos ostedcitos alterados dos outros grupos
experimentais. Os dados sugerem que esses ostedci-
tos apresentavam-se mais avan¢ados no processo de
degeneracido. Mendico, et al.'”” (1996), reportaram
que o tempo miximo recomendado para manuten-
cdo de fragmentos dsseos em condicdes extra orais
encontra-se entre 20 minutos e 3 horas. Entretanto,
Berggren et al.? (1982), demonstraram que ostedcitos
e osteoblastos podem sobreviver por até 25 horas em
condicdes completamente isquémicas. Os resultados
apresentados por esses autores referem-se apenas
a possibilidade de sobrevivéncia das células 6sseas
nessas condi¢des, mas ndo a quantidade de células
sobreviventes. Os resultados encontrados no presente
estudo indicam que o tecido 6sseo deve permanecer
0 menor tempo possivel armazenados em solucio
salina enquanto aguarda seu posicionamento no leito
receptor. Torna-se necessdrio investigar a capacidade
de outras solucgdes terapéuticas em preservar ostedcitos
em enxertos 0sseos autdégenos, bem como estudos,
combinando técnicas histolégicas e histoquimicas,
para avaliar a viabilidade das células 6sseas rema-
nescentes.

ConcLusAo
A quantidade de ostedcitos, em fragmentos de
tibia de coelho, diminui ao longo do tempo quando

o fragmento 6sseo € mantido solugdo salina (NaCl
0,9%).
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ABSTRACT

The success of autogenous bone grafts are related to the viability of the cells transferred to receptor site. At surgical
intervention, during the transference of bone grafts from donor site to receptor site, is common that grafts stay in saline
physiological solution for sometime. The aim of this study was to analyze histologically the rabbit’s tibia bone grafts
kept for several times in saline solution. Twenty four bone grafts were removed and separated in four groups. The control
group was fixed in 10% formaldehyde. The other groups stayed in saline solution for 5, 15 and 30 minutes, and immersed
in the same fixative. All groups were decalcified in 10% EDTA, and embedded in glycol methacrylate (Leica Historesin).
The sections were cut at 3 wm and stained with 1% tolluidine blue. The osteocytes were analyzed. They were classified
like normal, abnormal (morphologically changed) and empty lacunae (without osteocyte). According to statistical test
(Tuckey’s Test) there was a significant decrease between the number of normal osteocytes to all groups. The number of
abnormal osteocytes and empty lacunae increased as time passed by. From this study it was possible to conclude that a
number of osteocytes decreased in rabbit’s tibia bone grafts maintained in saline solution as time went by.

UNITERMS

Bone regeneration; bone transplatotion; analysis, histomorphometric analysis; osteocytes
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