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ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO DO POTENCIAL OSTEOGENICO
DO PERIOSTEO EM ASSOCIACAO COM
UMA MEMBRANA DE COLAGENO

WaGNER CosTa Rossi JUNIOR, Livia Cecitia DE OLIVEIRA BARBOSA, ALESSANDRA ESTEVES

Obijetivos: Este trabalho avaliou o potencial osteogénico de enxer-
tos de periésteo livre associado a uma membrana de colageno.
Métodos: Vinte ratos albinos Wistar com idade média de 100 dias
foram submetidos a cirurgia para criagdo de um defeito ésseo
de 2,5 a 3,0 mm de comprimento na diéfise das fibulas. Apds 30
dias os animais foram entao divididos em dois grupos: Grupo |
recebeu o implante de periésteo associado & membrana de cola-
geno e Grupo ll, somente a membrana de colageno. Os animais
foram radiografados antes do implante de peridésteo e 15 ou 30
dias apds 0 mesmo. Resultados: Os resultados mostraram que o
enxerto de peridsteo livre associado a membrana de colageno nao
foi eficiente no processo de reparo do defeito 6sseo. Concluséo:
Sugere-se que enxertos periosteais nao vascularizados nao apre-
sentam potencial para formar novo osso. O fato de o enxerto ter
sido implantado 30 dias apds a criagdo do defeito dsseo interferiu
negativamente no processo de osteogénese.

Descritores: Regeneracao 6ssea. Ratos Wistar. Transplante.

Objective: The present study evaluated the osteogenic potential
of free periosteum graft in combination with collagen membranes.
Methods: Twenty white Wistar rats aged 100 days underwent sur-
gery to create a bone defect measuring 2.5-3.0 mm in length in the
diaphysis of the fibula. After thirty days, the animals were divided
into two groups. Group | received periosteum along with a collagen
membrane, while Group Il received only a collagen membrane.
The animals were X-rayed before the implant surgery and 15 or
30 days post-operation. Results: The results demonstrated that
free periosteum graft in combination with collagen membranes
was not efficient in the repair of bone defects. Conclusion: We
suggest that nonvascularized periosteal grafts do not show poten-
tial to form new bone, and that making the implant 30 days after
the creation of the bone defect may have interfered negatively in
osteogenic process.
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INTRODUCAO

Aregeneragdo 6ssea é um assunto extremamente importante e bas-
tante estudado. No processo de regeneracéo, € muito importante o
estudo das condigdes em que existe perda dssea, tais como aquelas
decorrentes de traumas, tumores ou processos infecciosos, condi-
¢oes bastante comuns no organismo humano. Normalmente, defei-
tos de grandes dimensodes nao sofrem reparo espontaneo, devido a
interposicao de tecido mole entre os cotos da fratura.’2

Para se tentar solucionar este problema, iniciaram-se as terapias de
regeneragao tecidual guiada (GTR - guided tissue regeneration) ou

regeneracao 6ssea guiada (GBR - guided bone regeneration). AGTR,
devido as suas propriedades, tem sido uma técnica muito utilizada
no tratamento de defeitos 6sseos. De grande interesse, sdo as mem-
branas biodegradéaveis, pois se evita um estagio cirlrgico posterior
para a remogao da membrana. Dentre estas membranas, destacam-
se as constituidas de poliglactina 910 (Vicryl)® e as membranas de
colageno, materiais degradados lentamente e, aparentemente, sem
causar reagoes teciduais agressivas.®*

Embora existam varios materiais para a reposigédo do 0sso (como
0sso de origem bovina ou hidroxiapatita), enxertos ésseos autégenos
sé&o muito utilizados, pois o material é colhido do préprio paciente.

Todos os autores declaram nao haver nenhum potencial conflito de interesses referente a este artigo.
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Para que se inicie 0 processo de reparo de uma fratura, os restos
celulares e restos de matriz que foram rompidos devem ser removi-
dos através da agao de macréfagos. Simultaneamente, peridsteo e
endosteo respondem com intensa proliferacdo, originando um tecido
muito rico em células osteoprogenitoras que formam um colar em
torno da fratura e que vai penetrar entre as extremidades ésseas
fraturadas. Este processo evolui de modo a aparecer, apds algum
tempo, um calo 6sseo e finalmente sua completa substituicao por
0ss0 secundario. Ressalta-se que todos estes estagios sao regula-
dos por fatores bioquimicos e biofisicos que devem ser levados em
consideracao, tais como a presenga de substancias quimicas na
regido, liberadas por células (fatores plaquetérios, fatores liberados
por células 6sseas, mediadores da inflamagéo existentes no local,
especialmente as prostaglandinas etc.), a bioeletricidade nos tecidos
envolvidos, a vascularizagdo da regido, a presenga ou auséncia de
oxigénio e outros fatores.5®

O periosteo consiste de células mesodérmicas multipotenciais, com
capacidade para formar todas as variedades de tecido conectivo,
apresentando grande potencial osteogénico, mas podendo também
ser usado para promover formagao de cartilagem quando em um meio
condrotréfico (com pouco oxigénio).”'° Por apresentar tais proprieda-
des, o periésteo tem sido empregado em vérias formas de enxertos
onde ha necessidade de reposicao de tecidos do esqueleto, como
fraturas com perda 6ssea, fraturas ndo consolidadas, pseudoartroses,
defeitos dsseos congénitos e lesdes das superficies articulares.
Apesar de ser utilizado clinicamente, os resultados experimentais
sobre a capacidade osteocondrogénica do peridsteo sdo contra-
ditorios e conflitantes. As contradicdes e os diferentes resultados
obtidos nos experimentos parecem resultar de uma série de fatores
que podem influenciar qualitativa e/ou quantitativamente sua capa-
cidade osteogénica.

Estudos tém indicado que retalhos de peridsteo obtidos de diferentes
0ssos do esqueleto podem produzir maior ou menor quantidade
de osso quando utilizados na forma de enxertos e o suprimento
sanguineo parece ser um dos fatores preponderantes na sobrevi-
véncia e proliferagdo das células da camada cambio do periésteo e
consequente formagao de osso 23

Ha trés locais onde os retalhos periosteais devem ser obtidos: da
fossailiaca, pediculado a artéria circunflexa iliaca profunda; do tergo
distal do Umero, pediculado a artéria braquial profunda; e do terco
distal do fémur, pediculado a artéria descendente do joelho.' Outro
fator relevante é a diminuigdo do potencial osteogénico do periésteo
comaidade.” O reparo de fraturas em individuos jovens é mais rapido
e eficaz que em individuos adultos, uma vez que os tecidos moles
tém excelente capacidade de regeneragao e o peridsteo pode induzir
a formagéo de novo osso '°

Estudos experimentais em fibulas de ratos demonstraram que fratu-
ras com perda 6ssea, realizadas entre os tergos proximal e médio do
0SS0, apresentam regeneragéo espontanea em defeitos de tamanho
n&o critico (menores ou iguais a 2,5 mm). Porém defeitos de grande
extensdo ou de tamanho critico (maiores que 2,5 mm) nao permi-
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tem reconstituicao espontanea, sendo necessaria a implantacao de
membranas de barreira ou, até mesmo, fragmentos de peridsteo
induzindo o processo de regeneragao.'®'8

Com base nestes estudos, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a capacidade osteogénica de enxertos de peridsteo, retirados
da face antero-medial do tergo distal do fémur, associados a uma
membrana de colageno. Os enxertos foram implantados em defeitos
6sseos de grande extensao criados em fibulas de ratos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ratos albinos Wistar, fémeas, com idade média
de 100 dias. Em todos os animais foi realizada a resseccao de um
fragmento de 2,5 a 3,0mm da diéfise das fibulas direita e esquerda,
ao nivel da unido do terco proximal com o tergo médio. O trabalho
foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UNIFAL-MG.
Trinta dias apds a cirurgia, os animais foram radiografados e divididos
em dois grupos experimentais contendo 10 animais cada. No grupo
I, no membro posterior esquerdo, foi realizado o enxerto de periésteo
medindo aproximadamente 7x5 mm, retirado da face antero-medial
do terco distal do fémur homolateral associado a um fragmento de
uma membrana de colageno da marca Pro-Tape (Pro-Line) medindo
9x6mm. Nos animais do grupo I, foi realizado apenas implante da
membrana de colageno, também no membro posterior esquerdo. A
fibula direita, onde nao foi realizado o enxerto periosteal serviu como
controle, para verificar se ocorre ou nao regeneragdo espontanea.
Os animais foram radiografados e sofreram eutanésia 15 ou 30 dias
apds o segundo procedimento cirdrgico, sendo usado neste proce-
dimento dose excessiva do anestésico usado nas cirurgias.

Para radiografar os animais foi utilizado filme Kodak insight, periapi-
cal, tamanho 2 (Pelicula simples) com tempo de exposicao de 0,8
segundos e poténcia de 60Ky, através de aparelho de Raios-X Intra-
bucal Modelo Radio Esfera (Siemens); e revelado em processadora
automatica A/T 2000 Plus (Air Techniques).

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste Qui-
quadrado para comparagao de proporgdes em um nivel de signifi-
cancia de 10% (0,10).

TECNICA CIRURGICA

Para a criagao dos defeitos 6sseos, os animais foram anestesiados
através de injecao intraperitoneal de uma mistura de cloridrato de
cetamina (Ketalar® - 50 mg/ml) e cloridrato de xilazina (Rompum® -
1g/100ml) na proporgao de 1:1 e na dose de 0,15 ml/100g de peso.
No local da cirurgia realizou-se tricotomia e assepsia com PVPI. Uma
incisao de 3 cm de comprimento foi realizada na face lateral das per-
nas dos animais (Figura 1A), afastando-se os tecidos subcutaneos
e descolando cuidadosamente os musculos da fibula. (Figura 1B)
Com o auxilio de um alicate de cuticula criou-se um defeito 6sseo
no tergo médio da fibula, com o cuidado de traumatizar o minimo
possivel. (Figura 1C) Os misculos e tecidos subcutaneos foram re-
posicionados e a pele suturada. Todos os procedimentos cirlirgicos

Figura 1 - Criagdo do defeito 6sseo: (A) Incisao na face lateral da perna; (B) Fibula exposta; (C) Defeito sseo.
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foram realizados sob irrigagao com solugao fisiolégica estéril.
Para obtencéo e transplante do enxerto periostal, foi feita uma in-
cisa@o de 3,5 cm de comprimento na face medial da coxa do ani-
mal. Os musculos foram afastados e o fémur exposto. (Figura 2A)
Com lamina de bisturi n¢ 15, o peridsteo foi descolado do fémur,
tomando-se cuidado de raspar firmemente a cortical do osso para
trazer com o enxerto a camada osteogénica (cambio) do periésteo.
(Figura 2B) Somente no final do ato de retirada do enxerto é que a
artéria descendente do joelho, responsavel pela irrigagcéo do peri-
Osteo desta regido, foi seccionada. (Figura 2A) O enxerto periostal,
medindo 7x5 mm, foi mantido em solugao fisioldgica estéril até o
momento do implante. Os mUsculos com sua fascia e a pele foram
suturados. Logo em seguida, nova incisao foi feita na face lateral da
perna esquerda dos animais; os musculos foram afastados para
novamente expor o defeito ésseo da fibula. A membrana de colé-
geno foi levada entre os cotos da fratura e sobre ela, foi colocado
o enxerto de peridsteo com a camada osteogénica voltada para o
centro do defeito. (Figura 3A) Entdo, a membrana com o periésteo
foram enrolados sobre si mesmos e mantidos por meio de trés
pontos, um em cada uma das extremidades e um na regiao central
damembrana, com fio de poliglactina 910 (Vicryl) 6.0. Assim, mem-
brana e fragmento periosteal envolveram o defeito 6sseo formando
um “tubo” no local. (Figura 3B) Os musculos foram reposicionados
e a pele suturada.

Figura 2 — Obtencéo do retalho de periésteo: (A) Peridsteo com artéria
descendente do joelho (seta); (B) Peridsteo descolado.

i e :
Figura 3 - Implante de periésteo: (A) Membrana posicionada; (B) “Tubo”
de membrana e periosteo.
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RESULTADOS

As fraturas foram avaliadas radiograficamente levando-se em con-
siderac&o a reconstituicdo das fibulas esquerdas (enxertadas) e
direitas (n@o enxertadas). Foram consideradas completamente re-
generadas aguelas que apresentaram no local do enxerto, completa
unido entre os cotos de fratura. (Figuras 4A e 4B)

Foi observado que tanto os animais que receberam periésteo as-
sociado a membrana de colageno (grupo | — Tabela 1), quanto os
que receberam somente a membrana (grupo Il - Tabela 2), compa-
rando-se fibula esquerda (enxertada) e fibula direita (ndo enxertada)
nos dois grupos, a taxa de regeneracao foi extremamente baixa,
sendo ainda menor nos animais do grupo |. (Tabela 1)

No grupo | (membrana de colageno associada a peridsteo), dentre
0s cinco animais que sofreram eutanasia 15 dias apds a segunda
cirurgia, apenas um apresentou regeneragao completa. Os outros
cinco, sacrificados com 30 dias, ndo apresentaram regeneragao.

Amba Crbmm Drme AN4A0-4070\.-207 AN

Figura 4 — Aspecto radiogréfico de uma fibula regenerada (A) e de uma
fibula ndo regenerada(B).

Tabela 1 - Resultado numérico dos animais que receberam a membrana

de colageno associada ao periésteo (Grupo |).

Fibula direita Fibula esquerda
Com 2 animais 1 animal
Regeneracéo 20% 10%
Sem 8 animais 9 animais
Regeneracéo 80% 90%
10 animais 10 animais
TOTAL 100% 100%

(Tabela 3) Das dez fibulas direitas analisadas, duas estavam re-
generadas 30 dias ap6s a cirurgia. (Tabela 1) Nenhuma destas
fibulas direitas correspondiam ao mesmo animal que apresentou
regeneragao da fibula esquerda.

No grupo Il (somente membrana de colageno) houve regeneragéo
completa em dois dos cinco animais com eutanéasia sofrida 15
dias apds a segunda cirurgia. Nos cinco animais restantes, sacri-
ficados com 30 dias apds a cirurgia, apenas um se apresentou
regenerado. (Tabela 3) Das fibulas direitas analisadas neste gru-
po, trés apresentaram regeneragao completa e sete nao tiveram
regeneracao. (Tabela 2)

Pela simples observacéo dos resultados (Tabelas 1, 2 € 3), podemos
constatar que ndo existem diferengas significativas, as quais foram
constatadas pelo teste estatistico utilizado. (Tabelas 1, 2 e 3)

Tabela 2 - Resultado numérico dos animais que receberam apenas mem-
brana de colageno (Grupo ).

Fibula direita Fibula esquerda
Com 3 animais 3 animais
Regeneragdo 30% 30%
Sem 7 animais 7 animais
Regeneracéo 70% 70%
10 animais 10 animais
TOTAL 100% 100%

Tabela 3 - Resultado numérico observado nas fibulas esquerdas dos
animais sacrificados 15 ou 30 dias apés a cirurgia.

Grupo | Grupo Il
15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
Com 1 animal 0 2 animais 1 animal
Regeneragéo 20% (zero) 40% 20%
Sem 4 animais 5 animais 3 animais 4 animais
Regeneracado 80% 100% 60% 80%
animal animal animal animal
TOTAL ° 100% ° ° 100% ° ° 100% ° ° 100% °




DISCUSSAO

Diversos autores tém concluido, através de experimentos, que
0 uso do periésteo em diversas formas de enxerto é capaz de
produzir a proliferacéo e diferenciacéo de suas células, possuin-
do participagao importante e indispensavel na consolidagao de
fraturas.>®81" Mesmo quando mantido sem suprimento sanguineo
por algum tempo, o periésteo é capaz de conservar seu potencial
osteogénico."”

Nos resultados observados neste estudo, avaliando o potencial 0s-
teogénico do peridsteo associado a uma membrana de colageno,
o enxerto de peridsteo livre ndo interferiu no processo de reparo do
defeito 6sseo, talvez pelo fato de estar associado a membrana de
colageno, a qual pode ter interferido na revascularizagao local do
enxerto e contribuido para baixas taxas de regeneragéo. Porém,
em defeitos na fibula com perda de grande quantidade de subs-
tancia 6ssea, os enxertos de peridsteo nao resistem a presséo
dos musculos adjacentes e acabam por interferir mecanicamente
naregeneragao."”

Em nosso experimento, o enxerto de periésteo foi envolto em uma
membrana de colédgeno e implantado no espago situado entre os
cotos, naforma de um “tubo”. A membrana foi utilizada para facilitar
0 manuseio do enxerto periostal e para evitar que os tecidos mus-
culares adjacentes entrassem em contato com o enxerto. O uso da
membrana pode de certa forma, ter dificultado um maior contato
do periésteo enxertado com o periosteo existente nas extremidades
dos cotos, tornando dificil a revascularizacao e interferindo no seu
potencial osteogénico. Quando o enxerto de peridsteo livre € colo-
cado em um meio pouco vascularizado, este perde seu potencial
osteogénico. Esse potencial pode ser aumentado se o enxerto for
colocado em contato com periésteo intacto.™

A utilizagéo de membranas de colédgeno é eficiente nos processos
onde é necessario 0 uso de regeneragao tecidual guiada e impede
que os tecidos circunjacentes invadam o defeito 6sseo e atrasem
ou impegam a consolidagao da fratura.'® Membranas de colageno
também foram utilizadas para isolar implantes intramedulares rea-
lizados em fémures de coelhos, observando que nos animais onde
foi colocada a membrana havia maior quantidade de osso que nos
animais que né&o receberam a membrana.?

Pelo nosso estudo, observamos que o enxerto livre de periésteo
nao foi capaz de auxiliar no processo de reparo do defeito dsseo.
E importante ressaltar que todos os animais utilizados eram jovens,

REFERENCIAS

1. Chakkalakal DA, Strates BS, Mashoof AA, Garvin KL, Novak JR, Fritz ED.
Repair of segmental bone defects in the rat: an experimental model of human
fracture healing. Bone. 1999;25:321-32.

2. Zhang X, Awad HA, O’Keefe RJ, Guldberg RE, Schwarz EM. A perspective:
engineering periosteum for structural bone graft healing. Clin Orthop Relat
Res. 2008;(466):1777-87.

3. Aaboe M, Pinholt EM, Hjerting-Hansen E. Healing of experimentally created
defects: a review. Br J Oral Maxillofac Surg. 1995;33:312-8.

4. Rossi Junior WC. Influéncia de uma membrana de colageno associada a
extrato etandlico de prépolis na consolidagéo de fraturas com perda éssea
[tese]. Campinas: Universidade Estadual de Campinas; 2002.

5. Ham AW, Cormack DH. Histologia. 8a. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan;
1983. p.122-4.

6. Junqueira LC, Carneiro J. Histologia basica. 9a. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan;1999. p.122-4,.

7. O’Driscoll SW, Saris DB, Ito Y, Fitzimmons JS. The chondrogenic potential of
periosteum decreases with age. J Orthop Res. 2001;19:95-103.

8. Xiao MZ, Huang XY. [An experimental study on the repair of the necrotic tubular
bone with pedicled vascular periosteum grafting in rabbits]. Zhonghua Shao
Shang Za Zhi. 2003;19:329-31.

9. Malizos KN, Papatheodorou LK. The healing potential of the periosteum mo-

descartando a variante “idade do animal” como possivel justificativa
para a ineficiéncia do enxerto.”'®

Através dos resultados obtidos, foi possivel observar que, no grupol,
uma fibula esquerda e duas direitas se apresentaram regeneradas.
Salientamos que estas fibulas pertenciam a animais distintos. Tam-
bém, no grupo I, ressaltamos que um dos 10 animais analisados
apresentou as duas fibulas (esquerda e direita) regeneradas.

As cirurgias para o implante dos enxertos foram realizadas 30 dias
apds o defeito 6sseo ter sido criado. Em alguns animais foi possivel
observar que, ao invés de ocorrer regeneragao dos cotos proximal e
distal da fibula houve areabsorgéo dos mesmos, especialmente do
coto distal. E possivel que esse espago de tempo, entre a cirurgia
de criacao do defeito e a segunda cirurgia, de implante do enxerto
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enxerto se degenerou e foi absorvido. Logo a vascularizagao do en-
xerto periosteal é fundamental para que ocorra a osteogénese.'?

CONCLUSAO
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nico de enxertos livres de peridsteo associados a uma membrana
de colageno, podemos concluir:

1. O enxerto de peridsteo livre nédo foi eficiente no reparo de um
defeito 6sseo criado em fibulas de ratos;

2. O uso da membrana de colageno envolvendo o retalho perios-
teal interferiu no potencial osteogénico do peridsteo;

3. O enxerto periosteal livre (ndo vascularizado) nao foi eficiente
quando usado tardiamente apés a fratura, perdendo o seu po-
tencial osteogénico.
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