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RESUMO

Este ensaio pré-clinico se prop6s avaliar e comparar o volume 0sseo na
interface enxerto/leito receptor, utilizando o etil-cianoacrilato (Super Bonder Flex
Gel®) e parafusos de titanio como agentes de fixacdo na incorporacdo de enxertos
0sseos, verificado por meio de microtomografia computadorizada. Para tal, utilizou-
se 12 ratos, da espécie Rattus novergicos albinus, (Wistar), machos adultos com
aproximadamente trés meses de idade. Os animais foram aleatoriamente divididos
em dois grupos de seis, com um grupo controle (grupo Parafuso Titanio — PT), no
qual foi utilizado um parafuso de fixacdo interna rigida para estabilizacdo do enxerto,
e um grupo experimental (grupo Super Bonder Flex Gel® - SB) , no qual foi aplicado
o adesivo para estabilizar o enxerto 6sseo. O procedimento foi realizado sob
anestesia geral, removendo-se um enxerto em bloco do osso parietal esquerdo e
fixando-o no osso parietal direito na calvaria dos animais. Ap6s 30 dias de cirurgia
os 12 animais foram submetidos a eutanasia e o material enxertado foi submetido a
andlise microtomogréafica. O teste U de Mann Whitney, ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os parametros avaliados (volume total-TV, volume
0sseo-BV, fragdo do volume-BV/TV, espessura trabecular-Th.Th, distancia
intertrabecular-TB.Sp e numero de trabéculas-Tb.N) em ambos os grupos, com
excecdo da distancia entre as trabéculas (Tbh.Sp). O grupo SB apresentou uma
Th.Sb significativamente maior (p=0,015). Desta forma pode-se concluir que o
exame de microtomografia computadorizada foi capaz de detectar formacdes de
tecido 0sseo mineralizado na interface enxerto/leito receptor apés 30 dias do
experimento. Além disso, o etil-cianoacrilato foi tdo eficiente quanto o parafuso de
titnio na estabilizacdo e incorporacdo do enxerto 6sseo na calvaria de ratos, tanto
em relacdo aos parametros volumétricos, quanto em relacdo aos parametros de

densidade 6ssea.

Palavras-chave: Microtomografia Computadorizada. Enxerto Osseo. Cianoacrilato.



ABSTRACT

This preclinical trial was developed with the aim of evaluating and
comparing the bone volume in the interface bone / graft, using ethyl-cyanoacrylate
(Super Bonder Flex Gel ®) and titanium screws as fixing agents in bone graft
incorporation, evaluated by computed microtomography. To verify the efficiency of
the tested product, 12 adult male rats of the species Rattus novergicos albinus
(Wistar) of approximately three months of age were randomly divided into two groups
of six rats each. In the control group (PT), a screw internal fixation was used to
stabilize the graft. In the experimental group (SB) an adhesive of ethyl- cyanoacrylate
was used. Under general anesthesial a block graft was removed from the left parietal
bone and fixed on the right parietal bone, in the calvaria of the animal. Thirty days
after the surgery, all animals were euthanized and the grafted material analyzed by
computed microtomography. The Mann Whitney U test did not show any statistically
significant difference between the proposed parameters (Total volume — TV, Bone
volume — BV, Bone volume fraction — BV/TV, Trabecular thickness — Tb.Th,
Trabecular separation — Th.Sp and Trabecular number — Th.N) in both groups,
except for the Trabecular separation (Tb.Sp). The SB group presented a Th.Sb
higher than the PT group (p = 0.015) with statistical significance. Therefore, was
possible to conclude that the computed microtomography test was able to detect
mineralized bone tissue formations in the interface bone / graft after 30 days. Also
the volumetric parameters and the parameters of bone density for ethyl-
cyanoacrylate was as efficient as the titanium screw in bone graft incorporation in rat

calvaria.

Keywords: Computed Microtomography. Bone Graft. Cyanoacrylate.
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1 INTRODUCAO

Um adequado volume 0sseo associado a instalacdo do implante na
posicdo protética ideal sdo critérios exigidos para que haja sucesso na
osseointegracdo. A reabsorcdo 6ssea comeca apos a extracdo do dente, como um
processo fisioldgico, por diminuicdo de estimulo para proliferacdo de células 6sseas
ou por processos patoldgicos, como a doenca periodontal e o trauma alvéolo-
dentario. Pode ocorrer tanto no sentido vertical quanto horizontal (CHIAPASCO;
CASENTINI; ZANIBONI, 2009).

Existem situacfes em que ndo ha espessura suficiente de osso para
instalacdo de implantes e o cirurgido devera aumenta-la, por meio da fixagdo de
enxertos 0sseos em bloco, retirados de éareas doadoras intra e extra bucais
(BRUGNAMI; CAIAZZO; LEONE, 2009; CORINALDESI et al., 2009; ZUHR et al.,
2009; MAIORANA et al., 2011).

Os enxertos 0sseos autdgenos sdo largamente utilizados para
reconstrucdo de rebordos alveolares atroficos, a fim de ganhar altura e espessura
0ssea, quando devidamente fixados e incorporados ao leito receptor (CORINALDESI
et al., 2009; NETO et al., 2010).

As areas doadoras intra-bucais mais comuns para remocéo de enxertos
0sseos sao: a regido do ramo mandibular e a regido do mento. As areas doadoras
extra bucais mais frequentemente utilizadas sdo a crista iliaca, a fibula e a calota
craniana (ZERBO et al., 2003).

As duas funcg@es principais dos enxertos 6sseos sdo: ser fonte de células
osteogénicas e promover um arcabouco estrutural. Os enxertos em bloco, desde
gue bem estabilizados ao leito receptor, tém como carateristica, desempenhar estas
funcbes, bem como aumentar o volume ésseo nas regides de atrofia (ZERBO et al.,
2003; CHIAPASCO; CASENTINI; ZANIBONI, 2009).

A fixacao dos fragmentos é feita, tradicionalmente, por meio de parafusos
de titanio bicorticais, promovendo estabilidade, para que haja posterior incorporacéo

do enxerto ao leito 6sseo receptor (FERRIN et al., 2009). Entretanto, a fixacdo de
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pequenos fragmentos 6sseos com parafusos de titanio pode ser dificultada pela
pouca espessura, tanto do enxerto, quanto do leito receptor.

Descobertos em 1949, os cianoacrilatos tém sido usados como adesivos
bioldgicos, sendo agentes de unido entre a pele, cartilagens e para a fixacdo 0ssea
desde 1970. Contudo, ha somente quatro estudos (SASKA et al., 2009; NETO et al.,
2010; ESTEVES et. al.,, 2011; BAS et al, 2012), avaliando o0 processo de
neoformacgéo 0ssea na interface entre o enxerto 6sseo em bloco e o leito receptor,

utilizando este tipo de fixagéo.

As técnicas histoldgicas eram o padrdo ouro para analisar a arquitetura
Ossea trabecular e cortical. Embora, as andlises histologicas fornegcam informacgdes
exclusivas sobre a celularidade e indices dinAmicos da remodelacéo 0ssea, a perda
de tecido 6sseo durante o preparo da amostra e a andlise em 2D do tecido 6sseo
trazem algumas limitacdes a estas técnicas (BOUXSEIN et al., 2010).

A utilizacdo da Microtomografia (microTC) de alta resolucéo, para avaliar
a morfologia 6ssea em modelo animal, tem crescido bastante. A microTC tornou-se
entdo o padrdo ouro para avaliacdo da morfologia e microarquitetura 6ssea em ratos
e em outros modelos animais ex vivo. Através de raios X atenuados, a microTC €&
capaz de produzir imagens em 3D para mensuragdo de corticais e trabéculas de até
0,7 um (BOUXSEIN et al.,, 2010). Na analise em 3D da interface enxerto/leito
receptor, pode-se avaliar de uma so vez, toda neoformacao 6ssea tanto nas bordas,

guanto na regido central do enxerto, trazendo uma maior fidelidade nos resultados.

Andlises histolégicas mostraram que a fixagcdo de enxertos 6sseos com o
uso de cianoacrilatos e de parafusos de titanio, apresenta bons resultados. Porém,
nao foram encontrados estudos que avaliassem a fixacdo destes enxertos em bloco
pela microTC. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a fixacdo de enxertos
0sseos autdégenos em ratos, com o0 uso de um cianoacrilato, por meio da analise de

imagens produzidas por microTC.

2 FUNDAMENTOS TEORICOS
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2.1 ENXERTO OSSEO AUTOGENO

O enxerto 6sseo em bloco é o método preferido para ganho de espessura
0ssea, desde que tenha estabilidade suficiente, para haver proliferacdo de células
osteogénicas e consequente incorporacdo do enxerto; pois este método preserva
um melhor volume 6sseo do que o enxerto com osso particulado (CORINALDESI et
al., 2009; BAS et al., 2012).

O aumento de volume ocorre, porque o0 enxerto 6sseo autbgeno é capaz
de estimular a regeneracdo 0Ossea por meio da osteogénese, osteoconducdo e
osteoinducdo. A osteogénese € a capacidade de formar um novo tecido 6sseo, a
partir de células osteoprodutoras contidas no enxerto, que podem diferenciar-se em
osteoblastos e que na presenca de uma matriz osteocondutiva e de proteinas
O0sseas morfogenéticas (BMPs) secretam matriz 6ssea. A osteoinducdo refere-se
somente a neoformagdo Ossea estimulada por BMPs, que promovem a
diferenciacdo de células mesénquimais indiferenciadas, em células formadoras de
tecido 6sseo. A osteoconducdo é propriedade que a maioria dos enxertos possui,
tanto autdégenos, quanto heterogénos, de servirem como 0 arcabouco para guiar o

crescimento de novas células (BEDINI et al., 2009).

Por convencéo, os parafusos de titanio tém sido usados para fixagéo de
enxerto em bloco. Apesar desta técnica de fixacdo ter sua eficiéncia comprovada,
ela apresenta algumas desvantagens, como: risco de fratura do parafuso,
palpabilidade através da mucosa, corroséo, reacdes alérgicas, geracado de artefatos
nos exames de tomografia computadorizada, hipersensibilidade ao frio e
possibilidade de provocar restricbes de crescimento craniofacial em pacientes
pediatricos (NETO et al., 2010; BAS et al.,, 2012). Outra desvantagem seria a
necessidade de remocgao do parafuso para nao interferir na instalacdo do implante
de um implante na regido de enxerto. Parafusos reabsorviveis sdo produzidos a
partir de polimeros biodegradaveis como: acidos polilactilos e poliglicélicos, para ndo

precisarem ser removidos, contudo, o alto custo, a dificuldade de manuseio e a
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auséncia de previsibilidade na reabsorcdo estdo estimulando o interesse em se

encontrar novos métodos de fixagdo para enxertos em bloco (NETO et al., 2010).

Zerbo et al. (2003) avaliaram a incorporacdo de 19 enxertos 0sseos
autdégenos em bloco, removidos do mento e fixados na regido anterior de maxila.
Como método de fixacdo, foi aplicado o parafuso de titanio bicortical. O tempo de
acompanhamento para incorporacéo dos enxertos foi de cinco meses. Em 100% dos
casos, 0s enxertos foram incorporados com sucesso, com uma taxa media de
reabsorgéo de 41% do volume, proporcionando 0sso suficiente para a instalacao de

implantes.

Uma revisdo sistematica se propds a avaliar o indice de sucesso na
incorporacdo de enxertos 0sseos autdgenos, medida pelo nimero de implantes
instalados com osseointegracdo. Foi verificado que a taxa de sucesso da
incorporacdo dos enxertos autdgenos, fixados por meio de parafusos de titanio,
provenientes das regides mentual e ramo mandibular foi muito elevada. A taxa de
perda parcial dos enxertos devido a infeccbes ou a deiscéncias foi de 3,3% e a
perda total foi de 1,4% dos casos (CHIAPASCO; CASENTINI; ZANIBONI, 2009).

Segundo Cowan et al. (2007) e Anavi et al. (2011) a calvaria de ratos é
um eficiente modelo para reconstrugdo do esqueleto craniofacial, pois um enxerto

0sseo em bloco pode ser estabilizado e fixado facilmente ao leito receptor.

2.2 CIANOACRILATOS

O alquil-2-cianoacrilato foi descoberto em 1949, mas néo foi utilizado até
1959, quando suas propriedades adesivas foram descritas. As substancias mais
estudadas da familia dos cianoacrilatos s&o: metil, etil, butil, isobutil e octil.
Apresentam-se na forma liquida permitindo sua penetracdo em superficies
irregulares com forte adesdo. Nos Ultimos dez anos, 0s cianoacrilatos tém sido

usados como adesivos para fixagcado de enxertos 6sseos (SASKA et al., 2009).
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Segundo Buckley , Beckman (2010) os adesivos biol6gicos devem possuir
propriedades ideais para que possam ser utilizados nos tecidos. Um adesivo ideal
deve ser biocompativel e biodegradavel. Para ser efetivo ele deve ter significativa
coesdo e adesao a tecidos duros e moles. Para ser biocompativel, os adesivos
teciduais devem apresentar baixa citotoxicidade. E necessario também, apresentar
um tempo de trabalho adequado, requerendo pouco tempo para sua polimerizagao.
Devem ser hidrofilicos, para serem aplicados a superficies umidas. Devem possuir
resisténcia a tracdo e ao mesmo tempo, possuir uma flexibilidade semelhante aos
tecidos envolvidos. Enfim, devem produzir uma minima reacdo exotérmica, para que

0 aumento da temperatura néo agrida os tecidos adjacentes.

O n-butil cianoacrilato foi aprovado para uso clinico em 1996, e a partir de
entdo tem sido utilizado, principalmente, para fechamento de laceragcfes superficiais
de pele com baixa tensdo (INAL et al., 2006).

Os cianoacrilatos sdo mondémeros liquidos de baixa viscosidade, incolores
gue apresentam a férmula CH2=CH-COOR, de forma que o R representa um radical
metil, etil, butil, octil ou outros radicais livres (KIMAID et al., 2000). Os adesivos de
cadeia mais curta (metil e etil) possuem maiores adesividade e histotoxicidade
guando comparados aos monémeros de cadeia longa. Entretanto, os monémeros de
cadeia mais longa (butil, isobutil e octil) possuem menores adesividade e
histotoxicidade. A polimerizagdo dos cianoacrilatos provoca o endurecimento dos
ésteres ciano-alquilicos, caracterizando a sua capacidade adesiva e sua pouca
elasticidade (FERRIGNO et al., 2003; SANTOS et al., 2004; BUCKLEY; BECKMAN,
2010).0utros estudos relatam que o etil-cianoacrilato (Super Bonder® - Séo
Paulo/SP - Brasil) possui o radical etil na cadeia lateral com baixa toxicidade,
promovendo pouca reacao inflamatoria e é também biodegradavel (SASKA et al.,
2009; BUCKLEY; BECKMAN, 2010).

BN

Em relacdo a toxicidade do mondmero, ndo foi observada nenhuma
alteracdo patologica renal ou hepética nos ratos. Contudo, uma alta incidéncia de
toxicidade do n-butil cianoacrilato tem sido relatada, quando a inalagédo dos gases
liberados pela polimerizacdo do produto esta associada a baixa umidade do ar,

podendo deflagrar crises de asma e dermatites. A reagdo exotérmica em
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decorréncia da polimerizacdo pode ser a causadora da toxicidade celular apés a
aplicacao do adesivo (INAL et al., 2006).

Os adesivos biologicos a base de cianoacrilato possuem uma variedade
de aplicacbes médicas e odontologicas (FERRIGNO et al., 2003; ALONSO;
JORNET, 2005). Os derivados do cianoacrilato tém sido utilizados como adesivos
teciduais para fechamento de acessos cirargicos com pouca tensdo, como cimentos
0sseos em osteossinteses de osteotomias experimentais e para fixacdo de tecidos e
enxertos (KIMAID et al., 2000).

Em seu estudo Amarante et al. (1995) verificaram que as osteotomias
craniofaciais fixadas com o n-butil cianoacrilato por seis semanas, apresentaram

vitalidade dos osteoblastos e nenhuma evidéncia de reabsorcao 0ssea.

De acordo com Ahn et al. (1997), fragmentos 6Osseos fixados com
cianoacrilatos possuem maior estabilidade para promover a neoformacédo Ossea,

comparativamente a blocos de osso fixados com parafusos de titanio.

De acordo com Perez et al. (2000), os cianoacrilatos podem ser utilizados
também para fechamento de tecidos moles, com minima toxicidade local e
sistémica, mostrando-se capaz de manter os bordos da ferida coaptados, durante a

fase inicial de cicatrizacao.

Segundo Santos et al. (2004), durante a avaliacdo histoldgica de seu
estudo, observou-se que em todos os animais, nove coelhos da raca Norfall, ocorreu
a estabilizacdo da cunha Gsteo-cartilaginosa em seu leito receptor, apos ser fixada

com o adesivo n-butil cianoacrilato.

Singer et al. (2004), verificaram, a capacidade do adesivo octil-
cianoacrilato de promover hemostasia, epistaxe provocado na cavidade nasal de
porcos heparinizados. Concluiram que o adesivo foi eficaz em promover hemostasia,

com apenas trés aplicacoes.

A aplicagédo do n-butil-2-cianoacrilato em lesdes provocadas no dorso da
lingua de ratos albinos, diminuiu a hemorragia e acelerou o processo de
reepitelizacdo, quando comparado as lesdes que foram suturadas com fio de seda
convencional (ALONSO; JORNET, 2007).
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Choi et al. (2006) verificaram que o n-butil-2-cianoacrilato foi eficiente no
fechamento de grandes perfuragbes da membrana, durante a cirurgia de
levantamento do assoalho do seio maxilar. Utilizaram seis coelhos para a cirurgia.
Fizeram levantamento de seio maxilar bilateral e no lado experimental, realizaram
uma grande perfuragdo na membrana de seio. Apds a perfuragdo aplicaram o
adesivo para coaptacdo da mesma e a seguir inseriram 0 0SS0 para enxertia. Nao
houve escape do osso liofilizado em nenhum dos seis animais operados. Portanto,
0s autores recomendaram o uso do cianoacrilato para reparo de perfuracdes na

membrana do seio maxilar.

Os adesivos biolégicos, como os cianoacrilatos, qguando comparados aos
materiais de titAnio usados na fixacdo 6ssea, demonstraram vantagens: facilidade de
aplicacdo, menor preco e regeneracdo 6ssea mais rapida. Sua forma liquida penetra
nas superficies irregulares, na interface entre o enxerto e leito receptor
proporcionando grande adesdo. Os cianoacrilatos ndo s6 fornecem adesédo ao
fragmento 0Osseo, como também incentivam a producdo de novas células
osteoprogenitoras (SASKA et al., 2004).

Em sua pesquisa, Saska et al. (2009), observaram que o etil-cianoacrilato
nao promoveu qualquer reacdo inflamatéria ao redor do tecido 6sseo da calota
craniana de coelhos, tanto na medular, quanto na cortical. Também observaram que
os enxertos fixados com adesivos mantiveram sua area original mais do que aqueles
fixados com parafusos. Portanto o adesivo utilizado no estudo mostrou-se
biocompativel e biodegradavel, mesmo nao sendo originalmente produzido para uso

bioldgico.

Segundo Neto et al. (2010), o n-butil-cianoacrilato foi utilizado para fixar
na mandibula enxertos 6sseos em bloco, removidos da calota craniana de coelhos,
e compara-los com a fixagao feita com parafusos de titanio. Verificaram, por meio
de exames histopatologicos e imunohistoquimicos, que o0 adesivo trouxe boa
estabilidade ao bloco 6sseo, promovendo neoformacdo na interface entre o enxerto
e o leito receptor. A analise histoldgica revelou que, em ambos 0s grupos, O
processo de incorporacdo do enxerto ao leito receptor iniciou-se ja na primeira
semana e foi praticamente concluido na sexta semana, com a presenca de 0SSO

lamelar na interface. Por meio da tomografia computadorizada, constataram que a
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perda volumétrica do enxerto quando fixado com parafuso foi maior do que no grupo

fixado com o adesivo.

Quando utilizados para fixagdo 6ssea, os cianoacrilatos tém algumas
vantagens em potencial sobre os parafusos de titanio tais como: baixo custo, facil
manuseio, rapidez na fixacdo, auséncia de artefatos nas imagens de tomografia
computadorizada e ndo ha necessidade de remoc¢do, pois sdo reabsorviveis. Os
cianoacrilatos, também produzem uma forte unido ao o0sso e polimerizam
rapidamente mesmo na presenca de agua e sangue (NETO et al. 2010; ESTEVES
et al., 2011; BAS et al.,, 2012). Outra vantagem é seu efeito bactericida sobre
Streptococcus e outros microorganismos como Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (UEDA et al., 2004).

2.3 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

O exame de tecidos por meio da microTC tem sido utilizado para analise
da estrutura 6ssea e dentaria em seres humanos. Porém, como a dose de radiacédo
€ bastante elevada, esta técnica € limitada apenas para amostras de tecidos.
Entretanto, em ratos de laboratério este exame pode ser utilizado tanto ex vivo
qguanto in vivo, sem causar alteracdes significativas na sobrevida do animal. No
modelo animal, o exame de microTC tem varias aplicacdes, como: estudos em ratos
osteopordticos, estudo das mudancas na densidade 6ssea pela acdo do
paratorménio e medi¢cbes da microarquitetura 6ssea (STOCK et al., 2003; UMOH et
al., 2009).

Maréchal et al. (2005) compararam o volume 0sseo, sob uma membrana
rigida de titanio por meio de cortes histolégicos e microTC, utilizando 30-33 seg¢des
histol6gicas seriadas e cerca de 300 cortes de microTC. O Threshold foi utilizado
para determinar a mineralizacdo do ostedide e a diferenca entre 0 0sso original e o
recém-formado. Ao analisar as imagens a histomorfometria sistematicamente
revelou mais osso do que o microTC. Durante o processo de reparacdo 0ssea, O

crescimento inicia-se com uma camada de ostedide. Em todas as secches
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histologicas, o ostedide foi encontrado. Entretanto, nos cortes das imagens de
microTC 0 0sso pouco ou nao calcificado permaneceu ndo detectado. Em suma, a
imagem microtomografica de osso mineralizado recém-formado, pode ser realizada
mesmo em uma membrana de titanio. Os resultados da andlise quantitativa de tais
imagens estdo de acordo com aqueles da histomorfometria convencional, com
excecao da ndo deteccdo do osteoide. As limitacBes da técnica de microTC sdo: a
nao deteccdo de ostedide (baixo conteldo mineral) ou 0sso em contato com a
membrana de titanio. O presente experimento oferece perspectivas promissoras
para a avaliacdo in vivo do crescimento 6sseo, mesmo sob uma membrana de
titanio.

Como o o0sso alveolar € uma estrutura porosa e ndo uniforme, de dificil
medicdo e quantificacdo, varias técnicas para medicdo desta estrutura foram
utiizadas como: radiografias, histomorfometria e mais recentemente a
microtomografia (microTC). A histomorfometria € uma excelente técnica de avaliacdo
da estrutura Ossea, tanto da parte organica, como da inorganica, mas possui
algumas limitacbes, que podem levar a alteracdo de resultados, como: avaliacéo
apenas em 2D, destruicdo da matriz 6ssea e distor¢do do volume da peca, durante a
fase de preparo para ser emblocada e cortada. O exame radiogréfico € uma técnica
ndo destrutiva de avaliacdo em 2D da estrutura éssea, na qual a dificuldade de
manutencdo de um correto alinhamento das estruturas, mesmo com o uso de
softwares apropriados, apresenta resultados distorcidos. O exame de microTC é um
método ndo destrutivo que pode ser usado em 3D, para produzir imagens de
altissima resolugdo do tecido ésseo, facilitando a medi¢cdo de micro-estruturas sem
nenhuma distorcédo (PARK et al., 2007; COWAN et al., 2007; EMAM et al., 2011).

Segundo Park et al. (2007), métodos convencionais de medicdo Ossea
nao sdo capazes de avaliar pequenas quantidades de ganho ou perda éssea, na
doenca periodontal ou nas terapias reconstrutivas. Assim, realizaram um estudo em
ratos com o objetivo de desenvolver um método de quantificacdo 6ssea por imagem
gerada por microTC, para analisar de forma pré-clinica a perda 6ssea periodontal e
enxertos 0sseos. Os resultados deste trabalho mostraram que o exame de
microTCfoi capaz reproduzir de forma volumétrica o tecido 6sseo com um indice de

95% de confianga.
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Outro estudo mostrou o uso da microTC e da histomorfometria para
avaliagdo do crescimento 6sseo na calvaria de ratos. Para tal, foram realizados
defeitos criticos (sdo danos provocados ao tecido 0sseo, pelos quais o organismo
nao consegue reparar totalmente) em ambos os lados da calota do animal. De um
lado foi colocado hidroxiapatita (grupo experimental) e do lado oposto nao foi
inserido nenhum material de preenchimento. A regeneracdo O0ssea ocorreu em
ambos o0s grupos aumentando o volume 0sseo na regido. As imagens foram
reconstruidas, utilizando o software I-VIEW. O volume 6sseo do grupo experimental
foi medido usando o software BV-measuring com Threshold da hidroxiapatita
variando para tecido 6sseo recém-formado e osso mineralizado. Concluiu-se que a
analise microtomografica permite medicbes altamente quantitativas de tecido
mineralizado; no entanto, ela ndo pode ser usada para avaliar a maturacdo de
tecidos ainda n&o mineralizados ou para monitorar as alteracdes a niveis celulares
(KOCHI et al., 2010).

Anavi et al., (2011) verificaram a eficiéncia da microTC na detecgéo da
remodelacdo Ossea trabecular de enxertos onlay, fixados com parafusos de titanio
na calvaria de ratos. A proposta do estudo foi comparar a remodelacdo 0ssea de
enxertos onlay com beta-fosfato tricalcico e carbonato de calcio extraido de coral. As
imagens geradas foram avaliadas pelo software de analise (Scion Image for
Windows, verséo 4.0.3.2; Scion Corp, Frederick, Md). Os resultados mostraram uma
nova formacao 6ssea apoés trés meses. Do tamanho total do bloco, em torno de 32%
a 38%, foi substituido por osso neoformado. Ndo foram observadas diferencas,
estatisticamente significativas, entre os dois materiais de enxerto. O exame de
microTC é um método viavel para a andlise e quantificacdo da estrutura 6ssea em
3D, do enxerto onlay. Portanto, € uma técnica fidedigna, precisa e ndo destrutiva

para o espécime.

Todos os tecidos, incluindo o0 0sso, possuem uma matriz extra-celular com
uma configuragdo tridimensional. A bioarquitetura 6ssea é definida como um arranjo
molecular da matriz mineralizada em trés dimensfes. A analise por microTC da
bioarquitetura éssea é realizada por uma técnica nao destrutiva do tecido e com uma
resolucao que varia entre 40 um e 50 nm dependendo do aparelho. A aplicacao de
algoritimos matematicos permite a avaliacdo de varios parametros nomeados de

parametros primarios, utilizando o software para reconstrucdo, depois de
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selecionada a regido de interesse na amostra (ROI). Esta regido de interesse (ROI)
é formada por um arranjo de varios pixels em uma imagem 2D. Na imagem em trés
dimensdes (3D), todos os ROl em 2D séo agrupados pelo programa formando um
volume de interesse (VOI) que é composto por varios voxels. Estes parametros

primarios sao:

TV — (tissue volume expresso em mm?®): volume de interesse total

representado pela soma de todos os voxels;

BV — (bone volume expresso em mm°): soma de todos os voxels

marcados no 0sso dentro do volume de interesse;

BV/TV — (bone volume fraction expresso em %): representa o percentual
de osso dentro do volume de interesse (BEDINI et al., 2009; BOUXSEIN et al.,
2010).

Hildebrand et al. (1999) realizaram um estudo com o objetivo de relatar os
resultados de 260 biopsias 6sseas humanas, de cinco diferentes locais do esqueleto
em 52 individuos que foram analisadas com microTC e com os procedimentos
padrées de histomorfometria 3D. Foram avaliados os indices primarios: BS que
corresponde a superficie 6ssea mineralizada; BV que € o volume de osso e TV que
€ o volume total da peca. Para comparar pecas de tamanhos diferentes foram
utilizadas as relagdes BV/TV e BS/TV, que correspondem respectivamente a relacédo
de volume 6sseo com o volume total e a superficie 6ssea com o volume total. A
relacdo entre volume e superficie 6ssea é dada por BS/BV. Os indices derivados
foram calculados pela relacdo: Th.Th = 2 BV/BS, onde Th.Th mede a espessura
trabecular, Th.Sp mede a distancia entre uma trabécula e Tb.N = 0.5 BS/TV onde
Tb.N corresponde ao numero de trabéculas. Estes indices séo derivados a partir dos
indices primarios, assumindo um modelo de estrutura constante (modelo de placa) e
aplicando técnicas estereoldgicas. Os indices avaliados diretamente, Th.Th, Tb.Sp e
Th.N também foram mensurados. O advento das medi¢cbes 3D em alta resolucao

proporcionaram uma nova visédo da arquitetura trabecular éssea.

Bedini et al. (2009) demostraram que a microTC é um eficiente método
nao destrutivo e ndo invasivo, para visualizacgdo em 3D e mensuracdo da

morfometria da amostra de tecido 6sseo. O estudo consistiu na analise em 3D de
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quatro tipos de biomateriais utilizados como substitutos ésseos por meio da
microTC. Verificaram através da mensuracdo das imagens, que o0 0Sso bovino
liofiizado € o que apresenta uma maior porosidade e superficie, permitindo uma

maior penetracado e adeséo de células osteogénicas ao biomaterial.

O exame de microTC esta bem indicado para o estudo de tecidos duros,
pois possui uma reprodutibilidade volumétrica deste tecido, muito préximo do
tamanho real e sem distor¢cbes da amostra. Esta técnica pode ser utilizada também
para estudos em pacientes com perda 0ssea pela osteoporose, tumores 6sseos e
avaliacbes de biomateriais usados como substitutos 6sseos (CHAPPARD et al.,
2010).

Stephan et al. (2010) avaliaram a reparacdo 0ssea, por meio da aplicacao
de BMP; e citosan (biopolimero derivado do exoesqueleto de crustaceos) em um
defeito critico produzido na calvaria de ratos. Apés a analise por microTC com
quatro semanas in vivo e oito semanas ex vivo 0s autores verificaram que ja havia
tecido 6sseo maduro neoformado com quatro semanas e que a densidade e o
volume 6sseo dobraram na avaliagdo com oito semanas em relagdo ao primeiro
ponto de afericdo. Em suma, o exame de microTC foi bastante sensivel para medir a

neoformacédo éssea, mesmo em pequenos defeitos.

Park et al. (2011) avaliaram por meio da microTC e histomorfometria, a
regeneracao 0ssea, apos a aplicacdo de BMP, em defeito critico provocado na
calvaria de ratos. Quatro animais de cada grupo foram eutanasiados com duas e
quatro semanas apoés a cirurgia. Os tecidos, incluindo os locais cirtrgicos foram
colhidos e fixados em formalina a 10% e depois escaneados pelo aparelho de
microCT SkyScan 1172 (SkyScan, Kontich, Bélgica). O programa CTanalyzer foi
utilizado para calcular do volume de osso neoformado na regido do defeito. A
andlise foi repetida em diferentes escalas de cinza (50, 60, 65, 70, e 80) para
determinacdo de um threshold otimo. O threshold de 65 foi definido
automaticamente pelo programa. Verificaram ent&do, que os resultados obtidos pela
microTC com baixos thresholds estavam altamente correlacionados com a

histomorfometria.

A analise da microarquitetura 6ssea em 3D é uma técnica promissora,

para identificacdo de novos aspectos histopatologicos das doencas do 0sso. Foram
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descritas lesBes osteoporéticas induzidas por glicocorticéides, consideravelmente
diferentes de outros tipos de perda de massa 6ssea, através da imagem em 3D.

Ha possibilidade por meio de uma avaliacdo por imagem, identificar o aumento da
atividade osteoblastica em amostras de osso com mieloma multiplo. A microTC é
uma técnica rapida e eficaz para analise das mudancas do tecido 6sseo associadas
aos tumores benignos e malignos (CHAPPARD et al., 2010; JOHNSON et al., 2011).

Johnson et al. (2011) analisaram, por meio da microTC, as modificacdes
no tecido dsseo de ratos vivos, induzidas por tumores e verificaram que as imagens
em 3D eram capazes de mostrar, até mesmo, pequenas altera¢cbes Osseas. Os
dados indicaram que a microTC in vivo é um efetivo método para monitorar

longitudinalmente a destruicdo 6ssea provocada por tumores em modelo animal.

Rebaudi et al. (2011) avaliaram os efeitos da forca de insercdo de
microimplantes ortodonticos (MIO) com 1,6 mm de diametro, no osso mandibular de
ovelhas, previamente perfurados por brocas de 1 mm e 1,2 mm de diametro.
Utilizaram imagens produzidas por microTC, para mensurar a quantidade de 0sso
aderido ao MIO oito semanas depois da insercdo. Na perfuragcdo com broca de 1
mm houve uma diminuicdo de 43,25% no torque de remoc¢éao do MIO, em relagéao
ao torque de insercdo. Na perfuracdo com broca de 1,2 mm a diminui¢do do torque
de remocdo em relagdo ao de insergcéo foi de 18,2%, mostrando que brocas com
didmetro muito menores do que o diametro do MIO, podem levar a uma maior perda
0ssea na superficie do MIO. Em suma, o exame de microTC foi capaz de produzir
imagens com resolucdo de 20 um, sensiveis 0 bastante para se perceber, uma
grande perda de contato 6sseo. Esta perda foi diferente em relacdo ao diametro da

broca utilizada na perfuracéo inicial.
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3 PROPOSICAO

Este estudo pré-clinico se prop6s avaliar a fixacdo de enxertos 6sseos
autdgenos em calota de ratos por meio de imagens produzidas por microtomografia

computadorizada.

Especificamente, foi feita uma avaliagdo e comparacdo do volume Gsseo
na interface enxerto/leito receptor, utilizando o etil-cianoacrilato (Super Bonder Flex
Gel®) e parafusos de titanio como agentes de fixagcdo para a incorporacdo do

enxerto.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Todos os ratos foram tratados de acordo com os principios éticos para
pesquisas com animais, segundo o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA/UFJF), com o protocolo n°
15/2011.

4.2 Amostra

A amostra deste estudo foi composta por 12 ratos da espécie Rattus
novergicos albinus (Wistar), machos adultos, com aproximadamente trés meses de
idade e pesando entre 220 a 310 g. Todos os animais foram mantidos
individualmente em gaiolas sob luz e temperatura controladas e alimentados com
dgua e racdo comercial ad libitum no Biotério da Faculdade de Farméacia e
Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF, como nas orientacdes

propostas por Wolfensohn, Loyd (2003).

4.3 Fixagéo dos enxertos

O adesivo bioldgico utilizado foi o etil-cianoacrilato (Super Bonder Flex
Gel®, Loctite, S&o Paulo/SP, Brasil).

O parafuso utilizado foi de titanio com 1,4 mm de diametro e 10 mm de

comprimento (S.I.N., S&o Paulo/SP, Brasil).
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4.4 Grupos

A amostra foi dividida aleatoriamente em dois grupos de seis ratos: um
grupo controle (grupo Parafuso Titanio — PT), no qual foi utilizado um parafuso de
fixacdo interna rigida, para estabilizacdo do enxerto, e um grupo experimental (grupo
Super Bonder Flex Gel® - SB) com a aplicacdo do adesivo para estabilizar o enxerto
0sseo. As cirurgias foram realizadas por um cirurgido principal e um auxiliar, que

realizaram todos os procedimentos cirargicos, para uma maior padronizagao.

4.5 Preparo pré-operatério

Em todas as etapas cirargicas foram utilizados equipamentos de protecao
individual como 6culos, gorro, mascara, jaleco e luvas estéreis. A antissepsia das
maos e antebracos foi feita com PVPI degermante (Polivinil Pirrolidona lodo a 1%,
Ind. Quimica Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto/SP, Brasil.). Os animais foram

submetidos a um jejum liquido e solido por 10h antes do procedimento cirargico.

4.6 Anestesia dos animais

Os ratos foram posicionados em decubito dorsal, imobilizados pela méo
de um dos operadores e submetidos a anestesia. O correto posicionamento e
imobilizacdo do animal sdo de suma importancia, para que nao haja perda do

volume anestésico, necessario para sedacao (Figura 1).
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Figura 1l Anestesia do animal.

As drogas anestésicas foram injetadas por via intra-peritoneal na regiao
abdominal. A medicacdo anestésica consistiu de uma associacdo de Cloridrato de
Quetamina a 5% (VETANARCOL® , Konig S.A., Avellaneda, Argentina), na
dosagem de 60mg/kg e Cloridrato de Xilasina a 2% (KENSOL® , Bayer S.A., S&o
Paulo/SP, Brasil) na dosagem de 5mg/kg. Apds a avaliagdo afirmativa de que o
animal estava anestesiado, a tricotomia da regido da calota craniana foi realizada

com uma maquina de barbear (Figura 2).

Figura 2 Tricotomia na regido da calota craniana.



34

A antissepsia pré-operatéria do rato foi realizada com PVPI tdpico
(Polivinil Pirrolidona lodo a 1%, Ind Quimica Rioquimica Ltda., S&o José do Rio
Preto/SP, Brasil.).

4.7 Técnica e materiais cirargicos

ApOs o preparo pré-operatorio, o animal foi posicionado em decubito
ventral sobre uma placa aquecida a 37 °C graus, para manutencao da temperatura

corporal durante o procedimento (Figura 3).

Figura 3 Posicionamento do animal na placa aquecida.

Apoés a infiltragédo de 0,6 ml de lidocaina a 2% com adrenalina 1:100.000
(ALPHACAINA, DFL, Rio de Janeiro/RJ, Brasil) na regido subcutanea, com a
finalidade de vasoconstricdo, realizou-se uma inciséo do tipo bicoronal na calota
craniana dos animais com cabo de bisturi n® 3 (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontoldgico Ltda., Sdo Caetano do Sul/SP, Brasil.) e lamina 15C (Solidor, Suzhou
Kyuan Medical Apparatus Co Ltda., China). Em seguida, a divulsdo subperiosteal foi
realizada com descolador de Molt (TRINITY Periodontia, Sdo Paulo/SP, Brasil), para
exposicao dos ossos parietais do animal (Figura 4). Os tecidos foram afastados com
auxilio de uma pinca de Adson (RHOSSE, Instrumentos cirdrgicos Ltda., S&o
Paulo/SP, Brasil).



35

Figura 4 Exposi¢do cirirgica da calota craniana.

Em seguida, realizou-se uma osteotomia retangular para remoc¢ao do
bloco 6sseo, mantendo a integridade da dura-mater e do cérebro, tendo como
referéncias antero-posterior a sutura coronal e lambdoide e latero-lateral a sutura
interparietal e a linha temporal. As dimensGes do bloco 6sseo foram de
aproximadamente 0,5 por 0,7mm. O mesmo foi removido do osso parietal esquerdo
dos animais com a broca tronco-cbnica 699 (KOMET, Sado Paulo/SP, Brasil)
adaptada a uma pecga reta (KAVO, Joinville/SC, Brasil), conectada a um motor
elétrico (BLM 600, Driller, Jaguaré/SP, Brasil) a 1200 rpm, sob irrigacdo constante
com soro fisiolégico (Darrow Laboratério Ltda, Areal/RJ, Brasil). Apds a osteotomia,
0 enxerto 6sseo foi removido do 0sso parietal esquerdo com ajuda de um descolador
de Molt (TRINITY Periodontia, Sdo Paulo /SP, Brasil) (Figura 5) e imediatamente

imerso em uma cuba com soro fisioldgico.
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Figura5 A) Osteotomia do enxerto na regido parietal do grupo SB. B) Destacamento do
enxerto.

No grupo PT, o enxerto foi perfurado na regido central para passagem do
parafuso, antes de ser totalmente removido da regido doadora. Para devida fixacao
do enxerto no leito receptor foi realizada uma perfuracdo com uma broca tronco-

cOnica 702 para a adaptacao e estabilizacao do parafuso (Figura 6).

Figura 6 A) Osteotomia do enxerto no osso parietal no grupo PT, mostrando a
perfuracdo para fixagdo do parafuso. B) Perfuragdo para fixacdo do parafuso no
leito receptor.

Em seguida, o enxerto foi fixado no osso parietal direito, com parafuso
bicortical de 1,4 mm de espessura por 2 mm de comprimento (S.I.N., Sdo Paulo/SP,
Brasil), com auxilio de uma chave fornecida pelo fabricante. Como o fabricante ndo
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possui parafuso com comprimento de 2 mm, um parafuso de 10 mm foi cortado com
o auxilio de um alicate estéril, até a segunda espira, para ficar com a medida
adequada (Figuras 7 e 8).

Figura 7 A) Parafuso de titdnio com 10 mm de comprimento. B) Corte do parafuso
com alicate.

Figura 8 A) Fixacdo do enxerto. B) Enxerto fixado com parafuso de titanio.

No grupo SB o fragmento ésseo foi removido do osso parietal esquerdo e
fixado no osso parietal direito, com o adesivo etil-cianoacrilato (SUPER BONDER
Flex Gel®, Loctite, Sdo Paulo/SP, Brasil). A aplicacdo do adesivo foi realizada por
meio de uma seringa e agulha de insulina (Becton Dickinson, S&do Paulo/SP, Brasil),
na quantidade de uma gota por bordo equivalente a 0,01ml, nas quatro margens do
bloco, aguardando a tomada de presa do adesivo. Uma pressao no sentido

perpendicular ao enxerto foi realizada para evitar que o adesivo penetrasse na
interface enxerto/leito receptor (Figura 9).
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Figura9 A) Osteotomia do enxerto do grupo SB. B) Fixagdo do enxerto com o adesivo
aplicado nos bordos do bloco.

A sintese da ferida foi realizada com um porta-agulha tipo Mayo-Hegar
(Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontoldgico Ltda., Sdo Caetano do Sul/SP,
Brasil); pinga Adison (Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontolégico Ltda., S&o
Caetano do Sul/SP, Brasil); tesoura para Iris (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico Ltda., Sdo Caetano do Sul/SP, Brasil) e fio de sutura de nylon 4,0
(Technofio, ACE, Industria Comércio Ltda., Goiania/GO, Brasil), com pontos simples
interrompidos (Figura 10).

Figura 10 Sutura com pontos simples.



39

4.8 Pés-operatorio

Apos o procedimento cirargico foi administrada, em cada animal, uma
dose de 5mg/kg de morfina intra-muscular na regido medial da coxa, de 8 em 8h
por dois dias, sendo a primeira dose aplicada logo apdés o término da cirurgia.
(WOLFENSOHN; LOYD, 2003).

4.9 Obtencao dos Espécimes

Apdés 30 dias do procedimento cirargico, os 12 animais foram
eutanasiados com dose letal de Quetamina 180mg/kg (ESTEVES et al., 2011).
Depois da eutanasia dos animais foi colhido o material enxertado para andlise
microtomografica, em ambos os grupos. O o0sso parietal foi osteotomizado na regido
enxertada, com broca tronco-conica 701, com margem de 3 mm das bordas do
enxerto, excetuando-se a borda medial o enxerto que coincide com a regido doadora
(Figuras 11 e 12).

Figura 11 A) Osteotomia do bloco ésseo contendo o enxerto no grupo PT. B)
Espécime a ser avaliado pela microTC.
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Figura 12 A) Osteotomia do bloco 6sseo contendo o enxerto no grupo SB. B)
Espécime a ser avaliado pela microTC.

A seguir, os espécimes de ambos os grupos foram fixados em formalina a
10% por no minimo 24h. Apés este periodo foi realizada a quantificacdo estrutural

por imagem de microtomografia computadorizada.

4.10 Aquisicao das Imagens

O sistema de microtomografia de raios X é composto por um tubo de raios
X de micro foco, com fonte de alta tensdo (100 kv), um porta-amostra com
manipulador de precisdo e um detector baseado em uma camera CCD de 10Mp
(4000 x 2300 pixels), conectados a um computador de controle e aquisicdo de dados
(host), interligado em rede a um cluster de computadores utilizados na reconstrucao

das imagens microtomogréficas.

As imagens foram adquiridas por meio do aparelho de microtomografia
(SkyScan, Kontich, Bélgica modelo 1172) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto (FORP-USP) e manipulado por apenas um operador, para padronizacdo das
imagens (Figura 13).
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Figura 13 Aparelho de microTC (Skyscan modelo 1172, Kontich , Bélgica,).

Os espécimes foram embalados em papel filme para evitar sua
desidratacdo, quando expostos ao calor interno do aparelho, no momento da captura

das imagens (Figuras 14 e 15).

Figura 14 Espécime do grupo PT embalado em papel filme.
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Figura 15 Espécime do grupo SB embalado em papel filme.

A seguir, cada um dos espécimes obtidos foi estabilizado no porta-
amostra, a fim de se obter um alinhamento vertical, evitar deslocamentos durante a
movimentacdo angular e manutencdo do campo visual do detector de radiacéo
(camera CCD). As imagens foram produzidas com uma resolucdo de 14um em

formato TIFF, com os arquivos variando entre 6,4 a 7.2 Gb (Figura 16).

Figura 16 Espécime estabilizado no porta-amostra para aquisi¢cdo da imagem.

Apds a captura, as imagens foram processadas pelo software Data
Viewer versdo 1.4 (SkyScan, Kontich, Bélgica) e analisadas pelo programa CT

analyzer versdo 1.10.11.0 (SkyScan, Kontich, Bélgica) para quantificacdo estrutural,
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pelo mesmo operador. Para esta afericdo foi utilizado o computador modelo

Ultrabook core i5 (Samsung, Coréia do Sul).

4.11 Processamento das imagens

AplOs a captura, as imagens foram processadas pelo programa Data
Viewer (Figura 17) para correcdo e posicionamento dos planos transaxial, sagital e
coronal. O plano transaxial foi selecionado para andlise das imagens, pois mostra
toda a interface enxerto/leito receptor no bordo maior do enxerto. A seguir as
imagens reposicionadas foram salvas, para posterior analise microestrutural pelo

software CTanalyzer.

IlA(hons View Options

@ > o K, R QE MO (g2

Qe Contro

Color/ Data range

I™ Inverse |Color 2 v|

I~ Smooth

Position

lFor Help, press F1 3D(disk)

Figura 17 Reposicionamento dos planos da imagem pelo software Data Viewer.
A) plano coronal, B) plano transaxial, C) plano sagital.
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4.12 Analise das imagens

Na sequéncia, ap0s o reposicionamento das imagens foi realizada a
analise das mesmas pelo programa CTanalyzer. Este software € usado para
quantificar estruturalmente o tecido &sseo mineralizado, escaneado pelo
microtomégrafo e gerar parametros de area, distancia, percentual e volume das
estruturas. Estes parametros foram propostos pela nomenclatura de
histomorfometria 6éssea descrito por Parfitt et al. (1987) e adotados pela Sociedade
Americana de Pesquisa Ossea e Mineral (ASBMR). Inicialmente, quando o
microtomégrafo faz o escaneamento do espécime 0sseo, gera apenas imagens
bidimensionais (2D), por meio de um agrupamento de pixels na forma de linhas com
espessura de 14 pm cada. Ap6s a selecdo das linhas, a binarizacdo e a
determinacao do tamanho da regido de interesse do objeto (ROIl), o software une as
linhas e as transforma em uma imagem tridimensional (3D), por meio de um

agrupamento de voxels.

4.12.1 Selecgao das linhas do enxerto na imagem

As linhas para binarizacdo e aplicacdo da regido de interesse do objeto
(ROI) foram selecionadas e agrupadas em cada imagem em ambos 0S grupos.
Apenas as linhas relacionadas a area de interface enxerto/leito receptor foram
analisadas pelo programa apés a selecdo. Esta selecao foi feita pela marcacao da
linha, onde o enxerto se inicia (Bottom) (Figura 18), até a linha onde o enxerto
termina na imagem (Top) (Figura 19). Para padronizacdo do tamanho da area de
interesse a ser analisada, todas as imagens tiveram o mesmo numeros de linhas.
Este numero foi adquirido pela média da soma de todas as linhas. O numero de 414
linhas estabelecido pela média de linhas de todas as imagens foi utilizado para a
leitura do programa. Para facilitar a binarizacdo e o posicionamento da ROI nas
imagens, uma linha base, intermediaria as 414 linhas, foi escolhida (Figura 20). Esta
linha localizou-se na metade da sequéncia de cortes selecionados previamente e foi
estabelecida pelas 414 linhas divididas por dois, acrescentando-se a esta divisdo ao

ndmero da linha bottom.
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Figura 18 Selecéo da linha inicial do enxerto na imagem
pelo software CTanalyser (Bottom).
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Figura 20 Selecao da linha base (intermediaria).

4.12.2 Binarizagao das imagens

A sequir, foi realizada a binarizacdo das imagens, para que o software
pudesse fazer a leitura dos pixels. A segmentacao das imagens € importante, pois o
programa nao consegue interpretar os pixels em tons de cinza, deste modo sao
transformados em um sistema binario de cores. Assim, os pixels marcados em
branco representaram o tecido 0sseo mineralizado, enquanto que o0s pixels

marcados em preto representaram o tecido ndo mineralizado (Figura 21).
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Figura 21 Imagem binarizada. Em branco o tecido mineralizado
e em preto o tecido ndo mineralizado.

A selecédo do threshold para as 12 imagens foi realizada visualmente de
acordo com Bouxsein et al. (2010), variando de 14 a 25 escala de cinza de uma
escala que vai de 0 até 255. Nao foi adotado o uso de um threshold Unico, pois cada
imagem possuiu uma densidade Ossea diferente. A escolha de um threshold para
cada imagem baseia-se na similaridade com a imagem original ainda né&o
binarizada. A utilizacdo de um mesmo threshold para todas as imagens pode

ocasionar resultados sub ou superestimados (Figura 22).

Figura 22 A) Imagem original, B) Imagem binarizada
com threshold correto, C) Imagem binarizada com
threshold elevado, D) Imagem binarizada com threshold
baixo. Fonte: Bouxsein et al. (2010).
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4.12.3 Definicdo das ROIls

AplOs a binarizacdo das imagens foi definida uma ROI no formato
retangular, pois esta geometria foi a que mais se aproximou do formato das imagens
no plano selecionado. A determinacdo das ROIs serviu para filtrar a leitura do
software apenas nas regides selecionadas. Foram estabelecidas duas ROIs para
cada imagem, localizadas no bordo direito e no bordo esquerdo da imagem

aplicadas na linha base (Figura 23).
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Figura 23 ROI em vermelho posicionada no lado direito da imagem.

As dimensdes da ROI foram baseadas a partir do grupo PT, pois a
presenca do parafuso na regido central da imagem poderia acarretar formagéo de
artefato e ocasionar uma leitura incorreta pelo programa. Desta forma, apenas os
bordos da imagem puderam ser utilizados para aplicacdo da ROI. Este
posicionamento dos retangulos da ROI também foi adotado para o grupo SB, para
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que uma mesma area da imagem fosse comparada entre os grupos. A largura do
retangulo das ROlIs foi definida baseando-se na linha base da imagem do grupo PT,
gue possuisse a menor distancia entre a extremidade da cabeca do parafuso e o
angulo cortical do bordo do enxerto. Assim a largura do retangulo da ROI foi
estabelecida em 2,0 mm para os lados direito e esquerdo de todas as imagens de
ambos os grupos (Figura 24). A altura do retangulo variou de acordo com a
espessura do conjunto enxerto/leito receptor. A média da area do retadngulo da ROI

de ambos os lados para os dois grupos foi de 2,52 mm?.

Altura variavel

Largurade 2,0 mm

Figura 24 As dimensdes da ROI foram baseadas a partir do grupo PT.

Foi determinado que o posicionamento do retangulo do lado direito fosse
o espelho do lado esquerdo para os dois grupos. Entdo, o angulo supero-medial do
retdngulo tangenciou a cortical externa do enxerto, o angulo infero-lateral tangenciou
a cortical interna do leito receptor e o angulo supero-lateral do retangulo,

posicionando-se alinhado ao angulo lateral da cortical do enxerto (Figura 25).
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Figura 25 Tamanho e posicionamento da ROI na imagem.

Apos definido o tamanho e o posicionamento correto da ROI, foi dado o
comando ao software para aplicar estas dimensdes em todas as 414 linhas
selecionadas previamente. Deste modo foi transformada uma ROl em um VOI
tridimensional, por meio da unido dos pixels de cada ROI em todas as linhas
selecionadas, convertendo-os em voxels isotrépicos de 14 pm?®. Desta forma, o
programa conseguiu fazer a leitura dos voxels e gerar dados volumétricos das

regides selecionadas.

4.12.4 Anéalise em 3D

Apos a formacgédo dos 24 VOIs, os mesmos foram extraidos e submetidos
a uma analise morfolégica em 3D, adotada pela ASBMR. Os VOIs foram
processados pelo programa para gerar parametros volumétricos e de densidade
0ssea, conforme propostos por Parfitt et al. (1987); Hildebrand et al. (1999); Bedini et
al. (2009) e Bouxsein et al. (2010):
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1 - Parametros volumeétricos:

Volume Total (TV): quantidade de voxels dentro do volume total de interesse,
expresso em mm?;

Volume Osseo (BV): quantidade de voxels presentes apenas no tecido 6sseo
mineralizado, expresso em mm?;

Fracio do Volume Osseo (BV/TV): volume 6sseo dividido pelo volume total,

expresso em %.

2 — Parametros densidade 6ssea:

Espessura trabecular (Tb.Th): média da espessura das trabéculas, expressa
em mm, determinada pelo diametro maximo de esferas que se enquadram
dentro da trave 0ssea (Figura 26);

Distancia entre as trabéculas (Tbh.Sp): média da distancia entre as trabéculas
expressa em mm, determinada pelo didmetro maximo de esferas que se
enquadram entre as traves 0sseas (Figura 26);

Numero de trabéculas (Tb.N): mensuracdo da média do niumero de trabéculas

por unidade de comprimento, expresso em 1/mm.
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Figura 26 Representacdo esquematica do método em 3D. Aplicagdo das
esferas para calcular a Tb.Th e Th.Sp. Fonte: Bouxsein et al. (2010).
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4.13 Anélise Estatistica

Os resultados de cada parametro (TV, BV, BV/TV, Tb.Th, TB.Sp e Th.N)
produzidos pelo programa CTanalyzer foram submetidos a andlise descritiva para a
obtencdo da média, desvio padrdo, minimo e maximo. Para tal, os valores dos 12
VOIs de cada grupo foram somados, para que a descricdo dos dados fosse
realizada por meio da média da soma de todos os VOIs e ndo houvesse distingao
entre os lados da imagem. Os dados das médias de todos os parametros, dos
grupos PT e SB foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney de
variaveis independentes. Apesar de no teste de normalidade dos dados
(Kolmogorov-Smirnov), todas as distribuicbes terem sido consideradas normais
(p>0,05) a prova de Mann Whitney U foi utilizada, por se tratar de um numero
amostral pequeno. Embora, nos testes de distribuigéo livre a normalidade n&o seja
um pressuposto, o fato dos dados terem sido normais refletiu a homogeneidade das
medidas obtidas nos animais. Depois foram realizadas as correlacdes entre cada
parametro dos grupos PT e SB separadamente e em grupo, por meio do coeficiente
de Spearman. O valor do coeficiente de correlacédo (r) varia de -1,0 a +1,0 onde o
zero significa auséncia total de correlacdo. O coeficiente de correlacdo entre 0,3 e
0,5 indica correlacéo fraca, entre 0,5 e 0,7 moderada e acima de 0,7 a correlacéo &
elevada. A correlacdo pode ser positiva (0 aumento de uma variavel, aumenta a
outra) ou negativa (0 aumento de uma variavel, diminui a outra). Em seguida foi
aplicado um modelo de regressao linear. Toda a andlise estatistica foi realizada por
meio do programa SPSS for Windows versdo 13.0. Para todos os testes,

considerou-se o nivel de significancia de 5% (p<0,05).



53

5 RESULTADOS

5.1 Anélise descritiva

Os parametros volumétricos (TV, BV, BV/TV), e de densidade (Tb.Th,
Th.Sp, Th.N), da microarquitetura do enxerto 6sseo em bloco, realizado na calota
de ratos dos grupos PT e SB estdo demonstrados na Tabela 1. Em relacdo aos
parametros volumétricos, a meédia do volume total (TV) do grupo SB foi maior que o
grupo PT, ocasionada por uma maior distancia entre o enxerto e o leito receptor,
apoés a tomada de presa do adesivo. A média do volume 6sseo (BV) e do BV/TV foi
maior no grupo PT do que no grupo SB, ou seja, a propor¢cdo de tecido 6sseo em
relacdo ao volume total de tecido foi maior no grupo controle (PT). Em relacdo aos
parametros de densidade O0ssea, a média da espessura das trabéculas (Tb.Th) do
grupo PT foi superior ao do grupo SB. Ambos o0s grupos obtiveram médias
semelhantes do namero de trabéculas por mm (Th.N). A média da distancia entre as
trabéculas no grupo PT foi inferior a do grupo SB, sugerindo uma maior densidade

0ssea do grupo controle em relacdo ao grupo experimental.

Tabela 1 Analise descritiva dos parametros do grupo PT e SB.

Grupo PT n=6 Grupo SB n=6

Parametros Média Dp Méximo  Minimo Média Dp Méximo  Minimo

TV (mm°®) 17,19 +1,39 19,23 15,08 18,34 +1,79 20,05 16,07

BV (mm°) 9,4 +1,08 10,82 8,19 8,92 +1,05 10,58 8,92

BVITV (%) 55,03 +4,29 59,96 49,21 49,08 4,44 53,06 43,41
Th.Th (mm) | 0,32 +0,03 0,36 0,28 0,28 +0,04 0,33 0,24
Th.Sp (mm) | 0,35 +0,03 0,40 0,32 0,41 +0,03 0,45 0,37
Tb.N (/mm) 1,7 0,23 2,06 1,39 1,71 0,18 2,04 1,57
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5.2 Andlise comparativa entre os grupos controle e experimental

Apesar de a analise descritiva ter apresentado valores das médias a favor
do grupo PT, o teste U de Mann Whitney conforme a Tabela 2, ndo mostrou
diferenca significativa (p<0,05) entre 0s parametros propostos, com excecao da
distancia entre as trabéculas. O grupo SB apresentou uma Th.Sp maior que o grupo
PT (p=0,015), com significancia estatistica. Este dado evidencia a presenca de uma
maior densidade do tecido 0sseo no grupo controle, em relacdo ao grupo
experimental, ou seja, quanto maior for a distancia entre uma trabécula e outra, mais

medular é o tecido 6sseo.

Tabela 2 Comparacdes das médias entre 0s grupos.

Grupo PT x Grupo SB

TV BV  BV/TV Tb.Th Tb.Sp Tb.N

Mann Whitney U 12,000 13,000 7,000 11,000 3,000 17,000

p valor 0,394 0,485 0,093 0,310 0,015 0,937

Teste ndo paramétrico de Mann Whitney
Nivel de significAncia p<0,05

* Diferenca estatisticamente significativa

De acordo com o Gréfico 1, o grupo SB apresentou uma distancia entre
as trabéculas, variando entre 0,37 a 0,45 mm, enquanto que no grupo PT a

separacao inter-trabecular variou de 0,32 a 0,40 mm.
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Grafico 1 Variagcdo da Tb.Sp nos grupos PT e SB.

5.3 CorrelagBes entre os parametros volumétricos e de densidade 6ssea

Foram realizadas correlacbes entre todos os parametros por meio do
teste de Spearman. As correlacdes significativas sao relagdes numéricas entre duas
variaveis quantitativas para (p<0,05). Estas correlacdes foram realizadas entre os
grupos separadamente (intra-grupos) e agrupados (inter-grupos). As correlacdes
representadas nos graficos 2, 3 e 4 foram entre os parAmetros de densidade 0ssea.
As correlacBes representadas pelos graficos 5 e 6 foram entre os parametros

volumétricos e de densidade 6ssea.

5.3.1 Correlacdes intra-grupos

Houve uma correlacdo negativa e elevada (r= -0,83, p=0,042) entre o
Tb.N e a Tb.Th, no grupo PT e uma correlacdo semelhante (r= -0,84, p=0,036) no
grupo SB. Espera-se que, quanto mais espessa for a trabécula éssea, menor sera o

namero delas por mm, sugerindo maior densidade 6ssea (Grafico 2).
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Grafico 2 Correlagdo entre Th.Th e Th.N nos grupos PT e SB.

Houve uma correlacdo positiva e elevada (r= 0,93, p= 0,008) entre a
Th.Sp e a Th.Th do grupo PT. Esta correlacdo significa que, quanto maior for a

espessura da trabécula, maior é a distancia entre elas. (Grafico 3).
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Grafico 3 Correlagédo entre Th.Sb e Th.Th no grupo PT.

Existiu uma outra correlacdo negativa e elevada (r=-0,92, p= 0,008) entre
a Th.Sp e o Th.N no grupo PT. Quanto maior for a distancia entre as trabéculas

O0sseas, menor é 0 seu numero por mm (Grafico 4).
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Gréfico 4 Correlagdo entre Th.Sp e Th.N no grupo PT.

Houve uma correlagdo positiva e elevada (r= 0,84, p= 0,036) entre o
BV/TV (parametro volumétrico) e a Th.Th (parametro de densidade) no grupo SB.
Quanto maior for a proporcdo de osso em relacdo ao volume total de tecido,

possivelmente, a espessura das trabéculas da medular deste o0sso sera maior

(Grafico 5).
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Grafico 5 Correlag&o entre BV/TV e Th.Th no grupo SB.

Uma correlagédo positiva e elevada (r= 0,89, p= 0,015) entre 0 BV e a
Tbh.Th no grupo SB. Quanto maior for o volume 6sseo, supfe-se que haja uma maior

espessura trabecular (Gréfico 6).
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Gréafico 6 Correlacao entre o BV e a Th.Th, no grupo SB.

5.3.2 Correlagdes intergrupos

Reunindo-se os grupos PT e SB, a mesma correlacdo negativa e elevada

(r=-0,64, p=0,025) ocorre entre o Th.N e a Tb.Th, vista no (Grafico 7). Quanto mais

espessa for a trabécula 6ssea, havera um menor niumero delas por mm, sugerindo

maior densidade 6ssea.
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Grafico 7 Correlagdo entre Th.Th e Th.N, quando feita nos dois grupos reunidos.
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Uma outra correlacdo negativa e elevada intergrupos (r= -0,70, p= 0,012)
ocorreu entre a BV/TV e a Th.Sp. Quanto maior for a distancia entre as trabéculas,
maior é a presenca de espaco medular com 0sso pouco mineralizado, pressupondo
uma menor proporcdo de tecido 0sseo em relacdo ao volume total de tecido
(Gréfico 8).
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Grafico 8 Correlacdo entre a Th.Sp e a BV/TV, quando feita nos dois grupos reunidos.

5.4 Modelo de Regresséo

Uma vez que as variaveis quantitativas apresentaram correlacdes entre
si, o modelo de regressédo linear simples serve para verificar se a variavel
dependente (BV/TV) é explicada pelas variaveis independentes (todas as demais).
Pelo método de Stepwise, definiu-se que 54% da variabilidade é dependente da
variavel BV/TV. Verificou-se também, que a distribuicAo amostral dos residuos foi

normal, homocedastica e que os erros sao descorrelacionaveis.
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6 DISCUSSAO

Estudos experimentais (SASKA et al., 2009; NETO et al., 2010; ESTEVES
et al., 2011) tém demonstrado resultados similares na fixacdo de enxertos 0sseos
em bloco, realizados em ratos e coelhos, quando utilizados o parafuso de titanio e
0s cianoacrilatos. Porém, nenhum estudo verificou a capacidade do etil-cianoacrilato
de promover a fixacdo e incorporacdo de enxertos 0sseos em calota de ratos,

analisada por meio de imagens geradas por microTC.

De acordo com Bedini et al. (2009), a necessidade por um método néo
destrutivo, ndo invasivo e que permita a visualizacao de um espécime em 3D, faz da

microTC uma técnica de exceléncia no estudo do tecido 6sseo.

Na presente investigacao foi utilizado um voxel isotrépico de 14 um?. Esta
resolucédo foi capaz de detectar pequenas formacdes de tecido 6sseo em ambos 0s
meétodos de fixacdo analisados. Segundo Umoh et al. (2009), um voxel isotrépico de
45 pm?® foi suficiente para se obter correlaces estatisticamente significativas e
elevadas, entre a microTC e a histomorfometria na analise da microarquitetura

6ssea em calvaria de ratos.

No presente estudo todos os espécimes de enxerto fixados com adesivo
etil-cianoacrilato e todos os espécimes de enxerto fixados com parafuso de titanio
mostraram imagem sugestiva de formacdo de tecido 6sseo mineralizado, entre o
enxerto e o leito receptor, detectado pelo exame de microTC. Em uma das imagens
do grupo SB, a formacdo de tecido 0sseo mineralizado foi mais intensa,
preenchendo uma grande parte da interface entre os fragmentos, como verificado na
Figura 27. A presenca de espagos escuros na imagem sugere uma penetracdo do
adesivo ou uma proliferacdo de fibroblastos oriundos do tecido conjuntivo adjacente,
e/ou a presenga de uma matriz osteoide, ainda ndo mineralizada e ndo captada pelo
aparelho de microTC (PARK et al., 2011).
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Figura 27 Formacédo de tecido ésseo mineralizado na interface do enxerto
fixado com etil-cianoacrilato.

As imagens sugestivas de formacdo de pontes Osseas apresentadas
neste estudo, ndo foram confirmadas no trabalho de Bas et al. (2012), que nao
verificaram por meio de analise histolégica a formacdo de 0sso, entre os enxertos
removidos da tibia de coelhos e o leito receptor, fixados com n-butil-cianoacrilato,
apos 12 semanas de incorporacdo. Os autores ressaltaram que o método de
aplicacdo do adesivo foi na superficie 6ssea, o que pode ter contribuido para
obtencéo de resultados desfavoraveis. O mesmo método de aplicacdo foi realizado
por Saska et al. (2009), que também relataram a presenca do adesivo etil-
cianoacrilato na interface em até 120 dias ap0s a sua aplicacdo. No presente estudo,
a metodologia de aplicacdo de adesivo foi distinta dos métodos propostos
anteriormente, porém similar a técnica proposta por Neto et al. (2010), que fizeram a
deposicado do adesivo nos bordos do enxerto e ndo em toda a sua superficie. Assim,
nado detectaram a presenca do n-butil-cianoacrilato, apds 42 dias de incorporac¢éo do
enxerto. Por outro lado, Esteves et al. (2011) verificaram em seu estudo que, mesmo
permitindo a manutencdo e estabilidade do enxerto por 30 dias de
acompanhamento, a persisténcia do etil-cianoacrilato na interface enxerto/leito

receptor ndo permitiu a formacéo de tecido 6sseo neste local.

Estes diferentes resultados podem advir dos métodos de aplicagédo
descritos e da viscosidade do produto. Em nenhum dos estudos analisados (SASKA
et al., 2009; NETO et al., 2010; ESTEVES et al., 2011; BAS et al., 2012) foi descrita
claramente a técnica de aplicacdo do adesivo, a quantidade de adesivo utilizado

para fixacdo e nem os instrumentos de inser¢cao do material.
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No presente estudo foi utilizado e descrito um criterioso método de
aplicacdo do adesivo. O etil-cianoacrilato foi depositado nos bordos do enxerto por
meio de uma seringa e agulha de insulina, na quantidade de uma gota por margem,
contendo 0,01 ml da cola/gota. O uso de um material mais viscoso também serviu
para evitar seu escoamento para a superficie do leito receptor. A penetracdo do
adesivo entre os fragmentos interfere diretamente nos resultados pela alteracdo no
reparo do tecido 6sseo (SASKA et al., 2009; ESTEVES et al., 2011).

Na analise descritiva, o grupo PT apresentou médias mais elevadas do
que o grupo SB nos parametros volumétricos (BV e BV/TV) e na espessura
trabecular (Tb.Th). Possivelmente, o método utilizado para o posicionamento das
ROls teve grande influéncia a favor do grupo PT, na composi¢ao destes resultados.
Como no grupo PT havia o parafuso na regido central da imagem, para a
padronizacdo do método, as ROIs sO6 puderam ser posicionadas nos bordos da
imagem. Para seguir a padronizacdo, as ROIs também foram posicionadas nos
bordos da imagem no grupo SB. Contudo, deixou-se de contabilizar inUmeros pixels
de tecido 6sseo mineralizado, presentes na regido central das imagens do grupo

experimental (Figura 28).

Figura 28 Regido central da imagem do grupo SP, que néo foi analisada
pelo programa CTanalyzer.
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Comparativamente, no teste U de Mann Whitney ndo houve diferenca
significativa na maioria dos parametros avaliados, entre os grupos PT e SB. Sugere-
se entdo, a partir de imagens geradas por microTC, que o método de fixacdo por
meio do adesivo etil-cianoacrilato em ratos proporciona estabilidade suficiente ao
enxerto 6sseo autdégeno em bloco, permitindo a formacdo de tecido 6sseo e sua
incorporacdo, no periodo proposto. O Unico pardmetro, em que ocorreu uma
diferenca significativa foi a Th.Sp, que foi maior no grupo SB, no qual uma maior
distancia entre as trabéculas, pressupde um tecido 6sseo mais medular e esponjoso.
Entretanto, este pardmetro esté relacionado apenas com a densidade e ndo com a
formacao Ossea. Para que haja incorporacdo do enxerto, basta que o mesmo fique
estavel, que nao haja espaco morto entre os fragmentos e tenha suporte sanguineo
adequado (BEDINI et al., 2009; CORINALDESI et al., 2009).

A maioria das correlacdes entre os parametros de densidade, que foram
estatisticamente significativas, seguiram os padrfes da microarquitetura do tecido
0sseo. A correlacado entre espessura (Th.Th) e numero de trabéculas (Th.N) foi
inversamente proporcional (grupos PT e SB), assim como a correlacdo entre
distancia inter-trabecular (tb.Sp) e numero de trabéculas (Th.N) (apenas no grupo
PT). Somente a correlacdo (r= 0,93, p= 0,008) entre os parametros de densidade
(Tb.Th x Th.Sp do grupo PT) mostrada no Gréfico 3, ndo apresentou uma coeréncia
com os padrbes da microarquitetura éssea propostos por Brandi (2009), pois um
aumento na espessura de uma trabécula reflete em uma menor distancia para a
trabécula adjacente, quando analisada em uma mesma area de tecido 6sseo. As
correlacdes entre os parametros de densidade e os paradmetros volumétricos
também atenderam aos padrfes da microarquitetura 6éssea no grupo SB, visto que,
guanto maior for BV ou BV/TV maior devera ser a espessura das trabéculas (Tbh.Th).
Esta correlacdo corrobora com o estudo de Hildebrand et al. (1999), que também
verificaram uma correlagéo positiva e elevada entre a Tb.Th e o BV/TV, gerados por
meio de microTC. Contudo, um aumento do volume 6sseo, ndo esta relacionado,
necessariamente, com a densidade deste mesmo tecido. Nas etapas iniciais da
reparacdo Ossea ha formacdo de tecido ainda pouco mineralizado e muito
esponjoso. Com o transcorrer do tempo o tecido 6sseo vai se mineralizando e se
tornando menos medular, aumentando, assim, sua densidade. Como no presente

estudo, o tempo de avaliacdo foi de 30 dias, espera-se encontrar neste estagio de
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maturacdo, um bom volume de tecido 6sseo neoformado, associado a uma maior

densidade 6ssea.

Durante o processo de binarizacdo das imagens foi determinado para
este estudo o uso de um threshold manual e variavel, de acordo com as diferencas
de densidade Ossea observadas em cada amostra (BOUXSEIN et al.,, 2010).
Embora Maréchal et al. (2005) e Park et al. (2011) utilizaram um threshold global
para determinar a escala de cinza de todas as amostras, o uso de um threshold fixo
para todas as imagens pode ocasionar uma leitura errbnea do software, produzindo
resultados sub ou superestimados da quantidade de voxels, que estdo envolvidos
com tecido 6sseo mineralizado (BOUXSEIN et al., 2010).

Park et al. (2011) avaliaram a inducdo de formacdo éssea apoOs a
aplicacdo de BMP, em defeito critico na calvaria de ratos por imagens de microTC,
com uso de diferentes thresholds. Verificaram que o volume 6sseo neoformado nas
imagens analisadas, com baixos thresholds, teve uma correlagdo elevada com a
andlise histomorfométrica, enquanto que as imagens com thresholds altos ndo se
correlacionaram com a histomorfometria. A utilizagcdo de um threshold abaixo de 50
favorece a deteccdo de tecido 6sseo pouco mineralizado, obtendo-se resultados
volumétricos e de densidade mais precisos. Este achado corrobora com o presente
estudo, pois apesar de ter sido utilizado um threshold variavel (14 — 25 escala de

cinza) para cada imagem, todos foram abaixo de 30.

Em uma amostra do grupo PT houve reabsorcdo Ossea detectavél no
bordo direito da imagem, o que contribuiu para ndo contagem de voxels na regiao.
No grupo SB, ndo ocorreu reabsorgcdo 6ssea detectavel em nenhuma das imagens.
Este fato sustenta uma afirmacéo proposta por Saska et al. (2009), que verificaram
em seu experimento, que a pressao exercida pelo parafuso sobre o enxerto favorece

a uma maior perda 6ssea volumétrica (Figura 29).
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Figura 29 Reabsorcdo 6ssea no espécime do grupo PT (seta).

Segundo Esteves et al. (2011) uma reabsorcao parcial do enxerto em
bloco € um processo natural, que ocorre durante o estadgio de remodelacéo.
Contudo, a presenca de reacao inflamatéria e micro-movimentos, tende a intensificar
este processo. E importante enfatizar que enxertos 6sseos em calvaria de ratos néo
estdo sujeitos a movimentacdo, e sua incorporacdo ocorre entre 10 e 30 dias. Na
regido bucal, diferentemente da calvaria, a acdo muscular e a mastigacdo, podem
deslocar o fragmento 6sseo com mais facilidade, exigindo que nesta area a fixacéo

seja mais eficiente.

A utilizacdo do parafuso de titanio para fixacdo de enxerto 0sseo na
calvaria dos ratos pode ser critica, pois a espessura do 0sso parietal € muito
delgada, dificultando seu uso. Assim, Esteves et al. (2011) utilizaram no seu grupo
controle, apenas enxertos justapostos ao tecido 6sseo. Esta técnica se contrapde ao
presente estudo, pois foi utilizado no grupo controle a fixacdo do enxerto por meio de
um parafuso de titdnio. Este método de fixacdo, quando realizado de maneira
correta, ndo oferece riscos a sobrevida do animal. O parafuso tem que possuir no
maximo 2 mm de comprimento, para nao comprimir a dura-mater. Como no mercado
é dificil encontrar parafusos com esta medida, estes devem ser cortados para ficar
com comprimento adequado. Deve-se ter o cuidado em preservar pelo menos duas
espiras do parafuso durante o corte, pois o travamento do enxerto depende do

embricamento destas espiras com 0 0sso do leito receptor.
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A utilizacdo de imagens geradas por microTC produz resultados precisos
da microarquitetura 6ssea em ratos. Desta forma, a precisédo dos dados favorece a
uma diminuicdo no nimero de animais da amostra (COWAN et al., 2007; KOCHI et
al., 2010).

A microTC proporciona uma grande precisdo na avaliacdo dos
parametros qualitativos e quantitativos do tecido 6sseo, quando comparada com a
histomorfometria. Uma elevada correlagdo estatistica entre a microTC e a
histomorfometria foi observada na avaliagdo da formacéo de tecido 6sseo sob uma
barreira de titanio (MARECHAL et al.,2005) e em defeitos criticos em calvaria de
ratos (UMOH et al., 2009)

O exame de microTC apresenta como limitacdes a impossibilidade de
avaliar o crescimento 6ésseo em nivel celular e a capacidade de detectar apenas o
tecido 6sseo mineralizado (MARECHAL et al., 2005; COWAN et al., 2007). No
entanto, se constitui como excelente método ndo destrutivo, que possibilita a
avaliacdo do tecido 6sseo intacto. Com o aprimoramento das técnicas de medi¢des
em 3D de alta resolu¢éo, uma nova maneira de analisar a arquitetura éssea torna-se

disponivel.

Como a total degradacdo do etil-cianoacrilato é necesséria, para uma
completa reparacdo do tecido 6sseo na interface enxerto/leito receptor, futuros
estudos, com um tempo maior de avaliacdo da incorporacdo do enxerto sao

necessarios para verificar a relacao entre absorcédo do adesivo e crescimento ésseo.
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7 CONCLUSAO

Mediante a metodologia utilizada no estudo e os resultados obtidos pode-

se concluir que:

e O exame de microtomografia computadorizada foi capaz de detectar
formagbes de tecido O0sseo mineralizado, na interface enxerto/leito
receptor apos 30 dias do experimento. Uma selecao criteriosa dos
thresholds durante o processo de binarizagdo foi fundamental para
precisao dos resultados;

e Comparativamente, no modelo utilizado neste estudo, o etil-
cianoacrilato foi tdo eficiente quanto o parafuso de titanio na
incorporacdo de enxerto 6sseo na calvéaria de ratos, tanto em relacéo
aos parametros volumétricos, quanto em relacdo aos parametros de

densidade 6ssea com excecao da Th.Sp.
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