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RESUMO

Os enxertos 0sseos autdégenos onlay sao largamente utilizados na reconstrucao de
rebordos alveolares atroficos. Recentemente, o etilcianoacrilato tem sido sugerido
para a fixacdo desses enxertos. O objetivo deste estudo foi realizar uma anélise
histol6gica qualitativa e semiquantitativa dos enxertos 0sseos autdgenos em calota
de ratos fixados com adesivo etilcianoacrilato e com parafuso de titanio durante 30
dias. Quatorze ratos da espécie Rattus novergicos albinus (Wistar) foram
submetidos a enxertos O&sseos autdégenos parietais onlay, fixados com
etilcianoacrilato (Superbond® Flex Gel® - SB, n = 7), apenas nas bordas e parafuso
de titnio no centro (n = 7). Apdés 30 dias, os animais foram eutanasiados e
removidas as amostras para andlise histologica. Depois da descalcificacdo das
pecas, estas foram coradas com hematoxilina e eosina. O seguinte aspecto foi
analisado em ambos os grupos: vitalidade do enxerto pela presenca de ostedcitos.
Na interface, foi avaliada a presenca do adesivo (SB), presenca de reacao tecidual
com formacdo de matriz osteoide, presenca de reabsorcdo é6ssea, formacdo de
capilares, infiltrado inflamatorio, proliferacéo fibroblastica, presenca de osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos. Os resultados foram submetidos a analise estatistica
realizada pelo software SPSS Statistic 15.0 ® e também foram realizados testes néao
paramétricos. Foi usado o teste de Mann-Whitney e o teste Exato de Fisher para
comparacao intergrupos e, para comparagdes intragrupos, foi usado o teste de
Wilcoxon e o teste de McNemar (p-valor< 0,05) e todos os testes foram bicaudais.
Nas avaliagbes qualitativas, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas. Foi obtida diferenca significativa na comparacdo da avaliacdo
quantitativa intergrupo: PT apresentou mais ostedcitos na regido central (p= 0,035);
em SB, foi observada maior inflamacao (p= 0,030) e mais osteoclastos (p= 0,048).
Quando se compararam as regides centrais e as extremidades dos enxertos, 0
grupo PT demostrou um processo de neoformacdo Ossea mais adiantado,
principalmente na regido central. Nenhum enxerto se apresentou osteointegrado no
grupo SB com 30 dias e, no PT, havia pontos de soldadura do enxerto ao 0Sso
receptor, mas ndo uma completa incorporacdo do enxerto ao leito receptor.

Palavras-chave: Enxerto 6sseo. Fixagdo 6ssea. Adesivo tecidual.



ABSTRACT

Autogenous onlay bone grafts are widely used in the reconstruction of atrophic
alveolar ridges. Recently, etilcianoacrilate was suggestesfor fixing autogenous bone
onlay graft. The aim of this study was to perform a qualitative and semiquantitative
histological analysis of autogenous bone grafts in the calvaria of rats fixed with
etilcianoacrilate adhesive and titanium screw for 30 days. Fourteen Rattus
novergicos Albinus (Wistar) underwent onlay parietal bone autografts fixed with
etilcianoacrilate (Superbond Gel ® Flex ® - SB, n = 7) only in the edges and titanium
screw in the center (n = 7). After 30 days, the animals were euthanized and the
samples removed for histological analysis. After decalcification, the specimes were
stained with hematoxylin and eosin. The graft vitality to the presence of osteocytes
was analyses in the both groups. The interface was evaluated for the presence of:
the adhesive (SB), tissue reaction with formation of osteoid matrix, bone resorption,
formation of capillary, inflammatory infiltration, fibroblast proliferation, osteoblasts,
osteocytes and osteoclasts. Statistical analysis of the results by SPSS Statistic 15.0
® software and nonparametric tests were performed. Mann-Whitney and Fisher's
exact test were used for comparison between groups. Wilcoxon test and McNemar
were used for intragroup comparisons (p - value < 0.05). In qualitative assessments,
no statistically significant differences were found. A significant difference was found
in the intergroup comparison for the quantitative evaluation: the central region of the
PT group presented more osteocytes (p = 0.035), increased inflammation (p = 0.030)
and more osteoclasts (p = 0.048) were observed in the edges of the SB group. When
comparing the central regions and the edges of the grafts, PT group demonstrated
more bone formation in the central region. The SB groups showed no
osseointegration on the graft. At 30 days in the PT group the graft was only partially
integrated to the host bed.

Keywords: Bone graft. Bone fixation. Tissue adhesives.
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1 INTRODUCAO

O sucesso dos implantes dentarios esta alicercado em um volume ésseo
adequado no sitio de inser¢do dos mesmos. No entanto, devido a frequéncia de
defeitos 6sseos localizados ou generalizados do rebordo alveolar, como resultado de
atrofia, traumatismo dentario, extracdes ou doencas periodontais, uma fase de
reconstrucdo prévia € necessdaria para regenerar tais defeitos (MAIORANA et al,

2011; NETO et al., 2013)

Para a instalacdo de implantes osteointegraveis, em posicdo protética
adequada e estética aceitavel, € necessario aumentar o volume da crista alveolar
em largura e altura, na tentativa de obter resultados protéticos previsiveis e
aceitaveis (BRUGNAMI; CAIAZZO; LEONE, 2009; MAESTRE-FERRIN et al., 2009;

MAIORANA et al., 2011; OLIVEIRA NETO et al., 2010).

Diversas possibilidades sao relatadas na literatura para a reconstrucao de
maxilares atréficos, como o0s enxertos 6sseos autdégenos. Estes sdo o0s mais
rotineiramente usados, por serem considerados como padrdo-ouro para
reconstrucdo de defeitos nas regides bucais e maxilofaciais. Eles apresentam
vantagens em comparagdo com outros materiais de enxertos, pois sdo 0s Unicos
que carreiam células 0sseas imunocompativeis vivas e além de caracteristicas
osteoindutoras e osteocondutoras (BRUGNAMI; CAIAZZO; LEONE, 2009;

ESTEVES et al., 2011).

Segundo Saska et al. (2009), a fixacdo dos enxertos 6sseos autégenos

€ um procedimento fundamental para o0 sucesso da regeneracdo Ossea.
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Convencionalmente, as placas e parafusos de titanio bicorticais sdo usados para
fixacdo interna rigida, visto que permitem adequado posicionamento tridimensional e
estabilidade ao leito receptor. Todavia, a técnica de fixacdo rigida possui
desvantagens para a sua aplicacéo clinica porque exige muito tempo transcirdrgico,
habilidade do cirurgido, adequada espessura 0ssea remanescente e passiva
adaptacao do bloco 6sseo ao leito receptor com auséncia de espaco. Além disso, ha
necessidade de remocdo do parafuso, num segundo tempo cirdrgico, para a
instalacdo do implante dentario na regido. Outro inconveniente da técnica é a
formacdo de artefatos em exames de imagem que interferem na observacdo de
estruturas adjacentes ao parafuso (BAS et al.,, 2012; ESTEVES et al.,, 2011;

OLIVEIRA NETO et al., 2010).

Com o propdsito de amenizar as dificuldades inerentes a técnica de fixacéo
interna rigida, a eficiéncia dos adesivos teciduais tem sido estudada para a

estabilizacdo de tecidos duros (BAS et al., 2012; SASKA et al., 2004).

Desde 1949, os cianoacrilatos sdo propostos como adesivos cirlrgicos e
descritos, desde 1970, na fixagdo 6ssea (BAS et al., 2012). Entretanto, poucos
estudos existem avaliando o processo de neoformacdo 0ssea na interface entre o
enxerto 6sseo em bloco e o leito receptor, utilizando este tipo de fixagdo (BAS et al.,

2012; ESTEVES et. al., 2011; OLIVEIRA NETO et al., 2010; SASKA et al., 2009).

Os enxertos 0sseos requerem um método de fixacdo que nédo interfira na
incorporacdo ao leito receptor. Alguns estudos mostram o retardo no reparo pela
presenca do adesivo na interface enxerto/leito receptor (ESTEVES et. al.,, 2011,
ESTEVES et al.,, 2012; SASKA et al., 2009); e, apesar de a forca de adesao ser

forte, estudos in vivo confirmam que a inflamacdo e a necrose tecidual podem
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ocorrer quando o etilcianoacrilato € usado (MELO et al., 2013). Porém, nos estudos
disponiveis, o0 método de aplicacdo do adesivo ndo esta descrito. Deste modo, &
importante saber se 0 método de aplicacdo do adesivo pode trazer alteracdo na

incorporacao do enxerto por meio de analise histolégica.

Este estudo pré-clinico se propde a realizar andlise histologica com avaliacao
qualitativa e quantitativa dos enxertos 6sseos autdgenos fixados em calota de ratos
com adesivo etilcianoacrilato comparados aos enxertos fixados com parafuso de

titanio.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo pode ser descrito, segundo sua microestrutura, em quatro
componentes: células, matriz organica, matriz inorganica e fatores sinalizadores
sollveis — fatores de crescimento (AARESTRUP, 2012; STERNBERG, 1997).

O desenvolvimento de qualquer tecido O0sseo ocorre por dois processos:
ossificagdo endocondral ou intramembranosa. Na ossificacdo endocondral, o 0sso
substitui um modelo precursor de cartilagem hialina; ocorre em 0ssos longos tais
como a tibia, fibula, fémur e crista iliaca. Em contrapartida, a ossificacao
intramembranosa é precedida por mineralizacdo direta da matriz organica, sem um
intermediéario cartilaginoso, a partir de células osteoprogenitoras situadas no interior
de membranas conjuntivas osteogénicas; caracteristica do desenvolvimento da
maior parte dos 0ssos do complexo craniofacial e da calota craniana (AARESTRUP,
2012; BRUGNAMI; CAIAZZO; LEONE, 2009).

Segundo Aarestrup (2012), a ossificagao intramembranosa ocorre em etapas
consecutivas (Figura 1):

1- Células mesenquimais indiferenciadas passam por modificacdes
morfofisioldgicas induzidas por expressdes genéticas e originam as células
osteoprogenitoras (osteoblastos) em diversos locais da membrana.

2- O processo evolui com a producéo de trabéculas desorientadas de osteoides,
formando, em cada area isolada, um centro primario de ossificagéo.

3- O osteoide depositado em cada centro primario se mineraliza.

4- Surgem 0s primeiros osteocitos.
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5- Com o aprisionamento dos primeiros ostedcitos na matriz, osteoclastos séo
atraidos para a membrana.

6- Como o0 0sso ainda € jovem, 0s osteoclastos realizam o modelamento dos
canais vasculares e do canal medular.

7- Com o amadurecimento 0sseo, inicia-se o remodelamento.

8- Com o aumento da producdo de 0sso, ha convergéncia de varios centros de

ossificacao até a membrana se ossificar por completo.

Figura 1 — Ossificagcdo intramembranosa. Membrana conjuntiva osteogénica (A). Osteoblastos (B).
Osteoide (C). Ostedcitos jovens (D). Ostedcitos maduros (E). Osteoclastos (circulos). HE. 100X
Fonte — Aarestrup (2012).

Histologicamente, existem dois tipos de tecido 6sseo: o imaturo ou primario; e
o maduro, secundario ou lamelar. O tecido primario, como o préprio nome indica, € o
que aparece primeiro tanto no desenvolvimento embrionario como na reparacao de
fraturas sendo temporario e substituido por tecido secundario. No tecido primario as
fibras colagenas se dispdem irregularmente, sem orientacdo definida, existe menor
quantidade de mineral e maior proporcdo de osteécitos. Ja, no tecido ésseo

secundario ou lamelar, essas fibras se organizam em lamelas paralelas ou
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concéntricas separadas por uma substancia cimentante que consiste em matriz
mineralizada, porém com muito pouco colageno (SENRA, 2006; STERNBERG,
1997).

A incorporacao de um enxerto 0sseo autdégeno € o processo de integracdo do
osso do doador na forma livre com o novo osso produzido pelo leito receptor. A
incorporacao pode ser obtida por trés mecanismos fundamentados na osteogénese,
osteoconducdao, osteoinducdo (NETO et al., 2013; BEDINI et al., 2009; CARDOSO;

MACHADO, 2003).

A osteogénese é uma propriedade exclusiva do enxerto 6sseo autdgeno.
Embora o enxerto livre possa ser rapidamente transplantado para a area receptora,
0s ostedcitos morrem, deixando uma lacuna vazia na estrutura 6ssea. No entanto,
uma pequena proporcao de pré-osteoblastos e pré-osteoclastos pode sobreviver no
enxerto. A sobrevivéncia de células do enxerto esta na dependéncia direta de sua
velocidade de revascularizacdo (BRUGNAMI; CAIAZZO; LEONE, 2009; CARDOSO;
MACHADO, 2003).

Na osteoconducdo, além da capacidade de atrair células vivas, o enxerto
0sseo autdogeno se comporta como um arcabouco, pois possui propriedades
tridimensionais que facilitam a migracéo de capilares e células do leito receptor para
se diferenciar dentro desta estrutura calcificada (BRUGNAMI; CAIAZZO; LEONE,
2009; CARDOSO; MACHADO, 2003).

No processo de osteoinducdo, na medida em que O enxerto 0sseo é
vascularizado e remodelado pelas células oriundas do leito receptor, ha liberacdo de
fatores de crescimento da matriz do 0sso enxertado. Os fatores de crescimento,
sobretudo as bone morphogenetic proteins (BMPs), recrutam células indiferenciadas

do tecido 6sseo do hospedeiro para que estas se diferenciem em células produtoras
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da matriz 6ssea. O modo de acdo das BMPs € semelhante a via paracrina, na qual o
fator de crescimento é transferido das células do enxerto para a populacdo de
células adjacentes do leito receptor, induzindo a diferenciacdo de osteoblastos
(CARDOSO; MACHADO, 2003).

A reparacao tecidual inicia-se com a hemostasia, formacdo do coagulo e de
uma resposta inflamatéria aguda com remocao de tecido necroético, restos celulares
e formacdo de uma base provisoria, constituida, primeiramente, de uma malha de
fibrina-fibronectina, para a migracdo de células adjacentes a ferida, que invadem e
iniciam a limpeza e proporcionam a base para a repopulacao da lesdo. Em seguida,
acontecem fendmenos de angiogénese e formacdo de tecido de granulacdo. Os
fibroblastos secretam colageno e o tecido de granulacdo transforma-se em tecido
conjuntivo fibroso, que se interpde no local da fratura, levando a formacédo de um
calo fibroso temporario, que, em geral, esta totalmente formado em uma a duas
semanas. O calo fibroso é substituido por tecido osteoide, que se calcifica e forma o
calo 6sseo, constituido por células provenientes do peridsteo e enddsteo ou,
frequentemente, ha formacdo de cartilagem que precede a formacdo de tecido
0sseo no calo. O calo 6sseo primitivo € formado por um tecido Osseo fibrilar
grosseiro, sendo substituido por um tecido 6sseo lamelar maduro (calo secundario)
num processo lento que pode durar de meses até anos. A remodelacédo do calo
0sseo acontece por reabsorcdo osteoclastica e subsequente osteogénese, que
converte esse 0SSO primario em 0sso cortical, e restaura a forma e a integridade
mecanica do osso fraturado (SENRA, 2006).

A reparacao total de uma fratura sera considerada completa somente quando
nao houver mais evidéncias radiograficas da linha de unido dos fragmentos 6sseos

fraturados, quando acontecer a restauracdo total da arquitetura Ossea
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histologicamente e quando o0 o0sso neoformado recuperar integralmente sua
resisténcia mecanica (SENRA, 2006).

A formacéo 6ssea depende de dois pré-requisitos indispensaveis: suprimento
vascular amplo e imobilizacdo. Estes principios enfatizam o padrdo de
desenvolvimento ésseo inicial: na ossificacdo direta ou intramembranosa, o tecido
conjuntivo serve como molde para a deposicdo 0ssea. O processo tem inicio pela
diferenciacdo de células mesenquimatosas, que se transformam em grupos de
osteoblastos, sintetizam osteoide, que logo se mineraliza, englobando alguns
osteoblastos que se transformam em ostedcitos. Varios desses grupos se formam
havendo confluéncia das traves ésseas formadas, dando ao 0sso um aspecto
esponjoso, com cavidades entre as traves penetradas por vasos sanguineos e
células mesenguimatosas indiferenciadas, que irdo dar origem a medula Ossea
(SENRA, 2006).

Técnicas de enxertia, tipo de cirurgia, extensao e posi¢cdo do enxerto, pressao
e invasdo dos tecidos moles e fungcdo muscular, revascularizacdo e parametros

genéticos podem influenciar a reabsorcao 6ssea (MAIORANA, 2011).

2.2 Fixagéo rigida e os cianoacrilatos

A técnica do parafuso de compressdo e a técnica de osteossintese
fundamentam-se em o parafuso atravessar livremente o orificio da perfuracdo da
cortical do primeiro fragmento, fixando-se com as roscas na segunda cortical,
promovendo a aproximacdo, a compressao e estabilizacdo dos fragmentos

(CARDOSO; MACHADO, 2003; MAESTRE - FERRIN et al., 2009).
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Apesar disso, a fixacdo interna rigida apresenta desvantagens, tais como
reacoes inflamatérias, deslocamento do bloco 0sseo, dificuldade da técnica,
afrouxamento do parafuso, necessidade de remocéo para instalacdo de implantes
na posicado protética adequada, risco de fratura durante a remocéao, artefatos em
tomografias computadorizadas e ressonancia magnética, incomodo por parte do
paciente a palpacdo da mucosa bucal, atrofia éssea e osteopenia causada por
stress shielding e corroséo e reacfes alérgicas (BAS et al., 2012; ESTEVES et al.,
2011; OLIVEIRA NETO et al., 2010).

Muitas pesquisas tém sido realizadas na tentativa de substituir os materiais de
fixacdo rigida convencional na reparacdo Ossea, e uma alternativa para essa
substituicdo seria a aplicacdo de um adesivo (SASKA et al.,, 2004). Os adesivos
teciduais devem ser biodegradaveis e biocompativeis. Para serem eficazes, devem
ter propriedades coesivas (ligacbes covalentes entre as moléculas de cola) e
adesivas (ligacbes das moléculas de cola ao tecido adjacente). Para serem
biocompativeis, os adesivos teciduais devem passar por testes de toxicidade aguda,
subaguda e toxicidade minima. O adesivo deve ter o tempo de presa adequado, ser
de facil manipulacdo; ser hidréfilo, gerar o minimo de reacdo exotérmica e ser
degradado com o minimo de resposta inflamatoria. Porém néo existe um adesivo

com todas estas caracteristicas simultaneamente (BUCKLEY; BECKMAN, 2010).

Os cianoacrilatos ndo sédo biodegradaveis e podem induzir uma resposta
inflamatoria significativa dada a sua natureza hidrofébica (BUCLEY; BECKMAN,
2010). Sao considerados biocompativeis, bacteriostaticos e um método rapido e
pouco traumatico de fixacdo (ESTEVES et al., 2011). S&o empregados com sucesso
em laceracdes de pele e incisdes cirurgicas, na estabilizacdo de fragmentos de

fraturas de drbitas e nas fraturas osteocondrais (ESTEVES et al., 2011).
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Os adesivos a base de cianoacrilatos (CAs) sdo substancias liquidas
(mondmeros), de baixa viscosidade, incolores e derivados do acido cianoacrilico,
apresentam féormula geral CH,=CH—COOR, sendo que o R representa um radical

metil, etil, butil, isopropril ou outros radicais livres (KIMAID et al., 2000).

Os CAs séo aplicados como mondmeros e rapidamente sdo polimerizados em
uma substancia de alto peso molecular. A presen¢a do grupo ciano, no monémero
de acrilato, possibilita a polimerizacdo simplesmente por agua ou grupo amina

presente em proteinas (BUCLEY; BECKMAN, 2010; ESTEVES et al., 2011).

O etilcianoacrilato, um cianoacrilato de cadeia curta, foi um dos primeiros
adesivos a serem estudados. Todavia, as pesquisas foram redirecionadas devido
aos indicios de toxicidade aos tecidos moles. Assim os CAs de cadeia longa, como o
butil e octilcianoacrilatos que apresentam maior biocompatibilidade, foram mais
amplamente estudados. O etilcianoacrilato vem sendo pesquisado na fixagcdo em

tecido 6sseo e os resultados tém sido satisfatérios (ESTEVES et al., 2011).

Esse polimero degrada-se em formaldeido e cianoacetato, compostos que se
podem acumular nas areas tratadas, sendo o primeiro considerado toxico as células

(MELO et al., 2013).

A toxicidade dos adesivos estéa relacionada com a velocidade de degradacao
e esta, ao tamanho da cadeia, ou seja, quanto maior for a cadeia menor a
velocidade de degradacao, menor a histotoxidade (MELO et al., 2013). Com relacéo
a ionizacdo a base de cianoacrilatos, a presenca de agua ou sangue degrada em
cianoacetato e formaldeido, com ligeira reacdo exotérmica (SASKA et al., 2004).

Quanto maior a cadeia do radical R, menor a temperatura de polimerizacao,
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resultando em menor toxicidade e reacdo inflamatéria (BAS et al., 2012; MELO et

al., 2013).

Melo et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade de dois CAs em cultura de
osteoblastos oriundos de osso alveolar mandibular humano. CALl foi considerado o
grupo de células que foram cultivadas na presenca de metil-2-cianoacrilato, CA2 o
grupo cultivado com etil-2-cianoacrilato e CA3 era o grupo controle, sem nenhum
tipo de CA. Nenhum halo de inibicdo, correspondente a células nao viaveis, ocorreu
em CA3; ao contrario, em CAl e CA2, formaram-se halos cujo tamanho variou entre
200 e 500 pm. Nao obstante, CAl apresentou maior citotoxicidade que CAZ2,
alicercada na maior reacdo exotérmica do metil-2-cianoacrilato. Os autores
concluiram que o etilcianoacrilato € biocompativel e sugeriram sua utilidade na

fixacdo de enxertos 0sseos.

Gonzalez et al. (2000) avaliaram a eficacia e seguranca do etil-2-cianoacrilato
na fixacdo de retalho 6sseo apds craniotomia (n= 100 pacientes). Com avaliacdes
clinicas e radiograficas (trés meses), observaram que, em 100% dos casos, ocorreu
osteossintese. Concluiram que este adesivo é adequado para a fixacdo de bordas
de craniotomia por proporcionar estabilidade sem reacéo local ou deslocamento do
fragmento. Consideraram, também, que o risco de infe¢des e reacdes do tipo corpo
estranho foi reduzido devido a biocompatibilidade, efeitos bacteriostaticos e
bactericidas deste polimero; sendo, portanto, favoravel o seu uso em humanos. Uma
vantagem adicional é que esse adesivo ndo interfere na aquisicdo de imagens de

tomografia computadorizada e ressonancia magnética.

2.3 Andlises histolégicas e o etilcianoacrilato
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Kimaid et al. (2000) verificaram reacdes teciduais em desgastes 0sseos
cirdrgicos apos a aplicacéo do etilcianoacrilato no 0sso parietal de ratos. Analisaram
aceitacdo e possivel interferéncia do adesivo no processo do reparo 0Sseo.
Quarenta ratos foram divididos em dois grupos: GT, no qual o etilcianoacrilato foi
aplicado na superficie do desgaste 6sseo no parietal direito, e GC, em que nenhum
material foi aplicado no parietal esquerdo. Avaliou-se o reparo 0sseo com 24h, trés,
sete, 30 e 60 dias da cirurgia. Os autores puderam constatar que GT teve maior
resposta inflamatéria que GC; o etilcianoacrilato permaneceu sobre a area do
desgaste 6sseo até o periodo de observacdo de 60 dias, e os tecidos adjacentes ao
referido material encontravam-se com aspecto de normalidade. O adesivo nao
interferiu no processo de reparo 6sseo. No periodo de 30 dias, os autores notaram a
total auséncia de infiltrado inflamatério em ambos 0s grupos e lacunas vazias. Em
relacdo a isso, duas hipbteses foram levantadas: a primeira € de que o
etilcianoacrilato poderia possuir um fator irritativo local, impedindo o crescimento e a
sobrevida dessas células, e a segunda seria de que o etilcianoacrilato poderia atuar
como uma barreira mecéanica, impedindo a difusdo de nutrientes para o tecido 6sseo
em razdo de sua separacao do periosteo. Em GT (30 dias), havia uma cavidade
entre a lamina 0ssea existente e o tecido conjuntivo, correspondente a regido onde o
adesivo foi aplicado; nenhum sinal de reabsor¢cado 0ssea ou células inflamatorias foi
evidenciado. Em GC (30 dias), o tecido 6sseo era maduro e com maior numero de
ostedcitos do que o tecido 0sseo preexistente; apresentava auséncia de inflamacao

no tecido conjuntivo adjacente ao tecido 6sseo formado.

Saska et al. (2004) avaliaram o comportamento do etilcianoacrilato em
fissuras tibiais de ratos (n=15) em comparacéo ao controle (GC), no mesmo animal,

sem nenhum tipo de adesivo. Apés sete, 15 e 30 dias, observaram a diferenca entre
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0os dois grupos: no grupo tratado (GT), visualizaram o adesivo no interior da
cavidade, auséncia de células inflamatorias, area de neoformacdo Ossea com
osteoblastos, ostedcitos e vasos sanguineos e, no GC, em estagio mais adiantado, a
cicatrizacdo da fissura. Os autores concluiram que o adesivo Super Bonder® nédo
provoca reacao inflamatoria.

Saska et al. (2009) compararam a fixacdo de enxertos 0sseos onlay
autdégenos com etilcianoacrilato (Super Bonder® - G2) e com parafusos de titanio
(4,0mm de comprimento x 1,5mm de diametro — G1). Foram realizadas osteotomias
bilaterais nos ossos parietais de 20 coelhos. Os ossos foram fixados anteriormente
aos defeitos 0Osseos. A andlise histomorfométrica com 30 dias confirmou a
neoformacdo O0ssea, em varios estagios de maturacdo, na interface enxerto/leito
receptor, em ambos o0s grupos; em G2, espacos medulares pouco definidos do
centro para a periferia. Neste mesmo periodo, nas laminas do G2, havia macrofagos
relacionados ao adesivo, ostedcitos e angiogénese na area de contato (interface) e
remodelacdo Ossea na superficie adjacente ao periésteo e na extremidade do
enxerto. Todavia, o infiltrado inflamatério era ausente em G2; e ndo se verificou
nenhuma reacao inflamatéria em G1. Exclusivamente em dois animais do grupo G1,
0s osteoblastos estavam na superficie do 0sso receptor e do enxerto; esta situacao
parece confirmar completa a integracdo do enxerto. Os autores concluiram que o
etilcianoacrilato € biocompativel, confere estabilidade similar a fixacdo rigida,
mantém a area do enxerto, embora possa atrasar o processo de reparacao 0ssea.

Esteves et al. (2011) realizaram analises histologicas e histomorfométricas de
reparos 0sseos de enxertos autdgenos fixados com etilcianoacrilato na calvaria de
ratos em um periodo de dez e 30 dias. Trinta e dois ratos foram divididos em dois

grupos: G1 controle (sem nenhum meio de fixagcdo) e G2 (fixacdo com
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etilcianoacrilato). Por meio da técnica histolégica de rotina e coloragcdo com
hematoxilina e eosina, 0s seguintes itens foram avaliados na analise qualitativa:
fragmentos do adesivo, infiltrado inflamatorio, proliferacao fibroblastica, neoformacéo
0ssea, angiogénese, nos tecidos superficiais e profundos. Com 30 dias, havia
células gigantes multinucleadas (osteoclastos) formando area de reabsorcdo 0ssea
na superficie externa do enxerto. Neste mesmo periodo, discreta formacéo 6ssea foi
observada na superficie interna do enxerto que estava em contato com o CA.
Porém, na maioria dos casos, ndo houve unido: a interface estava preenchida com
infiltrado inflamatoério do tipo linfocitario, alguns vasos sanguineos e muitas fibras
colagenas. O adesivo estava presente com 30 dias. Ao passo que, no G1 (30 dias),
havia discreto infiltrado inflamatorio e o enxerto estava ligado ao leito receptor
através de osso maduro (lacunas de ostedcitos) e vascularizado (canais de Havers)

na interface.

Esteves et al. (2012) analisaram o processo de reparacdo de enxertos 0sseos
autdégenos em bloco fixados com etilcianoacrilato e 2-octilcianoacrilato em calvaria
de 48 ratos. Foram obtidos enxertos 0sseos autdgenos no 0sso parietal direito e
foram fixados do lado oposto ao local doador com etil- cianoacrilato (grupo etil) e 2-
octilcianoacrilato (grupo octil). No grupo controle, o fragmento de osso foi apenas
justaposto a superficie 6ssea parietal, sem fixagdo. Os animais foram eutanasiados
apos dez e 60 dias de po6s-operatoérios. As calvarias foram processadas e obtidas
laminas coradas com hematoxilina e eosina para analises histologica e histométrica.
A analise qualitativa mostrou um discreto infiltrado inflamatério no grupo controle e
infiltrado moderado nos grupos etil e octil em dez dias; o infiltrado manteve-se aos
60 dias, principalmente no grupo octil. O fragmento de osso permaneceu ligado ao

sitio receptor por meio do adesivo, mas a incorporacao do enxerto ndo foi observada
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em qualquer um dos espécimes. A reabsorcdo foi maior no grupo octil, seguido
pelos grupos etil e controle, ambos em dez e 60 dias, mas sem significancia
estatistica (p < 0,05). Apesar de promoverem a fixacdo do enxerto e sua
manutencdo no sitio receptor, ambos os adesivos estudados ndo permitiram a
incorporacao do enxerto, produzindo uma reacédo inflamatdria discreta e localizada,

gue persistiu aos 60 dias, sendo mais intensa no grupo octilcianoacrilato.
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3 PROPOSICAO

Este estudo pré-clinico se propde a realizar andlise histologica com avaliacéo
qualitativa e semiquantitativa dos enxertos 6sseos autégenos fixados em calota de
ratos com adesivo etilcianoacrilato comparados aos enxertos fixados com parafuso

de titanio.

3.1 Objetivos especificos
Avaliar nos dois grupos:

1- Vitalidade do enxerto pela presenca de ostedcitos.

2- Interface quanto aos seguintes aspectos: presenca do adesivo (grupo
experimental), formacdo de matriz osteoide, presenca de reabsorgcao
Ossea, infiltrado inflamatério, proliferacdo fibroblastica, formacdo de

capilares, presenca de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Os animais foram tratados de acordo com o0s principios éticos para
pesquisas com animais, segundo a Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008. Este
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal da

Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA/UFJF), sob o protocolo n°®15/2011.
4.2 Amostra

A amostra deste estudo foi constituida por 14 ratos da espécie Rattus
novergicos albinus (Wistar), machos adultos, com aproximadamente trés meses de
idade e pesando entre 220g a 310g. Todos os animais foram mantidos
individualmente em gaiolas sob luz e temperatura controladas e alimentados com
agua e racdo comercial ad libitum no Biotério da Faculdade de Farméacia e

Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF.
4.3 Grupos

A amostra foi dividida aleatoriamente em dois grupos de sete ratos: um
grupo controle (grupo Parafuso Titanio — PT), no qual foi utilizado um parafuso de
fixacdo interna rigida, para estabilizagdo do enxerto, e um grupo experimental (grupo
Super Bonder Flex Gel® - SB) com a aplicacdao do adesivo para estabilizar o enxerto
0sseo. As cirurgias, bem como todos os procedimentos cirdrgicos, foram realizadas

por um cirurgido principal e um auxiliar para padronizacao.


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2011.794-2008?OpenDocument
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4.4 Fixagao dos enxertos

O adesivo biologico utilizado foi o etil-cianoacrilato (Super Bonder Flex
Gel®, Loctite, Sdo Paulo/SP, Brasil) e o parafuso utilizado foi de titanio com 1,4mm

de diametro e 10,0mm de comprimento (S.I.N., Sdo Paulo/SP, Brasil).
4.5 Preparo pré-operatério

Em todas as etapas cirargicas, foram utilizados equipamentos de
protecdo individual como 6culos, gorro, mascara, jaleco e luvas estéreis. A
antissepsia das maos e antebracos foi realizada 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 soélido por 10h antes do

procedimento cirurgico.
4.6 Anestesia dos animais

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

do volume anestésico, necessario para sedacéo.

As drogas anestésicas foram injetadas por via intraperitoneal na regiao
abdominal. A medicacdo anestésica consistird de uma associacao 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., Sdo Paulo/SP,
Brasil) na dosagem de 5mg/kg. ApGs a avaliacéo afirmativa de que o animal estava
anestesiado, a tricotomia da regido da calota craniana foi realizada com uma

maquina de barbear.
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A antissepsia pré-operatoria do rato foi realizada com PVPI topico
(Polivinil Pirrolidona lodo a 1%, Ind Quimica Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio

Preto/SP, Brasil).
4.7 Técnica e materiais cirargicos

ApOs 0 preparo pré-operatério, os animais foram posicionados em
decubito ventral sobre uma placa aquecida a 37°C graus, para manutencdo da

temperatura corporal durante o procedimento.

Apos a infiltracdo 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, foi realizada uma incisdo do tipo bicoronal na calota
craniana dos animais com lamina montada em cabo de bisturi n° 3 (Golgran Ind. e
Com. de Instrumental Odontolégico 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,
Sé&o Paulo/SP, Brasil), para exposicdo dos ossos parietais do animal (Figura 2). Os
tecidos foram afastados com auxilio de uma pinca de adson (RHOSSE,

Instrumentos cirdrgicos Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil).

Em seguida, foi realizada uma osteotomia retangular para remoc¢éao do
bloco 6sseo, mantendo a integridade da dura-mater e do cérebro, tendo como
referéncias anteroposteriores a sutura coronal e lambdoide e laterolaterais a sutura
interparietal e a linha temporal. As dimensGes do bloco Osseo foram de
aproximadamente 0,5 por 0,7mm. O mesmo foi removido do osso parietal esquerdo
dos animais com a broca tronco-conica 699 (KOMET, Sédo Paulo/SP, Brasil)

adaptada a uma peca reta (KAVO, Joinville/SC, Brasil), conectada a um motor
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elétrico (BLM 600, Driller, Jaguaré/SP, Brasil) a 1.200 RPM, sob irrigacdo constante
com soro fisiolégico (Darrow Laboratério Ltda, Areal/RJ, Brasil). Apos 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 2) e imediatamente

imerso em uma cuba com soro fisioldgico.

Figura 2 — Exposicao cirdrgica. A) Exposigéo cirargica da calota craniana.
B) Osteotomia do enxerto na regido parietal. C) Destacamento do
enxerto.

Fonte — O autor (2014).

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

tronco-conica 702 para a adaptacao e estabilizacdo do parafuso (Figura 3).

Em seguida, o enxerto foi fixado no osso parietal direito, com parafuso

bicortical de 1,4mm de espessura por 2mm de comprimento (S.I.N., Sdo Paulo/SP,
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Brasil), com auxilio de uma chave fornecida pelo fabricante. Como o fabricante néo
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 (Santos, 2013) (Figuras 4 e 5).

No grupo SB, o fragmento 6sseo foi removido do osso parietal esquerdo e
fixado no osso parietal direito, com o adesivo etilcianoacrilato (Super Bonder Flex
Gel®, Loctite, Sao Paulo/SP, Brasil). A aplicacdo do adesivo foi realizada por meio
de uma seringa e agulha de insulina (Becton Dickinson, Sdo 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 (Figuras 6 e 7). Uma pressao no
sentido perpendicular ao enxerto foi realizada para evitar que o adesivo penetrasse

na interface enxerto/leito receptor.

Figura 3 — Osteotomia. A) Osteotomia do enxerto no 0sso parietal no grupo
PT, mostrando a perfuracdo para fixacdo do parafuso. B)
Perfuracao para fixacao do parafuso no leito receptor.

Fonte — O autor (2014).



Figura 4 — Adaptacéo do parafuso. A) Parafuso de titAnio com 10 mm de comprimento.
B) Corte do parafuso com alicate.
Fonte — O autor (2014).

Figura 5 — Esquema do método de fixagdo no
grupo PT. A) leito receptor. B)
enxerto 6sseo. Em cinza: parafuso
de fixacao.

Fonte — O autor (2014).

Figura 6 — A) Osteotomia do enxerto do grupo SB. B) Fixacdo do enxerto com o adesivo
aplicado nos bordos do bloco.
Fonte — O autor (2014).
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Figura 7 — Esquema da fixag&do no grupo SB.

A) leito receptor. B) enxerto ésseo. Em
amarelo: Etilcianoacrilato. llustracéo da
forma de aplicagdo do adesivo: uma
gota em cada borda do bloco 6sseo. O
adesivo foi usado entre o enxerto e o
leito receptor.

Fonte — O autor (2014).

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); pinca Adison (Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontoldgico 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 e Comércio Ltda., Goiania/GO, Brasil), com pontos

simples interrompidos.
4.8 Pos-operatério

Apds o procedimento cirdrgico, foi administrada, em cada animal, uma
dose de 5mg/kg de morfina intramuscular na regido medial da coxa, de 8 em 8h, por
dois dias, sendo a primeira dose aplicada logo apés o término da cirurgia com

objetivo de preservar os animais da dor (WOLFENSOHN; LOYD, 2003).
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4.9 Obtencao das amostras

Os animais foram eutanasiados no 30° dia de pos-operatorio, periodo em
que a sintese Ossea estaria em andamento conforme identificado na literatura
pertinente como ponto em que € possivel identificar a formagéo de matriz dssea

(ESTEVES et al., 2011; SASKA et al., 2009).

Na eutanasia, foi administrada uma dose letal de Quetamina 180mg/kg
(ESTEVES et al., 2011). Foi realizada a osteotomia do osso parietal na regiao
enxertada, com broca tronco-conica 701, com margem de 3mm das bordas do
enxerto, excetuando-se a borda medial do enxerto que coincidia com a regido
doadora. Deste modo, foi obtida a amostra para avaliacédo histopatolégica, composta

pelo osso da calota e o enxerto (Figuras 8 e 9).

A seguir, as amostras de ambos os grupos foram fixadas em formol
tamponado a 10% por 24h e encaminhadas ao Laboratdrio de Patologia do Hospital
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF, Minas Gerais). Apds este periodo,

as pecas foram processadas para as analises histolégicas.
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Figura 8 — Remocdo dos espécimes do grupo PT. A) Osteotomia do bloco 6sseo contendo o
enxerto no grupo PT. B) Espécime foi encaminhado ao exame histoldgico.
Fonte — O autor (2014).

Figura 9 — Remocédo dos espécimes do grupo SB. A) Osteotomia do bloco ésseo contendo o
enxerto no grupo SB. B) Espécime para avaliacado.
Fonte — O autor (2014).

4.10 Preparo das amostras

No grupo PT, foram retirados os parafusos com o auxilio de uma chave de
parafuso de enxerto com cabeca com encaixe em cruz (Sistema de Implante —
S.I.N., S&o Paulo, SP) para que a regiao relacionada ao parafuso também pudesse

ser estudada (Figura 10).

Em virtude da consisténcia do tecido 6sseo, foi realizada a desmineralizacao

da amostra com imersdo em liquido quelante, para a remogé&o de ions impregnados.
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As amostras foram imersas em &cido nitrico a 10% (CAPUTO; GITIRANA;
MANSO, 2009), em frascos vedados durante 1h cronometrada com auxilio de um

temporizador (Lupetec, Brasil).

Apbs esse procedimento, 0 0sso com consisténcia fibro-6ssea, foi lavado em
agua corrente por um minuto; subsequentemente, imerso em solucdo tampéo de
sulfato de sodio a 5% por 30 minutos. A seguir, lavado em &gua corrente por um
minuto e seco em papel-toalha. As amostras, entdo, foram seccionadas ao meio no
sentido do maior e de cada lado foi retirada uma seccdo de 2mm considerada
amostra central. Nas extremidades do enxerto, foram colhidas seccdes com a
mesma espessura para visualizagéo da interface do enxerto e leito receptor (Figura

11). No grupo experimental, pesquisou-se a presenca do adesivo.
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Figura 10 — Bloco 6sseo ap6s a remocao do
parafuso.
Fonte — O autor (2014).

Figura 11 — Esquema dos cortes realizados no bloco 6sseo. A) Bloco
0sseo. B) Bloco resultante da seccdo do anterior.
Seccdes representadas pelas linhas: vermelha — primeira
seccéo realizada no meio do enxerto; verde — regido de
extremidade do enxerto; amarela — regido central do
enxerto.

Fonte — O autor (2014).

As seccOes foram processadas em processador de tecido (TP1020, Leica

Microsystems, Alemanha). Apdés emblocadas em parafina, foram obtidos cortes
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histol6égicos com 5um de espessura e corados pelas técnicas histoquimicas de

rotina, a saber: hematoxilina e eosina.

4.11 Documentacéo fotogréfica

O material histolégico foi analisados em microscépio optico (Olympus Optical
BX 40 F-3, Japédo) e fotografados usando Camera Digital Bel Photonics, modelo
Eurekam de 3,0 megapixels com CCD 2/3 polegadas e analisadas pelo software
BEL View 7 (version 7.1.1.7, BEL Engeneering). As fotografias foram realizadas com

objetivas de 4x, 10x e 20x e ocular de 10x.

4.12 Anélises qualitativa e quantitativa

As amostras foram avaliadas qualitativamente e quantitativamente pelo autor
que foi calibrado juntamente com um patologista. Nas regides previamente
selecionadas para representacao histoldgica, foram qualificados como presentes ou
ausentes (sim ou ndo) os seguintes aspectos: presenca do adesivo, vitalidade,
formacdo de matriz osteoide, presenca de area de reabsorcédo 6ssea, formacédo de
capilares (CHAVES NETO et al., 2009; ESTEVES et al.,, 2011; ESTEVES et al.,
2012). E aspectos quantitativos como infiltrado inflamatério, proliferagédo
fibroblastica, presenca de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, classificados em
escores: 1- “discreto” (0 a 5 células), 2 - “moderado” (6 a 15 células) e 3 - “intenso”
(acima de 15 ceélulas). A graduacdo da quantidade de células foi estabelecida a
partir do estudo comparativo entre as amostras (BAS et al., 2012; MENDONCA et

al., 2007).
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A andlise estatistica foi realizada com software SPSS Statistic 15.0 ® e foram
feitos testes ndo paramétricos. Assim, foi usado o teste de Mann-Whitney e o teste
Exato de Fisher para comparacdo entre os grupos PT e SB. Para comparacdes
entre centro e extremidade de cada um dos grupos, foi usado o teste de Wilcoxon e
o teste de McNemar. O p-valor foi considerado estatisticamente significativo quando

menor que 0,05 e todos os testes foram bicaudais.
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5 RESULTADOS

5.1 Descricao dos ensaios: grupo PT —regido medial

5.1.1 Anédlise qualitativa

No grupo controle (PT), os enxertos apresentavam vitalidade que foi
constatada pela presenca de ostedcitos, a exce¢do de um caso (Tabela 1 e Anexo
B). A presenca de capilares constituiu um achado comum a todas as amostras,
enquanto a neoformacdo Ossea (osteoide) foi evidenciada em cinco de sete

amostras (Figuras 12 e 13) e a reabsorgédo, em quatro de sete casos.

Tabela 1 - Analise qualitativa da regido medial do grupo PT

Amostras PT regido medial
Animais positivos para o

Achados atributo n (%)
histolégicos 1 2 3 4 5 6 7
Vitalidade + + + + - + + 6 (87,7)
Capilares + + + + + + + 7 (100)
Osteoide - + + + - + + 5(71,4)
Reabsorc¢ao + - - - + + + 4 (57,1)

Fonte — O autor (2014).



Figura 12 — Grupo PT. Animal 3. Regido medial do enxerto: (OR)
Osso Receptor. (EN) Enxerto. (ON) Osso neoformado
- interface. HE 40x.

Fonte — O autor (2014).

Figura 13 — Grupo PT. Animal 1. Regido medial do enxerto. (TC)
Tecido Conjuntivo. Seta preta: osteoblastos. Seta
vermelha: tinta nanquim. (EN) Enxerto. (PAR)
Imagem negativa do parafuso. (OR) Osso receptor.
HE 100x.

Fonte — O autor (2014).
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5.1.2 Andlise semiquantitativa

Na analise semiquantitativa, evidenciou-se a presenca de estroma conjuntivo
com proliferagéo de fibroblastos em todas as amostras. Destacou-se a existéncia de
ostedcitos apontando para um amadurecimento 6sseo (Tabela 2 e Anexo B) com

baixa intensidade da atividade de remodelacéo (Figuras 14 e 15).

Tabela 2 — Analise semiquantitativa da regido medial do grupo PT

Achados
. L. Escores
histologicos
Auséncia (%) 1 (%) 2 (%) 3 (%)

Inflamacéo 4 (57,1) 2 (28,6) 1(14,3) 0 (0)
Fibroblastos 0 (0) 5(71,4) 2 (28,6) 0 (0)
Osteoblastos 0 (0) 3 (42,9) 2 (28,6) 2 (28,6)
Ostedcitos 1(14,3) 1(14,3) 0 (0) 5(71,4)
Osteoclastos 2 (28,6) 5(71,4) 0 (0) 0 (0)

1- Discreto (0 a 5 células por campo)

2- Moderado (6 a 15 células por campo)

3- Intenso (acima de 15 células por campo)
Fonte — O autor (2014).
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Figura 14 — Grupo PT. Animal 1. Regido medial do enxerto. Setas
pretas: osteécitos na interface. (ON) Osso
neoformado. (EM) Espaco medular. (EN) Enxerto.
(PAR) Imagem negativa do parafuso. (LS) Linha de
soldadura. (OR) Osso receptor. HE 100X.

Fonte — O autor (2014).

Figura 15 — A) Grupo PT. Animal 1. Regido medial do enxerto. Setas pretas: lacunas vazias. (EN)
Enxerto. (ON) Osso neoformado. (LS) Linha basofilica. (OR) Osso receptor. (EM) Espaco
medular. HE 100x. B) Grupo PT. Animal 2. Regido medial do enxerto. Setas pretas:
lacunas vazias. (PAR) Imagem negativa do parafuso. (EM) Espaco medular. Setas:
vermelha —ostedcitos; amarela- integracdo do enxerto ao leito receptor; pretas- lacunas
vazias. HE 200x.

Fonte — O autor (2014).
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5.2 Descricao dos ensaios: grupo SB —regido medial

5.2.1 Anédlise qualitativa

Na regido medial do grupo SB, o adesivo nao foi visualizado na interface,
apenas na superficie externa do enxerto. Houve reducdo da vitalidade do enxerto
justificada pela presenca de lacunas vazias, em 66,7% dos casos (Figura 16). Na
interface, observou-se estroma conjuntivo frouxo moderado com capilares. Notou-se
ainda a presenca focal de matriz osteoide e 0osso maduro. Em apenas um caso

(16,7%), ndo havia area de reabsor¢cdo do enxerto (Tabela 3 e Anexo C).

Em uma das amostras, o enxerto foi totalmente reabsorvido logo, ndo havia

regido de interface e esta foi desconsiderada nas analises estatisticas.

Tabela 3 - Analise qualitativa da regido medial do grupo SB

Amostras SB regido medial
Animais positivos para o

Achados atributo n (%)

histolégicos 1 2 3 4 5 6 7
Vitalidade ND - - - - + + 2 (33,3)
Capilares ND + + + + + + 6 (100)
Osteoide ND + - + - + + 4 (66,7)
Reabsorcdo ND + + + - + + 5 (83,3)

(ND) N&o determinado, pois a amostra do animal SB1 foi excluida do estudo devido & total
reabsorcdo do enxerto

(+) Presenca

(-) Auséncia

Fonte — O autor (2014).
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N y 1e” =

Figura 16 — Grupo SB. Animal 2. Regido medial do enxerto. (EN)
enxerto. Setas: lacunas vazias. (TC) Tecido
conjuntivo. (IN) infiltrado inflamatério. HE 200x.

Fonte — O autor (2014).

5.2.2 Andlise semiquantitativa

Na analise semiquantitativa da regido medial do grupo SB, pode ser
observado infiltrado inflamatério moderado com proliferagéo fibroblastica (Tabela 4 e
Anexo C). A neoformacédo Ossea foi focal, originando algumas ‘“ilhas” &sseas,
contendo ostedcitos (Figura 17). Todavia, as maiores areas foram constituidas por

tecido conjuntivo frouxo (Figura 18).



Tabela 4 — Andlise semiquantitativa da regido medial do grupo SB
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Achados
. ‘- Escores
histolégicos
Auséncia (%) 1 (%) 2 (%) 3 (%)

Inflamacéo 1 (16,7) 2 (33,3) 2 (33,3) 1 (16,7)
Fibroblastos 0 (0) 5(83,3) 0 (0) 1(16,7)
Osteoblastos 1(16,7) 3 (50) 2 (33,3) 0 (0)
Ostedcitos 3 (50) 2 (33,3) 1 (16,7) 0 (0)
Osteoclastos 1(16,7) 4 (66,7) 1(16,7) 0 (0)

1- Discreto (0 a 5 células por campo)

2- Moderado (6 a 15 células por campo)

3- Intenso (acima de 15 células por campo)
Fonte — O autor (2014).



Figura 17 — Grupo SB. Animal 2. Regido medial do enxerto.
Setas: focos de neoformacao 6ssea. HE 40x.

Fonte — O autor (2014).

Figura 18 — Grupo SB. Animal 3. Regido medial do enxerto. Setas:
osteoblastos. Circulos: infiltrado inflamatério. (OR)
Osso receptor. HE 100x.

Fonte — O autor (2014).
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5.3 Descri¢Oes dos ensaios: grupo PT — extremidade

5.3.1 Analise qualitativa

As extremidades dos enxertos estavam vivas e, alguns deles, incorporados ao
leito receptor. Em todos os casos observaram-se capilares na interface, associados
a matriz osteoide (Figura 19); apesar disso, havia algumas areas de reabsorcao,

principalmente nos extremos (Tabela 5 e Anexo D).

Na amostra PT6, foi possivel observar intenso processo inflamatério induzido

por contaminacdo por metazoarios; em consequéncia disso, a amostra foi excluida.

Tabela 5 - Analise qualitativa da extremidade do grupo PT

Amostras PT regido extremidade
Animais positivos para o

Achados atributo n (%)
histolégicos 1 2 3 4 5 6 7
Vitalidade + + + + + ND + 6 (100)
Capilares + + + + + ND + 6 (100)
Osteoide + + + - + ND + 5(83,3)
Reabsorcdo + - - + + ND + 4 (66,7)

(ND) N&o determinado, pois a amostra do animal PT6 — extremidade- foi excluida do estudo devido a
contaminagdo por metazoarios.

(+) Presenca

(-) Auséncia

Fonte — O autor (2014).
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Figura 19 — Grupo PT. Animal 1. Extremidade. (OR) Osso
receptor. (ON) Osso neoformado. Seta: linha
basofilica. HE 40x.

Fonte — O autor (2014).

5.3.2 Andalise semiquantitativa

Na porcdo da extremidade distal do enxerto, foi possivel observar
atividade osteoclastica formando “ilhas Osseas” associadas a tecido conjuntivo
frouxo (Figura 20). Na extremidade do grupo PT, o processo inflamatério era
ausente ou de intensidade discreta. Na interface, observou-se um escasso estroma
com intensa proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e ostedcitos (Tabela 6 e
Anexo D). A neoformagédo 6ssea correspondia a um estagio de maturagdo avancado

em algumas amostras, sugerindo a incorporacao do enxerto (Figuras 21 e 22).



Tabela 6 — Andlise semiquantitativa da extremidade do grupo PT
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Aspectos
histologicos

Ausente (%) 1 (%) 2 (%) 3 (%)
Inflamacao 2 (33,3) 4 (66,6) 0 (0) 0 (0)
Fibroblastos 0 (0) 2 (33,3) 1(16,6) 3 (50)
Osteoblastos 0 (0) 2 (33,3) 0 (0) 4 (66,6)
Ostedcitos 1(16,6) 1(16,6) 1(16,6) 3 (50)
Osteoclastos 2 (33,3) 3 (50) 1(16,6) 0 (0)

1- Discreto (0 a 5 células por campo)

2- Moderado (6 a 15 células por campo)

3- Intenso (acima de 15 células por campo)
Fonte — O autor (2014).

Figura 20 — Grupo PT. Animal 4. Extremidade. Remodelacao
Ossea. (EN) Enxerto 6sseo. HE 100x.
Fonte — O autor (2014).



Figura 21 — Grupo PT. Animal 7. Extremidade. (OR) Osso
receptor. (ON) Osso neoformado. (EN) Enxerto. HE
40x.

Fonte — O autor (2014).

Figura 22 — Grupo PT. Animal 1. Extremidade. (OR) Osso
receptor. (ON) Osso neoformado. Seta: Linha
basofilica. HE 100x

Fonte — O autor (2014).
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5.4 DescricOes dos ensaios: grupo SB — extremidade

5.4.1 Analise qualitativa

Em 50% dos enxertos do grupo SB, na regido de extremidade, ocorreu
necrose identificada por lacunas de ostedcitos vazias e espacos medulares com
raros remanescentes medulares vitais e outros necrosados com aspecto fantasma.
Além disso, nestes havia sequestros 6sseos. Logo, os enxertos haviam perdido sua
vitalidade (Figuras 23 e 24). O etilcianoacrilato formou uma barreira sobre o enxerto
e as areas onde foi encontrado o enxerto possuiam vitalidade focal com poucos

espacos medulares (Tabela 7 e Anexo E).

Em dois espécimes, houve reabsorcdo do enxerto ésseo, de forma total (SB1)
e parcial (SB2- extremidade). SB1 foi excluido das analises estatisticas da regido

medial e da extremidade, enquanto SB2 foi excluido apenas da extremidade.

Tabela 7 — Analise qualitativa da extremidade do grupo SB

Amostras SB regido extremidade

Animais positivos para o

Achados atributo n (%)
histologicos 1 2 3 4 5 6 7
Vitalidade ND ND + + + - - 3 (60)
Capilares ND ND + + + + + 5 (100)
Osteoide ND ND - + + - - 2 (40)
Reabsorgio ND ND + + + + + 5 (100)

(ND) Néo determinado, pois as amostras dos animais SB1 e SB2 foram excluidas do estudo devido a
total reabsorcéo dos enxertos.

(+) Presenca

(-) Auséncia

Fonte — O autor (2014).
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Figura 23 — Grupo SB. Animal 6. Extremidade. A) (EN) Enxerto, (SE) Sequestro 6sseo, (NE) Necrose
medular, Seta preta: célula gigante, (AD) Adesivo e (OR) Osso receptor. HE 40x. B) (EN)
Enxerto, (EM) Espaco medular necrosado, setas pretas: infiltrado inflamatério, seta vermelha:
célula gigante multinucleada. HE 100x.

Fonte — O autor (2014).

Figura 24 — Grupo SB. Animal 3. Extremidade. A) (EN) Enxerto, (AD) Adesivo, (OR) Osso receptor, (TC)
Tecido conjuntivo. HE 40x. B) (EN) Enxerto, (AD) Adesivo, (TC) Tecido conjuntivo, (OR) Osso
receptor. HE 40X.

Fonte — O autor (2014).
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5.4.2 Andlise semiquantitativa

Na interface, verificou-se a presenca de residuo do adesivo associado a
numerosas células gigantes multinucleadas e processo inflamatorio moderado
(Figuras 25 e 26). Havia osteoblastos, poucos ostedcitos e consideravel proliferacao

fibroblastica (Tabela 8 e Anexo E).

Tabela 8 — Analise semiquantitativa da extremidade do grupo SB

Aspectos Escores
histolégicos

Ausente (%) 1 (%) 2 (%) 3 (%)
Inflamacéo 0 (0) 2 (40) 3 (60) 0 (0)
Fibroblastos 0 (0) 3 (60) 1 (20) 1 (20)
Osteoblastos 1 (20) 2 (40) 2 (40) 0 (0)
Ostedcitos 4 (80) 0 (0) 0 (0) 1(20)
Osteoclastos 0 (0) 2 (40) 0 (0) 3 (60)

1- Discreto (0 a 5 células por campo)

2- Moderado (6 a 15 células por campo)

3- Intenso (acima de 15 células por campo)
Fonte — O autor (2014).
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Figura 25 — Grupo SB. Animal 5. Extremidade. (EN) Enxerto, (OR) Osso
receptor, (AD) Adesivo e (IN) Infiltrado inflamatério. HE 40X.
Fonte — O autor (2014).

Figura 26 — Grupo SB. Animal 5. Extremidade. A) (AD) Adesivo, (SE) Sequestro 6sseo, (EN) Enxerto, (TC)
Tecido conjuntivo, (OR) Osso receptor. HE 40x. B) Visdo em 10x da imagem em A. HE 100X
Fonte — O autor (2014).
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5.5 COMPARACOES DA AVALIACAO QUALITATIVA

5.5.1 Entre regides nos dois grupos

As regibes centrais de PT e de SB e as extremidades de PT e de SB foram
analisadas pelo Teste de Fisher. Nao foram encontrados valores estatisticamente
significativos quanto aos achados histolégicos avaliados nestas regides; porém ha
uma tendéncia (p-valor = 0,080) do grupo PT em ter mais osteoide na extremidade

que o SB.

Foi desconsiderada a analise do adesivo na regido periférica e central visto

gue somente o grupo SB havia recebido o mesmo (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacédo das avaliacdes qualitativas entre PT e SB

Regiéo central Extremidade
Caracteristicas (Teste Exato (Teste Exato
hi . de Fisher de Fisher
istolégicas
p-valor) p-valor)
Vitalidade 0,103 0,182
Capilares * 1,000
Osteoide 1,000 0,080
Reabsorcéo 0,559 1,000

Nivel de significancia p<0,05

*Nao foi computado porque era uma constante na regido central de ambos os
grupos

Fonte — O autor (2014).
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5.5.2 Entre regides no mesmo grupo

A analise da avaliacdo qualitativa entre as regifes central e extremidade de
PT e SB foi feita pelo teste de McNemar e ndo foram encontrados valores
estatisticamente significativos. O aspecto histolégico “capilares”, no grupo PT, foi

uma constante, portanto n&o foi computado (Tabela 10).

Tabela 10 — Comparacédo das avaliacGes qualitativas entre
centro e extremidade de PT e SB

Caracteristicas PT SB
histolégicas p-valor p-valor
Vitalidade 1,000 1,000
Capilares * 1,000
Osteoide 1,000 0,375
Reabsorcdo 1,000 1,000

Teste de McNemar

Nivel de significancia p<0,05

“Adesivo” foi desconsiderado, pois o mesmo estava limitado a
extremidade

(-) PT nao recebeu adesivo

( *) Nao foi computado porque foi uma constante na regido central de
ambos os grupos

Fonte — O autor (2014).

5.6 Comparacao da avaliagdo quantitativa

5.6.1 Entre diferentes regides nos dois grupos

O teste U de Mann-Whitney demonstrou diferenga significativa (p<0,05) entre
0S seguintes aspectos avaliados: grupo PT com mais osteoblastos na regido central
(p=0,035), o grupo SB com maior inflamacdo (p=0,030) e quantidade de

osteoclastos na extremidade (p=0,048) (Tabela 11).



Tabela 11 — Comparacao das avaliagdes quantitativas entre regides de PT e SB

Achados Regido p-valor Grupo Média Mediana
histolégicos
PT 0,57 0
Central 0,138
SB 1,50 15
Inflamacéo
PT 0,67 1
Extremidade 0,030*
SB 1,60 2
PT 1,29 1
Central 0,836
SB 1,33 1
Fibroblastos
PT 2,17 2,5
Extremidade 0,755
SB 1,60 1
PT 1,86 2
Central 0,234
SB 1,17 1
Osteoblastos
PT 2,33 3
Extremidade 0,268
SB 1,20 1
PT 2,29 3
Central 0,035*
SB 0,67 0,5
Ostedbcitos
PT 2,00 2,5
Extremidade 0,202
SB 0,60 0
PT 0,71 1
Central 0,534
SB 1,00 1
Osteoclastos
PT 0,83 1
Extremidade 0,048*
SB 2,20 3

Teste nao paramétrico de Mann Whitney
Nivel de significancia p<0,05
*Diferenca estatisticamente significativa
Fonte — O autor (2014).
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5.6.2 Entre diferentes regibes no mesmo grupo

Mediante a aplicacdo do teste Wilcoxon, a comparacéo das frequéncias dos
escores da extremidade X centro em cada grupo ndo apresentou resultados
significativos (Tabela 12). Logo, ndo ha diferenca entre os aspectos avaliados na
neoformacdo no centro, que néao recebeu o etilcianoacrilato, e a extremidade que o

recebeu.

Apesar disso, existe uma tendéncia a haver mais osteoclastos na extremidade

do grupo SB que no centro (p=0,063).

Tabela 12 — Comparacdo entre regido central e
extremidade de cada grupo

Achados PT SB
histolégicos p-valor

Inflamacéo 1,000 0,157
Fibroblastos 0,317 0,180
Osteoblastos 0,748 0,564

Ostedcitos 0,357 1,000
Osteoclastos 1,000 0,063

Teste de Wilcoxon
Nivel de significancia p<0,05
Fonte — O autor (2014).
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6 DISCUSSAO

Os enxertos 6sseos autdogenos sdo largamente usados para reconstrucao de
rebordos atréficos e devem ser fixados justapostos ao sitio receptor. Baseados
nisso, os parafusos de titanio representam, clinicamente, o padrdo ouro para fixacao

de enxertos 6sseos em bloco (BAS et al., 2012; SASKA et al., 2009).

No entanto, a utilizacdo desses dispositivos metalicos para a fixacdo do
enxerto 0sseo traz algumas desvantagens e problemas, tais como: formacdo de
artefatos em exames de imagem, custo elevado dos materiais utilizados, risco de
exposicdo do parafuso levando a infeccdo, entre outros. Além disso, o tempo
cirirgico é maior e exige precisdo e habilidade da técnica (OLIVEIRA NETO et al.,

2010).

Para reproducdo do mecanismo de reconstrucdo de rebordos atroficos, a
calota craniana de rato ou de coelho tem sido utilizada em estudos experimentais. A
calota de coelho possui espessura adequada para utilizacdo de parafusos de titanio
(OLIVEIRA NETO et al., 2010). Entretanto, a coloca¢cado do parafuso de titanio para
fixacdo de enxerto em calota de ratos é considerada como impraticavel devido a
pouca espessura desta (ESTEVES et al.,, 2011). No modelo do presente estudo, a
utilizacdo de parafusos de titanio para fixagdo dos enxertos em calota de ratos sO se
tornou possivel em funcdo da adaptacdo do comprimento dos parafusos introduzida

pelos autores.

Os adesivos cianoacrilatos estdo sob estudos para serem uma alternativa na
substituicdo dos métodos de osteossintese que empregam materiais metalicos para

a fixacdo o6ssea, promovendo uma fixacdo menos rigida, sem comprometer a
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incorporacdo do enxerto e a sua manutencéao volumétrica (OLIVEIRA NETO et al.,
2010). Embora estudos clinicos e experimentais tenham demonstrado a eficacia dos
cianoacrilatos na fixacdo de tecidos biolégicos (BUCKLEY; BECKMAN, 2010;
ESTEVES et al., 2011; ESTEVES et al., 2012; GONZALEZ et al., 2000; MELO et al.,
2013; SASKA et al., 2004; SASKA et al., 2009), os mesmos sao histotoxicos, quando
degradam em formaldeido e cianoacetato, e promovem liberacdo de calor na

polimerizacdo (MELO et al., 2013).

Estes processos resultam em reacgdes teciduais, tais como necrose,
abscesso, sequestro 0sseo, rejeicdo de enxerto, edema persistente e fibrose
intensa. Em nosso experimento, duas amostras do grupo SB tiveram o enxerto
reabsorvido totalmente em uma e parcialmente na porcao distal de outra. Constatou-
se reacdo inflamatoria relacionada a cola na extremidade, bem como inducdo a

resposta tecidual de reparo com presenca de osteoclastos.

O etilcianoacrilato € um adesivo que tem sido utilizado em estudos de reparo
do tecido 6sseo in vivo em modelo humano (GONZALEZ et al.,, 2000) e animal
(ESTEVES et al., 2011; ESTEVES et al., 2012; KIMAID et al, 2000; SASKA et al.,
2004; SASKA et al., 2009) e foi considerado como biocompativel em estudos in vitro

com osteoblastos (MELO et al., 2013).

Para a fixacdo dos enxertos 0sseos 0 adesivo cianoacrilato deve ser aplicado
nas superficies 0sseas e esta aplicacdo pode interferir nos resultados obtidos.
Entretanto, a forma de aplicacdo do adesivo etilcianoacrilato ndo esta clara na
maioria dos estudos pesquisados (ESTEVES et al., 2011; ESTEVES et al., 2012;
SASKA et al., 2009). Apenas o estudo de Oliveira Neto et al. (2010), que utilizou o

adesivo butilcianoacrilato, descreveu a preocupacdo em nao aplicar o adesivo em
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toda extenséo do leito receptor, mas somente nas bordas e de realizar perfuracdes
no leito receptor para induzir revascularizacdo. Para a escolha da metodologia a ser
empregada neste estudo ndo foi encontrada na literatura publicada uma
padronizacdo para a aplicacdo, quantidade e modo de insercao do etilcianoacrilato
no leito receptor. Deste modo, foi estabelecida como método de aplicacdo a
utilizacdo de uma gota (0,01 mL) do adesivo na forma em gel em cada uma das

extremidades, obtendo-se, entéo, quatro pontos de fixagcao.

Apesar deste protocolo de aplicacdo, nos cortes histologicos, o adesivo foi
encontrado na extremidade e, eventualmente, transbordando lateralmente sobre a
superficie do enxerto. A padronizacdo da técnica de fixacdo de enxertos com
adesivos deve levar em conta a viscosidade dos mesmos que pode permitir ou nédo
seu escoamento para areas adjacentes a aplicacdo e, consequentemente, interferir

no reparo 6sseo.

No presente estudo, o adesivo extravasou para a regidao de superficie em um
dos enxertos (Figura 25), formando uma barreira; em outros, permaneceu no sitio de
aplicacdo sem que houvesse incorporacdo do enxerto. Este fato pode induzir a
interpretacdo de que a cola atuou mais como barreira do que como “elemento

solda”.

A incorporacdo completa dos enxertos ao leito receptor (Figura 22) nao foi
observada no grupo PT como nos estudos de Saska e outros (2009), que, no
mesmo periodo, observaram a incorporacdo em apenas dois casos. Na regido
medial, em 71,4% dos espécimes, obteve-se o0 escore 1 (0 a 5 células por campo)
para fibroblastos e 3 (acima de 15 células por campo) para ostedcitos. Na regido da

extremidade, em 42,9% dos casos, obteve-se escore 3 para os dois tipos celulares.
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Portanto, observou-se que a regido medial estava em um estagio de maturagcdo mais
avancado que a extremidade, entretanto sem diferenca estatisticamente significativa.
A integralizacdo do enxerto na regiao central do grupo PT foi maior que em SB (p=
0,035) e pode ser justificada pela pressdo que o parafuso € capaz de exercer no
momento da instalacdo. Esta pressédo, que ndo é exercida pelo adesivo, induz a
menor formacéo de espaco morto. Além disso, foi observada insignificante reacao

inflamatéria em 30 dias.

No presente trabalho, o etilcianoacrilato permaneceu nas extremidades apdés
30 dias, semelhante ao ocorrido no estudo de Kimaid e outros (2000). O adesivo
constituiu-se em um obstaculo que favoreceu a manutencdo do espaco morto na
interface e, por consequéncia, interferiu na ocorréncia de fenébmenos bioldgicos, tais
como a revascularizacdo, proliferacdo de fibroblastos, neoformacdo Ossea e a
incorporacdo do enxerto. Pode ser observado que o adesivo proporcionou um
retardo na reparacao e neoformacgéo 6ssea, corroborando os resultados encontrados
por Saska e outros (2009) e Esteves e outros (2011). Entretanto, Kimaid e outros
(2000) consideraram que a presenca do etilcianoacrilato estimulou a atividade

osteogénica e ndo interferiu no processo de neoformacao 6ssea.

Na comparacdo das avaliagdes quantitativas entre regidbes de PT e SB, foi
possivel observar que, na extremidade de SB, a inflamacg&o era estatisticamente
significativa (p=0,030) e havia maior remodelacdo 6ssea indicada pela presenca de
osteoclastos (p=0,048), o que confirma os resultados obtidos por Saska e outros
(2009), Esteves e outros (2011) e Esteves e outros (2012). Estes resultados
sugerem que o adesivo pode gerar um processo inflamatério importante e, ao

mesmo tempo, promover uma maior remodelacéo 6ssea.
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O método de aplicacdo do adesivo ndo demonstrou diferenca de maturacao
O0ssea dentro do mesmo grupo. A regido medial e a extremidade de SB néo
apresentaram diferencas estatisticas quanto aos aspectos histolégicos a

neoformacédo Ossea.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados foi possivel concluir que:

- Na extremidade do grupo SB, onde foi colocado o adesivo, observou-
se maior intensidade do processo inflamatério e da remodelacdo 6ssea que

no grupo PT;

- Nao houve diferenca nos aspectos histoldgicos entre as duas regides

nas comparacdes intragrupos;

- A forma de aplicagdo do adesivo apenas na extremidade néo facilitou

a incorporacao do enxerto;

- O adesivo formou um espaco morto na interface enxerto/leito receptor
0 que fez com que ele atuasse mais como um dificultador do que como

agente de uniéo;

- O adesivo etilcianoacrilato interferiu impedindo adequado reparo

0sseo:;

- O grupo PT apresentou maior maturagédo 0ssea na regiao central que

SB;

- Os parafusos de titanio representam clinicamente o padrdo ouro de

fixacdo de enxertos 0sseos em bloco.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
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Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e foi aprovado
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PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
03/05/2011.

Juiz de Fora, 04 de maio de 2011.
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ANEXO B

Andlise semiquantitativa na regido medial do grupo PT

Achados
histolégicos PT1 PT2 PT3 PT4 PT5 PT6 PT7
Inflamacéo 1 1 N N 2 N N
Fibroblastos 1 1 1 2 2 1 1
Osteoblastos 1 3 3 2 1 2 1
Osteocitos 1 3 3 3 N 3 3
Osteoclastos 1 N N 1 1 1 1

(N) Auséncia, (1) Discreto, (2) Moderado e (3) Intenso
Fonte — O autor (2014).
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ANEXO C

Analise semiquantitativa na regido medial do grupo SB

Achados SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7
histologicos
Inflamacgéao ND 3 1 1 N 2 2
Fibroblastos ND 3 1 1 1 1 1
Osteoblastos ND 2 2 1 N 1 1
Osteadcitos ND 1 N 2 N 1 N
Osteoclastos ND 1 1 2 N 1 1

(ND) N&o determinada. Amostra do animal SB1 foi excluida em fun¢é@o da total reabsor¢éo do
enxerto
(N) Auséncia, (1) Discreto, (2) Moderado e (3) Intenso

Fonte — O autor (2014).
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ANEXO D

Andlise semiquantitativa na extremidade do grupo PT

hiéfowgg e PTL PT2 PT3 PT4 PT5 PT6 PT7
Inflamacgéao N 1 N 1 1 ND 1
Fibroblastos 1 3 1 2 3 ND 3
Osteoblastos 3 3 1 1 3 ND 3
Osteadcitos 3 3 1 N 3 ND 2
Osteoclastos N 1 N 1 1 ND 2

(ND) N&o determinada. A amostra do animal PT6 foi excluida em fungdo da contaminacdo por
protozoario
(N) Auséncia, (1) Discreto, (2) Moderado e (3) Intenso

Fonte — O autor (2014).



78

ANEXO E

Andlise semiquantitativa na extremidade do grupo SB

Achados SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7
histolégicos
Inflamacgéao ND ND 1 2 1 2 2
Fibroblastos ND ND 1 2 1 3 1
Osteoblastos ND ND 2 2 1 1 N
Osteadcitos ND ND N N 3 N N
Osteoclastos ND ND 1 3 1 3 3

(ND ) Nédo determinada. Amostras da extremidade dos animais SB1 e SB2 foram excluidas em
funcéo da total reabsor¢éo dos enxertos
(N) Auséncia, (1) Discreto, (2) Moderado e (3) Intenso

Fonte — O autor (2014).



