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RESUMO

A reabilitacdo de areas edéntulas atréficas requer o uso de enxerto 6sseo em bloco.
O método mais empregado para fixacdo dos blocos 6sseos sdo os parafusos de
titnio. Entretanto, o uso destes dispositivos de fixacdo apresenta desvantagens,
incluindo a necessidade de remocéo, risco de fratura e formacao de artefatos em
exames imaginoldgicos. A utilizacdo de adesivos teciduais a base de cianoacrilatos
vem sendo sugerida como alternativa ao uso de parafusos na fixacdo de enxertos
0sseos autdgenos. Este trabalho tem como objetivo comparar histologicamente o leito
receptor de blocos de enxertos 6sseos autdégenos fixados com adesivos a base de
etil-cianoacrilato em relagcéo a fixagdo com parafusos de titanio. Foram utilizados 24
coelhos machos adultos, nos quais foram realizados dois defeitos cirirgicos de 8mm
na regido dos 0ssos parietais, lateralmente a sutura sagital mediana. A fixacdo dos
blocos de osso autdégeno foi realizada na regido posterior do 0sso parietal com
parafuso e adesivo. Foram realizados 2 defeitos em cada parietal, sendo que um dos
defeitos foi direcionado ao grupo parafuso e o outro defeito ao grupo adesivo. Os
grupos parafuso e adesivo foram subdivididos de acordo com os periodos
experimentais de 60 e 75 dias, com n=6 em cada grupo e em cada tempo. A analise
histoldgica avaliou a interface 0osso — enxerto, avaliando as areas de tecido 6sseo e
mole. Nas areas de tecido 6sseo foram avaliados o0s seguintes critérios: osso maduro,
0SSO imaturo, lacunas vazias, lacunas preenchidas por ostedcitos, espacos vazios,
medula 0ssea, areas de necrose, osteoclastos, osteoblastos e vasos sanguineos. E
nas areas de tecido mole adjacente foram avaliados: fibras coldgenas, fibroblastos,
vasos sanguineos, células inflamatérias, células gigantes multinucleadas,
osteoblastos, osteoclastos, espacos vazios e areas de necrose. Foi observado
aumento na densidade de volume de osso imaturo (p=0,0026) no grupo adesivo em
relacdo ao grupo parafuso no periodo de 75 dias. E o grupo parafuso 75 dias
apresentou diminui¢cdo na densidade de volume de 0sso imaturo quando comparado
ao grupo parafuso 60 dias (p=0,0184). Nao foram observadas diferencas nos
componentes teciduais dos tecidos moles e na resposta inflamatoéria adjacente do leito
receptor de enxerto autdégeno fixado com parafusos de titdnio e com adesivos a base
de cianoacrilato apos 60 e 75 dias. Foi possivel concluir que o uso do parafuso e o
etil-cianoacrilato foram equivalentes na fixacao de blocos 6sseos autégenos. A maior
presenca de 0sso imaturo no grupo adesivo 75 dias sugere uma maturacdo 6sseo
mais lenta com uso do adesivo.

Palavras-chave: Transplante 6sseo. Remodelacdo 6ssea. Cianoacrilatos.



ABSTRACT

Rehabilitation of atrophic edentulous areas requires the use of a block bone graft. The
most used method for fixation of the bone blocks are the titanium screws. However,
the use of these fixation devices has disadvantages, including the need for removal,
risk of fracture and formation of artifacts in imaginological examinations. The use of
tissue adhesives based on cyanoacrylates has been suggested as an alternative to
the use of screws in the fixation of autogenous bone grafts. This work aims to compare
histologically the receptor bed of autogenous bone graft blocks fixed with ethyl-
cyanoacrylate-based adhesives in relation to fixation with titanium screws. Twenty-four
adult male rabbits were used, in which two 8mm surgical defects were performed in
the parietal bone region, laterally to the median sagittal suture. The fixation of the
autogenous bone blocks was performed in the posterior region of the parietal bone
with screw and adhesive. Two defects were performed in each parietal, and one of the
defects was directed to the screw group and the other defect to the adhesive group.
The screw and adhesive groups were subdivided according to the experimental
periods of 60 and 75 days, with n = 6 in each group and in each time. Histological
analysis evaluated the bone-graft interface, evaluating the areas of bone and soft
tissue. In the areas of bone tissue, the following criteria were evaluated: mature bone,
immature bone, empty gaps, gaps filled by osteocytes, empty spaces, bone marrow,
areas of necrosis, osteoclasts, osteoblasts and blood vessels. In the areas of adjacent
soft tissue were evaluated: collagen fibers, fibroblasts, blood vessels, inflammatory
cells, multinucleated giant cells, osteoblasts, osteoclasts, empty spaces and areas of
necrosis. An increase in the volume density of immature bone (P = 0,0026) was
observed in the adhesive group in relation to the screw group in the period of 75 days.
And the screw group 75 days showed a decrease in the volume density of immature
bone when compared to the 60-day screw Group (p = 0,0184). No differences were
observed in tissue components of the soft tissues and in the adjacent inflammatory
response of the receptor bed of autogenous graft fixed with titanium screws and with
cyanoacrylate-based adhesives after 60 and 75 days. It was possible to conclude that
the use of the screw and ethyl-cyanoacrylate were equivalent in the fixation of
autogenous bone blocks. The highest presence of immature bone in the adhesive
group 75 days suggests a slower bone maturation with the use of the adhesive.

Keywords: Bone transplantation. Bone remodeling. Cyanoacrylates.
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1 INTRODUCAO

Apesar da relevante melhoria na condicdo bucal da populacéo, a perda dentaria
ainda apresenta elevados indices, sendo acima de 70% para pacientes com mais de
65 anos (SB Brasil 2010). A auséncia dentaria, mesmo que compensada pelo uso de
proteses removiveis, resulta em diversos prejuizos na qualidade de vida dos pacientes
desdentados, incluindo comprometimento estético, mastigatorio e de fonagdo (GUO
et al., 2014). Além disso, esta auséncia ndo permite que os estimulos mecéanicos
inerentes a mastigacao sejam transmitidos ao leito 6sseo, resultando em reabsor¢céo
do rebordo alveolar, o que dificulta significativamente a reabilitacdo protética destes
pacientes (AGHALOO; MOY, 2007; AL-NAWAS; CLEMENTINI et al., 2013;
SCHIEGNITZ, 2014).

Para a reabilitacédo de pacientes edéntulos, diferentes propostas de reabilitacéo
protética sdo descritas. A instalacdo de implantes osteointegraveis € caracterizada
como uma alternativa viavel e previsivel para a reabilitacdo de rebordos total ou
parcialmente edéntulos (ADELL et al, 1990; JEMT, 1995). Entretanto, a
previsibilidade desta técnica esta fortemente relacionados com a disponibilidade
6ssea no leito 6sseo (ADELL etal., 1981; BUDTZ-JORGENSEN, 1996; GREENSTEIN
et al., 2009; PALMQUIST et al., 2010). Em casos de rebordos atréficos, os
procedimentos de enxertia sdo largamente utilizados com o intuito de permitir a
reabilitacdo com implantes osteointegravies (CHA et al., 2016, 2014; COULTHARD;
HELEN, 2005; KIM et al., 2013; NKENKE; STELZLE, 2009).

O osso autégeno é considerado como o0 padrdo-ouro na regeneragcdo 6ssea
(BURCHARDT, 1978; HUNT; JOVANOVIC, 1999; SAKKAS et al., 2017; WOOD;
MOORE, 1988) e apresenta taxas de sucesso de implantes em sitios enxertados entre
72,8 e 97% apos 0 acompanhamento de 6 meses a 10 anos (PANDIT; PANDIT, 2016).
O uso do o0sso autogeno pode ser realizado em bloco ou de forma particulada. Para a
utilizacdo em blocos, métodos de fixacdo como parafusos e placas sdo utilizados
(CANEVA et al., 2017; GEALH et al., 2014; LOUIS, 2010; SOUZA et al., 2014). Apesar
da frequente aplicabilidade clinica, o uso destes dispositivos de fixagcdo apresentam
algumas desvantagens, incluindo a necessidade de remocao, risco de fratura do
parafuso durante a remocdao e formacao de artefatos em exames imaginoldgicos (BAS

et al., 2012). Além disso, em regibes de mucosa pouco espessa, 0s parafusos podem
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ficar visiveis ou expostos, resultando em desconforto estético, aumento no risco de
infecgdes e perda do enxerto (SALATA et al., 2014).

Assim, a utilizacdo de adesivos teciduais a base de cianoacrilatos é sugerida
por alguns autores como alternativa ao uso de parafusos na fixacdo de enxertos ao
leito receptor (ALMEIDA, 2015; OLIVEIRA NETO et al., 2010; SASKA et al., 2009).
Resultados controversos séo descritos pela literatura no que se refere ao uso de colas
tecidos na fixacdo de blocos de osso autdégeno. Alguns estudos demonstraram que 0
adesivo tecidual € biocompativel e promove estabilidade aos blocos de osso autdgeno
de forma semelhante ao parafuso (OLIVEIRA NETO et al., 2010; SASKA et al.,2009).
Outros autores relataram melhor fixagdo com o uso de parafusos, associado a areas
de necrose mais extensas nos blocos de 0sso autdgeno fixados com cianoacrilato.
Contudo, ndo foram observadas diferencas em relacdo a resposta inflamatéria e
reacdo de corpo estranho entre os grupos. O mesmo estudo revelou ainda maior
deposicdo Gssea no leito 6sseo que recebeu enxerto fixado com parafuso quando

comparado a fixacdo com cianoacrilatos (BAS, 2012).

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente a fixacao de
enxerto ésseo autdbgeno com adesivo a base de cianoacrilato e com parafuso de
titinio apos 60 e 75 dias dos procedimentos de enxertia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O uso de enxertos 6sseos € largamente utilizado na pratica clinica.
Anualmente, mais de meio milhdo de procedimentos de enxerto 6ésseo sao realizados
nos Estados Unidos (BALDWIN et al., 2019; FAOUR et al., 2011; MCAULIFFE, 2003),
sendo que, no contexto mundial, este nimero pode atingir o dobro deste dado
(GREENWALD et al.,2001). O enxerto 6sseo autdégeno foi realizado pela primeira vez
com sucesso em 1875, quando Nussbaum corrigiu um defeito 6sseo com uma fracao
da ulna do mesmo individuo (VAN HEEST; SWIONTKOWSKI,1999). Desde entdo, 0s
enxertos 0sseos € largamente utilizados para fornecer suporte mecanico,
preenchimento de defeitos 0sseos apOs trauma ou resseccao cirdrgica, e ainda,
otimizam o reparo 6sseo (MCAULIFFE, 2003).

O desenvolvimento no campo de substitutos ésseos é extenso nas décadas
recentes (BHATT; ROZENTAL, 2012; BLOKHUIS; ARTS, 2011; LAURENCIN; KHAN;
EL-AMIN, 2006). Os enxertos alégeno, autdégeno e sintético proporcionam uma
estrutura osteocondutora ou estrutural para o crescimento 6sseo (BLANK et al.,2017).
Entretanto, o padréo-ouro atual para procedimentos de enxertia permanece como 0
bloco autégeno, que € o tecido ésseo coletado do préprio paciente e substituido no
local lesionado (HOLLENSTEINER et al., 2019). O enxerto autbgeno contém todas as
caracteristicas para o crescimento 6sseo, como osteocondutividade, osteogenicidade
e osteoindutividade (LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006).

Todavia apesar das altas taxas de sucesso, mesmo em casos de maxilares
severamente reabsorvidos, o enxerto autdgeno € comumente associado a maiores
indices de morbidade (SAKKAS et al., 2017).

Biomateriais de preenchimento incluindo o 0sso autdégeno podem ser
utilizados na forma particulada ou em bloco (KULKARNI et al., 2013; PISONI et al.,
2016). O enxerto particulado é preferencialmente utilizado para o levamento do
assoalho do seio maxilar, a fim de ganhar altura 6ssea e 0 uso de enxertos em bloco
normalmente tem como objetivo 0 aumento da espessura 6ssea do processo alveolar
(DASMAH et al., 2012). Assim sendo, enxertos em bloco autégenos séo sugeridos no
tratamento de maxilares atroficos, agindo no aumento do volume 0sseo e estabilidade
implantes instalados na area (SANTANA; SANTANA, 2015).
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A incorporacéo do enxerto ésseo autdogeno (EOA) é decorrente da interacdo
molecular e celular entre o tecido enxertado e o leito receptor. A incorporagao segue
uma sequéncia especifica de eventos no reparo , sendo iniciada no momento em que
0 bloco 6sseo € envolvido por um coagulo e a reacao inflamatoria € iniciada. O coagulo
sanguineo inicial é substituido por tecido de granulacdo altamente vascularizado e
responsavel pela liberagdo de células e citocinas envolvidas na neoformacéo 6ssea
(CHA et al., 2011). Essas citocinas e quimiocinas conduzem células osteogénicas e
vasos sanguineos para o interior do enxerto 6sseo (CONTI et al., 2006). Dessa forma,
0 adequado contato entre o enxerto 6sseo e o leito receptor, a vascularizagéo do local
e 0 método de fixacdo sdo fatores extremamente relevantes na incorporacdo 6ssea
(SOEHARDI et al., 2009).

A fixacdo rigida utilizando parafusos revolucionou os procedimentos de
enxertia, assim como a introducdo de materiais como titdnio, aumentou a
previsibilidade destes procedimentos (LUHR, 2000). Neste contexto, o o titanio é
descrito como um metal com biocompatibilidade e propriedades mecéanicas
adequadas, sendo utilizado com sucesso para fixacdo de enxertos autégenos em
bloco h& mais de 100 anos (BAE et al., 2014; PHILLIPS; RAHN, 1990). O sucesso na
pratica clinica estd associado com a obtencdo da estabilidade Ossea, aspecto
extremamente relevante para o reparo 0sseo no leito enxertado (SINGH et al., 2010).

A fixacdo de blocos 6sseos com parafusos teve inicio em 1886, quando o
cirurgido de Carl Hansmann Hamburg apresentou suas experiéncias com o sistema
de placas e parafusos (ROBINSON,1978). Desde entédo, sua utilizacdo é largamente
descrita (BUDA et al., 2018; BAE et al., 2014; PHILLIPS; RAHN, 1990) Entretanto, é
necessaria a remoc¢ao dos parafusos apos a remodelacdo 6ssea, uma vez que a
presenca de danos teciduais adjacentes ao parafuso sao observadas (KIM; YEO; LIM,
1997; BAS et al.,, 2012; KLUPPEL et al., 2015; SALATA et al., 2014). Além disso, 0
uso de parafuso de fixacdo apresenta desvantagens como possibilidade de fratura
durante a remocéo, formacgéo de artefato radiogréafico durante geracéo de imagens e
desconforto do paciente devido a palpabilidade através da mucosa oral (BAS et al.,
2012; KLUPPEL et al., 2015; SALATA et al., 2014).

Assim sendo, novas propostas de fixacdo foram desenvolvidas, visando
minimizar as desvantagens associadas ao uso do parafuso. Neste contexto, 0s

cianoacrilatos sdo materiais adesivos que podem ser utilizados na fixacdo 6ssea (JO;
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SOHN, 2014, SARASWAT; VERMA, 2012). Estes adesivos apresentam menor custo,
facilidade de uso, rapida polimerizacdo e auséncia na producdo de artefatos de
imagem. Além disso, sdo descritos como bactericidas, hemostaticos e bioabsorviveis.
E ainda, ndo demandam procedimentos cirdrgicos secundarios para sua remocao
(BAS et al., 2012; ESTEVES et al., 2014; OLIVEIRA NETO et al., 2010; SALATA et
al., 2014).

Adesivos de cianoacrilato foram sintetizados pela primeira vez em 1942, por
Harry Wesley Coover Jr e Fred Joyner, incialmente ndo desenvolvidos para uso
clinico, como metil-cianoacrilato e o etil-cianoacrilato (Super Bonder®) (SARASWAT;
VERMA, 2012). Somente na década de 70 foi desenvolvido um adesivo de uso
médico, o do butil-cianoacrilato (Histoacryl® - Inglaterra) (KAMER; JOSEPH, 1989).
Em 1995, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o octil-cianoacrilato
(Dermabond® - Estados Unidos) tanto para o fechamento de feridas como na fungéo
de barreira antibacteriana (QUINN et al.,1997).

Resultados favoraveis em tecido 6sseo foram relatados em defeitos criticos
na calota de coelhos com a utilizacdo de cianoacrilatos. Nestes defeitos, blocos de
enxertos autdégenos foram fixados com etil-cianoacrilato e parafusos de titanio, os
quais foram avaliados ap6s 5, 15, 30, 60 e 120 dias. Os resultados revelaram a
biocompatibilidade do adesivo, associada a redu¢do nos indices de reabsorcédo do
enxerto (SASKA; GABRIELLI, 2009). Da mesma forma, outros autores demonstraram
a biocompatibilidade destes adesivos, associada a efetiva fixacdo dos blocos de
enxertia (HOCHULI-VIEIRA et al.,, 2017; ESTEVES et al., 2014). Contudo, houve
aumento nos indices de reabsorcdo éssea nos blocos fixados com cianoacrilato,
guando comparados aos blocos fixados com parafusos (HOCHULI-VIEIRA et al.,
2017). Da mesma forma, outros estudos revelaram prejuizos na incorporacao
completa do enxerto ao leito receptor quando fixados com cianoacrilatos (SANTIS et
al., 2017; ROCHA, 2015; ESTEVES et al., 2014).

Além da reducdo na deposicdo 0ssea, a presenca destes adesivos parece
desencadear uma reacao inflamatodria discreta e localizada, a qual pode ser observada
mesmo em periodos mais tardios do processo de reparo tecidual (60 dias). Entretanto,
autores apresentaram resultados controversos sobre o uso de adesivos teciduais
(HOCHULI-VIEIRA et al., 2017; SANTIS et al., 2017; ROCHA, 2015; ESTEVES et al.,

2014). Desta forma, é possivel observar que dados referentes a incorporacdo do



15

enxerto no leito receptor sédo permanecem parcialmente elucidados, o que salienta a
importancia de estudos referentes a resposta tecidual ao enxerto de osso autégeno

fixado com adesivos a base de cianoacrilato.
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3 OBJETIVOS

Objetivos gerais:

1.Analisar histologicamente a interface de blocos de enxertos 0sseos autégenos
fixados com adesivos a base de etil-cianoacrilato em relacdo a fixacdo com parafusos

de titanio apds 60 e 75 dias.

Obijetivos especificos:

1.Avaliar os componentes teciduais dos tecidos mineralizados na interface 0sso
receptor e enxerto autdbgeno em bloco fixados com adesivos a base de etil-
cianoacrilato em relacédo a fixacdo com parafusos de titdnio apds 60 e 75 dias por

meio de anéalise histomorfométrica.

2.Avaliar a resposta inflamatoria e os componentes teciduais dos tecidos moles da
interface 0sso receptor e enxerto autdgeno em bloco fixados com adesivos a base de
etil-cianoacrilato em relagéo a fixacdo com parafusos de titanio apos 60 e 75 dias por

meio de anéalise histomorfométrica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 24 coelhos (Nova Zelandia) machos adultos com idade
meédia de 150 dias e peso de aproximadamente 350 gramas, fornecidos pela Fazenda
Experimental da PUC. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela
comisséo de ética para uso de animais da Universidade Positivo (protocolo 383/2016).
Em cada animal, foram realizados dois defeitos cirargicos de 8mm na regido dos
0Ss0s parietais, lateralmente a sutura sagital mediana. Os blocos 6sseos, obtidos
durante a confeccdo do defeito, foram utilizados como enxerto 6sseo autdégeno onlay
na propria calota dos coelhos posteriormente aos defeitos. As cavidades 6sseas foram

preenchidas com osso liofilizado, em contato com a dura-mater.

A fixacdo dos blocos de osso autdégeno na calota dos coelhos foi realizada

com parafuso ou adesivo, compondo 0s seguintes grupos experimentais:

Grupo parafuso (n=12): fixacdo dos blocos de osso autbégeno com parafuso NeoPoros
de 1.2 mm de diametro e 3.5 mm de comprimento (Neodent, Curitiba, Brasil) no centro
da regido de contato. Este grupo foi subdividido de acordo com os periodos

experimentais de 60 (n=6 - grupo parafuso 60), e 75 dias (n=6 - grupo parafuso 75).

Grupo adesivo (n=12): fixacdo dos blocos de osso autdgeno com adesivo a base de
etil-cianoacrilato (Super Bonder®, Sdo Paulo, Brasil ). Este grupo foi subdividido de
acordo com os periodos experimentais de 60 (n=6 - grupo adesivo 60), e 75 dias (n=6
- grupo adesivo 75). Foi aplicada uma gota do adesivo na regido central do bloco com
auxilio de um aplicador do tipo microbrush com posterior espalhamento pela superficie

do enxerto.
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Figura 1 - Sequéncia cirlrgica da fixagédo dos blocos 6sseos com parafuso e adesivo.

Fonte: Carla F. Andrade, Thalyta Verbicaro e Profa Dra Melissa R. de Araujo.

Protocolo clinico seguido nos procedimentos de fixacdo de blocos 6sses com parafuso e adesivo.
Anestesia local (lembrando que os animais estavam sob acdo de anestesia geral) (A); Incisdo (B);
Confeccao do defeito dsseo (C e D); Fixagdo dos blocos 6sseos; a esquerda fixado com parafuso e a
direita fixado com adesivo, ambos fixados posteriormente ao defeito 6sseo (E).
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Ap0s os periodos experimentais, os animais foram submetidos a eutanasia
com COz2. O gas foi empregado na concentracdo de até 40%, suficiente para o 6bito
do animal (CFMV, 2013, p. 35) . Em seguida, as calotas foram dissecadas e cortadas
com disco diamantado. As pecas foram armazenadas em formol a 10% por 48 horas
e submetidas ao processo de descalcificagdo com imersao em solucao de EDTA 10%

(pH 7.4) por aproximadamente 12 semanas com trocas semanais.

Para obtencdo de cortes parafinados, as pecas foram submetidas a
desidratacdo gradual em &lcool 70% por 24 horas, 80% por 24 horas, 90% por 24
horas e 100% por 24 horas, seguida de xilol por 24 horas e inclusdo em parafina.
Cortes semi-seriados de 4 a 6 um de espessura em longo eixo foram obtidos em um
micrétomo Leica (Leica Biosystems, Buffalo Grove, Estados Unidos), com intervalo de

10 um cada. Em seguida, os cortes foram corados por hematoxilina e eosina.

As avaliagcBes histolégicas foram realizadas por meio da microscopia de luz
convencional (Olympus® BX41, Shinjuku, Japdo), usando a plataforma Olympus
Microscope (Olympus Microscope Screen Saver, Shinjuku, Japao). Todas as

avaliacOes histologicas foram realizadas por um examinador cego e calibrado.

A analise histoldgica foi avaliada abordando areas de tecido 6sseo e areas de
tecido mole do leito 6sseo enxertado (Figura 1). O tecido 6sseo foi avaliado em 6
campos no aumento de 100 vezes, representado a extensao do defeito (Figura 2).
Nestes campos, foram avaliados 0s seguintes critérios: 0sso maduro, 0Sso imaturo,
lacunas vazias, lacunas preenchidas por ostedcitos, espacos vazios, medula 6ssea,

areas de necrose, osteoclastos, osteoblastos e vasos sanguineos.

A area de tecido mole, também foi composta por 6 campos no aumento de 100
vezes, foi posicionada de forma justaposta ao campos de avaliacdo do tecido 6sseo
(Figura 1). Nestes campos, foram avaliados os seguintes critérios: fibras colagenas,
fibroblastos, vasos sanguineos, células inflamatérias, células gigantes

multinucleadas, osteoblastos, osteoclastos, espacos vazios e areas de necrose.

Tais critérios, tanto no tecido 6sseo quanto no tecido mole, foram quantificados

utilizando o programa ImageJ (ImageJ 1.50i, Madison, Estados Unidos) (Figura 3).
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Utilizou-se o plugin “grid” para insercdo de 80 pontos equidistantes, os quais foram

contabilizados com auxilio do plugin “Point tool”.

Os dados obtidos foram transformados em percentuais para posterior anélise
estatistica (GraphPad Prism 8, San Diego, Estados Unidos). A analise entre 0s grupos
parafuso e adesivo foi realizada por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. Para todas as andlises, valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significante.
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Figura 2 - Distribuicdo dos campos para analise de morfometria do tecido mole e do tecido ésseo em
diferentes aumentos.

Fonte: O autor.
A - Vista ampliada da interface 0sso receptor - enxerto. B- Vista detalhada da distribuicdo dos 6
campos analisados em tecido mole e 6 campos respectivos analisados em tecido 0sseo.

Figura 3 — Insercéo do "grid” e da contagem de pontos em tecido 6sseo (A e B) e tecido mole (C e D).

- o x 4 par30LSD2TO1 jpg (G) (50%) - o x
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Fonte: O autor.
Quantificagdo utilizando o programa ImageJ. Em A e B pontos no tecido 6sseo (no exemplo contagem
de osso imaturo ). Em C e D pontos no tecido mole ( no exemplo contagem de vasos sanguineos ).
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5 RESULTADOS

Este trabalho comparou histologicamente a interface de blocos de enxertos
0sseos autogenos fixados com adesivos a base de etil-cianoacrilato e blocos fixados

com parafusos de titdnio apos 60 e 75 dias.

Nos tecidos mineralizados, a analise histomorfométrica mensurou a presenca
de osso maduro (figura 4A), osso imaturo (figura 4B), lacunas vazias (figura 4C),
lacunas preenchidas por ostedcitos (figura 4D), medula Ossea (figura 4E),
osteoblastos (figura 4F) , osteoclastos (figura 5A), possiveis artefatos de imagem
(figura 5B), espacos em branco (figura 5C), tecido mole (figura 5D), vasos sanguineos

(figura 5E). Os percentuais de cada parametro estao descritos nas figuras.

A presenca de adesivo residual ndo foi observada em nenhum dos periodos
experimentais. Foi observado aumento na densidade de volume de 0sso imaturo
(p=0,0026) no grupo adesivo em relacdo ao grupo parafuso no periodo de 75 dias
(figura 4B). Além disso, foram detectadas diferencas dentro do grupo parafuso nos
diferentes periodos experimentais. De fato, o grupo parafuso 75 apresentou
diminuicdo na densidade de volume de osso imaturo quando comparado ao grupo
parafuso 60 (p=0,0184) (figura 4B).
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Figura 4 - Densidade volumétrica de critérios analisados no tecido ésseo nos grupos parafuso e
adesivo ap6s 60 e 75 dias dos procedimentos de enxertia.

_® =
= 100+ £ 100~
se g2 .
-sg 80+ §§ 804 —_—
-]
2E E
2 604 39 60
> 3 ; g
o
T 40- g% 40+
33 3
23 5. £2 20
88 8%
e e
8. 0~ T T g. 0+ T T
60 dias 75 dias 60 dias 75 dias
s =
23 50 28 507
o= ® =
) ° 5
g5 407 8§§ 409
85 $S5%
€92 304 T ot 304
33 388
E3 Eag
U3 B
E -: 20+ 359 g 20
>m >0 -
°5 s €8
T3 104 s S S 104
88 S o
2 o s [ | 25 | wm .
8 60 dias 75 dias av 60 dias 75 dias
s S 501
£ 50+ €
3 3
2 aof gE 1
a8 o 0
gg 304 -g % 30+
o 8
33 201 28
>8 o <
o E >3
T 2 104 8 g 101
3 3
c 0 d——_— . [ 04— T
8 60 dias 75 dias 8 60 dias 75 dias

Fonte: O autor.
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Cortes histolégicos de enxertos fixados com parafuso ou adesivo a base de cianoacrilato foram
avaliados por anélise histomorfomética em relacdo a osso maduro (A), osso imaturo (B),lacunas 6sseas
vazias (C), lacunas 6ésseas preenchidas por osteécitos (D), medula 6ssea (E), osteoblastos (F). Os
resultados representam valores de média e desvio padréo.

* indicam diferenca estatisticamente significativa

(p>0,05, two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey)
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Figura 5 - Densidade volumétrica de critérios analisados no tecido 6sseo nos grupos parafuso e
adesivo apds 60 e 75 dias dos procedimentos de enxertia.
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Fonte: O autor.

Cortes histolégicos de enxertos fixados com parafuso ou adesivo a base de cianoacrilato foram
avaliados por analise histomorfomética em relagao a osteoclastos (A), artefatos (B), espacos em branco
(C), tecido mole (D), vasos sanguineos (E).Os resultados representam valores de média e desvio
padréo.

(p>0,05, two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey)

A analise histomorfométrica dos tecidos moles adjacentes ao leito enxertado
revelou auséncia de diferencas significativas entre os grupos em todos os critérios
avaliados, sendo fibras colagenas (figura 6A), fibroblastos (figura 6B), vasos
sanguineos (figura 6C), células inflamatorias (figura 6D), espacos em branco (figura
6E), osteoblastos (figura 6F), possiveis artefatos de imagem (figura 7A), presenca de
matriz 6ssea (figura 7B) e adipdcitos (figura 7C). Células gigantes multinucleadas bem

como areas de necrose nao foram detectadas em nenhuma das amostra avaliadas.
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Figura 6 - Densidade volumétrica de critérios analisados nos tecidos moles adjacente ao leito enxertado
nos grupos parafuso e adesivo apds 60 e 75 dias dos procedimentos de enxertia.
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Cortes histolégicos de enxertos fixados com parafuso ou adesivo a base de cianoacrilato foram
avaliados por andlise histomorfomética em relacdo a fibras colagenas (A), fibroblastos (B),vasos
sanguineos (C), células inflamatérias (D), espag¢os em branco (E), osteoblastos (F).Os resultados
representam valores de média e desvio padréo.
(p>0,05, two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 7 - Densidade volumétrica de critérios analisados nos tecidos moles adjacente ao leito enxertado

nos grupos parafuso e adesivo apos 60 e 75 dias dos procedimentos de enxertia.
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Cortes histolégicos de enxertos fixados com parafuso ou adesivo a base de cianoacrilato foram
avaliados por analise histomorfomética em relacdo a artefatos (A), matriz 6ssea (B), adipécitos (C).Os
resultados representam valores de média e desvio padréo.
(p>0,05, two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey)
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Figura 8 - Aspecto histolégico do grupo adesivo apés 60 dias.

Fonte: Autor.
Imagens representativas dos resultados obtidos no grupo adesivo 60 em diferentes aumentos;

ApOs 60 dias os grupos adesivo e parafuso ndo apresentaram diferenca estatistica. Interface
0SSO - enxerto em crescentes aumentos (A,B e C). Representacdo do tecido 6sseo (D) e tecido

mole (E).
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Figura 9 - Aspecto histoldgico do grupo parafuso apés 60 dias.

Fonte: Autor.
Imagens representativas dos resultados obtidos no grupo parafuso 60 em diferentes aumentos; Apos

60 dias os grupos adesivo e parafuso ndo apresentaram diferencga estatistica. Interface 0sso - enxerto
em crescentes aumentos (A,B e C). Representacdo do tecido mole (D) e tecido 6sseo (E) do grupo

parafuso com 60 dias.
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Figura 10 - Aspecto histolégico do grupo adesivo apos 75 dias.

Fonte: Autor.
Imagens representativas dos resultados obtidos no grupo adesivo 75 em diferentes aumentos; O grupo

adesivo 75 apresentou aumento na densidade de volume de osso imaturo (p=0,0026) em relacdo ao
grupo parafuso 75. Interface osso - enxerto em crescentes aumentos (A,B e C). Representacdo do

tecido mole (D) e tecido 6sseo (E).



30

Figura 11 - Aspecto histoldgico do grupo parafuso apés 75 dias.

Fonte: Autor.

Imagens representativas dos resultados obtidos no grupo parafuso 75 em diferentes aumentos. O grupo
parafuso 75 apresentou diminuicdo na densidade de volume de osso imaturo quando comparado ao
grupo parafuso 60 (p=0,0184). Interface o0sso - enxerto em crescentes aumentos (A,B e C).

Representacéo do tecido mole (D) e tecido 6sseo (E).
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6 DISCUSSAO

Os parafusos de titdnio sdo descritos como padrdo ouro para a fixagdo do
enxerto 0sseo (ESTEVES et al.,, 2014 ; NODA et al., 2009). Entretanto, novas
propostas abordam adesivos a base de cianoacrilato como uma nova possibilidade de
fixacdo Ossea, atrelada a necessidade de mais estudos com relacdo a incorporacéo
do enxerto ao leito receptor (ESTEVES et al., 2014; GONZALEZ et al., 2000;
HOCHULI-VIEIRA et al., 2017; ROCHA, 2015; SANTIS et al., 2017).

A proposta deste estudo foi baseada na avaliacdo das caracteristicas
histoldgicas do leito 6sseo apds 60 e 75 dias dos procedimentos de enxertia com 0SS0
autégeno em bloco fixados com parafuso ou cianoacrilato. O delineamento
experimental foi realizado em coelhos, assim como outros estudos prévios (BAS et
al., 2012; HOCHULI-VIEIRA et al., 2017; OLIVEIRA NETO et al., 2010; SALATA et al.,
2014; SANTIS et al., 2017; SASKA et al.,, 2009). O coelho é considerado mais
adequado para um estudo morfologico da maturacdo Ossea que roedores. Este
modelo experimental apresenta uma remodelacdo secundaria setorial do 0sso

laminar, mais similar ao ser humano (PAZZAGLIA el al.,2015).

Os resultados obtidos neste estudo apresentam dados compativeis com o0s
conceitos de biocompatibilidade para ambas as estratégias para fixacdo de blocos de
0sso autdgeno. De fato, ambos o0s grupos em todos os periodos experimentais
revelaram a auséncia de resposta inflamatéria moderada e intensa, bem como
auséncia de areas de necrose e células gigantes multinucleadas. Estes dados estao
de acordo com estudos prévios que relatam a biocompatibilidade tanto dos parafusos
de titanio (BAS et. al, 2012; OLIVEIRA NETO et.al,2010; ROCHA,2015). Em relacdo
ao uso de adesivos, esta biocompatibilidade também foi observada (ESTEVES et al.,
2014; HOCHULI-VIEIRA et al., 2017; OLIVEIRA NETO et.al,2010; SANTIS
et.al,2017). Entretanto, outros autores descreveram a presenca de edema e resposta
inflamatdria moderada no processo de reparo de tecidos moles na presenca de
cianoacrilato em coelhos. Apesar desta resposta, houve completa reabsorcédo do
adesivo apos 8 semanas, considerando que o adesivo foi aplicado em m areas bem

vascularizadas (PELISSIER et al., 2001). De acordo com estes dados, em nossos
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experimentos, a presenca de adesivo ndo foi observada em nenhum dos periodos

experimentais de 60 e 75 dias.

Além da biocompatibilidade, nossos resultados demonstraram auséncia de
diferencas significativas no tecido mole adjacente ao leito 6sseo enxertado entre 0s
grupos. De acordo com nossos resultados, outros estudos demonstraram achados
similares (Dadas 2007, Saska 2009). Dadas, et al. (2007) n&o observaram diferencas
no tecido mole entre blocos 6sseos fixados com o uso do butil-cianoacrilato com
placas em relacdo aos parafusos de fixacdo no que se refere a presenca de
fibroblastos, fibras colagenas, vasos sanguineos e osteoblastos. Da mesma forma,
Saska et al. (2009) encontraram auséncia de reacdo inflamatéria no tecido mole
adjacente, associada ao comportamento celular similar em grupos fixados com etil-

cianoacrilato e parafusos de fixacao.

Contudo, dados controversos sao relatados por Esteves e colaboradores, em
2014. Foi demonstrado que a fixacdo de blocos de osso autdégeno tanto com etil-
cianocrilato quanto com octil-cianoacrilato resultou em resposta inflamatoria local
moderada, mesmo em periodos experimentais mais tardios (60 dias) em coelhos.
Além disso, os autores relataram que estes adesivos foram capazes de manter o bloco
0sseo0 em posicdo, porém a incorporacdo do enxerto no leito receptor nao foi
observada (ESTEVES el al., 2014). Assim, 0s autores sugerem que a permanéncia
do adesivo na interface prejudicou a revascularizagcéo e a incorporacédo do enxerto,

favorecendo a persisténcia da resposta inflamatoria local.

Em relagdo a analise dos tecidos mineralizados, os dados obtidos no presente
estudo revelaram aumento na quantidade de osso imaturo em leitos Osseos
receptores de blocos de osso autdégeno fixados com adesivo apo6s 75 dias em relagéo
aos blocos fixados com parafuso. Assim sendo, a presenca de 0Sso imaturo mostrou-
se mais pronunciada nos grupos onde a fixacdo dos blocos 0sseos foi realizada com

adesivos.

Santis e colaboradores em 2017 analisaram a incorporagao na interface entre
enxertos 6sseos autdgenos e sitios receptores usando adesivo de butil-cianoacrilato
e parafusos de fixagdo. A primeira evidéncia de neoformacdo Ossea na regido de
interface foi detectada apos 7 dias em pequena quantidade, semelhante aos
resultados obtidos neste mesmo periodo por ESTEVES et al. (2014). Apos 20 dias, a
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presenca de osso neoformado foi observada de forma discreta. Os autores concluiram
que o uso do butil-cianoacrilato manteve o enxerto em posi¢do, mas ndo ocorreu

incorporacdo completa do enxerto ao leito receptor.

De acordo com nossos resultados, Salata e colaboradores, em 2014,
observaram aumento no percentual de osso mineralizado em blocos 6sseos fixados
com cianoacrilato, comparado aos blocos fixados com parafuso. Concomitantemente,
0s autores observaram mais reabsorcao 6ssea no grupo fixado com parafuso. Apés 4
dias, o grupo fixado com cianoacrilatos apresentou niveis mais elevados na expressao
de IL-6 e TNF-alfa comparado ao grupo fixado com parafusos. Contudo, apds 8 dias,
houve reducdo destes niveis no grupo fixado com cianoacrilatos, associado ao
aumento nos niveis de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator necrose
tumoral alfa (TNF-alfa) em relacdo ao grupo fixado com adesivos. Estes resultados
demonstram que o procedimento de enxertia, em um contexto geral, suscitam uma
resposta inflamatéria intensa inicial, seguido pelo estimulo a expressao de fatores
angiogénicos e osteogénicos. Considerando as alternativas de fixagdo, os autores
sugerem que o grupo fixado com parafuso apresentou uma resposta inicial mais
intensa, 0 que poderia minimizar a presenca de 0sso imaturo nos grupos fixados com
parafuso (SALATA el al., 2014).

Além disso, a presenca mais acentuada de 0sso imaturo no grupo fixado com
adesivos pode estar associada a um atraso no processo de maturacdo éssea na
presenca do adesivo. Neste contexto, nossos resultados revelaram redugcdo na
guantidade de osso imaturo no grupo fixado com parafuso apds 75 dias em relacao
ao mesmo grupo no tempo experimental de 60 dias. Assim sendo, 0 grupo adesivo

necessitou maior tempo para maturacao éssea.

Este atraso no processo de remodelacdo déssea em blocos de osso autdégeno
fixados com adesivo pode ser decorrente da degeneragcéo do peridsteo que ocorre
nos estagios iniciais do processo de reparo tecidual (OLIVEIRA NETO et al., 2010).
BAS et al. (2009) também comparando o uso do etil-cianoacrilato com uso de
parafusos de fixagdo, verificou atraso na resposta inflamatéria com incorporagéo
O0ssea mais lenta com uso do adesivo. Além disso, contrapondo os achados Salata et
al. (2014) a perfuracdo para inser¢cao do parafuso de fixacdo pode ser considerada

como uma estratégia para otimizagcdo da maturagédo do tecido 6sseo, uma vez que
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viabiliza a angiogénese (OLIVEIRA NETO et al., 2010). De fato, a perfuracdo dos
blocos de osso autégeno ja foi previamente descrita, em estudos clinicos e
experimentais, para favorecer a neoformacdo de vasos sanguineos. Contudo, €&
importante considerar que estas perfuracfes parecem favorecer a reabsorcéo destes

blocos.

Em um contexto geral, os dados obtidos em nosso estudo ressaltam a
viabilidade da utilizacdo tanto de parafusos de titanio quanto de adesivos para fixagcéo
de blocos de osso autdégeno. Considerando a aplicabilidade de procedimentos de
enxertia, sugere-se gue os leitos 0sseos, oriundos de ambos o0s grupos, sejam leitos
0sseos viaveis para a instalacdo de implantes osteointegraveis. Entretanto, 0s grupos

onde o bloco 6sseo foi fixado com adesivos apresentou maturacdo 6ssea mais lenta.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel concluir que:

A com fixacdo com uso de parafuso e do etil-cianoacrilato se monstram
equivalentes nos tempos experimentais de 60 e 75 dias. Vale ressaltar nossos
resultados sugerem que o grupo adesivo apresentou uma maturacdo 6ssea mais

lenta, o que nao inviabiliza seu uso na estabilizacdo 6ssea.
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N COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(-~ g} Rua Prof° Pedro Viriato Parigot de Souza, 5.300

— Fone: (41) 3317-3260 ou 3317-3290
UNIVERSIDADE Fax: (41) 317-3030
POSITIVO ceua@up.com.br

PROTOCOLO CEUA 383

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO
PELO

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

OBJETIVO

Os objetivos sdo comparar a efetividade das técnicas de enxertos autdgenos onlay fixados com
adesivos a base de cianoacrilato em relacao a fixagdo com parafusos de titanio através da
osseointegracdo dos implantes na area enxertada e o reparo 0sseo da regido doadora com diferentes
biomateriais.

SINTESE DO PROJETO

Seréo utilizados 24 coelhos adultos machos da espécie Oryctolagum cuniculos, linhagem Nova
Zelandia. Os animais serdo divididos em dois grupos experimentais sendo o tempo de eutanasia de 30
dias (Tabela 1). Em cada grupo, as amostras serdo destinadas a andlise histoldgica, histomorfométrica
e por micro CT.

Serao realizados dois defeitos dsseos de 8mm na calvéria de cada coelho, um defeito de cada lado,
lateralmente a sutura sagital mediana. Estes blocos 6sseos serdo utilizados como enxerto 6sseo
autdgeno onlay bilateralmente na prépria calota dos coelhos. Em um lado o animal recebera o enxerto
6sseo fixado com um adesivo e no outro lado o enxerto sera fixado com parafuso. Posteriormente,
serdo instalados os micro-implantes nos dois tempos operatérios, 30 e 45 dias.

Grupo 1: Bloco 6sseo sera fixado com parafusos NeoPoros de 1.2 mm de didmetro e 3.5 mm de
comprimento (NeoDent® - Curitiba, PR, Brasil) no centro da regido de contato.

Grupo 2: Bloco 6sseo sera colado com adesivo a base de etil-cianoacrilato (Super Bonder® - Loctite-
Brasil).

Os animais serdo adquiridos da Fazenda Experimental da PUC-PR ou da Fazenda Experimental da
UFPR. Os animais serdo trazidos para o biotério da Universidade Positivo e serdo mantidos por 7 dias
antes da cirurgia para a ambientacao.

A eutanasia sera realizada injecao de Tiopental 1g (2mL) por via EV, conforme protocolo do biotério da

UP.

COMENTARIOS DO RELATOR

O CEUA analisou o projeto proposto e as questdes pendentes foram alteradas no projeto e formulario,
desta forma o CEUA recomenda a aprovagéo do projeto.

PARECER

Recomenda a Aprovacao






