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RESUMO:

Introdugao: Defeitos 6sseos decorrentes de traumas, resseccbes de
tumores ou mesmo malformagdes congénitas, sado encontrados com
freqiéncia na pratica médica. O tratamento destas deformidades é feito
mediante reconstrugbes cirurgicas, principalmente na cirurgia plastica,

proporcionando aos pacientes melhor qualidade de vida.

Os defeitos 6sseos sao corrigidos preferencialmente com enxertos
0sseos autolégos por ndo causarem rejeicdo, mas estes apresentam como
desvantagens a morbidade das areas doadoras e a grande porcentagem de

absor¢ao dos enxertos, com diminuicdo ou perda do resultado final.

Outros métodos de reconstru¢cdo, como o uso de materiais aloplasticos,
sao utilizados mas, muitas vezes, evoluem com rejeicdo e extrusdao ou
infeccdo, e necessitam ser retirados. Retalhos livres, compostos de osso com
musculo ou derme e subcutaneo, em casos graves, representam a melhor
opc¢ao. Entretanto, este método requer preparo especifico da equipe cirurgica,
maior tempo de cirurgia e, muitas vezes, apresenta trombose vascular e perda

do retalho.

Objetivo: Avaliar a viabilidade e a formacao éssea em retalho galeo-

periostal preenchido com p6 de osso em calota craniana de coelhos.

Método: Foram estudados 40 coelhos divididos em dois grupos, o
primeiro com retalho galeo-periostal e 0 segundo com o mesmo retalho,

porém preenchido com pé de 0sso.

Resultados: Os resultados demonstraram neoformacédo 6ssea em

ambos, mas com diferengas na estrutura e conformagao éssea.

Conclusao: O retalho galeo-periosteal preenchido com pd de osso em
calota craniana de coelhos é viavel. A formacao 6ssea ocorreu em ambos 0s
grupos, preenchido ou nao com pd de osso. A maturidade do tecido 6sseo foi

maior nos retalhos preenchidos com p6 de osso.

Palavras-chave: osso, calvaria, retalhos, reconstrugdo, face, enxerto

6sseo.



SUMMARY

Introduction: Osseus defects from traumas, tumor ressections or
congenital malformations are usual in medical practice. The treatment of these
deformities has been made with reconstructive surgeries, specially in plastic

surgery, to give the patients better quality of life.

The osseus defects are usually corrected with autologous bone grafts.
These grafts are used because they do not cause rejection. However, they
have disadvantages like the donnor site morbidity, the high number of

absorption of these grafts and the final result partial or total lost.

Other reconstruction methods like alloplastic materials are used, but
they have high percentage of rejection and extrusion or even infection of these
materials, which need to be taken off. Flaps of bone and muscle or dermis and
subcutaneous are considered the best choice in difficult cases. However, this
method needs specific training of the medical group, longer surgeries and,

sometimes, presents the flap necrosis after vascular thrombosis.

Purpose: To study the viabilty and bone neoformation in a

vascularized galea and periosteum flap filled with bone fragments.

Method: Fourty rabbits were studied, and divided into two groups. One
had a simple galea and periosteum flap done and the other had the same flap

done but filled with bone fragments of the calvaria.

Results: The results demonstrated bone formation in both groups, but

with differences in the bone form and structure.

Conclusion: The galea-periosteum flap filled with bone dust at rabbit’s
calvaria is viable. The bone formation happened in both groups, with or

without bone dust. Bone maturity was higher in the flaps filled with bone dust.

Key words: bone, calvaria, flap, reconstruction, face, graft.



Introducgéo

1. INTRODUGAO:

Defeitos 6sseos resultantes de ressecg¢des tumorais, malformacdes
congénitas ou traumas requerem uma reconstrugdo adequada para
restabelecer a parte funcional como a degluticao, fala e respiragdo, além do

fator estético dos pacientes’™.

Tumores na face como tumores ésseos de maxila ou mandibula
precisam de extensa resseccdo e causam grandes deformidades. Muitas
vezes sao nheoplasias que necessitam tratamento adjuvante como a
radioterapia. A radioterapia age no local do tumor e tecidos adjacentes com
repercussdées na cicatrizacdo resultando em maior fibrose e menor
vascularizacao local. A toxicidade da radioterapia afeta o desenvolvimento
6sseo, o remodelamento e a cicatrizacdo de fraturas, devido ao aumento da
apoptose e comprometimento da vascularizacdo o que também dificulta as
futuras reconstru¢cdes e proporciona sequelas com alteragcbes na fala e
mastigacao®’. Além disso, estas deformidades pds-operatérias causam
também repercussdes sociais, pois esses pacientes apresentam falhas e
cicatrizes faciais, dificuldades na fala e alimentacdo que prejudicam a

socializacgo®’.

Malformagbes congénitas como Sindromes de Franceschetti,
Goldenhar e Crouzon, fissuras faciais, hipoplasia de maxila e mandibula,
estdo entre as deformidades faciais congénitas que requerem tecido 6sseo
para o tratamento, visando aprimoramento funcional, proporcionando

crescimento adequado e a inclusdo social destas criangas®”®.

Outra grande causa de deformidades faciais s&o os traumas,
principalmente decorrentes de acidentes de transito. Muitas vezes, apenas a
correcéo de fraturas nédo é suficiente, pois pode ocorrer perda de tecidos
moles e 6sseos, que necessitam reparagao cirurgica para preenchimento

destas perdas teciduais®'°.

Para tais deformidades, diversas técnicas de reparagdo tem sido

descritas como enxertos Osseos autolégos, retalhos locais, retalhos

Dissertacdo de Mestrado Ryane Schmidt Brock 1
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microcirurgicos, materiais aloplasticos, substitutos 6sseos e engenharia

tecidual®®113,

1.1. Enxertos 6sseos autoélogos:

O enxerto 6sseo € muito utilizado em reconstrugdes cirurgicas e pode
ser retirado principalmente da calota craniana, costela e crista iliaca. Possui
como vantagens a boa integracdo 6ssea sem risco de rejeicao por ser tecido
autdlogo, isto é, originario do proprio paciente. No entanto, apresenta grau
variavel de absorcdo, que modifica o resultado po6s-operatorio. Enxertos
0sseos de cortical apresentam menor absorgao que aqueles compostos pela
medular, e sua viabilidade, segundo alguns autores, diminui se o osso for
exposto ao ar ambiente por um periodo maior que 30 minutos ou imerso em

solugao salina por mais de uma hora>.

Além disso, devem-se considerar outras desvantagens como a
morbidade da area doadora e a dificuldade de conformacao do enxerto 6sseo

para corrigir a deformidade®° #1424,

O osso frontal de calota craniana foi utilizado em 1982, por Tessier,
para reparar deformidades craniofaciais, no entanto, a regido parietal &
preferencial devido a maior espessura e menor risco de morbidade na area

doadora®®?,

1.2. Retalhos:

Os retalhos locais sao utilizados em defeitos menores e que possuam
tecido viavel ao seu redor. Utilizam vascularizacéo local, préxima a area da

lesdo.

O retalho de fascia témporo-parietal, introduzido por Golovine em 1898,
€ muito utilizado nas reconstrugbes faciais por apresentar vantagens como
uma fina e resistente cobertura para tecido ésseo ou cartilaginoso e com o
suprimento sangliineo necessario para a viabilidade destes tecidos. O

pediculo vascular contém a artéria e a veia temporal superficial. Mas, apesar

Dissertacdo de Mestrado Ryane Schmidt Brock 2
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de pouca morbidade da area doadora, fica restrito para a utilizacédo apenas
em areas proximas como zigoma, Orbita e maxila. Por ser pediculado n&o
alcangca deformidades inferiores como as localizadas na mandibula e

pescogo?®?,

Os retalhos compostos de fascia témporo-parietal e calvaria promovem
bom volume e cobertura de tecido nas reconstrucbes de defeitos faciais,
mantém a vascularizacdo pelo pediculo que o torna mais resistente a
infeccbes e com menor absorgdo 6ssea. Podem ser usados em reconstrucdées
de maxila, assoalho de 6rbita e zigoma. O osso da calota craniana utilizado é,
preferencialmente, o parietal, e pode ser usado em toda sua espessura ou
apenas a tabua externa, que proporciona menor morbidade. A retirada do
fragmento 6sseo pode apresentar 10% de risco de exposi¢cao da dura-mater,

mas a incidéncia de sequela neurolégica & menor que 1%

Os retalhos vascularizados de calota craniana s&o superiores aos
enxertos 6sseos de calvaria, tanto histologicamente como anatomicamente, e

a superioridade esta na menor taxa de absorcado deste tecido transferido'®2°.

Os retalhos de calota craniana sdo capazes de manter maior massa
O0ssea, maior quantidade de ostedcitos viaveis, minimizam a absorgcdo e

aumentam a integragdo 6ssea, com menores taxas de infecgéozg.

Os retalhos livres nédo tem limitacdo quanto a distancia da é&rea
receptora. Sao vascularizados, permitindo menor absor¢éo tecidual no pds-
operatorio. S&do utilizados em reconstrugdes mais complexas, onde outros

métodos ndo estao disponiveis ou ndo sao suficientes.

A limitagdo desta técnica é basicamente a ocorréncia de trombose
arterial ou venosa, o que determina a perda total do retalho. Esta técnica
necessita equipamentos especificos como materiais e fios delicados,
microscopio e equipe treinada em microcirurgia. Ha também numero limitado
de areas doadoras e algumas podem apresentar sequelas importantes

quando ressecadas®®7:1%:17:18.30-36
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O osso é o unico 6rgao que tem a capacidade de regeneragéo propria,

independente de outros tecidos®.

Segmentos O6sseos vascularizados foram implantados em diversos
tecidos como musculo, grande omento, periésteo e fascia. Todos
apresentaram capacidade de irrigagdo do tecido 6sseo, mas apenas o

peridsteo demonstrou ser um meio capaz de promover a formacao 6ssea*”.

O periésteo € uma membrana vascularizada que recobre o 0sso e
possui uma rica fonte de células com grande importancia na cicatrizacao
Ossea. Estudos mostram que o periésteo pode induzir a formacéo tanto de
cartilagem, quanto de tecido 6sseo dependendo de fatores do meio como
oxigenacao e niveis de proteina presentes, sendo um componente necessario
para o crescimento, cicatrizacdo e remodelamento 6sseo. Ele promove a
vascularizacdo e possui osteoblastos e osteoclastos, importantes nestes

processos® %7,

O periésteo é um tecido membranoso que cobre os 0ssos exceto nas
articulagdes. Na camada interna contém células tronco mesenquimais com
potencial de diferenciagdo em osteoblastos, condroblastos, adipdcitos e
miécitos. Na camada externa, contém fibroblastos e células tronco
mesenquimais. Os fibroblastos e os osteoblastos produzem uma matriz

colagena®'®.

Quando o peridsteo é retirado a cicatrizacdo dssea é prolongada®.

O osso membranoso, presente na calota craniana, mandibula e maxila
€ formado diretamente de células tronco mesenquimais que diferenciam-se

em osteoblastos®.

Existem diferengas morfolégicas e na reparagdo entre o peridésteo de
0ssos intramembranosos e endocondrais (ossos longos). Nos 0ssos
intramembranosos, o periésteo possui células tronco mais ativas

metabolicamente do que no periésteo de ossos endocondrais®.

1.3. Materiais aloplasticos:
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Materiais aloplasticos como placas e parafusos de titanio, implantes de
polimetilmetacrilato, polietileno poroso, hidroxiapatita, ceramicas e siloxanos
polimerizados ou silicone, também podem ser utilizados nas reconstrugoes,
mas apresentam desvantagens como maior risco de infecgéo, extruséo,
rejeicdo e absorcdo do osso subjacente por compressdo Ossea. Aléem de
tornarem-se instaveis com o crescimento 6sseo quando utilizados em

deformidades craniofaciais infantis®'":20:21:2338.39

1.4. Substitutos 6sseos:

Os substitutos 6sseos sédo substancias comercialmente utilizadas que
tem propriedades como biocompatibilidade O0ssea, osteoconducdo e
osteoinducdo. Podem ser de origem humana, ceradmica (hidroxiapatita,
tricalcio-fosfato), vidro bioativo, sulfato de calcio ou polimeros. Sdo capazes
de fazer a reparacdo Ossea, mas apresentam absorcdo e ndo mantém a

espessura dssea necessaria para um bom resultado.
1.5. Engenharia tecidual:

Avancos nas técnicas de engenharia tecidual possibilitam novos
procedimentos em cirurgia reparadora. Um molde ideal, de tamanho
apropriado, que permita a migracdo celular em uma matriz adequada, pode
promover o crescimento de tecidos para reconstrugbes minimizando ou

evitando a agressao da area doadora.

As células tronco mesenquimais foram diferenciadas
experimentalmente em linhagens de tecidos conectivos e mesenquimais por
Caplan em 1991 e Pittenger e col. em 1999. Estas células tém a capacidade
de neoformacédo ou regeneragdo de estruturas craniofaciais. As células
adultas mesenquimais sao derivadas de diversos tecidos como a medula
Ossea, tecido celular subcutaneo, musculo, polpa dentaria, sinévia e cordao

umbilical, que sdo potenciais doadores para a terapia celular®®612:40-44,

O tecido adiposo é composto por adipocitos maduros e células
vasculares estromais heterogénias e a medula 6ssea é composta por

multiplas células incluindo adipécitos, células hematopoiéticas, células
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osteoprogenitoras e estromais, necessarias para a hematopoiese. O tecido
adiposo e a medula 6ssea contém células tronco mesenquimais com potencial
de diferenciagcdo celular em multiplas linhagens. As células tronco
mesenquimais da medula éssea sao capazes de diferenciarem-se em células
O0sseas quando em condicbes adequadas. S&o consideradas células
multipotentes, capazes de diferenciar-se em osteoblastos, condrécitos,
adipocitos e midcitos?>1240-45,

Células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo, isoladas por
Zuk e col. (2001), sdo mais acessiveis e abundantes. Podem ser coletadas de
fragmentos de subcutdneo ou através de lipoaspiracdo. Estudos
demonstraram que também podem ser utilizadas para formar tecido 6sseo em
defeitos recentes de calota craniana de animais, causam regeneracao 6ssea
quando administradas em osteonecrose de cabeca de fémur e podem ser

cultivadas in vitro?®40:4346-49,

Proteinas como a BMP (bone morphogenetic protein) e a proteina
osteogénica-1 (OP-1) tem grande importancia na formacéo 6éssea. A BMP tem
papel fundamental no crescimento e diferenciacao de diversos tipos celulares
como os osteoblastos. A OP-1 promove maturacéo e diferenciacao de células
da medula éssea em osteoblastos. Estudos como os de Sampath e col.
(1992) e Yeh e col. (2004) demonstraram que a OP-1, adicionada a cultura de
células o6sseas enriquecidas com osteoblastos em diferentes estagios de
diferenciacao, estimulam a proliferacao celular, a formacao de colageno e a
sintese de ostecalcina, um peptideo ndo colagenoso encontrado no 0sso,
secretado por osteoblastos maduros e que tem papel na mineralizagdo e

homeostase de ions de calcio no organismo®°,

Moldes de hidroxiapatita, silicone ou materiais ceramicos como o
tricalcio fosfato poroso, podem servir de moldes tridimensionais para os meios
de cultivo celular, no entanto, assim como outros materiais aloplasticos, tem

desvantagens como infeccéo e rejeigao®2! 4%,
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No entanto, o uso de células tronco necessita de centros
especializados capazes de coleta-las e prepara-las em meios ideais, capazes

de proporcionar a neoformagao celular. Isto limita a sua utilizagao®'%.

O papel fisiologico das plaquetas na cicatrizacdo e os fatores de
crescimento (PDGF, TGF-B, EGF) presentes nos alfa-granulos plaquetarios
criam um ambiente propicio para a cicatrizagdo. Por este motivo vem sendo
utilizado o plasma rico em plaquetas, uma amostra de plasma com
concentracdo de plaquetas acima do nivel basal, maior que 1,1 x 10°

plaquetas/ pL°°.

O plasma rico em plaquetas € considerado uma fonte natural de fatores
de crescimento que influenciam a regeneracdo Ossea. Estudos in vitro
mostraram que o plasma rico em plaquetas aumenta a producéo de colageno,
leva as células tronco mesenquimais a diferenciarem-se em condrocitos e

aumentam a deposigao de colageno tipo 11°°°7.

Muitos autores utilizaram o plasma rico em plaquetas (PRP), associado
ou ndo a enxertos 6sseos, para melhorar o reparo de tecidos moles e 6sseos.
Sabe-se que sao fonte de diversos fatores de crescimento como PDGF, TGF-
R, VEGF, IGF-I e EGF, mas ainda ndo ha consenso entre a concentracao
ideal de plaquetas. Tem como vantagens a natureza adesiva, hemostasia e

baixa rejeicao”’ .

1.6. Fascia muscular e periésteo:

A fascia muscular e o periésteo ja foram utilizados na confeccao de
retalhos &6sseos vascularizados para defeitos teciduais complexos
tridimensionais, pois esses tecidos possuem capacidade de irrigacédo de
enxertos 6sseos. Mas estudos mostraram que apenas o peridésteo é capaz de

proporcionar a formacéo 6ssea>>®’.

Alguns estudos demonstraram que o osso morcelizado preenchendo
retalho de fascia muscular e retalho de periésteo demonstrou que apenas a
vascularizagao do retalho ndo é suficiente para a formagéo de tecido 6sseo,

pois houve formacao 6ssea no grupo do periésteo e ndo no retalho fascial.
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Acredita-se que a presenca de fatores de crescimento presentes na matriz
6ssea morcelizada, assim como proteinas da familia do fator de crescimento
de fibroblastos, associado ao periosteo promoveu a osteogénese e resultou

em formagao 6ssea>>?’.

Imaginamos, entdo, um retalho de galea e peridsteo baseado nos vasos
temporais, o qual seria invertido formando um cilindro com o periésteo para
dentro e preenchido com p6 de osso retirado da cortical do cranio. Este
retalho poderia ser transposto sem microcirurgia e utilizado nas reconstrucoes
de mandibula, zigoma, malar ou 6rbita. Eventualmente poderia ser transferido
como um retalho livre tendo os vasos temporais anastomosados em um vaso
receptor. Seria uma técnica com pouca morbidade na area doadora, formacgéao
Ossea capaz de preencher defeitos teciduais e com possivel confecgéo

tridimensional d o tecido para reconstruir a area desejada com mais exatidao.
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2. OBJETIVO:

Avaliar a viabilidade e a formacédo 6ssea em retalho galeo-periostal

preenchido com p6 de osso em calota craniana de coelhos.
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3. METODO:

Esse estudo experimental foi realizado no periodo de junho de 2010 a
margo de 2012, no Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, tendo
sido previamente aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, com o protocolo

numero 773.

Foram utilizados 40 coelhos da linhagem Norfolk, de aproximadamente
70 dias de vida, todos machos. Os animais tinham massa de 1730 g a 3915 g
(média de 2655,75 g (+/-480,12) e foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) - "Campus" de Botucatu.

Os coelhos foram divididos em 2 grupos: Grupo Controle (Gc) com 10

animais e Grupo Tratado (Gt) com 30 animais.

A massa inicial dos animais do Grupo controle variou de 2102 g a 2715
g, média de 2409,30 g (+/- 179,29) e no Grupo tratado a massa inicial dos
animais variou de 1850 g a 3915 g, média de 2737,90 g (+/- 521,63) (Tabela

1),

Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico apds anestesia
com Ketamina 10% - 10mg/kg (Dopalen®) e Xilazina 2% - 3mg/kg
(Anasedan®) via endovenosa, pela veia marginal da orelha, com manutencéo

anestésica local com Lidocaina 1% - 0,5 mI®%3,

Foi realizada tricotomia na regido cefalica superior com aparelho
Oster®, posicionamento ventral, seguida de marcagao da incisdo mediana de
6 cm (Fig. 1). Através da inciséo cefalica mediana foram levantados dois
retalhos cutaneos laterais e realizada dissecg¢ao até exposicéo da galea (Fig.
2). Na galea foi feita nova incisdo mediana. O retalho foi previamente medido
e marcado com o tamanho padrdao de 15 mm de largura e 30 mm de

comprimento em todos os animais (Fig. 3).

No Gc foi levantado retalho galeo-periosteal de metade da calota

craniana, do lado direito, através de descolamento subperiostal com lamina de
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bisturi n°® 23. Foram identificados os vasos temporais (Fig. 4). O retalho foi
levantado nas medidas pré determinadas e invertido formando um cilindro de
30 mm de extensdo com o periésteo voltado para dentro (Fig. 5). Uma sutura
continua com fio multifilamentar, absorvivel, de acido poliglicélico (Vicryl® -
Ethicon/ Johnson & Johnson) 5.0, com agulha cilindrica, foi realizada para
fechar o cilindro e o mesmo foi fixado anteriormente no periésteo nao
manipulado, que foi mantido na calota craniana, permitindo uma orientacéo e
localizacdo exata do retalho nas analises realizadas. Foi realizada sutura
continua da pele com fio monofilamentar de Mononylon 5.0 (Ethicon/ Johnson
& Johnson).

No Gt o mesmo procedimento foi realizado, mas neste grupo, a outra
metade do periésteo foi também elevada na forma de um retalho de 15 mm x
30 mm para exposi¢cao da calota craniana, sem sec¢ao da porcgéao lateral. Com
o uso de uma lamina n°® 23 foi feita a raspagem da cortical do osso desta

metade da calota craniana, obtendo-se p6 de osso (Figs. 3,4, 5,6 e 7).

Apds verificagcdo da luz do cilindro confeccionado com a gélea e
periosteo do lado direito da calota craniana, e perviedade deste com uma das
extremidades de uma pin¢ca Addison sem dente, este cilindro foi preenchido
com o p6 de osso retirado da cortical do lado esquerdo (Figs. 7 e 8). A
quantidade de pd6 de osso utilizada foi a necessaria para preencher todo o
interior do retalho. Como todos os retalhos mantiveram um tamanho padrao,
consideramos o volume de p6é de osso semelhante entre as amostras. O
volume exato do p6 de osso utilizado para preencher cada cilindro n&o foi
medido por dificuldade técnica e perda destes fragmentos ésseos durante a
manipulagdo. Nao houve perda ou escape do pd de osso através da sutura

previamente realizada.

Apds isso, o cilindro foi fechado em sua porcao distal onde continha o
orificio por onde foi introduzido o p6 de osso e fixado em local semelhante ao
Gc. O lado esquerdo teve o retalho de periésteo fixado com o mesmo fio no
periosteo em sua posicdo anterior, restabelecendo-se em seu local

anatdémico. A pele foi fechada como no Gc.
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Os animais foram mantidos em ambiente proprio com agua e ragao ad

libitum.

Apds 30 dias, os animais foram novamente anestesiados e submetidos
a raio X em duas incidéncias, dorso-ventral e perfil, para avaliar a formacao
O0ssea do retalho pela presenca de imagem hiperdensa na regido cranial
direita (Fig. 9).

As radiografias dos animais de ambos os grupos foram comparadas a
imagem radiografica considerada normal da calota craniana de um animal no
pré-operatorio, sem qualquer intervencao cirurgica, em ambas as incidéncias
(Fig. 10). As imagens foram avaliadas por trés profissionais, cirurgides
plasticos, para comparacao e diagnéstico radiografico. A avaliagao foi cega,

sem conhecimento de qual grupo pertencia o animal avaliado.

Apds 60 dias, este exame foi repetido com os animais anestesiados,
nas mesmas duas incidéncias e foram repetidas as avaliagdes pelos trés
examinadores. Apds o raio X, a incisdo mediana foi realizada novamente e o
retalho foi identificado. Neste momento, foi feita avaliagdo do sangramento do
campo operatorio, verificacdo do sangramento do retalho mediante abertura
do cilindro de galea e peridésteo, avaliando, assim, a manutencao da
vascularizagcao deste retalho através do pediculo temporal, e visibilizagdo de
material 6sseo no interior do retalho. O material foi ressecado e colocado em
frasco com formol a 10% para posterior preparo de laminas para estudo
histolégico. Apos este procedimento os animais foram sacrificados com doses
elevadas de Ketamina 10% - 80mg/kg (Dopalen®) e Xilazina 2% - 30mg/kg

(Anasedan®) via endovenosa®.

O retalho foi, entdo, enviado para avaliagao histolégica, sendo fixado
em formol tamponado, ndo mais que 72h, preparado em blocos de parafina,
cortados em fragmentos de 5 pm, e entdo corado com hematoxilina-eosina e

Tricrébmio de Massom.

Apdés a confeccdo das primeiras 22 laminas, foi realizada a
descalcificacdo com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) por 2 horas

antes do preparo em blocos de parafina, devido a grande dificuldade
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encontrada no corte e preparo das laminas nas primeiras amostras. O uso do
EDTA n&o alterou os resultados encontrados nas laminas com a presenga ou
ndo de 0sso, apenas apresentava coloragao mais clara, menos calcificada do

tecido 6sseo formado.

As laminas foram avaliadas em microscopio Leica DMLS, em aumentos
de 2,5x, 5x, 10x e 20x, com as imagens fotografadas e registradas em
programa Sigma Scan Pro 5. A andlise foi dividida em avaliacdo qualitativa
celular, com a presenca de ostedcitos e osteoblastos e avaliagdo das medidas
de area e perimetro da estrutura 6ssea neoformada, aferidas em ambos os
grupos, somando todas as imagens de tecido 6sseo presentes nas laminas.
Os perimetros do tecido dsseo foram aferidos em mm e as areas em mm?,
através do programa Sigma Scan Pro 5, apds calibracdo adequada em
aumento de 2,5x. Na coloracdo de Tricrbmio de Massom, foi realizada a
andlise de formacédo Ossea através da coloragdo azulada, distribuicdo dos

elementos celulares e formacéao trabecular ou organizada.

Analise Estatistica:

Os dados foram apresentados por meio de estatistica descritiva e
grafica envolvendo distribuicdes de freqiiéncia e graficos de barras. Foram
avaliadas freqlUéncias, médias, medianas, desvio padrdo, valores minimos e

maximos.

Foram utilizados os testes de Qui-quadrado e, quando necessario, 0

teste exato de Fischer.

Para a comparacgéo do peso do animal e a formagéo 6ssea foi utilizada
regressao logistica por tratar-se de variaveis distintas, uma variavel

quantitativa continua e outra qualitativa.

A comparacdo dos examinadores que realizaram a analise dos
resultados radiograficos foi realizada através do indice de concordancia

Kappa.
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Para a comparacao dos valores da area e perimetro entre os Gc e Gt
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) apos realizagédo do teste de

normalidade.
Para todas as analises foi considerado nivel de significancia p<0,05.

O programa utilizado para as analises estatisticas foi o SAS for

Windows versao 9.2.
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4. RESULTADOS:

Foram operados 40 coelhos no periodo de junho de 2010 a margo de
2012. Destes, houve um 6bito em um animal do Grupo tratado durante a
anestesia para realizagdo do raio X com 30 dias de pos-operatorio. Vinte e

nove animais, entdo, permaneceram no Gt e 10 animais no Gc.

A massa inicial dos animais variou de 1730 g a 3915 g, com média de
2655,75 g (+/-480,12) e a massa final variou de 3070 g a 4540 g, com média
de 3634,54 g (+/-476,94). Todos os animais ganharam massa.

O Grupo controle apresentou massa inicial dos animais de 2102 g a
2715 g (média de 2409,30 g (+/- 179,29) e no Grupo tratado a massa inicial
dos animais variou de 1850 g a 3915 g (média de 2737,90 g +/- 521,63). Nao
houve diferenca estatistica entre os valores das massas dos animais nos dois
grupos (p=0,0599). A maior variagdo de massa foi evidenciada no Grupo
tratado, mas nao houve correlagdo dos extremos de medidas com a formagéao
Ossea apresentada na analise microscépica final (Tabela 2). Estatisticamente
nao houve significancia entre a medida da massa do animal e a formacao

Ossea avaliada no exame microscoépico (p=0,9677).
4.1. Analise radiogréfica:

Os trinta e nove animais submetidos a raio X apdés 30 e 60 dias do
procedimento cirurgico foram avaliados e as imagens radioldégicas foram
analisadas e comparadas a um raio X de calota craniana de um coelho,
realizado antes dos procedimentos, considerado, entdo, como exame normal
(Fig. 10).

Nas imagens radiolégicas de 30 dias, a analise dos examinadores foi
muito variavel (Tabela 3). O Gc apresentou imagem hiperdensa em regiao
cranial que sugeria formacao éssea na radiografia de perfil, que variou de um
animal (10%) a nove animais (90%). Os animais restantes do grupo né&o
apresentaram alteragdes nos exames radiolégicos em ambas incidéncias. A
concordancia entre os examinadores 1 e 2 e entre o 1 e 3, foram ligeiras
(0,02), e entre os examinadores 2 e 3 foi excelente (1,0), conforme o indice de

concordancia Kappa (Tabela 4).
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Apés 60 dias, a avaliagdo dos examinadores também foi variavel, de
trés animais (30%) a 100 % da amostra apresentaram imagem hiperdensa na
radiografia de perfil (Tabela 5). A concordancia entre os examinadores 1 e 2 e
entre 1 e 3 foi ligeira (0,11) e entre 2 e 3 foi excelente (1,0), conforme indice

de Kappa.

As imagens radiolégicas aos 30 dias, do Gt apresentaram-se
hiperdensas em 10 animais na incidéncia de perfil (34,48%) pelo examinador
1, em 24 animais (82,76%) pelo examinador 2 e em 25 (86,20%) pelo
examinador 3. A concordancia entre os examinadores 1 € 2 e entre 1 e 3 foi
ligeira (0,19 e 0,15, respectivamente) e entre 2 e 3 foi excelente (0,86) (Tabela
6).

Apés 60 dias, 21 animais avaliados pelo examinador 1 (72,41%), 26
animais pelo examinador 2 (89,65%) e 27 animais (93,10%) pelo examinador
3, apresentaram a mesma imagem na regido do retalho preenchido com p6 de
0ss0, ha mesma incidéncia. A concordancia entre os examinadores 1 e 2 foi
consideravel (0,25), entre 1 e 3 foi ligeira (0,10) e entre 2 e 3 foi substancial
(0,78) (Tabela 7).

Esses resultados sugerem a formacéo de tecido 6sseo, hiperdenso, na
regido da calvaria onde foi realizado o retalho proposto (Fig. 11). Na
incidéncia radiografica dorso-ventral nao foi visibilizada nenhuma imagem

sugestiva de tecido 6sseo em ambos os grupos.

Aos 30 dias, os resultados obtidos das imagens radiolégicas nao
demonstraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos
controle e tratado para nenhum dos examinadores (p=0,2282, p=1,0000,
p=1,0000, respectivamente para examinadores 1, 2 e 3). Apds 60 dias a
presenca de imagem hiperdensa foi significativamente maior no Gt, onde foi
usado o pd de osso (p= 0,0266), na analise do examinador 1. Para os
examinadores 2 e 3, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos (p=0,5558 e p=1,0000, para os examinadores 2 e 3,

respectivamente).
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Quando comparados os diferentes tempos no Gc, ndo houve diferenca
entre o diagnoéstico de imagem hiperdensa com 30 e 60 dias (p=0,2636,
p=0,4795, p=0,4142, respectivamente para os examinadores 1, 2 e 3). No Gt
houve diferenca estatisticamente significante, sendo maior o diagnéstico de
imagem hiperdensa apdés 60 dias de pos-operatorio, na analise do
examinador 1 (p=0,0038). Para os demais examinadores nao houve diferenca

entra os dois tempos.
4.2. Analise macroscopica:

Apdés 60 dias do procedimento, os animais foram novamente
anestesiados e a regido operada foi reabordada, verificando-se a presenca do
retalho confeccionado e o sangramento. Todos os animais, de ambos os
grupos (100%), apresentaram o retalho visivel, em local fixado previamente, e
presenca de sangramento no campo operatério € no préprio retalho, mesmo
quando levantados e mobilizados, demonstrando auséncia de absorcdo do
tecido utilizado na feitura do retalho e boa vascularizacao, através do pediculo

formado pelos vasos temporais (Tabela 8).

O retalho foi ressecado e analisado macroscopicamente. Dos 39
retalhos ressecados, onze apresentaram formacao tecidual no seu interior.
Esse tecido apresentou-se espiculado, estreito e de consisténcia fragil em oito
animais. Nos outros trés aparentava apenas uma massa disforme, amolecida,

sendo que um destes animais pertencia ao Gc (Figs. 12, 13 e tabela 8).
4.3. Analise microscopica:

A analise histolégica dos tecidos ressecados do Gc demonstrou a
presenca de 0sso, caracterizado pela presenca de material eosinofilico,
osteoblastos e fibroblastos. O aspecto era de osso trabecular e irregular, em
cinco laminas (50%). Apresentavam uma imagem mais centralizada de
osteocitos circundadas por proliferagéo osteoblastica (Fig. 14, 15). As demais
laminas apresentaram apenas tecido conjuntivo e células adiposas,

correspondentes ao tecido fascial do retalho ressecado.

No Gt, vinte e uma laminas (72,41%) apresentaram material

eosinofilico, de aspecto calcificado, principalmente nas primeiras laminas em
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que nao foi realizada a descalcificagdo com EDTA. Ndo houve diferenca
estatistica entre o material realizado com EDTA e sem EDTA (p= 1,0000). A
presenca de osteoblastos foi evidente nestas amostras. Neste Grupo, as
formacdes apresentaram-se com aspecto de tecido ésseo mais formado,
organizado e estruturado. Em quatro destas amostras (19,05%), havia a
presenca de formacéo vascular em seu interior. Em nenhuma destas laminas
foi evidenciada a atividade de proliferagdo ao redor da formacao 6ssea, com
osteoblastos e fibroblastos, como observado no Gc (Fig. 16 -19). As demais
laminas apresentaram apenas tecido conjuntivo e células adiposas,

correspondentes ao tecido fascial do retalho ressecado.

Ambos os grupos apresentaram formacdo oOssea, mas esta nao
apresentou diferenca estatisticamente significante entre eles (p= 0,4459),
sendo a principal diferenca entre os grupos, a conformacédo e organizagao

desta estrutura 6ssea formada.

A comparacao entre as imagens 6sseas na radiografia de 60 dias e no
estudo histolégico ndo demonstrou diferengca estatisticamente significante
entre os métodos (p=0,7945 para examinador 1, p=0,5377 para o examinador
2 e p=0,5439 para o examinador 3), que mostra semelhanca diagnéstica

entre eles, enfatizando a formacgao 6ssea (Fig. 20, 21, 22, 23).

Os valores das areas da estrutura 6ssea formada do Gc variaram entre
2,44 e 321,75 mm?, com média de 90,51 mm? (+/-131,33) e no Gt variaram
entre 20,60 e 3041,71 mm? com média de 428,97 mm? (+/-684,39), ndo
havendo diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,2888).
O perimetro foi medido em mm e apresentou valores entre 0,225 e 5,04 mm,
com média de 1,82 mm (+/-1,88), no Gc e valores entre 0,79 e 18,448 mm,
com média de 3,42 mm (+/-4,0), no Gt. Nao houve diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (p=0,3979) (Tabelas 9 e 10).
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5. DISCUSSAO:

Os coelhos foram os animais escolhidos nesta pesquisa por
apresentarem a calvaria de tamanho adequado para a manipulag&o proposta,
maior que a de ratos, e tecido bem vascularizado pelos vasos temporais, apto
para a confeccao de retalho. Outros autores também utilizaram este animal

em estudos sobre reconstrugdo 6ssea®®.

Foram usados somente animais machos para evitar alteragao

hormonal, comum em fémeas .

O numero da amostra foi determinado por um estudo piloto prévio de 10
animais e calculado para que fosse o menor numero capaz de determinar
resultados significantes, além de basear-se em estudos prévios experimentais
que estudaram neoformacgao 6ssea e variaram de 12 a 39 animais por estudo.
Foi definido um grupo controle com 10 animais para preservar o uso de
animais na realizagdo de um método com pouca intervencdo e um grupo
tratado com 30 animais, baseado nos numeros amostrais de estudos

experimentais da literatura®>1218:30:33,

A literatura demonstrou que o osso morcelizado utilizado em retalhos
vascularizados apresenta células 6sseas e proteinas da familia dos fatores de
crescimento de fibroblastos que sdo necessarias para a indugao das células
progenitoras presentes no periosteo, formando entdo o tecido ésseo. Este
tecido é considerado um biomaterial ideal para a formagao éssea por ser uma

matriz protéica de células viaveis e proteinas bioativas®™'.

Optou-se, entdo, pelo uso de p6 de osso da cortical da calota craniana
por apresentar as células 6sseas e proteinas essenciais para a indugcéo da
formacao 6ssea anteriormente referidas, apresentarem origem embrionaria de
0sso0 membranoso, além de proporcionar minima lesdo ou morbidade da area
doadora que, por usar apenas a cortical como area doadora, ndo apresenta
riscos de lesao cerebral. Aléem disso, a cicatrizagdo desta camada é rapida e
sem deformidade residual, conforme foi evidenciado na calota craniana do

lado doador de todos os animais estudados.
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O periésteo foi escolhido para ser o meio receptor do pdé de osso
utilizado neste estudo por ser um tecido altamente vascularizado que contém
células progenitoras, capaz de induzir a formacao de cartilagem ou osso
dependendo dos niveis de proteina presentes e quantidade de oxigénio. O
retalho formado por periosteo e galea da calvaria do coelho, com pediculo
vascular através dos vasos temporais, foi selecionado por apresentar o aporte
sanglineo necessario para manter o tecido 6sseo introduzido no tubo
formado e induzir a formacao de osteoblastos através de células presentes no

peridsteo”°.

A escolha de utilizar o retalho de periésteo e calvaria em coelho foi pelo
importante pediculo vascular através dos vasos temporais, que permitem bom
arco de rotacido e flexibilidade. O segmento 6sseo de calota craniana foi
substituido por p6 de osso por proporcionar menor morbidade na area
doadora e maior mobilidade, permitindo futura modelagem na forma

tridimensional desejada.
5.1. Andlise radiografica:

Estudos que procuram novos métodos de reconstru¢cado 6éssea como o
uso de tecido 6sseo morcelizado em retalho de fascia e retalho de periosteo
demonstraram imagem radiopaca em radiografias realizadas apés 4 semanas,
mas apdés 8 semanas as imagens 6sseas foram mais evidentes no grupo do
retalho de peridsteo. Outros estudos prévios que utilizaram este método como
mais uma forma de medida para a andlise de formacédo Ossea também

demonstraram maior indice de formacéo apds 9 semanas e 3 meses***.

Neste estudo optou-se pela avaliacao radiolégica apdés 30 e 60 dias
ap6s o procedimento cirurgico, conforme estudo prévio na literatura, e foi
possivel evidenciar formacao déssea sugestiva pela imagem hiperdensa na

calota craniana dos coelhos em ambos os grupos.

A avaliacdo realizada por trés examinadores diferentes, todos
profissionais médicos, demonstrou diferengas nas analises, o que comprova a

subjetividade dos resultados de exames radiograficos. Mas a grande
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semelhanca entre dois dos examinadores comprova os resultados de

formacao 6ssea demonstrados no estudo.

A imagem hiperdensa foi verificada nos animais do Gt aos 30 dias em
34,48%, 82,76% e 86,20% pelos examinadores 1, 2 e 3, respectivamente.
Apo6s 60 dias, houve significante aumento desta formagédo neste grupo com
porcentagem de 72,41%, 89,65% e 93,10% (examinadores 1, 2 e 3 ), que
equivale aos dados da literatura (Tabela 6, 7)*°. Mas apenas uma
examinador mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os dois

tempos.

No Gc, a avaliagdo variou de um animal com imagem hiperdensa na
radiografia de 30 dias (10%) a nove animais (90%), de acordo com os
examinadores 2 e 3. Aos 60 dias, apresentaram imagens sugestivas de

formacao 6ssea, trés (30%) a dez animais (100%) (Tabela 3, 5).

A maior evidéncia de imagem sugestiva de formacdo Ossea nas
imagens radiograficas foram no Gt e com diferenca estatistica entre 30 e 60
dias, em porcentagem maior aos 60 dias, para um dos examinadores,
sugerindo a formacao de tecido 6sseo no retalho galeo-periosteal preenchido
com p6 de osso. Provavelmente a evolugdo da formagdo déssea viesse a
aumentar com maior tempo de observacdo, como demonstrou Ferreira e col.

(2004) que comparou 1, 3 e 6 meses®°.

Na incidéncia radiografica dorso-ventral n&o foi visibilizada nenhuma
imagem sugestiva de tecido 6sseo em nenhum dos grupos. Este resultado
pode ser encontrado devido a grande superposicdo 6ssea do cranio do

coelho.
5.2. Analise macroscopica:

Todos os retalhos apresentaram-se viaveis e com sangramento ativo.
Provavelmente isto se deve ao fato do retalho utilizado possuir pediculo bem

vascularizado pela artéria e veia temporais.

Na retirada do retalho e avaliagdo de seu conteudo, foi encontrada

formacgao tecidual amarelo-esbranquicada em um animal do Gc (10%) e em
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dez animais do Gt (34,48%). Esta formacéao tinha aspecto espiculado e fragil
em 8 amostras, todos pertencentes ao Gt. Os outros trés, tinham formato
irregular e amolecido, sendo dois do Gt e um do Gc. Este aspecto irregular
nos sugeriu processo inflamatério exacerbado ou infecgdo, mas apenas em
uma das amostras do Gt foi comprovada no estudo histolégico a presencga de
intenso processo inflamatério. As outras duas amostras nao apresentaram

alteracdes histoldgicas.

Estas imagens macroscopicas apresentaram correlagcao com 81,82%
de animais que apresentaram imagem radiografica hiperdensa apés avaliagcédo
de 60 dias em concordéncia de todos os examinadores. Em um dos animais
que apresentaram imagem macroscopica de massa de tecido neoformado, foi
diagnosticada imagem hiperdensa na radiografia de 60 dias, por dois
examinadores e no outro animal com presenca de formacao tecidual, a
imagem foi positiva a radiografia no diagnéstico de apenas um examinador.
No entanto, estes retalhos apresentaram formagdo o6ssea no estudo
histol6gico. Consideramos entdo que pode ter havido erro durante a analise

radiografica.
5.3. Analise microscopica:

O material ressecado foi corado com hematoxilina-eosina e Tricrémio
de Masson para analise histolégica, também utilizado em estudos
experimentais anteriores que analisaram a formacdo Ossea em calota

craniana de animais®.

Na coloracédo de Tricrbmio de Massom, foi realizada a analise de
neoformacéo 6ssea através da coloragao azulada, que demonstra a presenca
de colageno e tecido 6sseo, como também evidenciado em estudos da

literatura que pesquisam novas técnicas de reconstrucao 6ssea’’.

A analise microscopica do Gc demonstrou a presenca de osteoblastos e
fibroblastos, imagens 6sseas, com material eosinofilico, que indica processo
de neoformacao 6ssea, mas com aspecto de osso trabecular, mais irregular
em cinco laminas (50%). As laminas apresentaram imagem central com

ostedcitos circundadas por proliferagcdo osteoblastica que demonstra a
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atividade proliferativa de novas células. N&o foi possivel demonstrar formacgao
vascular no interior destas imagens e também nao houve maior formacao
vascular ao redor destas formagdes Osseas, o que indica que ainda nao esta
formado um osso maduro. As demais laminas apresentaram apenas tecido
conjuntivo e células adiposas, correspondentes ao tecido fascial do retalho

ressecado.

No Gt, 72,41% da amostra apresentou material eosinofilico, de aspecto
mais calcificado nas primeiras laminas em que n&o foi realizada a
descalcificacado com EDTA. Houve a presenca de osteoblastos e as
formagdes apresentaram-se com aspecto de tecido ésseo mais formado,
organizado e estruturado. Em quatro destas amostras (19,05%) havia a
presenca de formacdo vascular em seu interior, 0 que demonstra maior
maturidade da neoformacédo, além de serem essenciais para a diferenciacao
de células pluripotentes em osteoblastos®. Em nenhuma destas laminas foi
evidenciada a atividade de proliferacdo ao redor, com osteoblastos e
fibroblastos, como evidenciado no Gc, possivelmente por ja ter passado por
esta etapa de neoformacdo. As demais laminas também apresentaram
apenas tecido conjuntivo e células adiposas, correspondentes ao retalho

ressecado.

Duas laminas apresentaram quadro de abcesso, mas ndo foram
observadas alteracbes na andlise macroscopica. Apenas uma amostra que
evidenciou intensa formacgédo inflamatéria no exame microscépico foi
coincidente com a visibilizagcdo de massa amarelada, disforme e amolecida na

avaliacao macroscépica.

Um estudo com uso de material aloplastico (hidroxiapatita) e outro com
uso de enxerto bovino em ratos demonstraram a presenca de células
inflamatdrias no estudo histolégico?”*?. Demonstra-se que o uso de material
aloplastico, heterélogo, ou mesmo o tecido autélogo, como foi utilizado neste
estudo, apresentam reacao inflamatéria do local manipulado, sendo esta
reacao decorrente, ndo apenas pelo tecido estranho ao organismo, mas

também pela manipulacao e trauma do local operado.
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Comprovou-se neste trabalho a capacidade de formagdo Ossea ou

inducdo de neoformagao pelo peridsteo, fato referido em outros estudos®*="°.

Demonstrou-se também a formacéo osteogénica mais madura e
organizada, com a capacidade indutiva e proliferativa do peridsteo
acrescentada por células O6sseas presentes no pd de osso da cortical de
tecido 6sseo0 membranoso. Estudos da literatura especificam as
caracteristicas celulares histolégicas de neoformagdes Osseas com a
presenca de osteoblastos, tecido conectivo e células inflamatérias, que

corroboram nossos achados?'#4°°,

O estudo da area e do perimetro foram muito variaveis em ambos os
grupos e esses valores nao demonstraram diferencas significativas entre os

mesmos (p=0,2888 para a area e p=0,3979 para o perimetro).

Na literatura, a avaliagdo da area foi feita apenas nos estudos que
realizaram defeitos O0sseos antes de testarem a técnica de neoformacao

6ssea e avaliaram esta formagao no defeito criado®”°%°.

O percentual de animais com formacao 6ssea, as medidas de areas e
perimetros ndo demonstraram diferencas estatisticamente significantes entre
os dois grupos. Somente a analise histolégica permitiu diferenciar os grupos,

com ou sem po6 de 0sso, quanto a forma, estrutura e organizagao celular.

Conforme a literatura, este estudo mostrou a capacidade de formacéao

9,18

O6ssea do peridsteo Entretanto, ao adicionar-se pdé de osso houve

formacao 6ssea mais organizada, de melhor qualidade.

A andlise objetiva de contagem celular nao foi realizada pela diferenca
de estruturas formadas e cortes diferentes, transversais e longitudinais das

laminas, o que nao traria resultados confiaveis para analise.

A auséncia de absorcao e o baixo indice de processos inflamatérios
também confirmam os dados da literatura que dao preferéncia aos materiais

autologos e vascularizados'*'*182°,

Os resultados obtidos indicam ser esta uma nova e importante linha de

pesquisa. Novos estudos com tempo mais longo de observacao e o acréscimo
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de tecidos ou substancias ao pd de osso, como fatores de crescimento,
plasma rico em plaquetas ou células tronco mesenquimais, poderao otimizar

os achados aqui encontrados.
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6. CONCLUSAO:
Com o modelo experimental utilizado foi possivel concluir que:

1) O retalho galeo-periostal preenchido com pd de osso em calota

craniana de coelhos ¢é viavel.

2) A formacéo ocorreu em ambos os grupos, preenchido ou ndo com

po6 de 0sso.

3) A maturidade éssea foi maior nos retalhos preenchidos com p6 de

0SSO0.
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7. FIGURAS E TABELAS:

Figura 1: Preparo e posicionamento do coelho com realizagc&o da tricotomia e

marcacé&o do local da incisdo mediana.

Figura 2: Incisdo mediana, disseccédo e levantamento de retalhos cutaneos

até a galea.

Figura 3: Medida da incisdo mediana de 6 cm e medida do retalho de 15 mm

x 30 mm.
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Figura 4: Identificacdo dos vasos do pediculo vascular, os vasos temporais,

que serao responsaveis pela vascularizagao do retalho de géalea e peridsteo.

Figura 5: Disseccao de galea e peridsteo e levantamento do retalho medindo
15 x 30 mm.
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Figura 6: Confecgao de retalho tubular de géalea e peridésteo, com este voltado
para dentro. Disseccdo e levantamento de galea e periésteo do lado

contralateral expondo a calota craniana, onde sera retirado o p6 de osso.

Figura 7: Raspagem da cortical da calota craniana do lado esquerdo, com
lamina n° 23, confeccionando o pé de osso que sera introduzido no retalho

tubular.
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Figura 8: Introducédo do p6 de osso no retalho tubular, sutura e fixacédo na

porcao anterior da galea.

Figura 9: Os animais foram submetidos a exames radiograficos da calota

craniana apos anestesia.
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Figura 10: Exame radiografico de um animal no pré-operatorio, evidenciando

0 aspecto normal da calota craniana do coelho, em incidéncias dorso-ventral

(A) e perfil (B).

Figura 11: Imagem radiografica do animal n° 28, em perfil, onde é possivel
verificar uma imagem hiperdensa na regido superior a calota craniana. Este

foi um dos animais nos quais se comprovaram a neoformacgdo Ossea nas

analises histoldgicas.
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Figura 12: Imagem macroscoépica de formagdo espiculada no interior do

retalho ap6s 60 dias de pos-operatorio.

A B F l C

Figura13: Imagem macroscoépica de massa de tecido neoformado na analise
do coelho 19 (A). Imagem de analise macroscopica de coelho 26 antes e

apos a abertura do retalho, evidenciando massa irregular e disforme (B e C).
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Figura 14: Analise microscépica do coelho n° 40, pertencente do Gc,

demonstrando imagem éssea de aspecto trabecular, irregular.

Figura 15: Imagem de lamina corada com Tricrémio de Massom do coelho n°
39 (Gc), com 5x de aumento, com formacao 6ssea de aspecto trabecular e

proliferacdo osteoblastica ao redor.
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Figura 16: Analise microscopica do coelho n°® 26 (Gt), com aumento de 2,5x,

corado com hematoxilina-eosina, demonstrando formacao 6ssea organizada

e bem delimitada.

Figura 17: Imagem microscopica do coelho n® 3, com aumento de 2,5x,
corado com Tricrdbmio de Massom. Demonstra-se a imagem de tecido ésseo,

de coloragdo bem azulada e bem delimitada.
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Figura 18: Imagem microscépica do coelho n° 20, com aumento de 10x, em
coloracao de Tricrémio de Massom (A) e hematoxilina-eosina (B). Evidencia-
se a formacdo de neovasos no interior da imagem Ossea, indicando

neovascularizagéo.

Figura 19: Lamina corada com hematoxilina-eosina do coelho n° 19,
evidenciando-se imagem O&ssea organizada, bem delimitada, bordos

regulares e vasos no interior da formacao 6ssea.
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Formacao 6ssea no Grupo

controle

100%
80%

60% Examinador 1

40% Examinador 2

20% Examinador 3
0%

raio-x (30 raio-x (60 exame
dias) dias) histolégico

Figura 20: Resultados comparativos em porcentagem (%) entre as analises
radiograficas de 30 e 60 dias e andlise anatomo-patolégica no Grupo
controle.

Formacao dssea no Grupo tratado

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
gg:gg;ﬁ Examinador 1
40,00% Examinador 2
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

Examinador 3

raio-x (30 raio-x (60 exame
dias) dias) histoldgico

Figura 21: Resultados comparativos em porcentagem (%) entre as analises

radiograficas de 30 e 60 dias e analise anatomo-patolégica no Grupo tratado.
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Figura 22: Diferenga no diagnostico radiografico entre os examinadores nos

Grupos controle e tratado.
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Figura 23: Diferenca do diagnéstico de formacdo oOssea pelo exame

histoldgico entre os grupos Gc e Gt.
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Tabela 1: Distribuicdo da massa dos animais do Grupo controle e do Grupo
tratado medido em g (gramas).

Coelhos Grupo Massa Grupo Coelhos Grupo Massa Grupo
tratado tratado (g) controle controle (g)
1 2270 31 2640
2 1850 32 2715
3 1730 33 2437
4 2995 34 2272
5 3128 35 2477
6 2239 36 2460
7 2148 37 2305
8 2881 38 2314
9 3400 39 2371
10 3070 40 2102
11 2940
12 2933
13 2950
14 2200
15 2930
16 2970
17 2792
18 2522
19 2830
20 3025
21 3374
22 3294
23 3915
24 2845
25 3176
26 2492
27 3050
28 2142
29 2046
30 2000
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Tabela 2: Massa inicial dos animais do Grupo tratado e analise de formagéao
0ssea no exame microscopico.

Coelhos Lamina - formacdo éssea Massa (g)
1 nao 2270
2 sim 1850
3 sim 1730
4 sim 2995
5 sim 3128
6 nao 2239
7 sim 2148
8 sim 2881
9 Obito 3400
10 sim 3070
11 sim 2940
12 nao 2933
13 sim 2950
14 nao 2200
15 sim 2930
16 sim 2970
17 sim 2792
18 nao 2522
19 sim 2830
20 sim 3025
21 nao 3374
22 sim 3294
23 sim 3915
24 sim 2845
25 nao 3176
26 sim 2492
27 nao 3050
28 sim 2142
29 sim 2046
30 sim 2000

Tabela 3: Avaliagao radiografica ap6s 30 dias de pds-operatdrio dos animais

do Gc realizada pelos examinadores 1, 2 e 3.

Coelhos Examinador 1 Examinador 2 Examinador 3
31 nao sim sim
32 nao nao nao
33 nao sim sim
34 nao sim sim
35 nao sim sim
36 sim sim sim
37 nao sim sim
38 nao sim sim
39 nao sim sim
40 nao sim sim
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Tabela 4: indice de concordancia Kappa.

Valor de kappa

Concordancia

0
0-0,20
0,21 -0,40
0,41 -0,60
0,61-0,80

0,81 -1

Pobre
Ligeira
Consideravel
Moderada
Substancial

Excelente

Tabela 5: Avaliacao radiografica dos animais do Gc aos 60 dias.

Coelhos Examinador 1 Examinador 2 Examinador 3
31 sim sim sim
32 nao sim sim
33 sim sim sim
34 nao sim sim
35 nao sim sim
36 nao sim sim
37 nao sim sim
38 sim sim sim
39 nao sim sim
40 nao sim sim
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Tabela 6: Avaliagédo radiografica apds 30 dias de pos-operatério dos animais

do Gt realizada pelos examinadores 1, 2 e 3.

Coelhos Examinador 1 Examinador 2 Examinador 3
1 ndo sim sim
2 sim sim sim
3 n&o sim sim
4 ndo nao nio
5 sim sim sim
6 nao ndo nao
7 ndo nao nio
8 nao sim sim
10 sim sim sim
11 nao sim sim
12 nao sim sim
13 sim sim sim
14 nao sim sim
15 sim sim sim
16 sim sim sim
17 nao sim sim
18 nao sim sim
19 nao sim sim
20 nao nao sim
21 nao sim sim
22 nao sim sim
23 sim sim sim
24 sim sim sim
25 nao sim sim
26 nao sim sim
27 sim sim sim
28 sim sim sim
29 ndo sim sim
30 n&o ndo nao
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Tabela 7: Avaliagao radiografica dos animais do Gt aos 60 dias.

Coelhos Examinador 1 Examinador 2 Examinador 3
1 sim sim sim
2 sim ndo nao
3 sim sim sim
4 sim sim sim
5 sim sim sim
6 sim sim sim
7 ndo sim sim
8 sim sim sim
10 sim sim sim
11 nao sim sim
12 sim sim sim
13 nao ndo nido
14 nao sim sim
15 sim sim sim
16 sim sim sim
17 nao nao sim
18 nao sim sim
19 nao sim sim
20 sim sim sim
21 sim sim sim
22 sim sim sim
23 nao sim sim
24 sim sim sim
25 sim sim sim
26 sim sim sim
27 sim sim sim
28 sim sim sim
29 sim sim sim
30 sim sim sim
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Tabela 8: Avaliacao macroscépica do Gc e do Gt, quanto ao sangramento do
campo operatorio, sangramento do retalho e presenca de massa de tecido
neoformado visivel a abertura do retalho. Os animais de numero 1 a 30

pertencem ao Gt e os animais de numero 31 ao 40 pertencem ao Gc.

Coelhos Sangramento do Sangramento Massa no interior
campo do retalho do retalho
operatoério
1 Sim Sim Sim
2 Sim Sim Sim
3 Sim Sim Nao
4 Sim Sim Sim
5 Sim Sim Nao
6 Sim Sim Sim
7 Sim Sim Nao
8 Sim Sim Sim
10 Sim Sim Sim
11 Sim Sim Nao
12 Sim Sim Nao
13 Sim Sim Nao
14 Sim Sim Nao
15 Sim Sim Sim
16 Sim Sim Nao
17 Sim Sim Nao
18 Sim Sim Nao
19 Sim Sim Sim
20 Sim Sim Nao
21 Sim Sim Nao
22 Sim Sim Nao
23 Sim Sim Nao
24 Sim Sim Nao
25 Sim Sim Nao
26 Sim Sim Sim
27 Sim Sim Nao
28 Sim Sim Sim
29 Sim Sim Nao
30 Sim Sim Nao
31 Sim Sim Sim
32 Sim Sim Nao
33 Sim Sim Nao
34 Sim Sim Nao
35 Sim Sim Nao
36 Sim Sim Nao
37 Sim Sim Nao
38 Sim Sim Nao
39 Sim Sim Nao
40 Sim Sim Nao

Dissertagdo de Mestrado Ryane Schmidt Brock 43



Figuras e Tabelas

Tabela 9: Valores das areas e perimetros das imagens 0sseas presentes nas

analises histoldgicas dos animais do Grupo tratado.

Coelho Area (mm2) Perimetro (mm)
2 477,159 2,855
3 104,578 1,723
4 32,649 1,123
5 559,192 3,066
7 876,568 7,559
8 418,955 2,475
10 40,927 1,855
11 27,611 0,993
13 153,49 2,107
15 3041,709 18,448
16 208,703 1,955
17 20,604 1,168
19 364,32 2,632
20 1371,672 9,02
22 23,294 0,982
23 148,932 2,405
24 24,469 0,79
26 394,077 2,966
28 259,288 3,21
29 75,142 1,604
30 385,06 2,866

Tabela 10: Valores das areas e perimetros das imagens dsseas presentes

nas analises histoldgicas do Grupo controle.

Coelho Area (mm2) Perimetro (mm)
32 2,447 0,225
33 39,04 1,074
37 23,409 1,025
39 65,912 1,748
40 321,754 5,04
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ABSTRACT

Introduction: Osseus defects from traumas, tumor ressections or
congenital malformation are usual in medical practice, and its treatment with
reconstructive surgeries are common, especially in plastic surgery, that gives
the patients better quality of life. Purpose: To study the viability of a
vascularized galea and periosteum flap filled with bone fragments, as a
substitute of the bone graft in facial reconstructive surgery. Method: Fourty
rabbits were studied, and divided in two groups. One had a simple galea and
periosteum flap done and the other had the same flap done and filled with
bone fragments of the calvaria. Results: The results demonstrated bone
neoformation in both groups with differences in bone morphology and
structure. Conclusion: This study demonstrated osseous formation in both
groups of galea and periosteum flaps, with and without bone fragments. Key

words: bone, calvaria, flap, reconstruction, face, graft.
RESUMO

Introdugdo: Defeitos dsseos decorrentes de traumas, ressecgdes de
tumores ou mesmo malformagbdes congénitas sdo muito encontrados na
pratica médica e o tratamento destas deformidades através de reconstrugdes
cirurgicas sao freqlentes, principalmente na cirurgia plastica, proporcionando
aos pacientes melhor qualidade de vida. Objetivo: Estudar a viabilidade de
um retalho de gélea e peridésteo preenchido com p6 de osso, vascularizado,
que seja viavel e capaz de substituir o enxerto ésseo nas reconstrucdes,
principalmente nos defeitos faciais. Método: Foram estudados 40 coelhos
divididos em dois grupos, o primeiro com retalho galeo-periostal e o segundo
com o mesmo retalho, porém preenchido com pé de osso. Resultados: Os
resultados demonstraram formacdo déssea em ambos 0s grupos com
diferencas na estrutura e morfologia 6ssea. Conclusao: O estudo mostrou a
formagdo de tecido 6sseo em ambos os grupos de retalhos de galea e
peridosteo, com e sem p6 de osso. Descritores: Osso, calvaria, retalhos,

reconstrucao, face, enxerto 6sseo.
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Introduction:

Facial osseus defects caused by tumor resection, congenital
malformation or trauma need reconstruction to recover the functional aspects
of these lesions, like speech, breath, swallow, and also the aesthetic aspect of

these patients'™.

Facial tumors that demand extensive resection and even adjuvant
treatments like radiotherapy, lead to function deformities and social problems
because of the deformed appearance. The radiotherapy, necessary to
complete the cancer treatment, interferes at the fracture healing and

remodeling because it stimulates apoptosis and affects the blood supply®”.

Congenital malformations like Franceschetti, Crouzon and Goldenhar
Syndromes, facial clefts or mandible hypoplasia are even important as they
need osseous tissue to reconstruct the defects. These malformations interfere

at the social development of these children®®.

Traumas are other important and usual reason of facial defects. Many
times, only fracture correction is not enough to treat these patients. Some of
them can lose an extensive part of soft and osseous tissue that demands

more specific reconstructive techniques.

Many reconstructive techniques are used like autologous bone graft,
local flaps, free flaps with microsurgical technology, alloplastic materials, bone

substitutes and tissue engeneering®®1%12,

The bone graft is the most used procedure because it is autologous,
has no rejection, but it has variable absorption rate at the post operative that
may interferes at the final result. Besides, it leads to a donor site

morbidity?°1"13-18,

The temporoparietal fascia flap has demonstrated its adaptability to
various reconstructive defects. It is a thin, pliable and resistant coverage to
cartilage or osseous tissue and has an important blood supply by the

superficial temporal vessels. It has a vascular pedicle and its length allows the

Dissertagdo de Mestrado Ryane Schmidt Brock >3



Artigo

flap to reach the ipsilateral defects of the orbitomaxillary region, oral cavity

and mandible’®.

Free flaps are used in difficult reconstructions. They provide reliable,
well-vascularized soft tissue and less tissue absorption. However, its
complications like arterial or venous thrombosis can lead to a total flap
necrosis. Besides, it demands a proper medical team trained on microsurgery

technique and special surgical tools®>7"1416:17:20

Alloplastic materials such as titanium, polymers, porous ceramics,
hydroxyapatite, collagen sponges or hydrogels can also be used in
reconstructive procedures, but there are risks like infection, they do not fully
osseointegrate, can become unstable with cranial growth, leads to
inflammatory response as a foreign body reaction and may occur

extrusion 02124,

Recent advances in tissue-engineering techniques have enabled new
procedures to be developed for bone regeneration, and these procedures
have the potential to improve on the present clinical strategies. Mesenchymal
stem cells were differentiated into connective and mesenchymal tissue by
Caplan (1991) and Pittenger et al. (1999). These cells neoformation and
regeneration capacity, special in craniofacial structures are natural. The adult
mesenchymal cells derived from bone marrow, subcutaneous tissue, muscle,
dental pulp, synovia and umbilical cord are potential donor for cellular therapy.
The mesenchymal stem cell is multipotent and differentiates into osteoblasts,

chondrocytes, adipocytes and myocytes®>%112%-30,

However, the tissue-engineering techniques demand a specific

laboratory, materials and prepared professional team.

Purpose:

Evaluate the viability of the galea and periosteum flap filled with bone

fragments of the rabbit’s calvaria.
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Methods:

The experimental study was performed from June 2010 to March 2012,
at the Experimental Surgery Laboratory of Surgery and Orthopedic
Department, Botucatu Medical School — UNESP, with previous approval of
the Animal Ethics Committee of Botucatu Medical School — UNESP.

Forty male, Norfolk rabbits of 70 days of life with 1730 g to 3915 g
(mean 2655,75 g +/- 179,29 ), were divided into two groups. Control Group
(CG), with 10 animals, had a galea and periosteum cylinder flap done at the

right side of calvaria (Fig. 1).

Figure 1: Galea and periosteum dissection and the cylinder confection.

The treated Group (TG), with 30 animals, had the same flap done and
filled with fragments of bone harvested with an n® 23 surgical blade, from the
other side of the cortical calvarial bone (Fig. 2). All animals had venous
anesthesia with Ketamina 10% - 10mg/kg (Dopalen®) and Xilazina 2% -

3mg/kg (Anasedan®).
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Figure 2: Galea and periosteum cylinder confection filled with bone

fragments.

After 30 and 60 days post operative all animals were submitted to
cranial radiographic exams in two different positions, dorsoventral and lateral
views, and evaluated by three different examiners. The radiographies were

compared to a normal one of an animal without any intervention (Fig. 3).

Figure 3: Dorsoventral and lateral radiographies of a normal animal.

After this period, the animals were submitted to surgical procedure to

evaluate the flap, if it was bleeding or had some material inside it. After that
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they were killed with venous anesthesia of Ketamina 10% - 80mg/kg

(Dopalen®) e Xilazina 2% - 30mg/kg (Anasedan®).

The flap was ressected and sent to histological analysis, stained with
hematoxylin and eosin and Masson trichrome. The analysis was done with

Leica DMLS microscope.

The statistical analysis used chi-square tests and, when necessary,
Fischer test. To compare the animal weight and bone formation, it was used
logistic regression. To evaluate the examiners analysis was used the index of
coincidence (Kappa) and ANOVA test was used to compare the area and

perimeter values. It was considered p<0,05.

The analysis was done in S.A.S 9.3 software for Windows.

Results:

All animals were submitted to surgical procedures and only one from

TG, died at the anesthesia for the 30" day radiography.

The animal’s initial weight at CG was 2102 g to 2715 g, mean 2409,30
g (+/- 179,29), and at TG was 1850 g to 3915 g, mean 2737,90 g (+/- 521,63).

There was no statistical difference between the values (p=0,0599).

Thirty-nine rabbits had a radiographic exam at 30 days postoperative.
The analysis had an important variation between the examiners. Control
Group had from one animal (10%) to 90% of radiopacity at the lateral exam
(Table 1). The examiner 1 and 2, and examiner 1 and 3 had low coincidence
(kappa — 0,02). Examiner 2 and 3 had high coincidence (kappa — 1,0). It

suggests bone formation.

Table 1: Radiography analysis at 30 days postoperative of CG.

Rabbits Examiner 1 Examiner 2 Examiner 3
31 no yes yes
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32 no no no
33 no yes yes
34 no yes yes
35 no yes yes
36 yes yes yes
37 no yes yes
38 no yes yes
39 no yes yes
40 no yes yes

At 60 days radiographies, three animals (30%) to 10 (100%) had the
same image at the lateral exam (Table 2). The examiner 1 and 2, and
examiner 1 and 3 had low coincidence (kappa — 0,11). Examiner 2 and 3 had

high coincidence (kappa — 1,0). No image was identified at dorsoventral view.

Table 2: Radiopacity at lateral view at 60" day x-ray of CG animals.

Rabbits Examiner 1 Examiner 2 Examiner 3
31 yes yes yes
32 no yes yes
33 yes yes yes
34 no yes yes
35 no yes yes
36 no yes yes
37 no yes yes
38 yes yes yes
39 no yes yes
40 no yes yes

In Treated Group, 34,48%, 82,76% and 86,20% of the animals
presented radiopacity at 30 days (Table 3). The coincidence of examiner 1
and 2, and 1 and 3, was low (kappa — 0,19 and 0,15). The coincidence of
examiner 2 and 3 was high (kappa — 0,86).
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Table 3: Radiography analysis at 30 days postoperative of TG.

Rabbits Examiner 1 Examiner 2 Examiner 3
1 no yes yes
2 yes yes yes
3 no yes yes
4 no no no
5 yes yes yes
6 no no no
7 no no no
8 no yes yes
10 yes yes yes
11 no yes yes
12 no yes yes
13 yes yes yes
14 no yes yes
15 yes yes yes
16 yes yes yes
17 no yes yes
18 no yes yes
19 no yes yes
20 no no yes
21 no yes yes
22 no yes yes
23 yes yes yes
24 yes yes yes
25 no yes yes
26 no yes yes
27 yes yes yes
28 yes yes yes
29 no yes yes
30 no no no

At 60" days radiography, 72,41%, 89,65% e 93,10% of the animals
had radiopacity image, all at the same lateral incidence (Table 4). The
coincidence of examiner 1 and 3, was low (kappa — 0,10), 1 and 2 was
considerable (kappa — 0,25) and the coincidence of examiner 2 and 3 was

substantial (kappa — 0,78). No image was identified at dorsoventral view.
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Table 4: Radiopacity at lateral view in 60" day x-ray of TG animals.

Rabbits Examiner 1 Examiner 2 Examiner 3
1 yes yes yes
2 yes no no
3 yes yes yes
4 yes yes yes
5 yes yes yes
6 yes yes yes
7 no yes yes
8 yes yes yes
10 yes yes yes
11 no yes yes
12 yes yes yes
13 no no no
14 no yes yes
15 yes yes yes
16 yes yes yes
17 no no yes
18 no yes yes
19 no yes yes
20 yes yes yes
21 yes yes yes
22 yes yes yes
23 no yes yes
24 yes yes yes
25 yes yes yes
26 yes yes yes
27 yes yes yes
28 yes yes yes
29 yes yes yes
30 yes yes yes

There was no significant difference of bone formation between the
groups at 30 days (p=0,2282, p=1,0000, p=1,0000).

After 60 days, the lateral radiographic images demonstrated significant
higher rates of radiopacity at TG (p=0,0266) for only one examiner. The other
two examiners had no statistical difference between 30 and 60 days
radiographies (p=0,5558, p=1,0000).

At the 60 days surgical procedure, all animals from both groups
demonstrated good vascularized flaps and no tissue absorption, which

suggests good vascular perfusion.
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Eleven flaps, from the total thirty-nine animals, demonstrated a yellow
tissue inside them; ten were from TG and one from CG. It was thin and spiky
in eight and soft and irregular in three of them. The one from CG was soft and

irregular (Figs. 4 and 5).

/

Figure 4: Macroscopic image of a spiky tissue formation inside the flap.

b y 2

A B C

Figure 5: Macroscopic image of a yellow and irregular tissue inside the flaps
of animal 19 (A) and 26 (B, C).

The histological analysis of CG demonstrated bone image with an
eosinophilic material, osteblasts and fibroblasts in five samples (50%). The
bone aspect was irregular and trabecular with osteoblast proliferation around
it (Fig. 6).
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Figure 6: Histological analysis of animal n°® 40, from CG, with an irregular and

trabecular bone neoformation.

At TG histological analysis, twenty samples (68.97%) had eosinophilic
material with osteoblasts in more organized and regular form. Four images

(20%) had vascular formation inside it (Fig. 7).
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Figure 7: Animal n° 19, from TG, with a regular bone formation (black arrow)

and vascular formation inside it (red arrow).

However, bone neoformation had no signifficant difference between the

two groups (p=0,4459).

The osseus image area and perimeter were measured in all
histological samples. At CG, the area was 2,447 to 321,751 mm? (mean =
90,512 mm?) and perimeter was 0,225 to 5,04 mm (mean = 1,82 mm). In TG,
the area was 20,604 to 3041,709 mm? (mean = 450,419 mm?) and the
perimeter was 0,79 to 18,448 mm (mean=3,59 mm). There was no significant

difference between the group’s values (p=0,3979).

Discussion:

The choice to use rabbits as experimental animals was made because
it has an adequate calvaria size, larger than rats and it has a vascularized
tissue by the temporal artery and vein. The rabbit has been used as

experimental animal to bone defects and cranial reconstruction studies®**".
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The morcelized bone graft used into vascularized flaps demonstrated
that the osseous cells and proteins from growth factor family are necessary to
progenitor cells induction of the periosteum. It is considered an ideal
biomaterial to bone neoformation because it is a complement of growth
factors stored in the noncalcified matrix of morcellized bone graft, such as
bone morphogenetic proteins and proteins of the fibroblast growth factor
family, induce progenitor cells within the periosteum to an osteogenic

phenotype and result in new bone formation within the chambers®*32,

For this reason, it was used bone dust, fragments of the cortical
calvarial bone, because it has osseous cells and essential proteins to bone

formation induction, and minimum donor site morbidity.

The vascularized calvarial flaps are better than bone grafts because it

has less absorption, better osseous integration and less infection rate'”3.

The periosteum is a vascularized membrane that covers the bone and
is important at osseous healing. Studies demonstrated that the periosteum
induces cartilage and bone formation, depending on the oxygen tension and
protein levels. The fibroblasts from the outer layer of the periosteum and the
osteoblasts from the inner layer provide a collagen matrix important at the

healing process®>%%.

The choice to use periosteum and calvaria flap was done because of
the temporal vascular pedicle, which is flexible, can reach local areas and can
be shaped in different forms, besides the regeneration capacity of the

periosteum.

Macroscopic analysis demonstrated 100% vascularized tissue, no
absorption of the flap and images inside the flap that suggested bone
neoformation, one at CG (10%) and ten at TG (34,48%).

The radiographic results suggest osseous formation at the top of the
calvaria where the flap was made, in lateral position images. At the

dorsoventral view, there was no suggestive image of neoformed bone, may
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be because the osseous superposition of the rabbit calvaria that makes it

difficult to differentiate osseous structures.

The histological analysis confirmed bone formation in both groups.
However, the structure of this neoformed osseous tissue was different. In CG,
50% of the samples had irregular eosinofilic images with osteoblasts, which
characterized a trabecular bone. And in TG, the eosinofilic image was
organized, with regular borders and osteoblasts, characteristics of a more

mature bone formation.

The area and perimeter had a large variety of values and did not
demonstrate statistical difference between the groups. For this reason the
bone was not considered by quantity but it was considered by quality and

histological differences.

At this study, it was possible to demonstrate bone formation in
vascularized flaps of galea and periosteum of rabbitt’'s calvaria and it was
possible to differ tissue formation in two kinds of surgical techniques.
However, the real viability analysis of this galea and periosteum flap filled with
bone fragments could not be proved and demands more studies to reach a

real conclusion.

Conclusion:

This study demonstrated osseous formation in both groups, with and

without bone fragments.
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