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Resumo



BENETTI, L.P.: Analise histomorfométrica do processo de reparo 0sseo de cavidades
cirurgicas recobertas por membrana biologica de origem bovina liofilizada em tibia de
ratos diabéticos e diabéticos controlados. Trabalho de Conclusdo de curso (Bachalerado) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2016.

O objetivo deste trabalho foi analisar qualitativa e quantitativamente o
comportamento das membranas de matriz dssea bovina liofilizada no processo de reparo
osseo de cavidades cirargicas em tibias de ratos diabéticos e diabéticos controlados. Foram
utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) machos, com aproximadamente 250
gramas, sendo divididos em 3 grupos. O grupo I (controle) recebeu inoculacdo endovenosa de
tampao citrato a 0,01M, ph 4,5, o grupo II (diabético) recebeu estreptozotocina dissolvida no
tampao citrato, em uma concentracao de 35mg/Kg, e o grupo III (diabético controlado), além
da estreptozotocina, recebeu 3 unidades de insulina diariamente para o controle da glicemia.
Ap0s controle glicémico, os animais foram submetidos aos procedimentos cirurgicos, sendo
que a cavidade da direita foi preenchida com coagulo e a da esquerda foi preenchida com
codgulo e recoberta com a membrana bovina liofilizada. Os tempos de estudo foram de 10 e
30 dias pos-operatorios. Apos analise histologica e histométrica observou-se que os grupos
diabéticos apresentaram persistente infiltrado inflamatorio, menor organizagio osteoblastica e
muitos vasos sanguineos nos periodos iniciais da reparacdo. A neoformagdo ossea foi mais
tardia no grupo diabético ndo controlado aos 30 dias quando comparada aos demais grupos no
mesmo periodo. Concluiu-se que a presenga da membrana atrasou de forma discreta o
processo de reparo, especialmente nos grupos diabéticos, embora ndo fossem encontradas
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos. A membrana cumpriu o seu papel
dentro da regeneracdo Ossea guiada em todos os grupos estudados, uma vez que houve um

aumento no contorno da tibia.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes mellitus, regeneragdo 6ssea guiada, membrana bioldgica.



Abstract



BENETTI, L.P.: Histomorphometric analysis of the bone healing process of surgical
cavities coated with biological membrane of lyophilized bovine in the tibia of diabetic
rats and controlled diabetics. Trabalho de Conclusdo de curso (Bachalerado) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2016.

The objective of this study was to analyze qualitatively and quantitatively the behavior of
lyophilized bovine bone matrix membranes on bone healing process of surgical cavities in the
tibia of diabetic rats and controlled diabetics. 48 rats (Rattus norvegicus Albinus, Wistar rats),
with approximately 250 grams were divided into 3 groups. Group I (control) received
intravenous injection of 0.01M citrate buffer, pH 4.5, group II (diabetes) received
streptozotocin dissolved in citrate buffer, at a concentration of 35mg / kg and group III
(controlled diabetic ), as well as streptozotocin, received 3 units of insulin daily to control
blood glucose. After glycemic control, the animals were submitted to surgical procedures, and
the cavity was filled with the right and left clot was filled with blood clot and covered with
lyophilized bovine membrane. Study times were 10 and 30 days postoperatively. After
histologic and histometric observed that diabetics group had persistent inflammatory
infiltration osteoblastic organization and many smaller blood vessels in the early repair
periods. The bone formation was delayed in the diabetic group not controlled at 30 days
compared to the other groups in the same period. It was concluded that the presence of the
membrane delayed discretely the repair process, especially in diabetic groups, although not
statistically significant differences between groups. The membrane has fulfilled its role within
the guided bone regeneration in all groups, since there was an increase in the contour of the

tibia.

Key-Words: Diabetes mellitus, guided bone regeneration, biological membrane.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O comprometimento da estrutura, funcao e estética do arco dental pode ser
decorrente de manifestagdes patologicas como cistos, neoplasias, procedimentos cirurgicos e
de deformacao ou reabsor¢do do rebordo alveolar causados por traumas ou extragdes dentais
(SCHEPERS et al, 1993). Diversas sdo as possibilidades relatadas na literatura para a
reconstru¢do dos defeitos e deformidades oOsseas dentro da Cirurgia e Traumatologia
Bucomaxilofacial (ESTEVES et al., 2008, MARIANO et al., 2010,). Dentre elas citam-se os
enxertos autdgenos, alogenos, xendgenos e os implantes aloplasticos, sem ou com a utilizagdo

das membranas para obten¢do da regeneracdo 6ssea guiada.

A terapia por meio da regeneragdo tecidual guiada para o restabelecimento de
defeitos 6sseos indica que a combinagdo de barreiras e dos materiais implantados resultam,

predominantemente, em reparo 6sseo. (SCULEAN et al., 2008)

As membranas bioldgicas, podendo ser reabsorviveis ou ndo reabsorviveis,
devem ser biocompativeis, impermeaveis as células, ter boa integracdo com os tecidos
hospedeiros, ter facilidade de manipulagdo clinica e rigidez para que seja evitada a sua
invagina¢do para o interior da ferida, mantendo espaco adequado para a regeneragdo abaixo
dela (SCHENK et al. 1994).

Embora o melhor material documentado ainda seja o politetrafluoretileno
expandido (e-PTEE) (DAHLIN, 1996), por ser inerte, ser artificialmente produzido, por nao
necessitar de animal ou 4rea doadora, por ndo provocar intensa resposta inflamatoria inicial,
(LEKOVIC et al., 1998), ainda é uma membrana ndo absorvivel que necessita ser removida
em um segundo momento cirdrgico.Dentre as membranas reabsorviveis destacam-se as
membranas Osseas bovinas de colageno (TAKATA et al., 2001, MOSES et al., 2008) ou de
cortical 0ssea desmineralizada (OLIVEIRA et al., 2004).

Preparados 0Osseos de origem bovina e humana t€m sido atualmente
desmineralizados, conservados (FEIGHAN et al., 1995) e comercializados em varias formas
para a corregdo dos defeitos 6sseos (ONO et al., 1995, MARTINS et al., 2007; SCULEAN et
al., 2008), mas ainda ha duvidas com relagdo ao emprego dos materiais implantados em

organismos com a presenca de alteracdes sistémicas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schepers%20EJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVCitation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mariano%20R%22%5BAuthor%5D
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O Diabetes Mellitus ¢ uma doenca causada por um transtorno metabolico
complexo e primario dos carboidratos, na qual ha incapacidade de se oxidar a glicose,
envolvendo, secundariamente, o metabolismo de lipideos e proteinas (COTRAN et al, 2000).

Com a alteragdo do metabolismo das proteinas, ha uma queda na produgao do
colageno pelos fibroblastos, alterando a forca estrutural e tensional dos ferimentos em
cicatrizacdo (FAHEY et. al., 1991). A formagdo de novos capilares e a atividade bacteriana
dos polimorfonucleares também sao prejudicadas (CUTLER et al., 1991; TERRANOVA,
1991, ESTEVES et al, 2008). O dificil controle da cicatrizagdo das feridas cirargicas no
estado diabético estd diretamente relacionado a presenga de microangiopatia, acidez,
hiperglicemia e fagocitose ineficaz pelos macréfagos e aumento de atividade da colagenase.

O Diabetes mellitus produz acentuado atraso na reparacdo tecidual (DEVLIN
et al, 1996, ESTEVES et al, 2008, RICIERI et al., 2009), devido a uma deficiéncia na
proliferacdo fibroblastica, osteoblastica e conseqiientes reflexos na producdo de substancia
fundamental amorfa, fibras colagenas e matriz organica.

A deficiéncia insulinica pode restringir a atividade osteobléstica e
osteoclastica da 4rea em reparagcdo, no entanto, a administragdo da insulina em organismo
diabético, compensando os seus niveis glicémicos, pode prevenir e reverter os efeitos
naprodugdo protéica, melhorando o metabolismo do tecido conjuntivo (UMPIERREZ et al,
1989)

Embora se conheca que o processo de reparo de uma ferida cirirgica dssea
ocorre, mesmo com atraso, no estado diabético (DEVLIN et al, 1996, ESTEVES et al, 2008,
RICIERI et al., 2009, RETZEPI et al., 2010), grandes mudangas poderao acontecer nas fases
de revascularizacdo, incorporagdo, substitui¢do e remodelacdo com relagdo as descritas por
Anderson et al. (1964), alterando o contorno, densidade e estrutura dssea da area em processo
de reparacgdo, especialmente quando sdo utilizadas membranas com objetivo de regeneragao
Ossea guiada (RETZEPI et al., 2010).

Preparados Osseos de origem bovina e humana tém sido desmineralizados,
conservados (FEIGHAN et al., 1995; VAIL et al., 1994) e comercializados em varias formas
para a correcdo dos defeitos Osseos em cirurgia e traumatologia craniomaxilofacial
(DUPOIRIEUX et al., 1994, LYTLE, 1994), mas ainda sdo poucos os estudos experimentais
empregando a membrana biologica de origem bovina liofilizada em ratos diabéticos para essa
finalidade.

Diante disso, torna-se relevante avaliar, em nivel de microscopia Optica, o

comportamento da membrana bioldgica de origem bovina liofilizada em &rea Ossea sob
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processo de reparacdo de animais portadores da enfermidade sistémica conhecida como

Diabetes mellitus, sendo eles controlados ou ndo pela acdo da insulina.
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2. OBJETIVO

A proposta deste estudo foi analisar qualitativa e quantitativamente o
comportamento da membrana de matriz dssea bovina liofilizada no processo de reparo dsseo
de cavidades cirargicas em tibia de ratos controles e diabéticos controlados ou nao pela ag¢ao

da insulina.
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23

3. MATERIAL E METODOS

3.1. GRUPO EXPERIMENTAL

O projeto delineado foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagdo
Animal CEEA da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba, conforme Protocolo
0004002/2009. (Figura 1 do anexo A)

Para o presente trabalho foram utilizados 48 ratos ( Rattus norvegicus albinus,
Wistar) machos, com peso aproximado de 250 gramas .

Os animais provenientes do Biotério central da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba - UNESP, foram transportados ao Biotério do departamento de cirurgia e foram
tratados com ragdo solida” e 4gua a vontade durante quase todo o experimento, exceto nos
periodos de jejum. (Fig. 1-anexoB)

A permanéncia dos animais no biotério foi de, no minimo, 5 dias antes da
administracdo de estreptozotocina (STZ)' (Fig 2 — anexo B) e 14-16 horas antecedentes a esta
administracdo todos os animais permaneceram em jejum, sendo mantidos apenas com agua.

Os animais foram divididos em 6 grupos, cuja metodologia foi semelhante as
preconizadas pelos trabalhos de ARANEGA, 1999 e 2001, ESTEVES et al., 2008 ¢ RICIERI
etal., 2009:

Grupo I: Controle: (C), com 8 animais, apds jejum de 14-16 horas, o grupo
recebeu injecdo de tampdo citrato a 0,01M* pela via endovenosa, através da veia peniana,
caracterizando o grupo controle.

Grupo II: Controle com Membrana (CM), com 8§ animais, o qual recebeu a
membrana no ato cirtrgico.

Grupo III: Diabético (D), com 8 animais e sob o mesmo jejum do grupo
anterior, o grupo recebeu injecdo de estreptozotocina. A estreptozotocina foi dissolvida em
tampao citrato a 0,01M, ph 4,5, protegida da luz, em uma concentracdo de 35mg/Kg e
injetada na veia peniana dos ratos.

Grupo IV: Diabético com Membrana (DM), com 8§ animais.

* Ragdo ativada Produtor - Anderson & Claiton S.A.
T Sigma-Aldrich
! Farmacia Aphoticario — Aragatuba-SP



22

Grupo V: Diabético Controlado (DC); com 8 animais, o grupo recebeu a
insulina de longa duracdo por via subcutanea, sendo a dose aumentada gradativamente até 3
unidades didrias.

Grupo VI: Diabético Controlado com Membrana (DCM), com 8 animais.

Apds cinco dias da indugdo do diabetes, foi realizado um controle glicémico de
todos os animais. Os do grupo III passaram a receber a insulina, devendo ser realizado um
novo controle glicémico apds 10 dias da indugdo. Outros controles glicémicos foram sendo
realizados semanalmente até a véspera da eutanasia dos grupos, a fim de que fosse constatada
a manutencdo do estado glicémico ou o controle do grupo controlado. O controle glicémico
foi instituido por meio da coleta de sangue da calda do animal, sendo os niveis de glicose
obtidos por meio do sistema de monitoriza¢io automética de glicemia ¥. Foram considerados

no grupo diabético da pesquisa os animais que tiverem glicemia superior a 350mg/dl.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

No 5° dia apds esta administragdo, todos os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com injecdo intramuscular de Xilazina™ e Cloridrato de quetamina’™, (figura 3
do anexo B) na dosagem recomendada pelo fabricante para a realizagdo dos procedimentos
cirirgicos descritos abaixo:

Inicialmente, foi realizada na regido antero-lateral das tibias do membro
posterior direito e esquerdo dos animais de cada grupo a tricotomia e a anti-sepsia com
polivinilpirrolidona-iodado (PVPI), conforme figura 4 do anexo B.

A seguir, com uma lamina de bisturi n° 15, foi realizada uma incisdo linear de
15 mm de extensdo, no sentido longitudinal de ambos membros posteriores. A incisdo foi
estendida até o peridsteo, permitindo o afastamento dos tecidos em seu sentido latero-lateral
(figuras 5 e 6 do anexo B).

Com trefina'* acoplada em baixa-rotagio e sob refrigeracdo com soro
fisiologico foi preparada uma cavidade cirurgica no membro posterior direito e outra no
membro posterior esquerdo de aproximadamente 2mm de didmetro por 2mm de
profundidade, na face antero-lateral. O canal medular foi ser exposto e ambas as cavidades

foram preenchidas com codgulo sanguineo (Figura 7 do anexo B), a esquerda recoberta com

$ Accu-Chek Advantage (Roche Diagnostica Brasil Ltda)

** Xilazina - Coopers. Ltda.

f Cloridrato de quetamina Fort Dodge, Satide Animal Ltda.
# Trefina de 2mm - Derig®
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Kok k

membrana bioldgica bovina®®, (Figura 8 do anexo B) ambas suturadas com fio de nylon 5.0
, tomando-se o cuidado para incluir os planos musculares profundos (Figura 9 do anexo B).
Apos o procedimento cirirgico, cada animal recebeu, em dose unica, 20.000

U.L de penicilina G-benzatina'™* por via intramuscular. (Figura 10 do anexo B).

3.3 EUTANASIA DOS GRUPOS E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
COLETADAS

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 10 e 30 dias pds-operatorios por
dose excessiva de anestésico, conforme protocolo estabelecido pelo comité de ética em
experimentagao animal.

Ambas tibias de cada animal foram coletadas para obtencdo da seguinte

amostragem:

Tabela 1 — Amostragem do grupo de 10 dias

Codigo Grupo Tratamento T. eutanasia ~ Amostras
IC 10 I: Controle Controle/Coagulo 10 dias 8
ICMB 10 I: Controle Controle/Membrana Bovina 10 dias 8
1D 10 II: Diabético Diabético/Coagulo 10 dias 8
IIDMB 10 II: Diabético  Diabético/Membrana Bovina 10 dias 8
mDCI10 III: DC DC/Coagulo 10 dias 8
IMDCMB III: DC DC/Membrana Bovina 10 dias 8

Tabela 2 — Amostragem do grupo de 30 dias

Codigo Grupo Tratamento T. eutanasia ~ Amostras
IC 30 I: Controle Controle/Coégulo 30 dias 8
ICMB 30 I: Controle Controle/Membrana Bovina 30 dias 8
1D 30 II: Diabético Diabético/Coégulo 30 dias 8
[IDMB 30 II: Diabético  Diabético/Membrana Bovina 30 dias 8
IIDC30 III: DC DC/Coégulo 30 dias 8

¢ Gen Derm, Baumer S.A.
*** nylon 5-0, Ethicon, Sdo Paulo, SP, Brasil.
1t Benzetacil — Eurofarma Laboratérios Ltda
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IHIDCMB III: DC DC/Membrana Bovina 30 dias 8

As tibias obtidas dos ratos foram fixadas em formol neutro a 10% ou substituto
orientado pela Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba, por, no minimo, 24 horas.
Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 24 horas e descalcificadas em solugdo de
E.D.T.A a 18%. As pecas foram desidratadas, clarificadas e incluidas em parafina. Foram
realizados cortes semi-seriados no sentido longitudinal da peca com seis micrometros de
espessura. Os cortes foram corados pelas técnicas da hematoxilina e eosina (HE) e Tricromico
de Masson para analise histologica e histométrica. A analise histoldgica foi realizada em
microscopio Optico binocular. A analise histométrica foi executada com camera acoplada ao

computador e softwares para quantificagdo e analise estatistica.

4. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA

Nos cortes histologicos corados com Hematoxilina e Eosina e Tricromicro
de Masson, foi analisada, por microscopia Optica, a intensidade do processo inflamatdrio. Por
se tratarem de cavidades realizadas em tibias, pelo grande nimero de células inflamatdrias
ainda imaturas ou pouco especificas do canal medular, que comumente invadem a area
reparada, foram observadas as dreas nas quais poderiam correr presen¢a das células clasticas,
buscando identifica-las na area, especialmente proximas a membrana no subgrupo membrana.
A qualidade do processo inflamatorio proximo a membrana ou ao peridsteo foi analisada na
superficie da ferida. Nas areas profundas, foram verificadas proliferacdes fibroblasticas e
capilares, neoformacao Ossea na area da cavidade cirtrgica, disposi¢cdo osteoblastica ao redor
das trabéculas imaturas, organizagdo do tecido de granulacdo, tendo em vista orientacdo das
fibras colagenas e das pré-trabéculas formadas na regido durante o processo de reparacdo

tecidual.

4.2 ANALISE HISTOMETRICA

Para analise histométrica, foi selecionado um corte mais central de cada

espécime e cada corte foi capturado com uma camera digital (Axio Cam MRC 5, Zeiss)
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conectada a um microscopio de luz (Zeiss) e salvo como uma imagem digitalizada no
computador (Figura 11 do anexo B). As imagens foram utilizadas para a analise dos dados
quantitativos nos periodos de 10 e 30 dias. Um examinador calibrado ¢ cego ao estudo
realizou a histometria da area total do defeito e da area de osso neoformado. Os dados foram
obtidos em pixels e convertidos em porcentagem. Os seguintes critérios foram usados para
padronizar a analise histométrica. A area total do defeito foi delineada, correspondendo ao
espaco do defeito dsseo, considerado 100% da area analisada.

A érea de osso neoformado dentro da area total foi calculada pelo delineamento
de cada unidade 6ssea separadamente, fazendo-se a somatoria dessas unidades.

As porcentagens foram calculadas (taxa de osso neoformado/area do defeito) e

os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica, com os dados obtidos pela analise histométrica,
inicialmente foi aplicado a cada grupo experimental o Teste de Aderéncia a Curva Normal, e
em seguida, aplicado o teste de Mann-Whitney, submetidos pelo programa estatistico IBM
SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY, USA). Os valores expressos em porcentagens da area Ossea
com relacdo a area do defeito foram usados para o célculo das médias e dos desvios-padrdo de

cada grupo.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS HISTOLOGICOS

1-CAVIDADE PREENCHIDA APENAS POR COAGULO - 10 DIAS

IC10 (Grupo I com a cavidade preenchida por coagulo sanguineo e sem recobrimento
por membrana aos 10 dias): Na maioria dos espécimes, notam-se, superficialmente, capsula
fibrosa delgada, contendo fibras coldgenas dispostas paralelamente ao longo eixo da tibia,
fibroblastos, alguns vasos sanguineos e discreto nimero de células inflamatdrias. Adjacentes e
abaixo da cépsula, no interior da loja cirurgica, observam-se trabéculas 6sseas imaturas com
amplos espacos intertrabeculares ocupados por tecido conjuntivo bem vascularizado, feixes de
fibras coldgenas ainda em organizagdo, elevado nimero de fibroblastos ao lado de moderado
numero de células inflamatorias, sendo estas constituidas especialmente por linfocitos e
macrofagos. Junto as bordas do tecido Osseo neoformado observam-se numerosos

osteoblastos, na maioria dispostos paralelamente as suas margens (Figura 1 do anexo C).

IID10 (Grupo II - Diabético com coagulo 10 dias): Uma cépsula fibrosa delgada também
recobre a tibia com fibroblastos, vasos sanguineos e células inflamatorias em nimero mais
intenso. Adjacente e abaixo da capsula, no interior da loja cirlirgica, observam-se muitas
trabéculas dsseas imaturas com amplos espacos intertrabeculares, como no grupo controle. O
tecido conjuntivo que rodeia essas trabéculas € bastante vascularizado, com menor quantidade
de feixes de fibras coldgenas e maior infiltrado inflamatorio, constituido especialmente por
linfocitos e macréfagos. Junto as bordas do tecido 6sseo neoformado observam-se numerosos
osteoblastos, na maioria dispostos de forma mais desorganizada que o grupo controle. (Figura

2 do anexo C)

IIIDC10 (Grupo III - Diabético Controlado com coagulo 10 dias): O grupo diabético
controlado representou o pior grupo aos 10 dias em qualidade da neoformacao oOssea, tanto ao serem
analisadas as cavidades preenchidas apenas por codgulo como as recobertas pela membrana. Atraso na
reabsor¢do da membrana, infiltrado inflamatorio intenso no espago intertrabecular, além das trabéculas
neoformadas mais delgadas, foram alguns sinais desse atraso, comparando-os as observagdes feitas

nos demais grupos (Figuras 3 ¢ 4 do anexo C.)
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B) CAVIDADE RECOBERTA POR MEMBRANA - 10 dias

ICMBI10: (Grupo Controle com a cavidade preenchida por coagulo sanguineo e
recoberta por membrana liofilizada aos 10 dias): Superficialmente, nota-se capsula fibrosa
delgada, contendo fibras coldgenas dispostas paralelamente ao longo eixo da tibia,
fibroblastos, alguns vasos sanguineos, moderado niimero de células inflamatorias, localizado
especialmente proximo aos remanescentes da membrana. Mesmo na auséncia da membrana,
percebe-se tecido conjuntivo rico em células alinhadas, entre o peridosteo e o tecido
neoformado. Apesar da membrana bovina estar praticamente reabsorvida, alguns de seus
remanescentes podem ser observados, juntamente com a presenca de alguns macrofagos. A
presenca da membrana proporcionou um aumento da espessura Ossea da regido, sendo
observada aposi¢do Ossea externamente a cortical pré-existente nas bordas da ferida.
Adjacente e abaixo da membrana, no interior da loja cirargica, as trabéculas dsseas ainda sdo
imaturas como nos grupos anteriores, entremeadas por amplos espacos intertrabeculares,
contendo tecido conjuntivo vascularizado, feixes de fibras coldgenas em organizagdo, elevado
numero de fibroblastos ¢ moderado nimero de células inflamatorias, especialmente linfécitoe
macrofagos. Junto as bordas do tecido 6sseo neoformado, numerosos osteoblastos em

disposi¢do paralela as margens trabeculares podem ser observados (Figuras 5 e 6 do anexo C).

IIDMB10: (Grupo II, diabético, 10 dias: Cavidade preenchida com coagulo sanguineo e
recoberta com membrana bovina.): Achados semelhantes ao grupo controle puderam ser vistos
superficialmente na cavidade cirurgica. Apesar da membrana bovina estar praticamente
reabsorvida, alguns de seus remanescentes podem ser observados, proporcionando o mesmo
aumento da espessura Ossea da regido, com aposicdo Ossea externamente a cortical pré-
existente nas bordas da ferida. Adjacente e abaixo da membrana, no interior da loja cirurgica,
as trabéculas Osseas parecem ser mais imaturas que no grupo controle, tendo em vista lacunas
osteociticas mais aumentadas no interior das trabéculas quando comparadas ao respectivo
controle. Com relagdo aos espagos intertrabeculares, o tecido conjuntivo ¢ mais vascularizado
e os feixes de fibras colagenas ainda estdo em organizacdo. H4 menor proliferagdo
fibroblastica e fibras colagenas, além de persistente infiltrado inflamatdrio. Junto as bordas do
tecido 6sseo neoformado, os osteoblastos se dispdem de forma mais desorganizada que o
respectivo grupo controle junto as margens das trabéculas 6sseas neofromadas (Figura 7 do

anexo O).
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INIDCMB10 (Grupo 111, Diabético Controlado, com membrana bovina aos 10 dias):

Da mesma forma que o respectivo grupo do diabético controlado aos 10 dias, onde as cavidades foram
preenchidas apenas com coagulo, o grupo com o recobrimento pela membrana também apresentou um
resultado menos satisfatorio aos 10 dias quando comparado ao dos grupos controle e diabético sem
controle no mesmo periodo estudado. Houve um atraso na reabsor¢do da membrana, um infiltrado
inflamatdrio mais intenso nos espagos intertrabeculares, além das trabéculas neoformadas serem mais
finas. A membrana também estava menos reabsorvida que os respectivos grupos controle e diabético
onde a membrana também preenchia a cavidade cirtrgica (Figura 8 do anexo C).C) CAVIDADE
PREENCHIDA APENAS POR COAGULO - 30 DIAS

IC30 (Grupo I, controle, com a cavidade preenchida por coagulo sanguineo e sem
recobrimento por membrana aos 30 dias): A loja cirirgica, em todos os espécimes,
encontra-se reparada em sua totalidade por tecido 6sseo bem desenvolvido. Na maioria dos
espécimes, o tecido 6sseo neoformado ¢ maior junto as bordas da loja cirirgica, diminuindo a
medida que se aproxima da sua area central. Nestes casos, o canal medular possui poucas
trabéculas 0sseas em seu interior, estando ainda em processo de remodelagao. Na maioria dos
espécimes, o tecido conjuntivo adjacente ¢ comparavel ao tecido presente no canal medular,
ou seja, sem alteracdes. A area dssea neoformada diferencia-se do osso cortical primitivo e
adjacente pela disposicao ainda desorientada das lamelas Osseas e de seus ostedcitos, uma vez
que, exceto na area cirirgica, as lamelas Osseas e seus ostedcitos mostram-se mais paralelos

ao longo eixo da tibia (Figuras 9 e 10 do anexo C).

IID30 (Grupo II, diabético, com a cavidade preenchida por coagulo sanguineo e sem
recobrimento por membrana aos 30 dias): Da mesma forma que o grupo anterior, a loja
cirirgica encontra-se reparada em sua totalidade por tecido 6sseo mais delgado que o
respectivo grupo controle sem membrana. O tecido dsseo neoformado € maior junto as bordas
da loja cirurgica, diminuindo a medida que se aproxima da sua area central. Ainda ha algumas
trabéculas finas abaixo da por¢ao Ossea estreita da superficie da cavidade. O canal medular
ainda possui persistentes trabéculas dsseas em seu interior, estando em processo de
remodelacdo. O tecido conjuntivo também ¢ comparavel ao tecido presente no canal medular.

(Figuras 11 e 12 do anexo O).
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IIIDC30: (Grupo III, diabético controlado, com a cavidade preenchida por coagulo
sanguineo e sem recobrimento por membrana aos 30 dias): Aos 30 dias, esse grupo inverteu
o resultado observado no grupo de 10 dias. Embora o grupo controle ainda tenha apresentado o melhor
resultado, o diabético controlado apresentou melhor reparacao se comparada com a do grupo diabético
sem controle. Houve fechamento completo da cavidade da tibia, de forma bastante semelhante ao

grupo controle aos 30 dias (Figuras 13 e 14 do anexo C).

D- CAVIDADE RECOBERTA POR MEMBRANA - 30 dias

ICMB30: (Grupo Controle com a cavidade preenchida por coagulo sanguineo e
recoberta por membrana liofilizada aos 30 dias.): A cavidade cirurgica apresenta-se
totalmente reparada por tecido 6sseo bem desenvolvido e hé auséncia total da membrana
liofilizada. Na por¢do central da loja dssea a espessura 0ssea ainda se encontra menor quando
comparada a espessura das suas bordas na maioria dos espécimes, como ocorre com 0 grupo
controle. Na grande maioria dos espécimes, o tecido conjuntivo adjacente ¢ comparavel ao
tecido presente no canal medular, ou seja, sem alteracdes. O tecido 6sseo neoformado
diferencia-se do osso cortical primitivo e adjacente pela desorientada disposi¢do das lamelas

Osseas e de seus osteocitos. (Figuras 15 ¢ 16 do Anexo C).

IIDMB30 — (Diabético com membrana 30 dias): Na area superficial, observa-se a presenca de
fragmentos de membrana dssea disposta paralelamente ao longo eixo da tibia e recobrindo o defeito
osseo criado, semelhante ao grupo controle. A membrana estd menos reabsorvida no grupo diabético
que no controle, podendo ser identificados fragmentos aos 30 dias. Abaixo da membrana, em alguns
espécimes, algumas células semelhantes aos condrocitos aparecem com maior freqii€ncia no grupo
diabético, sendo observadas em pequenas areas também do grupo controle. No interior da loja,
observam-se, nesse grupo diabético, trabéculas d6sseas em quantidade e espessura semelhante ao
respectivo grupo controle, apesar destas terem suas fibras colagenas mais espacadas uma das outras. O
espaco intertrabecular é amplo, com tecido conjuntivo bastante vascularizado, poucos feixes de fibras
colagenas em organizag¢do, muitos fibroblastos e moderado niimero de células inflamatdrias, sendo
estas constituidas especialmente por macrofagos e linfocitos. Junto as bordas das trabéculas osseas
neoformadas observam-se alguns osteoblastos com disposi¢do irregular. Observa-se, no grupo
diabético, discreto atraso na qualidade da reparagdo, uma vez que os espacos intertrabelculares
possuem maior infiltrado inflamatorio e vasos neoformados, além de menor quantidade de fibras

colagenas e de fibroblastos. (Figuras 17 e 18 do anexo C).
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IIIDCMB 30 dias: A presenca da membrana, apesar do discreto atraso, ndo interferiu no processo de
reparacdo tecidual, sendo a membrana quase toda reabsorvida aos 30 dias. Apesar de pouco
reabsorvida aos 10 dias, aos 30 dias a sua presenca ¢ identificada pela presenca de pequenos
fragmentos. Ha um aumento da espessura 6ssea com o uso da membrana nas tibias, tanto nos animais
controle como nos diabéticos, mas os espacos intertrabeculares abaixo dela sdo mais espacados,

deixando a  tibia  mais  “porosa”  (Figuras 19, 20 e 21 do  anexo

Figura representativa — [IDMB30 —Fragmentos da membrana presentes ¢ em processo de
reabsor¢@o na superficie da cavidade dssea, especialmente do grupo diabético.
Neoformagao dssea abaixo e proxima a eles e auséncia de células multinucleadas
do tipo osteoclasticas.

5.1. RESULTADOS HISTOMETRICOS

Para a histometria, os dados foram analisados usando o programa estatistico
IBM SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY, USA). O valor de P para a comparagdo entre os grupos

foi calculado pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, ao nivel de significancia igual a



0,05, sendo os dados expressos pela média e desvio padrdo da porcentagem da area dssea
quantificada.

Ao serem comparadas as areas Osseas das cavidades preenchidas com o
coagulo e as recobertas por Membrana Bovina aos 10 dias, expressou-se comparagao entre os
grupos Controle, Diabético e Diabético Controlado, resultando na negativa da hipdtese nula,
ou seja, nao apresentando diferengas estatisticamente significantes entre os grupos estudados
(Figura 1 do anexo D).

Teste similar ocorreu para a comparagdo das areas Osseas das cavidades
preenchidas com o coagulo e as recobertas por Membrana Bovina aos 30 dias, estabelecendo
a comparagdo entre os grupos Controle, Diabético e Diabético Controlado. Da mesma forma,
o teste ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos estudados,

conforme figura 2 do anexo D.

Tento em vista a proposi¢ao do projeto, procedeu-se a organizacdo dos dados
quantificados na forma de grafico, expressando a média da porcentagem da éarea 6ssea dos

grupos, com os seus respectivos desvios padroes.

Figura XXX — Médias e desvios padrdes das areas o0sseas das cavidades apenas preenchidas
com coagulo e as recobertas pela membrana dos grupos controle, diabético e

diabético controlado.

Verificou-se que, aos 10 dias, as 4reas dsseas das cavidades preenchidas apenas

por coagulo (37%+/_ 6,298) e das recobertas por membrana (40%+/- 6,193) do grupo
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diabético controlado foram menores do que as do grupo controle (46% +/- 9,143 e 47% +/-
8,89) e as do grupo diabético ndo controlado (44%+/-7,35 e 43%+/-8,99), respectivamente,
demonstrando um possivel atraso na neoformacao 6ssea do grupo diabético controlado com
relacdo aos demais grupos estudados. Com relagdo a membrana, essa pareceu ndo interferir na
neoformacgao ossea com relacao ao periodo de 10 dias se forem comparadas as areas 6sseas do
periodo de 10 dias, utilizando ou ndo a membrana bovina.

Aos 30 dias, com relagdo ao grupo diabético controlado, o resultado foi
invertido, uma vez que a 4rea Ossea das cavidades com codgulo dos animais controles
(70%+/-9,75) foi maior do que das cavidades com codgulo dos grupos diabético (44%+/-16) e
diabético controlado (59%+/-6), sendo que o diabético controlado foi maior que o grupo
diabético ndo controlado. O mesmo resultado invertido, porém esperado, com relagdo ao
grupo da membrana, ocorreu no periodo de 30 dias, uma vez que o grupo controle possuiu
uma area ossea de 62%+/-14,36, o grupo diabético de 30%+/- 6,47 e o grupo diabético
controlado 58%+/-14,41. Observou-se também, no periodo de 30 dias, que as areas dsseas das
cavidades que receberam a membrana foram discretamente menores com relacdo as areas das
cavidades preenchidas apenas com coagulo, o que demonstra um pequeno atraso da reparagao

Ossea quando ha a utilizacao da membrana bovina.



34

Discussao



37

6. DISCUSSAO

O tecido 6sseo possui alta capacidade de reparacdo e regeneracao podendo
restaurar sua estrutura e funcdes originais completamente (FREIRE, 2010). Contudo, os
defeitos Osseos podem ndo ser devidamente reparados com tecido o6sseo, sendo
constantemente utilizados no interior dos defeitos materiais de enxerto Osseo e outros
substitutos (LINDHE et al., 1999, GOMES et al., 2007, ESTEVES et al., 2008), a fim de

facilitar e/ou promover a reparagao.

Utilizando-se do principio da osteopromocao, o uso das membranas previne a
migracdo e a proliferacdo de tecidos menos especializados para a regido do defeito dsseo,
possibilitando a ocorréncia da neoformacdo oOssea sem interferéncias frequentemente
proporcionadas por estes (DAHLIN, 1994).

Com relacdo as membranas reabsorviveis, estas devem ser reabsorvidas em
tempo habil para que as células dsseas migrem para o interior da ferida previamente as células
menos especializadas e o processo de reabsor¢do das membranas deve produzir resposta
inflamatoria minima a fim de que nao haja interferéncia no processo de regeneragdo Ossea
(GOTTLOW, 1993).

Com o presente trabalho, pdde verificar que a membrana bovina ndo invagivou
para o interior da ferida cirtirgica, contribuindo para a neoformacgao dssea abaixo dela e sobre
a cortical dssea da tibia, adjacente a borda da cavidade cirtrgica, proporcionando um sobre-
contorno da tibia no local onde a membrana esteve presente.

Observou-se, em outros trabalhos, que a membrana de osso cortical bovino
desmineralizado, quando implantada em tecido subcutineo de rato, foi bem tolerada pelos
tecidos adjacentes. Os autores também observaram que esse tipo de membrana foi
completamente reabsorvida apos 30-60 dias apods sua implantacao por células mononucleadas
ou por células gigantes tipo corpo estranho (OLIVEIRA et al., 2004). No presente trabalho,
fragmentos da membrana ainda estiveram presentes aos 30 dias, especialmente no grupo
diabético. Com resposta inflamatéria considerada minima, a membrana foi sendo
gradativamente reaborvida, se comparados ambos os periodos, 10 e 30 dias, ndo sendo
identificadas células gigantes tipo corpo estranho proéximas a membrana, sugerindo que seu
processo de reabsorcdo ndo ¢ dependente da presenca dos fagbcitos, especialmente dos

multinucleados.
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Diante observagdes realizadas por esse trabalho, conforme metodologia
preconizada, o uso da membrana em organismo diabético proporcionou resultados
satisfatorios uma vez que cumpriu o seu papel na regeneragdo Ossea guiada mesmo sob a
condi¢do sistémica presente. Por outro lado, deve-se ressaltar que, tais membranas, para
serem bem empregadas, deverdo obedecer aos critérios minimos de utilizagdo, devendo
respeitar o controle asséptico e serem adequadamente isoladas do meio externo a fim de que
nao haja exposicdes e riscos de infeccao das feridas onde sao utilizadas.

Observou-se que o tecido mesenquimal formado no interior do defeito 6sseo
em processo de reparacdo inicial foi mais imaturo no estado diabético, especialmente nos
periodos iniciais da reparagdo. Conforme a literatura, essas observagdes poderiam ser
explicadas por falha na expressdo genética que regula a diferenciagdo osteoblastica,
conduzindo a uma baixa formagédo 6ssea, identificadas por LU et al., 2003. Além do atraso na
neoformacdo Ossea, o estado diabético altera a mineralizagdo, a reabsor¢do ¢ o
remodelamento 6sseo (SHYNG et al., 2001).

Os resultados contraditorios encontrados no grupo diabético controlado por
esse trabalho fizeram com que houvesse a seguinte reflexdo: embora o organismo diabético
controlado possua a tendéncia de se assemelhar ao organismo com a auséncia da enfermidade
sistémica, especialmente nos periodos iniciais da reparagdao, o organismo diabético, mesmo
controlado, possui um grande potencial de descontrole, sendo o ato cirurgico um fator
predisponente para esse desequilibrio hormonal existente. Diante disso, o organismo
controlado deverd ter, especialmente nos periodos iniciais da reparagcdo, a mesma atengdo que
um organismo nao controlado no que diz respeito as complicacdes das feridas cirtrgicas e a

dificuldade de reparacao do estado diabético.
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7. CONCLUSAO

Conforme proposta e metodologia do projeto, concluiu-se que:

1) A presenca da membrana atrasou de forma discreta o processo de reparo,
especialmente nos grupos diabéticos, embora ndo fossem encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, nos seus respectivos periodos de estudo.

2) A membrana se comportou de forma favoravel para a regeneracdo Ossea
guiada em todos os grupos estudados, uma vez que houve o fechamento 6sseo da ferida com o

aumento do contorno 0sseo da tibia.
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COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)
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Certificamos que o Projeto “ANALISE HISTOMORFOMETRICA DE REPARO
OSSEO DE CAVIDADES CIRURGICAS RECOBERTAS POR MEMBRANA
BIOLOGICA DE ORIGEM BOVINA LIOFILIZADA EM TIBIA DE RATOS
DIABETICOS” sob responsabilidade do Profa. Dra. Alessandra Marcondes
Aranega e colabora¢ao de Juliana Zorzi Coléte estd de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA ntimero de
protocolo nimero 004002-2009.
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Prof.* Adj. Tereza Cristina Cardoso da Silva
Presidente da CEEA- FOA/UNESP
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Anexo B -

ANEXO B: Ilustracoes da metodologia

F s
—=
\
Fig. 1 - Ratos machos com peso Fig. 2 - Estreptozotocina.
corporal aproximado de 250
gramas.

Fig. 3 - Cloridrato de Xilazina e Fig. 4- Membro posterior tricotomizado
cloridrato de Cetamina. e antissepsia realizada.

”

Fig. 5 - Incisao. Fig. 6 - Afastamento tecidos e
exposicao da tibia.
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Fig. 7 - Cavidade na tibia esquerda Fig.8- Membrana  acomodada e
preparada e preenchida com devidamente estabilizada.
coagulo.

Fig. 9 - Sutura finalizada. Fig. 10 - Penicilina G benzatina (20.000
u.L.).

Fig. 11 - Equipamento utilizado na captacao das imagens
histologicas. Camera digital (JVC TK-1270 Color
Video Camera) acoplada ao microscopio Carl
Zeiss (Axiolab) e conectada ao computador.
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ANEXO C - Resultados histolégicos: Grupos 10 dias
o N o s

Figura 1 — IC10 — .Trabéculas 6sseas imaturas contendo muitos osteoblastos ao seu
redor. Ha amplos espacos intertrabeculares ocupados por tecido
conjuntivo contendo feixes de fibras colagenas, elevado nimero de
fibroblastos ao lado de moderado numero de células inflamatorias. H.E.
Original objetiva 25X..

Figura 2 — 1ID10 —. H.E. Original objetiva 25X..

51



Figura 4 — I[IIDC10 — Infiltrado inflamatoério cronico e proliferagéo fibroblastica. H.E. Original
objetiva 25X..
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Figura 5 — ICMBI10 — Espécime com grande atividade na formacdo de trabéculas Osseas.
Presenga de fibroblastos, fibras colagenas, vasos sanguineos e osteoblastos podem
ser identificados. H.E. Original objetiva 25X..

Figura 6 — ICMB10 — Trabéculas osseas neoformadas dispondo-se paralelamente nas
proximidades da membrana bovina em reabsor¢do. H.E. Original objetiva
12,5X..
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Figura 7 — [IDMB10 — HE. Original objetiva 25X.

Figura 8 — [IIDCMB10 —delgada. H.E. Original objetiva 25X.
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ANEXO C - Resultados histoldgicos: Grupos 30 dias

Figura 9 — IC30 — Fechamento da cavidade com tecido 6sseo bem desenvolvido. H.E. Original
objetiva 12,5X.

Figura 10 — IC30 — Trabeculado 6sseo bem desenvolvido. Tricrdmico de Masson. Original
objetiva 40X.
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https://www.google.com.br/search?q=tricr%C3%B4mico+de+masson&sa=X&espv=2&biw=1366&bih=662&tbm=isch&tbo=u&source=univ&ved=0ahUKEwjXlJnG3Z7PAhUGk5AKHVS-CDEQsAQIKQ
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Figura 11 — [ID30 — Fechamento da cavidade com tecido dsseo pouco desenvolvido. Presenca de grande
quantidade de trabéculas no canal medular. H.E. Original objetiva 12,5X.
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Figura 12 — IID30 — Trabeculado 6sseo mais desenvolvido proximo a borda da cavidade.
Tricromico de Masson. Original objetiva 40X.



https://www.google.com.br/search?q=tricr%C3%B4mico+de+masson&sa=X&espv=2&biw=1366&bih=662&tbm=isch&tbo=u&source=univ&ved=0ahUKEwjXlJnG3Z7PAhUGk5AKHVS-CDEQsAQIKQ
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Figura 13 — IIIDC30 — Trabeculado dsseo bem desenvolvido, espcecialmente proximo as bordas da
cavidade. Algumas trabéculas no interior do espago medular em processo de remodelacdo HE.
Original objetiva 12,5X.

Figura 14 — IIIDC30 — Trabelculado ainda em processo de desenvolvimento, com espagos intertrabeculares
contendo tecido semelhante ao do canal medular. H.E.Original objetiva 25X
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Figura 15 — ICMB30 — Trabeculado 6sseo bem desenvolvido, especialmente proximo as bordas da cavidade.
Algumas trabéculas no interior do espago medular em processo de remodelacdo HE. Original objetiva
12,5X..

Figura 16 — ICMB30 —Trabeculado bem desenvolvido, com aprisionamento recente de osteoblastos e
disposic¢do ainda irregular das lamelas, se comparado a borda. H.E. Original 25X.
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Figura 17 — [IDMB30 — Fechamento da cavidade com tecido 6sseo mais desenvolvido, porém delgado. Presenga
de grande quantidade de trabéculas ainda em processo de remodelacdo no interior da cavidade 6ssea.
H.E. Original objetiva 12,5X.

Figural8 — [IDMB30 — Trabéculado 6sseo delgado no interior da cavidade 6ssea. Espagos intertrabculares
amplos com poucos fiblroblastos, grande quantidade de infiltrado inflamatério crénico e
vasos sanguineos. H.E. Original 400X.
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Figural9- I[IIDCMB30 — Fechamento da cavidade com trabeculado 6sseo bem desenvolvido e espesso. Ainda
hé espagos intertrabeculares amplos no interior da cavidade. HE. Original objetiva 12,5X..

-ty

Figura 20 — [IDCMB30 — Trabeculado 6sseo bem desenvolvido, com osteoblastos dispostos paralelamente ao
redor de suas trabéculas, espagos intertrabeculares amplos no interior da cavidade com infiltrado
inflamatodrio cronico e vasos sangiiineos e. HE. Original objetiva 12,5X.
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Figura 21 — [IDMB30 —Fragmentos da membrana presentes e em processo de reabsor¢do na superficie da
cavidade 6ssea, especialmente do grupo diabético. Neoformagdo ossea abaixo e proxima a eles e
auséncia de células multinucleadas ou osteoclasticas.
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Anexo-D

ANEXO D - Estatistica

Hynothesis Test Summany
Mull Hypothesis Test Sig. Oecision
Independent- )
The distribution of Contrale isthe -3MPles g Ul s
g zame across categoaries of Grupos UL ol el
g P S Whitn ey LU by pothesis.
Test
Independent )
The distribution of Diabéticn is the -3 MPles y Fetainthe
< zame across categories of Grupos hdann- S5 null
g P Srhitney U hypothesis.
Test
Independent
The distribution of Samples Retain the
2 Diabético_Contralado is the zame Mann- S100 nul
across ¢ategories of Grupos. Whitney L hypaothesis.
Test

Aeymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

1Exact significance is dizplayed far this test,

Figura 1: Comparacado entre as areas 0sseas das cavidades preenchidas apenas
com o coagulo e as recobertas por Membrana Bovina aos 10 dias.

Hypothesis Test Summany
Mull Hypothesi=s Test Sig. Decision
Independent- ]
The distribution of Contrale izthe 22MPles ; Retainthe
U same across categories of Grupos i, i 200wl
d pos. Whitney U hypothesis.
Test
Independent- ]
The distibution of Diabético is the -2 MPI%S ; Retainthe
2 same dcross categories of Grupos hdann- 085 null
g pos. Whitney U hypothesis.
Test
Independent
The distribution of Samples Retain the
2 Diabético_Contralade isthe zame Mann- 2477 null
across categaries of Grupos. Wrhitrey U hypothesis.
Test

Aoymptotic significances are displayed. The significance lewvel is 05,

1Exact significance is displayed far this test.

Figura 2: Comparagao entre as areas 0sseas das cavidades preenchidas apenas
com o coagulo e as recobertas por Membrana Bovina aos 30 dias.
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Justificativa: i \ Pagina: 1 43 |

(@O ENZ "N

03 -MAT.MEDICO-ODONT, LABOR E VETERIN (Lab)

ITEM 'QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$
001| 2| caixa 03.069.021 (3271862 |Lamina em vidro para microscopia, silanizada, 26 x 76mm, borda fosca, caixa com 10 unidades i Aa,mo‘ﬁ
[002] 10 Caixa 03. 070005 [2477890 (R) |Laminula de vidro p/ histologia, 24x50 ¢/100 Corning, Perfecta, Inlab, easypath 7 38,00 ﬁ
Total R$ 147,60 g
REQUISITANTE DIRETOR |
Emitente 03/07/2012 xwwmo:mw<m_ ) Disponibilidade oSMB‘Q:m:m a ser confirmada com a assinatura da |
S {Diretora

s Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
Aless 4& Marcondes\Ar: a - Coordenador Autorizo: / 120 Diretora

Cleide m%ﬁo‘ﬁmmmoq Adm
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04 -MEDICAMENTOS E INSUMOS FARMACEUTICOS

ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$
001 10| frasco 72. 112.002 |3148360 (R) Cloridrato de quetamina injetavel 1g., ampola de 10 ml (uso veterinario) - Quetamina - Vetaset - Francotar - 170,00
Dopall
Pl (g

002|  2[Frasco [04.101.001[110329 (R)|Halotano ou tanohalo com 250 mi O ) | 33062 |

003 5| frasco 04.044 .002 |396400 (R)|Insulina regular § 63,10
o | soo400 ) (K] 0

Total R$ 563,72

REQUISITANTE DIRETOR
Emitente 03/07/2012 _mwmﬂoswwﬁw_ Disponibilidade orgamentéria a ser confirmada com a assinatura da
Diretora

4\% . Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
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ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$

(oo dcae

05. 101.012 | 1655272 (R)|Tira de teste para glicemia, caixa com 50 tiras, para uso no monitor Accu Check Performa, Marca:

Roche 130,00

Total R$ auaboé
DIRETOR 4

Disponibilidade orgamentaria a ser confirmada com a assinatura nm#
Diretora [

. Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia |
Autorizo: / /20 Diretora ‘

_ REQUISITANTE
Emitente 03/07/2012

Cleide r.quon:m_%\&a

i [Responsavel

sdndra Marcondes Ara a - Coordenador
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Justificativa: { Pagina: 1 /6
03 -MAT.MEDICO-ODONT, LABOR E VETERIN (Lab)

ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$
ﬁoo; 4| pega [03. 267002 |NT (©)|Caixa para laminas, capacidade 100 laminas ¢/ feiche metalico f.uf/, _ 95,20 _
002 2| Caixa 03.069.003 Twwﬁmc (R)|Lamina de vidro p/microscopia/histologia, 26x76, ¢/ 50, lapidada, extremidade fosca Marcas: INLAB, 4,00

_, GLASSTECNICA, MMG, DIFCO, BIOGLASS 521, Precision ou Easypath

087 1] Pega _8. 209 .003 |[NT (©)|Navalha de ago, histolégica, para micrétomo. com 16 cm de comprimento, marca Leica ay] _ 967,00 v

1 x trV
Total R$ 1.066,20

REQUISITANTE DIRETOR
m?zm:.\w 26/06/2012 Responsavel Disponibilidade orcamentéria a ser confirmada com a assinatura da
\ Diretora
Q ym . Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
Alessandra Marcon rahega - Coordenador >50:NO”|I\|\M0| Diretora
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7 oowv u_ frasco _g. 113.004 _mﬁmm (R) _x__mN_sm 200mg/10 ml, Solug&o injetavel Dopaser, Anasedan ou Coopazine () rfu W 37,40 _
Total R$ 1.029,26
REQUISITANTE DIRETOR
Emitente 26/06/2012 s

xmmvm.:mmﬁ_
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Alessal Marcondes Aranega - Coordenador
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05 -MAT.MEDICO-ODONT, LABOR E VETERIN (MO)

ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$
["001 10| unidade gom. 447 .001 ;zq ©) MMmemou_mo_ou_nm natural osteoprotetora de cortical 6ssea bovina, 30mm x 30mm Marca: Genderm / mmcawé 1.100,00 _L?

| i |

002 8 Caixa |05.046.018|NT  (C)[Fio de nylon 5-0 com 24 envelopes (oK) _ 123,76 |

003] 100 Par |05.181.010 |NT (©)|Luva cirurgica, descartavel, esterilizada, n° 7,0 Mucambo, Lengruber, Madeitex, Descarpack _ 78,00 |

004 2| caixa  [05.180.023 [2765268 (R)[Seringa descartavel para insulina - 1 ml, ¢/ agulha com 100 (QA \ e A 31,00 |
005 w a_ caixa _om. 101.012 _Smmnqm Axv_jﬂm de teste para glicemia, caixa com 50 tiras, para uso no monitor Accu Check Performa, Marca: Roche _ 67,00 w s

0

£ G000
AR
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Total R$ 1.399,76
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ma:*m:nm 26/06/2012 xm\waozmwg_ Disponibilidade orcamentaria a ser confirmada com a assinatura da
- - Diretora

- Q . Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
Q Cleide L.S.Toquetap - Assessor Adm Ales: Marconde$ Araneda - Coordenador >50:NO”||\ /20 Diretora
N
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.. UNIVERS| .DE ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE MESQUITA . . HO" | 4 ™Yy |

o CAMPUS DE ARACATUBA - FACULDADE DE ODONTOLOGIA \
unes —U Requisi¢ao de Material
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E CLINICA INTEGRADA ) Conta: RP - PROEX - Alessandra Marcondes Aranega
2012-0577- 07
Aplicagéio/ e 26/06/2012

_ Justificativa: Pagina: 4 /6

07 -SUPRIMENTOS DE INFORMATICA

ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$
001 1 peca  [07.020.016 [2420465 [Cartucho de tonner para impressora HP LaserJET P3005n _ 230,00 |
Tomﬁ ; peca _3. 020 .147 _wummmm_ Sv_ﬁo:mﬂ para impressora HP, Ref.: CE255A, C6d.55A - preto, rendimento 6.000 paginas, ORIGINAL * mmm.wm[_

Total R$ 495,32

mmoc_m_.;z._.m DIRETOR
m-::\oﬁ.nm / 26/06/2012 [~ w»fugmw<m_ Disponibilidade orgcamentaria a ser confirmada com a assinatura da

Diretora
. Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
Alessandga Marcondes Ar: -‘Coordenador >c”0:NO”|\|I\ Nol Diretora

X\ leide L.S.Toquetao ~Assessor Adm
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- UNIVERSI.  )E ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE MESQUITA!
CAMPUS DE ARAGATUBA - FACULDADE DE ODONTOLOGIA
Requisicao de Material

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E CLINICA INTEGRADA

.HO"

I 4
j <
A{.».‘. LN ) ..». .

Conta: RP - PROEX - Alessandra i».ﬁo:a«m Aranega

N Programa Renove
Aplicagdo/
Justificativa:

2012-0577- 08
26/06/2012

Pagina: 5 /6

08 -MAT.MEDICO-ODONT, LABOR E VETERIN (Sub)

ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC

DESCRIGAO DO MATERIAL

VR.TOTAL ESTIMADO R$

&
| 001 3frasco  [08.038.004|NT  (C)|EDTA - titriplex Il com 1kg, marca Merck - cod. 1084181000 OXK) 1.531,20 |
| 002] 2| frasco  [08.079.002|NT (C) [Estreptozotocina anomeros mistos com 1g. codigo S0130, SIGMA ﬂ OK. & 2.108,00 |

ooi 3| pacote 08.023.005 INT An;_umﬂmm:m histologica 56 a 58° Marca: Merck ( ﬁr\/v_ 1.513,20 |
=2
2
Total R$ 5.152,40
REQUISITANTE DIRETOR
m:.:wjm 26/06/2012 77N _Nom%-vmm<m_ Disponibilidade orcamentéria a ser confirmada com a assinatura da |
¢ : . = Diretora [
. Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
Alessandra M nega - Cc Autorizo:____/ /20 Diretora

\, Cleide L.S.Toquetao “Agsessor Adm

NJLIN b L]
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— UNIVERS( JE ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE z_mmoc_._u& HO"
CAMPUS DE ARAGATUBA - FACULDADE DE ODONTOLOGIA
Requisi¢cao de Material

unesp =
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E CLINICA INTEGRADA

Conta: RP - PROEX - Alessandra Marcondes Aranega

Programa Renove
Aplicagdo/

Justificativa:

2012-0577- 11

26/06/2012
Pagina: 6 /6

11 -OUTROS MATERIAIS DE CONSUMO

ITEM QTDD. UNID. Céd.Material BEC DESCRIGAO DO MATERIAL VR.TOTAL ESTIMADO R$
ﬁue M ; Peca 11.046.001 _za (C)|Toner para maquina copiadora Ricoh FT 3213 e FT 3713 108,00
w
Total R$ 108,00
REQUISITANTE DIRETOR
Emitente 26/06/2012 _ i zw)m#o:m»ﬁw_ Disponibilidade orgamentéria a ser confirmada com a assinatura da
4 \ Diretora

- Assessor Adm.

. Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia
Autorizo: / /120 Diretora




