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RODRIGUES, TS. Resposta tecidual ao enxerto xendgeno inorganico de 0sso
bovino. Avaliagdo histomorfoldgica e histomorfométrica. Aracatuba, 2009. 58p. Tese
(Doutorado em Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial) — Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista.

Resumo:

Proposicao: Avaliar a resposta tecidual ao enxerto xendgeno inorganico de 0sso
bovino, por meio de analise histomorfoldgica e histomorfométrica. Material e método:
O enxerto foi obtido da costela de boi resfriada ap6s 8 horas de sacrificio do animal e
processado da seguinte maneira: imersdao por 60 minutos em agua oxigenada a
temperatura ambiente, com trocas a cada 15 minutos; imersdo em agua oxigenada
aquecida, a uma temperatura de 100°C, por 30 segundos e resfriamento imediato com
agua destilada a uma temperatura variando de 6° a 8°C; enxague em &gua destilada
corrente por 6 horas; imersdo em alcool 70° 90° e 100° respectivamente, sendo 15
minutos em cada alcool; esterilizacdo em autoclave. Em seguida, 10 coelhos brancos
(Nova Zelandia) foram utilizados, originando dois grupos: Grupo | — enxerto inserido no
pavilhdo auricular e Grupo Il — enxerto inserido e fixado em tibia. Decorridos 180 dias,
foi realizado sacrificio dos animais por injecdo excessiva de anestésico. Resultados: No
Grupo 1, o enxerto apresentou-se em intimo contato com tecido subcutaneo. No Grupo
I, o enxerto apresentou-se em justaposicdo com o leito 6sseo receptor. E nos dois
grupos havia espacos medulares preenchidos por medula 6ssea ativa e 0sso neoformado,
além da auséncia de ostedcitos no 0sso bovino e presenca destas células no 0sso
neoformado, préximo aos espacos medulares. Conclusdo: Em razdo dos resultados
obtidos o enxerto xenogeno inorganico de 0sso bovino demonstrou biocompatibilidade,
capacidade osteocondutora e discreta perda de volume, preenchendo requisitos
importantes do material ideal para reconstrucao dssea.

Palavras-chave: Xenoenxerto, Materiais biocompativeis, Osso.
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RODRIGUES, TS. Tissue response to inorganic bovine bone xenograft.
Histomorphological and histomorphometrical evaluation. Aragatuba, 2009.
58p. Tese (Doutorado em Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial) —

Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista.

Abstract:

Objective: To evaluate tissue response to inorganic bovine bone xenograft
by histomorphological and histomorphometrical analyses. Material and
methods: The bone grafts was obtained from cooled bovine rib 8 hours after
slaughtering and were processed as follows: 60-minute immersion in hydrogen
peroxide at room temperature, with changes at 15-minute intervals; 30-second
immersion in hydrogen peroxide at 100°C; immediate cooling with distilled water
at temperatures ranging from 6° to 8°C; rinsing in running distilled water for 6
hours; immersion in alcohol grades of 70°, 90° and 100°GL (15-minute in each
solution); autoclaving. Thereafter, 10 white New Zealand rabbits were distributed
into two groups: Group | — graft inserted in the ear pavilion and Group Il — graft
inserted and fixed in the tibia. After 180 days, the animals were sacrificed by
anesthetic overdose. Results: In Group I, the graft was in intimate contact with
the subcutaneous tissue, while in Group Il the graft was juxtaposed to the
recipient site. Both groups presented medullar spaces filled with active bone
marrow and newly formed bone. In addition, osteocytes were absent in the bovine
bone graft and present in the newly formed bone, close to the medullar spaces.
Conclusion: From the obtained results, the inorganic bovine bone xenograft

showed biocompatibility.

Key Words: Xenograft, biocompatible materials, bone.



|ntroduc;éo



19

Introducao

A evolucdo da Implantodontia trouxe consigo a necessidade da utilizacdo de
técnicas de reconstrucdo dos rebordos maxilares, visando a reestruturacdo do tecido
6sseo em altura e espessura .

A reconstrucdo dssea, sob aspecto fisiologico, é realizada pela combinacéo de trés
processos: osteogénese, osteoconducdo e osteoinducdo . Dessa forma, dentre 0s tipos
de materiais utilizados nos enxertos, o autdgeno € o mais compativel e o que mostra
melhor resultado. Suas propriedades biologicas desencadeiam uma série de eventos que
culminam na sua revascularizagcdo, incorporacdo e remodelacdo, 0 que permite a
reabilitacdo com implantes osseointegraveis de forma mais previsivel *.

Entretanto, a cirurgia de remocdo de fragmentos 0Gsseos para 0s enxertos
autdgenos é seguida de alguma morbidade nos sitios doadores, que podem desencadear
em hematomas, edemas, infec¢es, lesdes vasculo-nervosas, além do aumento do tempo
cirtrgico °.

Diante disso, outras opgOes de enxertos tem sido mencionadas como alternativa
para substituir o enxerto 6sseo autdgeno, como 0 0sso alégeno, 0sso xendgeno e 0s
materiais aloplasticos ®, o0 que consequentemente minimiza o grau de morbidade. No
entanto, estes materiais ndo apresentam as propriedades osteogénicas dos enxertos
autdgenos.

Dentre 0s materiais xen6genos, os de origem bovina merecem destaque, pois estdo
disponiveis em grandes quantidades e sugerem seguranca em relacdo a indugdo de

resposta imune e transmissibilidade de doencas quando o processamento laboratorial é
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adequado 3. Assim, 0 enxerto xendgeno de 0sso bovino, tem sido pesquisado no intuito
de identificar as propriedades especificas desse material ’.

Atualmente, o grande desafio na area médico-odontologica é encontrar o
carreador ideal para fatores de crescimento ou de inducdo, como as proteinas
morfogenéticas Gsseas, que seja compativel e osteocondutor e que possa ser utilizado
para melhorar a regeneragdo 6ssea no local do tratamento *.

Assim, este trabalho de pesquisa se justifica devido a relevancia clinica do assunto
abordado e a necessidade de maiores esclarecimentos sobre a biocompatibilidade do

material.



Proposigéo
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Proposicao

Este trabalho tem o propoésito de avaliar a resposta tecidual ao enxerto xendgeno

inorganico de 0sso bovino, por meio de analise histomorfoldgica e histomorfométrica.



Material e Método
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Material e Método

1. Processamento do enxerto xendgeno inorganico bovino:

O osso foi obtido da costela de boi resfriada ap6s 8 horas do sacrificio do animal.
O processamento dos pequenos blocos 6sseos foi feito de acordo com o seguinte
protocolo: (1) Imersdo por 60 minutos em agua oxigenada a temperatura ambiente, com
trocas a cada 15 minutos; (2) Imersdo em agua oxigenada aquecida, a uma temperatura
de 100°C, por 30 segundos e resfriamento imediato com &gua destilada a uma
temperatura variando de 6° a 8°C; (3) Enxague em &gua destilada corrente por 6 horas;
(4) Imersdo em alcool 70° 90° e 100° respectivamente, sendo 15 minutos em

cada &lcool; (5) Esterilizacdo em autoclave (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

2. Fase experimental:

Apos aprovacdo da Comissdo de Etica na Experimentacio Animal (CEEA) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus Aracatuba, foram
utilizados 10 coelhos brancos (Nova Zelandia) machos, adultos, pesando
aproximadamente entre 3 a 4 Kg.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com dieta padrédo, racédo solida
(Procoelho - Primor, Sao Paulo, SP, Brasil) e 4gua a vontade, em condicdes climatizadas
e dgua canalizada, no biotério do Campus da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP.

Os coelhos foram anestesiados com Cloridrato de Quetamina (Vetaset - Fort
Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e Xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil Ltda, Osasco, Sdo Paulo, Brasil), mediante injecdo

intramuscular, na dosagem de 50mg/Kg e 5mg/Kg, respectivamente.
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Apds tricotomia na regido de orelha e tibia do lado direito dos animais foi
realizada antissepsia das areas cirargicas com iodo topico (Gessy Lever Industria
Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Em seguida, foi feita incisdo de 1 cm no
pavilhdo auricular na face externa de cada coelho e o tecido foi divulsionado com uma
tesoura romba até a profundidade de 15 mm. Na face externa da perna direita de cada
animal, ap0s anestesia local, foi realizado também incisdo medindo 2 cm, seguido do
descolamento dos tecidos para exposicao dssea.

A partir dai, dois grupos experimentais foram constituidos: Grupo | — enxerto
xendgeno bovino inserido em regido auricular e Grupo Il — enxerto xendgeno bovino
inserido e fixado em tibia.

Os blocos 6sseos com formato retangular, medindo 1 cm X 0,5cm X, 0,2cm,
previamente preparados, foram inseridos no pavilhao auricular nos espacos criados pelas
divulsoes.

Na tibia os ossos foram inseridos e fixados ap6s decorticacdo, realizada com broca
diamantada nimero 6 (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, Brasil) montada em peca reta
cirargica (Kavo, Joinville, SC, Brasil), sob constante irrigacdo com solucdo fisiologica
0,9%, estéril ( JP IndUstria Farmacéutica S.A., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e perfuracdo
do leito receptor com broca esférica carbide nimero 2 (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP,
Brasil), com parafusos de titanio de 1.6 mm de didmetro por 8 mm de comprimento
(SIN, Séo Paulo, SP, Brasil). Apds implantacdo, as bordas das feridas foram unidas por
planos com fio de nylon 5-0 (Ethicon, S&o Paulo, SP, Brasil).

No poés-operatério, 0s animais receberam administracdo intramuscular de
Pentabiotico 0,1 ml/Kg (Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil)

com uma dose no pos-opertorio imediato e outra dose apds 5 dias e de Dipirona Sodica
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1 mg/Kg/dia (Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
totalizando 3 doses.

Decorridos 180 dias, o sacrificio dos 10 coelhos foi realizado por injecdo excessiva
de anesteésico.

Os implantes inseridos em regido auricular foram removidos em blocos com
adesdo de tecido conjuntivo, enquanto os implantes fixados em tibia foram removidos
sem tecidos aderidos. As pecas obtidas foram encaminhadas ao laboratorio para fixacéo,
descalcificacdo e inclusdo em parafina para possibilitar os cortes semi-seriados. Os
cortes obtidos com uma espessura de seis micrometros foram corados pela hematoxilina
e eosina (H.E.) para analise histomorfologica e histomorfomeétrica.

Para a analise dos cortes histologicos, foi utilizado um microscopio Optico
binocular JENAMED 2 (Carl-Zeiss), com objetivas de aumento 40X, 125X, 200X e
400X, considerando o interior do enxerto 0sseo, a interface leito receptor-enxerto 6sseo
e o tecido neoformado.

Para andlise quantitativa foi utilizada a Grade de Merz para contar pontos sobre
uma determinada estrutura histoldgica, e para isto basta considerar o nimero de pontos
que se superpdem a estrututa analisada. Foram selecionadas 10 laminas, uma de cada
animal, e cem pontos em cada corte histolégico da tibia, referentes ao interior do
enxerto 0sseo e a interface leito receptor/enxerto 6sseo foram considerados. Apos
contagem dos pontos foi calculada a média e o desvio padrédo para avaliar a quantidade

de tecido neoformado.



Resultado
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Resultado

Analise qualitativa
Os resultados obtidos serdo descritos de acordo com as regides em que foram

inseridos os blocos de osso — pavilhdo auricular e tibia dos coelhos.

Grupo | — enxerto xendégeno bovino inserido em pavilhdo auricular — O

enxerto encontra-se em intimo contato com tecido subcutaneo. Auséncia de infiltrado
inflamatdrio tardio. Presenca de espacos medulares celularizados. Auséncia de
ostedcitos no 0sso bovino e presenca destas células no osso neoformado, proximo aos
espacgos medulares (Figuras 1 e 2).

Grupo Il — enxerto xendgeno bovino inserido e fixado em tibia — O enxerto

encontra-se em justaposicdo com o leito G6sseo receptor. Auséncia de infiltrado
inflamatorio tardio. Espacos medulares preenchidos por medula Ossea ativa e 0SSO
neoformado. Revascularizagdo dos canais de nutricdo do sistema de Harvers. Auséncia
de ostedcitos no 0sso bovino e presenca destas células no osso neoformado, proximo aos

espacgos medulares (Figuras 3, 4, 5, 6, 7, 8).

Anélise quantitativa

Na anélise quantitativa foi observada, no interior do enxerto 6sseo, uma menor
quatidade de espacos medulares (15,2+5,6) quando comparado a interface leito
receptor/enxerto 6sseo (27,2+6,8). Em contrapartida, a quantidade de 0sso neoformado

no interior do enxerto dsseo (33,4+6,8) foi maior quando comparado a interface leito
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receptor/enxerto 0sseo (22,2+7,4). No total foi encontrada uma formacdo de tecido

neoformado de 98,0+27.5.
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Discussao

O material ideal para enxerto ésseo, de origem ndo autdgena, deve ser esterilizavel,
ndo téxico, ndo induzir resposta imunologica e estar disponivel em quantidades
suficientes. Deve ser ainda, capaz de induzir a diferenciacdo de células em osteoblastos,
sendo, a0 mesmo tempo, gradualmente absorvivel, fornecendo um suporte condutivo
para formacdo de um novo osso. Adicionalmente, o material deve funcionar como uma
barreira mecanica para o crescimento de tecido fibroso ou invaginagao de tecido
muscular para o interior do defeito ®.

Com o objetivo de assegurar a biocompatibilidade desses enxertos, em termos de
biosseguranca, varios protocolos de tratamentos sdo desenvolvidos °*°. Métodos de
esterilizacdo e processamento incluem: exposi¢do ao oxido de etileno, irradiacdo gama
e liofilizacdo, que tem efeitos deletérios nas propriedades biomecéanicas do osso cortical
e medular ***°. Entre os diversos métodos, o processo com BioCleanse® tem se
destacado **%.

O BioCleanse® utiliza baixa temperatura e sistema de esterilizacdo que
sucessivamente expfe 0 0sso a uma variedade de solucGes quimicas, incluindo
isopropanol e peroxido de hidrogénio. O processo promove penetracdo completa no
interior da matriz do tecido, remoc¢do de contaminantes, bem como sangue, medula
6ssea e outros materiais enddgenos, por meio de um processo extenso de diluicio 2%,
Além disso, dois detergentes sdo utilizados para inativar virus **?*. O processo conta
também com variacao de pressao e alternancia dos ciclos de vacuo. Ao final, os tecidos
séo liofilizados e, apos trituracdo, sdo estocados a - 20°C.

Portanto, o processamento utilizado neste estudo tem 0s mesmos objetivos do

método BioCleanse®. A utilizacdo da agua oxigenada e alcool no enxerto se justificam
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pela atuacdo desinfetante dessas substancias, ou seja, capacidade de eliminar
microrganismos patogénicos. Além disso, a 4gua oxigenada tem acdo fibrinolitica e
desengordurante, o que é fundamental no processo de eliminacdo de todo o sangue
contido no enxerto e de sua porcao lipidica do osso medular. O alcool, por sua vez,
desidrata o enxerto, fato que é importante para o seu armazenamento.

A autoclavagem, técnica empregada no tratamento para esterilizacdo do tecido
neste trabalho, é um processo que utiliza 127°C de temperatura durante 15 minutos.
Embora este método remova a maior parte da imunogenicidade, segundo DEL CARLO
(1999)** provavelmente a autoclavagem, com o propésito de esterilizacdo leva a
coagulacdo sangliinea e desnaturacdo das proteinas nos canais de Harvers e
desnaturacdo do colageno désseo. Entdo, enquanto a coagulacdo impede a
revascularizacdo, a desnaturacdo da matriz impede o processo normal de reparo, sendo
preciso reconhecer que é desvantajoso aos enxertos fervidos ou autoclavados nao
conservarem a osteoindugéo.

Além disso, a consolidacdo Ossea é lenta quando comparada com 0s outros
métodos de conservacio 2°. Estes aspectos ndo foram evidenciados tio fortemete neste
estudo. A estrutura do complexo de trabéculas 6sseas se manteve e 0 0sso neoformado
conseguiu preenché-los.

Contudo, os métodos podem ser discutiveis do ponto de vista da efetividade e
comprometimento das atividades bioldgicas do tecido ?°. Existe a possilidade de falhas
no processamento, qualquer que seja 0 método utilizado, e essas falhas podem alterar a
resposta bioldgica.

A metodologia empregada, no tocante a utilizacdo do pavilhdo auricular e da tibia
do coelho como regides receptoras dos enxertos, foi baseada no fato de que as duas

permitem avaliar a biocompatibilidade do material. Nesse modelo experimental é
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possivel, guardadas as proporcées de resisténcia do animal e cronologia do processo de
reparo 6sseo, simular situagbes que poderiam ocorrer em seres humanos 27,

A cartilagem da orelha do coelho é um excelente modelo e ha relatos com
resultados muito proximos aqueles para cartilagem auricular humana 2%°. Assim, neste
estudo, pensou-se em utilizar o pavilhdo auricular para, inicialmente, avaliar a
biocompatibilidade do material em tecido conjuntivo subcutaneo. Por outro lado, existia
a hipdtese de que 0 0sso bovino utilizado pudesse estimular a deposicdo 6ssea em razao
da presenca de cartilagem. Esse fato foi observado no Grupo | com presenca de espacos
medulares celularizados, auséncia de ostedcitos no 0sso bovino e presenca destas
ceélulas no osso neoformado.

A tibia do coelho, por sua vez, € um 0sso que apresenta cortical fina envolvendo
espaco medular extenso, representando uma situacdo clinica em que ndo ha quantidade
e qualidade oOssea favoravel para a reabilitagdo com implantes osseointegrados
convencionais *°.

A origem embriolédgica dos tecidos 6sseos enxertados pode explicar a sua rapida
revascularizacio e a sua menor reabsorcio *!. Em razdo disso, algumas areas doadoras
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foram estudadas Dessa forma, o 0sso bovino que apresenta propriedades

mecanicas similares a0 0sso humano e menor limitacdo dimensional *

, propiciou a
realizacdo da pesquisa.

O enxerto de 0sso autdgeno é o mais eficaz, devendo ser consideradas as limitacfes
como: disponibilidade dssea, aumento do tempo cirurgico, morbidez e dor ao paciente

%8 Os enxertos xendgenos, por sua vez, podem transmitir doencas e favorecer fraturas e

infeccgdes.
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Os enxertos 0sseos ideais deveriam apresentar as seguintes caracteristicas:
osteointegracdo, osteoconducdo, osteoindugdo e osteogénese e serem biodegradaveis.
Todas essas caracterfsticas sdo encontradas nos enxertos autégenos .

Durante todo o periodo pds-operatorio ndo houve sintomatologia apresentada pelos
animais que pemitisse diagnosticar qualquer reacdo ao 0sso bovino estudado, fato
favoravel ao cumprimento do requisito minimo de biocompatibilidade.

Dessa forma, destacam-se neste trabalho aspectos microscopicos relevantes no
grupo I, ou seja, auséncia de infiltrado inflamatorio tardio e a presenca constante de
tecido 6sseo neoformado junto ao xenoenxerto, principalmente, invadindo seus canais
nutrientes e espacos medulares. Em alguns espécimes, € sugerida a sua substituicao por
tecido 0sseo novo.

Em relacdo ao preparo cirurgico do leito receptor, este foi realizado no intuito de
aproximar a medula O0ssea da area receptora, fonte de vasos sanguineos e celulas
osteogénicas, e o leito receptor. Esta manobra facilita a revascularizacdo e a
transformacao celular, que produz novo osso e consolida o enxerto®.

Em enxertos autdgenos, de acordo com os achados na literatura, ha extensa perda
de vitalidade, demonstrada pelas lacunas vazias de osteécitos ““*. Os autores relatam a
grande perda da vitalidade celular, verificada no bloco de enxerto, mesmo com
cobertura de peridsteo, mantendo-se vivas apenas as células da periferia, que exercem

funcdo osteogénica. Ainda, de acordo com os mesmos autores “%4

, a formacéo ossea é
conduzida por células sobreviventes do enxerto e pela habilidade da matriz 6ssea em
induzir diferenciacéo de células osteoprogenitoras na area receptora.

Esse mesmo fendmeno ndo ocorre com enxertos xendgenos, nos quais somente a

cortical se revasculariza e participa na formacdo 0Ossea. 1sso ocorre porgque esses

enxertos recebem tratamento especifico em funcéo do risco de transmissdo de doencas
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4243 Apesar disso, 0s resultados encontrados neste estudo mostram-se muito

semelhantes aqueles observados com o uso de enxertos autdégenos, quando se considera
o infiltrado inflamatdrio e a reparacdo 0ssea.

A perda da celularidade do enxerto bovino, neste estudo, se deu pelo processo de
obtencdo, havendo perda dos ostedcitos e células da medula Ossea. Este fato néo
inviabilizou o xenoenxerto, uma vez que sua matriz 6ssea mineralizada e,
provavelmente, parte organica se mantiveram integras, possibilitando um processo de
incorporacdo adequado com osteoconducao em todo seu volume.

Portanto, pelo fato de apresentarem inimeros osteoblastos e perda da carga
medular, 0s 0ssos preparados podem ter indicacdo clinica em inimeras situagdes, uma
vez que os enxertos ndo dependem de células vivas para se regenerar e sim da matriz
0ssea, do arcabouco mineral e da presenca das proteinas morfogenéticas, responsaveis
pelos processos de osteoinducdo e osteoconducao.

Observando o quadro de proliferacdo de 0sso neoformado junto ao xenoenxerto é
possivel esperar que ocorra um processo de substituicdo desse enxerto, mesmo que
lento quando é comparado com o autoenxerto, mas de forma positiva se espera que a
funcdo morfofisioldgica da area enxertada seja desenvolvida, aspecto imprescindivel na
implantodontia.

O material implantado e fixado em tibia desempenhou sua capacidade
osteocondutora, comprovada histoldgica e estatisticamente pela neoformacao dssea no
grupo Il, sendo maior no interior do implante quando comparado a interface leito
receptor-enxerto 0sseo. Uma hipétese para justificar esse fato € que a nutricdo do
enxerto ocorre, principalmente, através dos espacos medulares presentes na interface.

Ressalta-se ainda que, neste trabalho, o grupo Il ndo apresentou areas necroticas,

caracteristicas de auséncia de vascularizacdo e processo de osteoclasia inflamatoria
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crbnica ou aguda, caracterizando um processo patologico de osteomielite, situacdo
muito comum nos homoenxertos congelados que mostram povoamento celular de
qualidade inflamatéria cronica e com risco de reaces imunogénicas ** .

Houve um aspecto celular importante junto ao 0sso estudado, que foi a formacéo de
medula 6ssea no seu interior, demonstrando a qualidade de processo de
biocompatibilidade induzida pela sua presenca, apresentando células viaveis e

remodelacéo estabelecida.
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Conclusao

Em razdo dos resultados obtidos o enxerto xendgeno inorganico de 0sso bovino
demonstrou biocompatibilidade, capacidade osteocondutora e discreta perda de volume,
preenchendo requisitos importantes do material ideal para reconstrucdo 0Ossea, ndo

sendo conclusiva a capacidade osteoindutora.
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Figuras e Legendas



Figura 1 — Grupo | — Osso neoformado (TON) junto aos espacos
medulares (MO). Subcutaneo. 180 dias. HE. 200X.

Figura 2 — Grupo | — Osso bovino (OB) exibindo tecido 6sseo neoformado
(TON) em alguns espacos medulares e em sua periferia. Diferenciagdo
celular por estimulo osteoindutor (setas). Subcutaneo. 180 dias. HE. 200X.
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Figura 3 — Grupo Il — Osso bovino (OB) exibindo a interface de contato
(linha) e espagos medulares preenchidos por medula Ossea ativa e 0sso
neoformado (setas). Tibia. 180 dias. HE.125X.

Figura 4 — Grupo Il — Osso bovino (OB) implantado em intimo contato com
leito 6sseo (LOT). Espagos medulares (MO) revascularizados com 0sso
neoformado (setas). Interface leito receptor-enxerto 6sseo. Tibia. 180 dias.
HE.125X.
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Figura 5 — Grupo Il — Processo de incorporacdo do 0sso bovino (OB) sendo
substituido por tecido neoformado (TON). Presenca de espacos medulares
(MO) celularizados e em atividade (setas). Auséncia de osteocitos (*) no 0sso
bovino e presenca dessas células no tecido neoformado(+). Tibia. 180 dias.
HE.125X.

Figura 6 — Grupo Il — Osso bovino (OB) junto ao leito 6sseo (LOT) exibindo
areas de substituicdo por tecido 0sseo neoformado (TON*) e espacos
medulares preenchidos por medula ativa (MO) e revascularizacdo dos canais
de nutricdo (setas). Linha de interface leito recetor-enxerto 0sseo. Tibia. 180
dias. HE.125X.
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Figura 7 — Grupo Il — Osso bovino (OB) junto ao leito 6sseo (LOT) exibindo
areas de substituicdo por tecido 06sseo neoformado (TON*) e espacos
medulares preenchidos por medula ativa (MO) e revascularizacdo dos canais
de nutricdo (setas). Linha de interface leito recetor-enxerto 6sseo. Tibia. 180
dias. HE.125X.

Figura 8 — Grupo Il — Osso bovino (OB) exibindo areas de substituicdo por
tecido d6sseo neoformado(*) no interior dos espacos medulares e canais de
nutricdo (setas). Medula 6ssea (MO) em atividade. Tibia. 180 dias. HE.125X.
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Anexo 4

llustracOes da fase experimental — Grupo | — Pavilhdo auricular.

Figura 9 — Coelho Nova Zelandia. Figura 10 — Bloco 6sseo.

Figura 11 — Inciséo no pavilhdo auricular. Figura 12 — Divulsdo.

Figura 13 — Inser¢do do enxerto 6sseo Figura 14 — Sutura.



llustracOes da fase experimental — Grupo Il — Tibia.

Figura 15 — Anestesia infiltrativa local.

Figura 17 — Exposic¢éo da tibia.

Figura 19 — Fixacdo do enxerto dsseo.

Figura 16 — Incisdo.

Figura 18 — Preparo do leito receptor.

Figura 20 - Sutura.
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