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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo a avaliagdo histologica e histométrica da reparacéo
de defeitos 6sseos agudos padronizados na calvaria de ratos Wistar albinos com
enxerto de o0sso bovino inorganico, membrana de cortical 6ssea bovina, a
associacdo de ambos e enxerto de 0sso autdgeno. Foi produzido um defeito ndo
contido de 6mm de didmetro na calvaria de cada um dos 102 animais provenientes
do biotério da PUCPR que foram aleatoriamente tratados conforme os cinco grupos
descritos e subdivididos em periodos de eutanasia de 2 e 8 semanas para coleta,
processamento e avaliagdo das amostras. A avaliagédo das laminas foi realizada com
0 programa analisador de imagens ImageJ, e na sequéncia os dados foram
submetidos & andlise estatistica. A avaliacdo histomorfométrica revelou que os
melhores resultados pertencem ao grupo submetido & associacdo membrana de
cortical 6ssea bovina associada ao 0sso bovino inorganico. O resultado histolégico
demonstrou presenca de material de preenchimento circundado por tecido
conjuntivo organizado e infiltrado inflamatério com marcante presenca de
macréfagos no subgrupo de 2 semanas de tratamento. Foi observada neoformacgéo
0ssea nas margens do defeito sobre 0 osso original e a presenca de centros de
ossificacdo nos defeitos que receberam osso autdégeno. A avaliacdo histométrica da
cicatrizacdo 6ssea em calvéria de ratos indicou melhores resultados na reparagéo
dos defeitos Osseos agudos padronizados que receberam a associacdo de
membrana de cortical 6ssea bovina associada ao 0sso bovino inorgéanico. E a
avaliacdo histologica apontou melhores resultados para os defeitos que receberam
0SS0 autdgeno.

Palavras-chave: Osso bovino inorganico. Membrana de cortical 6ssea bovina. Osso
autogeno.



ABSTRACT

The objective of this work was the histological and histometric evaluation of the
repairing of standardized sharp bone defects in Wistar albino rats calvaria with graft
of inorganic bovine bone, membrane of cortical bone bovine, the association of both
and graft of autogenous bone. A no contained defect of 6mm of diameter was
produced on the calvaria of each one of the 102 animals from the biotery of PUCPR
and they were randomly treated acordingly to the five described groups and
subdivided in periods of euthanasia of 2 and 8 weeks for harvest, processing and
evaluation of the samples. The evaluation of the sheets was accomplished with the
analyzing program of images ImageJ, and in the sequence the data were submitted
the statistical analysis. The histomorphometric evaluation revealed that the best
results belong to the group submitted to the association membrane of cortical bone
bovine associated to the inorganic bovine bone. The histological result demonstrated
presence of completion material surrounded by fabric organized conjunctive and
infiltrated inflammatory with outstanding macrofage presence in the subgroup of 2
weeks of treatment. Bone neoformation was observed in the margins of the defect on
the original bone and the presence of ossification centers in the defects that received
autogenous bone. The histometric evaluation of the calvaria bone cicatrization of rats
indicated better results in the repairing of the sharp bone defects standardized that
received the membrane association of cortical bone bovine associated to the
inorganic bovine bone. And the histological evaluation pointed better results for the
defects that received autogenous bone.

Key-words: Inorganic bovine bone. Membrane of cortical bone bovine. Autogenous
Bone.
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1 INTRODUCAO

A regeneracdo 6ssea guiada € uma técnica cirargica usada para aumentar o
0sso alveolar e prepara-lo como area aceitavel para colocagéo de implantes, porque
a qualidade e a quantidade 6ssea sdo requisitos para se obter a osseointegracéo.*

A morfologia do defeito 6sseo desempenha importante papel na cicatrizacéo?,
e ainda que o tecido G6sseo possua uma grande capacidade de regeneracdo
espontanea, o tamanho do defeito pode ser uma caracteristica limitante.® O potencial
regenerativo do tecido 6sseo esta intrinsecamente correlacionado ao tamanho, a
morfologia e a localizacdo do defeito®. Tdo importante quanto as caracteristicas do
material de enxerto utilizado na técnica de regeneragdo Ossea guiada sdo a
morfologia do defeito, o tabagismo e a severidade da perda 6ssea que afetam a
quantidade e a qualidade do novo osso.

Defeitos como maior profundidade, menor largura, maior nimero de paredes
6sseas (duas e trés paredes)®® e angulos mais agudos em sua base? tém maior
potencial regenerativo. A técnica regenerativa € indicada para defeitos infra-6sseos
de 2 e 3 paredes, e envolvimento de furca grau Il porque o ligamento periodontal e o
0sso séo fontes para a formacao do tecido de granula(;élo.6

A base dos procedimentos de enxertia 6ssea da periodontia atual se deve a
Nabers & O’Leary, que relataram aumento na altura 6ssea através do enxerto de
osso cortical removido com cinzéis manuais.”

O uso de substitutos ésseos para o tratamento de defeitos infra-0sseos
elimina a necessidade de area doadora intra ou extrabucal.® Substitutos ésseos
incluem xenoenxertos e materiais sintéticos que atuam como arcabougo para a
proliferagdo de osteoblastos e fornecem espaco para a formacdo de novo 0sso.
Contudo, as propriedades dos substitutos ésseos podem afetar o processo de
consolidacéo 6ssea’.

O material de enxerto ideal deve ser osteoindutor, osteocondutor,
reabsorvivel, facil de manusear, e melhorar a adesdo, a proliferagdo e a
diferenciacéo celular.*®

Os enxertos 6sseos sao envolvidos pelo coagulo que é substituido por tecido

de granulacdo altamente vascularizado, e a trama éssea brota nos espagos entre 0s
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substitutos ésseos, mas para que 0s substitutos 6sseos guiem 0 novo 0SSO em
formacao é fundamental que inicialmente aconteca a estabilizagdo do coagulo.’

Os enxertos 6sseos podem ser transferidos de uma posi¢do para outra no
mesmo individuo (autoenxerto), obtidos de pessoa diferente e processados em
banco de osso (aloenxertos), processados de estruturas 0sseas de outras espécies
(xenoenxertos) ou sinteticamente desenvolvidos (aloplasticos).**

Estudos demonstraram que o0 0sso autégeno oferece a melhor resposta aos
procedimentos de enxerto, porque as células contidas nesse enxerto sobrevivem ao
processo de transplante'®, entretanto, o enxerto autégeno aumenta a morbidade e
sua disponibilidade é limitada.'> O enxerto 6ésseo autdgeno contém células
osteoprogenitoras da medula éssea, matriz extracelular coldgena e nao colagena e
fatores de crescimento e de diferenciacdo; e como promove a osteogénese, a

12,13

osteoinducgéo e a osteoconducéo, € considerado padrdo ouro para a regeneracao

0ssea.
O autoenxerto é amplamente utilizado para aumento de rebordo e
reconstrugdo de defeitos 6sseos™®, o gue limita seu uso sdo inconveniéncias ,

114 3 morbidade da area doadora®®, ao aumento do

associadas a disponibilidade
custo e do tempo de tratamento e a imprevisibilidade do resultado final®.

Entre as areas doadoras de enxerto autdgeno intra-bucal estdo locais de
cicatrizagdo pds-extragdo, rebordos edéntulos, torus e tuberosidades, mas, como as
fontes intra-bucais sado limitadas € freqlente a necessidade de uma fonte
secundéaria' como o o0sso iliaco. O osso trabecular e a medula éssea do iliaco
oferecem o maior potencial indutor de novo 0sso no periodonto, no entanto, a
reabsorcado radicular foi reportada como uma complicacdo ap0s o enxerto de 0SSO
iliaco fresco e esse problema foi aparentemente eliminado com o congelamento do
material.’

A bioatividade do aloenxerto 6sseo seco congelado desmineralizado parece
depender da idade, o potencial osteogénico € aumentado em individuos jovens
quando comparado a individuos mais velhos.'® A indicacdo do aloenxerto 6sseo
seco congelado desmineralizado envolve preocupagbes com a consisténcia de
resultados, fontes doadoras e a possibilidade de transmissdo de doencas
infecciosas®®, embora evidéncias como a inativacdo do virus da imunodeficiéncia

humana* mostrem o contrario®®.
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O processo de desmineralizacdo expbBe as proteinas osteoindutoras
(proteinas morfogenéticas 6sseas), localizadas na matriz 6ssea e essas proteinas
induzem as células mesenquimais do hospedeiro a se diferenciarem em
osteoblastos’. Diferentemente, o aloenxerto 6sseo seco congelado né&o-
desmineralizado, tem funcdo osteocondutora e fornece um arcabougo para a
formagcéo de novo 0sso.’

O aloenxerto 6sseo seco congelado desmineralizado é usado ha décadas
com relativo sucesso para a regeneragdo de novo 0sso no tratamento de defeitos
periodontais, para regenerar 0sso ao redor de implantes e para aumento de
rebordo.’® Apenas o autoenxerto e o aloenxerto 6ésseo seco congelado
desmineralizado combinado a osteogenina ou n&o, promovem regeneragao
periodontal em tecidos acometidos pela doenca periodontal conforme publicacdo de
1996°.

O enxerto osteocondutor fornece uma superficie onde o novo 0sso se
deposita, atuando como arcabouco, sua estrutura e composi¢do quimica facilitam a
formacado 6ssea.’ E o objetivo dos procedimentos de regeneracgéo éssea facilitar o
crescimento de novo 0sso e 0s materiais usados devem suportar a proliferacdo de
células osteoblasticas, e 0s xenoenxertos sdo materiais seguros e seu suprimento é
ilimitado.*® Muitos desses materiais sdo projetados para serem porosos e permitir
que o osso se forme através do material bem como entre os granulos ou particulas®’
e mais tarde essa trama 0ssea € substituida por osso lamelar maduro que se adapta
as cargas funcionais.

O osso bovino é um substituto 6sseo que se integra bem aos tecidos 0sseos
e tem comportamento osteocondutor, € obtido através de diferentes métodos de
producdo que resultam em hidroxiapatita com total remog&o de proteinas para evitar
reacbes imunoldgicas™® ou contendo algum coladgeno residual®?, contudo sua
arquitetura fisica € mantida intacta®®.

O Gen Ox Inorg® Esponjoso (Baumer S.A., Mogi Mirim, SP) é um enxerto
0sseo mineral de origem bovina, € desproteinizado e possui matriz inorganica de
0sso0 bovino medular. Atua como material de preenchimento osteocondutor é de facil
manuseio, apresenta boa adaptacdo ao leito receptor e possui caracteristicas
estruturais que o permitem atuar como material de preenchimento e manutencéo do

espaco.
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Entre as proteinas residuais quase indetectaveis, podem estar alguns fatores
de diferenciacdo e proteinas morfogenéticas, e quando o osso bovino inorganico
trabecular € enxertado na presengca de osteoclastos, esses sdo capazes de
promover reabsor¢cdo na superficie do material e liberar essas proteinas que
incrementam o desempenho do material, contudo, as particulas de osso bovino
inorganico séo incapazes de induzir a formacédo éssea heterotépica®®.

O Gen Ox Inorg® é um material que apresenta granulos porosos Compostos
de apatita cristalina, a sua natureza cristalina o torna menos a degradagéo.19 O osso
bovino mineral é uma apatita biol6gica especialmente confiavel quando associada a
membrana em defeitos, mas tem algumas de suas qualidades questionadas como a
taxa de reabsorcéo e a expressdo osteocondutora.?

E bem tolerado e ndo existem relatos de reacdes alérgicas®. Ha
controvérsias quanto ao risco da transmissdo de doencas através dos
xenoenxertos', assim, devem ser submetidos a um processamento bem controlado
para garantir a seguranca biologica, porque os prions, os agentes causadores da
encefalopatia espongiforme bovina que no homem provoca a nova variante da
Doenca de Creutzfeldt Jakob, apresentam resisténcia quimica e fisica a tratamentos
que inativam outros microrganismos através da destrui¢cao do acido nucléico.?

A GenDerm® (Baumer S.A., Mogi Mirim, SP) é uma membrana bioldgica de
origem bovina aplicada como barreira para impedir a invasdo de células néo
osteogénicas para o local do implante, o que favorece a regeneragdo guiada,
embora permita a vascularizacdo e a troca de nutrientes.

Na regeneracdo 0ssea guiada os materiais de enxerto servem para estabilizar
0 coagulo e prevenir a contracdo da ferida, e a membrana é aplicada para promover
o selamento da area.!’ Sem os materiais de preenchimento o resultado do
tratamento pode ser menos favoravel porque ocorre o colabamento do espaco que a
barreira sozinha é incapaz de manter.>

A exposicdo da membrana durante a fase de cicatrizagdo é uma questao
critica®®, na linha de sutura ndo devem ser observadas deiscéncias que possibilitem
a colonizacdo da membrana por bactérias, mas o completo fechamento para que
ocorra a cicatrizagao por primeira intencdo que parece ser condicdo importante para
o sucesso de procedimentos de regeneragéo guiada.”®

Os materiais aloplasticos apenas preenchem espaco, a cicatrizacdo acontece

quase que exclusivamente com encapsulamento do material por tecido conjuntivo e
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ndo ha regeneracdo verdadeira.!’” S&o biologicamente inertes’ (hidroxiapatita
sintética, fosfatos de célcio e vidros bioativos)zs, e a maior expectativa relacionada a
esses materiais € que alcancem propriedades biomecéanicas e biolégicas e
obtenham integracéo 6ssea comparavel a autoenxertos e aloenxertos.?

Defeitos criticos podem ser definidos como os menores defeitos em tecido
6sseo incapazes de regenerar espontaneamente durante a vida do animal.** E
importante que ao testar substitutos ésseos o defeito seja suficientemente extenso
para nao cicatrizar espontaneamente e defeitos de 6mm de didmetro satisfazem
esse requisito.?” A avaliacdo da cicatrizacéo 6ssea de defeitos criados em calvaria
de ratos estd bem documentada, a manipulacgéo é facil, € desnecessério estabilizar a
ferida, ndo ha camadas musculares e ha facilidade em manter os animais.’® A
vantagem do modelo da calvaria de ratos € a presenca de 0sso cortical e medular
que se assemelha a regido maxilofacial. 2’

A escolha de biomateriais nacionais na execucdo desse trabalho justifica-se
pela oportunidade de apreciar o desempenho de materiais de uso rotineiro em
consultério e que oferecem facilidade de obtencéo, qualidade e bom custo-beneficio.
O objetivo do trabalho é a avaliagdo histologica e histométrica da reparacdo de
defeitos Osseos agudos padronizados na calvéria de ratos Wistar albinos com
enxerto de 0sso bovino inorganico, membrana de cortical 6ssea bovina e enxerto de

0SS0 autégeno.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Pontificia
Universidade Catélica do Parana sob o N° 0016/06 CEUA/PUC-PR. Foram utilizados
102 ratos machos adultos Wistar albinos pesando 250 a 300g, submetidos a um
protocolo cirargico que incluiu tricotomia na regido frontoparietal, anti-sepsia com
iodo povidine, anestesia através de inje¢do intramuscular de cloridrato de Ketamina
(5mg/Kg), incisdo sagital obtendo-se um retalho de espessura total, expondo o 0Sso
da calvéria. A seguir foi realizada a perfuragdo da calvaria com broca trefina (Nobel
Biocare, Zurich, Switzerland) de 6mm adaptada em contra-angulo com reducéo de
16:1 sob refrigeragdo abundante com soro fisioldgico.

Apés cuidadosa remocgao da porcao incisada da calvaria, o grupo 1, composto
de 20 animais, recebeu 0sso inorganico bovino GenOx Inorg® aglutinado com soro
para hidratacdo na area do defeito. O grupo 2, composto de 20 animais, recebeu a
membrana de colageno obtida a partir de cortical dssea bovina Gen-Derm® com o
objetivo de recobrir completamente a cavidade padronizada na calvaria e ultrapassar
as bordas da leséo em torno de 2mm.

O grupo 3, composto de 20 animais, teve a area do defeito preenchida com
enxerto 6sseo bovino inorganico esponjoso, GenOx Inorg®, aglutinado com soro
para hidratacdo e foi aplicada a membrana colagena reabsorvivel de osso bovino,
GenDerm®. No grupo 4, composto de 22 animais, a porcdo da calvaria removida
com broca trefina foi fragmentada com auxilio de cinzéis de Oschenbein #1 e serviu
como enxerto de 0sso autdgeno. E no grupo 5, composto de 20 animais, ndo houve
aplicacdo de material para que o preenchimento da ferida ocorresse pela formagéo
de coagulo. Todas as suturas foram realizadas com fio de seda agulhado.

Os grupos foram subdivididos em dois tempos de cicatrizagdo, 2 e 8
semanas, e cumprido cada periodo o0s subgrupos sofreram eutandsia com

sobredose de anestésico e submetidos as cirurgias para coleta de por¢do do 0sso
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da calvaria que excedesse em pelo menos 3mm os limites do defeito previamente
criado e essas pegas foram mantidas em formol 10% (formalina).
2.2 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Ao final do periodo de 2 meses de desmineralizacdo com EDTA a 4,13%, as
pecas foram cortadas no centro do defeito para futura referéncia e as metades de
cada peca acondicionadas em cassetes. Foi realizado o processamento histoldgico
de rotina e durante a etapa de inclusdo as metades de cada peca foram
posicionadas com o lado do defeito voltado para o fundo do cassete. A fim de
efetuar cortes transversais que permitissem avaliar a cicatrizagdo tendo como
referéncia as bordas do defeito e as laminas confeccionadas foram coradas com
hematoxilina-eosina.

Cada lamina foi fotografada com aparelho Sony CCD Iris Color Video Camera
(Model DXC-107 A) adaptado a microscépio Olympus BX-50 em aumento de 4X, e
as imagens obtidas pelo programa Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics) no
Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR. As imagens obtidas de cada
lamina foram unidas através do programa Corel Photo-Paint X3® (Corel Corporation,
Ottawa, Ontario), recortadas, convertidas em escala de cinza e analisadas com o
programa analisador de imagens ImageJ, de dominio publico que processa imagens
(Digital Image Processing and Analysis in Java) (figura 1).

No qual, a area do defeito foi selecionada em cada imagem e as densidades
da &rea do defeito e da area de referéncia (as bordas do defeito) foram avaliadas
com relacéo a porcentagem de preenchimento. Os valores relativos a densidade da
area do defeito e da area de referéncia foram transcritos em tabela do programa
Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft Co.) e as densidades comparadas obtendo-
se um percentual de preenchimento (figura 1). Os dados foram transferidos para o
pacote SPSS® 15.0, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc.,

Chicago, lllinais).
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Figura 1 — Laminas
Fonte: Renata Vianna Unruh (2009).

A) Arquivo de imagem obtido do programa Image pro Plus e sua converséo em
escala de cinza no programa Corel Photo Paint X3°.

B) A imagem da lamina fotografada é recortada e transformada em escala de
cinza no programa Corel Photo-Paint X3® e transferida para o programa
ImageJ que permite a selecdo da area de avaliacéo.

C) E acrescentada cor vermelha através da janela threshold (limiar) do programa
ImageJ para definir a medida da area de densidade normal (referéncia) como
100%.

D) A area selecionada mostra a diferenca de densidades. Na area colorida
(vermelho) houve preenchimento e nas areas nao coloridas (preto) ndo houve

preenchimento.
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

Com o objetivo de comparar a existéncia de diferenca na percentagem média
de preenchimento segundo grupos testou-se a normalidade de distribuicdo dos
dados para cada grupo através do teste de Kolmogorov-Smirnov (figura 11) a
homogeneidade entre os grupos através do teste de Levene (figura 12).

Visando comparar a existéncia de diferenca estatisticamente significante na
percentagem média de preenchimento segundo grupos testou-se inicialmente a
normalidade dos dados de cada grupo e a homogeneidade de variancia entre
grupos. Como todos os grupos apresentaram normalidade, foi usado Anova a um
critério de classificacdo visando identificar quais grupos diferiam entre si. Uma vez
que Anova indicou existir diferenca entre os valores médios segundo grupos, a
comparacdo entre eles foi feita utilizando o teste de comparacdes mdltiplas
paramétricas de Games-Howell para variancias heterogéneas. E como o teste de
Levene indicou existir varidncia heterogénea entre os grupos, toda a analise

estatistica foi realizada utilizando um nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 DESCRIGAO HISTOLOGICA

No grupo controle, periodo 2 semanas (figura 2A), foram observadas células
mesenquimais do tipo fibroblastos em fase proliferativa e fibras coladgenas,
compativeis com um tecido jovem, macrofagos, areas com presenca de hemécias
indicio de hemorragia no local e hemossiderina, que é um pigmento de coloracao
acastanhada, resultante da degredacdo de hemécias. Nas extremidades da peca
havia presenca de osso original com ostedcitos e nas bordas do defeito 6sseo foi
possivel verificar areas de osso neoformado, com presenca de grupos de celulares
em algumas lacunas de reabsorcéo, lacunas de Howship, indicativo de processo de
remodelacéo 0ssea.

No grupo coagulo, periodo 8 semanas (figura 2B), o tecido conjuntivo
apresentou mais fibras coladgenas o que representa um nivel de organizagdo maior
gue o verificado em duas semanas. De modo geral a quantidade de células
inflamatéria mostrou-se reduzida, assim como a quantidade de fibroblastos. As
células apresentavam-se mais esparsamente dispostas e mononucleares,
caracteristicas de um infiltrado inflamatério predominantemente croénico.

No grupo que recebeu 0sso autdgeno, periodo 2 semanas (figura 3A), além
das bordas da ferida, foi verificada neoformacéo Ossea onde havia presenca de
células compativeis com células Gsseas viaveis nas particulas enxertadas, mas
também foi identificado o encapsulamento de algumas particulas de osso autégeno
enxertado no qual ndo foram identificadas células viaveis, o que pode indicar reagéo
ao 0sso necrotico. HA presenca de atividade vascular importante e de infiltrado
inflamatdrio predominantemente crénico com linfocitos e macrofagos.

No grupo osso autdgeno, periodo 8 semanas (figura 3B), foram verificados
centros de ossificacdo na proximidade do osso autdégeno enxertado que parecia

conter células viaveis, e foi possivel verificar encapsulamento do 0sso triturado onde
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nao se identificou células viaveis. Uma nitida demarcacao fazia fronteira entre o 0sso
predecessor e 0 0sso neoformado nas areas proximas as bordas da ferida.

O grupo membrana (GenDerm®), periodo 2 semanas (figura 4A), apresentou
areas de neoformacédo 6ssea a partir das bordas da ferida, sobre a area da ferida foi
observada a presenca da membrana, e sobre ela o tecido conjuntivo. Predominio de
infiltrado inflamatdrio crénico com presencga de macrofagos e linfécitos.

No grupo membrana (GenDerm®), periodo 8 semanas (figura 4B), foi possivel
identificar residuos membrana ou um rastro de macréfagos era o indicio da sua
localizagdo anterior. O infiltrado inflamatério era mais discreto que no grupo
membrana 2 semanas.

Duas semanas apo0s a cirurgia no grupo que recebeu o 0sso bovino (GenOx
Inorg®) (figura 5A), foi possivel observar as particulas de formato irregular e sem
padronizacdo, caracteristicas do biomaterial, com presenca de lacunas sem
osteodcitos encapsuladas por fibras colagenas. A proliferacdo vascular € uma
caracteristica de é&reas inflamatérias e foi verificada a presenca de infiltrado
inflamatdrio misto com a presenga de células gigantes e reacdo de corpo estranho
com leucécitos polimorfonucleares na proximidade das particulas de osso bovino.
Com presencga marcante de macrdfagos e linfdcitos, fibroblastos em proliferacdo e
feixes de fibras coldgenas ao redor dos granulos. Proximo as margens do defeito foi
verificada a neoformacéo 6ssea, mas nédo foram observados centros de ossificacdo
proximos as particulas do biomaterial.

Apoés oito semanas, o infiltrado inflamatério mostrou-se predominantemente
cronico no grupo 0sso bovino (GenOx Inorg®) (figura 5B), com presenca marcante
de plasmdcitos. As particulas estavam envolvidas por feixes de fibras colagenas, e
nao foi observada invasdo do espaco do biomaterial por tecido conjuntivo.

No grupo o0sso bovino e membrana (GenOx® e GenDerm®), periodo 2
semanas (figura 6A), o tecido conjuntivo apresentou-se bastante celularizado,
indicando tratar-se de tecido jovem, em atividade. Foi verificada a presenca de
infiltrado inflamatério predominantemente crénico com marcante presenca de
macrofagos. O osso novo formado estava restrito as bordas do defeito e as
particulas de osso bovino apresentavam-se encapsuladas.

Residuos ou indicios da localizagdo da membrana, GenDerm®, no grupo 0sso
bovino e membrana (GenOx® e GenDerm®) no periodo 8 semanas (figura 6B), foram

identificados. Foi observada neoformacéo déssea proxima as bordas da ferida, mas
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ndo préximo a superficie das particulas de GenOx Inorg®. Em algumas amostras foi

observado infiltrado inflamatdrio em torno das particulas de osso bovino inorganico.

Figura 2 — Fotomicrografias do grupo coagulo
Fonte: Renata Vianna Unruh (2009).

A) Fotomicrografia representativa do grupo coagulo de 2 semanas mostrando
macrofago (seta preta) e linfocito (seta branca) células caracteristicas de um
infiltrado inflamatorio predominantemente crénico (HE 10X).

B) Fotomicrografia representativa do grupo codgulo de 8 semanas mostrando
tecido 6sseo original (seta branca) e elementos celulares mais escassos

indicando maior organizagéao tecidual (seta preta) (HE 10X).

Figura 3 — Fotomicrografias do grupo autdégeno
Fonte: Renata Vianna Unruh (2009).
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A) Fotomicrografia representativa do grupo autdégeno de 2 semanas na qual foi
verificado maior quantidade de células inflamatérias (seta branca) na
proximidade das particulas enxertadas (seta preta) (HE 10X).

B) Fotomicrografia representativa do grupo autdgeno de 8 semanas no qual foi
verificada a presenca de centros de ossificacdo (seta preta) na proximidade
das particulas enxertadas e a presenca de fibras colagenas (seta branca) (HE
10X).

Figura 4 — Fotomicrografias grupo membrana cortical 6ssea bovina
Fonte: Renata Vianna Unruh (2009).

A) Fotomicrografia representativa do grupo membrana cortical éssea bovina
periodo de 2 semanas onde se observa a presenca da membrana (seta
branca) e células de infiltrado inflamato6rio predominantemente crénico (seta
preta) (HE 10X).

B) Fotomicrografia representativa do grupo membrana cortical 6ssea bovina
periodo de 8 semanas onde se observa residuos da membrana (seta branca)
e infiltrado inflamatério mais discreto com presenca de fibras colagenas (seta
preta) (HE 10X).
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Figura 5 — Fotomicrografias grupo 0sso bovino inorganico
Fonte: Renata Vianna Unruh (2009).

A) Fotomicrografia representativa do grupo 0sso bovino inorgénico periodo de 2
semanas onde foi possivel observar a particula irregular (seta preta) envolvida
por tecido conjuntivo (seta branca) (HE 10X).

B) Fotomicrografia representativa do grupo 0sso bovino inorganico periodo de 8
semanas onde possivel observar a particula (seta preta) envolvida por tecido
conjuntivo mais organizado (seta branca) (HE 10X).

Figura 6 — Fotomicrografias grupo membrana cortical 6ssea bovina
+ 0ss0 bovino inorganico
Fonte: Renata Vianna Unruh (2009).
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A) Fotomicrografia representativa do grupo membrana cortical 6ssea bovina +
0sso bovino inorganico periodo de 2 semanas onde foi possivel identificar a
membrana (seta branca) e as particulas envolvidas por tecido conjuntivo com
abundante presenca de células (seta preta) (HE 10X).

B) Fotomicrografia representativa do grupo membrana cortical 6ssea bovina +
0sso bovino inorganico periodo de 8 semanas, as particulas (seta branca)
estdo envolvidas por fibras coldgenas e o tecido apresenta menor quantidade
de células (HE 10X).

3.2 DESCRIGCAO HISTOMETRICA

Os dados analisados estatisticamente forneceram os seguintes resultados: o
grupo tratado com a associacdo de membrana de cortical éssea bovina e 0sso
bovino inorganico apresenta as maiores médias de percentagem de preenchimento
47,10% e 41,78%, respectivamente, para os periodos de 8 e 2 semanas (tabelas 1 e
2).

Ha diferenca estatisticamente significante em relacdo a média de
percentagem de preenchimento entre o grupo que recebeu a associagdo membrana
de cortical 6ssea bovina e osso bovino inorganico avaliado em 8 semanas e 0s
grupos tratados com 0sso autdgeno, 0sso bovino inorganico, membrana de cortical
0ssea bovina avaliados em 2 semanas e ambos os periodos de avaliacdo do grupo
coagulo (2 e 8 semanas). Também ha diferenca estatisticamente significante em
relagcdo & média de percentagem de preenchimento entre o grupo que recebeu a
associacdo de membrana de cortical 6ssea bovina e 0sso bovino inorganico
avaliado em 2 semanas e 0s grupos tratados com 0sso autégeno e 0sso bovino
inorganico avaliados em 2 semanas e ambos os periodos do grupo coagulo (2 e 8
semanas) (tabela 3).

Na sequéncia, com médias de percentagem de preenchimento semelhantes
estdo os grupos tratados com 0sso bovino inorganico, 39,52% e 30,72% com 8 e 2
semanas respectivamente e membrana de cortical éssea bovina, 38,55% e 30,81%
com 8 e 2 semanas respectivamente. Diferenca estatisticamente significante em

relacdo a média de percentagem de preenchimento € observada entre o grupo
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tratado com o0sso bovino inorgénico avaliado em 8 semanas e ambos os periodos de
avaliagdo do grupo coagulo (tabela 3). O grupo tratado com 0sso bovino inorganico
avaliado em 2 semanas apresenta diferenca estatisticamente significante em relagéo
a meédia de percentagem de preenchimento de ambos os periodos de avaliagcdo do
grupo coagulo e ambos os periodos de avaliacdo do grupo tratado com a associagao
de membrana de cortical 6ssea bovina e 0sso bovino inorganico.

O grupo tratado com membrana de cortical 6ssea bovina avaliado em 8
semanas apresenta diferenca estatisticamente significante em relacdo a média de
percentagem de preenchimento de ambos os periodos do grupo coagulo, e 0 grupo
tratado com membrana de cortical 6ssea avaliado no periodo de 2 semanas
apresenta diferenca estatisticamente significante em relacdo a média de
percentagem de preenchimento do grupo tratado com a associagdo de membrana
de cortical 6ssea bovina e 0osso bovino inorganico de 8 semanas.

O grupo que recebeu osso autégeno apresentou como média de
percentagem de preenchimento 34,43% e 28,29%, respectivamente para 0s
subgrupos 8 e 2 semanas. O grupo que recebeu 0sso autdégeno avaliado no periodo
de 8 semanas apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo & média
de percentagem de preenchimento de ambos os periodos do grupo coagulo. E o
grupo que recebeu osso autdgeno avaliado no periodo de 2 semanas apresentou
diferenca estatisticamente significante em relacdo & média de percentagem de
preenchimento de ambos os periodos do grupo coagulo e do grupo tratado com a
associacdo membrana de cortical 6ssea bovina + 0sso bovino inorganico (tabela 3).

Os menores valores relativos @ média de percentagem de preenchimento do
grupo coagulo sédo 21,67% e 20,38%, respectivamente para 8 e 2 semanas (figura
10). A média de percentagem de preenchimento do grupo coagulo avaliado no
periodo de 8 semanas sO ndo apresentou diferenca estatisticamente significante do
grupo coagulo avaliado em 2 semanas e 0 grupo tratado com membrana avaliado
em 2 semanas, também n&do ha diferenca estatisticamente significante entre os

grupos coagulo e membrana avaliados em 2 semanas.
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Tabela 1 — Estatisticas descritivas da percentagem do preenchimento segundo grupos no
periodo de 2 semanas

Grupos n Média Desvio Padrdo
Autégeno (2 semanas) 12 28,29 5,09
Osso Bovino (2 semanas) 9 30,72 5,53
Membrana (2 semanas) 7 30,81 7,95
Osso Bovino + Membrana (2 semanas) 5 41,78 3,81
Coagulo (2 semanas) 6 20,38 1,95

Fonte: Dados de Pesquisa.

Tabela 2 — Estatisticas descritivas da percentagem do preenchimento segundo grupos no
periodo de 8 semanas

Grupos n Média Desvio Padrédo
Autodgeno (8 semanas) 10 34,43 5,95
Osso Bovino (8 semanas) 7 39,52 7,03
Membrana (8 semanas) 7 38,55 7,42
Osso Bovino + Membrana (8 semanas) 9 47,10 8,99
Coagulo (8 semanas) 7 21,67 2,27
Fonte: Dados de Pesquisa.
Tabela 3 — Tabela simplificada de comparagdes multiplas
Aut Aut Os.B | Os.B | Mb Mb Os.B+Mb | Os.B+Mb | Cg Cg
2s 8s 2s 8s 2s 8s 2s 8s 2s 8s
Aut 2s 28,29 28,29 28,29 28,29 | 28,29
Autg 8s 34,43 34,43 | 34,43
0s.B 2s 30,72 30,72 30,72 30,72 | 30,72
Os.B 8s 39,52 39,52 | 39,52
Mb 2s 30,81 30,81
Mb 8s 38,55 38,55 | 38,55
Os.B+Mb | 41,78 41,78 41,78 41,78 | 41,78
Os.B+Mb | 47,10 47,10 47,10 47,10 47,10 | 47,10
Cg 2s 20,38 | 20,38 | 20,38 | 20,38 20,38 | 20,38 20,38 20,38
Cg 8s 21,67 | 21,67 | 21,67 | 21,67 21,67 | 21,67 21,67 21,67

Fonte: Dados de Pesquisa.

Sé&o apresentadas as médias de percentagem de preenchimento observadas

em ambos os periodos de avaliacdo de cada grupo (em amarelo). Sdo destacados

em azul os periodos que apresentaram diferencas estatisticamente significantes em

relacdo ao periodo observado (em cada coluna). As médias de preenchimento

superiores e que apresentaram diferenca estatisticamente significante ao periodo

observado estdo em verde e as médias inferiores em vermelho.
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4 DISCUSSAO

Diferentes resultados do ponto de vista histolégico sdo possiveis apés
intervencao cirargica em defeitos periodontais: (1) o crescimento de tecido conjuntivo
e epitelial ao longo da superficie radicular, (2) adesdo do tecido conjuntivo a
superficie radicular a partir do defeito, (3) formagédo de nova insergéo, (4) contato
direto entre o osso alveolar e a superficie radicular, chamada anquilose, e (5) a
combinacdo desses eventos.”® Os materiais empregados nesse estudo
demonstraram potencial osteocondutor e exerceram funcdo de preenchimento do
espaco cirurgicamente criado. A média de quantidade de preenchimento Osseo
alcanca aproximadamente 60% em humanos.’

Nesse trabalho, foi observado o encapsulamento das particulas de osso
bovino inorgénico por tecido conjuntivo e ndo foram verificados sinais de reabsorgéo
nesse periodo de avaliacao.

O grupo tratado com a associacdo membrana de cortical 6ssea bovina + 0sso
bovino inorganico independentemente do periodo de avaliagdo apresentou as
maiores médias de percentagem de preenchimento, embora a neoformagéo 6ssea
estivesse restrita as bordas do defeito. Como o programa analisador de imagem
quantifica o preenchimento através de atribuicdo de cor a area selecionada, o valor
obtido n&o necessariamente reflete 0 comportamento do tecido 6sseo, mas talvez a
densidade da membrana somada a densidade das particulas irregulares do
xenoenxerto. O que favoreceu o resultado da associacao.

Considerando que a membrana de cortical 6ssea bovina, usada na técnica de
regeneracdo tecidual guiada como as particulas de xenoenxerto necessitam de
tempo para a reabsorcdo, periodos de observacdo mais longos sé@o sugeridos para
novas avaliagdes. Porque apesar dos resultados histometricamente favoraveis para
0S grupos que receberam 0sso bovino inorgénico e a associacdo membrana de
cortical 6ssea bovina + 0sso bovino inorgénico, ndo foram observadas osteoinducao
ou neoformacéo Gssea significativa.

A reabsorcdo do enxerto de osso bovino mineral é lenta, cinco anos apoés a

cirurgia o material pode ser radiograficamente detectavel, e provavelmente o
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preenchimento do defeito consiste de uma combinacéo de particulas de osso bovino
e 0sso humano em regeneracéo.?

A maioria dos substitutos 6ésseos atua por osteoconducéo e histologicamente
produz limitada regeneracao.® Planejar o tratamento requer a habilidade de distinguir
regeneracéo verdadeira de preenchimento de espaco com material inerte.?

9,11,12,14, no

O osso autdgeno € referido como material de enxerto padréo ouro
entanto nesse trabalho o resultado independentemente do periodo avaliado, ficou
aquém da expectativa. Nos defeitos tratados com o0sso autdégeno foram observados
centros de ossificacdo e também particulas encapsuladas. A fragmentacdo do 0sso
da calvéaria com cinzel de Oschenbein #1 também produziu particulas irregulares em
tamanho e forma impedindo a distribuigcdo uniforme do material no defeito ésseo e o
maior contato entre as particulas e as células presentes na regiao.

A é&rea do defeito avaliada sob microscopia 6ptica mostra que a neoformagéo
Ossea esteve restrita as bordas do defeito independentemente do grupo observado,
no entanto, no grupo que recebeu osso autdgeno, foi possivel observar alguns
nucleos de ossificagdo na proximidade das particulas 6sseas apds 8 semanas.

Evidéncia radiogréafica de aumento da densidade 6ssea em geral néo é visivel
até 6 meses apos a cirurgia de enxerto, e a avaliacdo histologica é considerada o
método ideal para verificar o real potencial de qualquer enxerto em regenerar o
periodonto’.

As abordagens regenerativas como 0 enxerto 6sseo e a regeneracao tecidual
guiada séo capazes de influenciar a por¢do mais apical ou no maximo o componente
intra-6sseo do defeito e ndo oferecem evidéncias conclusivas sobre seus reais

beneficios,?®

mas ndo ha abordagem terapéutica previsivel para o componente
supra-0sseo. Novos estudos devem ser realizados com periodos mais longos para
avaliacdo, sugere-se a obtencdo de particulas de osso autdgeno de menor tamanho
e a aplicagdo de sistemas de avaliagdo mais sensiveis como a imunohistoquimica
gue permitam a identificacdo precisa dos elementos celulares.

Embora o grupo que recebeu a associagdo de membrana de cortical éssea
bovina e o0sso bovino inorganico tenha apresentado as maiores meédias de
percentagem de preenchimento 41,78% e 47,10%, a andalise da imagem digital ndo
mostra os estagios da reparacdo, mas sim a densidade do material. Portanto, os

nameros nao confirmam a cicatrizacdo dos defeitos 6sseos. A avaliacdo pelo
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programa analisador de imagens indica o preenchimento de material inorganico

presente, mas ndo confirma a reparacdo 6ssea.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo histométrica da cicatrizagcdo 0ssea em calvaria de ratos indicou
melhores resultados na reparacdo dos defeitos 0sseos agudos padronizados que
receberam a associagdo de membrana de cortical 6ssea bovina associada ao 0sso
bovino inorgénico, no entanto, a avaliacdo de imagem digital indica apenas o
preenchimento de material e ndo o reparo 0sseo. A avaliagédo histolégica apontou
melhores resultados para os defeitos que receberam o0sso autdgeno, nos quais foi

possivel observar centros de ossificagdo proximos as particulas.
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Teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a normalida
dados para cada grupo

ANEXO A - RESULTADOS

35

de de distribuicdo dos

Kolmogorov-
Grupos Smirnov
Statistic df Valorp
Percentagem do
Preenchimento Autégeno (2 semanas) 0,190854849 12 0,2000
Autoégeno (8 semanas) 0,179072243 10 0,2000
Osso Bovino (2 semanas) 0,186272374 9 0,2000
Osso Bovino (8 semanas) 0,183092196 7 0,2000
Membrana (2 semanas) 0,192658551 7 0,2000
Membrana (8 semanas) 0,23172673 7 0,2000
Osso Bovino + Membrana (2
semanas) 0,212367901 5 0,2000
Osso Bovino + Membrana (8
semanas) 0,166883648 9 0,2000
Coagulo (2 semanas) 0,129730034 6 0,2000
Coagulo (8 semanas) 0,176455687 7 0,2000
Fonte: Dados de pesquisa.
Teste de Lavene para testar a homogeneidade entre 0 s grupos
Levene Statistic dfl  df2 Sig.
Percentagem do Preenchimento  Based on Mean 2,19005299 9 69,00000 0,033057766

Fonte: Dados da Pesquisa.

Teste de comparacdes multiplas paramétricas de Game

s-Howell para variancias

heterogéneas
Mean
Difference
() Grupos  (J) Grupos  (I-J) Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound  Lower Bound
OA2 OA8 -6,139666667  2,385967163 0,29676 -14,70108543  2,4217521
OB2 -2,430555556  2,355974883 0,98536 -10,97053094  6,10941983
OB8 -11,23166667  3,035003685 0,07442 -23,31928001  0,85594667
M2 -2,520238095  3,346070457 0,99775 -16,12434449  11,0838683
M8 -10,26595238  3,164599429 0,14436 -22,98474554  2,45284077
OB+M2 -13,49566667  2,247971474 0,00290 -22,36849324  -4,62284009
OB+M8 -18,815 3,338448121 0,00296 -31,58848408 -6,04151592
Cc2 7,913333333 1,671427957 0,00669 1,798479102 14,0281876
c8 6,616904762 1,701739132 0,03079 0,436802132 12,7970074
OA8 OA2 6,139666667 2,385967163 0,29676 -2,421752095  14,7010854
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oBs8
M2
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C8
OA2
OA8
0oB2
oBS8
M2

M8
OB+M8
Cc2

C8
OA2

3,709111111
-5,092
3,619428571
-4,126285714
-7,356
-12,67533333
14,053
12,75657143
2,430555556
-3,709111111
-8,801111111
-0,08968254
-7,835396825
-11,06511111
-16,38444444
10,34388889
9,047460317
11,23166667
5,092
8,801111111
8,711428571
0,965714286
-2,264
-7,583333333
19,145
17,84857143
2,520238095
-3,619428571
0,08968254
-8,711428571
-7,745714286
-10,97542857
-16,2947619
10,43357143
9,137142857
10,26595238
4,126285714
7,835396825
-0,965714286
7,745714286
-3,229714286
-8,549047619
18,17928571
16,88285714
13,49566667
7,356
11,06511111
2,264
10,97542857
3,229714286
-5,319333333
21,409
20,11257143
18,815

2,632272299
3,254149224
3,546043896
3,375341368
2,536063003
3,538852309
2,042525697
2,067403174
2,355974883
2,632272299
3,232223
3,525933303
3,354207462
2,507866404
3,518700614
2,00740867
2,032715973
3,035003685
3,254149224
3,232223
4,011587638
3,861520091
3,154365803
4,005232044
2,773142493
2,791516424
3,346070457
3,546043896
3,525933303
4,011587638
4,110508186
3,454701688
4,245800733
3,110507904
3,126900075
3,164599429
3,375341368
3,354207462
3,861520091
4,110508186
3,279247748
4,104305777
2,914405851
2,93189463
2,247971474
2,536063003
2,507866404
3,154365803
3,454701688
3,279247748
3,447319555
1,879480691
1,906486907
3,338448121

0,90822
0,84115
0,98366
0,95296
0,20579
0,06438
0,00049
0,00115
0,98536
0,90822
0,26843
1,00000
0,43679
0,02158
0,01054
0,00792
0,02043
0,07442
0,84115
0,26843
0,51852
1,00000
0,99849
0,67363
0,00395
0,00574
0,99775
0,98366
1,00000
0,51852
0,67895
0,16105
0,04133
0,15698
0,25106
0,14436
0,95296
0,43679
1,00000
0,67895
0,98621
0,56402
0,00754
0,01113
0,00290
0,20579
0,02158
0,99849
0,16105
0,98621
0,85054
0,00058
0,00067
0,00296

-5,79963501
-17,5885097
-10,25995062
-17,19347161
-17,05006964
-25,87437287
6,242218539
4,9111257
-6,109419826
-13,21785723
-21,2918046
-13,9676029
-20,89863928
-20,76145456
-29,56757718
2,509113571
1,18410002
-0,855946672
-7,404509696
-3,689582381
-6,634270405
-13,77222888
-14,88908305
-22,46285366
7,10370646
5,822203173
-11,0838683
-17,49880776
-13,78823782
-24,05712755
-23,43973251
-24,96864215
-32,12123328
-3,215563879
-4,494478713
-2,452840775
-8,940900186
-5,227845626
-15,70365746
-7,948303934
-16,41812637
-23,80962311
5,463772326
4,183580174
4,622840089
-2,338069636
1,368767664
-10,36108305
-3,017785002
-9,958697799
-18,55784335
12,627168
11,380087
6,041515921
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13,2178572
7,4045097
17,4988078
8,94090019
2,33806964
0,5237062
21,8637815
20,6020172
10,9705309
5,79963501
3,68958238
13,7882378
5,22784563
-1,36876766
-3,20131171
18,1786642
16,9108206
23,31928
17,5885097
21,2918046
24,0571275
15,7036575
10,361083
7,29618699
31,1862935
29,8749397
16,1243445
10,2599506
13,9676029
6,6342704
7,94830393
3,017785
-0,46829053
24,0827067
22,7687644
22,9847455
17,1934716
20,8986393
13,7722289
23,4397325
9,9586978
6,71152787
30,8947991
29,5821341
22,3684932
17,0500696
20,7614546
14,889083
24,9686421
16,4181264
7,91917669
30,190832
28,8450559
31,5884841



OA8
0B2
OB8
M2
M8
OB+M2
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C8

c2 OA2
OA8
0B2
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M8
OB+M2
OB+M8
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Ccs8 OA2
OA8
0oB2
oB8
M2
M8
OB+M2
OB+M8
Cc2

12,67533333
16,38444444
7,583333333
16,2947619
8,549047619
5,319333333
26,72833333
25,43190476
-7,913333333
-14,053
-10,34388889
-19,145
-10,43357143
-18,17928571
-21,409
-26,72833333
-1,296428571
-6,616904762
-12,75657143
-9,047460317
-17,84857143
-9,137142857
-16,88285714
-20,11257143
-25,43190476
1,296428571

3,538852309
3,518700614
4,005232044
4,245800733
4,104305777
3,447319555
3,102306848
3,118742124
1,671427957
2,042525697
2,00740867

2,773142493
3,110507904
2,914405851
1,879480691
3,102306848
1,17259882

1,701739132
2,067403174
2,032715973
2,791516424
3,126900075
2,93189463

1,906486907
3,118742124
1,17259882

0,06438
0,01054
0,67363
0,04133
0,56402
0,85054
0,00027
0,00037
0,00669
0,00049
0,00792
0,00395
0,15698
0,00754
0,00058
0,00027
0,97368
0,03079
0,00115
0,02043
0,00574
0,25106
0,01113
0,00067
0,00037
0,97368

-0,5237062
3,201311707
-7,296186993
0,468290529
-6,711527873
-7,919176685
14,17435501
12,87279136
-14,02818756
-21,86378146
-18,17866421
-31,18629354
-24,08270674
-30,8947991
-30,190832
-39,28231165
-5,845686959
-12,79700739
-20,60201716
-16,91082061
-29,87493968
-22,76876443
-29,58213411
-28,84505586
-37,99101816
-3,252829817
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25,8743729
29,5675772
22,4628537
32,1212333
23,8096231
18,5578434
39,2823117
37,9910182
-1,7984791
-6,24221854
-2,50911357
-7,10370646
3,21556388
-5,46377233
-12,627168
-14,174355
3,25282982
-0,43680213
-4,9111257
-1,18410002
-5,82220317
4,49447871
-4,18358017
-11,380087
-12,8727914
5,84568696

Fonte: Dados de Pesquisa.



ANEXO B — MATERIAL E METODOS
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A) A imagem mostra o posicionamento da lamina para executar a incisdo; B) A
imagem mostra a divulsdo dos tecidos; C) Posicionamento da broca trefina para
iniciar a perfuracdo; D) A broca trefina acionada e sob refrigeracdo; E) Padronizacéo
do defeito criado; F) O detalhe mostra a peca 6ssea removida da calvaria.
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A) A imagem mostra o defeito criado em calvaria de rato no qual havera formacao de
coagulo; B) A imagem mostra a colocagdo de membrana de cortical 6ssea bovina
ultrapassando as bordas do defeito; C) A imagem mostra o preenchimento do defeito
com 0sso bovino inorganico; D) A imagem mostra o preenchimento do defeito com a
associacdo membrana de cortical 6ssea bovina + 0sso bovino inorganico; E) A
imagem mostra a por¢do da calvaria removida que servird como enxerto autégeno;
F) A imagem mostra o 0sso autdégeno sendo triturado pelo cinzel de Oschenbein #1.
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