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RRRResesesesumoumoumoumo    
 

ALMEIDA JÚNIOR, P. Influência de três meios de armazenamento no processo de 

reparo do enxerto ósseo autógeno. Análise histomorfométrica e imunoistoquímica em 

coelhos. [tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual 

Paulista; 2009. 

 

Proposição: O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de três meios de 

armazenamento temporário no processo de reparo de enxertos ósseos retirados de 

calota craniana e fixados em mandíbula de coelhos. Material e Método:  Foram 

removidos dois blocos ósseos de 9mm da calota craniana de 40 coelhos machos e 

colocados no ângulo mandibular direito e esquerdo. O enxerto ósseo foi fixado ao leito 

receptor imediatamente após a sua remoção (G1), fixado 2 horas após armazenamento 

em meio seco (G2), 2 horas imerso em solução fisiológica (G3) e 2 horas imerso em 

solução de Euro Collins® (G4), todos a temperatura ambiente. Os animais foram 

sacrificados aos 7, 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. Uma medida macroscópica 

padronizada da espessura do enxerto posicionado no leito receptor foi aferida no trans-

operatório e após o sacrifício de cada grupo. Os cortes histológicos foram corados pela 

hematoxilina e eosina e pela técnica de imunoistoquímica, através da expressão das 

proteínas osteocalcina (OC) e fosfatase ácida tartarato-resistente (TRAP). Resultado: 

A espessura do enxerto e rebordo evidenciou um comportamento uniforme entre os 

grupos, quando comparados no mesmo período, não havendo diferença 

estatisticamente significativa. A análise histométrica do percentual de osso neoformado 

na interface entre o leito receptor e o enxerto demonstrou não haver diferença 

estatística entre os grupos, no período de 7 e 15 dias pós-operatórios, exceto o grupo 

G1 que mostrou-se estatisticamente superior em relação ao grupo G4 (p=0,0227) aos 

15 dias. Houve uma maior imunomarcação para TRAP e OC verificada no grupo G1, 

porém sem diferença significante entre os grupos do mesmo período. Conclusão: A 

solução fisiológica e de Euro Collins® utilizadas como meio de armazenamento 

temporário, demonstraram influenciar de forma semelhante na biocompatibilidade do 
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enxerto ósseo autógeno, apresentando uma dinâmica no processo de reparo muito 

próxima a do enxerto realizado de forma imediata. 
 

Palavras-chave: Osteogênese. Osso e Ossos. Transpla nte Ósseo. Transplante 

Autólogo. Remodelação Óssea. 
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AAAAbstractbstractbstractbstract    

 

ALMEIDA JÚNIOR, P. Influence of three temporary storage in the repair process of 

autogenous bone grafts. Histomorphometric and immunohistochemical analysis in 

rabbits. [thesis]. Araçatuba: Dental School of São Paulo State University; 2009. 

 

Purpose: The aim of this study was to evaluate the influence of three temporary storage 

environments in the repair process of bone grafts removed from the calvaria and fixed in 

rabbits’ mandible. Materials and Methods: Two bone blocks with 9 mm were removed 

from the calvaria of 40 male rabbits and placed on their right and left mandible angles. 

Bone graft was placed at the receptor site immediately after its removal (G1), placed 2 

hours after storage in dry environment (G2), 2 hours immersed in physiological solution 

(G3) and 2 hours immersed in Euro Collins® solution (G4), all of them at room 

temperature. The animals were euthanized at 7, 15, 30 and 60 post-operative days.  A 

standard macroscopic measurement of the graft thickness positioned at the receptor site 

was done at the trans-operative period and after the euthanasia of each group. 

Histological sections were stained by hematoxylin and eosin and by 

immunohistochemical technique, through the expression of the proteins osteocalcin 

(OC) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP). Results: Ridge and graft 

thicknesses evidenced an uniform behavior among the groups, when the same periods 

were compared, and there was no statistically significant difference. Histometric analysis 

of the newly formed bone percentage at the interface between the receptor site and the 

graft showed no statistical difference among the groups in the post-operative periods of 

7 and 15 days, except G1 group, which showed to be statistically higher when compared 

to G4 group (p=0,0227), at 15 days.  There was a higher immunomarking for TRAP and 

OC, verified at G1 group, however without significant difference between the groups of 

the same period. Conclusion: Physiological and Euro Collins® solutions used as 

temporary storage environments showed to influence, similarly, the biocompatibility 

process of the autogenous bone graft, presenting a repair process dynamics close to 

immediate grafting procedure. 
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Key words: Osteogenesis. Bone and Bones. Bone Trans plantation. 
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LLLLista de Figurista de Figurista de Figurista de Figurasasasas        

 

Figura 01 -  A. Remoção dos enxertos ósseos autógenos da calota craniana 

com trefina; 

B. Enxerto ósseo autógeno armazenado em cuba metálica 

estéril; 

C. Preparo do leito receptor com uma leve decorticação; 

D. Fixação do enxerto ósseo autógeno no ângulo mandibular 

esquerdo com parafuso de titânio. 

54 

Figura 02 -  A. Esquema comparativo do enxerto e guia cirúrgico 

evidenciando o local de medição; 

B. Guia cirúrgico posicionado sobre o enxerto ósseo já fixado, 

notar posicionamento das marcações e relação ao formato 

cruciforme da cabeça do parafuso de fixação. 

54 

Figura 03 -  A. Grupo enxerto imediato 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR). Trabéculas ósseas 

neoformadas na interface em meio a tecido conjuntivo 

(seta);  

B. Grupo meio seco 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR), com presença de 

tecido conjuntivo na interface. Região do enxerto sem 

viabilidade celular (setas);  

C. Grupo soro fisiológico 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR), exibindo trabéculas 

ósseas neoformadas na interface em meio a tecido 

conjuntivo (setas); 

D. Grupo Euro Collins® 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR), evidenciando 

trabéculas ósseas neoformadas na interface em meio a 

55 
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tecido conjuntivo (seta). 

Figura 04 -  A. Grupo enxerto imediato 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR). Trabéculas ósseas 

mais espessas na interface e pontos de revascularização 

(setas);  

B. Grupo meio seco 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR), com presença 

trabéculas ósseas delgadas e tecido conjuntivo na interface. 

Notar lacunas dos osteócitos vazias (setas);  

C. Grupo soro fisiológico 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR), exibindo delgadas 

trabéculas ósseas neoformadas na interface em meio a 

tecido conjuntivo (seta); 

D. Grupo Euro Collins® 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

posicionado sobre o leito receptor (LR), evidenciando 

delgadas trabéculas ósseas neoformadas na interface em 

meio a tecido conjuntivo (seta). 

56 

Figura 05 -  A. Grupo enxerto imediato 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado ao leito receptor (LR), com presença de 

trabéculas ósseas espessas na interface (seta);  

B. Grupo meio seco 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

parcialmente incorporado ao leito receptor (LR), com 

presença de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea na 

interface. Região do enxerto sem viabilidade celular (setas);  

C. Grupo soro fisiológico 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado ao leito receptor (LR), exibindo trabéculas 

ósseas bem desenvolvidas na interface em meio a pouco 

tecido conjuntivo (seta); 

D. Grupo Euro Collins® 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado ao leito receptor (LR), evidenciando trabéculas 

ósseas extensas na interface em meio a pouco tecido 

57 
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conjuntivo (seta). 

Figura 06 -  A. Grupo enxerto imediato 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado e bem vascularizado ao leito receptor (LR);  

B. Grupo meio seco 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado e pouco vascularizado ao leito receptor (LR); 

ainda com presença de tecido conjuntivo sem diferenciação 

óssea. Notar a presença de lacunas de osteócitos vazias 

(setas);  

C. Grupo soro fisiológico 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado e vascularizado ao leito receptor (LR), exibindo 

poucas áreas de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea 

(seta); 

D. Grupo Euro Collins® 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) 

incorporado e vascularizado (seta) ao leito receptor (LR). 

58 

Figura 07 -  A. Grupo enxerto imediato – 30 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica hiper-positiva para a OC (setas); 

B. Grupo meio seco – 15 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica positiva para a OC (seta); 

C. Grupo soro fisiológico – 30 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica super positiva para OC (setas); 

D. Grupo Euro Collins® – 30 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica super positiva para OC (setas). 

59 

Figura 08 -  A. Grupo enxerto imediato – 15 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica para a TRAP. Poucos osteoclastos 

marcados (setas); 

B. Grupo meio seco – 30 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica para a TRAP. Pouca evidência de 

osteoclastos marcados (setas); 

C. Grupo soro fisiológico – 15 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica para a TRAP. Grande quantidades de 

osteoclastos marcados (setas); 

60 
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D. Grupo Euro Collins® – 15 dias 160X. Marcação 

imunoistoquímica para a TRAP. Grande quantidade de 

osteoclastos marcados (setas). 

Figura 09 - Incisão de 2cm na região fronto-parietal. 74 

Figura10 - Acesso à região parietal (área doadora). 74 

Figura 11 - Remoção do enxerto com uso de trefina. 74 

Figura 12 - Remoção do enxerto ósseo autógeno de calota craniana 

bilateralmente. 

74 

Figura 13 - Descolamento delicado da dura máter, visando à remoção do 

enxerto. 

75 

Figura 14 - Exposição da dura máter após a remoção do enxerto. 75 

Figura 15 - Meio de armazenamento temporário utilizado - Solução de Euro 

Collins®. 

75 

Figura 16 - Meio de armazenamento temporário utilizado - Soro fisiológico 

estéril. 

75 

Figura 17 - Enxerto ósseo acondicionado em cuba metálica estéril (meio 

seco). 

75 

Figura 18 - Ponto de referência para medição da espessura do enxerto após 

fixado, realizada 1,5 mm da perfuração central da cabeça do 

parafuso. 

75 

Figura 19 - Acesso submandibular lado esquerdo. 76 

Figura 20 - Região de ângulo mandibular esquerdo (leitor receptor). 76 

Figura 21 - Preparo do leito receptor com utilização de broca esférica 

diamantada. 

76 

Figura 22 - Leito receptor após leve decorticação. 76 

Figura 23 - Enxerto ósseo posicionado após adaptação e fixação com 

parafuso de titânio no ângulo mandibular esquerdo. 

76 

Figura 24 -  Parafuso de titânio utilizado para fixação dos enxertos ósseos. 76 

Figura 25 - Medição da espessura do ângulo mandibular esquerdo após a 

fixação do enxerto ósseo autógeno de calota craniana. 

77 

Figura 26 - Drogas utilizadas para sedação – Cloridrato de Cetamina e 77 
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Xilazina. 

Figura 27 - Antibiótico administrado no pós-operatório dos animais – 

Pentabiótico. 

77 

Figura 28 - Analgésico administrado no pós-operatório dos animais – Dipirona 

sódica. 

77 

Figura 29 - Imagem da extensão total do enxerto sobre o leito receptor - 

Programa Imagelab 2000. 

78 

Figura 30 - Seleção de toda a interface entre o enxerto e o leito receptor, 

através da ferramenta “selecionar região”. 

78 

Figura 31 - Cálculo da região selecionada, através da ferramenta “cálculo de 

regiões”. 

79 

Figura 32 - Planilha evidenciando a soma total da área selecionada, através 

da ferramenta “planilha de cálculo”. 

79 

Figura 33 - Seleção e cálculo das regiões de neoformação óssea na interface 

entre o enxerto e o leito receptor. 

80 

Figura 34 - Planilha evidenciando a soma das áreas onde ocorreu 

neoformação óssea na interface entre o enxerto e o leito receptor. 

80 

Figura 35 - Planilha na qual os dados obtidos foram digitados (Excel). 81 

Figura 36 - Imagem da extensão total do enxerto sobre o leito receptor - 

Programa Imagelab 2000. 

82 

Figura 37 - Seleção de toda a extensão do enxerto voltada para o leito 

receptor. 

82 

Figura 38 - Cálculo do perímetro de toda a extensão selecionada, através da 

ferramenta “planilha de cálculo”. 

83 

Figura 39 - Seleção da extensão linear apenas das trabéculas ósseas 

formadas do enxerto em direção ao leito receptor. 

83 

Figura 40 - Cálculo do perímetro apenas das trabéculas ósseas formadas do 

enxerto em direção ao leito receptor, através da ferramenta 

“planilha de cálculo”. 

84 

Figura 41 - Planilha na qual os dados obtidos foram digitados (Excel). 84 
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Lista de TabelasLista de TabelasLista de TabelasLista de Tabelas    

 

Tabela 1 -  Valores (mm) e desvio padrão da espessura óssea do rebordo 
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1 1 1 1 IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução1111        
 

 Enxertos ósseos são cada vez mais utilizados em ortopedia, neurocirurgia, 

cirurgia plástica e cirurgia buco-maxilo-facial com o intuito de tratar as mais diversas 

alterações.1,2 Na região maxilofacial pode ser usado em defeitos ósseos ocasionados 

por trauma, remoção de cistos ou tumores, exodontias, alterações congênitas ou na 

correção de deformidades faciais.3-7 

 O enxerto ósseo autógeno é considerado o melhor e mais previsível tipo de 

enxerto, sendo definido como padrão ouro1,8 devido a sua excelente biocompatibilidade, 

ausência de resposta imunogênica, apresentar capacidade osteogênica, 

osteocondutora e osteoindutora e também pela presença de fatores de crescimento e 

proteínas ósseas morfogenéticas.1,2,9-15 No entanto, seu potencial osteogênico só será 

preservado se a vitalidade de suas células forem mantidas e se estiver adequadamente 

adaptado e fixado a um leito receptor previamente preparado.9,16,17 Albrektsson16 

demonstrou, em tíbias de coelhos, que quanto menor o trauma cirúrgico maior a taxa de 

revascularização do enxerto ósseo, interferindo substancialmente na incorporação e 

remodelação óssea. Portanto, o enxerto ósseo autógeno deveria ser manipulado 

cuidadosamente durante a sua remoção, armazenamento trans-operatório e fixação, 

objetivando preservar as propriedades de reparação e posterior remodelação.7,9,13,15 

 As áreas doadoras de enxertos ósseos autógenos utilizadas para reconstrução 

de defeitos alveolares visando a posterior instalação de implantes osseointegráveis 

podem ser tanto intra como extra-orais,2,3,6,8,10 a escolha dependerá da quantidade 

óssea necessária para a reconstrução e da estrutura óssea desejada (cortical e/ou 

medular).  

Desde o procedimento de obtenção do enxerto até a sua instalação no leito 

receptor podem decorrer alguns minutos ou algumas horas,5,9,18,19 principalmente nos 

casos em que  se  optar  pela  remoção  de  osso  da  calota  craniana, na qual se torna  

 
1Normalização segundo a Revista The International Journal of Oral & Maxillofacial Implants (Anexo B). 
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muito difícil trabalhar ao mesmo tempo na região doadora e receptora maxilofacial.19 

Este período extracorpóreo do enxerto, bem como a forma de armazenamento pode 

afetar a vitalidade de células como osteócitos e osteoblastos, prejudicando a 

incorporação e remodelação do enxerto.5,7,9,11,13,18,20 

 Diversas substâncias têm sido estudadas como meio de armazenamento 

temporário de enxertos ósseos, como: a solução fisiológica,5,13,15,18,19,21,22 água 

destilada,5 solução de Ringer Lactato,5 meio de cultura,5,15 antibióticos,9 solução 

glicosada,15 solução de Euro Collins®,18,22 plasma pobre em plaquetas (PPP),19 e 

outras.18 

 De acordo com Piermattei e Flo,23 o enxerto obtido de osso medular deve ser 

instalado o mais rápido possível. Contudo, quando for necessário armazená-lo até o 

momento da sua colocação no leito receptor, este deveria ser mantido envolto em 

compressa umedecida com sangue ou coberto com gaze umedecida em solução 

fisiológica ou solução de Ringer. 

O meio de armazenamento temporário deve proporcionar uma redução da 

condição isquêmica dos enxertos ósseos, enquanto o leito receptor está sendo 

acessado e preparado.19 Moura et al.21 descreveram que a quantidade de osteócitos 

normais diminui, praticamente a metade, em 30 minutos de armazenamento em solução 

fisiológica. Dechichi et al.19 constataram que o PPP se mostrou superior como meio de 

armazenamento, em relação à preservação dos osteócitos, do que a solução fisiológica. 

 Laursen et al.13 avaliaram o metabolismo dos osteoblastos in vitro e constataram 

uma maior proliferação desta célula quando cultivados imediatamente após a sua 

remoção do que em relação ao grupo armazenado em solução salina por 2h e em 

comparação ao armazenado em meio seco, pelo mesmo período. Os autores não 

observaram diferença entre os três grupos, quando analisados a atividade basal da 

fosfatase alcalina e a síntese de pró colágeno tipo I. 

 Recentemente, Maus et al.15 realizaram cultura de osteoblastos através de osso 

medular retirado durante artroplastias de quadril e armazenados por um período de 2 e 

4 horas em meio seco, em uma compressa umedecida com solução fisiológica, em 

solução fisiológica, em solução de glicose a 5% e em meio de cultura. A microscopia de 

fluorescência mostrou vitalidade celular em todos os grupos analisados. Quando 
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observados o metabolismo e a contagem celular, o meio seco demonstrou os piores 

resultados nos dois períodos. Concluíram que o meio seco deveria ser evitado e que 

quando o tempo de armazenamento for exceder 2 horas, o mesmo deve ser 

armazenado em compressa umedecida em solução fisiológica ou imerso em solução 

fisiológica. 

 A solução de Euro Collins® é utilizada como meio de perfusão e estocagem de 

órgãos durante transplantes e foi avaliada, juntamente com outras soluções, por 

McAnulty,18 o qual verificou que quando o enxerto ósseo medular de coelhos é 

armazenado nesta solução, por um período de 3 horas, sob condições de baixa 

temperatura (2oC), a viabilidade celular alcançou os maiores índices em relação as 

demais soluções testadas, atingindo valores em torno de 70%. 

 Tanaka22 avaliou a viabilidade celular de enxertos ósseos removidos de calota 

craniana de ratos e armazenados em meio seco, solução fisiológica e Euro Collins®, por 

períodos de 6, 12, 24 e 30 horas. Constatou, através de análise imunoistoquímica, que 

a expressão das proteínas testadas foi mantida em até 30 horas no grupo armazenado 

em solução de Euro Collins®. 

 Os trabalhos que avaliam os meios de armazenamento temporário de enxertos 

ósseos são escassos na literatura, e avaliam, na sua maioria, o comportamento in vitro 

do metabolismo e da vitalidade celular. No entanto, pesquisas evidenciando in vivo a 

influência destes métodos de armazenamento no processo de incorporação e 

remodelação óssea tornam-se necessárias para a melhor compreensão da biologia dos 

enxertos ósseos autógenos. 
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2 P2 P2 P2 Proposiçãoroposiçãoroposiçãoroposição    
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar, comparativamente, a influência de três 

meios de armazenamento no processo de reparo ósseo de enxertos ósseos autógenos 

retirados de calota craniana e fixados em mandíbula de coelhos, através de análise 

macroscópica, histomorfométrica e imunoistoquímica. 
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3 3 3 3 Material e MétodoMaterial e MétodoMaterial e MétodoMaterial e Método    
 

 Foram utilizados 40 coelhos, machos brancos (Nova Zelândia), variação albinus, 

com idade de aproximadamente 5 meses e peso corporal de 3 a 4 Kg. Os animais 

foram mantidos em gaiolas individuais com dieta padrão, ração sólida (Procoelho, 

Primor) e água a vontade, em condições climatizadas e água canalizada, no biotério do 

Campus da Faculdade de Odontologia de Araçatuba da UNESP. O estudo seguiu os 

princípios éticos para a experimentação animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), e foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da mesma Faculdade, sob o protocolo número 2007-004005 

(Anexo A). 

 

 Cirurgia experimental (Anexo C) 

 Os animais foram mantidos em jejum, pesados e sedados, via intramuscular, 

pela combinação de 50 mg/kg de Cetamina (Vetaset – Fort Dodge Saúde animal Ltda, 

Campinas, São Paulo, Brasil) e 5 mg/Kg de cloridrato de Xilazina (Dopaser – 

Laboratório Calier do Brasil LTDA – Osasco, São Paulo, Brasil). 

 Foi realizada a tricotomia da região fronto-parietal (área doadora) e da região 

submandibular bilateralmente (leito receptor), logo em seguida a anti-sepsia e anestesia 

local com cloridrato de mepivacaína a 3% com adrenalina 1:100.000 (0,3 ml/kg, 

Mepivacaína – DFL, Brasil). No grupo em que o enxerto foi utilizado imediatamente 

após a sua retirada, acessou-se cirurgicamente a região submandibular e 

posteriormente a região parietal, através de incisão e divulsão por planos, nos demais 

grupos estudados o processo ocorreu de forma inversa, devido à necessidade do 

enxerto permanecer armazenado por um período de duas horas. 

Após exposição da calota craniana e com o auxílio de um motor elétrico com 

velocidade de 2.000 RPM (SIN BLM 600 PLUS, São Paulo, Brasil), um contra-ângulo 

redutor de 16:1 (Kavo, Santa Catarina, Brasil) e uma broca trefina de 10 mm de 

diâmetro externo e 9 mm de diâmetro interno (Prudent, São Paulo, Brasil), realizou-se a 

retirada de dois blocos ósseos da calota craniana (figura 1A), obtidos sobre irrigação 

constante com solução estéril de cloreto de sódio a 0,9% (Equiplex, Goiânia, Brasil), 
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que foram acondicionados em uma cuba metálica estéril contendo um meio de 

armazenamento específico de acordo com os grupos estudados, todos sob temperatura 

ambiente da sala cirúrgica (figura 1B). 

Todos os enxertos foram instalados em leitos devidamente preparados, por meio 

de uma leve decorticação (figura 1C), usando broca esférica diamantada número 6, e 

fixados de forma aposicional com parafusos de titânio medindo 1,4 mm de diâmetro e 6 

mm de comprimento (SIN, São Paulo, Brasil) (figura 1D), também sob irrigação 

constante com solução estéril de cloreto de sódio a 0,9% (Equiplex, Goiânia, Brasil). 

Os 40 animais passaram pelo mesmo procedimento de forma igualitária, sendo 

que em 20 animais testou-se o enxerto imediato (lado esquerdo) e armazenado em 

meio seco (lado direito); nos outros 20 animais avaliou-se a manutenção do enxerto 

ósseo em solução fisiológica estéril (lado esquerdo) (Equiplex, Goiânia, Brasil) e Euro 

Collins® (lado direito) (Fresenius Kabi, São Paulo, Brasil), sendo, portanto, divididos em 

quatro grupos: 

Grupo 1 (enxerto imediato)  – no qual o enxerto retirado da calota craniana foi 

fixado no ângulo mandibular esquerdo imediatamente após a sua remoção. 

Grupo 2 (armazenado em meio seco)  – no qual o enxerto retirado da calota 

craniana foi fixado no ângulo mandibular direito após duas horas da sua remoção, 

sendo este mantido em recipiente estéril vazio, durante este período. 

Grupo 3 (armazenado em solução fisiológica)  – no qual o enxerto retirado da 

calota craniana foi fixado no ângulo mandibular esquerdo após duas horas da sua 

remoção, sendo este mantido imerso, em recipiente estéril, durante este período em 

solução estéril de cloreto de sódio a 0,9%. 

Grupo 4 (armazenado em solução de Euro Collins ®) – no qual o enxerto 

retirado da calota craniana foi fixado no ângulo mandibular direito após duas horas da 

sua remoção, sendo este mantido imerso, em recipiente estéril, durante este período 

em solução de Euro Collins®. 

Todos os tecidos foram suturados por planos, empregando-se pontos 

interrompidos invertidos com fio absorvível (Vycril 4-0, Ethicon, Johnson Prod., São 

Paulo, Brasil), nos tecido internos e pontos interrompidos simples com fio não 
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absorvível monofilamentar (Nylon 5-0, Ethicon, Johnson Prod., São Paulo, Brasil), na 

pele. 

No pós-operatório os animais receberam cobertura antibiótica e analgésica por 

meio de administração intramuscular de Pentabiótico (0,1 ml/Kg, Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) com uma dose no pós-operatório imediato e 

outra dose após 5 dias e de Dipirona Sódica (1 mg/Kg/dia, Ariston Indústrias Químicas 

e Farmacêuticas Ltda, São Paulo, Brasil) totalizando 3 doses. A eutanásia dos animais 

foi realizada nos períodos de 7, 15, 30 e 60 dias pós-operatório, com dez animais em 

cada período, sendo cinco referente aos grupos 1 e 2 e os outros cinco animais aos 

grupos 3 e 4. 

 

Análise Macroscópica da Espessura  

Com o objetivo de padronizar as medições foi confeccionado um guia cirúrgico 

metálico, com diâmetro igual ao da trefina utilizada (9 mm), no qual foi realizado um 

perfuração central correspondente ao tamanho da cabeça do parafuso de fixação do 

enxerto e uma outra perfuração 1,5 mm distante daquela, a qual serviu como ponto de 

medição. Para evitar erro de posicionamento no momento das medições, foi realizada 

uma marcação vertical e outra horizontal, as quais deveriam coincidir com o padrão 

cruciforme da cabeça do parafuso (figura 2A e 2B). 

Com o auxílio de um especímetro (Wilcos do Brasil Indústria e Comércio Ltda, 

Petrópolis, Brasil), foram obtidas medidas da espessura do ângulo com o enxerto fixado 

ao leito receptor, em cada grupo, tanto no trans operatório como após a eutanásia em 

7, 15, 30 e 60 dias. Os valores encontrados foram anotados e tabulados em planilhas 

no programa Excel e enviadas para análise estatística. 

 

Processamento laboratorial 

 As mandíbulas foram dissecadas, osteotomizadas de forma a incluir todo o 

enxerto nas peças, e encaminhadas ao laboratório para fixação, descalcificação, 

remoção do parafuso, inclusão em parafina e obtenção dos cortes seriados de 5µm de 

espessura, dispondo o enxerto no seu sentido longitudinal, em relação ao parafuso, de 

forma a observar o enxerto e seu leito receptor. 
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Foi feita a coloração pela hematoxilina e eosina para avaliação histológica 

qualitativa e quantitativa, através de microscopia óptica.  

 

Análise histométrica  

A análise histométrica abrangeu os períodos de 7 e 15 dias, com o objetivo de 

analisar a quantidade (área) de trabéculas ósseas neoformadas na interface 

enxerto/leito receptor e também com a finalidade de estabelecer a extensão linear 

(perímetro) de formação de trabéculas ósseas do enxerto em direção ao leito receptor. 

Uma lâmina, contendo três cortes localizados próximo ao parafuso de fixação, de cada 

lado enxertado foi analisada, totalizando 40 lâminas e 120 cortes. 

Para a realização das mensurações, foi utilizado um microscópio com objetiva de 

aumento (1,6X) Axiolab (Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma câmera de captação de 

imagem (AxioCam, MRc5, Color Vídeo Câmera, Alemanha) e as imagens capturadas 

através do programa AxioVision (versão 4.5 de 12/2005). A seguir as imagens foram 

levadas ao programa Imagelab 2000 (Software de Processamento e Análise de 

Imagens, Ontário, Canadá), no qual foram realizadas as quantificações, em 

porcentagem, das áreas e do perímetro de neoformação óssea na interface do leito 

receptor com o enxerto. Os valores de porcentagem da área selecionada foram obtidos 

e apresentados em forma de planilha no programa Excel para posterior análise 

estatística (Anexo D e E).  

 

Análise imunoistoquímica 

 Para o processamento imunoistoquímico foram usados como anticorpos 

primários a osteocalcina - OC (OC, Goat (cabra) anti-oc – Santa Cruz Biotecnology®, 

USA) e a fosfatase ácida tartarato-resistente - TRAP (TRAP, Goat anti-trap – Santa 

Cruz Biotecnology®, USA). O método de detecção foi pela imunoperoxidase utilizando 

como anticorpo secundário o biotinilado anti-cabras (goat) produzido em burro (donkey 

anti-goat – Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, USA). O sinal da 

reação foi ampliado com o sistema Streptovidina-Biotina (Kit DAKO, DAKO Co, USA) e 

a reação foi revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB, DAKO Co, USA) como 

cromógeno. 
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 Foram realizados procedimentos de controle por meio da omissão dos anticorpos 

primários (controle negativo), preservando-se as demais etapas do processamento 

imunoistoquímico, para avaliar a especificidade e efetividade das reações. O controle 

positivo foi analisado a partir das imunomarcações em tecidos localizados fora da área 

a ser avaliada. 

Para a realização das mensurações, foi utilizado o mesmo sistema de captura de 

imagens utilizado na histometria, porém com uma objetiva de aumento de 16 vezes. Foi 

analisado o padrão de expressão de cada proteína para cada grupo no período de 15 e 

30 dias, buscando envolver três campos selecionados do enxerto ósseo de cada 

animal, um campo central próximo ao parafuso de fixação e um de cada lado do 

enxerto.  

A expressão da proteína osteocalcina foi verificada através de uma análise que 

considerou os seguintes escores: marcações negativas (-), pouco positivas (+), 

positivas (++), super positivas (+++) e hiper positivas (++++) das células marcadas em 

áreas determinadas, que sabidamente estão envolvidas na dinâmica do tecido ósseo. 

Para facilitar a comparação entre os grupos e períodos, os escores da análise 

imunoistoquímica foram convertidos em freqüências de médias percentuais de 0%, 20 

% (10 a 30%), 60 % (50 a 70%) e 90% (80 a 100%), conforme metodologia proposta 

por Queiroz et al.24, seguindo-se os escores acima mencionados. 

Para a análise da expressão da enzima TRAP, procedeu-se a contagem do 

número das marcações na extensão dos campos três campos já determinados do 

enxerto ósseo, para todos os grupos. Toda a análise foi realizada pelo mesmo 

avaliador, sendo que este desconhecia o grupo que estava sendo avaliado.  

 

Análise Estatística  

Os resultados obtidos pela análise macroscópica, histométrica e 

imunoistoquímica tiveram sua normalidade testada e comprovada pelo método de 

Kolmogorov-Smirnov. Assim, os dados foram tratados por diversos testes, de acordo 

com a especificidade de cada amostra. O programa utilizado para realização dos testes 

estatísticos foi o GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Softare Inc., La Jolla, Califórnia, EUA). 
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4 4 4 4 ResultadoResultadoResultadoResultado    
 

Análise histológica descritiva  

Os resultados obtidos serão descritos em função dos períodos pós-operatórios e 

das ocorrências verificadas nos quatro grupos experimentais. 

07 DIAS 

Grupo 1 (enxerto imediato): o enxerto encontra-se posicionado sobre o leito receptor, e 

na interface nota-se uma faixa de tecido conjuntivo composto por fibroblastos ao lado 

de linfócitos e macrófagos. Observa-se ainda, um tecido osteóide com numerosos 

osteoblastos em suas bordas (figura 3A). 

Grupo 2 (armazenado em meio seco): o tecido ósseo enxertado permanece em contato 

com o leito receptor. No espaço entre o enxerto e o osso pré-existente, permanecem 

extensas áreas de tecido conjuntivo bem vascularizado com presença de fibroblastos, 

linfócitos e macrófagos. No enxerto não se observa osteócitos normais ou alterados, 

apenas a presença de lacunas vazias, caracterizando um osso sem vitalidade (figura 

3B). 

Grupo 3 (armazenado em solução fisiológica): na interface entre o enxerto e o leito 

receptor visualiza-se trabéculas de osso neoformado rodeada por osteoblastos em meio 

a um tecido conjuntivo rico em fibroblastos. Na cortical do enxerto voltada para o leito 

receptor nota-se presença de osteócitos normais e alterados (figura 3C). 

Grupo 4 (armazenado em solução de Euro Collins®): a região entre o enxerto e tecido 

ósseo pré-existente apresenta um tecido conjuntivo rico em fibroblastos e alguns 

macrófagos. Ainda é possível observar um início de formação de trabéculas ósseas 

através da deposição de alguns osteoblastos. O enxerto evidencia osteócitos normais e 

alterados em toda a extensão da sua cortical (figura 3D). 

 

15 DIAS 

Grupo 1 (enxerto imediato): pode-se observar uma maior quantidade de osso e 

trabéculas ósseas formadas na interface entre o enxerto e o leito receptor, porém em 
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algumas áreas nota-se a presença de um tecido conjuntivo sem diferenciação óssea. 

Nota-se ainda a presença de canais de nutrição no enxerto (figura 4A). 

Grupo 2 (armazenado em meio seco): no espaço entre o enxerto e o osso pré-existente 

é possível visualizar osso neoformado aderido ao enxerto e delgadas trabéculas ósseas 

distribuídas em grande quantidade de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea. Ainda 

persiste grande quantidade de lacunas vazias na cortical do enxerto com escassas 

áreas de revascularização (figura 4B). 

Grupo 3 (armazenado em solução fisiológica): a interface entre o enxerto e o leito 

receptor evidencia delgadas trabéculas ósseas em meio a um tecido conjuntivo 

composto por fibroblastos, linfócitos e alguns macrófagos. No enxerto nota-se a 

presença de canais de nutrição e osteócitos normais e alterados (figura 4C). 

Grupo 4 (armazenado em solução de Euro Collins®): no enxerto se observa a presença 

de áreas de revascularização, bem como osteócitos normais e alterados. A região entre 

o enxerto e o leito receptor apresenta em algumas áreas de deposição óssea com a 

formação de finas trabéculas ósseas em meio a um tecido conjuntivo (figura 4D). 

 

30 DIAS 

Grupo 1 (enxerto imediato): neste período, percebe-se a remodelação do enxerto 

ósseo, com sinais evidentes de maior incorporação junto ao leito receptor, em relação 

ao período anterior. Observam-se diversas regiões com intensa vascularização e 

atividade osteogênica junto ao enxerto ósseo, assim como trabéculas ósseas mais 

desenvolvidas (figura 5A). 

Grupo 2 (armazenado em meio seco): a interface entre o enxerto e o leito receptor se 

mostra com grandes áreas de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea, no entanto 

em outras regiões e espécimes nota-se uma incorporação do enxerto ao leito receptor. 

No enxerto ainda são visíveis grandes áreas de lacunas vazias, com poucos osteócitos 

normais (figura 5B). 

Grupo 3 (armazenado em solução fisiológica): em todos os espécimes observa-se uma 

incorporação do enxerto ao leito receptor, com presença de intensa vascularização e 

trabéculas ósseas bem desenvolvidas. Notam-se grandes quantidades de osteócitos 

normais e alguns alterados (figura 5C). 
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Grupo 4 (armazenado em solução de Euro Collins®): assim como no grupo anterior, é 

possível evidenciar um incorporação do enxerto ao leito receptor com extensas áreas 

de vascularização e trabéculas ósseas espessas, no entanto em um espécime observa-

se ainda áreas de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea (figura 5D). 

 

60 DIAS  

Grupo 1 (enxerto imediato): o tecido ósseo enxertado, em todos os espécimes, 

encontra-se incorporado ao tecido ósseo do leito receptor. O tecido ósseo neoformado 

e vascularizado se apresenta uniformemente ocupando toda a extensão do enxerto 

(figura 6A). 

Grupo 2 (armazenado em meio seco): neste grupo o enxerto se apresenta incorporado 

ao leito receptor na maioria das regiões, contudo existem algumas áreas de tecido 

conjuntivo sem diferenciação óssea. Nota-se a presença irregular de vascularização do 

enxerto e lacunas vazias (figura 6B). 

Grupo 3 (armazenado em solução fisiológica): o enxerto se mostra incorporado ao 

tecido ósseo pré-existente, porém com poucas áreas de tecido conjuntivo sem 

diferenciação óssea. A vascularização se mostra de forma regular tanto no tecido ósseo 

neoformado como no enxerto, assim como osteócitos normais (figura 6C). 

Grupo 4 (armazenado em solução de Euro Collins®): em todos os espécimes observa-

se que o enxerto está incorporado ao osso do leito receptor também com escassas 

áreas de tecido conjuntivo sem diferenciação ósseas. Nota-se grande quantidade de 

vascularização uniformemente distribuída (figura 6D). 

 

Análise macroscópica da espessura do enxerto e ângu lo mandibular 

 

Valores brutos, inicial e final 

Os dados foram agrupados de maneira a permitir a comparação, dentro de um 

mesmo grupo e período, das diferenças entre o valor inicial (trans-operatório) e final 

(pós-eutanásia), e foram avaliados pela análise de variância – ANOVA, teste t, com 

significância de p ≤ 0,05. A distribuição dos dados, bem como as diferenças estatísticas 

deles inferida, estão demonstradas na Tabela 1 e no Gráfico 1. 
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Nesse caso foram encontradas diferenças estatisticamente significantes para o 

Grupo 1, no período de 15 dias (p=0,0004) e de 60 dias (p=0,0379), e para o Grupo 4, 

apenas no período de 60 dias (p=0,0006). Interessante ressaltar o fato de que no 

período de 15 dias essa diferença foi para positivo, enquanto que no período de 60 

dias, a diferença foi negativa, em ambos os grupos. 

 

Diferenças entre os valores iniciais e finais 

Os dados foram agrupados de maneira a permitir a comparação, dentro de um 

mesmo período, das diferenças entre os grupos, e, dentro de um mesmo grupo, das 

diferenças entre os períodos. Os dados foram avaliados pelo teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparação múltipla de Dunn, permitindo assim 

localizar as diferenças entre os grupos de forma precisa, excluindo-se a possibilidade 

de igualdade ou de diferença ao acaso. A distribuição dos dados, bem como as 

diferenças estatísticas deles inferida, estão demonstradas na Tabela 2 e no Gráfico 2. 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes levando-se em 

conta cada período e os diferentes grupos nele estudados, ou seja, dentro de um 

mesmo período, todos os grupos se comportaram de maneira estatisticamente igual. 

Porém, quando foram feitas comparações, para um mesmo grupo, em cada um dos 

quatro diferentes períodos de observação, pode-se observar no Grupo 1 diferença 

significante entre o período de 15 e 60 dias (p<0,001), e no Grupo 2, entre os períodos 

de 7 e 60 dias (p<0,05) e entre os períodos de 15 e 60 dias (p<0,001). No Grupo 3 foi 

observada diferença (p<0,05) entre os períodos de 15 e 60 dias e, finalmente, no grupo 

4, foi observada diferença significativa entre os períodos de 7 e 60 dias (p<0,05) e 15 e 

60 dias (p<0,05). 

 

Análise histométrica 

Os dados foram agrupados de maneira a permitir a comparação, dentro de um 

mesmo grupo, das diferenças entre o valor obtido nos diferentes períodos de 

observação, sendo avaliados pela análise de variância – ANOVA, teste t, com 

significância de p ≤ 0,05. Já para se avaliar em um mesmo período de observação os 
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diferentes grupos, foi utilizada a análise de variância – ANOVA, seguida pelo teste de 

comparação múltipla de Bonferroni.  

 

Área de neoformação óssea 

A distribuição dos dados, bem como as diferenças estatísticas deles inferida, 

estão demonstradas na Tabela 3 e no Gráfico 3. 

Todos os grupos demonstraram aumento estatisticamente significante 

(p<0,0001) da área de neoformação óssea, quando feita comparação entre o período 

de observação de 7 e de 15 dias, embora nenhum grupo tenha se mostrado 

estatisticamente superior ou inferior quando comparado aos outros, dentro de um 

mesmo período de observação. 

 

Perímetro de neoformação óssea 

A distribuição dos dados, bem como as diferenças estatísticas deles inferida, 

estão demonstradas na Tabela 4 e no Gráfico 4. 

Todos os grupos demonstraram aumento estatisticamente significante 

(p<0,0001) do perímetro de neoformação óssea, quando feita comparação entre o 

período de observação de 7 e de 15 dias. Avaliando-se as diferenças entre os 

diferentes grupos dentro de um mesmo período de observação, tem-se que para o 

período de observação de 15 dias, o grupo G1 mostrou-se estatisticamente superior em 

relação ao grupo G4 (p=0,0227). 

 

Análise Imunoistoquímica 

 Osteocalcina 

Os dados foram agrupados de maneira a permitir a comparação, dentro de um 

mesmo grupo, das diferenças entre o valor obtido nos diferentes períodos de 

observação, sendo avaliados pelo teste de Mann-Whitney com significância de p ≤ 0,05. 

Para se avaliar em um mesmo período de observação os diferentes grupos, foi utilizado 

o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparação múltipla 

de Dunn. 
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A distribuição dos dados, bem como as diferenças estatísticas deles inferida, 

estão demonstradas no Gráfico 5. Nesse caso, devido à distribuição por escores, os 

dados estão apresentados na forma de medianas, e os valores máximo e mínimo de 

cada grupo. 

Em todos os grupos, nos períodos de 15 e 30 dias, foram observadas regiões 

marcadas positivamente para OC (figura 07), apesar de nenhum grupo apresentar 

diferença estatística significante quando comparados os dois períodos de observação, 

embora tenha ficado nítida a tendência ao aumento na expressão da atividade de 

deposição mineral no período mais longo. Mesmo que nenhum grupo tenha se 

mostrado estatisticamente superior ou inferior quando comparado aos outros, dentro de 

um mesmo período de observação, pose-se notar uma maior expressão do grupo G1. 

 

Fosfatase Ácida Tartarato-Resistente  

Os dados foram agrupados de maneira a permitir a comparação, dentro de um 

mesmo grupo, das diferenças entre o valor obtido nos diferentes períodos de 

observação, sendo avaliados pela análise de variância – ANOVA, teste t, com 

significância de p ≤ 0,05. Para se avaliar em um mesmo período de observação os 

diferentes grupos, foi utilizada a análise de variância – ANOVA, seguida pelo teste de 

comparação múltipla de Bonferroni. A distribuição dos dados, bem como as diferenças 

estatísticas deles inferida, estão demonstradas no Gráfico 6.  

Apenas o grupo G3 não apresentou diferença estatisticamente significante na 

marcação TRAP, quando feita comparação entre o período de observação de 15 e de 

30 dias, sendo que para o grupo G1 esse diferença foi confirmada com valor de 

p=0,0004 e para os grupos G2 e G4 o valor de p foi de 0,019 e 0,049, respectivamente. 

Tanto aos 15 quanto aos 30 dias, foi observado maior atividade de reabsorção para o 

grupo G1 em relação aos demais grupos, mesmo que nenhum grupo tenha se 

mostrado estatisticamente superior ou inferior quando comparado aos outros, dentro de 

um mesmo período de observação (figura 08). 
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5 D5 D5 D5 Discussãoiscussãoiscussãoiscussão    
 

A utilização da calota craniana como área doadora, nos mais diversos tipos de 

reconstruções faciais, tem se tornado cada vez mais comum.3,4,6,19 Esta região doadora 

tem se mostrado superior ao enxerto de crista ilíaca em virtude da ausência de cicatriz 

visível, do menor tempo de hospitalização, de causar menos dor pós-operatória e por 

apresentar uma menor morbidade.3,4 Além disso, o enxerto de calvária apresenta a 

mesma origem embrionária da região maxilofacial (intramembranosa) e também uma 

arquitetura com predominância de osso cortical, sendo este último o principal 

responsável pela manutenção ou sobrevida do tecido ósseo enxertado.6,25 Por estes 

motivos, foi optado, nesta pesquisa, pela escolha da calota craniana como região 

doadora. 

De acordo com alguns autores, o ideal seria que o enxerto ósseo autógeno, 

retirado de qualquer área doadora, fosse imediatamente colocado no leito 

receptor.9,13,15,18,21,23 Contudo, nas extensas reconstruções maxilofaciais, sejam voltadas 

ou não para a posterior instalação de implantes osseointegráveis, torna-se muito difícil 

fazer a remoção do enxerto concomitantemente ao acesso e preparo do leito receptor, 

portanto, fica claro que este enxerto ósseo deverá ser armazenado de alguma forma, 

por certo período de tempo, que poderia variar de minutos a horas.5,9,18,19  

Pouco se conhece sobre a influência do tipo de armazenamento temporário do 

enxerto ósseo autógeno no processo de incorporação e remodelação óssea. Alguns 

pesquisadores têm sugerido que a viabilidade dos osteócitos19,21,22,26 e 

osteoblastos13,15,22,26 diminui com o passar do tempo, fato este que pode ser minimizado 

quando este tecido é mantido em um adequado meio de 

armazenamento.5,9,13,15,18,19,21,22,26 

Com o intuito de simular o que ocorre durante a maioria dos procedimentos que 

utilizam enxertos ósseos autógenos, foi utilizada, neste estudo, a temperatura ambiente 

da sala cirúrgica para armazenar todos os enxertos removidos da calota craniana. 

Sugere-se que a temperatura do meio de armazenamento poderia exercer influência 

sobre a viabilidade das células.13 Contudo, Gray e Elves27 não observaram diferenças 
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na viabilidade celular após armazenar enxertos ósseos por 4 horas sob a temperatura 

de 4, 25 ou 37 oC. Tanaka22 também não verificou diferenças quando analisou a 

expressão de proteínas no enxerto ósseo armazenado em meio seco a temperatura 

ambiente e resfriado a 3 oC. Já McAnulty18 observou uma maior quantidade de células 

viáveis dos enxertos ósseos quando armazenados em soluções resfriadas a 2 oC. 

Quando avaliado a espessura do ângulo mandibular com o enxerto fixado, nos 

mais diversos períodos e grupos, foi constatado que o comportamento do enxerto no 

decorrer dos períodos não demonstrou variação significativa, apesar do enxerto 

mantido em meio seco apresentar um maior índice de reabsorção no período de 60 

dias. Este fato pode ser explicado pela condição isquêmica que as células do enxerto 

foram submetidas, retardando consideravelmente a taxa de revascularização e 

alterando a remodelação de todo o enxerto ósseo.7,16 

A análise histométrica da área e extensão linear de neoformação óssea entre o 

enxerto e o leito receptor só pôde ser realizada nos períodos iniciais de 7 e 15 dias, em 

virtude de que no período de 30 e 60 dias ser impossível delimitar a interface entre o 

enxerto ósseo e o leito receptor, principalmente no grupo do enxerto imediato. 

Neste trabalho não foi observado nenhuma alteração significativa na formação 

de trabéculas ósseas na interface do enxerto e leito receptor em relação aos grupos 

nos mesmos períodos de 7 e 15 dias, apesar de numericamente o enxerto imediato e o 

armazenado em soro fisiológico apresentarem os melhores resultados de neoformação 

óssea em relação ao enxerto mantido em meio seco. Este tipo de comportamento foi 

constatado por diversos estudos in vitro que evidenciaram uma maior viabilidade e 

metabolismo celular nos grupos de enxerto imediato em relação aos mais variados tipos 

de armazenamento.13,18,19,21,22 

Apesar da similaridade dos resultados quantitativos, no que se refere à interface 

entre o enxerto e o leito receptor para todos os grupos, as diferenças do ponto de vista 

reparacional foram bastante significativas quando considerado a análise de todo o 

enxerto e interface. 

O enxerto imediato, o armazenado em solução fisiológica e em solução de Euro 

Collins® apresentaram consideráveis quantidades de vasos sanguíneos neoformados 

adentrando na superfície inferior do fragmento em meio a canais de nutrição e início de 
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atividade osteogênica, observados nos períodos iniciais de avaliação, estes fatos 

condizem com achados literários que mencionam que os canais vasculares pré-

existentes são penetrados por vasos sanguíneos e células reabsortivas, o que permite 

a revascularização do tecido e posterior substituição óssea.25,28,29 Entretanto, no grupo 

em que o enxerto foi armazenado em meio seco, a revascularização foi menos 

expressiva, confirmando as afirmações de Albrektsson16 que o trauma cirúrgico 

promove um reparo deficiente e lento, já na fase inicial de revascularização, e tende a 

persistir por tempos tardios. 

Segundo Mayer6, Albrektsson,28,29 e Gordh e Alberius30 a formação óssea é 

conduzida por células sobreviventes do enxerto e pela habilidade da matriz óssea em 

induzir diferenciação de células osteoprogenitoras na área receptora. Outros autores 

acrescentam ainda que a ausência de osteócitos no enxerto possivelmente não 

interfere com a capacidade osteocondutora do enxerto, mas compromete a 

osteoindução e aumenta o índice de reabsorção do enxerto.7,31,32 Partindo desta 

premissa, muitos trabalhos têm avaliado a viabilidade dos enxertos ósseos, 

armazenados das mais diversas formas, através da morfologia e da quantidade de 

osteócitos presentes no enxerto.19,21,22,26 Neste trabalho apesar de não ter sido 

realizada a contagem de osteócitos, pode-se observar a perda de vitalidade óssea em 

todos os grupos, demonstrada pelas lacunas vazias dos osteócitos. Esta alteração foi 

mais evidente no grupo em que o enxerto ósseo foi armazenado em meio seco, até 

mesmo no período mais tardio de 60 dias. 

A marcação de proteínas observadas durante a análise imunoistoquímica 

fornece importantes informações a respeito do comportamento celular, de acordo com a 

expressão de cada proteína envolvida no metabolismo ósseo durante o processo de 

reparo.7,22,25 

Apesar de não ter sido comprovado diferença estatisticamente significante entre 

os grupos estudados, quando observados no mesmo período, houve uma maior 

imunomarcação para TRAP e OC verificada no grupo do enxerto realizado 

imediatamente após a sua remoção, fato este que confirma uma dinâmica mais 

acentuada do processo de reparo neste grupo, uma vez que caracteriza a maior 
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presença de reabsorção e deposição mineral através da expressão celular, 

respectivamente. 

Não se procedeu à análise imunoistoquímica no período de 60 dias, em virtude 

da dificuldade encontrada de delimitar a exata região do enxerto, principalmente no 

caso do enxerto imediato, que se apresentava em fase avançada de remodelação. 

Apesar da solução de Euro Collins® ser utilizada como meio de estocagem 

hipotérmica de órgãos, antes do transplante, e mantê-los viáveis por longos períodos e 

ainda manter a viabilidade das células do enxerto ósseo autógeno em índices de 

72,6%18 por até 30h,22 neste trabalho apresentou comportamento, frente ao processo 

de reparo ósseo, muito semelhante a solução fisiológica em todos os períodos 

analisados. Este fato poderia ser explicado pelo pouco tempo de armazenamento 

temporário utilizado, uma vez que a solução fisiológica mantém taxas de viabilidade 

celular muito próxima a solução de Euro Collins® em curto período de tempo.18 

Assim, os resultados obtidos neste trabalho experimental reafirmam a maioria 

das pesquisas com relação à inferioridade do processo de reparo do enxerto autógeno 

armazenado em meio seco, quando em comparação com o enxerto autógeno realizado 

imediatamente após a sua remoção e até mesmo aqueles armazenados em solução 

fisiológica e de Euro Collins®.5,9,13,15,18,19,21,22 
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6 Conclusão6 Conclusão6 Conclusão6 Conclusão    
 

 Com base nos resultados observados a partir das condições metodológicas 

experimentais deste trabalho, torna-se possível concluir que: 

 

 - A solução fisiológica e de Euro Collins® utilizadas como meio de 

armazenamento temporário por 2 horas, demonstraram influenciar de forma semelhante 

na biocompatibilidade do enxerto ósseo autógeno, apresentando uma dinâmica no 

processo de reparo muito próxima a do enxerto realizado de forma imediata. 

 - O grupo do enxerto ósseo armazenado em meio seco mostrou deficiência no 

processo de remodelação, apesar de estar incorporado. 
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FigurasFigurasFigurasFiguras 

 

 

 
Figura 01 

A. Remoção dos enxertos ósseos autógenos da calota craniana com trefina; 
B. Enxerto ósseo autógeno armazenado em cuba metálica estéril; 
C. Preparo do leito receptor com uma leve decorticação; 
D. Fixação do enxerto ósseo autógeno no ângulo mandibular esquerdo com parafuso de titânio. 

 

 
 Figura 02 

A. Esquema comparativo do enxerto e guia cirúrgico evidenciando o local de medição; 
B. Guia cirúrgico posicionado sobre o enxerto ósseo já fixado, notar posicionamento das 

marcações e relação ao formato cruciforme da cabeça do parafuso de fixação. 
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Figura 03 
A. Grupo enxerto imediato 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR). 

Tecido osteóide na interface em meio a tecido conjuntivo (seta);  
B. Grupo meio seco 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR), com 

presença de tecido conjuntivo na interface. Região do enxerto sem viabilidade celular (setas);  
C. Grupo soro fisiológico 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR), 

exibindo trabéculas ósseas neoformadas na interface em meio a tecido conjuntivo (setas); 
D. Grupo Euro Collins® 7 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR), 

evidenciando trabéculas ósseas neoformadas na interface em meio a tecido conjuntivo (seta). 
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Figura 04 

A. Grupo enxerto imediato 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR). 
Trabéculas ósseas mais espessas na interface e pontos de revascularização (setas);  

B. Grupo meio seco 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR), com 
presença trabéculas ósseas delgadas e tecido conjuntivo na interface. Notar lacunas dos 
osteócitos vazias (setas);  

C. Grupo soro fisiológico 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR), 
exibindo delgadas trabéculas ósseas neoformadas na interface em meio a tecido conjuntivo 
(seta); 

D. Grupo Euro Collins® 15 dias – HE 160X. Enxerto (EN) posicionado sobre o leito receptor (LR), 
evidenciando delgadas trabéculas ósseas neoformadas na interface em meio a tecido conjuntivo 
(seta). 
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Figura 05 

A. Grupo enxerto imediato 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado ao leito receptor (LR), com 
presença de trabéculas ósseas espessas na interface (seta);  

B. Grupo meio seco 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) parcialmente incorporado ao leito receptor 
(LR), com presença de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea na interface. Região do 
enxerto sem viabilidade celular (setas);  

C. Grupo soro fisiológico 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado ao leito receptor (LR), 
exibindo trabéculas ósseas bem desenvolvidas na interface em meio a pouco tecido conjuntivo 
(seta); 

D. Grupo Euro Collins® 30 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado ao leito receptor (LR), 
evidenciando trabéculas ósseas extensas na interface em meio a pouco tecido conjuntivo (seta). 
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Figura 06 

A. Grupo enxerto imediato 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado e bem vascularizado ao 
leito receptor (LR);  

B. Grupo meio seco 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado e pouco vascularizado ao leito 
receptor (LR); ainda com presença de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea. Notar a 
presença de lacunas de osteócitos vazias (setas);  

C. Grupo soro fisiológico 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado e vascularizado ao leito 
receptor (LR), exibindo poucas áreas de tecido conjuntivo sem diferenciação óssea (seta); 

D. Grupo Euro Collins® 60 dias – HE 160X. Enxerto (EN) incorporado e vascularizado (seta) ao leito 
receptor (LR). 
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Figura 07 
A. Grupo enxerto imediato – 30 dias 160X. Marcação imunoistoquímica hiper positiva para a OC 

(setas); 
B. Grupo meio seco – 15 dias 160X. Marcação imunoistoquímica positiva para a OC (setas); 
C. Grupo soro fisiológico – 30 dias 160X. Marcação imunoistoquímica super positiva para OC (setas); 
D. Grupo Euro Collins® – 30 dias 160X. Marcação imunoistoquímica super positiva para OC (setas). 
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Figura 08 
A. Grupo enxerto imediato – 30 dias 160X. Marcação imunoistoquímica para a TRAP. Poucos 

osteoclastos marcados (setas); 
B. Grupo meio seco – 30 dias 160X. Marcação imunoistoquímica para a TRAP. Pouca evidência de 

osteoclastos marcados (setas); 
C. Grupo soro fisiológico – 15 dias 160X. Marcação imunoistoquímica para a TRAP. Grande 

quantidade de osteoclastos marcados (setas); 
D. Grupo Euro Collins® – 15 dias 160X. Marcação imunoistoquímica para a TRAP. Grande qunatidade 

de osteoclastos marcados (setas). 
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TabelasTabelasTabelasTabelas 

 
 
 
 

Tabela 1- Valores (mm) e desvio padrão da espessura óssea do rebordo com o enxerto fixado, durante o 
período trans-operatório (inicial) e pós-operatório (final). 

(a) Diferença entre espessura óssea inicial e final, no mesmo grupo e período, p<0,001 e (b) p<0,05 – 
ANOVA – teste t. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto 
armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 

 
 
 
 
 

Tabela 2- Valores (mm) e desvio padrão da variação da espessura óssea do rebordo com o enxerto 
fixado, entre o momento trans-operatório (inicial) e pós-operatório (final). 

 

 

 

 

 

(a) Diferença, dentro de um mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,001. (b) Diferença, dentro 
de um mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,05. (c) Diferença, dentro de um mesmo grupo, 
entre os períodos assinalados, p<0,05.  Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparação 
múltipla de Dunn. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto 
armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Grupo  
Período  

7 dias  15 dias  30 dias  60 dias  
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

G1 1,64±0,40 1,96±0,36 1,50±0,16 2,06±0,15a 2,00±0,31 2,02±0,32 2,40±0,23 2,02±0,25b 
G2 2,10±0,25 2,12±0,18 1,74±0,11 1,86±0,11 2,10±0,07 1,90±0,25 2,42±0,36 1,66±0,70 
G3 1,82±0,18 1,96±0,23 1,52±0,29 1,94±0,44 2,02±0,11 1,90±0,12 1,88±0,24 1,62±0,16 
G4 1,90±0,25 2,00±0,25 1,80±0,19 2,32±0,51 1,84±0,09 1,62±0,28 2,02±0,11 1,48±0,19a 

Grupo  
Período  

7 dias  15 dias  30 dias  60 dias  
G1 0,12±0,52 0,52±0,15a 0,02±0,28 -0,38±0,11a 
G2 0,02±0,26b 0,12±0,15a -0,20±0,22 -0,76±0,38ab 
G3 0,14±0,11 0,42±0,39b -0,12±0,18 -0,26±0,23b 
G4 0,28±0,36b 0,52±0,55c -0,22±0,33 -0,54±0,19bc 
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Tabela 3 - Valores (%) e desvio padrão da área de neoformação óssea na interface entre o leito receptor 
e o enxerto. 

 

 

 

 

 

(a) Diferença, dentro de um mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,0001 – ANOVA – teste t. 
G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto armazenado em solução 
fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 

 
 
 
 

Tabela 4 - Valores (%) e desvio padrão do perímetro de osso neoformado na interface entre o leito 
receptor e o enxerto. 
 

 

 

 

 

(a) Diferença, dentro de um mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,0001 – ANOVA – teste t. 
(b) Diferença, dentro de um mesmo período de observação, entre os grupos assinalados, p<0,05 – 
ANOVA – teste t. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto 
armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 
 

 

 

Grupo  
Período  

7 dias  15 dias  
G1 4,09±2,06 35,50±1,60a 
G2 3,78±3,54 28,43±3,66a 
G3 5,78±2,05 29,43±5,66a 
G4 3,99±0,44 28,17±5,89a 

Grupo  
Período  

7 dias  15 dias  
G1 7,45±3,06 34,10±2,99ab 
G2 5,52±4,12 28,20±4,50a 
G3 8,73±1,56 28,92±3,52a 
G4 6,07±0,70 25,93±3,88ab 
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Gráfico 1 - Valores (mm) e desvio padrão da espessura óssea do rebordo com o enxerto fixado, durante o 
período trans-operatório (inicial) e pós-operatório (final), de acordo com os grupos e períodos. (a) 
Diferença entre espessura óssea inicial e final, no mesmo grupo e período, p<0,001 e (b) p<0,05 – 
ANOVA – teste t. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto 
armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 
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Gráfico 2 - Valores (mm) e desvio padrão da variação da espessura óssea do rebordo com o enxerto 
fixado, entre o momento trans-operatório (inicial) e pós-operatório (final). (a) p<0,001. (b) p<0,05. (c) 
p<0,001. (d) p<0,05. (e) p<0,05. (f) p<0,05. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio 
seco, G3 – enxerto armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro 
Collins®. 
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Gráfico 3 - Valores (%) e desvio padrão da área de neoformação óssea na interface entre o leito receptor 
e o enxerto. (a) Diferença, dentro de um mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,0001 – 
ANOVA – teste t. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto 
armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 
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Gráfico 4 - Valores (%) e desvio padrão do perímetro de neoformação óssea na interface entre o leito 
receptor e o enxerto. (a) Diferença, dentro de um mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,0001 
– ANOVA – teste t. (b) Diferença, dentro de um mesmo período de observação, entre os grupos 
assinalados, p<0,05 – ANOVA – teste t. G1 – enxerto imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, 
G3 – enxerto armazenado em solução fisiológica e G4 – enxerto armazenado em solução de Euro 
Collins®. 
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Gráfico 5 – Medianas da positividade para OC (%) e seu valor máximo e mínimo. G1 – enxerto imediato, 
G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto armazenado em solução fisiológica e G4 – 
enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 
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Gráfico 6 – Número de marcações positivas para TRAP e seu desvio padrão. (a) Diferença, dentro de um 
mesmo grupo, entre os períodos assinalados, p<0,001 – ANOVA – teste t. (b) Diferença, dentro de um 
mesmo período de observação, entre os grupos assinalados, p<0,05 – ANOVA – teste t. G1 – enxerto 
imediato, G2 – enxerto armazenado em meio seco, G3 – enxerto armazenado em solução fisiológica e 
G4 – enxerto armazenado em solução de Euro Collins®. 

 

a 

b 

b 



67 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AnexoAnexoAnexoAnexossss 



68 
 

ANEXO ANEXO ANEXO ANEXO AAAA    ––––    Certificado da Comissão de Certificado da Comissão de Certificado da Comissão de Certificado da Comissão de 

Ética naÉtica naÉtica naÉtica na    Experimentação Animal (CEEA)Experimentação Animal (CEEA)Experimentação Animal (CEEA)Experimentação Animal (CEEA)    
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ANEXO ANEXO ANEXO ANEXO BBBB    ––––    Normas Normas Normas Normas da revista da revista da revista da revista The The The The 
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ANEXO ANEXO ANEXO ANEXO CCCC    ––––    Ilustração da fase cirúrgicaIlustração da fase cirúrgicaIlustração da fase cirúrgicaIlustração da fase cirúrgica 

 

  
 
 
 
 
 

   
 
 
 
 

Figura 09 – Incisão de 2 cm na região fronto-
parietal. 

Figura 10 – Acesso à região parietal (área 
doadora). 

Figura 11 – Remoção do enxerto com uso de 
trefina. 

Figura 12 – Remoção do enxerto ósseo 
autógeno de calota craniana bilateralmente. 
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Figura 13 – Descolamento delicado da dura 
máter, visando à remoção do enxerto. 

Figura 14 – Exposição da dura máter após a 
remoção do enxerto. 

Figura 17 – Enxerto ósseo acondicionado em 
cuba metálica estéril (meio seco). 

Figura 18 – Ponto de referência para 
medição da espessura do enxerto após 
fixado, realizada 1,5 mm da perfuração 
central da cabeça do parafuso. 

Figura 15 – Meio de armazenamento 
temporário utilizado - Solução de Euro Collins®. 

Figura 16 – Meio de armazenamento 
temporário utilizado - Soro fisiológico estéril. 
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Figura 19 – Acesso submandibular lado 
esquerdo. 

Figura 20 – Região de ângulo mandibular 
esquerdo (leitor receptor). 

Figura 21 – Preparo do leito receptor com 
utilização de broca esférica diamantada. 

Figura 23 – Enxerto ósseo posicionado após 
adaptação e fixação com parafuso de titânio no 
ângulo mandibular esquerdo. 

Figura 24 – Parafuso de titânio utilizado para 
fixação dos enxertos ósseos. 

Figura 22 – Leito receptor após leve 
decorticação. 
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Figura 25 – Medição da espessura do ângulo 
mandibular esquerdo após a fixação do enxerto 
ósseo autógeno de calota craniana. 

Figura 26 – Drogas utilizadas para sedação – 
Cloridrato de Cetamina e Xilazina. 

Figura 27 – Antibiótico administrado no pós-
operatório dos animais – Pentabiótico. 

Figura 28 – Analgésico administrado no pós-
operatório dos animais – Dipirona sódica. 



78 
 

ANEXO ANEXO ANEXO ANEXO D D D D ––––    Ilustração da Análise Ilustração da Análise Ilustração da Análise Ilustração da Análise 
HistométricaHistométricaHistométricaHistométrica    (ár(ár(ár(áreaeaeaea))))    

 

 
 
 
 

 

Figura 29 – Imagem da extensão total do enxerto sobre o leito receptor - 
Programa Imagelab 2000. 

Figura 30 – Seleção de toda a interface entre o enxerto e o leito receptor, 
através da ferramenta “selecionar região”. 
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Figura 31 – Cálculo da região selecionada, através da ferramenta “cálculo de 
regiões”. 

Figura 32 – Planilha evidenciando a soma total da área selecionada, através da 
ferramenta “planilha de cálculo”. 
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Figura 33 – Seleção e cálculo das regiões de neoformação óssea na interface 
entre o enxerto e o leito receptor. 

Figura 34 – Planilha evidenciando a soma das áreas onde ocorreu neoformação 
óssea na interface entre o enxerto e o leito receptor. 
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Figura 35 – Planilha na qual os dados obtidos foram digitados (Programa 
Excel). 
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ANEXO EANEXO EANEXO EANEXO E    ––––    Ilustração da Análise Ilustração da Análise Ilustração da Análise Ilustração da Análise 
HistométricaHistométricaHistométricaHistométrica    (perímetro)(perímetro)(perímetro)(perímetro)    

 

 
 
 
 

 

Figura 36 – Imagem da extensão total do enxerto sobre o leito receptor - 
Programa Imagelab 2000. 

Figura 37 – Seleção de toda a extensão do enxerto voltada para o leito 
receptor. 
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Figura 38 – Cálculo do perímetro de toda a extensão selecionada, através da 
ferramenta “planilha de cálculo”. 

Figura 39 – Seleção da extensão linear apenas das trabéculas ósseas 
formadas do enxerto em direção ao leito receptor. 
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Figura 40 – Cálculo do perímetro apenas das trabéculas ósseas formadas do 
enxerto em direção ao leito receptor, através da ferramenta “planilha de 
cálculo”. 

Figura 41 – Planilha na qual os dados obtidos foram digitados (Programa 
Excel). 
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ANEXO FANEXO FANEXO FANEXO F    ––––    InstruInstruInstruInstruções de Uso ções de Uso ções de Uso ções de Uso ––––    Solução Solução Solução Solução 

Euro CollinsEuro CollinsEuro CollinsEuro Collins®®®®    
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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