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Matsubara FMB. Avaliacdo histomorfométrica do enxerto de tecido adiposo no reparo de
defeitos de deiscéncia ao redor de implantes dentarios em tibias de coelhos. [Dissertagdo de
Mestrado]. Curitiba: Universidade Positivo; 2010.

RESUMO

A ocorréncia de deiscéncia 6ssea na parede vestibular € um achado freqiiente quando
se instala implantes dentarios imediatos ou ndo. Entre as técnicas cirlrgicas propostas na
literatura estdo a utilizacdo da Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) e 0 uso de enxertos 6sseos
para tratar estes tipos de defeitos 6sseos. Uma opcao para o tratamento de deiscéncias é o
possivel uso de células-tronco adultas oriundas de tecido adiposo devido a sua capacidade de
se diferenciar em osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos e células musculares. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar histomorfometricamente o reparo dsseo de deiscéncias, criados
cirurgicamente ao redor de implantes e tratados com 0sso autdgeno e enxerto de tecido
adiposo. Defeitos dsseos mimetizando deiscéncias periimplantares de 3 mm de largura e 5
mm de altura foram criados em tibias de 18 coelhos, seguido da instalacdo de implantes de 3,3
mm x 85 mm. Apds 90 dias por meio de andlise histoldgica e histomorfometrica foi
mensurada a porcentagem de contato osso-implante e a area 6ssea dentro dos limites das
roscas dos implantes. Diferencas foram observadas somente nos resultados do percentual de
contato osso-implante. Os grupos do tecido adiposo (TA) e do grupo controle (C) foram
similares, enquanto o grupo do 0sso autdgeno (OA) teve um maior percentual de contato, com
diferenca estatistica significante. Pode-se concluir que o 0sso autdégeno (OA) apresentou
melhores resultados e no grupo do tecido adiposo (TA) houve uma heterogeneidade, houve

grandes areas de 0sso medular mas também haversianas.

Palavras Chave: tecido adiposo, regeneracdo 0ssea, implantes dentarios.
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Matsubara FMB. Histomorphometric evaluation of adipose tissue graft in the repair of
dehiscence defects around dental implants in the rabbits tibiae. [Dissertacdo de Mestrado].
Curitiba: Universidade Positivo; 2010.

ABSTRACT

The occurrence of bone dehiscence of the buccal wall is a frequent outcome during immediate
or not immediate dental implants installation. Among literature surgical techniques, the
guided bone regeneration (GBR) and various bone grafts are described in the treatment of this
type of defect. Another option for the treatment of bone dehiscence may seem to be the
application of stem cells from adipose tissue, due to their ability to differentiate into
osteoblasts, condrocytes, adipocytes and muscle cells. The objective of this present research
was to assess by histomorphometry the repair of bone dehiscence surgically created around
dental implants placed in the rabbit tibiae, and treated with bone autograft or adipose tissue
autograft. Surgical bone dehiscences of 3 mm width and 5 mm height were created after the
perforation for the installation of 3.3 mm x 8.5 mm dental implants, at the right and left tibiae
of 18 animals. Randomized treatments of blood clot (C), bone (OA) and adipose tissue (TA)
autografts were applied. The groups of adipose tissue (TA) and the control group (C) were
similar, while the autogenous bone group (OA) had an increase in the percentage of contact,
with statistically significant differences. It can be concluded that autogenous bone (OA) had
better results and in the TA group there was a heterogenicity, with large areas of a medullary

bone and also a haversian one.

Key words: adipose tissue, bone regeneration, dental implants.
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1. INTRODUCAO

Defeitos de deiscéncia, fenestracdo e outros tipos de defeitos 0sseos periimplantares

sdo achados comuns durante a instalacdo de implantes dentéarios.

Nesses casos pode-se utilizar procedimentos que visam recuperar a quantidade e a
qualidade Gssea da area, como a técnica da Regeneracio Ossea Guiada (ROG), o uso de
biomateriais ou enxertos 6sseos. Para promover a ROG, pode-se utilizar membranas
absorviveis ou ndo-absorviveis, em associacdo com uma variedade de materiais de enxerto
como 0 0sso autdgeno, alégenos, xendgenos e materiais aloplasticos (Chiapasco e Zaniboni,

2009).

Uma nova alternativa de tratamento € a utilizacdo de enxerto de tecido adiposo. Esta é
uma fonte de células-tronco mesenquimais (CTMs) com potencial para engenharia tecidual.
Caracterizam-se por apresentar uma taxa elevada de amplificacdo e potencial de diferenciacao
em linhagens de tecido mesenquimal incluindo osso, cartilagem, gordura, tenddo, masculo

(Weinzierl et al., 2006).

A obtencdo do tecido adiposo em modelo experimental pode ser facilmente obtida
devido ao acesso e a quantidade desse tecido em dorso de coelhos brancos como proposto no
estudo de Torres et al.(2007). O tecido adiposo como material para promover o reparo 6sseo
estd sendo pesquisado em modelo experimental. No entanto, ndo ha relatos do uso deste

tecido no tratamento de fenestracOes e deiscéncias 0sseas ao redor de implantes dentarios.



Assim, o objetivo deste estudo foi de avaliar o reparo 6sseo por meio da verificacdo
histomorfométrica do contato osso-implante apos o periodo de 90 dias de cirurgia, em que

foram realizados os tratamentos de enxertia com o tecido adiposo e 0sso autégeno.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Defeito 0sseo, regeneracao 0ssea e materiais de enxertia dssea

Podem ocorrer algumas situacdes no que se refere a perda 6ssea durante a instalacéo
dos implantes dentarios ou no mesmo momento da preparacdo 6ssea do sitio receptor de
implantes. Dentre elas, a presenca de diferentes tipos de defeitos 6sseos periimplantares. Os
defeitos deiscéncia ou fenestracdo da parede Ossea podem ocorrer, além dos problemas
anteriormente citados, mas também como conseqiiéncia de extracdo dentaria (Casati et al.,
2002; Araujo e Lindhe, 2005).

Diferentes procedimentos cirargicos e diversos materiais podem ser utilizados para
alcancar o reparo 6sseo como é o caso da Regeneracdo Ossea Guiada (ROG). Essa técnica
utiliza barreiras para criar um espaco ao redor dos defeitos permitindo a regeneracdo 0ssea
sem a competicdo de outros tecidos (Casati et al., 2002).

Moses et al. (2005), relataram apds o estudo em pacientes, que as membranas podem
ser utilizadas antes, durante ou apds a instalacdo de implantes dentarios. Os autores tiveram o
intuito de verificar a resposta dssea cicatricial 6ssea e de tecido mole em defeitos de
deiscéncia vestibular de vérias dimensdes ao redor de implantes. Foram utilizados 2 grupos
de membranas de colageno (Ossis® e Bio-Gide®) e 1 de politetrafluoretileno expandido
reforcado com titanio (e-PTFE), Gore-Tex®. Os implantes foram instalados, seguido da
insercdo do material de enxerto 6sseo (0sso autégeno misturado com 0sso bovino mineral) e
posteriormente a colocacdo da membrana. Na maioria houve exposicdo prematura da
membrana. Durante a cirurgia e no segundo estagio cirdrgico foram realizadas as medidas da
altura e da largura do defeito Osseo. Quando varios implantes foram instalasdos

simultaneamente foram realizadas as médias de altura e largura. Os resultados encontrados
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pelos autores ndo tiveram diferencas estatisticas significantes na reducdo da area do defeito
que teve uma porcentagem média de 92,2 + 13,78% no grupo Ossis®; 94,6 £ 6,69% no grupo
Bio-Gide® e 97,3 + 4,91 no grupo da membrana de e-PTFE. A reducdo da altura foi de 81,6 +
23,19%; 854 + 12,26% e 93,4 £ 9,39%, respectivamente. Houveram diferencas
estatisticamente significantes nos grupos em que houve exposicdo prematura da membrana.
Com exposicdo prematura da membrana os resultados foram de 91,5 + 10,86% no grupo
Ossis®; 71,5 + 8,61% Bio-Gide® e 73,7 £ 13,97%. No que se refere a reducao do defeito em
altura, nos casos em que apresentam exposicao da membrana, foi respectivamente de 76,4 +
18,28%; 53,4 + 9,86% e 49,4 £ 11,05%. Apds a verificacdo morfométrica pdde-se concluir
que as exposi¢cdes prematuras das membranas usadas em ROG e dos implantes resultaram em
diminuicdo da formacéo dssea. Deve-se considerar que as membranas de colageno pareceram
capazes de servir de suporte para a cicatrizacdo gengival, mesmo com exposicdo da

membrana, sendo sua utilizagdo muito vantajosa em procedimentos de ROG.

Hassan et al. (2008), verificaram os resultados do reparo 6sseo em 2 grupos de
pacientes. O primeiro grupo recebeu o implante dentario imediato e juntamente a enxertia
com 0sso autdgeno, que foi coletado durante a preparacdo do sitio do implante e o segundo
grupo recebeu o implante juntamente com o biomaterial sintético (Polimero de acido
poliglicdlico polilatico absorvivel sintético). Em situacdes em que o defeito 6sseo era de
deiscéncia vestibular foram utilizadas membranas ndo-absorviveis. Foram realizadas as
radiografias periapicais em 3, 6, 9 e 12 meses apos a cirurgia para a analise dos resultados por
meio da densidade em pixels, em todas essas fases do estudo. As imagens radiograficas foram
digitalizadas num scanner em 600 dpi, foram posteriormente salvas no formato TIFF e a
densidade dssea foi mensurada por meio de um programa de andlise de imagens. Os

resultados encontrados no grupo em que foi utilizado o o0sso autdgeno em 3 meses (em pixels)
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foram de 101,49 £ 10,28, enquanto no grupo de 12 meses foi de 129,56 + 10,29. No grupo em
que foi utilizado o biomaterial sintético os resultados encontrados foram de 92,89 + 16,32 em
3 meses enquanto que em 12 meses foi de 107,66 = 13,13. Houveram diferencas estatisticas
significantes em 6, 9 e 12 meses. No grupo em que foi utilizado o osso autégeno houve uma
diminuicdo na perda 6ssea marginal quando comparado com os resultados encontrados no
grupo em que foi utilizado material sintético, devido a capacidade do 0sso autdgeno em
manter a estrutura 0ssea e a atividade osteogénica.

Materiais xen6genos podem ser uma alternativa quando se pretende regenerar tecido
0sseo. Siciliano et al. (2009), em um estudo clinico de 12 meses em 30 implantes dentéarios,
observaram a regeneracdo 0ssea na deiscéncia da parede vestibular em locais cicatrizados e
ndo cicatrizados. Utilizaram como grupo teste os molares em que foram realizadas as
extracOes dentarias associadas com o defeito 6sseo vestibular (> 3mm de altura e largura),
seguida da instalacdo do implante. Os defeitos dsseos marginais entre os implantes e as
paredes Osseas internas foram tratados com particulas de o0sso bovino desmineralizado
associado a membrana colagena absorvivel. O grupo controle foi nas regides dos molares sem
defeito 6sseo vestibular, com cicatrizacdo de 6 meses ap0s a extracdo para posterior instalacao
dos implantes em locais cicatrizados. Os resultados encontrados foram estatisticamente
significantes, sendo que em locais cicatrizados o reparo 6sseo da deiscéncia apresentou-se
melhor (p < 0.05) quando comparado com locais néo cicatrizados, além de os resultados néo

mostrarem uma completa osseointeingracao.

Gurgel et al. (2007), em um estudo experimental em cachorros, realizaram a extracao
dentaria dos pré-molares inferiores (p2, p3, p4) e do primeiro molar inferior. Apos a
cicatrizagdo 0ssea de 3 meses foram confeccionados, com broca conica em alta rotagéo, 2

defeitos 0sseos de deiscéncia com as dimensdes de 4 mm de largura x 5 mm de altura na face
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vestibular. Em seguida os implantes de 4 mm x 8,5 mm foram instalados e estes foram
divididos de forma randomizada, sendo que cada defeito recebeu 1 dos 4 tratamentos. Foi
colocado diretamente no defeito 6sseo PRP (Plasma Rico em Plaquetas) como grupo 1,
membrana de e-PTFE como grupo 2, membrana (e-PTFE) + PRP como grupo 3 € no grupo
controle, grupo 4, ndo foi utilizado nenhum material, nem PRP e nem membrana. Apds o
periodo de 3 meses as amostras foram verificadas histologicamente e foi observado que 0s
grupos em que foi utilizado o PRP e no grupo controle ndo houveram respostas satisfatorias
no reparo 6sseo, no entanto no grupo em que foi utilizada a membrana houve a neoformacéo
0ssea. Histomorfometricamente foi verificado que o contato osso-implante foi maior no grupo
em que foi utilizada a membrana, tendo como resultado de 40,86 + 22,73, enquanto no grupo
em que foi utilizada a membrana e PRP foi de 39,7 £ 23,52, seguido de 17,63 + 17,73 no
grupo de PRP, seguido de 16,52 + 15,96 no grupo controle. Foi concluido que o uso de PRP
ndo apresentou resultados adicionais na regeneracdo 0Ossea em deiscéncia ao redor de

implantes dentéarios.

Akagawa et al. (2009), em um estudo experimental em cachorros, afirmaram que a
quantidade insuficiente de 0sso nas paredes vestibular ou lingual (fenestracdo) pode
comprometer a fungdo em implantes dentarios e quando perdida a parede vestibular pode
inclusive comprometer a estética. O objetivo foi de estudar a regeneracdo Ossea em
fenestracdes ao redor de implantes dentéarios com a utilizacdo de bFGF (fator de crescimento
fibroblastico) e alguns complexos de gelatina hidrogel. Apos a extracdo dos pré-molares (p1,
p2, p3 e p4) foi esperado o periodo de 3 meses de cicatrizagdo 0ssea para 0 preparo do sitio
receptor dos implantes e instalagdo dos mesmos. Para tal estudo foi confeccionado defeitos
0sseos mimetizando defeitos de fenestragdo com 3 mm de diametro e 4 mm de profundidade

na parede vestibular, para expor as 4 roscas dos implantes. Posteriormente foram preenchidas
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as roscas expostas dos implantes com Complexo | (rdpida degradacdo), Complexo Il e
Complexo 11 (lenta degradacéo) sem a utilizacdo de membrana. Apds o periodo de 4 semanas
0s cdes foram submetidos a eutanésia e os blocos 0sseos foram corados com azul de toluidina.
Os espécimes foram analisados histologicamente em microscépio de luz e analisados
histomorfometricamente pela distancia entre o ponto mais baixo do defeito que foi preparado
e 0 ponto mais alto do 0sso regenerado. Os resultados histoldgicos encontrados foram que
houve contato direto entre osso-implante e ndo houve a presenca de tecido fibroso nessa
interface. O grupo do complexo Il houve a presenca 6ssea nas roscas que foram expostas,
seguida do complexo Il que tiveram a maioria das roscas com o preenchimento 6sseo, seguido
do grupo do complexo | que tiveram o preenchimento 6sseo em poucas roscas. Na verificacao
histomorfométrica os resultados encontrados foram de 2,36 + 0.11 (complexo I11) seguido de
2,03 £ 0,40 (complexo 1) e 1,55 £ 0,36 (complexo I). Foi concluido que o uso de bFGF com
tipo de degradacdo lenta e complexo de gelatina podem acelerar a regeneracdo 0ssea ao redor
de implantes fenestrados.

Casati et al. (2002), realizaram um estudo em cachorros e realizaram a extracdo dos
pré-molares inferiores (p2, p3 e p4) e do primeiro molar inferior. Em seguida foi esperado um
periodo de 3 meses de cicatrizacdo e foram confeccionados por meio de osteotomias 0s
defeitos deiscéncia da tabua 6ssea vestibular (3,5 mm x 5,0 mm) e posteriormente foi inserido
o implante (3,75 x 8,5 mm). Os defeitos foram tratados de maneira randomizada, utilizando
matriz de esmalte contendo amelogenina (EMD); membrana bioabsorvivel a partir de um
copolimero sintético do &cido glicolico e do acido latico, EMD + membrana e grupo controle
(sem EMD e sem membrana) com o objetivo de verificar a resposta 6ssea. Ap0s 2 meses,
mais 4 defeitos 6sseos foram criados e tratados. Apds 3 meses, as amostras foram removidas,

fixadas e descalcificadas e cortadas no sentido vestibulo lingual e coradas com azul de



toluidina. E seguida as amostras foram submetidas a avaliacdo histométrica por um
microscopio associado a uma camera de video e um software para verificar a porcentagem de
0sso neoformado no contato osso-implante. Os resultados encontrados foram sem diferencas
significativas entre os grupos, apos 1 més ndo apresentou diferencas estatisticamente
significantes no contato osso-implante e na area de 0sso novo. Apos o periodo de 3 meses
ndo foi encontrados resultados estatisticamente significantes entre os grupos no que se refere
ao contato osso-implante, apenas o grupo em que foi utilizada a associacdo EMD + membrana
teve um resultado superior, estatisticamente significante quando comparado ao grupo
controle. As éareas de neoformacdo ossea foram de 55,5 + 11,8 (EMD); 53,8 + 16,3
(membrana); 62,1 + 18,4 (EMD + membrana) e 36,9 = 25,1 (controle). Nas observacdes
clinicas, todos os grupos responderam de maneira satisfatoria, sem a formacéo de abscesso,
sem supuracdo e sem exposicdo da membrana. Os autores concluiram com esse estudo que a
associacdo de EMD + membrana pode favorecer a cicatrizacdo 6ssea quando comparado ao

grupo em que ndo foi utilizado nem EMD e nem membrana.

A metodologia do estudo experimental em cachorros de Botticelli et al. (2004), foi a
extracdo do pré-molar e do primeiro molar inferior direito inferior, seguida de um periodo de
3 meses de cicatrizagdo. O local da extracdo foi dividido em 5 grupos: 2 locais como grupo
controle e 3 como grupo teste. Os 5 grupos foram utilizados implantes de 3,3 x 10 mm. No
grupo controle (C1) foi apenas instalado o implante e no outro grupo controle (C2) foi
utilizado na perfuragdo, uma broca a mais que a indicada pelo fabricante (5,3 mm) para a
instalagdo do implante. Consequentemente ocorreu um defeito dGsseo circunferencial ao
implante de 1-1,25 mm de largura e 5 mm de altura. No grupo teste T1 a perfuracdo foi
alargada para 7,3 mm ocasionando uma diferenca circunferencial ao implante de 2-2,5 mm e

5 mm de altura. No grupo teste T2 houve a ampliacdo para 5,3 mm ocasionando um defeito
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circunferencial de 1-1,25 mm de largura e 5 mm de altura e no grupo T3 resultou num defeito
circunferencial de 2-2,5 mm e 5 mm de altura, pois foi alargado para 7,3 mm. Posteriormente
houve a remocdo da parede dssea vestibular com brocas e cinzéis dos grupos T2 e T3 seguido
da instalacdo do implante. O defeito dsseo circunferencial foi em média de 2,9 mm (T2) e 3,4
mm (T3). Foi utilizado nos grupos uma membrana absorvivel, com excecdo do grupo
controle. Foi esperado o periodo de 4 meses e os blocos foram removidos e colocados em
solucdo para fixacdo e cortados com broca diamantada no plano vestibulo lingual. Foi
realizada a reducdo do bloco em 20 um, coloracdo com azul de toluidina e foram visualizadas
em microscopio. Foram avaliadas as regifes vestibular, lingual, distal e mesial, verificando a
distancia entre a margem do implante, o nivel coronal entre o contato osso-implante e a base
do defeito désseo. Os resultados encontrados da andlise histologica foram que em defeitos
0sseos de 4 paredes de 1 mm a 2,25 mm houve o preenchimento 6sseo sem a utilizacdo de
material de enxertia, nos grupos em que foram removidas as paredes vestibular, houve reparo
6sseo na face distal, mesial e lingual, na parede vestibular ndo houve reparo por completo mas

houve nas bordas laterais e apicais do defeito.

2.2. Tecido adiposo e células tronco mesenquimais (CTMSs)

Uma alternativa promissora para 0 reparo e a regeneracdo 0ssea € a utilizacdo do
tecido adiposo. O tecido adiposo apresenta, além dos adipdcitos, as ceélulas-tronco
mesenguimais (CTMs) (Condé-Green et al.,2009).

Em meados dos anos 80, Caplan, comecou a estudar as células adultas progenitoras
multipotentes. Estas células foram nomeadas, células-tronco mesenquimais (CTMSs) devido ao

seu potencial em diferenciar-se em multilinhagens distintas (Caplan, 2009).



As CTMs tém a capacidade de se modificarem e de fornecer a substituicdo de celulas
diferenciadas, ou seja, a capacidade da célula de ser induzida a partir de uma linhagem

especifica, fenébmeno que é também conhecido como plasticidade (Caplan, 2009).

Justesen et al. (2004), avaliaram o potencial de transdiferenciacdo de adipdcitos
extramedulares maduros (subcutédneos) em osteoblastos in vitro e in vivo. Os adipécitos foram
obtidos de pacientes de cirurgia plastica por meio de procedimentos de lipoaspira¢do. O
material lipoaspirado foi submetido a digestdo enzimatica e centrifugacdo. Os adip6citos
foram obtidos da camada superior do material centrifugado e expandidos em meio de cultura.
Apos, os adipocitos foram desdiferenciados em culturas controle por periodos de 1 a 2
semanas. Posteriormente, as células foram incubadas por um periodo de 4 semanas tanto em
meio de cultura osteogénico como adipogénico. Estas células foram também misturadas com
um po6 de tricalcio-fosfato hidroxiapatita e implantadas no tecido subcutdneo de ratos
imunodeficientes por um periodo de 8 semanas. Os resultados dos experimentos in vitro e in
vivo demonstraram que adipocitos extracelulares podem se transdiferenciar em osteoblastos.

Além do tecido adiposo ser uma fonte de obtencdo de células-tronco, estas podem ser
obtidas mais comumente da medula 6ssea, sendo também obtida da pele, intestino, polpa
dentéria, tecido nervoso, cérnea, cartilagem e tecido muscular (Caplan, 2009). Somando-se a
isto todo vaso sanguineo contém células mesenquimais no endotélio do vaso (algumas destas

CTMs) (Caplan, 2009; Torres et al., 2007).

Uma fonte de obtencéo do tecido adiposo pode ser a partir da lipoaspiragdo. O tecido
adiposo autélogo que apresenta as CTMs, podem ser cultivadas e posteriormente serem
utilizadas para a estimulagéo 6ssea (Di Bella et al., 2008, Kimelman et al., 2007).

No que se refere a quantidade de CTMs que o tecido adiposo humano pode apresentar,

Zuk et al. (2001), em seu estudo em que foi realizada a obtencdo do tecido adiposo humano
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por meio de lipoaspiracdo. Foi lipoaspirado em torno de 300 centimetros cubicos e apods o
processamento desse tecido as amostras apresentaram uma quantidade de 2-6 x 10% células. O
processamento consistiu na lavagem do tecido adiposo em solucdo tampdo de fosfato e em
seguida foi submetido a digestdo de colagenase e centrifugado para a obtencdo do “pellet”.
Foi realizada a descontaminacao da presenca de células vermelhas do sangue e conseguinte
foi realizada a centrifugacdo e a filtragem para a remocao dos restos celulares. As células
foram cultivadas em CO, atmosferico, neutralizadas em meio de cultura (DMEM) e
conseguinte lavadas em solucdo tampao de fosfato para a remocgédo das células vermelhas do
sangue, foi assim obtido o “lipoaspirado processado” (PLA). As células de PLA foram

mantidas a 37°C em meio de controle ndo indutivo.

As técnicas de processamento do tecido adiposo autdégeno podem ser realizadas a
partir da: centrifugacdo, sedimentacdo ou decantacdo e lavagem. Condé-Green et al. (2009),
em seu estudo em que foi realizada a lipoaspiracdo do abdémen de 20 pacientes e foram
retiradas por meio de uma canula 120 ml de tecido adiposo. O intuito foi de verificar a melhor
técnica de processamento e foi mostrado que a morfologia e a quantidade de adipdcitos
diferiram nas trés técnicas utilizadas. Foi realizada a decantacdo de 30 ml de tecido aspirado
em uma seringa sob agdo da gravidade. A lavagem foi realizada em 50 ml de tecido
lipoaspirado e foi realizada 3 lavagens em soro fisioldgico na proporcéo de 1:1. O processo de
centrifugacgéo foi realizado a partir de 40 ml de tecido aspirado e estes foram divididos em 4
seringas que foram centrifugadas por 3 minutos sob 300 rotagdes por minuto. Os resultados
encontrados foram estatisticamente significante nas trés amostras, quando feita a decantagéo,
os adipocitos mantiveram-se relativamente intactos, com a preservacdo de sua morfologia
inicial, mostrando um elevado nimero de células nucleadas. Na lavagem, houve uma reducéo

do numero de adipdcitos intactos, e na centrifugacdo grande parte dos adipocitos
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apresentaram-se destruidos com um ndmero limitado de adipdcitos intactos. Conclui-se que a
técnica de lavagem foi considerada a melhor por manter a integridade e o ndmero dos
adipdcitos, além de remover as células sanguineas contaminantes, manter as células
endoteliais e as CTMs. A centrifugacdo foi a mais agressiva aos adipdcitos e a decantacao

apresentou uma maior quantidade de células sanguineas contaminantes e menos CTMs.

No estudo de Rose Jr et al. (2006), em que foi realizada a lipoaspiragcdo de 22
pacientes, 0 processo de decantagcdo pareceu produzir uma maior proporcao de adipdcitos
viaveis do que quando realizada a lavagem ou a centrifugagdo. E quando realizada a lavagem
e a centrifugacdo, estes processamentos pareceram render proporcdes similares de adipocitos
viaveis. Uma alternativa a lipoaspiracdo do abdémen ¢é a remogdo da gordura da crista iliaca,

pois esta é considerada uma fonte abundante de tecido adiposo.

A técnica de remocdo da gordura dessa regido é bastante simples e a cicatriz fica num
local menos visivel quando comparada a outras técnicas de remoc¢do (Papadopoulos H. e

Edwards S., 2009).

Sadick e Hudgins (2001), realizaram um trabalho com o objetivo de verificar a
viabilidade in vivo do tecido adiposo autégeno, ap6s o periodo de 1 ano proservagdo. O estudo
foi em 6 pacientes que receberam transplante autdgeno de gordura da regido do gluteo para a
regido do sulco nasolabial. As regides foram analisadas em 4, 6 e 12 meses ap6s 0
procedimento por meio de fotografias. Os resultados apresentados foram de uma resposta
favoravel, ou seja, os autores afirmaram que a sobrevivéncia de adipocitos a longo prazo foi

possivel apos a transferéncia da gordura.

Lendeckel et al.(2004) realizaram um procedimento cirirgico em uma crianca de 7

anos que sofreu uma queda resultando na fratura da calvaria. Foi utilizado osso autdgeno da
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crista iliaca com a associacdo de células-tronco derivada do tecido adiposo que foram obtidas
da regido do gluteo. Posteriormente 42,3 g de tecido adiposo que foi coletado, foi dissecado
em pequenos pedacos e foram transferidos para uma bolsa de sangue estéril e foram
processados, ou seja, foram lavados e passaram por digestdo enzimaética e foram lavados
novamente e centrifugados e as células coletadas foram levadas para 14 ml de soro. Como
resultado foi verificado um total de 295x 10° células mononucleadas. Podendo de 2 a 3 %
dessas células serem as células-tronco. Posteriormente 10 ml de células-tronco derivadas da
gordura foram injetadas nos espacos das placas de fixacdo e juntamente foi utilizado cola de
fibrina autdgena para manter as células no local. O resultado clinico foi de cicatrizacdo com
contornos simétricos e apos 2 e 6 semanas foi verificado a presenca de 0sso esponjoso. Foi
realizada 3 meses do procedimento cirurgico, tomografia computadorizada e foi verificada a
presenca de ossificacdo nas areas do defeito.

Lendeckel et al. (2004), realizaram em 3 pacientes testes funcionais e verificaram a
viabilidade das células-tronco derivadas do tecido adiposo apds passar pelo processamento.
Foi constatado que a capacidade funcional das células eram altamente puras quando
comparadas com as células removidas da medula déssea de pacientes jovens e saudaveis.

Confirmando dessa maneira a importancia das células de origem de tecido adiposo.

As CTMs sdo uma opcao viavel para a formagdo Ossea, de acordo com a revisao
realizada por Kimelman et al., 2007. A engenharia dos tecidos pode ser utilizada para que
exista a formacdo Gssea a partir da realizacéo in vitro ou in vivo por meio da combinacéo de
material osteocondutivo, células osteopotentes e fatores de crescimento (Weinzierl et al.

2006).
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O estudo de Zuk et al. (2001), confirma a capacidade de as células do tecido adiposo
por lipoaspiracdo se diferenciarem em linhagens adipogénicas, osteogénicas, condrogénicas e

miogénicas apos utilizados fatores de indugdo de linhagens especificas.

Weinzierl et al. (2006), realizaram o método de cultivo in vitro por meio de tecido
adiposo de pacientes, removidos da coxa, para avaliar o potencial de diferenciacdo das CTMs
apos o processamento do tecido adiposo. O objetivo foi avaliar o potencial de diferenciacdo
osteogénica no que se refere a idade do doador e a criacdo de agregados tridimensionais,
cultivados in vitro. O tecido adiposo foi picado, submetido a digestdo de colagenase e
centrifugado. As células foram cultivadas em CO, atmosférico e neutralizada em meio de
cultura (DMEM) e soro, ap6s a colonizagdo das células foi realizada a tripinizacdo e
distribuidos em 4 frascos. As células-tronco derivadas do tecido adiposo passou pelas 4
diferenciacOes: adipogénica (se diferenciar em adipdcitos), osteogénicas (células Osseas),
miogénicas (células musculares), e diferenciacdo padrdo utilizada como grupo controle. O
meio de diferenciacdo foi trocado 2 vezes por semana e ap0s 6 meses as culturas foram
fixadas para andlise histol6gica. P6de-se constatar que as células-tronco derivada de tecido
adiposo tém a capacidade de se diferenciarem em adipécitos, células musculares lisas e
osteoblastos, ainda que o potencial de diferenciacdo osteogénica ndo se mostrou dependente

da idade e a diferenciacdo osteogénica tridimensional em fibras colagenas é possivel.

Qu et al.(2007), realizaram uma pesquisa experimental em porcos para observar se o
modelo é valido para estudo de linhagens mesenquimais, no que se refere a utilizacdo de
CTMs de origem de tecido adiposo. O objetivo foi de verificar se o tecido de gordura de
suinos apds passar por processamento in vitro poderia ser isolado e ap6s inducdo se
diferenciariam em adipdcitos e osteoblastos. Os autores afirmam que o tecido adiposo, do

modelo animal adotado, apresentou potencial adipogénico e osteogénico.
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Zheng et al. (2006) realizaram um estudo para verificar se a utilizacdo de tecido
adiposo visceral de ratos conttm CTMs capazes de se diferenciarem em multilinhagens in
vitro e in vivo. O tecido adiposo visceral foi exicionado e submetido a digestdo enzimatica em
colagenase tipo XI e a atividade enzimatica foi neutralizada em meio de cultura contendo
DMEM e 10 % de soro fetal bovino. Estas foram entdo centrifugadas e os adipécitos foram
separados do “pellet”. O material foi passado em cloreto de aménio, incubado sob
temperatura ambiente por 10 minutos para descontaminacao da presenca de células vermelhas
do sangue e foi novamente centrifugado. Posteriormente o mesmo foi peneirado para remover
os remanescentes celulares. O nimero e a viabilidade das células foram identificados
utilizando uma exclusdo de azul de tripano, foi passado pelo DMEM e cultivadas em CO,
atmosférico. Apos 24 horas foi realizada a lavagem com solucdo tampdo de fosfato para
remover as células ndo aderentes. Apds foi realizada in vitro a diferenciacdo adipogénica,
condrogénica, osteogénica, hematopoiética e in vivo condrogénica e osteogénica; miogeénica,
hematopoiética. Os resultados encontrados demonstraram que a utilizacdo das CTMs
derivadas de tecido adiposo visceral apresentaram alta capacidade de reparo em 0sso e

cartilagem.

Tobita et al.(2008) realizaram um estudo experimental em ratos com o objetivo de
verificar se as CTMs derivadas do tecido adiposo podem promover a regeneragdo do tecido
periodontal. O tecido adiposo foi removido dos animais e foi processado com a finalidade de
obter as células-tronco. O processamento foi realizado quase similar ao descrito no artigo
acima. Houve o preparo do PRP e posteriormente foi realizada antes da implantacdo, uma
mistura de 1x 10’ de CTMs de tecido adiposo com 1 ml de PRP foram ativados com uma
solugdo de cloreto de calcio que induz a geleificacdo. Foram removidos os tecidos

periodontais, incluindo cemento, osso alveolar e ligamento periodontal na regido palatina do
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primeiro molar sob irrigacdo com soro fisiolégico com broca esférica caracterizando um
defeito de 1 x 1 x 1Imm. Apds foi injetado no defeito a mistura de CTMs de tecido adiposo
com o PRP. Serviu como grupo controle os ratos em que foi utilizado somente PRP. As
amostras de tecido foram removidas apos 2, 4 e 8 semanas para a analise histoldgica. Apés 2 e
4 semanas 0 grupo que recebeu a associacdo de CTMs derivadas do tecido adiposo e PRP
tiveram uma pequena regeneracdo de 0sso alveolar, em 4 semanas houve formacdo dssea
cercada por tecido conjuntivo, no grupo em que foi utilizado apenas PRP ndo houve a
formacdo de tecido periodontal e nem regeneracdo dssea. Apos o periodo de 8 semanas foi
observada além do osso alveolar, presenca de cemento e ligamento periodontal, no grupo em
que foi utilizado PRP ndo houve a presenca de ligamento periodontal. Pdde-se concluir que a
associacdo de CTMs de tecido adiposo com PRP tiveram uma resposta favoravel, ou seja,
tiveram a formacéo das estruturas que se esperavam para a regeneracdo do tecido periodontal
(cemento, ligamento periodontal e osso alveolar), validando dessa maneira a utilizacdo de
CTMs de tecido adiposo apds o processamento.

Taub et al. (2009) em estudo experimental em calvaria de ratos adultos puderam
concluir que as células-tronco adultas multipotentes responderam com diferenciacdo dos
osteoblastos sem utilizar a engenharia genética de fatores 6sseo indutivos. As células-tronco
adultas multipotentes tiveram a origem de musculo esquelético, mais precisamente do gliteo e
foram cultivadas em uma matriz de malha de acido poliglicdlico. Foram confeccionados com
brocas os defeitos criticos de 8 mm na calvaria dos animais em seguida os defeitos foram
preenchidos com uma malha de &acido poliglicolico, ou preenchidos com CTMs semeadas
dentro da malha de acido poliglicélico ou como grupo controle. Apés 12 semanas,
observaram por meio de microscopia de luz, a presenca ou a auséncia de reconstituicdo dssea.

No exame macroscopio foi verificado uma camada de 0sso neoformado nos espécimes em
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que foram utilizadas as CTMs juntamente com a malha de &cido poliglicélico. Na
microscopia o grupo em que foi utilizado somente o acido poliglicélico teve como resultado
uma pequena regeneracdo ossea. O resultado foi de 1,9 no grupo controle seguido de 2,3 no
grupo do acido poliglicélico seguido de 5,3 no grupo preenchidos com CTMs semeadas
dentro da malha de &cido poliglicélico.

Di Bella et al. (2008), avaliaram em um experimento em coelhos, a capacidade das
CTMs derivadas de tecido adiposo autégeno com associacdo com o acido polilatico (PLA) em
regenerar defeitos criticos em cranio. O tecido adiposo foi removido da superficie inguinal
direita e foi realizada a técnica de rotina para isolamento das CTMs. Os defeitos de 15 mm de
didmetro foram confeccionados no crénio com brocas finas. Foi realizado o tratamento dos
defeitos, sendo dividido em 5 grupos: PLA (grupo controle), fibronectina revestida com PLA
(grupo 2), PLA + CTMs de tecido adiposo (grupo 3), fibronectina revestida com PLA +
CTMs de tecido adiposo (grupo 4), PLA + CTMs de tecido adiposo com indugdo osteogénica
(grupob) e fibronectina revestida com PLA + CTMs de tecido adiposo (grupo 6). O material
foi posicionado no defeito e em seguida foi realizada a sutura. Ap6s 6 semanas 0s animais
foram eutanasiados para analise histoldgica, histomorfométrica e radiografica. Os resultados
histomorfométricos e histoldgicos encontrados foram que o grupo 3, 4 e 5 houve maior
formacdo Gssea quando comparados aos grupos 1 e 2; 0s grupos 5 e 6 resultaram em maior
formacdo déssea quando comparados com 0s grupos 3 e 4 . Os grupos com PLA tratados com
CTMs (grupos 3 e 5) resultaram em 1,76% de 0sso, 0s grupos tratados com PLA revestidos
com fibronectina e CTMs (grupos 4) a quantidade 6ssea foi de 7,45% , o grupo 6 foi de 12,
09% e de 2,45% no grupo 4 e 0,68% no grupo 2. Na analise radiografica foi visualizada a area
de radiodensidade e foi observada que a fibronectina tem uma influéncia positiva na formacéo

Ossea. Os autores concluiram que a utilizacdo de CTMs derivadas da gordura séo facilmente
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obtidas e expandidas in vitro e podem ser estimuladas para a diferenciacdo 6ssea. A utilizacao
do PLA como arcabouco é positiva, ja a utilizacdo de poros maiores de fibronectina pode

tornar a estrutura fragil, sendo necessarios maiores estudos.
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3. PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar o reparo 0sseo, por meio de
histomorfometria, em defeitos de deiscéncia criados cirurgicamente ao redor de implantes
dentérios, instalados em tibias de coelhos e tratados com enxerto de tecido adiposo (grupo

TA), 0sso autogeno (OA) associados a membrana de colageno bovino.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade

Positivo, Curitiba-PR, Brasil sob protocolo nimero 130/2008.

Foram utilizados 18 coelhos machos (Oryctolargus cuniculus) que foram submetidos
ao procedimento cirdrgicos sendo que estes foram divididos em trés grupos: tecido adiposo
(TA), osso autégeno (OA) e grupo controle (C). Os animais tinham idade aproximada de 6
meses e com peso variando de 2,5 a 3,5 kg. Os coelhos apresentavam boas condigdes de
salde. Os animais passaram por um periodo de adaptacdo ao ambiente com a duragdo de 15

dias.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais no Biotério da Universidade
Positivo, Curitiba-PR, Brasil, recebendo agua mineral e racdo comercial (Nuvital) ad libitum.
Durante todo o periodo experimental, as condi¢cGes ambientais de luz, temperatura e umidade
das salas foram controladas em painel digital de maneira a manter o fotoperiodo de 12 horas,

com a temperatura variando de 18 a 22°C e umidade de 65%.

Todos os cuidados com a esterilizagdo dos materiais utilizados nessa pesquisa foram
seguidos. Os materiais utilizados para a realizacdo das cirurgias foram esterilizados em
autoclave. Com uma tesoura foi realizada a tricotomia nas regides que foram submetidas ao
acesso cirdrgico. Essas regides e todos o0s equipamentos receberam anti-sepsia com
lodopovidona (PVPI) a 10%. Esse procedimento foi realizado com luva cirdrgicas e em mesa
auxiliar, em local diferente daquele onde foram realizadas as cirurgias. Na mesa cirurgica foi
utilizado um lencol térmico para manter uma temperatura apropriada, sabendo-se que o

modelo animal adotado poderia apresentar uma elevada hiperemia. O cirurgido e o auxiliar

20



fizeram o uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) (mascara, gorro e luvas

cirrgicas) nas cirurgias e na manipulacdo dos materiais de enxerto.

4.1. Protocolo anestésico

Como medicacdo sedativa foi aplicado 1 mg/Kg de Midazolam (Unido Quimica,
Brasil) por via intramuscular. Apos a sedacdo, os animais receberam uma medicacdo
anestésica, contendo uma associacdo de 35 mg/Kg de Cloridrato de Quetamina a 10%
(Syntec, Brasil) com 5 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina a 2% (Vetrans, Brasil) por via
intramuscular. Apds a inducdo do plano anestésico, estabeleceu-se o0 acesso venoso pela veia
marginal da orelha para menutencdo anestésica durante o procedimento cirdrgico (figura 1).
Em seguida, o coelho foi posicionado na mesa cirdrgica em decubito lateral. A anestesia foi

mantida pela vaporizagdo de Isoflurano (Cristalia, Brasil) por mascara facial (figura 2).

Figura 1 — Acesso venoso pela veia marginal da orelha.
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Figura 2 — Méscara para a inalacéo do Isoflurano.

Durante o periodo trans-operatorio foram controladas a freqiiéncia cardiaca e a
saturacdo de oxigénio por um oximetro de pulso modelo OX-P-10 EMAI (Brasil). Todos 0s
animais tiveram a supervisdo dos batimentos cardiacos com aparelho de eletrocardiograma

modelo Miniscope Il (Brasil).

Para a realizacdo das cirurgias, foi realizada a escolha randomizada dos grupos,
utilizando a tibia direita e a esquerda, sendo que cada tibia recebeu apenas um grupo (Anexo
2). Houve a criacdo do defeito dsseo, instalagdo de um implante e, na seqiiéncia, o tratamento

indicado.

4.2. Procedimentos cirdrgicos

Incisbes com lamina de bisturi n® 15 foram realizadas para acesso cirdrgico nas regides

internas da tibia direita e esquerda dos animais, mais precisamente na metafise dssea.
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Apdbs o rebatimento dos tecidos foram realizadas as perfuracdes com 1.200 rotacGes
por minuto (rpm) de rotacdo em reducdo de 1:20. Foi seguida a seqiiéncia de brocas,
conforme indicacdes do fabricante do sistema de implante: broca lanc¢a, seguida da broca 2
mm, broca 2-3 e finalmente broca 2-8, sempre com irrigacdo abundante de soro fisioldgico

(figura 3).

Figura 3 — Perfuracgdo final pés a utilizacdo da sequiéncia de brocas indicada eIo fabricante.

Anteriormente a inser¢do dos implantes foram confeccionados os defeitos 6sseos, na
parede Ossea medial, com broca esférica carbide de alta rotagdo (rotagdo de 22000 rpm),
adaptado em baixa rotacéo e irrigacdo abundante com soro fisioldgico. Os defeitos produzidos
tinham 3 mm de largura e 5 mm de altura, medidos com sonda milimetrada tipo Carolina do
Norte (Hu-Friedy Co, Chicago) para caracterizar defeito deiscéncia. Os implantes utilizados
no estudo foram de titdnio comercialmente puro (grau 4), com tratamento de superficie

(Systhex, Brasil) e tamanho de 3,3 mm x 8,5 mm.
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Em seguida os implantes foram inseridos manualmente em posicéo, até a plataforma
do implante dentario ficar em nivel 6sseo e todos eles receberam um parafuso de cobertura

(figura 4).

Figura 4 — Coloéagéo do implante no defeito criado cirurgicamente.

Para a obtencéo do tecido adiposo, foi realizada uma incisdo com lamina 15, cerca de
5 cm posterior a base do créanio ao longo da linha dorso-medial, no sentido craniocaudal, com
tamanho aproximado de 1 cm. O tecido adiposo da regido exposta foi removido
cuidadosamente com uma tesoura cirdrgica (Goldman/Fox) e pingas cirargicas (figura 5). O
tecido foi posteriormente seccionado no tamanho aproximado de 10 mm para a enxertia. Foi
iniciada a sutura colchoeiro com Vicryl® 5 (Ethicon, Brasil), em seguida foi posicionada a
membrana de coldgeno bovino (Genius-Baumer, Brasil). A membrana foi posicionada
recobrindo todo o defeito (figura 6). Em seguida o enxerto foi imediatamente levado ao

defeito cirtrgico e os tecidos moles foram reposicionados por meio do fechamento da sutura
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iniciada anteriormente. Foram realizadas as suturas nos tecidos mais profundos com pontos
simples até recobrir totalmente o implante e fechamento do retalho cirargico. Em seguida, foi
realizada uma sutura colchoeiro continua nos tecidos mais superficiais, para garantir a
coaptacdo completa dos tecidos. Foram realizados os curativos com gaze e esparadrapo nas

regibes em que foram realizadas as cirurgias.

Figura 5 — Remocéo do tecido adiposo com a utilizagdo de pinga e de tesoura.
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Figura 6- Posicionamento da membrana e do tecido adiposo recobrindo o defeito 6sseo.

Para o grupo em que foi utilizado o tratamento do defeito 6sseo com 0 0sso autdgeno
foi realizada a sequéncia similar a descrita anteriormente, ou seja, a sequiéncia do inicio da
cirurgia até a confecgdo do defeito 6sseo. A coleta 6ssea foi com o auxilio de broca trefina
(SIN — Sistema de Implantes, Brasil) de 5 mm de didmetro e sob rotacdo de 22000 rpm (figura
7). O local da coleta foi de aproximadamente 0,5 cm do local do preparo do defeito 6sseo e
instalagdo do implante. Posteriormente o0 0sso foi triturado manualmente, com o auxilio de um
triturador (Kopp, Brasil), sem esforco fisico. Apenas foi solta 5 vezes a parte de cima do
moedor sobre a base do moedor. Posteriormente foi realizada a sutura, conforme descrito
anteriormente e foi posicionada a membrana de coladgeno bovino. O enxerto autdégeno foi
levado ao defeito 0sseo, recobrindo-o totalmente e, em seguida, foi feita a sutura, seguida da
realizacdo da sutura nos tecidos mais profundos e nos mais superficiais, bem como o curativo

com gaze e esparadrapo.

26



A i »
4,8 E: )

Figura 7 — Remocéo 0ssea apos a utilizagdo da broca trefina.

No grupo C, foi realizada apenas a confec¢do do defeito e a colocacdo do implante,

ndo sendo utilizado nem a membrana de colageno, nem o material de enxertia.

4.3. Controle do pds-operatorio e eutanasia

Ao final do procedimento cirdrgico os animais receberam 8 mg/Kg de Tartarato de
Butorfanol (Fort Dodge Saude Animal LTDA, Brasil) por via subcutanea a cada 8 horas
durante 2 dias e dose unica de 0,5 ml de Pentabidtico Veterindrio de amplo-espectro
(Pentacilin-C (Fort Dodge Saude Animal LTDA, Brasil). Com a finalidade de assegurar o
controle da dor, foi aplicado gel transdérmico de 1 mg de Tramadol (Drogavet, Brasil) nas
orelhas em que foi realizado o acesso venoso 3 vezes ao dia durante os 3 primeiros dias de

pGés-operatorio.
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Os animais foram eutanasiados apos 90 dias do procedimento cirurgico respeitando as
normas nacionais e internacionais de bem-estar animal, com a aplicacdo intramuscular de
Cloridrato de Xilazina e Cloridrato de Quetamina (1ml de cada), seguida de uma aplicacéo

intravenosa de 10 ml de Tiopental Sodico (Cristalia, Brasil).

4.4. Remocao dos blocos 0sseos

Os blocos dsseos foram cortados, apds a eutanasia dos animais, envolvendo o0s
implantes e a regido do defeito. A margem de seguranca foi de aproximadamente 6 mm da
localizacdo do implante. A remocao foi realizada com um disco dentado diamantado (Komet,
Alemanha) montado em peca de méo reta a 22000 rpm, e acondicionados em tubos de ensaio

identificados, com formalina a 10% (VETEC Quimica Fina, Brasil) para a fixacao das pecas.

4.5. Processamento histoldgico das pegas

Apos a fixagdo dos blocos 6sseos em formalina, estes foram novamente identificados
(duplamente) e lavados, em agua corrente, por um periodo de 24 horas. A posi¢do dos
implantes nos blocos 6sseos foi tracada com um lapis preto macio — 2B (Faber Castell,
Brasil). Entdo, as pecas 6sseas foram desidratadas em uma série alcodlica (Vetec Quimica
Fina, Brasil) seguindo a seguinte seqtiéncia: alcool 70° (12 horas), 80° (2 horas), 90° (2 horas),
100° (2 horas) e 100° (2 horas). Os blocos foram mergulhados em acetona P.A. (Vetec
Quimica Fina, Brasil) por um periodo de 12 horas, e em uma mistura de acetona e metacrilato
de metila (proporcao de 1:1) por mais 12 horas. As pecas 6sseas foram ainda mergulhadas em
metacrilato de metila por 12 horas e entdo acriladas como segue. Cada bloco 0sseo foi
colocado em um tubo de ensaio, duplamente identificado, onde foi colocado metacrilato de
metila (Artigos Odontologicos Classico, Brasil) associado a 2% de peroxido de benzoila

(Vetec Quimica Fina, Brasil) ou 2g de peroxido de benzoila para 100 ml de metacrilato de
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metila. Entdo, os tubos de ensaio, contendo as pegas 0sseas, foram levados a um dissecador e
mantidos em vacuo por 15 minutos (figura 8). Apds este periodo, os tubos de ensaio contendo
as pecas foram retirados do dissecador, vedados com papel aluminio duplo, fita crepe (3M

para autoclave) e elasticos, e, entdo, levados a estufa (a uma temperatura de 37 °C) para a

completa polimerizagao do acrilico (figura 9).

Figura 8 — Tubos de ensaio no dissecador. Figura 9 — Vedamento dos tubos de ensaio.

Cada bloco foi cortado, em uma maquina cortadora (Policorte Mesotom-
Panambra/Struers, Brasil), com um disco diamantado, no sentido perpendicular ao longo eixo
da tibia. A margem de seguranca para a realizacdo desse corte foi a mais proxima do
implante, mas sem inclui-lo nesse corte (figura 10). As pecas seccionadas foram desgastadas
no mesmo sentido como descrito anteriormente em uma politriz de mesa (DP-10
Panambra/Struers, Brasil), utilizando uma seqiiéncia de lixas sob irrigagdo abundante com
agua de uma pingadeira elétrica (Plaster, Brasil). As granulagdes das lixas d’agua utilizadas
foram respectivamente de numero 150, 250, 500. Para a realizacdo dos desgastes foi realizado

a fixacdo das pecas em um bloco de baquelite com cera pegajosa (figura 11). As amostras
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foram reduzidas até atingirem seccOes aproximadas de 0,6 mm de espessura, estas foram

aferidas por meio de um paquimetro digital (Mitutoyo, Brasil).

Figura 10 — Peca apds o corte na maquina.  Figura 11 — Peca fixada no bloco de baquelite.

A seqguir, as pecas cortadas e polidas foram submersas e agitadas em uma solugédo de
H.0, por 5 minutos e posteriormente foram lavadas em agua destilada e secas. As pecas foram
entdo coradas com Azul de Toluidina apds imersdo, na mesma, por um periodo de 20
minutos. As laminas foram secas com papel absorvente e o vidro de armazenamento foi limpo
com alcool 70°. Um periodo de 24 horas foi aguardado para a completa secagem do corante.
Apos a execugdo destes procedimentos 0s espécimes estavam prontos para visualizagdo em

microscopio Optico de luz.

4.6. Andlise histomorfométrica

Os espécimes preparados para a analise histoloégica foram visualizados em
microscopio éptico de luz (Olympus BX41 TF, Japdo). As pecas foram apenas colocadas em
cima de uma lamina de vidro para a visualizacdo no microscopio. As imagens obtidas foram
fotografadas por meio de uma camera digital Cool Snap-Pro (Media Cybernetics, EUA)
acoplada ao microscopio. A obtengdo de imagem foi realizada por meio do programa Image
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Pro Plus (Media Cybernetics, EUA). As fotomicrografias foram realizadas na objetiva em 40
x e em 100 x e a captacdo das imagens foram individuais para cada rosca, nas primeiras 4
roscas do implante. As fotomicrografias foram arquivadas para a posterior andlise
histomorfométrica.

Para a andlise histomorfométrica foram avaliadas as porcentagens de contato 0sso-
implante e a area dssea, entre as 4 roscas principais mais coronarias dos implantes, apenas no
lado que foi caracterizado defeito deiscéncia. As afericbes foram realizadas por um unico
avaliador, utilizando-se um software analisador de imagens - Image Tool, versdo 3,0 (EUA) -

(figura 12). Este modelo seguiu o protocolo proposto por Sennerby et al. (1992).

Figura 12 - llustracdo esquematica dos parametros histomorfométricos analisados. Em cada rosca
(roscas de 1 a 4) do lado do defeito 6sseo do implante a porcentagem de area 0ssea e 0 contato 0Sso-
implante foram mensurados. A area ¢ssea dentro dos limites da rosca do implante é representada pela
letra A. A extensdo do contato osso-implante dentro dos limites da rosca é representada pela letra B. A
letra C representa os espagos ocupados pela medula 6ssea (Sennerby et al., 1992).

Para facilitar a interpretacdo do contato osso-implante foi realizado em programa

Adobe Photoshop 6.0 (EUA) a reconstrucdo das imagens em filtro raio de 5,8 pixels.
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4.7. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica. O teste estatistico ANOVA (p
< 0,05) foi realizado para testar a hipétese de que o grupo TA apresenta resultados iguais ou
melhores do que os grupos OA e C. Estes resultados levaram em consideracéo a porcentagem

de contato osso-implante e a &rea 6ssea dentro dos limites das roscas dos implantes.
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5. Resultados

Neste trabalho foram avaliados os efeitos de dois diferentes biomateriais (tecido
adiposo e 0sso autdégeno particulado) como alternativas no tratamento de deiscéncias
periimplantares produzidas artificialmente em tibias de coelho. Os efeitos induzidos por esses
biomateriais foram analisados em dois parametros distintos: (1) percentual de contato 0sso-
implante e (2) area de neoformacdo Gssea produzida nas areas abrangentes de cada rosca do

implante dentario.

5.1. Percentual de contato osso-implante

Para estabelecer o percentual entre o contato intimo do osso neoformado e o implante
foram realizadas mensuracdes lineares no perimetro do implante dentario e contabilizadas
tanto as medidas totais (das quatro roscas expostas) como a medida dos perimetros tangentes
ao tecido 0sseo. Para obter esses resultados para a medida linear, fotomicrografias capturadas
em magnificacdo de 100x foram analisadas histologicamente. Na figura 13 encontram-se 0s
principais aspectos histoldgicos bem como a reconstrucdo das imagens em filtro raio de 5,8

pixels no programa Adobe Photoshop 6.0 evidenciadas entre os grupos.
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Figura 13 — A, B, C e D revelam cortes histoldgicos em defeitos tratados com TA. Em E e F
verificam-se fotomicrografias de deiscéncias em que foram enxertadas OA, enquanto que G e H
referem-se ao grupo controle (C). As cabecas de setas evidenciam &reas de intimo contato entre 0sso
neoformado e a superficie do implante. As setas demonstram areas em que ndo ocorreu interagdo 0sso-
implante.
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Quando analisadas as médias percentuais de tecido 6sseo tangente a rosca do implante
dentario, os resultados deste trabalho identificaram similaridades, sem diferencas estatisticas
significantes, entre os grupos TA e C, entretanto, um maior e significativo percentual, com
diferencas estatisticamente significantes, quando comparados os grupos TA e C, foi
identificado no grupo em que as deiscéncias 6sseas foram tratadas com a utilizacdo de 0sso

autogeno (grupo OA). As médias percentuais para cada grupo pode ser verificada na tabela 1.

Tabela 1 — Porcentagem de area de contato osso-implante.

Grupos p*

Percentual de Tecido Osso autégeno Controle

contato Adiposo
p=<0,05

37,75+28,03" 8337+11,85 40,57 +13,71°

* Valores com 0 mesmo sobrescrito sdo estatisticamente similares (ANOVA).

Embora as médias (tabela 1) e medianas (figura 14), tanto para o grupo TA e C serem
estatisticamente similares, um quesito relevante deste trabalho foi a evidéncia em que o grupo
TA demonstrou intensa heterogeneidade nos valores das amostras. Esta discrepancia é
evidenciada por representacdo gréafica (Figura 14) por mostrar maior amplitude entre o0s
resultados presentes entre 0 primeiro e o terceiro quartis no box plot, bem como as presencas
de espécimes que demonstram sucesso na interacdo osso-implante (indice de contato de
aproximadamente 80% do implante dentario - valor extremo) e auséncia de tecido 6sseo na

superficie do implante.
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Medida linear entre o contato 0sso neoformado - implante
100% T

80% —+

60% T

40% —

20% T

TA OA C
Grupo

Figura 14 — Grafico Box plot demonstrando valores percentuais da medida linear entre osso-implante

5.2. Area de tecido dsseo neoformado dentro dos limites da rosca do implante dentario

O segundo parametro avaliado neste trabalho refere-se ao percentual de area 0ssea

total encontrada dentro dos limites das roscas do implante (figura 15).

Embora 6 entre 8 espécimes tratados com TA tenham mostrado satisfatério reparo
0sseo, 2/6 destes casos revelaram formacdo dssea com caracteristicas de 0sso medular (Figura
15 A), e 4 entre 6 espécimes demonstraram formacao de 0sso compacto haversiano (Figura 15

B).

Ja o aspecto histologico para os coelhos tratados com OA e C, demonstraram a

presenca de 0sso compacto haversiano em todos 0s espécimes analisados.
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Figura 15- Andlise da area d6ssea neoformada presente no limite das roscas dos implantes. A e B
demonstram fotomicrografias de deiscéncias tratadas com TA. Pode-se notar em A presenca de
deposicdo dssea circundante ao implante com intensa area medular mimetizando 0sso esponjoso
enquanto em B, ocorreu neoformagdo 6ssea haversiana. C e D evidenciam a formagéo 6ssea cortical
nos grupos OA e C respectivamente (magnificacdo 40 x).

Quando a mensuracdo das médias percentuais foi analisada, os resultados obtidos
neste trabalho ndo demonstraram diferencas estatisticas para a neoformacdo 6ssea no interior

das roscas quando comparado os trés grupos.

As médias do percentual de &rea 6ssea neoformada sdo sumarizadas na tabela 2.

Tabela 2 — Percentual de &rea 6ssea dentro dos limites das roscas do implante

Grupos p*
Percentual de Tecido Osso Controle
area 0ssea Adiposo Autbgeno
p=<0,05

61,48 +30,89% 84,23+11,96% 72,90 +14,10°

* Valores com 0 mesmo sobrescrito sdo estatisticamente similares (ANOVA).
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Apesar de ocorrer similaridade estatistica na neoformacdo Ossea entre 0S grupos
testados, 2 espécimes (25%) que receberam o tecido adiposo como tratamento revelaram
pouca neoformacéo dssea (indice < 10%), fato que ndo ocorreu tanto nos grupos OA como C.
Em contrapartida, 3 espécimes (37%) revelaram formacdo Ossea acima de 75%. Esses
resultados podem ajudar a explicar que embora exista maior amplitude dos resultados
percentuais no grupo TA, quando se faz uma analise em grafico box plot (figura 16), estes ndo
apresentam diferencas estatisticas significativas quando comparado aos grupos OA e C, que

se mostraram mais homogéneos.

Percentual de area 6ssea neoformada
100% T

80% +

60% T

40% +

20% 1

TA OA C
Grupo

Figura 16 - Grafico Box plot demonstrando valores percentuais da area 6ssea neoformada.
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6. Discussao

Foi utilizado como modelo animal o coelho devido a facilidade de obtenc¢éo do tecido
adiposo, por ser um animal com o custo mais acessivel quando comparados aos outro
modelos animais maiores, como 0 cdo, 0 porco, a ovelha. Os coelhos sdo animais de maior
porte quando comparados aos ratos ou camundongos, e com uma melhor comparabilidade
com seres humanos (Di Bella, 2008). No entanto, Torres et al. (2007) afirmam que o0s animais
de maior porte apresentam tecido adiposo abundante com grande potencial de células-tronco
(Torres et al. 2007). Em contrapartida a facilidade de acesso, a quantidade de tecido adiposo
apresentada no coelho, causando pequenas morbidades, torna esse animal uma boa indicacdo
para a utilizacdo das CTMs derivadas do tecido adiposo em estudos experimentais (Torres et
al. 2007). Deve-se ter a cautela, contudo, com o0s resultados do presente estudo, pois ha

diferencas entre o coelho e 0s humanos.

Embora existam muitos estudos que avaliam o reparo 6sseo em defeitos de deiscéncia
com varios materiais de enxertia ou por procedimentos que utilizem apenas membrana para a
ROG (Akagawa et al., 2009; Casati et al., 2002; Gurgel et al.,2007), uma alternativa
recentemente proposta em regeneracdo 0ssea € a possivel utilizacdo de células do tecido
adiposo. No entanto, em defeitos de deiscéncia o tratamento por meio de enxertia de tecido
adiposo ainda ndo foi estudado. Adicionalmente, apesar de existirem estudos sobre defeitos de
deiscéncia, permanecem ainda as controveérsias em relacdo a alternativa de correcdo dessas

situacOes, como a utilizagdo da membrana e /ou enxerto 6sseo (Chiapasco e Zaniboni, 2009).

Desta maneira, o presente estudo teve como proposta avaliar a quantidade de tecido
0sseo reparador em defeitos de deiscéncias e a presenca do intimo contato entre o tecido 6sseo
neoformado e superficie do implante ap6s serem tratados com enxerto de tecido adiposo e a
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realizacdo desses resultados comparados com a enxertia de 0sso autdgeno particulado e a

presenca apenas de coagulo sanguineo (grupo controle).

Vale-se ressaltar que no presente trabalho a utilizagéo do tecido adiposo como material
de enxerto ocorreu sem a realizagdo do processamento desse tecido, ao contrario dos trabalhos
de regeneracdo 6ssea relatados na literatura cientifica (Taub et a., 2009; Di Bella et.al., 2008;
Lendeckel et al., 2004). Na maioria das vezes, o tecido adiposo coletado é processado
quimicamente por agdo enzimatica, centrifugado, ¢ o “pellet” (rico em células-tronco) obtido
é submetido a cultura celular com o objetivo de obter linhagem celular rica em células

mesenqguimais indiferenciadas.

Nesse sentido, € importante enfatizar que as células do tecido adiposo in vitro podem
se diferenciar em diversos tecidos de origem mesodérmica, que incluem: diferenciacdo em
osteoblastos, adipdcitos, células sanguineas e condrocitos. (Zuk et al. 2001, Lendeckel et al.

2004, Weinzierl et al., 2006).

A importancia da utilizacdo do tecido adiposo é que este tecido é uma importante fonte
de CTMs (Condé-Green et al.,2009). As CTMs sao facilmente obtidas e expandidas in vitro e
podem ser estimuladas para a diferenciacdo 6ssea (Di Bella et al. 2008). Similarmente como
acontece in vitro, as CTMs podem se diferenciam em linhagens adipogénicas, osteogénicas,
condrogénicas e miogénicas apés a utilizacao de fatores de inducgdo de linhagens especificas

(Zuk et al,. 2001; Di Bella et al., 2008; Kassem et al. 2008).

Assim, a hipotese de se utilizar enxertia de tecido adiposo aplicado diretamente no
defeito 0Osseo surgiu com o intuito de facilitar uma futura aplicabilidade clinica e,

possivelmente, reduzir os custos.
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A utilizacdo de células gordurosas derivadas da medula 0ssea possui desvantagem
qguando comparadas as derivadas do tecido adiposo intradérmica, devido a relagédo
proporcional inversa entre a idade do paciente e quantidade de CTMs. (Weinzierl et al. 2006,

Zuk et al., 2001).

De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, a resposta do percentual de
contato osso-implante obtido com o tratamento de enxerto de tecido adiposo (TA) foi similar
ao grupo C. O percentual encontrado no grupo C foi de 40,57 + 13,71, enquanto que no grupo
TA os valores foram de 37,75 + 28,03. Resultados encontrados por Gurgel et al. (2007), em
que os defeitos de deiscéncia ndo foram tratados com nenhum material de enxerto, nem com a
utilizacdo de membranas, a porcentagem de contato osso-implante foi de 16,52 + 15,96. Esses
mesmos autores quando comparados com o0s grupos em que foram utilizadas as membranas de
e-PTFE foram de 40,86 + 22,73 de contato 6sseo direto.

Contudo, Chiapasco e Zaniboni (2009) afirmaram que a utilizacdo de procedimentos
de ROG sdo alternativas confiaveis para a correcdo desses defeitos. Nesse sentido, seria ideal
a comparacdo do enxerto de tecido adiposo com um grupo em que tivesse sido utilizada uma
membrana absorvivel ou ndo-absorvivel. Com isso poderiamos obter como resultados
percentuais maiores aos encontrados no grupo C, o que nos remete a hip6tese de que o grupo
C com a utilizacdo de membrana pudessem chegar em valores similares aos do grupo do
tratado com (0sso autgeno) OA. E importante ressaltar que o grupo C serviu como controle
negativo, pois a idéia principal foi de comparar o resultado do TA com o grupo OA. Isso se
deve ao fato de que o enxerto de 0sso autdgeno é considerado o padrdo ouro dos materiais de
enxertia.

Logo, quando o osso autdégeno foi comparado com o grupo em que foi realizado o

tratamento do defeito com tecido adiposo, os resultados, no que se refere ao contato 0sso-
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implante, foram estatisticamente significantes. A resposta do tecido dsseo e a superficie em
que as roscas foram expostas mostraram-se com um percentual de contato maior no grupo OA
(83,37 + 11,85).

Segundo Hassan et al.(2008), esse resultado pode ser justificado pela aptiddo do 0sso
autdgeno ser responsavel tanto por manter o volume da estrutura 0ssea, como a de
desencadear a atividade osteogénica. Os resultados encontrados por esses autores
identificaram que a utilizacdo do enxerto de 0sso autdégeno constitui ainda a melhor opc¢éo
para tratamentos de deiscéncias quando comparados a utilizacdo de biomateriais sintéticos.

Em contrapartida, Chiapasco e Zaniboni (2009) relataram que para a corre¢do dos
defeitos Osseos de deiscéncia, a utilizacdo de enxerto ésseo autdgeno ndo demonstra
superioridade quando comparado com outros tipos de enxerto. Também adicionam que, como
0 0SSO autdgeno nesses casos nao apresenta melhoria nos resultados reparadores, ndo ha a
necessidade da sua utilizacdo, uma vez que para a obtencdo do mesmo expde o paciente a uma
maior morbidade.

Conforme a representacdo grafica (figura 14), é interessante visualizar que a média
linear do contato osso-implante nas deiscéncias tratadas com TA demonstraram maior
heterogeneidade nos valores das amostras. Os valores percentuais variaram de 0% de contato
a 80% de contato 6sseo na superficie do implante dentério. Desta forma, esses resultados
devem ser analisados com cautela, ja que existiram respostas dsseas insatisfatorias com a
utilizacdo do tratamento com o enxerto de tecido adiposo. Ja os grupos tratados com OA
apresentaram resultados homogéneos, quando comparado aos demais, e a média e a mediana,
percentual acima de 80% de interagdo do 0sso neoformado e o implante dentario.

A similaridade encontrada nos resultados da porcentagem da area de neoformacao

0ssea, nos limites das roscas expostas nos trés grupos, deve ser interpretada cuidadosamente,
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por essa porcentagem néo verificar a qualidade dssea que foi formada. A resposta de 84,23 +
11,96 no grupo do OA; seguida de 72,90 + 14,10 no grupo controle e 61,48 + 30,89 no TA

ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes.

Foi observado por Botticelli et al. (2004) que em defeitos 6sseos circunferenciais
periimplantares houveram preenchimentos 6sseos sem a utilizagdo de materiais de enxertia,
mas nos casos em que foram removidas as paredes dsseas vestibulares, ndo houve o reparo
total, apenas houve nas bordas laterais e apicais do defeito. Isso mostra a dificuldade para o

preenchimento 6sseo completo em defeitos que apresentam a deiscéncia da parede vestibular.

No entanto, o estudo como o de Moses et al.(2005) apresentou resultados de
preenchimento dsseo adequado em deiscéncias, sem diferencas estatisticas significantes. A
média de porcentagem da reducdo da area Ossea de 92,2 + 13,78% no grupo Ossis®
(membrana de colageno); 94,6 + 6,69% no grupo Bio-Gide® (membrana de colageno) e 97,3
+ 4,91 no grupo da membrana de e-PTFE, enquanto que a porcentagem de reducdo da altura

foi de 81,6 £ 23,19%); 85,4 + 12,26% e 93,4 + 9,39%, respectivamente.

Resultados encontrados por Akagawa et al.(2009), em que foi utilizado fator de
crescimento fibroblastico e alguns complexos de gelatina hidrogel, sem a utilizacdo de
membranas, mostraram efetividade na regeneracdo 6ssea. Na verificacdo histomorfométrica
0s resultados encontrados por esses autores foram melhores no tipo de degradacéo lenta (2,36
+ 0.11 mm) seguido do de degradacdo média (2,03 + 0,40) e complexo de degradacao rapida
(1,55 + 0,36 mm). E possivel verificar que no tipo de degradacio lenta foi acelerado o
processo de regeneracdo 0ssea em implantes dentarios fenestrados.

Embora neste trabalho descreva como efetivo o reparo 6sseo, o aspecto histologico

observado no grupo do TA difere consideravelmente. Em alguns casos o reparo apresentava-
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se com intensa area medular similar ao tecido 6sseo esponjoso (Figura 15A), outras vezes
constituiu-se de formacéo de tecido désseo cortical (figura 15B) enquanto que no grupo OA, o
reparo sempre apresentou um mesmo padrdo, isto &, reparo tecidual com caracteristicas dsseas
haversianas. A obtencdo destes resultados pode ter decorrido do fato de néo ter sido realizada
a expansdo em meio de cultura do tecido anteriormente a sua utilizagdo. Outra possivel
hipdtese pode se dar conforme relatam Gimble et al. (2006), da possivel influéncia dos
horménios esteroidais interferirem na formacdo Ossea e na gordura. Assim, a variacdo
hormonal de animal para animal pode justificar a diversidade dos resultados obtidos. O tecido
adiposo pode ainda ter agido como uma barreira fisica, deve-se considerar que a utilizacdo do
enxerto de tecido adiposo macerado poderia resultar em reparo 0sseo superior aos

encontrados no presente estudo.

Vale-se mencionar que quando realizada a centrifugacgdo e a separagdo do “pellet” os
valores encontrados de CTMs sdo muito pequenos no tecido adiposo, de aproximadamente de
2-6 x 10® células em 300 centimetros cubicos de tecido lipoaspirado (Zuk et al, 2001). Os
resultados encontrados por Lendechel et al.(2004) foram que as CTMs que estdo contidas no
tecido adiposo apds a realizacdo de processamento desse tecido apresentaram em torno de 2 a

3 % de células-tronco.

Nos estudos em que foi utilizado o processamento do tecido adiposo e posteriormente
utilizados meios de cultura, foram obtidas respostas favoraveis. O estudo experimental de
Zheng et al. (2006), sugere a capacidade de reparo em 0sso e cartilagem apos a realizagdo do
processamento e utilizacdo de meios de cultura com influéncia da BMP4 (proteina
morfogenética 6ssea 4 - do inglés bone morfogenetic protein 4) in vivo. Weinzierl et al.
(2006) mostrou areas de matriz mineralizada e a presenca de osteoblastos e células

produzindo osteocalcina apds a criagdo de agregados tridimensionais cultivados in vitro, com
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diferenciacdo osteogénica. A utilizacdo de tecido adiposo € justificada por apresentarem as

CTMs, que sdo células que dao origem aos osteoblastos (Kassem et al. 2008).

Adipdcitos sdo capazes de se diferenciar em células formadoras de osso. A
diferenciacdo de adipdcitos preenchidos com lipidios em células, parecidas com fibroblastos,
é capaz de se diferenciar em outras células formadoras de osso ou em adipdcitos
multiloculares. Isso confirma a capacidade de plasticidade da célula entre fendtipos
osteoblasticos e fendtipos adipdcitos. A interconversdo de adipdcitos em osteblastos exige a
formacdo por meio de uma etapa intermediaria de células parecidas com os fibroblastos, que
sdo semelhantes morfologicamente aos pré-adipdcitos. A capacidade dos adipocitos em
formar osso foi dependente da inducdo por meio de fatores osteogénicos, promovendo
diferenciacdo osteoblastica. Assim, os adipdcitos requerem uma indugdo anteriormente em
meio osteogénico antes de formar osso (Justesen et al. 2004). Adicionalmente, o estudo da
biologia dos osteoblastos & necessario para fornecer informacBGes fundamentais para se

controlar tanto a remodelacdo quanto a manutencgdo 0ssea (Kassem et al. 2008).

As expectativas futuras, segundo Caplan (2005), sdo de que a expansao das células
fora do corpo, in vitro, irdo resultar em novas estratégias biotecnoldgicas, que irdo reparar 0s
danos do organismo com células que induzirdo a neoformacédo de novos tecidos, integrando o
tecido hospedeiro, com a idéia de que sejam capazes quantificar o volume ideal, bem como

estimar o tempo necessario para facilitar o reparo da regeneracao.
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7. Conclusao

1. A resposta Gssea do 0sso autdgeno apresentou resultados superiores quando comparados
aos demais grupos. Apresentou intimo contato do osso e a superficie do implante dentério,

com areas 6sseas com caracteristicas haversianas.

2. O enxerto de tecido adiposo apresentou areas Gsseas com caracteristicas haversianas, mas

ao mesmo tempo areas intensas de 0sso medular.

3. Para que possa ser utilizado no futuro em novas pesquisas com este desenho de estudo, o

tecido adiposo aparenta necessitar previamente do processamento e cultura in vitro.
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ANEXO 2

Randomizacéo das cirurgias dos animais.

COELHO 1 COELHO 7 COELHO 13
30/07 22/09 05/10
GCd TAd OAd
1F 7F 13F
OAe GCe TAe
COELHO 2 COELHO 8 COELHO 14
31/07 29/09 05/10
TAd OAd GCd
2F 12F 14F
GCe TAe OAe
COELHO 3 COELHO 9 COELHO 15
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5F 6F 15F
TAe OAe GCe
COELHO 4 COELHO 10 COELHO 16
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COELHO 5 COELHO 11 COELHO 17
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COELHO 6 COELHO 12 COELHO 18
22/09 24/09 08/10
OAd GCd TAD
8F 9F 18F
TAe OAe GCE
Legenda:

GC = Grupo Controle d = Lado Direito

OA = Osso Autdgeno e = Lado Esquerdo

TA = Tecido Adiposo
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