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Resumo

O estudo verificou histologicamente a reparagao
6ssea, apos utilizagdo de membrana reabsorvivel de
colageno fixada ou ndo com etilcianoacrilato. Con-
feccionou-se defeito 6sseo de 2 mm no fémur de 24
ratos Wistar. No grupo |, a ferida 6ssea foi recoberta
por membrana reabsorvivel sem fixag&o; no grupo Il
fixou-se a membrana com etilcianoacrilato. Aos 15
dias, o grupo | apresentou defeitos dsseos preenchi-
dos por trabeculado dsseo irregular interconectante. O
grupo |l apresentou espiculas 6sseas irregulares, com
intenso infiltrado inflamatério. Aos 30 dias, no grupo
I, observou-se formagao de tecido 6sseo lamelar; no
grupo ll, trabeculado ésseo irregular e persisténcia de
infiltrado inflamatério. Verificou-se que a utilizagéo do
etilcianoacrilato intensificou a reacgao inflamatéria, re-
tardando o reparo 6sseo.

Palavras-chave: regeneragédo dssea; cianoacrila-
tos; colageno.

ABSTRACT

The study aimed to verify histologically the bone
repair following the use of resorbable collagen mem-
brane with or without ethyl cyanoacrylate fixation. A
2mm bone defect in the femur of 24 Wistar rats was
made. In group I, the bone wound was covered by a
resorbable membrane without fixing; in group I, the
membrane was fixed using ethyl cyanoacrylate. At 15
days, group | had bone defects filled with irregular in-
terconnecting trabecular bone. The group Il showed
irregular bone spicules, with intense inflammatory infil-
trate. At 30 days, in group I, there was a lamellar bone
tissue formation, while in Group Il, there was irregular
trabecular bone and persistence of inflammatory infiltra-
te. It was conclude that the use of ethyl cyanoacrylate
intensified inflammatory reaction, slowing bone healing.

Keywords: bone regeneration; cyanoacrylate;
collagen.

Introducao
arios estudos demonstraram a possibilidade de neoformacéo Ossea
através da Regeneragio Ossea Guiada (ROG). Essa técnica baseia-se
no conceito de osteopromogdo que se refere ao uso de uma barreira
fisica com o intuito de impedir a migracdo de células indesejaveis oriundas
dos tecidos conjuntivo e epitelial, viabilizando a formagao dssea (1).

Existem dois tipos basicos de membranas que podem ser utilizadas nos
procedimentos de ROG: as reabsorviveis e as ndo reabsorviveis. O emprego
da membrana nio absorvivel requer a realizagdo de um segundo procedi-
mento cirdrgico para remové-la, o que gera desconforto ao paciente e risco de
perturbar os tecidos neoformados. No entanto, as membranas reabsorviveis
apresentam a vantagem de eliminar a fase cirtrgica de remo¢do. Em conse-
quéncia dos bons resultados baseados, sobretudo no baixo indice de com-
plicagdes, as membranas absorviveis também se tornaram um padrio para
varias situacoes clinicas (2).

A barreira (membrana) é colocada em contato direto com a superficie s-
sea circundante, posicionando o peridsteo na superficie externa da membra-
na. Por tanto, é importante que a membrana apresente alguns principios para
otimizagdo da neoformacao dssea: possuir permeabilidade tal que permita a
difusdo de plasma e nutrientes, porém impeca passagem de células ndo oste-
ogénicas; biocompatibilidade; funcionar como suporte fisico ao tecido mole
circundante, prevenindo o colapso deste no espago que sera preenchido com
um coagulo sanguineo necessario para formagao Ossea; as barreiras devem
estar bem fixas, sem movimento, ja que os micromovimentos poderdo in-
fluenciar no tecido a ser formado (1).

A nio fixagdo da membrana na loja cirurgica constitui uma das desvan-
tagens da utilizagdo das membranas reabsorviveis na ROG. Para promover
essa fixacdo, buscou-se analisar um material biocompativel que pudesse ser
associado as membranas para estabilizacao das mesmas. O etilcianoacrilato
(SuperBonder®) mostrou ser, segundo literatura pesquisada, um material que
apresenta caracteristicas unicas, além de apresentar viabilidade na execug¢io
da técnica por ser de facil aplica¢do e apresentar baixo custo (3, 4).

Os adesivos quimicos, a base de cianoacrilatos, vém sendo estudados e
utilizados para aproximacéo de tecidos e sintese ssea, por apresentarem pro-
priedades tnicas, tais como: efeito bacteriostatico; biodegradéavel; biocompa-
tiveis (exceto o metil-cianoacrilato) e facil manuseio (5). Sendo, portanto, um
adesivo bastante estudado para uso em reparagao dssea, fixacao de enxertos,
cicatrizagdo de feridas, dentre outros usos, e todos mostraram resultados sa-
tisfatérios (7). Os adesivos a base de etilcianoacrilato foram o material de
escolha em diversos estudos por apresentarem facil manuseio e boa estabili-
dade de fragmentos dsseos (3, 4).

O processo de regeneragdo Ossea e os meios utilizados para a sua acelera-
¢d0 e obtencao de resultados mais eficientes sao uma constante preocupagio,
enfatizando assim a relevancia da pesquisa. A instabilidade das membranas
reabsorviveis na Regeneracdo Ossea Guiada ¢ uma desvantagem da técnica
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convencional, sendo sua fixa¢gdo por meio de adesivos qui-
micos uma solu¢do para otimizar a reparagdo 6ssea. Nao ha
um estudo controlado em modelo animal avaliando histolo-
gicamente a cicatrizagdo dssea apds fixacdo das membranas
reabsorviveis em lojas cirirgicas com o etilcianocrilato.

Este trabalho teve como objetivo verificar histologi-
camente o processo de reparagdo 6ssea apds utilizagdo de
membrana reabsorvivel de coldgeno fixada com etilciano-
acrilato e comparar com a ROG convencional, sem fixagdo
quimica.

Material e Método

Neste estudo foram aplicados os principios éticos da ex-
perimentacdo animal em conformidade ao Cobea (7) (Colé-
gio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e conforme a Lei
Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (8). O protocolo
de pesquisa foi submetido a anélise pelo Comité de Etica em
Pesquisa - CEP/Facid - registrado junto ao Sisnep e aprova-
do sob niimero de protocolo 163/10.

O universo estudado foi de roedores da espécie Rattus
norvegicus, machos, mantidos desde o nascimento no Bioté-
rio da Faculdade Integral Diferencial - Facid (Teresina-PI),
com idade de dois meses e peso médio de 300g. Os roedo-
res foram mantidos em gaiolas de propileno (cinco animais
por gaiola) com boas condigdes de higiene, alimentados
com dieta padrido do biotério, ragdo (LabinaTM) e dgua ad
libidum. Foram utilizados 24 animais, divididos em 2 (dois)
grupos conforme a terapéutica adotada. Cada grupo, por
sua vez, foi dividido em 2 (dois) subgrupos conforme o peri-
odo de eutanasia. Os animais foram distribuidos conforme
mostra o Quadro I (Quadro I).

Para a realizag¢do do procedimento cirurgico, os ani-
mais foram previamente pesados e receberam por via sub-
cutinea, uma pré-anestesia com atropina (0,04 ml/100g);
aguardou-se repouso de 15 minutos para o procedimento
anestésico (9). Em seguida, foram submetidos a anestesia
dissociativa com xilazina e quetamina na proporgio de
1:1 (0,1ml/100g) (10).

A preparacao cirtrgica do defeito foi realizada no fémur
dos ratos e teve inicio com a tricotomia da regido que foi
incisada e antissepsia com polvidine topico.

A area operada foi isolada com campos cirdrgicos esté-
reis e uma incisdo linear de 20 mm de extensdo, no sentido
cranio-caudal, foi feita com um bisturi n° 15, seguida de
divulsdo da pele, musculo e peridsteo para a exposi¢do da
superficie 6ssea. Com uma broca esférica de ago n° 8 monta-
da em um micromotor cirurgico, com abundante irrigagao
com soro fisioldgico, foi realizado um defeito 6sseo mono-
cortical com didmetro de 2 mm e profundidade até atingir
o canal medular.

Nos animais do grupo I, a ferida 6ssea foi preenchida por
coagulo sanguineo e recoberta por membrana reabsorvivel
com tamanho de 2 mm?® e previamente hidratada com so-
lugdo fisiolégica. Nos animais do grupo II foi realizado o
mesmo procedimento do grupo I, porém as bordas da mem-
brana foram fixadas na superficie dssea com etilcianocrilato
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(SuperBonder®). Em seguida, foi procedida a sutura por planos.

Para terapia antimicrobiana, todos os animais recebe-
ram no pds-cirurgico Pentabidtico (Fort Dodge®) de am-
plo-espectro, via intramuscular profunda (0,02ml/100g).
Ap06s o periodo de 15 e 30 dias de tratamento, os animais
foram eutanasiados de acordo com os principios éticos
adequados (7) para a dissecagdo das amostras que foram
submetidas a analise.

Os animais receberam a aplicacdo via intracardiaca de
anestésico Tiopental Sédico (Cristalia), na dose de 0,05
ml/100g. Apés 5 minutos, foi realizada a aplicagdo do clo-
reto de potdssio 19,1% (Equiplex), via intracardiaca em dose
unica de 0,4 ml/100g (10).

Logo apos a eutandsia dos animais, foram removidas as
porgdes dsseas onde foram confeccionados os defeitos, estas
foram fixadas em formol 10% por no minimo 48h e descal-
cificadas em solugdo de acido férmico 20%. Em seguida, as
pegas passaram pelo processo laboratorial de rotina para
inclusdo em parafina.

Obtidos os blocos, foram realizados cortes longitudi-
nais com espessura de 5 micrometros em um micrétomo
rotativo, resultando em cortes semisseriados que foram
submetidos a colora¢do pela Hematoxilina-Eosina (H.E)
para estudo histomorfolégico sob microscopia de luz. A
analise descritiva histoldgica foi baseada nos critérios: pre-
senca de infiltrado inflamatério, necrose, formagio de fi-
brose, neoformacio dssea (tecido 6sseo imaturo e lamelar)
e reabsor¢do Ossea.

Resultados

Segundo a metodologia proposta, foi realizada analise por
microscopia de luz, onde os achados histolégicos mais frequen-
temente observados foram analisados em conjunto para cada
periodo considerado no experimento. Na descri¢do dos acha-
dos microscépicos, procurou-se ressaltar a comparagdo entre
os grupos I (membrana sem fixagdo) e II (membrana fixada por
etilcianocrilato) quanto a reparagao dssea ocorrida na loja ci-
rurgica.

Aos 15 dias pds-cirurgia, no grupo I, o defeito dsseo apre-
sentou-se preenchido parcialmente por trabeculado 6sseo irre-
gular, por vezes interconectante, permeado por tecido medular,
apresentando ostedcitos no interior da matriz dssea e osteo-
blastos em superficie (Figura 1). No grupo II, foram evidencia-
das espiculas Osseas irregulares na loja cirtrgica. Por entre as
espiculas dsseas do grupo II, foi verificado tecido medular per-
meado por intenso infiltrado inflamatério (Figura 2), enquanto
que no grupo I havia moderado infiltrado celular.

Quando transcorridos 30 dias pds-operatdrio, os achados
histologicos do grupo I demonstraram que o defeito estava pre-
enchido ora por trabeculado 6sseo espesso regular permeado
por tecido medular, ora por tecido dsseo lamelar com ostedci-
tos no interjor. Um aspecto comum a todos os espécimes des-
se periodo estudado foi a presenca de atividade osteoblastica
(Figura 3). Nas amostras do grupo II, o defeito encontrou-se
preenchido por trabeculado dsseo irregular permeado por te-
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cido medular com persisténcia de infiltrado inflamatdrio. Muitas vezes esse trabeculado 6sseo projetava-se em dire¢do a cavidade
medular. Outras vezes, havia espiculas 6sseas também irregulares preenchendo parcialmente o defeito (Figura 4).

e

Figura 1. Fotomicrografia do reparo 6sseo do grupo | aos 15 dias  Figura 2. Fotomicrografia do reparo 6sseo do grupo Il aos 15 dias
pos-cirurgia. Aumento 100x; H.E. pos-cirurgia. Aumento 40x; H.E.

Figura 3. Fotomicrografia do reparo 6sseo do grupo | aos 30 dias  Figura 4. Fotomicrografia do reparo 6sseo do grupo Il aos 30 dias
pos-cirurgia. Aumento 100x; H.E. pos-cirurgia. Aumento 100x; H.E.

Discussao

Partindo-se do conceito de osteopromogio, busca-se constantemente o aprimoramento de técnicas que viabilizem a otimiza-
¢do do processo de neoformagio 6ssea. Para que haja a integridade na formagao de tecido dsseo é necessario que haja um equi-
librio entre o processo fisiologico da formagdo e a destruigdo. Existindo, desta forma, um equilibrio entre a atividade dindmica
osteoblasto/osteoclasto, auséncia de infiltrado inflamatdrio, necrose, formagao de fibrose e reabsor¢ao dssea (11, 12).

Aos 15 dias pos-cirurgia, observou-se que o grupo que havia utilizado o adesivo (etilcianoacrilato) associado a membrana,
houve retardo na regeneracdo em comparagio ao grupo que foi utilizado a ROG convencional. Achados semelhantes foram de-
monstrados nos trabalhos realizados por GALERA, ONAY, ROJAS (13) e SASKA et al. (5), onde sugeriram que a demora na ne-
oformacio dssea deve-se a necessidade de o adesivo degradar-se. O etilcianoacrilato poderia atuar como uma barreira mecénica,
impedindo a difusdo de nutrientes para o tecido dsseo em razao de sua separa¢do do peridsteo, confirmados por outros estudos
como AL-BELASY & AMER (15), BARBOSA, THIESEN, MACHADO (16), KIMIAD et al. (14). Os resultados corroboram com
a literatura, j& que, no periodo analisado, foi observado que no grupo em que a membrana nio foi fixada sobre a loja cirurgica,
houve neoformacéo de trabeculado dsseo mais maduro do que o tecido 6sseo evidenciado no grupo onde a membrana foi fixada
com etilcianoacrilato.

A presenca de intenso infiltrado inflamatdrio nos 15 dias pés-cirurgia foi um achado comum entre todos os espécimes verifica-
dos. Essa reagdo tecidual ocorreu em razao da presenca do adesivo quimico, o etilcianoacrilato. Os danos teciduais causados pela
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histotoxicidade do cianoacrilato provavelmente sdo decorrentes do calor produzido durante a sua polimeriza¢io, com liberagao de
monodmeros livres ou pelo proprio processo quimico que envolve a polimerizagio, provocando a lise celular (5, 17, 18). O infiltrado
inflamatdrio é um relato comum quando o etilcianoacrilato ou outros tipos de adesivos foram utilizados em tecidos (19). Os efeitos
histotdxicos do cianoacrilato podem provocar algumas complicagdes teciduais, tais como: necrose tecidual, formagao de abscesso,
sequestro Osseo, edema persistente e fibrose intensa (18). Esses resultados também foram observados nos estudos realizados por
EKELUND & NILSON (17), AZEVEDO, MARQUES, BOMBANA (20) e SASKA et al. (5).

Aos 30 dias pos-operatorios, a persisténcia do infiltrado inflamatério pode ser decorrente da agao multifatorial propiciada pelo
trauma local e pela presenca do adesivo quimico, que promoveram concomitantemente maior reagdo inflamatéria no grupo I em
relacdo ao grupo I (14, 16). A auséncia de reagdo inflamatdria, usando etilcianoacrilato (SuperBonder®), foi observada em outros
estudos que discordam com os achados observados nesta pesquisa (20).

Conclusao
Baseando-se nos resultados obtidos nesse estudo, foi possivel verificar que o uso de membrana reabsorvivel de coldgeno fixada
com etilcianocrilato promoveu a neoformacdo 6ssea com aspectos de normalidades. Porém, a utilizacdo do adesivo quimico in-
tensificou a rea¢do inflamatdria, o que retardou o processo de cicatrizagao dssea, visto a qualidade do tecido neoformado quando
comparado a reparagdo dssea promovida a partir da técnica de regeneragio 6ssea guiada convencional, sem fixa¢do quimica. a
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