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RESUMO

A compreensdo dos fenbmenos de reparo 0sseo representa parte fundamental da
odontologia e da cirurgia bucomaxilofacial. Objetivo: O presente trabalho tem como
objetivo avaliar a influéncia da estimulagdo de campo magnético sepultado sobre o
reparo 6sseo em calvaria de ratos apos reconstru¢cdo com enxerto 6sseo autdogeno,
implante de hidroxiapatita granulada sintética ou enxerto alégeno de cartilagem,
comparados entre si e aos controles sem estimulacdo magnética. Materiais e
métodos: foram utilizados 95 ratos Wistar machos, divididos em grupos constituidos
por 5 animais. Foram realizados defeitos 0sseos criticos na calvaria dos animais,
sendo 0s mesmos imediatamente reconstruidos, isoladamente com, enxerto 6sseo
autdgeno, hidroxiapatita granulada sintética e enxerto alégeno de cartilagem, sob
influéncia ou ndo de campos magnéticos sepultados. Foram realizadas avaliacfes
aos 15, 30 e 60 dias pés-operatorios. Apenas um grupo ndo sofreu intervencéo
cirdrgica (Naive), para fornecer os dados para obtencao da atividade fisiologica das
enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida. Em todos os tempos experimentais foi
realizada a quantificagdo da neoformacdo 6ssea por meio da histomorfometria. A
avaliacdo da intensidade de expressao da proteina osteopontina, foi obtida somente
aos 60 dias. Resultados: a avaliacdo histomorfométrica evidenciou interacao
significativa entre grupos e tempos com p=0,008. Aos 60 dias, nos animais que
receberam reconstrucdo com 0sso autdogeno o grupo sob influéncia do campo
magnético apresentou percentual de preenchimento 0sseo superior ao grupo sem
influéncia do estimulo magnético. A mensuracgéo da atividade das enzimas fosfatase
alcalina e fosfatase acida evidenciou interacao significativa entre grupos e tempos
com p=0,02 e p=0,005 respectivamente. Aos 60 dias, todos 0s grupos apresentaram
atividade de ambas enzimas significativamente inferior ao grupo Naive. A analise
imunoistoquimica realizada ndo evidenciou diferenca significativa na expressado da
enzima osteopontina com a metodologia empregada. Conclusdo: o presente
trabalho contribuiu para o entendimento da influéncia do campo magnético sepultado
sobre o reparo 6sseo em cranio de rato. A partir dos resultados encontrados, novas
metodologias podem ser propostas para complementar os resultados obtidos e
fortalecer a presente linha de pesquisa.

Palavras-chave: Odontologia. Cirurgia bucomaxilofacial. Terapia de campo

magnético. Materiais para reconstrucao 0ssea.



ABSTRACT

Objective: the comprehension of the phenomenon of bone repair represents a
fundamental part of dentistry and of oral and maxillofacial surgery. The present work
has as its objective, to evaluate the influence of a stimulated magnetic field implanted
on the calvarial bone of rats after its reconstruction with autogeneous bone graft,
synthetic hydroxyapatite crystals or with the insertion of allogeneic cartilage, in
comparison to no magnetic stimulation. Materials e methods: 95 Wistar male rats
were used, divided into groups with 5 animals in each. The autogeneous bone gratft,
the synthetic hydroxyapatite crystals and the insertion of allogeneic cartilage were
each used separately in the performed interventions of reconstruction with or without
the influence of implanted magnetic fields. Evaluations were performed in 15, 30 and
60 days after surgery. Only one group did not suffer surgical intervention (Naive); this
group provided data for the physiological activity of the alkaline and acid
phosphatase enzymes. Also, quantification of bone neoformation was obtained
through histomorphometry in all experimental time periods, and evaluation of the
osteopontin  protein expression of intensity in 60 days. Results: the
histomorphometry 60-day evaluation, showed evidence of a significant interaction
between the groups and the time of p=0,008 on the animals that received
reconstruction with autogeneous bone. The group that was influenced by the
magnetic field presented a percent of bone reconstruction superior to that of the
group which did not receive magnetic stimulation. In 60 days, activity mensuration of
the alkaline and acid phosphatase enzymes, showed evidence of significant
interaction between the groups and the times of p=0,02 and p=0,005, respectively. In
all groups, activity of both enzymes was present and significantly inferior to the Naive
group. The immunohistochemistry analysis performed did not show evidence of any
significant difference in the oseopontin enzyme expression with the applied
methodology. Conclusion: this work contributed to the understanding of the
influence that an implanted magnetic field has on bone reconstruction. From the
results found, new methodologies can be proposed as a complementary to obtained
results and can strengthen the present line of research.

Key-words: Dentistry. Oral and maxillofacial surgery. Magnetic field therapy. Bone

replacement materials.
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1 INTRODUCAO

O tecido 06sseo é mineralizado e de natureza conjuntiva, quando lesado é
capaz de sofrer reparacdo (TORTORA; GRABOWSKI, 2002; KATCHBURIAN;
ARANA, 2004). A compreensdo do processo de reparo 0sseo € parte fundamental
da cirurgia e traumatologia bucomaxilofacial. A esta especialidade odontolégica cabe
a reconstrucao dos defeitos dos ossos faciais resultantes de resseccao de condi¢cdes
patolégicas, trauma, infeccoes e deformidades congénitas (JIANG et al., 2009).
Reconstru¢des bem sucedidas de defeitos 6sseos bucomaxilofaciais sdo possiveis
devido aos avancos no entendimento da fisiologia 0ssea juntamente com o
aprimoramento das técnicas cirargicas (PETERSON et al., 2005), estas devem
promover o estabelecimento de mecanismos biolégicos reparadores, evoluindo para
0 reestabelecimento da funcdo do tecido lesado (SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000;
FINI et al., 2002; PETERSON et al., 2005).

Muitos estimulos biolégicos, quimicos e fisicos vém sendo testados com o
objetivo de influenciar positivamente o crescimento, a remodelacéo e o reparo 0sseo
(FINI et al., 2002). Dentre estes, destacam-se 0s estudos que avaliam a estimulacao
de campos eletromagnéticos e magnéticos em relacdo a seus efeitos em niveis
tecidual, celular e molecular (FINI et al., 2002; AARON et al., 2004; PURICELLI et
al., 2006; PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009). O sepultamento de magnetos
conceituado por Puricelli e colaboradores (PURICELLI et al.,, 2006; PURICELLI;
DUTRA; PONZONI, 2009) consiste na aplicacdo do campo magnético sepultado no
interior dos tecidos, diretamente ativo na area de interesse e sera objeto de estudo
do presente trabalho. Outro recurso bastante utilizado com o intuito de promover e
guiar a reparacdo 6ssea € a utilizacdo de biomateriais como substitutos 0sseos.
Esses atuam, ainda, de forma a reduzir a morbidade de determinados
procedimentos, uma vez que a op¢ao por sua utilizacao pode eliminar a necessidade
de abordagem de um segundo sitio cirdrgico, 0 que € necessario para 0s enxertos
0sseos autdégenos. A utilizacdo de outros tecidos do organismo, como a cartilagem,
também € uma opg¢éao nas reconstru¢des bucomaxilofaciais. Este tecido, assim como
o tecido Gsseo, pode ser de origem autdgena, alégena ou xenégena (PURICELLI,
2002; CORSETTI; LEITE, 2008).

A utilizacdo de modelos animais para o estudo de intervencdes visando

acelerar o reparo 0sseo e restabelecer forma e funcéo deste tecido tem se mostrado
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pertinente (FAGUNDES; TAHA, 2004). Diversos estudos utilizam a calvéaria de ratos
para avaliagdo do reparo 0sseo atraves de defeitos 0sseos experimentais. S&o
utilizados defeitos 0sseos criticos, com tamanho pré-determinado, que
impossibilitam o reparo espontaneo durante todo o periodo experimental (SCHMITZ;
HOLLINGER, 1986; FURLANETO et al., 2007; MESSORA et al.,, 2008a). Tal
conceito tem o objetivo de avaliar o real potencial osteogénico de um estimulo.
Como método de quantificacdo e comparacdo dos tecidos presentes nos cortes
histoldgicos, a histomorfometria € amplamente utilizada (FINI et al., 2002; PRYOR et
al., 2005a; FURLANETO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). Pode-se utilizar
também métodos como a imunoistoquimica, que possibilita uma avaliagdo
histologica especifica, através da utilizacdo de anticorpos como marcadores
celulares (MATSUBARA et al., 2008; JIANG et al., 2009).

Na literatura que estuda os efeitos de tratamentos com a utilizacdo de campos
magnéticos ha uma caréncia de metodologias apuradas para avaliar o real potencial
deste estimulo no reparo tecidual. Além disso, a inexisténcia de estudos que utilizam
metodologias semelhantes dificulta a comparacdo dos resultados encontrados. A
literatura existente ainda é insuficiente na determinagdo da forma mais eficaz de
aplicacdo de estimulacdo magnética e das intensidades de campo para a geracao
de estimulo suficiente. Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa que vem
evoluindo no entendimento da influéncia do campo magnético sepultado sobre o

reparo 0sseo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido 6sseo0 e reparo 0sseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo composto por células e matriz
extracelular. A matriz extracelular do tecido 6sseo é caracterizada por uma porgao
mineral, constituida de fosfato de calcio, sob forma de cristais de hidroxiapatita —
Caji0(PO4)s(OH), — associados a matriz organica. Esta, no 0osso maduro, contém
85% de colageno tipo |, o restante é composto por liquido intersticial e moléculas
ndo coladgenas, como fosfoproteinas, Gla-proteinas (osteocalcina), glicoproteinas
acidicas (osteonectina), osteopontina (OPN), sialoproteina 0ssea,
proteoglicanas/glicosaminoglicanas, proteinas séricas, lipidios e proteinas
morfogenéticas 0sseas (BMPs) (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

A osteopontina € uma glicoproteina fosforilada ligadora de calcio e sua
expressao esta associada a regulacdo do processo de mineralizacdo do tecido
0sseo. A OPN pode ser evidenciada em células 6sseas (osteoblastos e ostedcitos) e
em células osteoprogenitoras em proliferacéo e diferenciacdo (JAGER et al., 2008).
Ainda, podemos encontrar expressdo da OPN em osteoclastos, condrocitos,
macréfagos, células da musculatura lisa e células epiteliais; e em varios tecidos e
Orgaos como 0sso, dentina, cemento, cartilagem hipertrofica, rins, placenta, masculo
liso e epitélio secretor (SODEK; GANSS; MCKEE, 2000; CHOI et al., 2004; COHEN
JR; 2006).

As células do tecido 0Osseo secretam OPN fisiologicamente durante o
processo de remodelacéo, os osteoclastos podem ser a fonte desta proteina durante
a remodelacdo Ossea. A funcdo da OPN nos osteoclastos pode estar associada a
adesdo e sinalizacdo celular durante a reabsor¢cdo 0ssea. Encontramos expressao
da OPN em osteoblastos, em varios estagios de diferenciacdo, e na matriz
extracelular mineralizada durante as ossificagcdes intramenbranosa e endocondral.
(SODEK; GANSS; MCKEE, 2000; CHOI et al., 2004; COHEN JR; 2006).

A matriz 6ssea mineralizada é coberta por duas membranas néo calcificadas,
de natureza conjuntiva. Estas possibilitam uma gradual relagcdo entre o tecido
mineralizado e o restante do organismo. Cobrindo a superficie 0ssea externa esta o
periosteo. No periosteo ativo, envolvido em fendmenos de reparacédo e remodelacao,

a camada de células indiferenciadas é bem mais evidente sendo que suas células
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mais internas estdo em processo de ativacdo ou apresentam-se constituindo
osteoblastos ativos. Revestindo a superficie interna do 0sso, as cavidades de 0sso
esponjoso, os canais de Havers e de Volkmann e as cavidades medulares encontra-
se o0 enddésteo composto por uma camada continua e geralmente Unica de
osteoblastos e/ou células de revestimento 6sseo (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

As células 6sseas mantém a sua capacidade funcional por toda a vida. A
origem mesenquimal dessas células faz com que por intermédio da ativacdo da
camada osteogénica do periosteo, do endosteo, da medula 6ssea e ainda da
invasdo do sitio lesado por capilares, tenhamos uma disponibilidade constante de
células capazes de responder pela regeneracdo e remodelacdo do tecido ésseo
(SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000).

Os eventos que ocorrem durante a cicatrizacdo de lesbes em tecidos moles —
inflamacéo, fibroplasia e remodelagdo — também ocorrem durante a reparacéo 0ssea
(PETERSON et al., 2005). ApOs a lesdo Ossea, e pela acdo das BMPs, ocorre a
diferenciacdo das células do periosteo e enddésteo em osteoblastos, que véao
depositar uma matriz 6ssea a uma velocidade de 50 um/dia. Esta matriz € mais
celular, com menor teor mineral e apresenta suas fibras de colageno dispostas
aleatoriamente, formando o tecido 6sseo imaturo ou primario. Apos este padréo
preencher a lesdo e restabelecer a continuidade tecidual, a remodelacédo ocorrera
pela acdo conjunta de osteoblastos e osteoclastos, que formardo uma matriz 6ssea
mais organizada, a uma velocidade de 1 pm/dia. Esta matriz € menos celular, com
maior teor mineral, com fibras colagenas dispostas paralelamente, formando lamelas
gue vao definir as trabéculas do osso medular ou os sistemas de Havers, lamelas
circunferenciais e intersticiais do osso compacto (SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000).

O tecido fibroso que se forma no local do reparo 6sseo necessita de alto grau
de vascularizagdo, para que a ossificacdo ocorra. Quando ha comprometimento
desse suprimento pode néo ocorrer a ossificacdo. Além disso, 0 0sso necessita de
alguma tenséo para estimular a continua formacao osteoblastica (PETERSON et al.,
2005). O osso se forma perpendicularmente as linhas de tensdo para resistir as
forcas exercidas sobre ele (TORTORA; GRABOWSKI, 2002).
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2.2 Magnetismo e reparo 6sseo

O magnetismo é um fendbmeno que existe espontaneamente na natureza,
especificamente em estruturas chamadas ferro-magnéticas, que possuem forcas de
atracdo e repulsdo localizadas em suas extremidades ou polos (CONSTANTINO et
al., 2007). O pélo norte é aquele do qual as linhas de campo magnético emergem do
im& para 0 espaco circunjacente, penetrando novamente o ima pelo podlo sul
(HALLIDAY, 1994).

Os principais campos magnéticos estudados sédo os eletromagnéticos e 0s
magnéticos. Os mecanismos de atuacdo desses estimulos sobre os tecidos séo
diferentes: os primeiros criam um campo de imantacdo gerado pela corrente elétrica,
enguanto os ultimos resultam de um campo magnético originado por imas (BRUCE;
HOWLETT; HUCKSTEP, 1987). Os campos eletromagnéticos podem ser gerados
por meio de um solendide metalico acoplado e conectado a um gerador de pulsos.
Quando o gerador é ligado, ha a passagem de corrente elétrica estabelecendo um
campo magneético entre as espiras do solendide (DUTRA, 2005). Ha evidéncia que
os efeitos bioldgicos dos campos eletromagnéticos sédo efetivos na formacédo éssea
alterando a permeabilidade ionica da membrana celular (AARON et al., 2004;
FREDERICKS et al., 2003; SHARRARD, 1990; YAN; TOMITA; IKADA, 1998).

Além dos campos eletromagnéticos, podemos encontrar na natureza 0s
campos magnéticos gerados por magnetos (iméds), chamados de campos
magnéticos estaveis e espontaneos. Os magnetos podem ser constituidos de
diferentes materiais, com influéncia direta sobre suas propriedades, sendo os mais
comuns e amplamente utilizados os compostos por samario-cobalto e por neodimio-
ferro-boro. Os campos magnéticos comumente usados na medicina sdo de baixa
intensidade, 5-100 gauss (G). A eficiéncia dos tratamentos propostos com imas
naturais depende de alguns parametros: intensidade do campo, dimensao do
magneto, superficie do corpo em contato com 0 magneto e tempo de exposi¢cdo ao
campo (CONSTANTINO et al., 2007).

Campos magnéticos podem ser aplicados interna ou externamente ao
organismo. Estudos relacionados a aplicagdo de campos magnéticos estéticos nos
tecidos evidenciaram diversos efeitos. A penetracdo do campo magnético através da
pele gera estimulos no ferro presente na hemoglobina, influenciando o transporte de

oxigénio (CONSTANTINO et al., 2007). No tecido 6sseo, o campo magnético parece
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provocar estimulo a osteogénese através da ativacdo de osteoblastos e aumento de
aporte sanguineo (PURICELLI et al., 2006; CONSTANTINO et al., 2007;
PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009). Aléem disso, resultados sugerem que o
campo magnético aumenta a concentracdo de fatores de crescimento, fato que
acelera o processo de reparacdo 6ssea (AARON et al., 2004).

Camilleri e McDonald, em 1993, propuseram a utilizacdo de magnetos de
neodimio-ferro-boro fixados com cianoacrilato a calvaria de roedores, a fim de
estudar os efeitos deste campo magnético estatico. Os autores sugeriram que 0
mesmo afetou a atividade mitotica celular.

Yan, Tomita e Ikada (1998), por meio da utilizacdo de imés sepultados em
fémures de ratos gerando um campo magnético de 1800 G sugeriram que 0 campo
magnético é capaz de influenciar positivamente o metabolismo do reparo 0sseo,
devido a observacdo de maior quantidade de célcio e densidade mineral nos
fémures dos animais sob campo magnético.

Kotani e colaboradores (2002) investigaram os efeitos de campo magnético
de alta intensidade (80000 G) na formacdo 6ssea utilizando modelos in vivo e in
vitro. Demonstraram, in vitro, a orientacdo dos osteoblastos paralelamente a direcéo
do campo magnético enquanto as células ndo expostas ao campo dispuseram-se
aleatoriamente. Alteracdes na proliferacado celular ndo foram observadas, apesar
disso, evidenciaram, também in vitro, regulacdo positiva do magnetismo na
diferenciacéo celular e na sintese de matriz. In vivo, observaram formacgéo 6ssea
ectopica, orientada paralelamente ao campo magnético, por meio da implantacao de
BMP-2 em tecido subcutaneo de camundongos. Os autores ainda sugeriram a
aplicacao da formacao 0ssea guiada por campo magnético no tratamento de fraturas
e de defeitos 0sseos.

O sepultamento de magnetos conceituado por Puricelli e colaboradores
(PURICELLI et al., 2006; PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009) avaliou
histologicamente defeitos 0sseos de 2 mm em fémures de ratos. Os autores
descreveram maior formacdo Ossea no grupo em que foi aplicado um campo
magnético de 40 G, presente através de arruelas de aco inoxidavel martensitico e
parafusos de titdnio. Sugeriram que o campo magnético criado foi capaz de acelerar
0 processo de reparo 6sseo tanto do defeito 6sseo sem reconstrucdo quanto do

defeito preenchido com enxerto 6sseo autdgeno.
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Um ensaio clinico realizado por Bruce, Howlett e Huckstep (1987),
demonstrou que a utilizacdo de magnetos compostos por neodimio-ferro-boro se
mostrou eficaz como coadjuvante no tratamento de fraturas envolvendo méo e
punho. A aplicacdo extra-corporea de campo magnético com intensidade de 12.000
G, em pacientes com esse tipo de fratura, acelerou a formagdo do calo ésseo
permitindo uma reducdo de cerca de 35% no tempo normal de imobilizagcdo destas
fraturas.

Com o entendimento da atividade celular envolvida no processo de reparacao
O0ssea, metodologias envolvendo estimulos como campos magnéticos e
eletromagnéticos (YAN; TOMITA; IKADA, 1998; FREDERICKS et al., 2003;
PURICELLI et al, 2006; PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009) tém sido
empregadas com o proposito de influenciar este processo, aumentando a velocidade
e qualidade do reparo. No entanto, a utilizagdo de metodologias diferentes dificulta
uma comparacao dos resultados encontrados. Além disso, ndo esta estabelecido na
literatura conformacfes ou intensidades de campo magnético que podem ser mais
efetivos na estimulacao dos tecidos (SCHWENGBER, 2009).

2.3 Recursos para reconstrucéo 6ssea

O material utilizado para substituir a por¢cado 6ssea afetada pode atuar no 0sso
receptor por meio de trés mecanismos bioldgicos, dependendo de sua origem e
composicdo: osteoconducgdo, osteoinducdo e osteogénese (RABIE; LIE KEN JIE,
1996; LEE, 1997). Os enxertos 06sseos autdgenos apresentam essas trés
propriedades, por isso, continuam sendo considerados o0 padrdo-ouro nas
reconstrucdes oOsseas. No entanto, apresentam limitacbes importantes como a
morbidade cirargica, a limitagdo de quantidade de enxerto e a reabsor¢do irregular
no leito receptor. Dessa forma, a busca por materiais capazes de substituir o tecido
0sseo e promover adequada reconstrucdo anatdmica apdés traumas e cirurgias
ablativas € constante (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001).

Biomateriais sdo materiais biocompativeis empregados na substituicdo,
temporaria ou permanente, de partes do corpo humano. O objetivo das pesquisas
sobre biomateriais € o desenvolvimento de substancias que induzam reparo de
forma rapida, controlada, guiada e previsivel (BRUNSKI; PULEO; NANCI, 2000). Os

biomateriais podem ser classificados pelo tipo de resposta biolégica que induzem
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nos tecidos aos quais sdo implantados, sendo classificados como biotolerados,
bioinertes e bioativos. Os diferentes niveis de biocompatibilidade reforcam o fato de
que nenhum material € completamente aceito pelo organismo do receptor
(SYKARAS et al., 2000). Dessa forma, os materiais empregados na substituicdo de
0sso devem apresentar propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas compativeis com
os tecidos vivos do hospedeiro. Estas propriedades, responsaveis por nao
desencadearem uma reacdo de corpo estranho por parte do organismo,
caracterizam a biocompatibilidade (KAWACHI; BERTRAN, 2000; CORSETTI, 2005;
CORSETTI; LEITE, 2008).

Uma caracteristica singular do tecido 6sseo é sua capacidade de promover o
reparo, formando um novo tecido altamente organizado a exemplo da estrutura
original. Porém, esta capacidade é limitada pela extensdo do dano. Assim, defeitos
0sseos extensos configuram um desafio na Odontologia uma vez que nado sdo
capazes de reparo espontaneo, necessitando de técnicas auxiliares para seu
tratamento (AOKI, 1991). InUmeros materiais sintéticos foram desenvolvidos nos
altimos anos com esta finalidade, sendo a hidroxiapatita (HA) um dos mais
amplamente estudados (BURG; PORTER; KELLAM, 2000), principalmente devido a
sua importante propriedade de osteoconducgéo e sua capacidade de promover uma
interacdo direta com o tecido 0sseo, sendo classificada como bioativa (LE
GUEHENNEC; LAYROLLE; DACULSI, 2004; CORSETTI; LEITE, 2008). Por possuir
similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos 0sseos, a hidroxiapatita € um
dos materiais mais biocompativeis conhecidos, permitindo a proliferacdo de
fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas (AOKI, 1991).

A porosidade deste material também pode ser entendida como parte
fundamental de sua interacdo com o organismo. Os poros fornecem local para o
tecido 6sseo crescer e fixar o implante biologicamente (KARAGEORGIOU; KAPLAN,
2005). A porosidade do biomaterial influencia no processo de absor¢do do mesmo e
sua substituicéo por tecido 6sseo. Acredita-se que o tamanho ideal dos poros de um
biomaterial seja semelhante ao do 0sso esponjoso que ainda permanece como
padrdo-ouro nas reconstrucdes 6sseas (GAUTHIER et al., 1999).

Além dos biomateriais outros tecidos do organismo podem ser usados como
alternativas ao uso de enxertos 0sseos autdégenos. A cartilagem é um exemplo de
tecido que pode ser usado para reconstrucdes na area bucomaxilofacial (BERCINI,

1991). Os enxertos de cartilagem, a exemplo dos enxertos 0sseos, podem ser
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classificados como: autoenxertos, quando doador e receptor sdo 0 mesmo individuo;
aloenxerto quando doador e receptor sao individuos diferentes, porém da mesma
espécie; e xenoenxertos quando doador e receptor sdo individuos de espécies
diferentes (PURICELLI; BERCINI, 1992).

A cartilagem é uma forma especializada de tecido conjuntivo composto por
uma densa malha de fibras colagenas e elasticas, associadas a macromoléculas de
proteoglicanas, acido hialurénico e glicoproteinas. O tecido cartilaginoso maduro
possui células, conhecidas como condrécitos, que podem ocorrer isolados ou
agrupados nas lacunas da matriz cartilaginosa. Diferente dos outros tecidos
conjuntivos, a cartilagem n&o possui vasos sanguineos ou nervos, estes encontram-
se no pericbndrio, membrana de tecido conjuntivo denso irregular que reveste a
cartilagem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; TORTORA; GRABOWSKI, 2002).

Enxertos de cartilagem s&o frequentemente utilizados em reconstru¢cao do
pavilhdo auricular (KARIMI-YAZDI et al., 2007), em timpanoplastia (CAVALIERE et
al., 2009), na reconstrucdo de defeitos faciais de pacientes fissurados (MOKAL;
KALE, 2009), na reconstucéo de assoalho de orbita pés-trauma (MENDONCA et al.,
2009), na correcdes de deformidades nasais (SOUZA et al., 2008), em reconstrucéo
traqueal (SHI et al.,, 2009), em cirurgias ortopédicas de joelho (MCNICKLE et al.,
2009) e coluna vertebral (LUK; RUAN, 2008).

No organismo ha o processo de ossificacdo endocondral, responsavel pela
formacdo de ossos longos, vértebras e costelas. Na ossificacdo endocondral do
tecido 6sseo ocorre a substituicdo da cartilagem por 0sso através de mecanismos de
morte celular programada (apoptose) dos condrécitos e calcificacdo da matriz
cartilaginosa (BERCINI, 1991; KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

A utilizacdo de enxerto de cartilagem apresenta algumas vantagens se
comparadas ao enxerto ésseo: facilidade de modelar a forma desejada, ser ndo
dependente de suprimento vascular para sua sobrevivéncia, possuir taxa de
reabsorcdo geralmente menor do que a do o0sso. Apresentam também algumas
desvantagens como pouca resisténcia a pressao e tendéncia a encurvamento
(BERCINI, 1991; PURICELLI; BERCINI, 1992).

Dentre os enxertos autégenos, os obtidos de cartilagem sdo os menos
vascularizados, 0 que aumenta a sua sobrevida. Esta particularidade torna os
enxertos cartilaginosos uma boa op¢do em reconstrucbes bucomaxilofaciais
(MENDONCA et al., 2009).
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2.4 Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo

Métodos que permitem avaliacdo do metabolismo do tecido 6sseo de forma
dindmica tem sido cada vez mais utilizados, viabilizando o diagnostico precoce de
patologias 0sseas (VIEIRA, 1999). Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo
podem ser empregados na pratica clinica com a finalidade de se obter informagdes
sobre a formacdo ou a reabsorcdo Osseas. A formacdo éssea é dependente da
acdo dos osteoblastos, portanto, os marcadores de formacdo medem produtos
decorrentes da acdo destas células. Da mesma forma, os marcadores de
reabsorcdo medem a acdo dos osteoclastos, células envolvidas na reabsorcédo da
matriz 6ssea (GUYTON, 1989; SEIBEL, 2006).

Durante o processo de formacdo Ossea, a producdo da matriz colagena
precede a mineralizacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; KATCHBURIAN;
ARANA, 2004). A fase de producdo de matriz coldgena coincide com uma maior
producdo de fosfatase alcalina, enquanto a mineralizacdo coincide com uma maior
producdo de osteopontina. A secrecdo de matriz éssea pelos osteoblastos ativa
muitas enzimas que sdo difundidas pela corrente sanguinea, permitindo a dosagem
da atividade da enzima fosfatase alcalina no sangue ou no plasma sanguineo
(LEUNG et al., 1993; ROY, 1970). Dessa forma, a enzima é considerada um bom
indicador do indice de formacéo 0ssea, podendo ser empregada como marcador
periférico do metabolismo 6sseo (GUYTON, 1989).

A fosfatase alcalina é uma ectoenzima encontrada na superficie externa dos
osteoblastos onde exerce sua atividade. E produzida em varias regibes do
organismo, incluindo ossos, figado e intestinos, e € encontrada normalmente no
sangue de individuos sadios (VIEIRA, 1999). As concentracfes plasmaticas da
fosfatase alcalina podem aumentar sempre que aumentar a atividade das células
0sseas, por exemplo, durante o periodo de crescimento ou depois de uma fratura
(YUE et al., 2005). Variam também como resultado de doencas Osseas, como a
osteomalacia, o cancer 0sseo, e a doenca de Paget (SARAIVA; CASTRO, 2002).

Por meio do método bioquimico de avaliacdo do metabolismo 6sseo podemos
ainda estudar fatores que possam estimular o processo de reparo 6sseo em sua
etapa reabsortiva. Como marcadora de reabsorcdo Ossea, a atividade da enzima

fosfatase acida pode complementar o entendimento dos fendbmenos que ocorrem
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durante reparo 0sseo (YAN; TOMITA; IKADA, 1998; CALCAGNOTTO, 2009;
SCHWENGBER, 2009).

A fosfatase acida € uma enzima lisossdmica presente primariamente no 0sso,
na préstata, nas plaquetas, nos eritrocitos e no baco. Como a fosfatase acida total,
apresenta diferentes isoenzimas, os métodos de dosagem sérica devem ser
capazes de realizar a separacdo da fracdo 0ssea deste marcador. Das suas cinco
isoenzimas, a isoforma Ossea € tartrato resistente, portanto a atividade da enzima
fosfatase acida tartrato resistente € a utilizada para marcacdo bioquimica de
reabsorcdo O0ssea. Existem ensaios para sua determinacdo no plasma e no soro,
sendo 0s niveis séricos usualmente mais altos que o0s plasmaticos devido a
liberacdo da fosfatase acida dos eritrécitos durante a coagulacdo. Sua mensuracao
reflete mais o nimero do que a atividade dos osteoclastos (VIEIRA, 1999; SARAIVA,;
LAZARETTI-CASTRO, 2002).

Os meios dindmicos de avaliacdo do metabolismo 6sseo como a mensuragao
da atividade das enzimas fosfatase acida e fosfatase alcalina podem auxiliar no
entendimento dos fendmenos que se estabelecem no tecido Osseo apos

reconstru¢cao com enxertos ou biomateriais (VIEIRA, 1999).

2.5 Modelo animal e métodos de avaliagdo do reparo 0sseo

A utilizacdo de animais em procedimentos de pesquisa € bastante antiga e
vem evoluindo juntamente com a prépria ciéncia (FAGUNDES; TAHA, 2004). As
pesquisas relacionadas a reparo 6sseo utilizaram diferentes animais com defeitos
0sseos experimentais localizados principalmente em calvaria. Outros sitios
estudados incluem fémur (YAN; TOMITA; IKADA, 1998; PURICELLI et al., 2006;
PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009), mandibula (SOCCOL et al., 2006), maxila
(PARIS, 2002) e tibia (ANBINDER et al., 2006). Observa-se a utilizagdo mais
frequente de ratos (AALAMI et al., 2004; PRYOR et al.,, 2005a; PRYOR; SUSIN;
WIKESJO, 2006; FURLANETO et al., 2007; MARZOUK et al., 2007; MESSORA et
al., 2008b), mini-porcos (GOSAIN et al., 2000; RUPPRECHT et al., 2003), coelhos
(CLOKIE et al., 2002; HADDAD et al., 2006; ASCHERMAN et al., 2008) e ovelhas
(GOSAIN et al., 2004).

Apesar da grande variedade de modelos animais ja descritos e da predilecéo

pelo rato, todos os modelos de estudo tém a preocupacdo em utilizar a melhor
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metodologia para avaliar a intervencao proposta. Neste sentido, Schmitz e Hollinger,
(1986), propuseram o conceito de “defeito ésseo critico”. Segundo os autores,
quando um estimulo é estudado em um modelo animal, o defeito 6sseo criado deve
ser grande o suficiente para ndo permitir um reparo espontaneo ao longo da vida do
animal, possibilitando a avaliacdo do real efeito osteogénico da intervencéo
realizada. Em um defeito de tamanho critico sem a presenca de um enxerto ou
implante, o reparo tecidual ocorrera atraves da formacao de tecido conjuntivo fibroso
ao invés de 6sseo. Posteriormente, Gosain e colaboradores (2000), propuseram
uma reavaliacdo no conceito de defeito dsseo critico. Os autores consideraram que
a maioria dos estudos nao se estende ao longo de toda a vida do animal, portanto,
propuseram como defeito de tamanho critico aquele que, durante a vigéncia do
estudo e ndo mais durante toda a vida do animal, ndo sofra reparacdo completa e
espontanea.

Paralelamente ao beneficio da realizacdo de estudos com periodos
experimentais reduzidos, propostos pela reavaliacdo de defeito critico, a
possibilidade de reducdo do tamanho destes defeitos 0sseos cirurgicamente criados
trouxe vantagens como a menor morbidade para os animais envolvidos no modelo
experimental e a manutencdo de margens de seguranca do defeito em relacdo a
estruturas vitais, como vasos e nervos (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998).
Neste sentido, € importante considerar que no momento da realizacdo do defeito
0sseo na calvaria deve-se ter o cuidado de manter a integridade da dura-mater. Esta
encontra-se imediatamente abaixo da estrutura Ossea, sendo extremamente
vulneravel a traumatismos com o0 uso de instrumentos rotatérios. Tal meninge é a
principal responsavel pela irrigacdo sangtinea do cranio e seu dano pode causar
prejuizos ao processo reparador, comprometendo 0s resultados experimentais
obtidos (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; AALAMI et al., 2004; ASCHERMAN et al.,
2008).

A metodologia empregada para a avaliacdo dos resultados obtidos com a
utiizacdo de estimulos ao reparo 0sseo envolve principalmente o uso da
histomorfometria (CLOKIE et al., 2002; HADDAD et al., 2006; FURLANETO et al.,
2007; MARZOUK et al., 2007; MESSORA et al., 2008b; CALCAGNOTTO, 2009;
SCHWENGBER, 2009). Trata-se de uma técnica histologica que possibilita a
quantificacdo dos diferentes tecidos presentes em determinada area do corte

histologico. A descri¢do histolégica dos achados sem a quantificacdo dos diferentes
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tecidos também foi utilizada por alguns estudos (INODA; YAMAMOTO; HATTORI,
2007; PURICELLI et al.,, 2006; ASCHERMAN et al.,, 2008; PURICELLI; DUTRA,;
PONZONI, 2009). A analise radiografica da area do defeito 6sseo também foi
empregada em diversos trabalhos (CLOKIE et al., 2002; AALAMI et al., 2004;
PRYOR et al.,, 2005b; PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006; MARZOUK et al., 2007).
No entanto, Pryor, Susin e Wikesjo (2006) demonstraram que tal analise pode
revelar discordancia com a observacéo histoldgica, esta considerada o padrédo-ouro,
nao recomendando a avaliacdo exclusiva dos resultados com base em achados
radiograficos. Os resultados obtidos com a utilizacdo de estimulos ao reparo 6sseo
podem ainda ser avaliados por meio da imunoistoquimica, método que baseia-se na
reacdo imunologica antigeno-anticorpo, permitindo uma avaliacdo histologica
especifica através da utilizacdo de anticorpos como marcadores celulares
(MATSUBARA et al., 2008; JIANG et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar e comparar, em diferentes tempos experimentais, a influéncia ou néo
da estimulacédo de campo magnético sepultado sobre o reparo 6sseo em calvéria de
ratos apos reconstrugdo com enxerto 0sseo autdgeno, implante de hidroxiapatita

granulada sintética ou enxerto aldégeno de cartilagem.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar histomorfometricamente o reparo 6sseo, sob a influéncia de campo
magnético sepultado, gerado pela implantacdo de dois imas permanentes
adjacentes ao defeito 6sseo cirurgicamente criado em calvaria de ratos e
reconstruido com enxerto 6sseo autdgeno, implante de hidroxiapatita granulada
sintética ou enxerto aldgeno de cartilagem, e compara-lo com o reparo sem estimulo
magnetico;

b) avaliagcdo imunoistoquimica, no tempo poés-operatorio de 60 dias, da
expressdo da proteina osteopontina durante o reparo 0sseo, sob a influéncia de
campo magnético sepultado, gerado pela implantacdo de dois im@s permanentes
adjacentes ao defeito 6sseo cirurgicamente criado em calvaria de ratos e
reconstruido com enxerto 6sseo autogeno, implante de hidroxiapatita granulada
sintética ou enxerto alégeno de cartilagem, e compara-la com a expressao da
mesma proteina durante o reparo sem estimulo magnético;

c) realizar mensuracéo bioguimica das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase
acida apos o reparo 0sseo, sob a influéncia ou ndo de campo magnético sepultado,
gerado pela implantacdo de dois imas permanentes adjacentes ao defeito 6sseo
cirurgicamente criado em calvaria de ratos e reconstruido com enxerto ésseo
autogeno, implante de hodroxiapatita granulada sintética ou enxerto alégeno de

cartilagem.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo e modelo de estudo

O presente trabalho é um estudo experimental em animais, cego, controlado e

randomizado e foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional quantitativo.

4.2 Consideracdes éticas

Este estudo observou as normas de utilizagdo de animais em projetos de
pesquisa, conforme Cobdigo Estadual de Protecdo aos Animais (Anexo A) e
Resolucdo Normativa 04/97 da Comissdo de Pesquisa e FEtica em
Salde/GPPG/HCPA (Anexo B) e foi submetido a parecer do Comité de Etica em
Pesquisa sendo aprovado pela Comissdo de Pesquisa e FEtica em
Saude/GPPG/HCPA (Projeto n° 10-0307).

4.3 Locais de realizacao

A etapa cirdrgica do presente trabalho foi realizada na Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os
procedimentos histolégicos para confeccdo das laminas foram realizadas nos
Laboratorios de Histopatologia “Prof. Dr. J.J. Barbachan” da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e Patologia
Experimental do HCPA-UFRGS. As analises bioquimicas foram realizadas na
Unidade de Analises Moleculares e de proteinas (UAMP) do HCPA-UFRGS. Os
calculos da intensidade do campo magnético foram realizados no Laboratério de
Magnetismo do Instituto de Fisica da UFRGS. As tomadas radiograficas do estudo
foram realizadas no Laboratério de Radiologia da Faculdade de Odontologia da
UFRGS.

4.4 Hipotese

A presenca de campo magnético sepultado adjacente a area de defeito 6sseo

estimula e favorece o processo de reparo 0sseo, ap0s reconstrucdo com enxerto
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0sseo autégeno, implante de hidroxiapatita sintética e enxerto alégeno de
cartilagem.

4.5 Calculo amostral

O tamanho da amostra foi estimado utilizando o comando de calculo para
duas meédias de grupos independentes do programa estatistico G*Power 3,
atribuindo-se valores de 5% e 80% para nivel de significancia e poder da amostra,
respectivamente. O desfecho primario considerado para a estimava do niumero de
animais necessario para a realizagdo do estudo foi o percentual de preenchimento
0sseo. Considerando os dados de Schwengber (2009), preenchimentos de 46% e
20% nos grupos enxerto autbgeno com ima e somente enxerto, respectivamente,
foram utilizadas para o calculo amostral, com desvios-padrdo de 12,0 e 5,0. Foi
estimada a necessidade de 4 animais por grupo para cada tempo experimental.

Considerando possivel perda de animais, foram incluidos 5 animais por grupo.

4.6 Grupos de estudo e delineamento experimental

Foram utilizados 95 ratos linhagem Wistar (Rattus norvergicus) do sexo
masculino com 7 a 8 semanas de idade e apresentando em meédia 300 g de massa
corporal. Todos os grupos foram compostos por 5 ratos cada. Os tempos de morte
estabelecidos foram de 15, 30 e 60 dias pds-operatérios. Foram implantados dois
imas permanentes ou dispositivos metalicos adjacentes ao defeito 6sseo criado
cirurgicamente na calvaria dos ratos, submetidos a procedimentos de reconstrucéo
com distintos enxertos/materiais:

a) reconstrugdo com enxerto 6sseo autdégeno;

b) reconstrugdo com implante de hidroxiapatita granulada sintética;

) reconstrucdo com enxerto aldogeno de cartilagem.

Os grupos envolvidos no presente estudo e suas composicOes estao
explicitados na Tabela 1, os animais foram sorteados visando distribuicdo aleatoria

NOS grupos experimentais.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos de estudo.

Intervencgéo B B B
OA OA+ | HA HA + | CT CT+1 Naive
Morte
15 dias 5 5 5 5 5 5
30 dias 5 5 5 5 5 5 5
60 dias 5 5 5 5 5 5

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

OA. Enxerto 6sseo autdgeno sem influéncia de campo magnético; OA + I. Enxerto 6sseo autégeno
sob influéncia de campo magnético; HA. Implante de hidroxiapatita granulada sintética sem influéncia
de campo magnético; HA + I. Implante de hidroxiapatita granulada sintética sob influéncia de campo
magnético; CT. Enxerto alégeno de cartilagem sem influéncia de campo magnético; CT + I. Enxerto
alégeno de cartilagem sob influéncia de campo magnético; Naive. Grupo controle fisiolégico da
atividade das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida.

Nos grupos que receberam enxerto 6sseo autdgeno, este consistiu do préprio
0sso da calota craniana resultante da criacdo do defeito 6sseo de 5 mm de diametro
com broca trefina. Apdés a criagdo do defeito, o enxerto O6sseo coletado foi
reposicionado em bloco na area a ser reconstruida.

A hidroxiapatita granulada sintética utilizada (HAP 91®) € apresentada como
absorvivel, porosa e com granulos obtidos em peneira com malha de 2 mm (Figura
1). Segundo as recomendacdes do fabricante, o produto pode ser usado diretamente
no local desejado.

Figura 1 — Apresentacdo comercial da HAP®, hidroxiapatita
granulada sintética utilizada no estudo.

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
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O enxerto aldgeno de cartilagem foi utilizado segundo protocolo proposto por
Vieira e colaboradores (1993), o qual consiste em remocdo da cartilagem sem
pericdndrio, lavagem com solucéo fisiolégica estéril por 15 minutos e conservagao
em solucdo de etanol a 70%, sob refrigeracdo (2° a 8°C), durante 20 dias. Foi
implantado na area do defeito 6sseo de forma particulada conforme protocolo
utilizado por Puricelli e Bercini (1992). Os animais doadores foram oriundos do grupo
Naive, que nao sofreu intervencéo prévia. Apos coleta sanguinea para mensuracao
da atividade fisiologica das enzimas fosfatase alcalina e acida, foi realizada remocéo

de enxerto de cartilagem da regido do osso esterno, ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Grupo Naive. Acesso cirurgico para remoc¢do da
cartilagem do 0sso esterno.

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

O campo magnético, quando presente, foi gerado por dois imés de neodimio-
ferro-boro sepultados adjacentes ao defeito 6sseo criado. Nas calvarias dos animais
dos grupos controle foram utilizados discos de titdnio comercialmente puro, para
simular a presenca dos imas, a Figura 3 ilustra os imas e dispositivos utilizados no

estudo.
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Figura 3 — Dispositivos metalicos utilizados no estudo.

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
a. ima; b. disco de titanio.

Para assegurar o sepultamento dos imds com campo magnético atrativo, e
nao repulsivo, o pdélo norte de todos os magnetos foi demarcado com esmalte
branco atéxico e, previamente a insercao, foi realizado teste de atracao entre os
imds. A intensidade de campo magnético no interior do defeito Osseo foi
anteriormente mensurada no Laboratério de Magnetismo do Instituto de Fisica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, por meio da utilizacdo de um
Gaussimetro (Magnet-Physik FH 35, Magnet-Physik Dr. Steingroever GmbH,
Alemanha), conforme ilustrado na Figura 4. Todos os magnetos utilizados no
estudos foram mensurados e obteve-se o valor de 84,3 G para a média da

intensidade de campo magnético presente na regido central do defeito dsseo.

Figura 4 — Gaussimetro.

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
a. Gaussimetro utilizado para mensuracao da intesidade do campo magnético; b. e c.
Posicionamento do sensor do gaussimetro na regido central do defeito 6sseo critico em cranio seco
de rato.

4.7 Técnica operatoria

Os procedimentos foram realizados seguindo rigoroso padrao de assepsia.

Inicialmente, a anestesia dos animais foi supervisionada por médico veterinario
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devidamente registrado no Conselho Profissional. Foi realizada a infiltragdo
intraperitoneal de cloridrato de ketamina (Dopalen® injetavel) e cloridrato de xilazina
(Anasedan® injetavel) na dosagem respectiva de 100 mg/kg e 10mg/kg de peso
corporal. O animal foi posicionado em decubito ventral sobre uma superficie rigida e
fixa possibilitando a realizagédo de tricotomia na regido da calota craniana. A seguir,
foi realizada antissepsia com Polivinil Pirrolidona (PVPI) topico e colocacdo de
campo operatorio estéril fenestrado possibilitando acesso a calota craniana,
sequéncia ilustrada na Figura 5.

Figura 5 — Técnica operatoria.

......

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
a. Infiltracdo intraperiotoneal; b. Tricotomia; c. Antissepsia (PVPI).

Foi realizada infiltrag&do local com bupivacaina (Marcaina® 5mg injetavel) na
dosagem de 2 mg/Kg. O acesso a cortical da calota craniana foi realizado por
incisdo linear, na linha média, com aproximadamente 1,5 cm, na pele da regiao,
seguida de divulséo tecidual, incisdo e descolamento do peridésteo. Apds exposicao
do tecido 0sseo, foi localizada a sutura 6ssea fronto-parietal, limite anterior do 0sso
frontal. Neste, foi realizado um defeito ésseo bicortical de 5 mm de didmetro e 1 mm
de profundidade, com broca trefina. Nas direcbes anterior e posterior do defeito
0sseo foram realizadas duas ostectomias transversais de 2 mm de comprimento
para sepultamento dos imds e fendas de 1 mm na barreira 0ssea resultante,
permitindo maior intensidade de campo magnético no interior do defeito, estas foram

confeccionadas com brocas cilindricas de 2 mm e 1 mm respectivamente, Figura 6.
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Figura 6 — Cranio seco de rato.

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

a. Defeito Osseo critico realizado, note-se as aberturas nas paredes Ossea internas para livre
passagem do campo magnético; b. Posicionamento dos dispositivos utilizados no estudo; c.
Dimensbes do defeito 0sseo.

As ostectomias foram realizadas com motor elétrico e sob irrigacdo constante
de agua destilada. As lojas para sepultamento dos magnetos sofreram uma solucao
de continuidade, diferenciando este modelo do utilizado por Calcagnotto (2009) e
Schwengber (2009). No interior do defeito ésseo criado foi realizada reconstrucao
com enxerto 0sseo autogeno, implante de hidroxiapatita granulada sintética ou
enxerto alégeno de cartilagem, evento que diferencia 0s grupos experimentais,
sequéncia ilustrada pela Figura 7. Apdés os cuidados com a ferida operatéria, foi
realizada a sutura a pontos isolados com fio mononylon 5-0. Durante a recuperacao
anestésica os animais foram colocados em encubadora e receberam racéo e agua
ad libittum. A analgesia poés-operatéria consistiu na administracdo de Tramadol
(Tramal® injetavel) 5mg/Kg no pdés-operatorio imediato, conforme orientagdo do
meédico veterinario. Nao foi realizada remocéo de sutura. Os animais permaneceram
na UEA-HCPA durante os periodos pos-operatorios pré-estabelecidos de 15, 30 e
60 dias. Apoés esses periodos foi realizada a morte dos animais por decapitacdo em
guilhotina e coleta sangilinea cervical para andlise da atividade das enzimas
fosfatase alcalina e fosfatase acida. Nesta fase, foi realizado novo acesso cirargico a

calvaria ja operada, sendo esta removida para realizacdo do preparo histolégico da

peca.
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Figura 7 — Tempos cirargicos

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
a. Infiltacdo local com bupivacaina; b. Acesso cirlrgico a calvaria; c. e d. Reconstrucdo com enxerto
0sseo autdgeno; e. e f. Reconstrugdo com implante de hidroxiapatita granulada sintética; g. e h.

Reconstrugcdo com enxerto alogeno de cartilagem.



36

4.8 Tomadas radiograficas

Radiografias do cranio foram realizadas em todas as amostras coletadas, a
fim de verificar a estabilidade dos imas e dispositivos metalicos implantados na
calvaria dos animais. Para a realizacdo das tomadas radiogréficas foi utilizado
aparelho de raios X odontologico Dabi Atlante Spectro 70X Seletronic®, com regime
elétrico de 70 kVp (quilovoltagem) e 8 mA (miliampére) e filme radiografico periapical
Kodak Insight IP-21®. As radiografias obtidas foram reveladas em processadora
automatica odontolégica Revell®. A distancia entre foco do aparelho e filme
radiografico foi padronizada em 30,0 cm (CORSETTI, 2005) e o tempo de exposi¢ao
em 0,1 segundo (PRYOR et al., 2005b; PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006). O feixe
central de raios X foi posicionado superiormente a area de defeito 6sseo,
perpendicularmente ao centro do mesmo. Nas imagens obtidas foi observada a
estabilidade ou ndo dos dispositivos metalicos implantados (Figura 8).

Figura 8 — Tomadas radiograficas

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
a. Estabilidade dos imés; b. Deslocamento dos imas.

4.9 Preparo histolégico e imunoistoquimico

O material de calvaria removido foi fixado em formalina neutra tamponada
10%, por 24 horas. Apos fixacdo, as pecas foram descalcificadas em uma solucao
de Acido Férmico 50% e Citrato de Sédio 20%, (1:1). Foi realizada cuidadosa

remocdo dos dispositivos metdlicos durante o periodo de descalcificacdo sem
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danificacdo da peca. ApGs a completa descalcificagdo, foi realizada seccao
longitudinal mediana da calvaria com uso de uma navalha descartavel para
micrétomos, (Figura 9). Em seguida, as pecas foram submetidas ao procedimento
usual para inclusdo em parafina. Foram realizados cortes histoldgicos de 4 um que
contemplaram a area central de estimulagdo magnética, correspondente a éarea
central do defeito ésseo. Uma lamina histoldgica foi submetida a coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE). Cortes sequenciais foram capturados em laminas
silanizadas para marcacdo imunoistoquimica com o anticorpo anti-osteopontina
(Anti-Osteopontin antibody, ab8448, Abcam®). Foi realizada recuperagao antigénica
com a enzima pepsina (Solugcao de Pepsina, cod 00-3009, Invitrogen Corporation®).

Apos a titulacdo do anticorpo anti-osteopontina, optou-se pela diluicdo de 1:100.

Figura 9 — Obtencao da peca para processamento histologico

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
A linha pontilhada indica secc¢éo longitudinal mediana da calvaria.

4.10 Calibracao

A calibracéo intra-examinador foi realizada separadamente para as variaveis
histomorfométrica e imunoistoquimica. Ap6s o treinamento do examinador nos dois
métodos de analise 0 mesmo realizou duas mensuracdes de dez laminas de cada
meétodo, sendo as mensuracdes separadas por um intervalo de sete dias.

Os valores obtidos para as duas mensuracdes do periodo de calibracao foram

analisados com auxilio do software R, versdo 2.9.0, (R Development Core Team,
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2010). Para calcular o coeficiente de correlagéo intraclasse (ICC) e o intervalo de
confianga (IC) foram utilizadas as bibliotecas psy e boot respectivamente.

Os valores de calibracao obtidos foram:

a) para a histomorfometria: ICC de 0,98 e IC de 0,61 a 0,99;

b) para a imunoistoquimica: ICC de 0,945 e IC de 0,58 a 0,98.

4.11 Analise histomorfométrica

Foram realizados trés cortes histolégicos por peca, coletados em uma Unica
lamina. As laminas foram codificadas para permitir o cegamento do observador
quanto a distribuicdo dos grupos do estudo. O campo histolégico analisado envolveu
toda a extensdo do defeito 0sseo, sendo seu limite extremo as bordas do defeito
0sseo.

As imagens microscopicas das laminas histologicas foram capturadas no
aumento de 100x (cem vezes), através de uma camera de video Olympus® (modelo
Qcolor 5, Coolet, RTV) acoplada a um microscépio binocular Olympus Optical Co.
modelo CX41RF e a um computador Dell  (modelo Dimension 5150), utilizando o
software Qcapture® (versdo 2.81; Quantitative Imaging Corporation, Inc.; 2005).
(Equipamento presente no Laboratorio de Histopatologia Prof. Dr. J.J.D. Barbacham
no setor de Patologia Bucal de FO-UFRGS adquirido com apoio financeiro da
FAPERGS, PROAP04/2005 n° do Processo 0410882). As fotomicrografias obtidas
foram agrupadas lado a lado utilizando a técnica de mosaico, possibilitando a
visualizacdo e mensuragdo da éarea total do defeito 6sseo. Posteriormente, foram
excluidas as imagens externas ao defeito 0sseo, permanecendo para analise
apenas a porcao central do defeito 6sseo, Figura 10.

A analise histomorfométrica consistiu na demarcacdo da area total do defeito
0sseo e demarcacdo das areas de neoformacdo 6ssea no interior do mesmo,
obtendo-se o percentual de osso neoformado no interior do defeito ésseo criado.
Essas mensuracdes foram obtidas em Pixel?, utilizando o software Axiovision®,
versao 4.6.3, (Carl Zeiss Imaging) e transformadas em porcentagem, permitindo a
obtencdo de valores do percentual de osso neoformado em relacdo ao defeito

original.
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Figura 10 — Técnica do mosaico utilizada para agrupar as fotomicrografias

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

LO. Indica limite do defeito ésseo; D. Indica posi¢cao do dispositivo metdlico utilizado (imé ou disco de
titdnio); no plano inferior observa-se a imagem obtida para analise histomorfométrica apés exclusao
das areas externas ao defeito 6sseo critico criado; a linha azul delimita a area total do defeito dsseo;
somatorio das areas hachuradas em verde representam area de neoformagdo déssea no interior do
defeito critico.

4.12 Analise imunoistoquimica

As laminas marcadas por imunoistoquimica foram da mesma forma
codificadas para manutencdo do cegamento do examinador. As imagens
microscoépicas das laminas marcadas por imunoistoquimica foram obtidas da mesma
maneira ja descrita anteriormente para a avaliacdo histomorfométrica, porém o
aumento utilizado para este material foi de 400x (quatrocentas vezes). A analise
imunoistoquimica foi realizada em todos 0s grupos experimentais no tempo pos-
operatério de 60 dias. Foram selecionadas duas areas do defeito 6sseo para
analise, uma correspondente a regidao central do defeito Osseo e outra
correspondente a extremidade do defeito O0sseo adjascente a implantacdo do
im&/dispositivo ndo magnético.

A quantificacao das laminas marcadas por imunoistoquimica foi realizada com
auxilio do software Image Pro-Plus®, versao 6.0, (Media Cybernetics). Consistiu na

selecdo, por diferenca de coloracdo, das areas consideradas marcacdo positiva,
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sendo o resultado obtido o somatoério das areas selecionadas para cada imagem
analisada, Figura 11.

Figura 11 — Andlise imunohistoquimica: quantificacdo das laminas marcadas por
imunoistoquimica

|
|

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
vermelho: areas de marcacdo positiva pelo anticorpo anti-osteopontina antes e apds exclusao do
fundo da imagem para somatério das mesmas.

4.13 Atividade das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida

A mensuracdo da atividade das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida
foi realizada em todos os animais do estudo. Para estas andlises bioquimicas, foram
coletados 500 ul de sangue em tubo de ensaio apropriado, por meio de coleta
sangilinea cervical, apés a decaptacdo do animal em guilhotina. Apos a coleta
sanguinea, foi realizada centrifugacdo do material obtido para obtengéo de 50 ul de
soro para dosagem da atividade da enzima fosfatase alcalina e a 50 yl de soro para
dosagem da atividade da enzima fosfatase acida. Cada amostra foi codificada para
promover o cegamento do laboratorista.

Para a dosagem da atividade da enzima fosfatase alcalina foi utilizado o kit
Laboratorial Labtest Catalogo 40 (Labtest Diagnéstica S.A., MG, Brasil), tendo como
substrato a timolftaleina monofosfato. A hidrolise desse substrato de éster de acido
fosforico é realizada pela enzima fosfatase alcalina. Esta reacéo sera cessada pela
adicdo de carbonato de sodio (94 mmol/l) e hidroxido de sodio (250 mmol/l) fazendo
com que o produto da hidrélise da timolftaleina monofosfato seja corada de azul,
permitindo a mensuracdo em espectrofotdmetro a 590 nm de acordo com o método

proposto por Roy (1970).



41

bY

As amostras destinadas a dosagem da enzima fosfatase acida foram
acidificadas imediatamente ap6s a obtengcdo do soro como preconizado pelo teste
utilizado. Para a dosagem da enzima fosfatase acida foi utilizado o kit Laboratorial
Labtest Catalogo 39 (Labtest Diagnéstica S.A., MG, Brasil). A fosfatase acida do
soro atua sobre o substrato de timolftaleina monofosfato. A adi¢cdo de alcali inibe a
acdo enzimatica e converte a timolftaleina liberada na sua forma azul, que é medida
colorimetricamente. O produto final da reacdo se constitui de uma mistura de cor
azul e a cor propria do substrato, que pode ser mensurado em espectrofotdmetro a

absorbancia em 590 nm de acordo com o método Roy (1970) modificado.

4.14 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o pacote estatistico SPSS. A
unidade analitica considerada foi o rato e o nivel de significancia estabelecido em
5%. A normalidade dos dados obtidos foi testada através do teste Kolmogorov-
Smirnov, apresentando distribuicdo simétrica.

Para a andlise das variaveis fosfatase alcalina, fosfatase 4cida e percentual
de preenchimento 6sseo foi utilizado o teste de Modelos Mistos, com a estrutura de
covariancia escolhida pelo menor critério de informacéo de Akaike e teste de post-
hoc de Bonferroni.

Para a variavel imunoistoquimica foi realizado o teste ANOVA de uma via e

teste de Tukey como post-hoc.
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5 RESULTADOS

Os animais envolvidos no estudo nao apresentaram complicacdes infecciosas
pos-operatorias. Dois animais foram excluidos da amostra sendo um por
deslocamento do ima e um por obtencdo de material de qualidade insuficiente para
a avaliacéo histologica, os mesmos pertenciam respectivamente aos grupos enxerto
alégeno de cartilagem com magnetismo aos 30 dias p0s-operatorios e enxerto 6sseo

autdégeno sem magnetismo aos 15 dias pds-operatorios.

5.1 Histomorfometria

Para avaliacdo histomorfométrica foi utilizada a variavel percentual de
preenchimento 6sseo, calculada apés a mensuracdo da area total do defeito 6sseo e
das éareas de o0sso neoformado em seu interior. A variavel percentual de
preenchimento 6sseo apresentou dados com distribuicdo normal. Para a analise
estatistica desta variavel foi utilizado o teste de Modelos Mistos com a estrutura de
covariancia escolhida pelo menor critério de informagcédo de Akaike que, neste caso,
foi a Diagonal. O teste de post-hoc utilizado foi Bonferroni. O modelo evidenciou
interacdo significativa entre as variaveis grupo e tempo, p=0,008. A avaliacdo dos
dados foi feita via intervalo de confianca e os valores sdo apresentados na Tabela 2.
A Figura 12 apresenta a rerpresentacao dos intervalos de confianca.

A avaliacdo transversal, ou seja, entre 0S grupos no mesmo tempo
experimental do percentual de preenchimento ésseo evidenciou, aos 15 dias, que o
grupo OA+i (IC 5,59-11,69) apresentou percentual de preenchimento 6sseo
estatisticamente superior ao grupo CT (IC 0-5,03). Aos 30 dias, o grupo OA+i (IC
21,99-36,08) permaneceu com percentual de preenchimento ésseo estatisticamente
superior ao grupo CT (IC 1,29-15,38) e foi ainda estatisticamente superior ao grupo
HA+i (IC 6,57-20,66). Aos 60 dias, o grupo HA+I (IC 23,01-39,38) apresentou
percentual de preenchimento 0sseo estatisticamente superior ao grupo CT (IC 5,87-
22,23). Ainda aos 60 dias, o grupo OA+i (IC 26,56-42,92) apresentou percentual de
preenchimento 0sseo estatisticamente superior ao grupo CT (IC 5,87-22,23) e ao
grupo OA (IC 7,36-23,72). Esse resultado demonstrou que, aos 60 dias, nos animais

que receberam reconstrucdo com 0sso autégeno o grupo que recebeu influéncia do
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campo magnético apresentou percentual de preenchimento 6sseo estatisticamente
superior ao grupo sem influéncia do estimulo magnético.

A analise longitudinal dos resultados obtidos permite realizar comparagcdes ao
longo do tempo no mesmo grupo experimental. Os valores do percentual de
preenchimento 0sseo para a analise longitudinal encontram-se expressos na Tabela
2. Esta anélise evidenciou nos grupos CT+i, HA, OA e OA+i que o percentual de
preenchimento 6sseo aos 15 dias foi inferior ao encontrado aos 30 e aos 60 dias. No
grupo HA+[ esta diferenca no percentual de preenchimento 6sseo ocorreu apenas
aos 60 dias com valores superiores aos verificados nos tempos 15 e 30 dias. No
grupo CT houve diferenca entre o percentual de preenchimento 6sseo entre os 15 e
os 60 dias, os valores encontrados aos 30 dias ndo apresentaram diferenca dos
valores encontrados nos tempos 15 e 60 dias. No grafico da Figura 13 observamos a
representacdo grafica do percentual de neoformacdo 6ssea em funcdo do tempo
para todos 0s grupos experimentais.

Tabela 2 — Percentual de preenchimento 6sseo em todos 0s grupos experimentais,
nos tempos 15, 30 e 60 dias p6s-operatorios

Percentual de Preenchimento Osseo

o N Intervalo de Confianca 95%
Grupo | Tempo | Média | Erro Padrdo —— - — -
Limite Inferior | Limite Superior

15 dias 1,631 1,643 -1,776 5,039
CT 30 dias 8,335 3,413 1,29 15,38
60 dias 14,055 3,964 5,875 22,236
15 dias 3,989 1,47 0,941 7,037
CT +1 |30 dias 17,018 3,413 9,973 24,063
60 dias 19,12 3,964 10,940 27,300
15 dias 6,258 1,47 3,21 9,306
HA |30 dias 19,372 3,413 12,327 26,417
60 dias 25,5 3,964 17,320 33,680
15 dias 3,811 1,47 0,764 6,859
HA + 1|30 dias 13,617 3,413 6,572 20,661
60 dias 31,199 3,964 23,019 39,380
15 dias 3,069 1,643 -0,339 6,476
OA |30 dias 16,384 3,413 9,339 23,429
60 dias 15,544 3,964 7,364 23,724
15 dias 8,644 1,47 5,596 11,692
OA + 1|30 dias 29,041 3,413 21,996 36,086
60 dias 34,749 3,964 26,568 42,929

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.



Figura 12 — Representacdo dos intervalos de confianca do percentual
preenchimento ésseo
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Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Tracos sem sobreposi¢éo indicam diferenca significativa.
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Figura 13 - Representacdo grafica do percentual de neoformacéo 6ssea em funcgéo
do tempo para todos 0s grupos experimentais
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Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Letras diferentes indicam diferenca significativa sendo que as letras mindsculas indicam comparacgfes

tranversais e as letras mailsculas indicam comparagdes longitudinais.

As Figuras 14 a 31 ilustram a analise histomorfométrica realizada no

programa AxioVision® apods reconstrucdo com enxerto 6sseo autdégeno, implante de

hidroxiapatita granulada sintética e enxerto alégeno de cartilagem, sob influéncia ou

nao de campo magnético sepultado, nos tempos 15, 30 e 60 dias pds operatorios.
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Figura 14 — Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sem influéncia de campo
magnético sepultado aos 15 dias pos-operatdrios. Analise histomorfométrica de
corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico; * enxerto alégeno de cartilagem.

Figura 15 — Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sem influéncia de campo
magnético sepultado aos 30 dias poOs-operatdrios. Analise histomorfométrica de
corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a &rea total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagao dssea no interior do defeito critico; * enxerto alégeno de cartilagem.
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Figura 16 — Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sem influéncia de campo
magnético sepultado aos 60 dias poOs-operatdrios. Analise histomorfométrica de
corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertagdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a &rea total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagdo dssea no interior do defeito critico; * enxerto alégeno de cartilagem.

Figura 17 — Grupo enxerto aldégeno de cartilagem, sob influéncia de campo
magnético sepultado aos 15 dias poOs-operatérios. Analise histomorfométrica de
corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de didmetro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico; * enxerto alégeno de cartilagem; * residual de
pericondrio.
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Figura 18 — Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sob influéncia de campo
magnético sepultado aos 30 dias pos-operatdrios. Analise histomorfométrica de
corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacédo 6ssea no interior do defeito critico; * enxerto alégeno de cartilagem; * residual de
pericondrio.

Figura 19 — Grupo enxerto aldégeno de cartilagem, sob influéncia de campo
magnético sepultado aos 60 dias poOs-operatérios. Analise histomorfométrica de
corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de didametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico; * enxerto alégeno de cartilagem.
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Figura 20 — Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sem influéncia de
campo magnético sepultado aos 15 dias pos-operatérios. Analise histomorfométrica
de corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico; * implante de hidroxiapatita granulada sintética.

Figura 21 — Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sem influéncia de
campo magnético sepultado aos 30 dias pos-operatérios. Analise histomorfométrica
de corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico; * implante de hidroxiapatita granulada sintética.
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Figura 22 — Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sem influéncia de
campo magnético sepultado aos 60 dias pos-operatérios. Analise histomorfométrica
de corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagcao 6ssea no interior do defeito critico; * implante de hidroxiapatita granulada sintética.

Figura 23 — Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob influéncia de
campo magnético sepultado aos 15 dias pos-operatdrios. Analise histomorfométrica
de corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de didmetro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagcao 6ssea no interior do defeito critico; * implante de hidroxiapatita granulada sintética.
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Figura 24 — Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob influéncia de
campo magnético sepultado aos 30 dias pos-operatdrios. Analise histomorfométrica
de corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de didmetro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagcao 6ssea no interior do defeito critico; * implante de hidroxiapatita granulada sintética.

Figura 25 — Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob influéncia de
campo magnético sepultado aos 60 dias pos-operatérios. Analise histomorfométrica
de corte histolégico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na
calvéria do rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico; * implante de hidroxiapatita granulada sintética.
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Figura 26 — Grupo enxerto 6sseo autdégeno, sem influéncia de campo magnético
sepultado aos 15 dias pds-operatorios. Andlise histomorfométrica de corte
histologico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na calvaria do
rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformacao 6ssea no interior do defeito critico; " enxerto 6sseo autégeno.

Figura 27 — Grupo enxerto 0sseo autdégeno, sem influéncia de campo magnético
sepultado aos 30 dias pds-operatorios. Andlise histomorfométrica de corte
histologico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na calvaria do
rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a &rea total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagéo 6ssea no interior do defeito critico; ™ enxerto 6sseo autégeno.
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Figura 28 — Grupo enxerto 6sseo autdégeno, sem influéncia de campo magnético
sepultado aos 60 dias pds-operatorios. Andlise histomorfométrica de corte
histologico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na calvaria do
rato

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagéo 6ssea no interior do defeito critico; ™ enxerto 6sseo autégeno.

Figura 29 — Grupo enxerto 0sseo autdgeno, sob influéncia de campo magnético
sepultado aos 15 dias poés-operatorios. Andlise histomorfométrica de corte
histoldgico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na calvéaria do
rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagcdo 6ssea no interior do defeito critico; ™ enxerto 6sseo autégeno.
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Figura 30 — Grupo enxerto 6sseo autdgeno, sob influéncia de campo magnético
sepultado aos 30 dias pds-operatorios. Andlise histomorfométrica de corte
histoldgico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na calvaria do
rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a area total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagcéo 6ssea no interior do defeito critico; ™ enxerto 6sseo autégeno.

Figura 31 — Grupo enxerto 0sseo autdgeno, sob influéncia de campo magnético
sepultado aos 60 dias poés-operatérios. Andlise histomorfométrica de corte
histoldgico do defeito 6sseo critico, com 5mm de diametro, realizado na calvéaria do
rato

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Linha azul. delimita a &rea total do defeito 6sseo; areas hachuradas em verde. delimitam locais de
neoformagcéo 6ssea no interior do defeito critico; ™ enxerto 6sseo autégeno.
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As Figuras 32 a 34 apresentam as imagens anteriores agrupadas lado a lado

ilustrando comparacdes entre os grupos do estudo.

Figura 32 — Comparacao entre 0s grupos que receberam enxerto alégeno de
cartilagem

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

a. Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sem influéncia de campo magnético sepultado aos 15 dias
poés-operatérios; b. Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sob influéncia de campo magnético
sepultado aos 15 dias pds-operatdrios; ¢. Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sem influéncia de
campo magnético sepultado aos 30 dias pds-operatorios; d. Grupo enxerto alégeno de cartilagem,
sob influéncia de campo magnético sepultado aos 30 dias pds-operatorios; e. Grupo enxerto alégeno
de cartilagem, sem influéncia de campo magnético sepultado aos 60 dias pés-operatorios; f. Grupo
enxerto alégeno de cartilagem, sob influéncia de campo magnético sepultado aos 60 dias pos-
operatorios.
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Figura 33 — Comparacao entre os grupos que receberam implante de hidroxiapatita
granulada sintética

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

a. Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sem influéncia de campo magnético
sepultado aos 15 dias pos-operatorios; b. Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob
influéncia de campo magnético sepultado aos 15 dias pds-operatérios; c. Grupo implante de
hidroxiapatita granulada sintética, sem influéncia de campo magnético sepultado aos 30 dias pés-
operatérios; d. Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob influéncia de campo
magnético sepultado aos 30 dias pds-operatérios; e. Grupo implante de hidroxiapatita granulada
sintética, sem influéncia de campo magnético sepultado aos 60 dias pds-operatorios; f. Grupo
implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob influéncia de campo magnético sepultado aos 60
dias pos-operatorios.
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Figura 34 — Comparacao entre 0s grupos que receberam enxerto ésseo autégeno

e

Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

a. Grupo enxerto 0sseo autégeno, sem influéncia de campo magnético sepultado aos 15 dias pos-
operatérios; b. Grupo enxerto 6sseo autdégeno, sob influéncia de campo magnético sepultado aos 15
dias poés-operatérios; c. Grupo enxerto O0sseo autdégeno, sem influéncia de campo magnético
sepultado aos 30 dias pds-operatérios; d. Grupo enxerto 6sseo autégeno, sob influéncia de campo
magnético sepultado aos 30 dias pds-operatorios; e. Grupo enxerto 6sseo autégeno, sem influéncia
de campo magnético sepultado aos 60 dias pés-operatérios; f. Grupo enxerto ésseo autdgeno, sob
influéncia de campo magnético sepultado aos 60 dias pos-operatorios.

5.2 Marcadores bioquimicos

5.2.1 Fosfatase Alcalina

A variavel fosfatase alcalina apresentou dados com distribuicdo normal. Para
a andlise estatistica desta variavel utilizamos Modelos Mistos com a estrutura de
covariancia escolhida pelo menor critério de informacdo de Akaike que, neste caso,
foi o Autoregressivo de Primeira Ordem. O teste de post-hoc utilizado foi Bonferroni.
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O modelo evidenciou interacdo significativa entre as varidveis grupo e tempo,
p=0,02. Os valores séo apresentados na Tabela 3. A avaliacdo dos dados é feita via
intervalo de confianca, a Figura 35 apresenta a rerpresentacdo dos intervalos de
confianca.

O grupo Naive, que representa a atividade fisioldgica da enzima fosfatase
alcalina e ndo sofreu intervencado cirargica, apresentou resultados estatisticamente
superiores em relacdo aos grupos que sofreram intervencéo cirargica. Aos 15 dias,
essa diferenca foi significativa entre o grupo Naive (IC 48,94-59,64) e os grupos CT
(IC 34,2-46,24), HA (IC 42,34-53,04), OA (IC 31.9-43,85) e OA+i (IC 36,99-47,68).
Aos 30 dias, o grupo HA+i (IC 44,28-54,97) seguiu apresentando valores de
fosfatase alcalina iguais aos do grupo Naive (IC 48,94-59,64), enquanto 0 grupo
CT+l (IC 33,57-44,27) passou a apresentar, & semelhanca dos demais grupos
valores significativamente inferiores aos do grupo Naive (IC 48,94-59,64). Aos 60
dias, todos os grupos apresentaram valores de fosfatase alcalina estatisticamente
inferiores ao grupo Naive (IC 48,94-59,64).

Uma analise longitudinal dos resultados obtidos para esta variavel evidenciou
que o grupo HA+I apresentou valores de fosfatase alcalina significativamente
inferiores aos 60 dias (IC 31,86-42,55) se comparados aos 15 (IC 47,42-58,11) e 30
(IC 44,28-54,97) dias. Os demais grupos néo apresentaram variacao longitudinal dos

valores de fosfatase alcalina.
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Tabela 3 - Atividade da enzima fosfatase alcalina em todos o0s grupos
experimentais, nos tempos 15, 30 e 60 dias pés-operatérios

Fosfatase Alcalina

L - Intervalo de Confianga 95%
Grupo | Tempo | Média | Erro Padrao ——— - — -
Limite Inferior Limite Superior

15 dias | 40,269 3,005 34,291 46,247
CT |30dias | 40,351 2,688 35,004 45,698
60 dias | 38,449 2,688 33,102 43,795
15 dias | 47,695 2,688 42,348 53,042
CT+1 |30dias | 38,924 2,688 33,577 44,271
60 dias | 39,24 2,688 33,894 44,587
15 dias | 42,371 2,688 37,024 47,718
HA |30 dias | 35,075 2,688 29,728 40,422
60 dias | 43,467 2,688 38,12 48,814
15 dias | 52,769 2,688 47,423 58,116
HA +1 |30 dias | 49,629 2,688 44,282 54,976
60 dias | 37,207 2,688 31,86 42,553
15 dias | 37,878 3,005 31,9 43,856
OA |30dias | 40,002 2,688 34,655 45,349
60 dias | 34,726 2,688 29,379 40,072
15 dias | 42,342 2,688 36,995 47,689
OA+1|30dias | 42,01 2,688 36,663 47,357
60 dias | 34,642 2,688 29,295 39,989
Naive |30 dias | 54,295 2,688 48,948 59,642

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

Figura 35 — Representacdo dos intervalos de confianca da atividade da enzima
fosfatase alcalina

Fosfatase Alcalina - representagdo dos intervalos de confianga
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Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Tracos sem sobreposi¢éo indicam diferenca significativa.
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No grafico, as letras minusculas representam comparacdes tranversais: letras
diferentes indicam diferencgas significativas entre 0os grupos no mesmo tempo. As
letras maiusculas representam comparacfes longitudinais: letras diferentes indicam
diferencas significativas em tempos diferentes dentro de um mesmo grupo Figura
36.

Figura 36 — Representacdo grafica da atividade da enzima fosfatase alcalina em
funcdo do tempo para todos os grupos experimentais
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Fonte: Dissertacao de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Letras diferentes indicam diferenca significativa sendo que as letras mindsculas indicam comparacdes
tranversais e as letras mailsculas indicam comparacdes longitudinais.

5.2.2 Fosfatase Acida

A variavel fosfatase &cida apresentou dados com distribuicdo normal. Para a
andlise estatistica desta variavel foi utilizado o teste de Modelos Mistos com a

estrutura de covariancia escolhida pelo menor critério de informacéo de Akaike que,
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neste caso, foi a Diagonal. O teste de post-hoc utilizado foi Bonferroni. O modelo
evidenciou interacdo significativa entre as variaveis grupo e tempo, p=0,005. Os
valores sdo apresentados na Tabela 4. A avaliacdo dos dados é feita via intervalo de
confianca, a Figura 37 apresenta a rerpresentacdo grafica dos intervalos de
confianga.

O grupo Naive (IC 1,18-1,62), que representa a atividade fisiologica da
enzima fosfatase acida e ndo sofreu intervencdo cirdrgica, apresentou resultados
elevados em relacdo aos grupos que sofreram intervencao cirdrgica, esta diferenca
foi significativa em todos os tempos experimentais apenas nos grupos CT (IC 15
dias 0,58-1,07; IC 30 dias 0,66-1,10; IC 60 dias 0,69-0,98) e HA (IC 15 dias 0,49-
0,94; IC 30 dias 0,61-1,06; IC 60 dias 0,51-0,81). Os demais grupos apresentaram
atividade estatisticamente igual ao grupo Naive em pelo menos um dos tempos
experimentais.

Aos 60 dias, todos os grupos apresentaram atividade da enzima fosfatase
acida estatisticamente inferior ao grupo Naive (IC 1,18-1,62).

Todos os grupos apresentaram, ao longo do tempo, 0 mesmo padrdo de
atividade da enzima fosfatase acida, com pico aos 30 dias. Os grupos com influéncia
do campo magnético apresentaram atividade igual aos 15 e 30 dias e
significativamente diferente aos 60 dias, isso ndo se repetiu NOsS grupos sem

influéncia do campo magnético.
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Tabela 4 — Atividade da enzima fosfatase acida em todos 0s grupos experimentais,
nos tempos 15, 30 e 60 dias pOs-operatorios

Fosfatase Acida

L . N Intervalo de Confianga 95%
Grupo | Tempo | Média | Desvio Padrdao [—— - — -
Limite Inferior Limite Superior

15 dias | 0, 830 26 0,583 1,077
CT |[30dias | 0,883 28 0,662 1,104
60 dias | 0,839 28 0,69 0,988
15 dias | 1,227 26 1,006 1,449
CT+1 |30dias | 1,299 28 1,078 1,52
60 dias | 0,774 28 0,625 0,923
15 dias 0,72 26 0,499 0,942
HA |30 dias 0,84 28 0,618 1,061
60 dias | 0,666 28 0,517 0,815
15 dias | 1,066 26 0,845 1,287
HA +1|30dias | 1,282 28 1,061 1,503
60 dias | 0,638 28 0,489 0,787
15 dias | 0,686 26 0,438 0,933
OA |30dias 1,17 28 0,949 1,391
60 dias | 0,782 28 0,633 0,931
15 dias 0,73 26 0,508 0,951
OA+1|30dias | 1,094 28 0,873 1,315
60 dias | 0,641 28 0,492 0,79
Naive |30dias | 1,403 28 1,182 1,624

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.

Figura 37 — Representacao dos intervalos de confianca da atividade da enzima
fosfatase acida

Fosfatase Acida - representacdo dos intervalosde confianga
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Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Tracos sem sobreposicdo indicam diferenca significativa.
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No grafico, as letras minusculas representam comparacdes tranversais: letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos no mesmo tempo. E as
letras maiusculas representam comparacfes longitudinais: letras diferentes indicam
diferencas significativas em tempos diferentes dentro de um mesmo grupo, Figura
38.

Figura 38 — Representacdo grafica da atividade da enzima fosfatase acida em
funcdo do tempo para todos os grupos experimentais

. Grupo
' —cCT
CT+
HA
—HA+
ch cA b A OA
1,47 — QA+
NAIVE
]
=
(&)
T 42
0 "
()]
I
=
Y
w
o
w
& 1,01
T
‘@
=
al
0,37 A
b A ab
‘I!J) A
‘.l‘ ) a
aB
0,64 aB
T T T
15 dias 30 dias 60 dias

Fonte: Dissertacdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
Letras diferentes indicam diferenca significativa sendo que as letras mindsculas indicam comparagfes
tranversais e as letras mailsculas indicam comparacdes longitudinais.

5.3 Anélise imunoistoquimica

Para a andlise estatistica da intensidade de marcacdo da proteina
osteopontina, que apresentou dados com distribuicdo normal, foi utilizado o teste
ANOVA de uma Via que nao evidenciou diferenca significativa entre 0s grupos

analisados.
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Na Figura 39, a seguir, fotomicrografias ilustrando marcacéo

imunoistoquimica utilizando anticorpo anti-osteopontina (Anti-Osteopontin antibody,

ab8448, Abcam®).

Figura 39 — Fotomicrografias ilustrando as regibes selecionadas para analise
imunoistoquimica

Fonte: Disserta¢gdo de Mestrado — CTBMF — FO/UFRGS.
a. Regido correspondente ao limite do defeito ésseo; b. Regido central do defeito 6sseo; as setas

indicam coloracdo correspondente a marcagao positiva pelo anticorpo anti-osteopontina.
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6 DISCUSSAO

O tecido 0sseo € um vasto assunto para estudo e objeto de inumeras
investigacdes. Segundo Shapiro (2008) o osso pode ser entendido como um tecido
guando analisadas suas estruturas celulares e matriz extracelular e, ainda, pode ser
entendido como um 6rgdo quando estudado juntamente com os demais tecidos
relacionados a ele como vasos sanguineos, cartilagem, estruturas nervosas e sua
relacdo com os demais 0rgaos que compde 0 organismo.

Abordando o osso como tecido, sob os mais diversos aspectos, este trabalho
buscou respaldo no entendimento da fisiologia envolvida na formagdo 6ssea e no
conhecimento sobre as estruturas que o compdem para entender oS mecanismos
envolvidos no reparo do mesmo. Lesfes ao tecido 0sseo podem ser de etiologia
traumatica, patologica e infecciosa (JIANG et al., 2009). E caracteristica do tecido
0sseo seu reparo como resposta a agressdes sofridas. O reparo 6sseo pode ser
influenciado por caracteristicas inerentes ao individuo como idade, patologias
presentes ou medicamentos sistémicos que possam interferir no metabolismo 0sseo.
Também aspectos relacionados ao tipo de dano causado no tecido 6sseo como
tamanho da leséo e viabilidade de aporte sanguineo para a regiao lesada devem ser
considerados (SHAPIRO, 2008; NAGATA et al., 2009).

Modelos animais sdo amplamente utilizados para avaliar o potencial
osteogénico e osteocondutor de determinado enxerto ou implante, principalmente
por meio da utilizacdo de defeitos dsseos artificialmente criados (PURICELLI et al.,
2006; FURLANETO et al., 2007; MARZOUK et al., 2007; PURICELLI; DUTRA,;
PONZONI, 2009). Este estudo utilizou defeitos 6sseos na calvaria de ratos. Tal sitio
cirdrgico permitiu a criacdo de defeitos amplos, capazes de avaliar a neoformacao
0ssea dentro do principio de “defeito de tamanho critico”, idealizado por Schmitz e
Hollinger (1986) e modificado por Gosain e colaboradores (2000).

Neste estudo, as lojas para sepultamento dos magnetos sofreram uma
solucdo de continuidade, diferenciando este modelo do utilizado por Calcagnotto
(2009) e Schwengber (2009). Esta modificagcdo no preparo das lojas dsseas para
sepultamento dos magnetos influenciou a presenga do campo magnético no interior
do defeito 0sseo, estimulando uma revisdo dos resultados histomorfométricos
comparativos dos trabalhos anteriores cujos magnetos mantiveram-se isolados por

presenca de barreira 6ssea.
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Sabe-se que quando um sistema biologico é exposto a um estimulo fisico
este € capaz de detectar sua presenca e de modificar sua atividade bioldgica,
dependendo das caracteristicas do estimulo, seja ele mecanico, elétrico ou
magnético (VARANI et al., 2002). O presente estudo buscou avaliar formas de
estimulo ao reparo 0sseo. Os estimulos utilizados foram o magnetismo, presente
sob a forma de campo magnético sepultado, e o0s estimulos gerados pela
reconstrucdo do tecido lesado com substitutos 6sseos. Os meios utilizados para
reconstrucdo Ossea avaliados foram o0sso autdgeno, hidroxiapatita granulada
sintética e enxerto alégeno de cartilagem.

Nos estudos sobre a utilizagdo de estimulos magnéticos no reparo tecidual os
resultados ainda permanecem controversos. Os principais campos magnéticos
estudados sdo os eletromagnéticos e 0s magnéticos. A utilizacdo de campos
eletromagnéticos na area da ortopedia parece promissora, Griffin, Warner e Costa
(2008) em uma revisdo sistematica da literatura concluiram que existem evidéncias
para suportar o uso de estimulacdo eletromagnética no tratamento de falhas de
unido em fratutas de tibia. Os autores revisaram 49 artigos, dos quais 3 foram
ensaios clinicos controlados e randomizados sendo os demais ensaios clinicos ndo
randomizados e séries de casos. A utilizacdo de campos eletromagnéticos no reparo
de fraturas recentes (HANNEMANN et al., 2011) e também em recuperagdo pos-
operatoria (VAN BERGEN et al., 2009) vem sendo avaliada por meio de ensaios
clinicos controlados e randomizados a fim de gerar evidéncias cientificas
consistentes para sua aplicagao.

A utilizacdo de campos magnéticos estéticos, gerados por imés permanentes
ou por materiais imantados, também apresenta uma gama variada de estudos e
evidéncias. Tratamentos com a utilizacdo de magnetos sdo amplamente utilizados
na medicina chinesa para alivio da dor, promocdo do fluxo sanguineo e
fortalecimento da arquitetura 6ssea (PAN et al., 2009).

Muitos estudos apontaram que campos magnéticos estaticos podem acelerar
0 processo de neoformacdo Ossea ou cicatrizacdo tecidual (DARENDELILER;
DARENDELILER; SINCLAIR, 1997; PURICELLI et al., 2006; COSTANTINO et al.,
2007; PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009). Para a compreenséo da influéncia do
campo magnético sobre o reparo 6sseo a literatura busca evidéncias em parametros
histoldgicos (PURICELLI et al., 2006; PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009), na

avaliacdo da concentracdo de fatores de crescimento (AARON et al., 2004,
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CORNAGLIA et al.,, 2006), no estudo da deposicdo de ions calcio durante a
ossificacao (YAN; TOMITA; IKADA, 1998) e ainda na influéncia do magnetismo
sobre a membrana plasmatica celular (CORNAGLIA et al., 2006).

O presente trabalho avaliou a aplicagdo de campo magnético sepultado
adjascente a defeito 0sseo cirurgicamente criado, conforme conceito proposto por
Puricelli e colaboradores (2006). Por meio da metodologia aqui utilizada foi possivel
demonstrar, nos animais que receberam reconstrucdo com 0sSso autdgeno, que 0
grupo sob influéncia do campo magnético apresentou percentual de preenchimento
0sseo significativamente superior ao grupo sem influéncia do estimulo magnético, no
tempo poés-operatério de 60 dias. Nos tempos mais precoces, apesar da média do
percentual de preenchimento 0sseo ser superior nos grupos sob estimulacao
magnética essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.

O osso autdgeno é considerado o padrdo ouro entre os substitutos 6sseos.
Neste trabalho o grupo OA+i obteve os maiores valores de percentual de
preenchimento 0sseo, sendo estatisticamente superior ao grupo CT aos 15 dias, aos
grupos CT e HA+[ aos 30 dias e aos grupos CT e OA aos 60 dias. O 0sso autégeno
apresenta as propriedades de osteoindugédo, osteocondugdo e osteogénese que
influenciam positivamente o reparo 6sseo. Esse resultado também sinaliza para o
efeito positivo do magnetismo no reparo 6sseo, mantido em uma fase mais tardia do
processo.

O estimulo gerado pela aplicacdo de campos magnéticos sobre o reparo
0sseo parece promissor, no entanto, a melhor metodologia para avaliagdo deste
estimulo ainda necessita ser elucidada, assim como 0os mecamismos bioldgicos que
resultam em tal efeito.

Além do potencial efeito positivo gerado pelo campo magnético no reparo
0sseo apOs enxerto € importante considerar que outros fatores podem influenciar
diretamente a incorporacdo de enxertos 0sseos. Um deles é o tipo de enxerto, no
presente estudo foi utilizado enxerto em bloco de osso cortical oriundo da calota
craniana. Esse tipo de enxerto revasculariza mais lentamente se comparado ao
enxerto de osso medular, consequentemente a incorporacdo de enxertos de 0SSO
cortical sera mais lenta do que aquela que ocorre em sitios com enxertos medulares
(NAGATA et al., 2009). O enxerto cortical permanece como uma mescla de 0sso
necrotico com o0sso viavel por longos periodos de tempo enquanto o enxerto

medular € completamente substituido. Outro fator que influencia diretamente a
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7

incorporacdo dos enxertos € o tamanho das particulas utilizadas. Em um estudo
conduzido em coelhos, os estagios precoces do reparo 6sseo foram influenciados
pelo tamanho das particulas de osso autdgeno utilizadas (PALLESEN et al., 2002).
No presente trabalho a utilizacdo do enxerto em bloco provavelmente influenciou
negativamente o reparo 6sseo nos tempos de 15 e 30 dias p6s-operatérios.
Segundo Shapoff e colaboradores (1980), nos mesmos tempos pos-operatorios, o
volume total de osso neoformado em defeitos preenchidos com particulas pequenas
foi maior se comparado a defeitos preenchidos com particulas maiores. Ja para
Nagata e colaboradores (2009) deve-se respeitar um limite para a reducédo das
particulas de enxerto, o tamanho das particulas 6sseas deve ultrapassar 125 pm
para evitar sua remocao por macréfagos.

Apesar de ser considerado o padrédo ouro para reconstru¢cdes 0sseas 0 0SSO
autogeno apresenta conhecidas limitacdes para seu uso, sendo as principais a
morbidade cirirgica pela necessidade de um sitio doador, a limitacdo de quantidade
de enxerto e a reabsorcdo irregular no leito receptor (ALBREKTSSON;
JOHANSSON, 2001). Por essa razédo, o presente trabalho buscou avaliar materiais
alternativos ao uso do enxerto 6sseo autégeno. Biocompatibilidade, bioatividade e
propriedades mecanicas adequadas sdo 0s principais requisitos esperados em
substitutos 6sseos. A hidroxiapatita € um substituto 6sseo muito estudado e utilizado
no tratamento de defeitos 6sseos. Sua férmula quimica € semelhante a fase
inorganica do tecido 6sseo, o que pode explicar a intensa afinidade da hidroxiapatita
com o leito 6sseo receptor (DINARVAND et al., 2011).

Foi possivel, através do presente estudo, a avaliacdo da utilizacdo de um
implante de hidroxiapatita granulada sintética com granulos obtidos em peneira com
malha de 2 mm (HAP 91®) para o tratamento de defeitos 6sseos de 5 mm,
considerados extensos. O material em questdo foi manipulado seguindo as
recomendacdes do fabricante e aplicado diretamente no defeito ésseo critico criado.
Segundo Kuemmerle (2005 apud NOTODIHARDJO et al.,, 2011) a qualidade da
hidroxiapatita pode variar entre os fabricantes sem trazer diferenca significativa para
0os estudos realizados. O tamanho dos poros do material influencia seu
preenchimento por osteoblastos sendo poros de 150 a 500 um considerados ideais
(NOTODIHARDJO et al., 2011).

A avaliacdo histolégica realizada permitiu evidenciar a adequada

biocompatibilidade do material utilizado, uma vez que nao foi observado o
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desencadeamento de reagdo do tipo corpo estranho ao material implantado em
nenhum dos animais do estudo. Na grande maioria dos casos, os granulos de HA
encontravam-se circundados por tecido de granulacdo, sugerindo uma possivel
neoformacéo O0ssea futura. Outra propriedade do material evidenciada neste estudo
foi a osteoconducdo, corroborando resultados encontrados por outros autores
(PARIS, 2002; LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DACULSI, 2004; ASCHERMAN et al.,
2008; SCHWENGBER, 2009; DINARVAND et al., 2011). Observou-se, em todos os
tempos operatorios, que o implante de hidroxiapatita foi capaz de conduzir a
formacao Ossea através da superficie de seus granulos.

O material empregado neste estudo apresenta como limitacdo para o
emprego em cavidadedes pouco profundas a dificuldade de manutencédo de forma
no defeito 0sseo. Essa relativa instabilidade do material pode levar a variacdo na
quantidade de osso neoformado dentro de um mesmo grupo experimental
(SCHWENGBER, 2009; DINARVAND et al.,, 2011). Alguns autores utilizaram
substitutos 6sseos suportados por membranas ou barreiras (HADDAD et al., 2006;
FURLANETO et al.,, 2007; MARZOUK et al., 2007), favorecendo a manutencdo do
material empregado no leito receptor. Outro recurso é a utilizacdo de scaffolds para
melhorar as propriedades biologicas dos substitutos 6sseos. Esse recurso pode ser
empregado juntamente com fatores de crescimento e substancias osteoindutoras
apresentado resultados promissores (WOODRUFF et al.,, 2007; NEOVIUS;
ENGSTRAND, 2010; DINARVAND et al., 2011).

O desenvolvimento do esqueleto craniofacial pode ser considerado diferente
do que ocorre nos demais 0ssos do organismo. Primeiramente porque a maior parte
dos ossos craniofaciais apresenta seu desenvolvimento pela ossificacdo
intramembranosa. I1sso ocorre por deposi¢cao da matriz ostedide pela camada interna
do periosteo sem mediacdo de uma fase cartilaginosa. Por sua vez, 0s 0ssos longos
do esgeleto desenvolvem-se pela ossificacdo endocondral, através da matriz
cartilaginosa. Além disso, a origem embrionaria dos ossos craniofaciais € derivada
de células da crista neural enquanto a maioria dos outros 0ssos € de origem
mesodérmica (JHEON; SCHNEIDER, 2009). Segundo Shapiro (2008), esses
mecanismos sédo também utilizados no reparo 6sseo. Neste caso o ambiente no qual
0 reparo esta ocorrendo € que determinara o tipo de mecanismo utilizado durante o
mesmo. No reparo 0sseo intramembranoso (quando ha contato direto entre os cotos

0sseos) células mesenquimais se diferenciam em preosteoblastos e posteriormente
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em osteoblastos alinhados. O reparo 6sseo endocondral (quando ocorre formacao
de calo 6sseo) é caracterizado pela sintese inicial de uma matriz cartilaginosa
seguida pela sequéncia de ossificacao endocondral.

A presenca de uma fase cartilaginosa pode ser observada tanto na formacéo
O0ssea quanto em seu reparo. Neste estudo, foi possivel observar o comportamento
de enxerto alégeno de cartilagem frente a uma situacdo de reparo 0sseo. Varios
autores apresentam a cartilagem como alternativa na area bucomaxilofacial para
reconstrucdo em areas onde € necessaria sua permanéncia no sitio receptor por um
longo periodo antes da sua reabsor¢cdo (KARIMI-YAZDI et al., 2007; LUK; RUAN,
2008; SOUZA et al., 2008; CAVALIERE et al., 2009; MCNICKLE et al., 2009; SHI et
al., 2009). No presente trabalho os grupos que receberam enxerto alégeno de
cartilagem apresentaram menor percentual de preenchimento 0sseo, o que pode ter
ocorrido pela permanéncia do tecido enxertado por um periodo maior se comparado
aos outros materiais utilizados. Vieira e colaboradores (1993) em um estudo em
ratos, comparou diferentes meios de preservacdo de enxertos de cartilagem e
verificou o inicio de sua substituicdo por tecido 6sseo somente apos 120 dias pos
operatorios.

Os resultados obtidos neste estudo para o percentual de osso neoformado no
interior do defeito dsseo critico diferem dos encontrados por Calcagnotto (2009) e
Schwengber (2009). O presente trabalho propde uma alteracdo importante no
desenho da cavidade experimental, com a remocédo da barreira 0ssea entre 0s
magnetos e a regido central do defeito 6sseo. Esta alteragdo permitiu acéo direta do
campo magnético na cavidade 6ssea repercutindo positivamente no reparo 0sseo.

Além da analise histomorfométrica este trabalho realizou uma avaliacdo da
expressao da proteina osteopontina durante o reparo 6sseo, sob a influéncia ou néo
de campo magnético sepultado, apds reconstrucdo com enxerto 6sseo autégeno,
implante de hodroxiapatita granulada sintética ou enxerto alégeno de cartilagem. A
partir dos resultados histomorfométicos que evidenciaram diferencas significativas
favoraveis a estimulacdo magnética no grupo que recebeu enxerto 6sseo autdégeno
no tempo de 60 dias, optou-se por realizar a marcag¢do imunoistoquimica em todos
0S grupos no tempo de 60 dias.

O anticorpo anti-osteopontina utilizado confere marcacdo ao material
secretado pelas células. A marcacédo positiva pode ser observada de forma mais

presente nas bordas do defeito 6sseo, corroborando achados de Woodruff e
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colaboradores (2007), que observaram a mesma distribuicdo de marcacdo. Nao
observou-se diferenca significativa na intensidade de marcagao entre os grupos
estudados. Uma possivel explicacdo para esse resultado pode estar relacionada ao
periodo de observacéo (60 dias pOs-operatorios) uma vez que a osteopontina € um
marcador precoce da formacdo 6ssea (KHOJASTEH; ESLAMINEJAD; NAZARIAN,
2008; NAGATA et al, 2009). Uma limitacdo na metodologia empregada esta
relacionada ao fato de que a marcacdo imunoistoquimica indica a presenca ou a
auséncia da proteina na matriz 0ssea, ndo possibilitando identificar se sua
expressdo ocorreu antes ou depois da criagcdo do defeito 6sseo (NAGATA et al.,
2009).

Outra forma de analisar o metabolismo 6sseo € por meio de marcadores
bioquimicos como as fosfatases alcalina e acida. Segundo Bonucci e colaboradores
(2001), a fosfatase alcalina € um marcador ndo especifico para osteoblastos e a
isoforma tartarato-resistente da enzima fosfatase éacida € um marcador néo
especifico para osteoclastos. Ambas enzimas podem ser usadas para identificar os
precursores dessas células e podem ser encontradas em osteOcitos jovens,
osteoblastos e macréfagos. Os autores realizaram uma revisdo de varios estudos
sobre a atividade das referidas enzimas e sua relacdo com o metabolismo 6sseo
(BONUCCI et al., 2001).

Tradicionalmente os niveis séricos totais das enzimas fosfatase alcalina e
fosfatase acida sao utilizados como marcadores bioquimicos de formacdo 6ssea e
de reabsorcdo éssea, respectivamente. No entanto ambas enzimas apresentam
isoformas atuantes em outros 6rgdos. Para uma informagdo mais precisa sobre o
matabolismo 0sseo idealmente deve-se isolar as isoformas Ossea-especifica da
enzima fosfatase alcalina e tartarato-resistente da enzima fosfatase acida. Quando
essa separacdo entre as isoformas ndo é possivel deve-se considerar na analise
dos resultados a interferéncia de outros fatores (TOBIUME et al., 1997). A enzima
fosfatase alcalina possui isoformas que atuam na placenta, no figado, no rim e no
intestino. A enzima fosfatase acida possui isoformas que atuam na prostata, nas
plaguetas, nos eritrocitos e no baco (VIEIRA, 1999; SARAIVA; LAZARETTI-
CASTRO, 2002).

No presente estudo a metodologia empregada permitiu obter informacdes
sobre os niveis séricos totais das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida, o que

deve ser considerado como uma limitagdo do estudo. Dessa forma, consideramos
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gue os resultados encontrados ndo possam ser considerados isoladamente na
formacdo e na reabsorcdo Ossea. A fragdo Ossea da fosfatase alcalina, quando
aumentada, deve ser interpretada como aumento da atividade osteoblastica
(TOBIUME et al., 1997). A isoforma 6ssea da enzima fosfatase acida, quando
aumentada, é um indicativo de aumento da atividade osteoclastica (WU et al., 2010).

Os resultados obtidos neste estudo para a atividade da enzima fosfatase
alcalina diferem dos encontrados por Calcagnotto (2009) e Schwengber (2009),
estes autores encontraram niveis de fosfatase alcalina inferiores no grupo Naive se
comparados aos grupos que sofreram intervencdo cirurgicas. Os trabalhos citados
utilizaram kit para mensuragao da atividade da enzima fosfatase alcalina do mesmo
fabricante, porém as analises foram realizadas em laboratorios distintos. Além disso,
Calcagnotto e Schwengber realizaram a mensuracdo no plasma sanguineo

enquento neste estudo a mensuracéo foi realizada no soro sanguineo.
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7 CONCLUSAO

Apés a realizacdo do presente estudo com a metodologia empregada foi
possivel concluir que:

a) a avaliacdo histomorfométrica, apds quantificacdo do percentual de
preenchimento 6sseo, evidenciou superioridade do reparo no grupo que recebeu
enxerto 6sseo autégeno sob influéncia de campo magnético se comparado ao grupo
gue recebeu enxerto 6sseo autdégeno sem influéncia de campo magnético, aos 60
dias pOs-operatorios;

b) a avaliacdo histomorfométrica, comparando os diferente grupos, apontou a
superioridade do reparo no grupo que recebeu enxerto dsseo autégeno, seguido
pelos grupos que receberam implante de hidroxiapatita granulada sintética e enxerto
alégeno de cartilagem.

c) a avaliacdo imunoistoquimica, apos quantificacdo da expressao da proteina
osteopontina, aos 60 dias pds operatorios ndo evidenciou diferenca significativa
entre 0os grupos com a metodologia empregada,;

d) a atividade das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida apresentou
valores inferiores entre os grupos que sofreram intervencdo e 0 grupo que nao
sofreu intervencao cirargica, sendo que aos 60 dias pos-operatorios esta diferenca
foi significativa para todos os grupos do estudo;

e) o presente trabalho contribuiu para o entendimento da influéncia do campo
magneético sepultado sobre o reparo 6sseo. A partir dos resultados encontrados,
novas metodologias podem ser propostas para complementar os resultados obtidos

e fortalecer a presente linha de pesquisa.
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ANEXO A — Cddigo Estadual de Protecdo aos Animais

Lei Estadual N° 11.915
21 de maio de 2003
Rio Grande do Sul

TiTULO Il
CAPITULO |
Dos Animais de Laboratério

Secéo |
Da Vivisseccao

Art.18 - Considera-se vivissecg¢ao 0s experimentos realizados com animais vivos em
centros de pesquisas.

Art.19 - Os centros de pesquisas deverdo ser devidamente registrados no 6rgéo
competente e supervisionados por profissionais de nivel superior, nas areas afins.
Art.20 - E proibida a préatica de vivissec¢do sem uso de anestésico, bem como a sua
realizacdo em estabelecimentos escolares de ensino fundamental e médio.
Paragrafo dnico - Os relaxantes musculares parciais ou totais ndo serao
considerados anestésicos.

Art.21 - Com relacdo ao experimento de vivissec¢ao é proibido:

| - realizar experiéncias com fins comerciais, de propaganda armamentista e outros
gue nédo sejam de cunho cientifico humanitario;

I - utilizar animal ja submetido a outro experimento ou realizar experiéncia
prolongada com o mesmo animal.

Art.22 - Nos locais onde esta autorizada a vivisseccdo, devera constituir-se uma
comissao de ética, composta por, no minimo, 03 (trés) membros, sendo:

| - um (01) representante da entidade autorizada;

Il - um (01) veterinario ou responsavel,

[l - um (01) representante da sociedade protetora de animais.

Art.23 - Compete a comisséo de ética fiscalizar:

| - a habilitacdo e a capacidade do pessoal encarregado de prestar assisténcia aos
animais;

Il - verificar se estdo sendo adotados os procedimentos para prevenir dor e o
sofrimento do animal, tais como aplicacédo de anestésico ou analgésico;

[Il - denunciar ao 6érgdo competente qualquer desobediéncia a esta Lei.

Art.24 - Todos os centros de pesquisas deverdo possuir os recursos humanos e
materiais necessarios a fim de zelar pela saude e bem-estar dos animais.

Secéo ll
Das Disposic¢des Finais

Art.25 - As penalidades e multas referentes as infragdes definidas nesta Lei serdo
estabelecidas pelo Poder Executivo, em espécie.
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Art.26 - O Poder Executivo definira o o6rgao estadual encarregado de fiscalizar o
cumprimento das disposi¢des desta Lei.

Art.27 - O Poder Executivo regulamentara esta Lei no prazo de 30 (trinta) dias da
data de sua publicacao.

Art.28 - Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.

Art.29 - Revogam-se as disposi¢cfes em contrario.

PALACIO PIRATINI, em Porto Alegre, 21 de maio de 2003.
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ANEXO B — Resoluc&o Normativa 04/97 da Comiss&o de Pesquisa e Etica em
Saude/GPPG/HCPA

A) A Comisséo de Pesquisa e Etica em Salde credenciada, junto a Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saide, como Comité de
Etica em Pesquisa (CEP), vinculada ao Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagdo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com o objetivo de estabelecer normas para a
utilizacdo de animais em projetos de pesquisa submetidos a apreciacdo desta
Comissdo, com base nos principios e normas internacionalmente aceitas, dispbe
que:

a) a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas deve ocorrer somente
apos ser provada a sua relevancia para o avan¢o do conhecimento cientifico,
considerando-se a impossibilidade de utilizagdo de métodos alternativos como:
modelos matematicos, simulagcdes computadorizadas; sistemas biolégicos "in vitro"
ou outro método adequado;

b) a espécie utilizada e o calculo do tamanho da amostra devem ser
adequados para a obtenc¢éo de resultados validos;

c) deve ser oferecido alojamento, transporte, alimentacdo e cuidados
adequados a espécie através de assisténcia qualificada;

d) procedimentos que possam causar dor ou angustia devem ser
desenvolvidos com sedacdo, analgesia ou anestesia, salvo quando forem os
mesmos o0 objetivo da pesquisa. Devem ser, igualmente, observados cuidados com
assepsia e prevencdo de infecgOes, assim como cuidados para minimizar o
desconforto e estresse dos animais em estudo;

e) necessitando de imobilizacéo fisica e/ou de privacdo alimentar ou hidrica,
0s pesquisadores devem procurar manter estas condigdes pelo menor periodo de
tempo possivel, evitando prolongar a angustia, desconforto e dor;

f) quando for necessario ao estudo, ou apdés o0 mesmo, se indicado, que 0s
animais devam ser sacrificados, este procedimento deve ser realizado de forma
rapida indolor e irreversivel;

g) as técnicas aceitas para o sacrificio de animais sdo as seguintes: hipoxia
por barbitdricos, anestésicos inalatorios, didoxido de carbono e mondxido de carbono
(engarrafado), metanesulfonato de tricaina, benzocaina e irradiacao por microondas;

h) as técnicas aceitas, de forma condicional, sdo as seguintes: hipoxia por
deslocamento cervical, por medular; por nitrogénio ou argbnio, decapitacéo,
concusséo cerebral e dano medular;

i) ndo serdo aceitas, salvo excecdes extremamente justificadas, as seguintes
técnicas de sacrificio de animais: sangramento, descompressdo, congelamento
rapido, embolismo gasoso, afogamento, atordoamento, uso isolado de estriquinina,
nicotina, sulfato de magnésio, cloreto de potassio, agentes curariformes, cloroférmio
e cianeto.

Comisséo de Pesquisa e Etica em Salde/GPPG/HCPA. Resolucdo Normativa
04/97 - Utilizacdo de Recursos Financeiros em Projetos de Pesquisa. Aprovada na
reunido conjunta das Comissdes Cientifica e de Pesquisa e Etica em Saude de 08
de maio de 1997.
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APENDICE A — Artigo elaborado a partir da dissertacéo

Efeito sobre o reparo 6sseo de campo magnético sepultado em cranio de ratos
ap6s reconstrucdo com enxerto 6sseo autdgeno, hidroxiapatita sintética e

enxerto alégeno de cartilagem

Edela Puricelli*

Maira Cavallet de Abreu**

* Estudante de poés-graduacdo, nivel Mestrado, Unidade de Cirurgia
Bucomaxilofacial, Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

** Professora e Chefe da Unidade de Cirurgia Bucomaxilofacial, HCPA e Faculdade
de Odontologia, UFRGS.

ABSTRACT
Objective: the comprehension of the phenomenon of bone repair represents a
fundamental part of odontology and of oral and maxillofacial surgery. The present
work has as its objective, to evaluate the influence of a stimulated magnetic field
implanted over the calvarial bone of rats after its reconstruction with autogeneous
bone graft, synthetic hydroxyapatite crystals or with the insertion of allogeneic
cartilage, in comparison to no magnetic stimulation. Materials e methods: 90 Wistar
male rats were used, divided into groups with 5 animals in each. The autogeneous
bone graft, the synthetic hydroxyapatite crystals and the insertion of allogeneic
cartilage were each used separately in the performed interventions of reconstruction
with or without the influence of implanted magnetic fields. Evaluations were
performed in 15, 30 and 60 days after surgery. Also, quantification of bone
neoformation was obtained through histomorphometry in all experimental time
periods. Results: the histomorphometry 60-day evaluation, showed evidence of a
significant interaction between the groups and the time of p=0,008 on the animals
that received reconstruction with autogeneous bone. The group that was influenced
by the magnetic field presented a percent of bone reconstruction superior to that of

the group which did not receive magnetic stimulation. Conclusion: this work
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contributed to the understanding of the influence that an implanted magnetic field has
on bone reconstruction. From the results found, new methodologies can be proposed
as a complementary to obtained results and can strengthen the present line of

research.

Key-words: Dentistry. Surgery, oral. Facial bones — Surgery. Bone graft.

Magnetic field therapy.

INTRODUCAO

O tecido 6sseo é mineralizado e de natureza conjuntiva, quando lesado é
capaz de reparacdo (KATCHBURIAN; ARANA, 2004; TORTORA; GRABOWSKI,
2002). Reconstrucdes bem sucedidas de defeitos 6sseos bucomaxilofaciais séo
possiveis devido aos avan¢os no entendimento da fisiologia 6ssea juntamente com o
aprimoramento das técnicas cirargicas (PETERSON et al., 2005), estas devem
promover o estabelecimento de mecanismos biolégicos reparadores, evoluindo para
o reestabelecimento da funcdo do tecido lesado (FINI et al., 2002; PETERSON et al.,
2005; SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000).

Muitos estimulos biolégicos, quimicos e fisicos vém sendo testados com o
objetivo de influenciar positivamente o crescimento, a remodelacéo e o reparo 0sseo
(FINI et al., 2002). Dentre estes, destacam-se 0s estudos que avaliam a estimulacao
de campos eletromagnéticos e magnéticos em relagcdo a seus efeitos em niveis
tecidual, celular e molecular (AARON et al., 2004; FINI et al., 2002; PURICELLI;
DUTRA; PONZONI, 2009; PURICELLI et al., 2006).

O magnetismo é um fendmeno que existe espontaneamente na natureza,
especificamente em estruturas chamadas ferro-magnéticas, que possuem forcas de
atracdo e repulsdo localizadas em suas extremidades ou polos (CONSTANTINO et
al., 2007). Campos magnéticos podem ser aplicados interna ou externamente ao
organismo. Estudos relacionados a aplicacdo de campos magnéticos estaticos nos
tecidos evidenciaram diversos efeitos. A penetracdo do campo magnético atraveés da
pele gera estimulos no ferro presente na hemoglobina, influenciando o transporte de
oxigénio (CONSTANTINO et al., 2007). No tecido 6sseo, o0 campo magnético parece
provocar estimulo a osteogénese através da ativacdo de osteoblastos e aumento de
aporte sangiineo (CONSTANTINO et al., 2007; PURICELLI; DUTRA; PONZONI,
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2009; PURICELLI et al.,, 2006). Além disso, resultados sugerem que 0 campo
magnético aumenta a concentracdo de fatores de crescimento, fato que acelera o

processo de reparacdo 6ssea (AARON et al., 2004).

A utilizacdo de modelos animais para o estudo de intervencdes visando
acelerar o reparo 0sseo e restabelecer forma e funcao deste tecido tem se mostrado
pertinente (FAGUNDES; TAHA, 2004). Diversos estudos utilizam a calvéaria de ratos
para avaliacdo do reparo Osseo através de defeitos Osseos criticos, que
impossibilitam o reparo espontdneo durante todo o periodo experimental
(FURLANETO et al., 2007; MESSORA et al., 2008a; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).
Como método de quantificacdo e comparacdo dos tecidos presentes nos cortes
histologicos, a histomorfometria € amplamente utilizada (FINI et al., 2002;
FURLANETO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; PRYOR et al., 2005a).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da estimulacdo de
campo magnético sepultado sobre o reparo 6sseo em calvaria de ratos apos
reconstrucdo com enxerto 0sseo autdgeno, hodroxiapatita granulada sintética ou
enxerto alégeno de cartilagem, comparados aos controles sem estimulacdo

magnética.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo observou as normas de utilizagdo de animais em projetos de
pesquisa, conforme Codigo Estadual de Protecdo aos Animais e Resolugéo
Normativa 04/97 da Comissdo de Pesquisa e Etica em Saiude/GPPG/HCPA e foi
aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Salude/GPPG/HCPA (projeto
namero 10-0307).

O tamanho da amostra foi estimado utilizando o comando de calculo para
duas médias de grupos independentes do programa estatistico G*Power 3,
atribuindo-se valores de 5% e 80% para nivel de significAncia e poder da amostra,
respectivamente. O desfecho primario considerado para a estimava do numero de
animais necessario para a realizacdo do estudo foi o percentual de preenchimento

dsseo.
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Foram utilizados 90 ratos, linhagem Wistar, sexo masculino, com 7 a 8
semanas de idade e apresentando em média 300 g de massa corporal. Todos o0s
grupos foram compostos por 5 ratos cada, os animais foram sorteados visando
distribuicdo aleatéria nos grupos experimentais. Os tempos de avaliacédo
estabelecidos foram de 15, 30 e 60 dias pds-operatorios. O presente trabalho
avaliou a influéncia de campo magnético sepultado gerado pela implantacdo de dois
imas permanentes adjacentes ao defeito O0sseo criado em calvaria de ratos,
submetidos isoladamente procedimentos de reconstrucdo com enxerto 0sseo
autogeno, implante de hidroxiapatita granulada sintética e enxerto alégeno de
cartilagem.

O enxerto alogeno de cartilagem foi utilizado segundo protocolo proposto por
Vieira e colaboradores (1993), o qual consiste em remocdo da cartilagem sem
pericondrio, lavagem com solucéo fisioldgica estéril por 15 minutos e conservagao
em solucédo de etanol a 70%, sob refrigeragcdo (2° a 8°C), durante 20 dias. Foi
implantado na area do defeito 6sseo de forma particulada conforme protocolo
utilizado por Puricelli (1992). Nos grupos que receberam enxerto 6sseo autégeno,
este consistiu do proprio osso da calota craniana resultante da criagdo do defeito
0sseo de 5 mm de didmetro com broca trefina. Apés a criacdo do defeito, o enxerto
0sseo coletado foi reposicionado em bloco na éarea a ser reconstruida. A
hidroxiapatita granulada sintética utilizada (HAP 91®) é apresentada como
absorvivel, porosa e com granulos obtidos em peneira com malha de 2 mm.

O campo magnético, quando presente, foi gerado por dois imas de neodimio-
ferro-boro sepultados adjacentes ao defeito 6sseo criado. Nas calvarias dos animais
dos grupos controle foram utilizados discos de titanio comercialmente puro, para
simular a presenca dos imas. Todos os magnetos utilizados no estudos foram
mensurados por gaussimetro e obteve-se o valor de 84,3 G para a média da
intensidade de campo magnético presente na regido central do defeito dsseo.

Os procedimentos foram realizados seguindo rigoroso padrdo de assepsia. A
anestesia dos animais foi por infiltracéo intraperitoneal de cloridrato de ketamina e
cloridrato de xilazina na dosagem respectiva de 100 mg/kg e 10mg/kg e infiltrac&o
local com bupivacaina na dosagem de 2 mg/Kg. Apds exposi¢cdo e localizacdo do
osso frontal, foi realizado neste um defeito 6sseo bicortical de 5 mm de didmetro e 1
mm de profundidade, com broca trefina. Nas dire¢cdes anterior e posterior do defeito

0sseo foram realizadas duas ostectomias transversais de 2 mm de comprimento
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para sepultamento dos imas e fendas de 1 mm na barreira 0ssea resultante. Esta
solucdo de continuidade favorecendo a presenca do campo magnético na éarea,
diferenciou este modelo do utilizado por Calcagnotto (2009) e Schwengber (2009).
No interior do defeito ésseo criado foi realizada reconstrucdo com enxerto 4sseo
autogeno, implante de hidroxiapatita granulada sintética ou enxerto alégeno de
cartilagem, evento que diferencia 0os grupos experimentais, figura 1. A analgesia
pés-operatoria consistiu na administracdo de Tramadol 5mg/Kg, no pés-operatorio
0s animais receberam ragdo e agua ad libittum. ApGs os periodos de 15, 30 e 60

dias foi realizada a morte dos animais por decapitagdo em guilhotina.

Figura 1 — Defeito 6sseo critico e reconstrucdes realizadas

Fonte: Autora.

Legenda: A. Dimensdes do efeito 6sseo critico criado em calvaria de rato; B. Reconstrugdo com
enxerto 0sseo autdgeno; C. Reconstrucdo com hidroxiapatita granulada sintética; D. Reconstrucao
com enxerto alégeno de cartilagem.

Preparo histoldgico

O material foi fixado em formalina neutra tamponada 10%, por 24 horas. Apos
fixacdo, as pecas foram descalcificadas em uma solucéo de Acido Férmico 50% e
Citrato de Sodio 20%, (1:1). Foi realizada cuidadosa remoc¢do dos dispositivos
metélicos durante o periodo de descalcificagdo sem danificacdo da peca. Apds a
completa descalcificacéo, foi realizada seccéo longitudinal mediana da calvaria com
uso de uma navalha descartavel para microtomos. Em seguida, as pecas foram
submetidas ao procedimento usual para inclusdo em parafina. Foram realizados
cortes histolégicos de 4 p que contemplaram a area central de estimulacdo
magnética, correspondente a area central do defeito ésseo e realizada coloracéo de
hematoxilina e eosina (HE).

Para a calibragdo o examinador realizou duas mensurac¢des de dez laminas
separadas por um intervalo de sete dias. Os valores obtidos para as duas
mensuracdes do periodo de calibracdo foram analisados com auxilio do software R,
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versao 2.9.0, (R Development Core Team, 2010). Os valores de calibracdo obtidos
foram: coeficiente de correlagéo intraclasse (ICC) de 0,98 e intervalo de confiangca
(IC) de 0,61 a 0,99.

As laminas foram codificadas para permitir o cegamento do observador
quanto a distribuicdo dos grupos do estudo. O campo histoldgico analisado envolveu
toda a extensdao do defeito 6sseo. As imagens microscopicas das laminas
histoldgicas foram capturadas no aumento de 100x, através de uma camera de
video Olympus® (modelo Qcolor 5, Coolet, RTV) acoplada a um microscopio
binocular Olympus Optical Co. modelo CX41RF e a um computador Dell_ (modelo
Dimension 5150), utilizando o software Qcapture® (versao 2.81; Quantitative
Imaging Corporation, Inc.; 2005). (Equipamento presente no Laboratério de
Histopatologia Prof. Dr. J.J.D. Barbacham no setor de Patologia Bucal de FO-
UFRGS adquirido com apoio financeiro da FAPERGS, PROAP04/2005 n° do
Processo 0410882). As fotomicrografias obtidas foram agrupadas lado a lado
utilizando a técnica de mosaico, possibilitando a visualizacdo e mensuracao da area
total do defeito 0sseo. Posteriormente, foram excluidas as imagens externas ao
defeito 6sseo, permanecendo para analise apenas a por¢cdo central do defeito
0sseo.

A analise histomorfométrica consistiu na demarcacéo da area total do defeito
0sseo e demarcacdo das areas de neoformacdo Ossea no interior do mesmo,
obtendo-se o percentual de osso neoformado no interior do defeito ésseo criado.
Essas mensuracdes foram obtidas em Pixel?, utilizando o software Axiovision®,
versao 4.6.3, (Carl Zeiss Imaging) e transformadas em porcentagem, permitindo a
obtencdo de valores do percentual de osso neoformado em relacdo ao defeito

original.

RESULTADOS

Os animais envolvidos no estudo ndo apresentaram complicacdes infecciosas
pos-operatorias. Dois animais foram excluidos da amostra sendo um por
deslocamento do ima e um por obtencdo de material de qualidade insuficiente para
a avaliacdo histoldgica.
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Histomorfometria

Para avaliagdo histomorfométrica foi utilizada a variavel percentual de
preenchimento 0sseo, calculada apds a mensuracéo da area total do defeito 6sseo e
das areas de osso neoformado em seu interior. A variavel percentual de
preenchimento 0sseo apresentou dados com distribuicdo normal. Para a andlise
estatistica desta variavel foi utilizado o teste de Modelos Mistos com a estrutura de
covariancia escolhida pelo menor critério de informacéo de Akaike que, neste caso,
foi a Diagonal. O teste de post-hoc utilizado foi Bonferroni. O modelo evidenciou
interacdo significativa entre as variaveis grupo e tempo, p=0,008. A avaliacdo dos
dados é feita via intervalo de confianca. Os valores sdo apresentados na Tabela 1.

A avaliacdo transversal, ou seja, entre 0S grupos no mesmo tempo
experimental do percentual de preenchimento 6ésseo evidenciou, aos 15 dias, que o
grupo OA+[ (IC 5,59-11,69) apresentou percentual de preenchimento ésseo superior
ao grupo CT (IC 0-5,03). Aos 30 dias, o grupo OA+[ (IC 21,99-36,08) permaneceu
com percentual de preenchimento 6sseo superior ao grupo CT (IC 1,29-15,38) e foi
ainda superior ao grupo HA+i (IC 6,57-20,66). Aos 60 dias, o grupo HA+i (IC 23,01-
39,38) apresentou percentual de preenchimento 6sseo superior ao grupo CT (IC
5,87-22,23). Ainda aos 60 dias, o grupo OA+i (IC 26,56-42,92) apresentou
percentual de preenchimento 6sseo superior ao grupo CT (IC 5,87-22,23) e ao grupo
OA (IC 7,36-23,72). Esse resultado demonstrou que, aos 60 dias, nos animeis que
receberam reconstrugdo com 0sso autdgeno o grupo que recebeu influéncia do
campo magnético apresentou percentual de preenchimento 6sseo superior ao grupo
sem influéncia do estimulo magnético.

A analise longitudinal dos resultados obtidos permite realizar comparagdes ao
longo do tempo no mesmo grupo experimental. Os valores do percentual de
preenchimento 6sseo para a analise longitudinal encontram-se expressos na Tabela
1. Esta analise evidenciou nos grupos CT+i, HA, OA e OA+i que o percentual de
preenchimento 6sseo aos 15 dias foi inferior ao encontrado aos 30 e aos 60 dias. No
grupo HA+[ esta diferenca no percentual de preenchimento 6sseo ocorreu apenas
aos 60 dias com valores superiores aos verificados nos tempos 15 e 30 dias. No
grupo CT houve diferenca entre o percentual de preenchimento 6sseo entre os 15 e
os 60 dias, os valores encontrados aos 30 dias ndo apresentaram diferenca dos

valores encontrados nos tempos 15 e 60 dias.
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Tabela 1 — Percentual de preenchimento 6sseo em todos 0s grupos experimentais,
nos tempos 15, 30 e 60 dias p6s-operatorios

Percentual de Preenchimento Osseo

L N Intervalo de Confianga 95%
Grupo | Tempo | Média | Erro Padrdo —— - — :
Limite Inferior | Limite Superior

15 dias 1,631 1,643 -1,776 5,039
CT 30 dias 8,335 3,413 1,29 15,38
60 dias 14,055 3,964 5,875 22,236
15 dias 3,989 1,47 0,941 7,037
CT +1 |30 dias 17,018 3,413 9,973 24,063
60 dias 19,12 3,964 10,940 27,300
15 dias 6,258 1,47 3,21 9,306
HA |30 dias 19,372 3,413 12,327 26,417
60 dias 25,5 3,964 17,320 33,680
15 dias 3,811 1,47 0,764 6,859
HA + 1|30 dias 13,617 3,413 6,572 20,661
60 dias 31,199 3,964 23,019 39,380
15 dias 3,069 1,643 -0,339 6,476
OA |30 dias 16,384 3,413 9,339 23,429
60 dias 15,544 3,964 7,364 23,724
15 dias 8,644 1,47 5,596 11,692
OA + 1|30 dias 29,041 3,413 21,996 36,086
60 dias 34,749 3,964 26,568 42,929

Fonte: Autora.

Figura 2 - Andlise histomorfométrica realizada no programa AxioVision® apos
reconstrucdo com enxerto 6sseo autdgeno, implante de hidroxiapatita granulada
sintética e enxerto aldgeno de cartilagem, sob influéncia ou ndo de campo
magneético sepultado, no tempo de 60 dias pds operatorios.
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Fonte: Autora.
Legenda: A. Grupo enxerto aldgeno de cartilagem, sem influéncia de campo magnético sepultado; B.

Grupo enxerto alégeno de cartilagem, sob influéncia de campo magnético sepultado; C. Grupo
implante de hidroxiapatita granulada sintética, sem influéncia de campo magnético sepultado; D.
Grupo implante de hidroxiapatita granulada sintética, sob influéncia de campo magnético sepultado;
E. Grupo enxerto dsseo autégeno, sem influéncia de campo magnético sepultado; F. Grupo enxerto
0sseo autdgeno, sob influéncia de campo magnético sepultado aos 60 dias pés-operatérios. A linha
azul delimita a area total do defeito O0sseo, areas hachuradas em verde delimitam locais de

neoformacéo 6ssea no interior do defeito critico.

DISCUSSAO

Este trabalho buscou respaldo no entendimento da fisiologia envolvida na
formacao 6ssea e no conhecimento sobre as estruturas que o compdem para
entender os mecanismos envolvidos no reparo do mesmo. Lesdes ao tecido 6ésseo
podem ser de etiologia traumatica, patolégica e infecciosa (JIANG et al., 2009). E
caracteristica do tecido 6sseo seu reparo como resposta a agressdes sofridas. O
reparo 0sseo pode ser influenciado por caracteristicas inerentes ao individuo como
idade, patologias presentes ou medicamentos sistémicos que possam interferir no
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metabolismo 6sseo. Também aspectos relacionados ao tipo de dano causado no
tecido 6sseo como tamanho da lesdo e viabilidade de aporte sanguineo para a
regido lesada devem ser considerados (SHAPIRO, 2008; NAGATA et al., 2009).

Nos estudos sobre a utilizacdo de estimulos magnéticos no reparo tecidual os
resultados ainda permanecem controversos. Os principais campos magnéticos
estudados sdo os eletromagnéticos e 0s magnéticos. A utilizacdo de campos
eletromagnéticos na area da ortopedia parece promissora, Griffin, Warner e Costa
(2008) em uma revisdo sistematica da literatura concluiram que existem evidéncias
para suportar o uso de estimulacdo eletromagnética no tratamento de falhas de
unido em fratutas de tibia. Os autores revisaram 49 artigos, dos quais 3 foram
ensaios clinicos controlados e randomizados sendo os demais ensaios clinicos nédo
randomizados e séries de casos. A utilizacdo de campos eletromagnéticos no reparo
de fraturas recentes (HANNEMANN et al., 2011) e também em recuperagdo pos-
operatoria (VAN BERGEN et al., 2009) vem sendo avaliado por meio de ensaios
clinicos controlados e randomizados a fim de gerar evidéncias cientificas
consistentes para sua aplicacao.

A utilizacdo de campos magnéticos estéticos, gerados por imés permanentes
ou por materiais imantados, também apresenta uma gama variada de estudos e
evidéncias. Tratamentos com a utilizacdo de magnetos sdo amplamente utilizados
na medicina chinesa para alivio da dor, promoc¢do do fluxo sanguineo e
fortalecimento da arquitetura 6ssea (PAN et al., 2009).

Muitos estudos apontaram que campos magnéticos estaticos podem acelerar
0 processo de neoformacdo Ossea ou cicatrizacdo tecidual (COSTANTINO et al.,
2007; DARENDELILER; DARENDELILER; PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009;
PURICELLI et al., 2006). Para a compreenséo da influéncia do campo magnético
sobre o reparo 6sseo a literatura busca evidéncias em parametros histologicos
(PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009; PURICELLI et al., 2006), na avaliacdo da
concentracdo de fatores de crescimento (AARON et al., 2004; CORNAGLIA et al.,
2006), no estudo da deposicdo de ions calcio durante a ossificacdo (YAN; TOMITA;
IKADA, 1998) e ainda na influéncia do magnetismo sobre a membrana plasmatica
celular (CORNAGLIA et al., 2006).

O presente trabalho avaliou a aplicagdo de campo magnético sepultado
adjascente a defeito 0sseo cirurgicamente criado, conforme conceito proposto por de

Puricelli e colaboradores (2006). Por meio da metodologia também aqui utilizada foi
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possivel demonstrar, nos animais que receberam reconstrugdo com 0SS0 autdgeno,
que o grupo sob influéncia do campo magnético apresentou percentual de
preenchimento 0sseo significativamente superior ao grupo sem influéncia do
estimulo magnético, no tempo pos-operatorio de 60 dias. Nos tempos mais
precoces, apesar da média do percentual de preenchimento 6sseo ser superior nos
grupos sob estumulagcdo magnética essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa.

O osso autogeno é considerado o padrdo ouro entre os substitutos 0sseos.
Neste trabalho o grupo osso autdégeno sob estimulo magnético obteve os maiores
valores de percentual de preenchimento 0sseo, sendo estatisticamente superior ao
grupo cartilagem sem magnetismo aos 15 dias, aos grupos cartilagem sem
magnetismo e hidroxiapatita com magnetismo aos 30 dias e aos grupos cartilagem
sem magnetismo e 0sso autégeno sem magnetismo aos 60 dias. O 0sso autdégeno
apresenta as propriedades de osteoindugédo, osteocondugdo e osteogénese que
influenciam positivamente o reparo 0sseo. Esse resultado também sinaliza para o
efeito positivo do magnetismo no reparo 0sseo, mantido em uma fase mais tardia do
processo.

O estimulo gerado pela aplicacdo de campos magnéticos sobre o reparo
0sseo parece promissor, no entanto, a melhor metodologia para avaliagdo deste
estimulo ainda necessita ser elucidada, assim como 0os mecamismos bioldgicos que
resultam em tal efeito.

Além do potencial efeito positivo gerado pelo campo magnético no reparo
0sseo apOs enxerto € importante considerar que outros fatores podem influenciar
diretamente a incorporacdo de enxertos 0sseos. Um deles é o tipo de enxerto, no
presente estudo foi utilizado enxerto em bloco de osso cortical oriundo da calota
craniana. Esse tipo de enxerto revasculariza mais lentamente se comparado ao
enxerto de osso medular, consequentemente a incorporacdo de enxertos de 0SSO
cortical sera mais lenta do que aquela que ocorre em sitios com enxertos medulares
(NAGATA et al., 2009). O enxerto cortical permanece como uma mescla de 0sso
necrotico com o0sso viavel por longos periodos de tempo enquanto o enxerto
medular € completamente substituido. Outro fator que influencia diretamente a
incorporacdo dos enxertos € o tamanho das particulas utilizadas. Em um estudo
conduzido em coelhos, os estagios precoces do reparo 6sseo foram influenciados

pelo tamanho das particulas de osso autdgeno utilizadas (PALLESEN et al., 2002).
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No presente trabalho a utilizagdo do enxerto em bloco provavelmente influenciou
negativamente o reparo 6sseo nos tempos de 15 e 30 dias po6s-operatorios.
Segundo Shapoff e colaboradores (1980), nos mesmos tempos pos-operatorios, 0
volume total de osso neoformado em defeitos preenchidos com particulas pequenas
foi maior se comparado a defeitos preenchidos com particulas maiores. Ja para
Nagata e colaboradores (2009) deve-se respeitar um limite para a reducédo das
particulas de enxerto, o tamanho das particulas 6sseas deve ultrapassar 125 pm
para evitar sua remocao por macréfagos.

Apesar de ser considerado o padrdo ouro para reconstrugdes ésseas 0 0SSO
autogeno apresenta conhecidas limitacdes para seu uso, sendo as principais a
morbidade cirdrgica pela necessidade de um sitio doador, a limitacdo de quantidade
de enxerto e a reabsorcdo irregular no leito receptor (ALBREKTSSON;
JOHANSSON, 2001). Por essa razéo, o presente trabalho buscou avaliar materiais
alternativos ao uso do enxerto 6sseo autégeno. Biocompatibilidade, bioatividade e
propriedades mecéanicas adequadass sao 0s principais requisitos esperados em
substitutos 6sseos. A hidroxiapatita € um substituto 6sseo muito estudado e utilizado
no tratamento de defeitos 6sseos. Sua férmula quimica € semelhante a fase
inorganica do tecido 6sseo, o que pode explicar a intensa afinidade da hidroxiapatita
com o leito 6sseo receptor (DINARVAND et al., 2011).

Foi possivel, através do presente estudo, a avaliacdo da utilizacdo de um
implante de hidroxiapatita granulada sintética com granulos obtidos em peneira com
malha de 2 mm (HAP 91®) para o tratamento de defeitos 6sseos de 5 mm,
considerados extensos. O material em questdo foi manipulado seguindo as
recomendacdes do fabricante e aplicado diretamente no defeito dsseo critico criado.
Segundo Kuemmerle (2005 apud NOTODIHARDJO et al., 2011) a qualidade da
hidroxiapatita pode variar entre os fabricantes sem trazer diferenca significativa para
0os estudos realizados. O tamanho dos poros do material influencia seu
preenchimento por osteoblastos sendo poros de 150 a 500 pm consideradoas ideais
(NOTODIHARDJO et al., 2011).

A avaliacdo histolégica realizada permitiu evidenciar a adequada
biocompatibilidade do material utilizado, uma vez que nao foi observado o
desencadeamento de reacdo do tipo corpo estranho ao material implantado em
nenhum dos animais do estudo. Na grande maioria dos casos, os granulos de HA

encontravam-se circundados por tecido de granulagdo, sugerindo uma possivel
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neoformacédo Ossea futura. Outra propriedade do material evidenciada neste estudo
foi a osteoconducdo, corroborando resultados encontrados por outros autores
(ASCHERMAN et al, 2008; DINARVAND et al, 2011; PARIS, 2002
SCHWENGBER, 2009). Observou-se, em todos os tempos operatérios, que o
implante de hidroxiapatita foi capaz de conduzir a formacdo Ossea através da
superficie de seus granulos.

O material empregado neste estudo apresenta como limitacdo para o
emprego em cavidadedes pouco profundas a dificuldade de manutencédo de forma
no defeito 6sseo. Essa relativa instabilidade do material pode levar a variagdo na
quantidade de osso neoformado dentro de um mesmo grupo experimental
(DINARVAND et al.,, 2011; SCHWENGBER, 2009). Alguns autores utilizaram
substitutos 0sseos suportados por membranas ou barreiras (FURLANETO et al.,
2007; HADDAD et al., 2006; MARZOUK et al., 2007), favorecendo a manutencao do
material empregado no leito receptor. Outro recurso € a utilizacdo de scaffolds para
melhorar as propriedades biolégicas dos substitutos 6sseos. Esse recurso pode ser
empregado juntamente com fatores de crescimento e substancias osteoindutoras
apresentado resultados promissores (DINARVAND et al., 2011; NEOVIUS;
ENGSTRAND, 2010; WOODRUFF et al., 2007).

A presenca de uma fase cartilaginosa pode ser observada tanto na formagéo
0ssea quanto em seu reparo. Neste estudo, foi possivel observar o comportamento
de enxerto alégeno de cartilagem frente a uma situacédo de reparo 6sseo. Varios
autores apresentam a cartilagem como alternativa na area bucomaxilofacial para
reconstrucdo em areas onde é necessario um longo periodo antes da sua
reabsorcdo ou até mesmo sua permanéncia no sitio receptor (CAVALIERE et al.,
2009; KARIMI-YAZDI et al., 2007; MCNICKLE et al., 2009; SHI et al., 2009). No
presente trabalho os grupos que receberam enxerto alégeno de cartilagem
apresentaram menor percentual de preenchimento ésseo, o que pode ter ocorrido
pela permanéncia do tecido enxertado por um periodo maior se comparado aos
outros materiais utilizados. Vieira e colaboradores (1993) em um estudo em ratos,
comparou diferentes meios de preservacdo de enxertos de cartilagem e verificou o
inicio de sua substituicdo por tecido ésseo somente apos 120 dias pds operatérios.

Os resultados obtidos neste estudo para o percentual de osso neoformado no
interior do defeito 0sseo critico diferem dos encontrados por Calcagnotto (2009) e

Schwengber (2009). O presente trabalho propde uma alteragdo importante no
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desenho da cavidade experimental, com a remocdo da barreira 6ssea entre 0s
magnetos e a regido central do defeito 6sseo. Esta alteragdo permitiu acéo direta do

campo magnético na cavidade 0ssea repercutindo positivamente no reparo 0sseo.

CONCLUSAO

Apés a realizacdo do presente estudo com a metodologia empregada foi
possivel concluir que:

a) a avaliacdo histomorfométrica, apds quantificacdo do percentual de
preenchimento ésseo, evidenciou superioridade do reparo no grupo que recebeu
enxerto 6sseo autégeno sob influéncia de campo magnético se comparado ao grupo
que recebeu enxerto 6sseo autdogeno sem influéncia de campo magnético, aos 60
dias pos-operatorios;

b) a avaliagdo histomorfométrica, comparando os diferente grupos, apontou a
superioridade do reparo no grupo que recebeu enxerto dsseo autégeno, seguido
pelos grupos que receberam implante de hidroxiapatita granulada sintética e enxerto
alégeno de cartilagem.

c) o presente trabalho contribuiu para o entendimento da influéncia do campo
magnético sepultado sobre o reparo 0sseo. A partir dos resultados encontrados,
novas metodologias podem ser propostas para complementar os resultados obtidos

e fortalecer a presente linha de pesquisa.
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