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RESUMO

Proposicao: avaliar histolégica e bioquimicamente o efeito de enxerto 0sseo
autdgeno e implante de hidroxiapatita (HA) sintética (HAP 91%), sob influéncia
de campo magnético estatico, no reparo 0sseo na calvaria de ratos. Materiais
e métodos: utilizaram-se defeitos criticos de 5 mm realizados na calvéaria de 60
ratos Wistar. Os animais foram submetidos a quatro diferentes intervencdes:
enxerto 0sseo autdégeno ou implante de HA, com e sem a presenca de campo
magneético estatico, sepultado, com intensidade entre 40 e 70 G. Foi realizada
analise histoldgica histométrica e descritiva dos defeitos 6sseos em 15, 30 e 60
dias poOs-operatorios. Realizou-se analise da atividade sistémica da enzima
fosfatase alcalina nos mesmos tempos operatorios. Para controle bioquimico
utilizaram-se cinco animais (Naive). Resultados: o0 reparo 6sseo foi mais
acelerado no grupo de enxerto autdogeno sob influéncia de campo magnetico do
que no mesmo grupo sem influéncia magnética. O enxerto 6sseo autdégeno
demonstrou reparo 6sseo superior ao implante de HA. A atividade da enzima
fosfatase alcalina teve sua maior expressividade em 30 dias pds-operatorios.
Neste mesmo tempo operatorio, 0s grupos com aplicacdo de campo magnético
apresentaram atividade enzimatica inferior aos grupos sem tal influéncia.
Conclusbes: o implante de HA demonstrou ser inferior ao enxerto 6sseo
autdgeno no reparo 0sseo. O campo magnético estatico ndo causou influéncia
sobre o reparo 0sseo. A enzima fosfatase alcalina teve sua atividade diminuida

em 30 dias pds-operatoérios pela influéncia do campo magnético estatico.

Palavras-chave: enxerto 6sseo, hidroxiapatita, defeitos criticos, magnetismo,

fosfatase alcalina



ABSTRACT

Purpose: to evaluate histologically and biochemically the effect of autogenous
bone graft and synthetic hidroxiapatite (HA) implant (HAP 91%), under static
magnetic field influence, on bone healing in rat calvaria. Materials e methods:

5-mm critical-size defects were created in each calvarium of 60 Wistar rats.
They were submitted into four different interventions: autogenous bone graft or
HA implant, with or without static magnetic field influence with intensity ranging
from 40 to 70 G. Histometric and descriptive analysis of the bone defects were
performed in 15, 30 and 60 days after surgery. At the same times, the systemic
activity of alkalin phosphatase was measured. Five animals (Naive) were used
as biochemical control. Results: bone healing was faster in the autogenous
bone graft group under magnetic field stimulation than in the same group
without the magnetic influence. The autogenous bone graft showed better
results for bone healing than the HA implant. Alkalin phosphatase activity had
its higher expression in 30 days after surgery. At this time the groups under
magnetic stimulation had lower alkalin phosphatase activity than the groups
without magnetic field influence. Conclusions: the HA implant showed worse
bone healing than the autogenous bone graft. The static magnetic field did not
cause any influence on bone healing. alkalin phosphatase had its activity

lowered in 30 days after surgery in the groups under magnetic field influence.

Keywords: bone graft, hydroxyapatite, critical size defects, magnetism, alkaline

phosphatase
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1. INTRODUCAO ™

O reparo tecidual desempenha importante papel no sucesso das mais
variadas intervencbes cirdrgicas. Para que esse seja alcancado, é
imprescindivel o uso de técnicas operatdrias com a minima morbidade e que
promovam o rapido estabelecimento de mecanismos biologicos reparadores,
evoluindo para a reposi¢cao da funcdo do 6rgao ou tecido lesado em condi¢des
de normalidade. Grande parte dos procedimentos cirargicos na regido
bucomaxilofacial envolve intervencdo nas estruturas 6sseas da face. Reducédo
e fixacdo de fraturas, ressecc¢des tumorais, enxertias e osteotomias s&o
exemplos desse intimo envolvimento e apresentam, como objetivo poés-
operatorio compartilhado, a necessidade de adequada neoformacdo éssea
(Fini, Cadossi et al., 2002).

A osteoinducéo, definida como o recrutamento de células indiferenciadas
e a transformacdo dessas em pré-osteoblastos, € um mecanismo biolégico
basico que ocorre no reparo de fraturas e de defeitos 6sseos e na integracao
de implantes (Albrektsson e Johansson, 2001). Varios estudos apontaram
glicoproteinas soluveis descritas como BMPs (bone morphogenetic proteins),
uma familia de fatores de crescimento, como agentes indutivos da
neoformacdo Ossea (Takagi e Urist, 1982; Urist, Delange et al., 1983;
Schilephake, 2002). Além disso, € estabelecido na literatura que estimulos
fisicos como stress (Trepczik, Lienau et al., 2007), sinais elétricos (Aaron,
Boyan et al., 2004) e campos eletromagnéticos e magnéticos (Fini, Cadossi et
al., 2002; Puricelli, Ulbrich et al., 2006; Puricelli, Dutra et al., 2009) séo capazes
de regular positivamente a osteoindugéo, provavelmente através do aumento

da producédo de fatores de crescimento. Além dos estimulos fisicos, diversos

[1] CitacBes e referéncias de acordo com o estilo Autor-Data.
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biomateriais também tém sido estudados quanto a suas propriedades de
estimulagdo e conducédo do reparo 0sseo. Destacam-se o fosfato tricalcico e a
hidroxiapatita (HA), ambos j& extensamente estudados em diferentes modelos
animais (Ripamonti, 1996; Soccol, Bettega et al., 2006), procurando-se
evidéncias para a influéncia nos eventos de osteoconduc¢ao e de osteoindugéo
(Gosain, Riordan et al.,, 2004). Estes materiais apresentam facilidades de
aquisicao, de esterilizacdo e de armazenamento, 0 que ndo ocorre com 0S
enxertos 0sseos autdogenos (Corsetti, Leite et al., 2008). Particularmente a HA
sintética foi apontada como um material com possibilidades promissoras para
suas aplicacdes (Fini, Cadossi et al., 2002; Puricelli, 2002; Kusakabe,
Sakamaki et al., 2004), podendo promover reconstrucdes o0sseas e
restabelecer forma e fungéo.

Diversos estudos tém utilizado a calvaria de ratos para avaliacdo do
reparo 6sseo através de defeitos 6sseos experimentais. Particular importancia
€ dada aos “defeitos de tamanho critico”. S&o estes os defeitos que
apresentam tamanho suficiente para que nao ocorra 0 seu reparo espontaneo
durante toda a vida do animal (Schmitz e Hollinger, 1986). Tal conceito tem o
objetivo de avaliar inequivocadamente o real potencial osteogénico de um
implante ou enxerto. Como método de quantificacdo e comparagéo dos tecidos
presentes nos cortes histologicos a histometria € amplamente utilizada (Fini,
Cadossi et al., 2002; Pryor, Yang et al., 2005; Furlaneto, Nagata et al., 2007;
De Oliveira, De Oliveira et al., 2008). Diversos estudos também fizeram uso da
atividade da fosfatase alcalina para quantificar a neoformacéo 6ssea, uma vez
que tal proteina é considerada um bom marcador para atividade osteoblastica

(Yan, Tomita et al., 1998; Chung, Ahn et al., 2007).
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Reduzir ao méximo os insucessos cirurgicos, devolver forma e funcéo ao
tecido alterado no menor tempo possivel e tornar as intervengdes e o periodo
pés-operatorio cada vez menos incapacitantes ao individuo sdo os objetivos
das pesquisas envolvendo reparo 6sseo. O desenvolvimento de novos
materiais osteocondutores e osteoindutores biocompativeis e a busca pela
estimulacdo enddégena mais efetiva do reparo 6sseo sdo as estratégias mais
utilizadas nos estudos. A associacdo das duas estratégias desponta como uma
alternativa promissora no estimulo a neoformacédo 0ssea (Fini, Cadossi et al.,
2002). Nao foram encontrados estudos que analisem histometrica e
bioquimicamente defeitos 6sseos que receberam implante de HA sintética
granulada sob influéncia de campo magnético estatico sepultado.A proposta
deste estudo foi avaliar o reparo 6sseo, em calvaria de ratos, sob influéncia de
um campo magnético estatico, apds enxerto 6sseo autégeno ou implante de

HA.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Defeitos 6sseos em calvaria

Diversos tipos de enxertos e implantes vém sendo testados ao longo dos
anos com o objetivo de ser evidenciado um substituto 6sseo ideal. Na Cirurgia
e Traumatologia Bucomaxilofacial os enxertos e implantes sdo amplamente
utilizados nos mais variados procedimentos, desde osteotomias e
reconstrucdes apos cirurgias de tumores até reabilitacées do 6rgdo dentério.

As pesquisas relacionadas a substitutos 6sseos utilizaram diferentes
animais com defeitos dsseos experimentais localizados principalmente em
calvaria. Outros sitios estudados incluem fémur (Yan, Tomita et al., 1998;
Vogelin, Jones et al., 2005; Puricelli, Ulbrich et al., 2006; Puricelli, Dutra et al.,
2009), mandibula (Soccol, Bettega et al., 2006), rebordo alveolar maxilar (Paris,
Oliveira et al., 2003) e tibia (Almeida Prado, Anbinder et al., 2006). Observa-se
a utilizacdo mais frequente de ratos (Aalami, Nacamuli et al., 2004; Pryor,
Polimeni et al., 2005; Pryor, Susin et al., 2006; Furlaneto, Nagata et al., 2007,
Inoda, Yamamoto et al., 2007; Marzouk, Gamal et al., 2007; Messora, Nagata
et al., 2008), mini-porcos (Gosain, Song et al., 2000; Rupprecht, Merten et al.,
2003), coelhos (Clokie, Moghadam et al., 2002; Haddad, Peel et al., 2006;
Ascherman, Foo et al., 2008) e ovelhas (Gosain, Riordan et al., 2004).

Um substituto ésseo deve ser rigorosamente estudado até sua aplicacéo
em humanos ser indicada. Schmitz e Hollinger (Schmitz e Hollinger, 1986)

introduziram o conceito de “defeito de tamanho critico” na pesquisa envolvendo
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substitutos 0sseos. Segundo os autores, quando um enxerto ou implante 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.
Somente nesta situacdo o real efeito osteogénico de um substituto 6sseo pode
ser avaliado. Em um defeito de tamanho critico sem a presenca de um enxerto
ou implante, o reparo tecidual ocorrera através da formacdo de tecido
conjuntivo fibroso ao invés de 0sso. Os autores realizaram uma ampla revisao
da literatura em relagdo aos modelos animais e tipos de defeitos 6sseos
utilizados em pesquisa. Apds analisarem estudos que fizeram uso de defeitos
em calvaria e mandibula de ratos, coelhos, cachorros e macacos, elaboraram
um protocolo para avaliacdo de substitutos ésseos na regido bucomaxilofacial.
Segundo tal protocolo, os estudos devem ser iniciados com a utilizagcado de
defeitos de 8 mm de diametro em calvaria de ratos. Este modelo apresenta
como vantagens o baixo custo de manutencdo dos animais, a utilizacado de
pequenas quantidades do material a ser testado e a facil manipulacdo e
implantagcéo de agentes particulados neste tipo de defeito.

Através de um estudo em calvaria de mini-porcos, Gosain e
colaboradores (Gosain, Song et al., 2000) objetivaram reavaliar o conceito de
defeito critico apresentado por Schmitz e Hollinger (Schmitz e Hollinger, 1986).
Estudaram histologicamente o reparo 6sseo em defeitos de 3, 5 e 8 mm apés
uma, quatro, oito e 12 semanas, através de fechamento linear do defeito e de
porcentagem de preenchimento 6sseo da area inicial. Sugeriram como melhor
metodologia 0 uso de porcentagem de preenchimento 6sseo para avaliacdo do
reparo de defeitos 6sseos. Além disso, definiram como critico aquele defeito

0sseo que ndo é reparado ao longo do periodo de duracdo do estudo,
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modificando o conceito apresentado por Schmitz e Hollinger (Schmitz e
Hollinger, 1986).

Embora alguns trabalhos utilizando calvaria de ratos tenham sido
realizados em defeitos com 8 mm de diametro (Marzouk, Gamal et al., 2007;
Messora, Nagata et al., 2008), outros estudos avaliaram o reparo 0sseo no
mesmo sitio cirdrgico com defeitos de menor didmetro; 6 mm (Pryor, Polimeni
et al., 2005; Pryor, Susin et al., 2006) e 5 mm (Furlaneto, Nagata et al., 2007;
Inoda, Yamamoto et al., 2007). Tais trabalhos analisaram o potencial
osteogénico e/ou osteocondutor de enxertos 6sseos e diferentes biomateriais
com a adicao ou ndo de fatores de crescimento.

Aalami e colaboradores (Aalami, Nacamuli et al., 2004) demonstraram
gue defeitos 6sseos de 3, 4 e 5 mm em calvaria de ratos com idade adulta (60
dias) apresentaram reparo 6sseo de menos de 5% ao longo de oito semanas
através de analise radiografica. A andlise histolégica envolveu a ocorréncia do
fechamento linear do defeito 6sseo, fato ndo observado em nenhum animal
adulto.

Em relagdo ao periodo de duragéo dos estudos envolvendo a calvaria de
ratos, aqueles trabalhos que utilizaram defeitos de 8 mm tiveram duragéao de 12
semanas (Messora, Nagata et al., 2008) e 16 semanas (Marzouk, Gamal et al.,
2007), com pelo menos uma observagao anterior com quatro semanas. Nos
estudos de Pryor e colaboradores (Pryor, Polimeni et al., 2005; Pryor, Yang et
al., 2005; Pryor, Susin et al.,, 2006), com defeitos de 6 mm, os autores
observaram os resultados com quatro e oito semanas apo0s a intervencgao
cirurgica. Ja os trabalhos que realizaram defeitos de 5 mm tiveram duracéo de

oito (Aalami, Nacamuli et al., 2004), nove (Inoda, Yamamoto et al., 2007) e 12
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semanas (Furlaneto, Nagata et al., 2007), também com observacdes anteriores
a estes tempos.

A metodologia empregada para a avaliacdo dos resultados obtidos com
a utilizacdo dos diferentes substitutos 6sseos envolve principalmente o uso da
histomorfometria (Clokie, Moghadam et al., 2002; Haddad, Peel et al., 2006;
Furlaneto, Nagata et al., 2007; Marzouk, Gamal et al., 2007; Messora, Nagata
et al., 2008). Trata-se de uma técnica histologica na qual se pode quantificar os
diferentes tecidos presentes em determinada area do corte histologico. A
descricao histologica dos achados sem a quantificacdo dos diferentes tecidos
também foi utilizada por alguns estudos (Puricelli, Ulbrich et al., 2006; Inoda,
Yamamoto et al., 2007; Ascherman, Foo et al., 2008; Puricelli, Dutra et al.,
2009). A analise radiografica da area do defeito 6sseo também foi empregada
em diversos trabalhos (Clokie, Moghadam et al., 2002; Aalami, Nacamuli et al.,
2004; Pryor, Yang et al., 2005; Pryor, Susin et al., 2006; Marzouk, Gamal et al.,
2007). No entanto, Pryor e colaboradores (Pryor, Susin et al., 2006)
demonstraram que tal andlise pode revelar discordancia com a observagao
histoldgica, esta considerada o padrao-ouro. Os autores agruparam os achados
histoldgicos e radiograficos em trés categorias, na dependéncia do fechamento
do defeito dsseo: limitado, parcial e completo. Observaram que a concordancia
entre os achados ocorreu apenas em cerca de 50% dos casos, néao
recomendando a avaliagdo exclusiva dos resultados com base em achados
radiograficos.

Os defeitos 0Osseos na calvaria de ratos, como previamente
demonstrado, apresentam um grande amparo na literatura em relacédo ao seu

uso na pesquisa envolvendo substitutos 0sseos. Este modelo experimental
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apresenta beneficios econémicos e técnicos. Apesar disso, extrema precaugao
deve ser tomada no momento da realizacdo do defeito 6sseo. A dura-mater
encontra-se imediatamente abaixo da calvaria, sendo extremamente vulneravel
a traumatismos com o uso de brocas ou trefinas. Tal meninge é a principal
responsavel pela irrigacdo sanglinea do cranio e seu dano pode causar
prejuizos ao processo reparador (Schmitz e Hollinger, 1986; Aalami, Nacamuli
et al., 2004; Ascherman, Foo et al.,, 2008), comprometendo os resultados

experimentais obtidos.

2.2. Campo magnético e reparo tecidual

Campos eletromagnéticos e magnéticos sdo bastante estudados em
relacdo a seus efeitos em niveis tecidual, celular e molecular. Os mecanismos
de atuacdo desses estimulos sobre os tecidos sdo diferentes: os primeiros
geram uma corrente elétrica enquanto os Ultimos criam apenas um campo
magnético ou imantado (Bruce, Howlett et al., 1987). Entre os campos
eletromagnéticos destacam-se aqueles gerados por pulsos de corrente elétrica,
ou campos eletromagnéticos pulsateis, devido a sua vasta investigacdo
cientifica e aplicacbes terapéuticas (Sharrard, 1990; Fredericks, Nepola et al.,
2000; Aaron, Boyan et al., 2004). JA4 os campos magnéticos sao aqueles
gerados por magnetos (imés), podendo ser constituidos de diferentes
materiais, com influéncia direta sobre suas propriedades. Podem ser aplicados
interna ou externamente ao organismo, principalmente na forma estatica, ou

seja, com intensidade constante (Henry, Concannon et al., 2008).
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Na natureza existem 0s magnetos classificados como naturais e
estaveis, capazes de gerar campos magnéticos espontaneos, sendo mais
conhecidos e amplamente utilizados os de samario-cobalto e de neodimio-
ferro-boro. Na &rea da medicina alternativa estes imads vém sendo utilizados
com frequiéncia nas terapias com magnetismo, embora exista um fraco suporte
na literatura sobre sua eficacia. Os magnetos sao empregados através do
contato direto com a parte do corpo a ser tratada. Supde-se que a agao do
campo magnético possa ocorrer de 2 a 5 cm através da pele e estimular o
material encontrado, principalmente o ferro encontrado na hemoglobina e
oxigénio (Costantino, Pogliacomi et al., 2007).

Os estudos relacionados a aplicagdo de campos magnéticos estaticos
nos tecidos evidenciaram diversos efeitos. Na regeneracao tecidual sugere-se
ocorrer ativacdo de fibroblastos e estimulo a angiogénese. No tecido 6sseo, 0
campo magnético parece provocar estimulo a osteogénese através da ativagao
de osteoblastos e aumento de aporte sanguineo (Puricelli, Ulbrich et al., 2006;
Costantino, Pogliacomi et al., 2007; Puricelli, Dutra et al., 2009).

Com o objetivo de estudar a aplicagcdo do magnetismo na ortodontia,
Darendeliler e colaboradores (Darendeliler, Darendeliler et al., 1997) avaliaram
em mini-porcos a movimentacdo dentaria de incisivos superiores. Foram
realizadas aplicacdo de campo magnético, campo eletromagnético pulsatil mais
artefato ortodoéntico ou artefato ortodéntico exclusivo (controle). Observaram
maiores movimentagfes dentérias e reorganizagdo 0ssea mais intensa nos
dois primeiros grupos.

Yan e colaboradores (Yan, Tomita et al., 1998) realizaram o

sepultamento de magnetos em fémures de ratos, objetivando avaliar a
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formacdo Ossea e mineral. Observaram que a quantidade de célcio e a
densidade mineral nos fémures dos animais sob efeito de campo magnético
foram maiores. A intensidade do campo magnético utilizada foi de 0.18 tesla
(T). Sugeriram que o campo magnético € capaz de influenciar positivamente o
metabolismo do tecido 6sseo.

Usando campos magnéticos estaticos de alta intensidade
(aproximadamente 8 T), Kotani e colaboradores (Kotani, Kawaguchi et al.,
2002) estudaram a orientacdo celular e formagdo déssea em culturas de
osteoblastos. As andlises foram realizadas através de fotomicroscopia,
radiografias e histologia. Os autores relataram que os osteoblastos orientaram-
se paralelamente ao campo magnético, fato que ndo ocorreu com as células
nao expostas ao campo. Além disso, apos a aplicagdo de BMP-2, foi observada
maior formac@o Ossea nas células submetidas ao magnetismo e uma
orientacdo do tecido formado paralelamente as linhas de campo. Os autores
ainda sugeriram a aplicacdo da formacdo 6ssea guiada por campo magnético
no tratamento de fraturas e de defeitos dsseos.

O sepultamento de magnetos em fémures de ratos conceituado por
Puricelli (Puricelli, Ulbrich et al., 2006; Puricelli, Dutra et al., 2009), avaliou
histologicamente defeitos 6sseos de 2 mm. Descreveram maior formacéo
0ssea no grupo em que um campo magnético com cerca de 40 gauss (G),
presente através de arruelas de aco inoxidavel martensitico e parafusos de
titdnio, foi aplicado. Sugeriram que o campo magnético aplicado foi capaz de
acelerar o processo de reparo 0sseo tanto do defeito ésseo vazio ou quando

este foi preenchido com enxerto ésseo autdgeno.
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O uso de magnetos de neodimio-ferro-boro foi testado por Costantino e
colaboradores (Costantino, Pogliacomi et al., 2007) no tratamento de fraturas
em mao e punho. Em cada caso foram utilizados quatro blocos de iméas
externamente a regido da fratura, totalizando um campo magnético de 12.000
G. Quarenta pacientes portadores de tais fraturas foram tratados por
imobilizagéo e terapia com magnetos e controlados por radiografias de méo e
punho. Comparando com a média de tempo normalmente utilizado na
Imobilizagéo das fraturas estudadas, os autores relataram uma diminuicdo de
aproximadamente 35% no periodo de formacdo do calo 6sseo quando 0s
magnetos foram utilizados.

Henry e colaboradores (Henry, Concannon et al., 2008) estudaram a
cicatrizagdo de feridas experimentais realizadas no dorso de ratos envolvendo
pele, tecido subcutdneo e musculo. Trés grupos foram estudados na
dependéncia da intervencdo sobre a ferida: recobrimento com magnetos
comerciais de 23 G de intensidade, recobrimento com peca de couro sem
campo magnético e ferida exposta, sem recobrimento. Observaram que no
grupo sob a influéncia de campo magnético as feridas foram fechadas em
aproximadamente 15 dias, enquanto nos demais grupos tal cicatrizacéo

ocorreu dentro de 20 dias.

2.3. Substitutos 6sseos e hidroxiapatita (HA)

Os enxertos 0sseos autdgenos continuam sendo o padrdo-ouro nas

reconstrucdes Osseas, devido as suas propriedades de osteogénese,

osteoinducao e osteoconducdo. No entanto, apresentam limitagdes importantes
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como a morbidade cirargica, a limitacdo de quantidade de enxerto e a
reabsorcédo irregular no leito receptor (Albrektsson e Johansson, 2001; Zhou,
Peel et al., 2007). Dessa forma, inimeras pesquisas buscam evidenciar
materiais capazes de substituir o tecido ésseo e promover adequada
reconstrucao anatémica apos traumas e cirurgias ablativas.

Os diferentes materiais empregados na substituicdo de osso pertencem
a classe dos biomateriais e devem apresentar propriedades fisico-quimicas e
biolégicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros. Estas propriedades,
responsaveis por ndo ocorrer uma reagdo de corpo estranho por parte do
organismo, caracterizam a biocompatibilidade (Kawachi, Bertran et al., 2000;
Corsetti, 2005; Corsetti, Leite et al., 2008).

Inimeros materiais sintéticos foram desenvolvidos nos Ultimos anos e
muitos estudos envolveram o uso dos compostos de fosfato de calcio,
principalmente pela semelhanca com a fase mineral dos tecidos duros do
organismo e excelente biocompatibilidade. Os mais amplamente estudados sé&o
o tricalcio fosfato e a hidroxiapatita (HA) (Burg, Porter et al., 2000). Tais
materiais apresentam importante propriedade de osteoconducao e séo capazes
de promover uma interagdo direta com o tecido 0sseo, sendo classificados
como bioativos. Estdo disponiveis no mercado em forma de blocos ou
particulas, densos ou porosos (Le Guehennec, Layrolle et al., 2004; Corsetti,
Leite et al., 2008).

A relacdo entre as velocidades de neoformacgéo 0ssea e de absorgéo do
biomaterial € de extrema importancia na obtencdo do substituto ésseo ideal.
Diversas formas de HA ja foram estudadas em relacdo as suas propriedades,

sendo evidenciado que as formas densas apresentam lenta degradacdo ao
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longo do tempo. Também é estabelecido que porosidade, cristalinidade,
tamanho e forma das particulas sao fatores que afetam a velocidade de
degradacéo deste biomaterial (Klein, Driessen et al., 1984; Gosain, Riordan et
al., 2004).

Dentre as propriedades citadas, a porosidade parece ser a mais
estudada em relacdo ao processo de absorcdo do material e sua substituicdo
por tecido 6sseo. Acredita-se que o tamanho ideal dos poros de um composto
de fosfato de calcio seja semelhante ao do 0sso esponjoso. Macroporosidade
(com poros maiores que 50 um) é intencionalmente inserida no material através
da adicdo de substancias voléateis, principalmente polimeros, antes do processo
de sinterizagdo. Gauthier e colaboradores demonstraram que macroporos de
cerca de 560 um s&o mais favoraveis a neoformacdo 0ssea do que poros de
300 um (Gauthier, Bouler et al., 1999). Ja a microporosidade (poros menores
que 10 pm) é consequéncia do processo de sinterizacdo, dependendo da
temperatura atingida e do tempo de duracdo do processo. Ja foi demonstrado
que a microporosidade permite a circulacdo de fluidos corporais no interior do
material, enquanto a macroporosidade fornece um substrato para a
colonizagdo celular osteogénica, sendo ambas as caracteristicas desejaveis
para a formacdo de tecido 6sseo. Poucos materiais disponiveis preservam
tanto macro quanto microporosidades (Le Guehennec, Layrolle et al., 2004).

O potencial osteoindutivo da HA também ja foi estudado, sendo
demonstrada a capacidade de formacdo 6ssea em sitios ndo relacionados com
tecido 6sseo. Esta osteoinducado foi observada no tecido muscular abdominal
de macacos babuinos (Ripamonti, 1996) e na subcutis de cachorros (Yamasaki

e Sakai, 1992), ndo sendo relatada em ratos. Os autores sugerem que, além da



30

composi¢cdo do material utilizado, o evento osteoindutivo também dependa de
caracteristicas inerentes a espécie e ao sitio onde esta sendo implantado.

Diversos estudos também objetivaram evidenciar o potencial de
diferentes tipos de HA no fechamento de defeitos 6sseos. Rupprecht e
colaboradores (Rupprecht, Merten et al., 2003) realizaram defeitos 6sseos na
calvaria de mini-porcos (1,5 X 2,5 mm) e estudaram o preenchimento 6sseo até
40 semanas apos o implante de um cimento de HA comercial (Bone Source®).
Observaram que houve um reparo 6sseo de aproximadamente 90% da area
total do defeito 6sseo inicial.

Thorwarth e colaboradores (Thorwarth, Schultze-Mosgau et al., 2005)
estudaram a possibilidade de aplicagdo de uma HA nanométrica (Ostim®) em
defeitos criticos na calvaria de porcos. Compararam, em até seis meses pos-
operatorios, o preenchimento 6sseo dos defeitos com o uso de enxerto
autogeno particulado, uma mistura do biomaterial com 25% de osso autdgeno
particulado ou com a aplicacdo do biomaterial unicamente, ndo observando
diferencas entre os grupos. Além disso, nenhum dos grupos apresentou um
preenchimento da cavidade do defeito acima de 60%. Os autores apontaram a
necessidade de maiores investigacoes para a aplicagdo do material estudado
em defeitos 0sseos extensos.

Através de defeitos criticos em calotas de coelhos, Zhou e
colaboradores (Zhou, Peel et al., 2007) estudaram o reparo 6sseo obtido com o
uso de HA comercial pura (C-Graft®) e de tricélcio fosfato bifasico (Algisorb®)
com ou sem a adicdo de carreador e de BMPs. Observaram que os dois
materiais ndo diferiram em relagdo ao reparo dos defeitos em nenhuma

situacdo. Apontaram um preenchimento da cavidade éssea em torno de 35%
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para 0s materiais estudados e de 82% para enxerto autdgeno apos seis
semanas. Relataram ainda que a adicao de carreador e de BMPs aprimoraram
a manipulacao dos materiais e o potencial reparador, respectivamente.

Diversas publica¢des também demonstraram o uso de HA em humanos
(Puricelli, 2002). Mathur e colaboradores (Mathur, Tatum et al., 2003) relataram
0 uso de cimento de HA em uma série de 13 pacientes com fraturas
craniomaxilofaciais. Apontaram trés falhas transoperatérias devido a dificuldade
de estabilidade do material. Segundo os autores, as formulagdes iniciais do
material foram utilizadas nos casos em que houve falhas. O surgimento de
cimentos de HA mais modernos aparentemente solucionou o problema
observado. Os autores também relataram dois casos de infeccdo pos-
operatoria devido a exposicdo do material nas cavidades bucal ou nasal,
sugerindo cautela do cirurgido quando utilizar tal material nas adjacéncias dos
sitios citados. David e colaboradores (David, Argenta et al., 2005) também
utilizaram um cimento de HA (Bone Source®) para reconstrucdo de calota
craniana em oito pacientes com historia de craniosinostose. Relataram
complicagcbes em dois casos: uma trans-operatoria, devido a dificuldade de
estabilidade do material e outra pés-operatéria em 12 meses sendo observada
deiscéncia da ferida operatoria. Indicaram o uso do cimento em defeitos ndo
extensos com até 2,5 cm de diametro.

Utilizando uma combinagdo de HA e tricalcio fosfato na propor¢céo de 1:1
com 0sso autdgeno particulado, Artzi e colaboradores (Artzi, Weinreb et al.,
2008) estudaram histologicamente o resultado de 28 procedimentos para
levantamento do seio maxilar visando a adaptagcdo de implantes

osteointegraveis. Realizaram bidpsias com trefina de 2,5 mm dos seios
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maxilares operados apds seis ou nove meses e procederam a analise
histomorfométrica. Os autores relataram a ocorréncia de apenas um caso de
sinusite, posteriormente excluido do estudo. Observaram a presenca de 0SSO
em aproximadamente 30% e 40% da area biopsiada em seis e nove meses,
respectivamente. Apontaram a necessidade de acompanhamento dos
pacientes em prazos mais longos para determinar a taxa de reabsorcdo do

material em relagdo a neoformacgéo 0ssea.

2.4. Fosfatase alcalina

Devido a grande extensdo do tecido 6sseo e a uma composicdo mineral
importante, exames de imagem que utilizam os raios “X” podem ser utilizados
para fins diagndsticos no organismo. No entanto, a fisiologia, o0 metabolismo e
patologias que podem afetar os 0ssos e que estdo em estagios iniciais sO
serdo manifestados em exames de imagem apds um tempo consideravel
(Vieira, 1999).

Os exames laboratoriais coadjuvantes, através da andlise de
marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo, tém a capacidade de viabilizar
diagndésticos precoces das patologias 6sseas. Tal beneficio tem como objetivo
a diminuicdo de possiveis sequielas dessas patologias (Christenson, 1997;
Saraiva e Castro, 2002).

Os marcadores bioquimicos do metabolismo do tecido 6sseo podem ser
divididos em formativos e absortivos. Esses marcadores sdo expressos pelo
resultado da analise de atividades de enzimas como a fosfatase alcalina,

relacionada ao processo de osteogénese, e a fosfatase acida, envolvida com a
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absorcdo do tecido 6sseo (Christenson, 1997; Vieira, 1999; Saraiva e Castro,
2002; Vieira, 2007).

Normalmente as fosfatases alcalina e acida mantém um equilibrio de
atividade que é caracterizado pela homeostase 6ssea (Junqueira e Carneiro,
1995; Christenson, 1997; Ten Cate, 1998; Katchburian e Aranha, 2004). No
entanto, em casos de anormalidade, como em doencas osteometabdlicas, tais
como osteoporose (Saraiva e Castro, 2002; Campos, 2003; Molina, 2003;
Seibel, 2006), osteomalacia (Saraiva e Castro, 2002) e Sindrome de Marfan,
(Araujo, Simplicio et al., 2003) bem como durante o reparo de fraturas (Yue, Lu
et al., 2005), estas atividades enzimaticas estdo alteradas, caracterizando um
desequilibrio no metabolismo 6sseo. A fosfatase alcalina destaca-se por estar
intimamente relacionada ao inicio do processo de mineralizagdo do tecido
0sseo (Leung, Fung et al., 1993; Junqueira e Carneiro, 1995; Ten Cate, 1998;
Katchburian e Aranha, 2004).

Durante o processo de formacao 6ssea, 0s osteoblastos secretam matriz
0ssea e com isso ativam muitas enzimas, sendo que uma quantidade
consideravel dessas é difundida para a corrente sanguinea (Guyton, 1989). Tal
fato permite que a atividade da enzima fosfatase alcalina seja dosada no
sangue ou plasma sanguineo (Roy, 1970; Leung, Fung et al.,, 1993). Dessa
forma, a enzima é considerada um bom indicador do indice de formagéo dssea,
podendo ser empregada como marcador periférico do metabolismo Gsseo
(Guyton, 1989; Seibel, 2006).

A dosagem da enzima fosfatase alcalina é bastante simples e de facil
realizacdo. No entanto, devido ao metabolismo 6sseo ser acelerado em

pacientes e animais jovens, torna-se dificil estabelecer padrbes de
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normalidade. Ja em pacientes e animais adultos, o metabolismo G&sseo
encontra-se mais estavel, observando-se uma homeostase O&ssea e
aumentando a confiabilidade das provas diagnoésticas (Vieira, 1999; Yue, Lu et
al., 2005).

A mensuracdo da atividade da enzima fosfatase alcalina é um
importante exame diagndstico que pode auxiliar no entendimento de
fendbmenos envolvidos no processo de resposta celular a implantes de
materiais aloplasticos (Mah, Hung et al., 2004) e a enxertos 6sseos (Zambuzzi,
Neves et al.,, 2005; De Oliveira, De Oliveira et al., 2008) bem como estudar
fatores que possam estimular o processo de reparo 6sseo em suas diferentes

etapas (Yan, Tomita et al., 1998).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar histologica e bioquimicamente o efeito
de enxerto 6sseo autdgeno e implante de HA granulada sintética (HAP 91®),
sob influéncia de campo magnético estatico, no reparo 6sseo em calvaria de

ratos.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar histologicamente, através de histometria e analise descritiva, 0
reparo 6sseo com a presenca do implante de HA granulada sintética (HAP 91°)
e compara-lo com o reparo do enxerto 6sseo autdgeno;

- Avaliar histologicamente, através de histometria e analise descritiva, 0
reparo 6sseo sob a influéncia de um campo magnético permanente e constante
e compara-lo com o reparo sem estimulo magnético;

- Avaliar bioquimicamente a atividade da enzima fosfatase alcalina
sistémica no periodo de reparo 6sseo com 0 uso de enxerto 6sseo autégeno ou
HA granulada sintética (HAP 91®), com e sem a influéncia de um campo

magnético.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Célculo amostral

Para determinagédo do tamanho da amostra deste estudo foi realizada
uma consultoria técnica junto ao setor de Epidemiologia e Bioestatistica do
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do Hospital de Clinica de Porto Alegre
(GPPG/HCPA). O nimero amostral foi calculado através do software Winpepi®,
modulo Compare2, verséo 1.62, atribuindo-se valores de 5% e 80% para nivel
de significancia e poder da amostra, respectivamente.

Com base nos valores de desvio-padrao apresentados por Marzouk e
colaboradores (Marzouk, Gamal et al., 2007), que estudaram o reparo 0sseo
em defeitos criticos em calvaria de ratos, e considerando uma diferenca de
20% no preenchimento do defeito 6sseo entre 0os grupos no presente trabalho,

chegou-se ao valor de cinco animais por grupo de estudo.

4.2 Grupos de estudo e delineamento experimental

O presente estudo é caracterizado como do tipo experimental em
animais. Foram utilizados 65 ratos da cepa Wistar (raca Rattus novergicus
albinus) do sexo masculino com oito a dez meses de idade e apresentando em
média 500g de massa corporal. Todos 0s grupos foram compostos por cinco
ratos cada. Os tempos de morte envolveram 15, 30 e 60 dias pOs-operatorios.

Foram estudadas duas diferentes propostas de intervencdo nos defeitos
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0sseos criados nas calvarias dos ratos: enxerto 0sseo autdégeno, removido do
préprio defeito com broca trefina e implante de HA granulada sintética (HAP
91%). Ambas as intervencées foram avaliadas com e sem a presenca de
campo magnético. Para controle da atividade da enzima fosfatase alcalina
utilizaram-se animais nos quais nao foi realizada nenhuma intervencéo
cirtrgica. Os grupos envolvidos no presente estudo e suas composi¢cdes estao

explicitados na tabela 1.

Tabela 1: Namero de animais dos diferentes grupos de estudo.

Morte \ Intervencdo Aut Aut+tMag HA HA+Mag Naive

15 dias 5 5 5 5
30 dias 5 5 5 5 5
60 dias 5 5 5 5

Aut: enxerto autégeno sem influéncia de campo magnético (padrdo-ouro para
reparo 0sseo);

Aut+Mag: enxerto autdégeno sob influéncia de campo magnético;

HA: implante de HA sem influéncia de campo magnético;

HA+Mag: implante de HA sob influéncia de campo magnético.

O campo magnético, quando presente, foi gerado por dois imas de
neodimio-ferro-boro sepultados externamente ao defeito, com 3 mm de
didmetro e 2 mm de espessura. Nas calvarias dos animais dos grupos controle
foram utilizados discos de titanio comercialmente puro (Figura 1). A intensidade
de campo magnético utilizada no interior do defeito foi calculada no Laboratério
de Magnetismo, Instituto de Fisica, UFRGS. Foi realizado o defeito 6sseo bem

como os orificios para adaptacdo dos imd@s em um cranio seco de rato,

[2] HAP-91, JHS Laboratério Quimico, MG, Brasil.
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idénticos aos utilizados no presente estudo (Figura 2). A intensidade do campo
magneético no interior do defeito foi mensurada com o uso de um gausimetro
(Figura 3), utilizando-se 30 pares de imds para tal. Foi calculada a média da
intensidade do campo magnético nos limites anterior e posterior e no centro do
defeito O6sseo (Figura 4). Os valores encontrados foram, respectivamente:
73,40 G, 66,20 G e 43,72 G. Para efeitos de conversdo, 1 G (gauss) = 10 * T
(tesla). De forma a assegurar que os imds fossem sepultados com campo
magnético atrativo, e ndo repulsivo, o polo norte de todos os magnetos foi
demarcado com esmalte branco atoxico e, previamente a insergdo, foi

realizado um teste de atracdo entre os imas.

Figura 1: im& e disco de titanio utilizados no estudo com 3 mm de diametro e 2 mm de
espessura.
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Figura 2: Calvéria de rato utilizada para mensuracéo de campo magnético. Defeito critico de 5
mm (A) e lojas para adaptacéo dos artificios metalicos (B)

Figura 3: Mensuracédo da intensidade do campo magnético. Gausimetro (A). Cranio seco e
sensor utilizados (B). Mensuracédo da intensidade do campo magnético no interior do defeito
0sseo (C e D).
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Figura 4: Mensuracdo do campo magnético no limite anterior (A), no centro (B) e no limite
posterior (C) do defeito 6sseo.

A HA granulada utilizada (HAP 91®) é apresentada como absorvivel,
porosa e com granulos obtidos em peneira com malha de 2 mm (Figura 5).
Segundo as recomendacOes do fabricante, o produto pode ser usado

diretamente no local desejado.

Figura 5: Apresentagdo comercial da HAP 91® (A), embalagem contendo os granulos de HA (B),
caracteriza¢do do material em microscopia eletrénica de varredura, apresentando granulos com
particulas delgadas e pontiagudas (C e D).
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4.3 Técnica operatéria

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no laboratério de pesquisa
da Disciplina de CTBMF da Faculdade de Odontologia da UFRGS. Durante a
realizacdo dos procedimentos a equipe cirargica utilizou avental cirargico,
mascara, gorro e luvas estéreis. A anestesia foi orientada por médico
veterinario devidamente registrado no seu Conselho Profissional. Realizou-se a
infiltrag&@o intraperitoneal de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina na
dosagem respectiva de 0,1 ml/kg e 1 ml/kg de peso corporal do animal.
Procedeu-se a tricotomia de forma manual na regido da calota craniana,
seguida da antissepsia com gaze embebida em solugéo aquosa de clorexidina
a 0,12% e preparo do campo operatorio. O acesso a cortical da calota craniana
foi realizado através de incisao linear com aproximadamente 3,5 cm na linha
sagital mediana, seguida de divulsdo tecidual, incisdo e descolamento do
periésteo. Apds exposicao do tecido 6sseo, localizado o osso frontal da calota
craniana, realizou-se um defeito 6sseo com 5 mm de diametro. Com distancias
de 1 mm nas dire¢es anterior e posterior do defeito dsseo foram realizadas
duas ostectomias de 2 mm para sepultamento dos imas. A figura 6 apresenta o
procedimento realizado. Com uma broca trefina localizada na porg¢ao central do
osso frontal foi realizado o defeito 6sseo de 5 mm de didmetro. As ostectomias
de 2 mm para sepultamento dos imas foram confeccionadas com broca
cilindrica de mesmo didametro. Tais procedimentos utilizando trefina e brocas
foram realizados com motor elétrico de baixa rotagdo sob irrigacdo de agua

destilada. Apods fixacdo dos discos imantados ou discos de titanio néo
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imantados, o enxerto autégeno ou o implante de HA foram depositados no
defeito 6sseo. A quantidade de material utilizado foi aquela necesséria para
preencher a totalidade do defeito 6sseo. Apos limpeza da ferida operatoria foi
realizada a sutura com fio de mononylon 5-0. Durante a recuperacao
anestésica os animais foram cobertos com compressas aquecidas e campos
cirdrgicos e receberam racdo e agua em quantidades padronizadas. Analgesia
com paracetamol em gotas (200 mg/ml) foi fornecida ad libidum nas primeiras
24 horas poOs-operatorias. Os animais permaneceram no Biotério da UFRGS
até a época da morte, realizada por meio de decapitagcdo sem sedacédo, quando

hY

um novo acesso cirdrgico a calvaria ja operada foi executado, sendo esta

removida para o processamento histolégico da peca.

Figura 6: Procedimento realizado nas calvarias dos ratos. Exposi¢cao da calota craniana e
delimitacdo da area do defeito ésseo e das ostectomias com grafite (A), utilizacdo da broca
trefina (B), defeito 6sseo central de 5mm e lojas dos dispositivos metalicos (C), remoc¢éo do

enxerto autdogeno (D), adaptagdo dos dispositivos metdlicos e da HA (E) e adaptagdo do

enxerto 6sseo (F).

4.4 Preparo histologico
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O preparo das pecas foi realizado no Laboratério de Histopatologia
"Prof. Dr. J.J.D. Barbachan" do setor de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da UFRGS e teve auxilio financeiro do CNPq, Propesq e Pronex.
Apoés fixacdo, as pecas foram descalcificadas em uma solucdo de Acido
Formico 50% e Citrato de Sodio 20%. Procedeu-se a remocao dos dispositivos
metélicos e secc¢do longitudinal mediana da calvaria com uso de uma navalha
descartavel para microtomos, sendo que o traco da secc¢do incluiu a parte
central das duas ostectomias criadas para sepultamento dos imas, conforme a
figura 7. A seguir as pecas foram processadas conforme protocolo de inclusao
em parafina e coloracdo por meio de hematoxilina e eosina (HE). Uma das
metades da calvéria foi utilizada para realizacdo de trés cortes histolégicos
longitudinais contiguos com espessura de 4 um, incluindo os dois orificios das
ostectomias, a partir da sec¢éo longitudinal mediana, dispostos em seqiiéncia

em uma lamina de vidro.

Figura 7: Esquema da obtencdo da peca para confeccéo das laminas histolégicas. Area
delimitada pela linha pontilhada preta indica a peca removida para posterior descalcificacdo.
Linha pontilhada vermelha aponta a sec¢éo longitudinal mediana da peca apds a
descalcificacéo.
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4.5 Andalise dos resultados

4.5.1 Andlise histolégica

Uma das metades de cada calvaria obtida no preparo histologico foi
utilizada para a realizacdo das analises histométrica e histologica descritiva. A
outra metade somente foi utilizada nos casos em que a primeira apresentou
problemas técnicos. As imagens das pecas selecionadas para as analises
foram obtidas 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® (versdo 2.81; Quantitative Imaging Corporation, Inc.;
2005) em aumento de 40, 100 e 200X. Este equipamento foi obtido pela
Disciplina de Patologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS com o apoio

financeiro da Fapergs, PROAP04/2005, nimero do Processo 0410882.

4.5.1.1 Analise histométrica

Posteriormente a delimitacdo da é&rea total do defeito &sseo, foi
evidenciado o tecido 6sseo neoformado, utilizando-se o software Axiovision®
(versdo 4.6.3) (Figura 8). A quantidade de osso neoformado foi expressa por
meio da porcentagem da area do defeito original. A manipulacdo do programa
de imagem foi realizada por examinador cego e calibrado. Primeiramente foi
realizado o treinamento do examinador em conjunto com um professor doutor
na area de Patologia Bucal. Apds o treinamento, um periodo de calibracédo

intra-examinador foi efetivado. Num intervalo de sete dias, o examinador
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realizou duas analises histolégicas de dez laminas. Foi calculada a correlagcéo
entre as duas analises histométricas através do coeficiente de correlagédo
intraclasse, encontrando-se o valor de 0,99. A escolha dos cortes histologicos
para andlise ocorreu de forma aleatéria. Todas as laminas foram codificadas
isoladamente durante o preparo histoldgico de forma que, durante as andlises
histométrica e histolégica descritiva, 0 examinador desconhecesse a qual grupo
pertencia o corte histolégico analisado. Os valores de porcentagens obtidos

dos cortes de cada calvaria foram utilizados para fins estatisticos.

4.5.1.2 Analise histoldgica descritiva

Para a analise histolégica descritiva, os cortes foram examinados em
relacdo a presenca ou auséncia de neoformacdo Ossea, de tecido de
granulacdo e de reacdes inflamatérias do tipo corpo estranho. A correlagdo
entre as analises descritivas foi calculada através do valor de kappa.
Respectivamente, os valores para neoformacao 6ssea, tecido de granulagéo e
reacgdes inflamatdrias foram de 0,8, 1,0 e 1,0. Foi estudada a interface entre o
enxerto ou implante e o tecido circundante a estes. Também foi englobada na

analise descritiva a area ocupada pelos dispositivos de titanio e pelos imas.

Figura 8: Histometria. Corte histol6gico evidenciando o enxerto ésseo autégeno (EOA), os
limites do defeito 6sseo (LO), a area total do defeito (area delimitada pela linha vermelha) e
area de tecido 6sseo neoformado (somatério das areas verdes).
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4.5.2 Atividade de fosfatase alcalina

A andlise bioquimica da atividade da enzima fosfatase alcalina foi
realizada no Laboratério 34, no Grupo de Erros Inatos do Metabolismo do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
UFRGS. Foram coletados 1000 ul de sangue por meio de decapitagdo do rato
e coleta por funil. O sangue coletado foi centrifugado obtendo-se o plasma
sanguineo e através de 50 pl deste foi realizada a dosagem da enzima
fosfatase alcalina. A coleta sanguinea e a mensuracdo enzimatica foram
realizadas em 15, 30 e 60 dias p6s-operatérios em todos os animais envolvidos
no estudo. Para o céalculo da atividade enzimatica foram utilizados os reagentes
do kit Laboratorial Labtest®, tendo como substrato a timolftaleina
monofosfato. Esta € um substrato de éster de acido fosférico sendo hidrolisada
pela enzima fosfatase alcalina. A reagdo de hidrolise do substrato € cessada
pela adicdo de carbonato de sodio (94 mmol/l) e hidroxido de sédio (250
mmol/l) fazendo com que o produto da hidrélise se core de azul permitindo a
mensuracao em espectrofotometro. A mensuragédo da atividade da enzima foi
realizada em espectrofotometro a 590 nm de acordo com o método proposto

por Roy (Roy, 1970), sendo expressa em U/I.

4.5.3 Avaliacao radiogréafica

Radiografias das calvarias foram realizadas com filme periapical nos trés
tempos operatorios, visando verificar a estabilidade do enxerto e dos imas. As

tomadas radiograficas foram realizadas a uma distancia de 30 cm entre a

[3] Labtest Diagndstica S.A., MG, Brasil.
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pelicula e o foco do aparelho (Corsetti, 2005). Para fins de orientacéo, junto a
calvaria estava posicionada uma pinga com abertura de 5 mm. Uma incidéncia,
com 0,1 segundo de tempo de exposicao, foi realizada superiormente em cada
calvaria, com o feixe de raios “X” perpendicular ao defeito 6sseo. Os filmes

foram processados pelo método automatico.

4.5.4 Anélise estatistica

A andlise dos dados foi realizada utilizando o pacote estatistico SPSS
(SPSS version 16 for Macintosh). A unidade analitica considerada foi o rato e o
nivel de significancia foi estabelecido em 5%. Os dados de preenchimento
0sseo apresentaram distribuicdo assimétrica, sendo transformados utilizando a
raiz quadrada. Comparacdes entre grupos e entre tempos experimentais foram
realizadas através da analise de variancia de uma via com teste de Bonferroni
como post-hoc. Os resultados foram apresentados através de médias e
desvios-padrédo do percentual de preenchimento 0sseo apoés transformacéo
inversa. Para a atividade da enzima fosfatase alcalina sistémica foi utilizado
analise variancia de uma via seguida pelo post-hoc teste de Duncan. A escolha
de tais testes estatisticos foi baseada em consultorias técnicas particulares e

junto ao setor de Epidemiologia e Bioestatistica do GPPG/HCPA.

4.6 Considerac0Oes éticas

Este estudo seguiu as normas de utilizacdo de animais em projetos de

pesquisa, conforme Codigo Estadual de Protecdo aos Animais (Anexo I) e
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Resolugcdo Normativa 04/97 da Comissdo de Pesquisa e FEtica em
Salde/GPPG/HCPA (Anexo Il) e foi submetido a parecer do Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFRGS, sob o processo niumero

261/08, sendo considerado aprovado (Anexo lll).
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5. RESULTADOS

Dois animais foram excluidos do presente trabalho por motivos de
infeccdo pos-operatoria e deslocamento dos imas durante o periodo pos-
operatorio. Os animais pertenciam respectivamente aos grupos “Aut” de 30

dias e “Aut+Mag” de 15 dias, permanecendo estes grupos com quatro animais.

5.1 Analise histoldgica

5.1.2 Anéalise histométrica

Os resultados da analise histométrica estdo expressos na tabela 2. Para
0s grupos de enxerto 0sseo autdgeno, apés 15 dias do procedimento cirdrgico,
os valores da porcentagem de preenchimento do defeito critico com 0sso
neoformado foram de, respectivamente, 7,70+2,89 e 9,30+5,90 para os defeitos
com e sem influéncia de campo magnético. Aos 30 dias pos-operatorios tais
porcentagens de preenchimento foram de 22,20+8,43 e 16,52+4,60,
respectivamente. Ja em 60 dias ap0s o procedimento cirdrgico, o grupo sob
efeito de campo magnético apresentou porcentagem de preenchimento de
26,34+11,73, enquanto o grupo sem a influéncia magnética apresentou
20,2345,68. Para os grupos envolvendo HA, no tempo de 15 dias apos o
procedimento cirdrgico, os defeitos sob influéncia de campo magnético e sem
influéncia do magnetismo apresentaram respectivamente o0s valores de
1,97+1,91 e 3,08+4,43 para porcentagem de preenchimento com 0SSO
neoformado. Tais valores foram de 5,17+4,85 e 2,06+£2,47 para o tempo de 30
dias pos-operatorios e 8,87+9,89 e 7,36+4,56 quando o defeito foi analisado 60

dias apdés a intervencao cirargica. Dentro de cada tempo operatério, a presenca
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do campo magnético ndo promoveu diferencas estatisticas na porcentagem de
0sso neoformado. Quando comparados 0s grupos de enxerto 6sseo com os de
HA, os primeiros apresentaram maiores valores de preenchimento 6sseo em
30 e 60 dias.

Quando analisados longitudinalmente, os resultados apontaram que o
grupo de enxerto 6sseo sob influéncia magnética apresentou uma variagao
significativa na quantidade de osso neoformado de 15 para 30 dias, fato
observado no mesmo grupo sem influéncia do campo magnético somente em
60 dias. Os grupos de HA n&o apresentaram variacdo no preenchimento 6sseo

ao longo do tempo.

Tabela 2: Analise histométrica da neoformacgéo 6ssea nos defeitos criticos

(média percentual + desvio-padrao).

15 dias 30 dias 60 dias

Média DP * Média DP Média DP *
Aut+Mag 7,70 2,89 A 22,20 8,43 26,34 11,73 A
* a b b
Aut 9,30 590 AB 16,52 4,60 20,23 568 A
* a ab b
HA+Mag 1,97 191 AC 5,17 4,85 8,87 9,89 B
*x a a a
HA 3,08 443 A 2,06 247 7,36 456 B
** a a a

* Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos em cada
tempo experimental (p<0,05, Bonferroni);

** etras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tempos

experimentais dentro de cada grupo (p<0,05, Bonferroni).
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As figuras de 9 a 14 demonstram a analise histométrica de defeitos

0sseos preenchidos com enxerto 6sseo autdégeno nos trés tempos operatorios.

Figura 9: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvaria de rato em 15
dias pds-operatorios. Presenca de enxerto autbgeno sem aplicacdo de campo magnético. Area
delimitada por linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso
neoformado. Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 10: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvaria de rato em 30
dias pds-operatorios. Presenca de enxerto autbgeno sem aplicacdo de campo magnético. Area
delimitada por linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso
neoformado. Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 11: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvéria de rato em 60
dias pos-operatorios. Presenca de enxerto autégeno sem aplicacdo de campo magnético. Area
delimitada por linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso
neoformado. Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).
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Figura 12: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvaria de rato em 15
dias pos-operatorios. Presenca de enxerto autégeno e aplicacio de campo magnético. Area
delimitada por linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso
neoformado. Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 13: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvéria de rato em 30
dias pos-operatorios. Presenca de enxerto autogeno e aplicacio de campo magnético. Area
delimitada por linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso
neoformado. Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 14: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvéria de rato em 60
dias pos-operatorios. Presenca de enxerto autogeno e aplicacio de campo magnético. Area
delimitada por linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso
neoformado. Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

As figuras de 15 a 20 demonstram a andlise histométrica de defeitos

0sseos preenchidos com HA nos trés tempos operatorios.
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Figura 15: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvaria de rato em 15
dias pos-operatorios. Presenca de HA sem aplicacéo de campo magnético. Area delimitada por
linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0osso neoformado.
Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 16: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvéria de rato em 30
dias pos-operatorios. Presenca de HA sem aplicagéo de campo magnético. Area delimitada por
linha vermelha indica defeito original e somatorio das areas verdes indica osso neoformado.
Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 17: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvéria de rato em 60
dias pos-operatérios. Presenca de HA sem aplicagéo de campo magnético. Area delimitada por
linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica osso neoformado.
Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).
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Figura 18: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvaria de rato em 15
dias pos-operatorios. Presenca de HA e aplicacdo de campo magnético. Area delimitada por
linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso neoformado.

Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 19: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvaria de rato em 30
dias pos-operatorios. Presenca de HA e aplicacdo de campo magnético. Area delimitada por
linha vermelha indica defeito original e somatorio das areas verdes indica osso neoformado.

Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

Figura 20: Andlise histométrica de defeito critico com 5 mm realizado na calvéria de rato em 60
dias pos-operatorios. Presenca de HA e aplicacdo de campo magnético. Area delimitada por
linha vermelha indica defeito original e somatério das areas verdes indica 0sso neoformado.

Aumento de 40 X (hematoxicilina e eosina).

5.1.2 Analise histoldgica descritiva

As figuras de 21 a 32 evidenciam analises histologicas descritivas das
intervencdes realizadas nos diferentes tempos. Observou-se fechamento total
do defeito 6sseo em trés calvarias; uma pertencente ao grupo “Aut+Mag” de 30
dias, uma no grupo “Aut+Mag” de 60 dias e outra que recebeu implante de HA
com magnetismo, em 60 dias. Nao foi observado fechamento do defeito critico
nos animais sem a presenca de campo magnético.

Em nenhum corte histologico analisado foram encontrados sinais de

rejeicdo ao enxerto 6sseo, ao material implantado ou aos dispositivos metalicos
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instalados. Observou-se, tanto nos magnetos quanto nas pecgas de titanio, em
todos os tempos operatérios, o envolvimento dos dispositivos por um tecido
conjuntivo fibroso, sem elementos de reacado inflamatdria. Foram observadas
diferentes quantidades de osso neoformado junto aos dispositivos metalicos,
tanto nos discos de titanio quanto nos magnetos instalados. Dentro do mesmo
grupo, observou-se importante variacdo na quantidade de neoformacao 0ssea
junto aos dispositivos. Nos grupos que receberam implante de HA, evidenciou-
se, ainda, a presenca de granulos do material no interior da loja 6ssea que
fixava os dispositivos metalicos (Figura 27A).

A neoformacé@o Ossea observada na &rea do defeito critico e nas suas
imediaces, nos grupos que receberam enxerto 6sseo autdégeno, apresentou-
se mais evidente quanto mais tardio o tempo de observacdo. O 0sso
neoformado foi caracterizado por intensa vascularizagdo, presenca de
osteoplastos volumosos e osteoblastos alinhados sugerindo atividade
osteoblastica (Figura 21B). Foi observada neoformacdo Ossea justaposta ao
enxerto 0sseo, junto ao limite do defeito ésseo e algumas areas de formacéo
O0ssea ectopica (Figuras 22B e 24B). Em algumas calvéarias, ocorreu
neoformacédo 6ssea promovendo a integracéo do enxerto ésseo com o limite do
defeito 6sseo, principalmente em 60 dias pds-operatérios (Figura 26B).
Também foi evidenciada neoformacdo 6ssea no interior do enxerto 6sseo, em
todos os tempos operatorios (Figuras 9-14). Nao foram observadas diferencas
no padrdo 0sseo entre 0S grupos com e sem a presenca de campo magnético,
embora o0s cortes histoldégicos sugiram que aqueles sob influéncia do
magnetismo tenham apresentado uma formacédo 0ssea mais exuberante em 30

dias pos-operatérios. Na grande maioria dos cortes analisados, em todos 0s



56

tempos operatorios, a regido entre o enxerto 0sseo autdogeno e o limite do
defeito 0sseo foi caracterizada pela presenca de tecido de granulacdo, com
formacao vascular e infiltrado linfo-plasmocitério (Figuras 21C, 22C, 23C, 26C).
Em alguns casos observou-se também a presenca de tecido fibroso (Figuras
25B, 25C).

Nos grupos que receberam o implante de HA granulada néo foi possivel
observar com clara distingdo uma maior neoformagdo 6ssea nos grupos de
pés-operatorio mais tardio. Também nado foi possivel evidenciar diferencas
importantes no defeito 6sseo entre 0os grupos com e sem a aplicacdo de campo
magnético. Na grande maioria dos casos, a neoformacao 0ssea foi observada
a partir do limite do defeito 6sseo, através de osteocondu¢do promovida pelos
granulos de HA, em todos os tempos operatérios (Figuras 27C, 28C, 30C) . Em
alguns casos, apos 60 dias do procedimento cirurgico, foi observada
neoformagéo 0ssea no interior do defeito 0sseo, nas intervengfes com e sem
campo magnético (Figuras 29C, 32C). A presenca de osso neoformado
apresentou grande variacao entre os animais dentro do mesmo grupo. Foram
constatadas calvarias com quantidades minimas de 0sso, ao passo que outras,
do mesmo grupo experimental, apresentaram neoformacdo Ossea
consideravel. Observou-se, em todos os tempos operatorios, a presenca de
tecido de granulacdo e tecido fibroso no interior do defeito ésseo e, em alguns
casos, entre os granulos do material (Figuras 28B, 30B, 31C). O implante de
HA foi delimitado por um tecido fibroso ao longo do defeito ésseo (Figura 27B).
Em todos os tempos experimentais também foi constatada a presenca de
inameros granulos de HA localizados exteriormente aos limites do defeito

0sseo (Figuras 28C, 30C, 31C, 32C). Além disso, em muitas calvarias, apenas
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uma delgada camada do implante estava presente ao longo do defeito 6sseo

(Figuras 27B, 31B).
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Figura 21: Cortes histolégicos da
calvaria de animais que receberam
enxerto 6sseo autbgeno sem campo
magnético em 15 dias poOs-operatorios.
Loja 6ssea onde foi instalado o
dispositivo metélico de titanio (DM).
Setas largas indicam neoformacdo
O0ssea; aumento de 40X (A). Osso
neoformado justaposto ao enxerto
6sseo (EOA). Setas largas apontam
intensa vascularizacdo. Setas menores
indicam neoformacadp Ossea; aumento
de 200X (B). Tecido de granulacdo
presente entre o enxerto 6sseo (EOA) e
o limite do defeito critico (LO); aumento
de 100X (C) (hematoxicilina e eosina).
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Figura 22: Cortes histologicos da
calvaria de animais que receberam
enxerto 6ésseo autégeno sem campo
magnético em 30 dias pébs-
operatérios. Loja 6ssea onde foi
instalado o dispositivo metalico de
tithnio (DM). Setas largas indicam
neoformacgédo Gssea; aumento de 40X
(A). Setas pretas indicam
neoformagdo Ossea justaposta ao
enxerto 0sseo (EOA) e ao limite do
defeito ésseo (LO). Seta vermelha
aponta neoformacado Ossea ectopica;
aumento de 100X (B). Tecido de
granulacdo entre o limite do defeito
6sseo (LO) e osso neoformado a
partir do enxerto 6&sseo. Intensa
vascularizacdo em o0sso neoformado
(*). Setas apontam neoformacao
Ossea, aumento de 200X (C)
(hematoxicilina e eosina).
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Figura 23: Cortes histologicos da
calvaria de animais que receberam
enxerto 0sseo autégeno sem
campo magnético em 60 dias pOs-
operatorios. Loja 6ssea onde foi
instalado o dispositivo metélico de
tithnio (DM). Setas largas indicam
neoformacdo Ossea; aumento de
40X (A). Neoformacdo Ossea
justaposta ao enxerto 6sseo (EOA)
com intensa vascularizacdo (*);
aumento de 100X (B). Setas
apontam neoformacdo  éssea.
Tecido de granulacdo entre o limite
do defeito ésseo (LO) e enxerto
6sseo (EOA); aumento de 100X (C)
(hematoxicilina e eosina).
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Figura 24: Cortes histoldgicos da
calvaria de animais que receberam
enxerto 6sseo autégeno com campo
magnético em 15 dias pos-
operatorios. Loja Ossea onde foi
instalado o magneto (MAG). Setas
largas indicam neoformacgéo éssea;
aumento de 40X (A). Seta preta
larga indica neoformacdo Ossea
justaposta ao enxerto 6sseo (EOA).
Setas vermelhas apontam formacédo
Ossea ectopica. Setas menores
evidenciam osteoblastos alinhados;
aumento de 200X (B). Tecido de
granulacdo entre o limite do defeito
0sseo (LO) e enxerto 6sseo (EOA);
aumento de 100X ©
(hematoxicilina e eosina).
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Figura 25: Cortes histolégicos da
calvaria de animais que receberam
enxerto 0sseo autégeno com
campo magnético em 30 dias p0s-
operatérios. Loja éssea onde foi
instalado o magneto (MAG). Setas
largas indicam neoformacdo éssea;
aumento de 40X (A). Setas largas
indicam neoformacao Ossea
justaposta ao enxerto 6sseo (EOA)
e ao limite do defeito 6sseo (LO).
Setas menores apontam
osteoblastos alinhados; aumento de
100X (B). Seta larga indica
neoformagdo Ossea junto ao limite
do defeito ésseo (LO). Tecido de
granulacdo entre o limite do defeito
6sseo (LO) e enxerto 6&sseo;
aumento de 200X ©
(hematoxicilina e eosina).
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Figura 26: Cortes histologicos da
calvaria de animais que receberam
enxerto 0sseo autégeno com campo
magnético em 60 dias poés-
operatérios. Loja Ossea onde foi
instalado o magneto (MAG). Setas
largas indicam neoformacdo 06ssea;
aumento de 40X (A). Setas largas
indicam neoformacao Ossea
promovendo unifio extre enxerto
0sseo (EOA) e limite do defeito
6sseo (LO); aumento de 100X (B).
Setas largas indicam neoformacao
Ossea junto ao limite do defeito
0sseo (LO) e enxerto 6sseo (EOA).
Tecido de granulacdo entre o limite
do defeito 6sseo (LO) e enxerto
O0sseo (EOA); aumento de 200X (C)
(hematoxicilina e eosina).
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Figura 27: Cortes histoldgicos da
calvaria de animais que receberam
HA sem campo magnético em 15
dias pos-operatérios. Loja dssea
onde foi instalado o dispositivo
metalico (DM). Setas pretas indicam
neoformacdo Ossea. Seta vermelha
aponta deslocamento de granulos de
HA para o interior da loja 0ssea;
aumento de 40X (A). Setas largas
indicam tecido conjuntivo fibroso
envolvendo implante de  HA.
Observa-se delgada camada do
material implantado; aumento de 40X
(B). Setas largas indicam
neoformacédo 6ssea junto ao limite do
defeito 6sseo (LO). Observa-se
osteoconducdo com granulos de HA
envolvidos por tecido 06sseo (*) e
tecido de granulagdo envolvendo os
granulos do material; aumento de
100X (C) (hematoxicilina e eosina).
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Figura 28: Cortes histolégicos da calvaria
de animais que receberam HA sem
campo magnético em 30 dias p0s-
operatérios. Loja dssea onde foi instalado
o dispositivo metalico (DM). Seta preta
aponta deslocamento de granulos de HA
para o interior da loja 6ssea; aumento de
40X (A). Escassa neoformagdo Ossea
junto ao limite do defeito 6sseo (LO).
Observa-se tecido de granulacdo e tecido
fiboroso no interior do defeito Gsseo.
Gréanulos de HA (*); aumento de 100X (B).
Setas pretas indicam neoformacéo
6ssea. Seta vermelha aponta gréanulos do
material deslocados exteriormente ao
limite do defeito 6sseo (LO). Observa-se
osteocondugcdo com granulos de HA
envolvidos por tecido 6sseo (*); aumento
de 100X (C) (hematoxicilina e eosina).
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Figura 29: Cortes histolégicos da
calvaria de animais que receberam
HA sem campo magnético em 60 dias
poés-operatérios. Loja 6ssea onde foi
instalado o dispositivo metélico (DM).
Seta preta indica neoformacao éssea;
aumento de 40X (A). Seta preta
indica  neoformagdo Ossea e
osteoconducgdo. Seta vermelha indica
guantidade limitada de granulos de
HA. Observa-se tecido de granulacéo
e tecido fibroso; aumento de 100X
(B). Setas largas indicam
neoformacdo Ossea no interior do
defeito dsseo. Observa-se
osteoconducdo com granulos de HA
envolvidos por tecido 6sseo (*) e
tecido de granulacdo envolvendo
granulos de HA; aumento de 100X
(C) (hematoxicilina e eosina).
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Figura 30: Cortes histoldgicos da
calvaria de animais que receberam
HA com campo magnético em 15
dias poés-operatérios. Loja 6ssea
onde foi instalado o0 magneto (MAG).
Setas pretas indicam neoformacéo
Ossea. Seta vermelha aponta
deslocamento de granulos de HA
para o interior da loja dssea;
aumento de 40X (A). Observa-se
presenca de tecido de granulacéo
envolvendo os granulos de HA no
interior do defeito dsseo; aumento de
100X (B). Setas indicam
neoformacdo éssea junto ao limite
do defeito 6sseo (LO). Observa-se
osteoconducdo com granulos de HA
envolvidos por tecido 6sseo (*) e
tecido de granulacdo envolvendo os
grénulos de HA; aumento de 100X
(C) (hematoxicilina e eosina).
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Figura 31: Cortes histologicos da
calvaria de animais que receberam
HA com campo magnético em 30
dias pOs-operatérios. Loja Ossea
onde foi instalado o magneto
(MAG). Seta preta indica
neoformacdo Ossea; aumento de
40X (A). Setas indicam granulos de
HA envolvidos por tecido de
granulacdo delimitando o implante.
Observa-se delgada camada do
material implantado; aumento de
100X (B). Setas pretas indicam
granulos de HA envoltos por tecido
de granulacdo. Presenca de tecido
fiboroso e delgada camada de
material implantado. Seta vermelha
aponta deslocamento de grénulos
de HA exteriormente ao limite do
defeito 6sseo (LO); aumento de
100X (C) (hematoxicilina e eosina).
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Figura 32: Cortes histolégicos da
calvaria de animais que receberam
HA com campo magnético em 60
dias pos-operatorios. Loja Ossea
onde foi instalado o magneto (MAG).
Seta indica neoformacdo Ossea;
aumento de 40X (A). Setas indicam
neoformacado 0ssea junto ao junto ao
limte do defeito osseo (LO)
envolvendo  granulos de  HA.
Observam-se tecidos fibroso e de
granulagcdo; aumento de 100X (B).
Setas largas indicam neoformacao
O6ssea no interior do defeito Gsseo.
Observa-se  osteocondugdo com
granulos de HA envolvidos por tecido
6sseo (*); aumento de 200X (C)
(hematoxicilina e eosina).
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5.2 Atividade da enzima fosfatase alcalina

Os resultados referentes a andlise da atividade da enzima fosfatase
alcalina sistémica estdo expressos na figura 33. O grupo Naive, composto por
cinco animais que ndo foram submetidos a nenhuma intervencéo cirurgica,
apresentou atividade enzimatica de 20,02+1,87. Os grupos que receberam
enxerto 0sseo autdgeno apresentaram atividade enzimatica estatisticamente
superior ao grupo Naive, com excessao do grupo “Aut+Mag” de 15 dias. O
valor encontrado para este grupo foi de 23,67+2,63, ao passo que em 30 e 60
dias os valores para tal intervencdo foram de, respectivamente, 30,66+4,17 e
29,0945,03. Os animais que receberam apenas enxerto 6sseo autdgeno sem a
presenca de campo magnético apresentaram o0s seguintes valores para
atividade enzimética em 15, 30 e 60 dias, respectivamente: 27,6514,22,
35,01+1,44 e 25,99+3,92. Quando comparados 0s grupos de enxerto 6sseo
autdgeno com e sem magnetismo, observou-se diferenca estatisticamente
significativa somente no tempo de 30 dias (p<0,05), com maior atividade
enzimatica para a 0 grupo sem campo magnético. Todos 0s grupos que
receberam implante de HA com ou sem magnetismo apresentaram atividade
enzimatica estatisticamente superior ao grupo Naive. Os valores encontrados
para a intervencdo com a presenca de campo magnético foram de 26,02+3,15,
33,07+£7,19 e 27,92+2,11 para, respectivamente, 15, 30 e 60 dias. Nos mesmos
tempos operatdrios, 0s grupos que receberam apenas o implante de HA
apresentaram 0s seguintes valores de atividade enziméatica: 27,2615,45,
40,5615,02 e 26,35%+4,35. Quando comparados os grupos de implante de HA

com e sem magnetismo, observou-se diferenga estatisticamente significativa
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somente no tempo de 30 dias (p<0,05), com maior atividade enzimatica para a

0 grupo sem campo magnético.
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Figura 33: Atividade da enzima fosfatase alcalina sistémica em funcédo do tempo para as
intervencdes com enxerto ésseo autégeno (A) e com HA (B). Observa-se pico de atividade
enziméatica em 30 dias pds-operatdrios. Dentro do mesmo tempo de observacao, letras

diferentes indicam diferenca significativa (ANOVA, p<0,05).

5.3 Avaliacgédo radiogréfica

Através das radiografias realizadas detectou-se a estabilidade do

enxerto 6sseo em todas as calvérias. Observou-se, também, a movimentagao
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dos imds em um animal do grupo “Aut+Mag” de 15 dias, sendo este excluido

do estudo. Os demais imas encontravam-se estaveis (figura 34).

Figura 34: Radiografias das pegas removidas das calvarias dos ratos. Observa-se estabilidade
dos iméds em A e magnetos deslocados e atraidos em B.
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6. DISCUSSAO

Enxertos 6sseos autdgenos, heterégenos e xendgenos bem como
diferentes biomateriais tem sido utilizados em procedimentos cirdrgicos
reconstrutivos bucofaciais (Puricelli, 2002; Mathur, Tatum et al., 2003; Corsetti,
2005; Artzi, Weinreb et al., 2008). Devido as suas propriedades particulares, o
0Sso autdégeno é considerado o padrao-ouro para reconstrucoes de defeitos
0sseos. No entanto, também apresenta contra-indicacoes e limitacdes em suas
aplicacoes. Tal fato tem impulsionado o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que evidenciem técnicas capazes de apresentar desempenho
semelhante aquele do enxerto 6sseo autégeno.

Os diversos estudos na area lancaram mao dos defeitos 0Osseos
artificialmente criados para avaliar o potencial osteogénico e osteocondutor de
determinado enxerto ou implante (Clokie, Moghadam et al., 2002; Rupprecht,
Merten et al., 2003; Marzouk, Gamal et al., 2007; De Oliveira, De Oliveira et al.,
2008; Messora, Nagata et al., 2008; Puricelli, Dutra et al., 2009). Os modelos
animais mais amplamente utilizados para tal proposito foram, até os dias
atuais, ratos e coelhos. Em ambos, os defeitos 0sseos localizaram-se
principalmente na calvaria dos animais. Tal sitio cirargico permite a criacdo de
defeitos amplos, capazes de avaliar a neoformacéo 6ssea dentro do principio
de “defeito de tamanho critico”, idealizado por Schmitz e Hollinger (Schmitz e
Hollinger, 1986) e modificado por Gosain (Gosain, Song et al., 2000). Segundo
0s autores, o tamanho desse defeito deve ser de 8 mm de diametro na calota
craniana de ratos. No entanto, estudos mais recentes evidenciaram que
defeitos 6sseos de 5 e 6 mm, igualmente realizados na calvaria de ratos,

também s&o considerados criticos (Aalami, Nacamuli et al., 2004; Pryor,
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Polimeni et al., 2005; Pryor, Susin et al., 2006; Furlaneto, Nagata et al., 2007,
Inoda, Yamamoto et al., 2007). Alguns trabalhos que utilizaram defeitos 6sseos
em calota craniana de ratos adotaram a criacdo de um defeito na linha média
da calvaria do animal, englobando ambos o0s o0ssos parietais e, por
consequéncia, a sutura sagital mediana entre esses ossos (Furlaneto, Nagata
et al., 2007). Outros estudos utilizaram defeitos bilaterais, um em cada 0sso
parietal (Pryor, Polimeni et al.,, 2005; Pryor, Susin et al., 2006). Em alguns
destes trabalhos, no entanto, é possivel evidenciar-se a dificuldade técnica da
criagdo de defeitos bilaterais devido a superficie 6éssea limitada nos parietais
para acomodacao de dois defeitos criticos de 5 ou 6 mm (Pryor, Polimeni et al.,
2005; Pryor, Yang et al., 2005). No presente estudo, optou-se pela criacdo de
defeitos 6sseos de 5 mm no osso frontal dos animais por possibilitar a incluséo
total do defeito em um Unico osso sem o envolvimento de nenhuma das suturas
cranianas. Alguns pesquisadores sugerem que 0 envolvimento da sutura
sagital mediana no defeito 6sseo, por tratar-se de tecido conjuntivo fibroso,
pode provocar a migracdo de células deste tipo tecidual para o interior do
defeito, dificultando a formacéo de tecido 6sseo (Bosch, Melsen et al., 1998).
Dessa forma, o defeito 6sseo que foi utilizado no presente estudo €
considerado critico e ndo envolveu eventuais interferéncias de tipos celulares
gque ndo sao da natureza do tecido Osseo. Observou-se, também, a
manutencdo da integridade da dura-méater durante a confec¢do dos defeitos
6sseos com broca trefina. E estabelecido na literatura que esta meninge tem
importante  papel na vascularizacdo da calvaria do animal e,

conseqlentemente, sua injaria pode provocar prejuizos ao processo de reparo
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0sseo (Schmitz e Hollinger, 1986; Aalami, Nacamuli et al., 2004; Ascherman,
Foo et al., 2008).

As observacgdes histolégicas do presente estudo envolveram 15, 30 e 60
dias apoOs a realizacdo da intervencdo cirdrgica. Os trabalhos de Pryor e
colaboradores (Pryor, Polimeni et al., 2005; Pryor, Yang et al., 2005; Pryor,
Susin et al., 2006), que utilizaram defeitos de 6 mm de diametro, constataram o
preenchimento com 0sso neoformado de mais de 90% do defeito original nos
tempos de 30 e principalmente 60 dias. Dessa forma, no presente estudo,
utilizando-se um defeito ésseo ainda menor, foi definido em 60 dias o tempo
méaximo de observacdo histologica. Apds exame dos cortes histoldgicos
obtidos, constatou-se que um tempo mais prolongado de observagao poderia
ter sido incluido, a exemplo de outros estudos que utilizaram 90 dias
(Furlaneto, Nagata et al., 2007; De Oliveira, De Oliveira et al., 2008; Messora,
Nagata et al., 2008). Em um tempo maior de observacdo poderiam ter sido
evidenciadas maiores quantidades de 0sso neoformado e um maior nimero de
defeitos fechados pela neoformacdo éssea. Em diversos cortes histologicos
obtidos em 30 e 60 dias pds-operatorios, observou-se tecido 0sseo em
processo de formag&o com intensa vascularizacdo, osteoblastos alinhados e
osteoplastos volumosos caracteristicos de tecido 6sseo jovem, além de tecido
de granulacdo que provavelmente estaria antecedendo a formacdo de novo
0SSO0.

Foi possivel, através do presente estudo, a avaliacdo da utilizacdo de
um implante de HA granulada sintética (HAP 91®) para o tratamento de
defeitos 6sseos de 5 mm, considerados extensos. O material em questado foi

manipulado seguindo as recomendacdes do fabricante, aplicando-se
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diretamente no defeito 6sseo, criando-se uma “pasta” com os fluidos teciduais
no leito receptor.

A avaliagdo histologica realizada permitiu evidenciar que o material
apresentou adequada biocompatibilidade. N&o ocorreu, em nenhum animal, o
desencadeamento de reacédo do tipo corpo estranho ao material implantado. Na
grande maioria dos casos, os granulos de HA encontravam-se circundados por
tecido de granulagdo, sugerindo uma possivel neoformagdo Ossea futura.
Estudos prévios comprovaram a biocompatibilidade de diferentes formas de HA
(Burg, Porter et al., 2000; Fini, Cadossi et al., 2002; Le Guehennec, Layrolle et
al., 2004). Outra propriedade do material evidenciada neste estudo foi a
osteoconducdo. Observou-se, em todos os tempos operatérios, que o implante
de HA foi capaz de conduzir a formacgéo éssea através da superficie de seus
granulos. Tal neoformacado 0ssea teve inicio principalmente a partir do limite do
defeito 6sseo criado, podendo ser observada também, em alguns casos, a
partir do centro do defeito, junto aos granulos do material. Foi observado o
fechamento total de apenas um defeito, em um animal do grupo “HA+Mag” de
60 dias. A osteoconducdo observada provavelmente foi favorecida pela
presenca de micro e macroporos no material estudado, ambas caracteristicas
importantes para a formacgéo 0ssea (Le Guehennec, Layrolle et al., 2004; Zhou,
Peel et al., 2007).

A quantidade de osso neoformado nos animais que receberam o
implante de HA foi extremamente variavel dentro do mesmo grupo
experimental. Enquanto alguns cortes histologicos apresentaram pouca ou
nenhuma neoformacgdo 0ssea, outros, da mesma intervencdo e tempo de

observacédo, evidenciaram quantidades consideraveis de o0sso novo. Tal fato
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suscita as hipoteses de que a técnica de utilizagdo do material empregada
neste estudo possa ser extremamente delicada (Mathur, Tatum et al., 2003) ou
de que variagdes individuais n&o observadas durante a realizacdo do
procedimento possam influenciar o resultado. Alguns estudos utilizaram
substitutos 0sseos suportados por membranas ou barreiras (Haddad, Peel et
al., 2006; Furlaneto, Nagata et al., 2007; Marzouk, Gamal et al., 2007), n&do
sendo observada a perda de quantidades consideraveis do material implantado
para areas exteriores ao defeito 6sseo criado. A utilizacdo do artificio das
membranas sintéticas para delimitar e proteger o material implantado poderia
contribuir para a homogeneidade dos resultados observados no presente
trabalho, mantendo grande parte do material utilizado dentro dos limites do
defeito 6sseo. O deslocamento de granulos do material para além dos limites
do defeito criado também contribuiu para a existéncia de apenas uma delgada
camada do implante ao longo do defeito 6sseo. Tal fato, em diversos casos,
nao permitiu a manutencao do contorno e da forma do tecido original, ou seja,
da calota craniana do rato. Dessa forma, ndo houve uma situacdo adequada
para neoformacdo Ossea e osteoconducdo ao longo do defeito 6sseo, néo
sendo possivel a percepcéo de diferencas importantes na quantidade de o0sso
novo entre 0s tempos operatérios. Foi observada, em alguns cortes
histologicos, a presenca de tecido fibroso no interior do defeito 6sseo,
sugerindo a estagnacdo do processo de formacdo O&ssea. Outro fator
importante a ser considerado € a possibilidade de o defeito bicortical realizado
(5 mm) ser de tamanho inadequado para a utilizagdo do material na forma
estudada. A aplicagdo da HA na forma de p6 parece haver indicagcédo para o

preenchimento de defeitos 6sseos menores (Puricelli, 2002) ou na existéncia
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de um arcabouco natural, como um alvéolo pés-extracdo (Brandao, Brentegani
et al., 2002). Além disso, alguns estudos evidenciaram que a HA na forma de
cimento, apresentando uma presa transoperatoria, foi capaz de manter a forma
e contorno de defeitos Osseos, bem como promover a osteoconducao
(Rupprecht, Merten et al., 2003; Thorwarth, Schultze-Mosgau et al., 2005;
Ascherman, Foo et al., 2008). A utilizacdo de um cimento de HA também
poderia contribuir para resultados mais satisfatorios no presente trabalho.
Quando se comparou o reparo do defeito 6sseo entre o0 enxerto 6sseo
autdgeno e o implante de HA nos diferentes tempos operatérios, com e sem a
influéncia de campo magnético, observou-se uma maior neoformacao 0ssea
nos animais que receberam o enxerto 6sseo autégeno em 30 e 60 dias. As
propriedades Unicas de osteogénese, osteoinducdo e osteoconducgdo
presentes no enxerto 6sseo autdogeno foram provavelmente os fatores que
determinaram tal resultado. Foi observada neoformacdo éssea justaposta,
interiormente e ectdpica ao enxerto autdgeno em todos os tempos operatorios.
Foi possivel evidenciar a presenca de tecido de granulagdo provavelmente
antecedendo a neoformacgdo 0ssea. Em todos os casos ocorreu manutengao
do contorno e da forma da calota craniana do animal. Tais resultados sugerem
que o implante de HA, utilizado nas condi¢cdes deste estudo, apresentou
desvantagens quando comparado com o enxerto 6sseo autdgeno (padrao-ouro
para reconstrucdes 6sseas). Diversos estudos também apontaram resultados
favoraveis ao enxerto 0sseo autdgeno quando comparado com diferentes
substitutos 6sseos (Thorwarth, Schultze-Mosgau et al., 2005; Haddad, Peel et

al., 2006; Zhou, Peel et al., 2007; De Oliveira, De Oliveira et al., 2008).
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A HA sintética € um biomaterial amplamente estudado ha diversos anos.
Apesar de sua larga utilizacdo, os estudos ainda nao alcancaram uma
composicdo desse biomaterial capaz de apresentar propriedades bioldgicas
comparaveis aos enxertos autégenos, que permanecem como padrdo-ouro nas
reconstrucdes 0sseas.

O presente trabalho também buscou investigar os efeitos de um campo
magnético estatico e permanente, sepultado nas imediacbes do defeito 0sseo,
na neoformacgdo 6ssea quando utilizado o enxerto autdgeno ou o implante de
HA. A andlise histométrica realizada n&o evidenciou diferencas significativas na
neoformacdo dssea entre 0S grupos com e sem a presenca de campo
magnético dentro de cada tempo experimental, tanto para o enxerto autégeno
quanto para o implante de HA. No entanto, quando realizada a andlise
longitudinal da variagdo do preenchimento ésseo, foi possivel observar que,
nos grupos de enxerto 6sseo autégeno, a formagéo éssea foi mais acelerada
no grupo sob influéncia magnética do que naquele sem tal influéncia. Tal
diferenca nao foi observada nos grupos de HA.

Na analise histolégica descritiva, tanto nos grupos com a influéncia
magnética quanto naqueles sem este estimulo, observou-se um padrdo de
formacdo O6ssea semelhante, com a presenca de angiogénese, osteoplastos
volumosos, osteoblastos alinhados provavelmente secretando matriz 6ssea e
tecido de granulacdo. No entanto, a neoformacdo Ossea foi mais exuberante
nos defeitos de enxerto 6sseo autdégeno sob influéncia magnética em 30 dias
guando comparada com 0 mesmo grupo sem a influéncia do magnetismo. Ja
na regido onde o ima ou o disco de titanio foram implantados observou-se

consideravel presenca de osso neoformado, em ambas as intervencgoes,
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também com maior exuberancia nas lojas imantadas em 30 dias. Dessa forma,
a analise histoldgica qualitativa do presente trabalho suscita a necessidade de
realizacdo de uma andlise histométrica nas areas correspondentes as lojas dos
imas. Fini e colaboradores (Fini, Cadossi et al., 2002) ndo encontraram
diferencas histolégicas na neoformacdo 6ssea ao redor de implantes de HA
entre grupos tratados com e sem campos magnéticos pulsateis. Apesar disso,
relataram maiores valores de microdureza para o 0sso que recebeu o estimulo
magnético.

Muitos estudos apontaram que campos magnéticos estaticos podem
acelerar o processo de neoformacdo Oéssea ou cicatrizagdo tecidual
(Darendeliler, Darendeliler et al., 1997; Puricelli, Ulbrich et al.,, 2006;
Costantino, Pogliacomi et al., 2007; Henry, Concannon et al., 2008; Puricelli,
Dutra et al., 2009).

Nos trabalhos de Puricelli e colaboradores (Puricelli, Ulbrich et al., 2006;
Puricelli, Dutra et al., 2009) o campo magnético foi aplicado através de arruelas
de aco inoxidavel martensitico que foram fixadas com parafusos diretamente
sobre o defeito 6sseo, sem barreiras de isolamento. Ainda nestes estudos, o
sitio cirdrgico utilizado foi o fémur de ratos, 0sso que apresenta um maior
componente esponjoso cujos espacos estdo preenchidos pela medula 0ssea,
que oferece abundante disponibilidade celular ao contrario da calvaria,
predominantemente cortical. No presente estudo, 0os magnetos, quando
presentes, encontravam-se fixados em cavidades Osseas preparadas
exteriormente ao defeito 6sseo, como forma de manter as pecas imoveis.

Alguns estudos sugeriram que, campos eletromagnéticos e magnéticos

pulsateis, nos quais ocorre variacédo do fluxo magnético, podem influenciar uma
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série de fungcbes da membrana celular, modulando a sinalizacao
transmembrana. Além disso, tais campos seriam capazes de estimular a
sintese de fatores de crescimento (Aaron, Boyan et al., 2004; Icaro Cornaglia,
Casasco et al., 2006).

A orientacdo dos magnetos utilizada foi baseada no trabalho de Kotani e
colaboradores (Kotani, Kawaguchi et al., 2002), que evidenciaram uma
orientacdo dos osteoblastos e da neoformacdo Ossea paralelos ao campo
magnético aplicado, na ordem de 8 tesla (cerca de 80.000 gauss). Dessa
forma, o campo magnético criado sobre o defeito 6sseo, no presente trabalho
criaria a tendéncia de fechamento do mesmo pela neoformagcdo éssea. A
intensidade do campo magnético observada no interior do defeito 6sseo variou
de cerca de 40 gauss até cerca de 70 gauss, com 0S maiores valores nas
proximidades dos magnetos. Tal campo magnético apresentou, portanto,
intensidade cerca de 2000 a 1100 vezes inferior a utilizada por Kotani e
colaboradores (Kotani, Kawaguchi et al., 2002). No entanto, o campo
magnético observado assemelha-se em intensidade ao utilizado por Puricelli e
colaboradores (Puricelli, Ulbrich et al., 2006; Puricelli, Dutra et al., 2009), que
observaram maior formacdo Ossea nos grupos que receberam o0 campo
magnético em arruelas de aco inoxidavel do que os grupos com arruelas nédo
imantadas. Ja Yan e colaboradores (Yan, Tomita et al., 1998) utilizaram, em
fémures de rato, imas com intensidade de 1800 gauss, sem a mensuragao, no
entanto, do campo magnético no tecido 0sseo. N&o realizaram analises
histologicas, mas observaram maior densidade mineral nos fémures que

receberam o campo magnético.
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Observa-se a existéncia de varios estudos na literatura envolvendo a
utiizacdo de campos magnéticos estaticos. No entanto, muitos desses
trabalhos carecem de metodologias mais apuradas para avaliar o real potencial
dos campos magnéticos no reparo tecidual. Além disso, a inexisténcia de
estudos que utilizem metodologias semelhantes dificulta ou impossibilita uma
comparacao dos resultados encontrados.

Por estar relacionada ao metabolismo 6sseo e também ao processo de
secrecdo de matriz 6ssea, a fosfatase alcalina é considerada um marcador
periférico deste tecido. Dessa forma, mensurac¢des da sua atividade enzimatica
podem caracterizar fases do reparo 6sseo de defeitos experimentais (Roy,
1970; Christenson, 1997; Molina, 2003).

Através da andlise da atividade da enzima fosfatase alcalina sistémica,
foi possivel evidenciar um pico de expressividade apds 30 dias da realizacao
do procedimento cirdrgico, em todas as intervengdes. No entanto, mesmo em
15 e 60 dias pOs-operatdrios, em todos 0s grupos, a atividade enzimatica
mostrou-se superior ao grupo Naive, com excec¢édo do grupo “Aut+Mag” em 15
dias. Dessa forma, a criagdo de um defeito ésseo provocou uma maior
expressividade da enzima quando comparada com o grupo de atividade
enziméatica fisiolégica (Naive). Provavelmente tal atividade, em um tempo
operatorio mais avancado, estaria em um nivel semelhante ao encontrado no
grupo Naive, caracterizando a finalizacdo do processo de reparo 6sseo. Yan e
colaboradores (Yan, Tomita et al., 1998) realizaram a avaliacédo de tal enzima,
em 90 dias pos-operatérios, sem diferenca com a mensuracéo inicial.

Em 15 e 60 dias observou-se que o campo magnético nao influenciou a

expressdo sistémica da enzima fosfatase alcalina. No entanto, foi possivel
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evidenciar que nos 30 dias pds-operatorios, quando foi observado o pico de
atividade, os grupos que receberam o campo magnético estatico apresentaram
atividade enzimética inferior aos grupos sem tal influéncia, tanto para o enxerto
0sseo autdégeno quanto para o implante de HA. A metodologia empregada no
presente estudo ndo permite apontar os motivos pelos quais tais resultados
foram encontrados, principalmente por se tratarem de influéncias do campo
magnético em niveis celular e molecular. No estudo de Yan e colaboradores
(Yan, Tomita et al., 1998) também néo foi evidenciada diferenca na atividade
da enzima fosfatase alcalina, em 90 dias pds-operatoérios, entre grupos com e
sem campo magnético estatico.

Outros trabalhos avaliaram a atividade da fosfatase alcalina intracelular
nos sitios de interesse, através de imunohistoquimica (Redlich, Perka et al.,
1999; Kotani, Kawaguchi et al., 2002). O uso de tal metodologia permitiria
determinar a atividade enzimatica nas células envolvidas diretamente no reparo

6sseo do defeito realizado.
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7. CONCLUSAO

A partir dos objetivos propostos, da metodologia empregada e dos

resultados obtidos pode-se concluir que:

- O reparo 0sseo com a presenca do implante de HA granulada sintética
(HAP 91®) demonstrou-se inferior ao reparo observado com o enxerto 6sseo
autdégeno, com e sem campo magnético;

- O reparo Osseo foi mais acelerado no grupo de enxerto 6sseo
autdgeno sob influéncia do campo magnético do que quando o magnetismo
nao estava presente, segundo a analise histométrica;

- Na analise histologica descritiva, verificou-se presenca de matriz éssea
e nucleos de angiogénese junto aos limites do defeito critico e das lojas dos
imads com maior exuberancia em 30 dias quando comparados com o0s
dispositivos metéalicos ndo imantados;

- A atividade sistémica da enzima fosfatase alcalina foi mais expressiva
em 30 dias poOs-operatorios. Neste mesmo tempo operatério, 0s grupos sob
influéncia de campo magnético estatico apresentaram menor atividade
enzimatica,;

- Outras propostas de estudo seguindo esta linha de pesquisa devem ser
executadas, entre elas, a analise histométrica das areas 6sseas circundantes

aos imas.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo |: Cadigo Estadual de Protecdo aos Anima s

Lei Estadual N° 11.915
21 de maio de 2003

Rio Grande do Sul

TITULO Il
CAPITULO |

Dos Animais de Laboratoério

Secao |
Da Vivisseccao

Art.18 - Considera-se vivissec¢ado 0s experimentos realizados com animais
Vivos em centros de pesquisas.

Art.19 - Os centros de pesquisas deverdo ser devidamente registrados no
orgdo competente e supervisionados por profissionais de nivel superior, nas
areas afins.

Art.20 - E proibida a pratica de vivissec¢do sem uso de anestésico, bem como
a sua realizagdo em estabelecimentos escolares de ensino fundamental e
médio.

Paragrafo unico - Os relaxantes musculares parciais ou totais ndo serdo
considerados anestésicos.

Art.21 - Com relacdo ao experimento de vivisseccao € proibido:

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

Il - utilizar animal ja submetido a outro experimento ou realizar experiéncia
prolongada com o mesmo animal.
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Art.22 - Nos locais onde esta autorizada a vivissec¢ao, devera constituir-se
uma comissao de ética, composta por, no minimo, 03 (trés) membros, sendo:
I - um (01) representante da entidade autorizada;
[l - um (01) veterinario ou responsavel,
[Il - um (01) representante da sociedade protetora de animais.
Art.23 - Compete a comissao 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 aplicacdo de anestésico ou analgésico;

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

Art.24 - Todos os centros de pesquisas deverdo possuir 0s recursos humanos
e materiais necessarios a fim de zelar pela saude e bem-estar dos animais.

Secao Il
Das Disposic¢des Finais

Art.25 - As penalidades e multas referentes as infracbes definidas nesta Lei
serdo estabelecidas pelo Poder Executivo, em espécie.

Art.26 - O Poder Executivo definird o 6rgdo estadual encarregado de fiscalizar
o cumprimento das disposi¢cdes 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 20 03.



93

9.2. Anexo II: Resolugdo Normativa 04/97 da Comissa o0 de Pesquisa e

Etica em Salde/GPPG/HCPA

A) A Comisséo de Pesquisa e Etica em Salde credenciada, junto a
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saude,
como Comité de Etica em Pesquisa (CEP), vinculada ao Grupo de Pesquisa e
Pé6s-Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com o objetivo de
estabelecer normas para a utilizagdo de animais em projetos de pesquisa
submetidos a apreciacdo desta Comissdo, com base nos principios e normas

internacionalmente aceitas, dispde que:

a) a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas deve ocorrer somente
apos ser provada a sua relevancia para o avango do conhecimento cientifico,
considerando-se a impossibilidade de utilizacdo de métodos alternativos como:
modelos matematicos, simula¢cdes 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 obtencdo 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 sedacédo, analgesia ou anestesia, salvo quando forem os

mesmos 0 objetivo da pesquisa. Devem ser, igualmente, observados cuidados
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com assepsia e prevencgao de infec¢des, assim como cuidados para minimizar
0 desconforto e estresse dos animais em estudo;

e) necessitando de imobilizagédo fisica e/ou de privacdo alimentar ou
hidrica, os pesquisadores devem procurar manter estas condi¢cdes pelo menor
periodo de tempo possivel, evitando prolongar a angustia, desconforto e dor;

f) quando for necessério ao estudo, ou apds o 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 barbitlricos, anestésicos inalatorios, dioxido de carbono e
monoxido de carbono (engarrafado), metanesulfonato de tricaina, benzocaina e
irradiagao por microondas;

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

i) ndo serdo aceitas, salvo excecOes extremamente justificadas, as
seguintes técnicas de sacrificio de animais: sangramento, descompressao,
congelamento rapido, embolismo gasoso, afogamento, atordoamento, uso
isolado de estriquinina, nicotina, sulfato de magnésio, cloreto de potassio,

agentes curariformes, cloroférmio e cianeto.

Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde/GPPG/HCPA. Resolucdo
Normativa 04/97 - Utilizagdo de Recursos Financeiros em Projetos de
Pesquisa. Aprovada na reunido conjunta das ComissGes Cientifica e de

Pesquisa e Etica em Satde de 08 de maio de 1997.
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9.3. Anexo lll: Parecer do Comité de Etica em Pesqu isa da Faculdade de

Odontologia da UFRGS

$
-UFRGS

Universidade Federal do Rio Grande do Faculdade de Odontologia

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
RESOLUGAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comissdo de Pesquisas da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisaram
o Projeto:

Numero: 261/08

Titulo: REPARO OSSEO APOS IMPLANTE DE HIDROXIAPATITA
ABSORVIVEL GRANULADA E APLICACAO DE CAMPO MAGNETICO
PERMANENTE: ESTUDO EXPERIMENTAL EM FEMURES DE RATOS.

Investigador(es) principal(ais): Edela Puricelli, Deise Ponzoni e CDs.
Marcos Miguel Bechstedt Schwengber, Thiago Calcagnotto, Marcel
Fasolo de Paris.

O Projeto foi aprovado na reunido do dia 22/01/2008, Ata n° 01/08 do
Comité de Etica em Pesquisa e da Comissado de Pesquisas, da UFRGS,
por estar adequado ética e metodologicamente de acordo com a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Porto Alegre, 31 de Janeiro de 2008.

A

Prof®. Heloisa Emilia D. Da Silveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas

A1/ -

Prof2. Djeise Ponzoni
Coordenadora da Comissao de Pesquisas



