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RESUMO

O objetivo foi avaliar o reparo em defeitos Osseos criados cirurgicamente e
preenchidos com matriz 6ssea bovina mineralizada e submetidos a campo magnético. Vinte e
quatro coelhos receberam duas ostectomias de 1 cm de didmetro nas calotas cranianas e foram
divididos em: Grupo ACI — enxerto autégeno com estimulacdo magnética; Grupo ASI -
enxerto autbgeno sem estimulagdo magnética; Grupo BCI — matriz 6ssea bovina mineralizada
(Bio-Oss®) com estimulagio magnética e Grupo BSI - matriz 6ssea bovina mineralizada (Bio-
0ss®) sem estimulagdo magnética. Apds os periodos de 30 e 60 dias os animais foram
submetidos & eutanasia para a andlise histomorfométrica (quantidade de 6sseo neoformado).
Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica com nivel de significancia de 5%. A
analise qualitativa evidenciou maior neoformacdo vascular nos grupos de 30 e 60 dias pos-
operatorios submetidos & estimulagdo magnética. A histomorfometria ndo evidenciou
diferencas significativas no percentual de neoformacdo dssea entre 0s grupos com e sem
estimulagdo magnética. Contudo, o percentual de neoformacéo Ossea aos 60 dias pos-
cirirgicos, independente da presenca ou ndo de campo magnético, evidenciou
significativamente (p=0,019) maior neoformacdo GOssea no grupo com implantacdo de
biomateriais quando comparado ao grupo com enxerto 4sseo autdgeno. O campo magnético

acelerou o reparo 6sseo em defeitos criados cirurgicamente no periodo inicial do processo.

Palavras-chave: Reparo dsseo. Campo Magnético. Biomateriais. Bio Oss.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the repair of bone defects created surgically and
filled with mineralized bovine bone matrix and submitted to magnetic field. Twenty four
rabbits received two 1 cm diameter ostectomies in the skull caps and were divided into:
Group ACI - autogenous graft with magnetic stimulation; ASI group - autogenous graft
without magnetic stimulation; Group BCI - mineralized bovine bone matrix (Bio-Oss®)
with magnetic stimulation and Group BSI - mineralized bovine bone matrix (Bio-Oss®)
without magnetic stimulation. After the periods of 30 and 60 days the animals were
submitted to euthanasia for the histomorphometric analysis (amount of neoformed bone).
The data were submitted to statistical analysis with significance level of 5%. The
qualitative analysis showed greater vascular neoformation in the groups of 30 and 60
postoperative days submitted to magnetic stimulation. Histomorphometry did not show
significant differences in the percentage of bone neoformation between the groups with
and without magnetic stimulation. However, the percentage of new bone formation at 60
postoperative days, regardless of the presence or absence of magnetic field, significantly
showed (p = 0.019) greater bone neoformation in the group with implantation of
biomaterials when compared to the group with autogenous bone graft. The magnetic
field accelerated the bone repair in surgically created defects in the initial period of the

process.

Key words: Bone repair. Magnetic field. Biomaterials. Bio Oss.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O reparo 6sseo em defeitos de elevada extensdo continua sendo um dos grandes
desafios e interesse da comunidade cientifica. A procura por novos materiais, técnicas
cirdrgicas e dispositivos que auxiliem e acelerem o reparo 6sseo vém sendo alvo de um
grande nimero de pesquisas (ALOISE et al., 2015; DADSETAN et al., 2015; JEON et
al., 2016; LAPPALAINEN et al., 2016; SEMYARI et al., 2016).

O tecido 6sseo apds lesado, apresenta alta capacidade de regeneracdo, contendo
um arranjo estrutural andlogo ao 0sso natural. Esse processo € comparavel & osteogénese,
pois o local afetado sofre influéncia da agédo dos osteoblastos e osteoclastos, repondo e
remodelando o 0sso, sem deixar cicatriz. Porém, a capacidade de regeneracdo apresenta
algumas limitacBes, devido & presenca de alguns fatores, tais como, ineficacia de
suprimento sanguineo, instabilidade mecénica e grande extensdo do defeito, perdendo a
capacidade total de reparacdo 6ssea e interferindo em sua funcéo fisioldgica (MOURA et
al., 2014).

Desta forma, técnicas cirurgicas avancadas e estudos atuais relacionados com a
compreensdo da fisiologia 6ssea vém permitindo que a reconstrucdo do complexo
bucomaxilofacial ocorra de forma eficaz, auxiliando a prética clinica dos cirurgiGes
dentistas, atraveés da reparacdo bioldgica, restituindo a funcdo dos tecidos lesados.
Inimeros estimulos quimicos, fisicos e biol6gicos influenciam beneficamente na
proliferacdo, reparo e consequentemente na remodelacdo dssea (LIRANI; CASTRO,
2005; ABREU et al., 2012; ABREU et al., 2016).

As células osteoblasticas sdo muito sensiveis aos estimulos mecanicos, tais como,
estresse, energia e velocidade de deformacéo, desencadeando assim a formagéo da matriz
Ossea e a inibicdo da reabsorcdo. Portanto a influéncia fisica desempenha um papel
relevante no processo de osteogénese. Um exemplo de tal estimulo ocorre através da
utilizacdo de campo magnético estatico, sobre o local de um defeito, acelerando o
processo de reparagdo 6ssea (MENG et al., 2013).

O campo magnético é formado a partir de imas verdadeiros através da direcdo
vetorial atrativa ou repulsiva dos elétrons que compde a matéria constituinte das
substancias ferromagnéticas, ndo dependendo da preexisténcia de uma fonte de energia
elétrica (TOKUEA et al., 2014).



12

Yan et al. (1998) desenvolveu o trabalho pioneiro no estudo dos campos
magnéticos puros, permanentes e constantes, e através deste, buscou avaliar a influéncia
do campo magnético gerado por imas verdadeiros, os quais em forma de cunha foram
implantados sem micro movimentagdo no fémur de ratos, sobre o processo de
neoformacg&o Gssea, evidenciando o aumento da concentracédo mineral local.

Além dos estimulos fisicos, os biomateriais exercem influéncia sobre a promogéo
e conducdo do reparo Osseo. Estes sdo materiais de origem sintética ou bioldgica
utilizados com a finalidade de reparacdo e restauracédo de perdas teciduais e fungbes
corporais, muitas vezes comprometidas por traumas e processos degenerativos
(TURRER; FERREIRA, 2008).

O osso bovino mineralizado (OBM) é um dos substitutos 6sseos mais utilizados e
pesquisados pela comunidade odontoldgica, devido a sua grande semelhanga com o0 0sso
propriamente dito, e por possuir caracteristicas osteocondutoras (CHACKARTCHI et al.,
2011; HUH et al., 2015; LOHMANN et al., 2017; PAKNEJAD et al., 2015; TOVAR et
al., 2014).

Poucos estudos relatam a associacdo de um estimulo fisico, como o campo
magnético e o uso de biomaterial, como 0 OBM, no reparo de defeitos dsseos (ABREU et
al., 2016; MENG et al., 2013). Desta forma, este trabalho buscou avaliar o reparo 6sseo,
em calvarias de coelho, atraves da influéncia de um campo magnético estatico, apds
utilizagdo de 0sso bovino mineralizado, Bio-0ss®, no local do defeito.

A literatura cientifica contempla em seu acervo um numero considerdvel de
estudos que avaliam a influéncia dos campos magnéticos sobre 0s processo de reparagao
6ssea. A maioria destes estudos, no entanto, utilizam campos eletromagnéticos
(ABDELRAHIM et al., 2011; MARTINEZ-RONDANELLI et al., 2014; TROCK, 2000;
TSAI et al., 2007;), gerados por fontes elétricas e ndo campos magnéticos oriundos de
imas verdadeiros. Um nimero menor de estudos, por outro lado, focados na estimulacéo
magnética a partir de campos magnéticos puros (ABREU et al., 2016; BRUCE et al.,
1987; MENG et al., 2013; PURICELLI et al., 2006; PURICELLI et al., 2009; YAN et
al., 1998) ndo conseguiu estabelecer uma metodologia que permita uma anlise adequada
da influéncia de campos magnéticos estéticos e permanentes sobre o reparo 6sseo. Logo,
baseado na escassez de estudos que empregam 0 uso de campos magnéticos puros e
devido a necessidade de clarear o entendimento do processo de reparo 6sseo sob
influéncia especifica de campos magnéticos gerados por imas verdadeiros, ha

necessidade de realizacdo de estudo que empregue 0 uso de campos magnéticos oriundos
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de imas verdadeiros, capazes de produzir um campo magnético puro, permanente e
constante. Assim, as implicagdes clinicas da interferéncia no processo de reparagdo 6ssea
através da estimulagdo do leito receptor e de biomateriais por meio do emprego de
campos magnéticos podem representar um grande avango nos processos de reconstrucéo
Ossea, especialmente dentro das areas de atuacdo da Cirurgia e Traumatologia
Bucomaxilofacial e Implantodontia. Assim, o objetivo do estudo é avaliar o processo de
reparo 6sseo em defeitos 6sseos criados cirurgicamente e preenchidos com matriz 6ssea
bovina mineralizada (Bio-Oss®) submetidos a estimulagdo magnética permanente e

constante em calvéria de coelhos por meio de anélise histomorfométrica.
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2 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade do Sagrado Coracdo CEUA/USC sob parecer de N
2254230915 (ANEXO A).

21 TIPO E MODELO DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido dentro de um paradigma quantitativo,
utilizando o método descritivo e analitico, realizando um estudo in vivo em animais, cego
simples e com amostragem selecionada de forma aleatdria ou probabilistica simples —

randomizada, com grupos controle e grupos teste.

2.2 LOCAIS DO ESTUDO

A etapa cirdrgica do estudo em animais ja foi realizada no ano de 2016 como
parte integrante do projeto maior executado por alunos de mestrado e doutorado do
programa de pds graduacdo em Cirurgia Buco Maxilo Facial — Biologia Oral da
Universidade do Sagrado Coracdo (USC) no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Biotério da instituicdo. Os céalculos do campo magnético foram realizados no Laboratério
de Magnetismo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A confecgédo
das laminas, analises histoldgica e histomorfométrica e imunoistoquimica serdo

realizadas no Laboratorio de Histopatologia da Universidade Sagrado Coragéo (USC).

23  HIPOTESE

O biomaterial, matriz 6ssea bovina mineralizada (Bio-Oss®) é osteocondutor,
biocompativel, absorvivel e o campo magnético permanente e constante estimula o
reparo 0sseo. Portanto, a utilizacdo deste biomaterial, quando sob estimulagdo magnética

permanente e constante, acelerao processo de reparo 0sseo.
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2.4  DESCRICAO COMERCIAL DO SUBSTITUTO OSSEO

O biomaterial de substituicdo Ossea Bio-Oss— ¢ um osso desmineralizado,
xendgeno (de origem bovina), com propriedade bimodal (superficie hiper porosa e densa)
e granulos com micro e macro poros interconectados e com dimensdes dos granulos
variaveis entre 0,25mm e 1,0mm. Comercialmente apresenta-se em embalagens com
formato de frascos contendo de 0,59 e 2,0g, contendo grénulos grandes (Large) ou

pequenos (Small).

2.5  DESCRICAO DOS IMAS E DISPOSITIVOS METALICOS

Os dispositivos metélicos e imas utilizados neste trabalho apresentam a forma de
discos com bordos arredondados, possuindo 7,0mm de didmetro e 1,0mm de espessura.
Os imés sdo constituidos por uma liga de Ferrite Cerdmico Isotropico de Bério (New
Imas Indlstrias e Comércio LTDA, Séo Paulo, Brasil) com uma intensidade de campo
magnético de 600 Gauss. Os dispositivos metalicos sdo compostos por uma liga de titanio
comercialmente puro (PROMM

— Industria de Materiais Cirurgicos LTDA, Porto Alegre, Brasil) com as mesmas
dimensbes que os imads e sem qualquer campo magnético ou imantacdo temporaria

associada.

2.6 CALCULO DA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO

O célculo da intensidade do campo magnético gerado pelos im&s e que agird no
interior do defeito 6sseo foi mensurado por um Gaussimetro (Magnet-Physik FH 35 Dr.
Steingroever GmbH, Alemanha) e um crénio seco de coelho com os defeitos Gsseos
realizados e os imés instalados.

No crénio seco do coelho, conforme figura 1, nos ossos parietais, foram criados
cirurgicamente 02 (dois) defeitos 6sseos de 10,0mm de didmetro cada, sendo 01 (um)
defeito em cada hemisfério craniano. Os imas (grupo teste) ou dispositivos metalicos
(grupo controle) foram fixados a 1,0mm de distancia deste defeito, seguindo uma linha

imaginéria que corta o defeito longitudinalmente no seu maior didmetro.
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Figura 1 - Desenho esquematico da anatomia do crénio dos coelhos ilustrando em uma vista superior, a
disposicdo dos defeitos 6sseos criados cirurgicamente (circulos verde e azul) e posicdo dos imas
tangenciando os defeitos 6sseos. Linha vermelha pontilhada evidenciando alinhamento dos iméas

Vista Superior da Calota Craniana do Coelho

Legenda

Defeito 1

Defeito 2
— Ima

Hemisfério Esquerdo
Ol oLgsileH

Fonte: Elaborada pela autora.

Cada defeito 6sseo foi bi-cortical (envolvendo as duas corticais cranianas) e
cirurgicamente criado com broca trefina de 10,0mm de didmetro (Neodent®, Curitiba, PR,
Brasil) acoplada em contra-angulo para implante a 800 rpm sob irrigacdo copiosa com
solucdo fisioldgica 0,9%. Estes defeitos foram tangenciados a distancia de 1,0mm na porgao
do seu maior diametro no sentido anteroposterior por duas lojas Gsseas de 7,0mm de
comprimento por 3,5mm de profundidade e 1,0mm de largura, onde foram fixados os
dispositivos metélicos (grupo controle) ou os imas (grupo teste). No caso dos imds, estes
foram fixados de forma a manter um campo magnético atrativo entre si.

Apos a confeccdo dos defeitos 6sseos, os imds foram agrupados em pares de forma
aleatoria e cada par foi fixado na borda de um dos defeitos 6sseos. O campo magnético foi
entdo mensurado em 05 (cinco) pontos no interior de cada um dos defeitos 6sseos: 01 (uma)
mensuragdo no ponto central do defeito e em 04 (quatro) pontos equidistantes entre si no
perimetro da circunferéncia do defeito 6sseo (figura 2). Esta, mensuragdo em cinco pontos
visa garantir a homogeneidade da intensidade das forcas magnéticas incidentes nos defeitos
0sseos para que ndo ocorra o viés de um par de imas gerar maior ou menor intensidade de

campo magnético no interior do defeito 6sseo. A partir da mensuragdo da forga magnética
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incidente no interior do defeito os imas foram pareados e esterilizados em 6xido de etileno
para posterior uso nas cirurgias dos animais.

Para garantir a disposi¢cdo com forca atrativa entre os pares de iméas, o Polo Norte
de todos os imas foi marcado com esmalte branco atdxico. A estabilizacdo dos imé&s nas
cavidades foi garantida por meio de cola bioldgica a base de Cianocrilato (Dermabond®,

Johnson & Johnson Produtos Profissionais LTDA, S&o José dos Campos, Brasil).

Figura 2. Desenho esquematico ilustrando numa vista superior os cinco pontos de mensuracdo do campo
magnético no interior dos defeitos 6sseos a serem criados na calota de coelhos albinos Nova
Zelandia.

Vista Superior do Defeito Osseo no Cranio do Coelho

(=
Legenda

. 12 Mensuragao
22 Mensuragao
32 Mensuracao
4a Mensuragao

52 Mensuracao

2 Ima

Fonte: Elaborada pela autora.

2.7  CALCULO E SELECAO DA AMOSTRA

A amostra selecionada a partir de um célculo realizado através do software
Winpepi—, modulo Compare 2, versdo 1.62, atribuindo-se valores de 5% para nivel de
significancia e de 80% para poder da amostra e, considerando uma diferenca de 20% no
preenchimento do defeito Gsseo, chegou-se ao valor de 05 (cinco animais) por grupo
experimental, conforme figura 3. Para tanto foram utilizados 24 coelhos Nova Zelandia,
albinos, machos, adultos jovens, com cerca de 07 (sete) meses de idade e com peso

aproximado de 3,0 Kg. Os animais permaneceram todo o periodo do estudo em gaiolas
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metélicas, suspensas, com acomodagdo individual, regularmente higienizadas, mantidas
em ambiente climatizado com temperatura de 23°C (+/- 1°C), ciclos claro e escuro de doze

horas, sendo alimentados com ragdo comercial padréo e 4gua ad libidum.

Figura 3. Desenho esquematico ilustrando distribuicdo do nimero de animais em cada grupo experiental.

Distribuicao dos Animais nos Grupos Experimentais

30 diasl
Ima ‘ 06 animais
l 60 dias
F = ,
= | 06 animais
- - | |
24 animais
30 dias e
\ S/ Ima 06 animais
60 dias F 2
06 animais

Fonte: Elaborada pela autora.

2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com cerca de 07 (sete) meses de idade e com peso médio de 3,0 Kg, os coelhos

foram submetidos a cirurgia experimental conforme protocolo que segue.

2.8.1 SEDACAO DOS ANIMAIS

Sob orientacdo de um médico veterinério, os coelhos foram sedados por meio de
injecdo intraperitoneal utilizando-se Cloridrato de Xylazina a 2% (Virbaxyl 2%, Virbac
Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina a 1% (Francotar, Virbac Ltda., Séo
Paulo, Brasil), respectivamente na dosagem de 0,3 ml/Kg e 0,2 ml/Kg do peso corporal do

animal.
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2.8.2 TRICOTOMIA

Comprovada a sedacdo do coelho, este foi colocado em posicéo ventral sobre uma
superficie rigida e fixa (mesa cirdrgica) para que se inicie a tricotomia manual do cranio na

regido respectiva aos 0ssos parietais.

2.8.3 ASSEPSIA

Durante a realizacdo da fase cirurgica o cirurgido manteve todos os critérios de
assepsia, mantendo a paramentacao cirdrgica com avental, luvas, propés, mascara, gorro e
6culos de protecdo. O instrumental cirdrgico foi individualizado para cada coelho a ser

operado, sendo esterilizado previamente em autoclave por 15 minutos a 121°C.

2.8.4 INFILTRACAO LOCAL E HEMOSTASIA

A érea a ser operada foi infiltrada com anestésico local de uso odontoldgico,
Mepivacaina a 2% com adrenalina na proporgéo de 1:100.000, ndo excedendo 0,9mlI/Kg de
peso corporal do animal. A aplicacdo foi realizada lentamente, tendo a finalidade de

promover a hemostasia no transcirurgico e analgesia trans e pds-operatoria imediata.

2.8.5 INCISAO

Apos a tricotomia foi realizada a assepsia da pele por meio de solu¢do aquosa de
Digluconato de Clorexidina a 0,2%.

Na regido do cranio correspondente aos 0ssos parietais, foi realizada uma inciséo
de cerca de 3,0cm com direcdo pdstero-anterior correndo sobre uma linha mediana aos
0ssos parietais do coelho. Esta incisdo foi em tnico plano por meio de bisturi com cabo n®

3 (trés) montado com uma lamina n® 15 (quinze).
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2.8.6 DIVULSAO E DESCOLAMENTO DOS TECIDOS

Apoés a incisdo em plano Unico, os tecidos foram descolados de forma dermo-
priostal com o auxilio de um sindesmotono delicado, permitindo acesso a cortical 6ssea do

créanio do coelho na regi&o dos 0ssos parietais.

2.8.7 AFASTAMENTO DOS TECIDOS

O afastamento dos tecidos foi realizado por meio de afastadores do tipo Senn-

Muller, permitindo adequada visualizagdo do campo sem promover trauma tecidual.

2.8.8 OSTECTOMIAS NA CALOTA CRANIANA

Apés adequados divulsdo tecidual e exposigdo dos o0ssos parietais, foram
realizadas as ostectomias para confecgdo dos defeitos dsseos e lojas dos imé&s (grupo teste)
ou dispositivos metalicos de titanio (grupo controle), conforme figura 1.

Os defeitos dsseos foram confeccionados de forma bi-cortical (envolvendo a
cortical externa e Interna do cranio) por meio da utilizagdo de uma broca trefina de
10,0mm de diametro (Neodent® , Curitiba, PR, Brasil) acoplada no contra-angulo (NSK
SG20, 20:1, Téquio, Japdo) em motor elétrico para implantes (NSK Surg XT Plus,
Téquio, Japdo) a velocidade de 800 rpm e torque de 15N e com sistema de irrigacdo
acoplada. Tangenciando estes defeitos 6sseos a uma distancia de 1,0mm na porcéo do seu
maior didmetro no sentido anteroposterior, foram confeccionadas duas lojas 6sseas com
dimensdes de 7,0mm de comprimento por 3,5mm de profundidade e 1,0mm de largura,
onde foram fixados os dispositivos metalicos de titanio (grupo controle) ou os imas
(grupo teste).

As lojas 6sseas foram confeccionadas com uma broca de corte carbide 702 (Miltex
Premium Carbide Bur, Manufacturer Integra York, York, USA) acoplada na peca de méo
cirdrgica angulada (Kavo Concept 2:1, Kavo do Brasil Ind. e Com. LTDA, Saguacu, SC,
Brasil) em motor elétrico para implantes (NSK Surg XT Plus, NSK Corporation, Téquio,
Jap&o) a velocidade 15000 rpm e com sistema de irrigacdo acoplada.

Os eventos que diferiram entre os animais foram a utilizacdo de imas nos grupos

testes, dispositivos metalicos de titdnio nos grupos controle, preenchimento do defeito
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0sse0 com enxerto 0sseo Bio-Oss® nos grupos teste e manutencdo apenas de coagulo
sanguineo nos grupos controle. Os defeitos foram agrupados da seguinte forma:

DAI — defeito 6sseo preenchido com coégulo e submetido & agdo do campo magnético.
DAS - defeito 6sseo preenchido com coagulo sem agdo de campo magnético.

DBI - defeito 6sseo preenchido com 0sso bovino mineralizado e submetido a acdo do
campo magnético.
DBS - defeito 6sseo preenchido com osso bovino mineralizado sem agdo de campo

magnético.

2.8.9 CUIDADOS COM A FERIDA OPERATORIA

Os cuidados com a ferida envolveram a limpeza do leito cirdrgico com irrigacéo
de solugdo fisioldgica salina a 0,9% e sutura a pontos isolados com fio 5-0 absorvivel
sintético a base de Acido Poliglélico (PGA 5015, Techsuture, Ind. e Com. de Prod.
Cirargicos LTDA.,

2.8.10 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Os cuidados pos-operatérios envolveram a manutencgéo da temperatura corporal
dos animais, analgesia e antibioticoterpia. A temperatura corporal foi mantida por meio
de bolsas térmicas preenchidas com &gua aquecida e lencois de feltro.

A analgesia ocorreu por meio da administragdo intramuscular de Cloridrato de
Tramadol na dose de 0,10ml/Kg (Dorless 50mg/ml, Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S.A., Séo Paulo, Brasil) e a antibioticoterpia com inje¢do intramuscular de
Enrofloxacino, na dose de 0,2ml/Kg ou equivalente a 5mg/Kg (Flotril 25mg/ml 2,5%,
Schering-Plough S.A., Rio de Janeiro, Brasil) no p6s operatorio imediato.

2.8.11 EUTANASIA E DESCARTE DOS ANIMAIS

A eutandsia dos animais foi realizada por meio de puncdo intraperitoneal com

Pentobarbital na dose de 200mg/Kg e ocorrerd em 30 (trinta) e 60 (sessenta) dias pos-
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operatorios. Em cada um destes momentos pds-operatorios 12 (doze) animais foram
eutanaziados.

Todo o processo de eutanasia foi supervisionado por médico veterinrio. Apds a
confirmacdo da morte dos animais e coleta das amostras, estes foram descartados por

meio de incineragdo no Biotério da Universidade Sagrado Coragéo.

2.8.12 COLETA DAS AMOSTRAS

Comprovada a eutanasia, os animais foram colocados em posi¢cdo de decubito
ventral sobre uma mesa cirdrgica, sendo realizado o acesso a calota craniana seguindo o
mesmo protocolo de acesso cirdrgico utilizado no momento da confeccdo dos defeitos
6sseos. Apds a tricotomia, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 3,0cm em pele
na regido correspondente aos 0ssos parietais do coelho. Os tecidos moles foram
divulsionados delicadamente até a exposicdo do leito operado. Com uma serra de corte
delicado a porcdo da calota craniana contendo os defeitos 6sseos e lojas dos imas foi
removida. Na porcdo anterior da peca, distante dos defeitos 6sseos e lojas dos imas, foi
realizada uma marcacdo com brocas de corte 6sseo afim de padronizar a posi¢do da pega
durante as tomadas radiogréficas, tomogréficas e processo inclusdo da peca em bloco de
parafina. Apoés, as pecgas foram imersas em solucéo de formalina neutra tamponada a 10%
por 48 horas.

Os corpos dos animais, apos a coleta das pecas, foram encaminhados ao Biotério

da Universidade Sagrado Coragdo afim de serem descartados por meio de incineragao.

2.8.13 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O preparo das pegas a serem avaliados histologicamente foi realizado no
Laboratdrio de Histopatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Sagrado
Coracéo.

Apos a fixacdo das pecas em solucdo de formalina neutra tamponada a 10% por 48
horas, estas foram descalcificadas em solucdo de Acido Férmico 50% e Citrato de Sodio
20% por aproximadamente 30 dias. A etapa seguinte & descalcificacéo foi a remocéo dos
imds ou dispositivos metélicos, quando a peca permaneceu em estado plastico, e a

realizagdo de uma seccéo da peca na porcdo central do defeito 6sseo, com uma lamina
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descartavel para microtomo, seguindo uma linha imaginaria que liga as duas lojas dsseas
dos imés ou dos dispositivos metalicos e que cruza a porcéo do defeito 6sseo. A seguir, as
pecas foram processadas conforme protocolo para inclusdo em parafina e coloragdo por
meio de Hematoxilina e Eosina (HE).

Cada metade do defeito 6sseo foi incluida em um bloco de parafina distinto para
realizacdo de trés cortes histoldgicos contiguos com espessura de 4um a partir da seccéo
longitudinal mediana, dispostos em sequéncia em uma lamina de vidro. As laminas foram
entdo codificadas para que o observador se mantenha “cego” quanto a distribuicdo e analise
dos grupos de estudo.

O campo histoldgico a ser analisado foi toda a extensdo do defeito 6sseo, portanto,

de bordo a bordo, nos aumentos de 20X e 40X em microscopio binocular.

2.8.14 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a realizacdo da Histomorfometria, as imagens foram capturadas no aumento de
40X através do fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i, Nikon Instruments INC. 1300 Walt
Whitman Road, Melville, NY 11747-3064, USA CAMERA: QIMAGING Micropublisher
3.3 Cooled, RTV 19535 56th Avenue, Suite 101 Surrey, BC, Canada www.gimaging.com

com auxilio do programa Image- Pro Plus® (Versdo 5.1.2 para Windows XP). Media
Cybernetics, INC. 8484 GeorgiaAvenue, Suite 200, Silver Spring, MD 20910 USA.

O programa permitiu tracar o contorno da area total do defeito 6sseo em micrometro
um?e, em seguida, tragar o contorno das areas de neoformacgdo dssea no interior do defeito
6sseo, também em micrometro um. A divisdo da soma das areas de neoformacéo dssea no
interior do defeito pela éarea total do defeito 6sseo obteve o percentual de neoformacédo
6ssea em cada um dos cortes histoldgicos e, assim, permitiu a quantificacdo do processo de
reparacdo 6ssea em cada grupo estudado.

Apos a obtencdo dos valores em cada corte histologico, os grupos de estudo foram
reagrupados a partir de sua codificacdo e seus valores foram submetidos a andlise
estatistica. Antes da calibragem foi realizado um treinamento dos avaliadores com
patologista bucal com o intuito de padronizar os critérios de identificagdo do tecido 6sseo
neoformado na &rea do defeito 6sseo criado. Ainda, a calibragem intra-examinador foi
realizada no periodo pré-analise das laminas e no decorrer do estudo, sendo que a cada dez

ldminas analisadas uma foi sorteada para ser reavaliada. Apds a leitura das I&minas foi
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realizado o teste “t” pareado, buscando valores entre 0,1% e 0,5%, que estabelecem niveis

de confianga de 99,9% e 99,5%, respectivamente.

2.8.15 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada por meio do pacote estatistico SPSS (Versdo15.0
compativel com Software Windows). A unidade analitica a ser considerada é o defeito 6sseo
e o nivel de significAncia sera estabelecido em 5% no padrdo de neoformacdo Gssea. Os
dados foram apresentados através de médias e desvios-padrdo do percentual de neoformacéo
Ossea para a analise histologica. Estes valores foram submetidos a testes de homogeneidade

e ao teste estatistico One-Way ANOVA, seguido pelos escores multiplos de Duncan.
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3 RESULTADOS

A analise histolégica descritiva foi realizada em todos o0s grupos e tempos
experimentais, conforme parametros estabelecidos na metodologia.

3.1  GRUPO DE 30 DIAS COM ENXERTO OSSEO AUTOGENO SEM IMA (ASI30)

No periodo experimental de 30 dias pds-operatorios, nos grupos submetidos a
enxertia O0ssea autdgena sem estimulacdo magnética, conforme figura 5, observou-se
formacdo de trabéculas dsseas com padrao uniforme. Discreto infiltrado linfoplasmocitéario
e formacdo vascular modesta, mais destacada na porcdo superior da lamina, parte do
defeito em contato com o periosteo que recobre a porcdo externa do cranio. Também na
porgdo superior da l&mina, observou-se presenca de fibroplasia tecidual. Destaca-se a
marcada presenca de atividade osteoblastica, com presenca de osteoblastos e com
ostedcitos ja alocados nas trabéculas Osseas. Escassos osteoclastos promovendo
remodelamento ¢sseo.

Figura 5. Fotomicrografia do grupo ASI30, 30 dias ap6s a craniectomias indicando a) reas de neoformacéo
Ossea b) é&reas com discreto infiltrado linfoplasmocitario c) &reas contendo osteoblastos
sintetizando matriz 6ssea d) ostedcitos alocados nas trabéculas dsseas e) osteoclastos promovendo
remodelamento Gsseo f) discreta neoformagéo vascular. Aumentos de 100x e 400x com coloragdo
de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2  GRUPO DE 30 DIAS COM ENXERTO OSSEO AUTOGENO COM iMA (ACI30)

Nos grupos submetidos a enxertia ¢ssea autdgena com estimulagdo magnética de 30
dias pos-operatorios, conforme figura 6, observou-se discreta atividade osteoclastica e
presenca de infiltrado linfoplasmocitario, marcadamente localizado na regido inferior do
defeito 6sseo (parte do defeito que fica em contato com a dura-mater). As trabéculas de
tecido 6sseo apresentaram-se com presenca de osteoblastos e ostedcitos alocados nas
trabéculas Osseas. Presenca de neovascularizagdo, mais marcada na porgdo superior do
defeito 6sseo. Ainda na porcao superior do defeito observa-se atividade osteoblastica mais
intensa e também presenca de fibroplasia. Na area de inser¢do do artefato instalado (imé)
observou-se, em diversas laminas, intensa atividade linfoplasmocitéria. As trabéculas
6sseas apresentavam distribuicdo irregular, mostrando um padrdo mais constante e
homogéneo. Nao foram observadas areas de necrose e/ou reacdo inflamatéria do tipo
reacdo a corpo estranho.

Figura 6. Fotomicrografia do grupo ACI30, 30 dias apds a craniectomias indicando a) osteoclastos
promovendo remodelamento dsseo b) é&reas contendo infiltrado linfoplasmocitario c) osteoblastos
sintetizando matriz 6ssea d) ostedcitos alocados na matriz 6ssea e) areas de neoformagao vascular f)
formacdo morfoldgica irregular das trabéculas 6sseas neoformadas. Aumentos de 100x e 400x com
coloracdo de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.



27

3.3 GRUPO DE 30 DIAS COM IMPLANTE DE BIOMATERIAL SEM IMA (BSI30)

No periodo experimental de 30 dias pds-operatérios, nos grupos submetidos a
implantacdo de biomaterial (Bio-Oss®) sem estimulacdo magnética, conforme figura 7,
observou-se intensa formacao de trabéculas 6sseas no interior do defeito, sendo compostas
por tecido Gsseo imaturo e ainda caracterizadas por intensa atividade osteoblastica. A
atividade osteogénica mostrou-se bastante marcada na area correspondente ao biomaterial,
existindo bastante formacg@o de 0sso novo na periferia do biomaterial, com osteoblastos
sintetizando matriz 6ssea e ostedcitos alocados no interior da matriz. Observou-se discreto
infiltrado linfoplasmocitario, auséncia de supuracgdo ou reacdo inflamatéria do tipo a corpo
estanho, ndo sendo observados macréfagos. A atividade osteoclastica evidenciada foi muito

discreta. Por fim, presenca de neovascularizagdo presente nas areas de tecido conjuntivo.

Figura 7. Fotomicrografia do grupo BSI30, 30 dias ap6s a craniectomias indicando a) trabéculas ésseas
neoformadas no interior do defeito dsseo e intensa sintese de matriz Gssea na periferia do
biomaterial b) cordfes de osteoblastos sintetizando a matriz 6ssea c) infiltrado linfoplasmocitéario
d) neoformacéo vascular e) ostedcitos alocados no interior da matriz 6ssea. Aumentos de 100x e
400x com coloragéo de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.4 GRUPO DE 30 DIAS COM IMPLANTE DE BIOMATERIAL COM iMA (BCI30)

No periodo experimental de 30 dias pds-operatérios, nos grupos submetidos a
implantacdo de biomaterial (Bio-Oss®) com estimulacdo magnética, conforme figura 8,
observou-se importante formacao de trabeculado 6sseo e marcada atividade ostoblastica.
Ha importante neoformacdo vascular permeando a area onde se localiza o biomaterial e
poucos espacos correspondentes a descalcificagdo do biomaterial. Na zona superior do
defeito dsseo, proximo a area onde se encontra o peridsteo, ha faixa marcada de tecido
6sseo neoformado com atividade osteoblastica. Ndo foi observado infiltrado inflamat6rio

do tipo reagdo a corpo estranho e observou-se formagdo 6ssea circundando o biomaterial.

Figura 8. Fotomicrografia do grupo BCI30, 30 dias apdés a craniectomias indicando a) é&reas de
descalcificagdo do biomaterial b) corddes de osteoblastos com marcada sintese de matriz éssea e
grande quantidade de neoformag&o Gssea c) neoformagdo vascular abundante. Aumentos de 100x e
400x com coloragdo de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.5 GRUPO DE 60 DIAS COM ENXERTO OSSEO AUTOGENO SEM IMA (ASI60)

No periodo experimental de 60 dias pds-operatorios, nos grupos submetidos a enxertia
Ossea autdgena sem estimulacdo magnética, conforme figura 9, observaram-se trabéculas de
tecido 6sseo mais maduro preenchendo a area do defeito 6sseo e também ostedcitos alocados
nas trabéculas 6sseas neoformadas. Ainda, sintese de matriz 6ssea por osteoblastos, mas de
forma mais moderada. Identifica-se presenca de fibroplasia no bordo do defeito ésseo, sendo
esta com interposicdo de tecido conjuntivo. Auséncia de infiltrado inflamatério e auséncia de
sinais inflamatorios do tipo reagdo a corpo estranho. Observou-se presenca de neoformacdo

vascular nas areas de neoformacao 6ssea e em areas de 0sso maduro.

Figura 9. Fotomicrografia do grupo ASI60, 60 dias apds a craniectomias indicando a) tecido 6sseo maduro b)
ostedcitos alocados na matriz 6ssea neoformada c) osteoblastos sintetizando matriz 6ssea de forma
moderada d) neoformac&o vascular. Aumentos de 100x e 400x com coloracéo de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.6 GRUPO DE 60 DIAS COM ENXERTO OSSEO AUTOGENO COM iMA (ACI60)

No periodo experimental de 60 dias pds-operatorios, nos grupos submetidos a
enxertia 6ssea autdgena com estimulacdo magnética, conforme figura 10, observou-se
atividade osteoblastica com intensidade moderada. Observam-se ostedcitos alocados nas
trabéculas 6sseas neoformadas. Infiltrado linfoplasmocitario ausente e reacéo inflamatéria
do tipo a corpo estranho também ausente. Presenca de tecido conjuntivo fibroso na regido
superior do defeito e observam-se lacunas de Howship presentes em diversos campos

microscopicos e, estas, contendo osteoclastos promovendo remodelamento ¢sseo.

Figura 10. Fotomicrografia do grupo ACI60, 60 dias ap6s a craniectomias indicando a) osteoblastos
sintetizando moderadamente matriz dssea b) ostedcitos alocados na matriz 6ssea formada c)
osteoclastos em lacunas de Howship promovendo remodelagéo ¢ssea d) Neoformagéo vascular.
Aumentos de 100x e 400x com coloragao de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.7 GRUPO DE 60 DIAS COM IMPLANTE DE BIOMATERIAL SEM IMA (BSI60)

No periodo experimental de 60 dias pds-operatorios, nos grupos submetidos a
implantagdo de biomaterial (Bio-Oss®) sem estimulacdo magnética, conforme figura 11,
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observou-se presenca de espacos correspondentes a descalcificacdo do biomaterial utilizado
entre as trabéculas osseas neoformadas. Atividade osteobléstica presente, mas de forma
moderada e ostedcitos alocados nas trabéculas ésseas neoformadas. A neoformacéo
vascular encontra-se presente, mas também de forma moderada. N&o sdo observadas areas

com infiltrado inflamatdrio e tampouco reacdo inflamatoria do tipo a corpo estranho.

Figura 11. Fotomicrografia do grupo BSI60, 60 dias apds a craniectomias indicando a) espaco do biomaterial
descalcificado b) ostedcitos alocados na matriz 6ssea formada c) neoformacdo vascular d)
Ostedcitos alocados na matriz 6ssea neoformada. Aumentos de 100x e 400x com coloragéo de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.8 GRUPO DE 60 DIAS COM IMPLANTE DE BIOMATERIAL COM iMA (BCI60)

No periodo experimental de 60 dias poOs-operatorios, nos grupos submetidos a
implantacdo de biomaterial (Bio-Oss®) com estimulacdo magnética, conforme figura 12,
observou-se ainda intensa atividade osteoblastica com formacdo de trabéculas dispostas de
forma irregular, com tecido conjuntivo interposto, no qual existe uma intensa proliferacdo

vascular. Auséncia de infiltrado linfoplasmocitario e auséncia de reacdo inflamatéria do tipo
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a corpo estranho. Presenca de tecido fibroso sobre o tecido 6sseo na porcdo superior do
defeito. Observa-se ainda espacos correspondentes a presenca do biomaterial descalcificado.

Figura 12. Fotomicrografia do grupo BCI60, 60 dias ap6s a craniectomias indicando a) osteoblastos
sintetizando matriz 6ssea b) tecido conjuntivo c) neoformacdo vascular d) espagos da
descalcificagdo do biomaterial e) osteécitos alocados na matriz 6ssea formada. Aumentos de
100x e 400x com coloragdo de HE.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.9 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A anélise histomorfométrica do percentual de neoformacdo dssea, no interior dos
defeitos dsseos, ndo evidenciou diferencas significativas entre as comparacdes de percentual
de neoformacdo Gssea entre 0s grupos com e sem estimulagdo magnética, tanto nos grupos
submetidos a enxertia 6ssea autdgena quanto nos grupos que utilizaram biomateriais,
conforme ilustrado no grafico abaixo (Grafico 1), mostrando que o campo magnético néo

promoveu alteracdes estatisticamente significantes no processo de reparo 6sseo.

Grafico 1. Gréfico ilustrando o percentual de neoformacdo dssea da analise histomorfométrica

respectivamente nos grupos ACI30, ACI60, ASI30, ASI60, BCI30, BCI60, BSI30 e BSI60, nos
tempos de 30 e 60 dias pés-operatorios. Bauru, 2018.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4 DISCUSSAO

Quando lesado, o tecido dsseo exibe um alto potencial de regeneracéo, iniciando- se
por uma fase inflamatdria, seguida de reparo e finalmente remodelagéo. A duragéo de cada
fase esta ligada a alguns fatores sendo estes: o tipo de 0sso envolvido, a idade do individuo,
0 estado de saude geral e nutricional, a intensidade do trauma, irrigacdo local, presenca ou
auséncia de forcas mecénicas, imobilizagdo e auséncia de infecgdo, para que o tecido 6sseo
seja capaz de constituir um osso com capacidade de receber carga funcional (TEM CATE,
2001).

Entretanto, esta capacidade de regeneragéo, pode ndo se manifestar em defeitos de
grandes dimensdes, como em defeitos congénitos, patologias e traumas, uma vez que para
haver uma finalizacdo do processo de reparo, é necessario a existéncia de um seguimento
6ssea local (BAPTISTA et al., 2003; KAMIJOU et al., 1994).

Nestes casos, 0 tecido 6sseo ndo apresenta capacidade de regeneracdo espontanea,
necessitando de procedimentos operatorios reconstrutivos, que apresenta na enxertia 6ssea
sua principal técnica de tratamento (SERVICE, 2000; SICCA et al., 2000).

Este estudo utilizou defeitos 6sseos na calvaria de coelhos. Tal sitio cirdrgico
permitiu a criacdo de defeitos amplos, capazes de avaliar a neoformacéo 6ssea dentro do
principio de defeito de tamanho critico.

Inimeros estimulos quimicos, fisicos e bioldgicos influenciam beneficamente na
proliferacdo, reparo e consequentemente na remodelacdo Ossea (ABREU et al., 2016;
LIRANI E CASTRO 2005). Poucos estudos relatam a associacdo de um estimulo fisico,
como o campo magnético, no reparo de defeitos 6sseos (ABREU et al., 2016; MENG et al.,
2013).

Desta forma, este trabalho buscou avaliar o reparo 6sseo em defeitos criados
cirurgicamente e preenchidos com coagulo e submetidos a estimulacdo magnética
permanente e constante em calvéria de coelhos por meio de histomosfometria. Pela
metodologia aqui utilizada foi possivel observar, que no grupo de animais sob influéncia do
campo magnético, houve um percentual de preenchimento 06sseo significativamente
superior ao grupo sem influéncia do estimulo magnético, no tempo pds operatério de 30
dias, mas essa diferenca ndo foi verificada aos 60 dias pds operatdrios. O campo magnético
avaliado no presente estudo acelerou o reparo 6sseo em defeitos criados cirurgicamente no

periodo inicial do processo.
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O primeiro estudo envolvendo a aplicagdo de campos magnéticos puros, oriundo de
im&s permanentes sepultados no tecido dsseo, e ndo provenientes de dispositivos metalicos
imantados ou derivados de fontes elétricas, evidenciaram um aumento da densidade éssea
nas adjacéncias dos dispositivos imantados quando comparados aos grupos sem
estimulagdo magnética. N&do houve avaliagdo histoldgica j& que ndo foi realizado um
defeito Osseo e, por isso, a influéncia do campo magnético sobre o reparo Gsseo
propriamente dito ndo pdde ser avaliado como o foi neste estudo. Ainda, os resultados ndo
evidenciaram efeitos sistémicos nas concentracbes de célcio ou mesmo alteracdo na
atividade sisttmica da enzima fosfatase alcalina (YAN et al., 1998). Estes achados ndo
permitem comparagdes diretas com os resultados da metodologia que aqui foi empregada,
uma vez que aqui avaliou-se o reparo 0sseo propriamente dito. Porém, mesmo nédo
possuindo uma avaliagdo histolégica, os resultados de Yan (YAN et al., 1998)
evidenciaram, claramente, que o campo magnético é capaz de gerar alteracdes sobre o leito
0sseo.

A partir da determinacdo de que o remodelamento Gsseo est4 na dependéncia da
existéncia de forgas mecénicas sobre o tecido 6sseo, conforme proposto pela lei de Wolff
(RUBIN E HAUSMAN, 1988; TROCK, 2000) destaca-se que os resultados deste estudo
foram obtidos por meio de uma metodologia que usou um defeito 6sseo realizado na calota
craniana do coelho e, portanto, trata-se de uma &rea cuja forca muscular que age sobre o
tecido 6sseo € menor do que a forga mecénica que é exercida pela musculatura na regido do
fémur. Tal fato, pode ser mais um aspecto que explique o porqué de os resultados
evidenciarem a inexisténcia de diferencas significativas no reparo 6sseo entre grupos com e
sem estimulacdo magnética enquanto em outros trabalhos constata-se maior neoformagéo
6ssea quando sob estimulagdo magnética (PURICELLI et al., 2006; PURICELLI et al.,
2009).
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5 CONCLUSAO

PAde-se concluir que o campo magnético acelerou o reparo 6sseo em defeitos

criados cirurgicamente no periodo inicial do processo.
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