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RESUMO

Proposicdo: O presente trabalho propde o estudo histolégico descritivo da
aplicacdo de um campo magnético sepultado, estatico e permanente em area de
enxerto 6sseo aldégeno liofilizado e dento-alveolar associada a defeito cirargico em
mandibulas de ratos. Metodologia: estudo experimental in vivo, randomizado.
Amostra foi composta por 21 ratos, da espécie Rattus novergicus albinus, linhagem
Wistar, machos, divididos em trés grupos, correspondendo aos tempos
experimentais de sete, 21 e 45 dias. Foram realizadas ostectomias associadas a
odontosseccdes, na face lateral externa do corpo mandibular e no ramo ascendente,
atingindo transversalmente a raiz do incisivo inferior e os apices dos molares. Este
defeito cirdrgico permitiu a adaptacao de dispositivos metélicos magnetizados (grupo
teste) e ndo magnetizados (grupo controle) associados as regibes apicais dos
molares e ao coto distal do incisivo inferior, local este onde realizou-se enxertia
Ossea alogena liofilizada. A intensidade média do campo magnético sepultado e
permanente foi de 250 gauss. Resultados: observou-se no grupo teste e controle,
nos diferentes tempos experimentais a gradativa integracdo do enxerto 0sseo
alégeno liofilizado, a manutencéo da vitalidade pulpar dos molares e coto proximal
do incisivo inferior, além da continua erupc¢édo do incisivo inferior do rato. Nos grupos
teste, principalmente aos 45 dias, constatou-se uma diferenciada e exuberante
neoformacdo Ossea centripeta em direcdo aos dispositivos metalicos imantados.
Conclusao: o campo magnético sepultado in vivo foi capaz de favorecer o processo

de cicatrizagdo 6ssea no defeito cirurgico criado.

Palavras-chave: Cirurgia Buco-Maxilo-Facial; Campo magnético estético;
Cicatrizacao alveolar; Enxerto 6sseo alégeno liofilizado.



ABSTRACT

Purpose: The present study provides a descriptive histological analysis of the use of
a buried, static and permanent magnetic field in lyophilized bone allografts in a
dentoalveolar area associated with surgical defects in rat mandibles. Method: a
randomized in vivo experimental study was carried out with 21 male Wistar rats
(Rattus norvegicus albinus), which were split into three groups, corresponding to 7,
21 and 45 experimental days. Ostectomies associated with odontotomies were
performed on the outer lateral face of the mandibular body and in the ascending
branch, cross-sectionally to the root of the lower incisor and to the molar apices. This
surgical defect allowed for the use of magnetized (test group) and non-magnetized
(control group) metal devices associated with molar apices and with the distal stump
of the lower incisor, where the lyophilized bone allograft was performed. The intensity
of the buried and permanent magnetic field amounted to 250 gauss. Results: In the
test and control groups, there was gradual integration of the lyophilized bone
allograft, maintenance of pulp vitality of the molars and of the proximal stump of the
lower incisor, in addition to continuous eruption of the lower incisor. In the test
groups, especially at 45 days, there was distinct and pronounced centripetal new
bone formation in a direction toward the magnetized metal devices. Conclusion: the

in vivo buried magnetic field favored bone healing at the site of the surgical defect.

Keywords: Oral and maxillofacial surgery; Static magnetic field; Alveolar wound

healing; Lyophilized bone allogratft.
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1 INTRODUCAO

A constante busca por solugdes que possam oferecer os melhores resultados
clinico-cirurgicos aos pacientes esta presente na pratica diaria da Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais. Dentro deste contexto, faz-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas, fundamentais para o aparecimento e consolidagao
cientifica das condutas terapéuticas.

Dessa maneira, os enxertos 0sseos ja consagrados sdo amplamente utilizados
no tratamento de varias afeccbes do esqueleto, no preenchimento de cavidades ou
como suporte estrutural nas falhas Osseas segmentares, nas reconstrugbes buco-
maxilo-faciais, no tratamento de defeitos 6sseos apds cirurgias de tumores benignos e
cistos, entre outros (GASDAG et al, 1995; PURICELLI; BARALDI; CARDOSO, 2004;
GALIA et al, 2005; MOZELLA et al, 2005; PURICELLI; BARALDI; PARIS, 2005).

Contribuindo com os diferentes tratamentos, as pesquisas avancam na
investigacdo dos efeitos bioldgicos dos campos magnéticos. O campo magnético
permanente e sepultado apresenta-se como um importante auxiliar na aceleragcdo do
reparo e neoformagéo o6ssea, além de favorecer o processo de integragdo de enxertos
osseos (ULBRICH, 2003; DUTRA, 2005; PURICELLI et al, 2006).

O presente trabalho propde o estudo histolégico da aplicagdo de um campo
magneético sepultado, estatico e permanente em area de enxerto Osseo alégeno

liofilizado e dento-alveolar associada a defeito cirurgico em mandibulas de ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O osso € um tecido conjuntivo mineralizado cuja fungéo esta relacionada com a
constituicdo do esqueleto, sustentacéo e fixacdo dos musculos, suporte para as partes
moles e protecao de 6rgaos vitais. Aloja a medula éssea e funciona como depdsito de
ions calcio, fosfato e outros (ROSS; REITH; ROMRELL, 1993; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004; MARKS; HERMEY, 1996).

O tecido Osseo pode ser descrito, segundo a microestrutura, em quatro
componentes: células, matrizes organica e inorganica e fatores sinalizadores soluveis
(fatores de crescimento) (HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999).

Os osteoblastos, ostedcitos e as células osteoprogenitoras derivam de células-
tronco do mesénquima ou ectomesénquima, sendo encontradas na medula 6ssea e em
uma regiao de células proliferativas adjacente a camada osteoblastica no periésteo. Os
osteoblastos s&o responsaveis pela sintese e secrecdo da camada inicial nao
mineralizada da matriz organica, denominada ostedide (BURKITT et al, 1994;
WHITSON, 2001). Quando em atividade de sintese sdo cubdides, com citoplasma
basofilo. O contrario ocorre quando estdo em pouca atividade, onde apresentam-se
achatados e a basofilia do citoplasma diminui (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos, por sua vez, sao derivados do sistema mononuclear/fagocitario-
sistema hematopoiético. Histologicamente apresentam citoplasma granuloso,
fracamente basdfilo e aciddéfilo, em células jovens e maduras respectivamente. Sua
superficie ativa esta voltada para a matriz 6ssea com vilosidades, circundados por um
citoplasma pobre em organelas. Os osteoclastos estdo presentes nos processos
fisiologicos e patoldgicos de reabsorgdo (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

O tecido 6sseo é constituido por uma matriz organica colagénica (colageno Tipo
[), contém aproximadamente 60% de material inorganico, 25% de material organico e

15% de agua. A matriz organica que compde o material extracelular é formada por
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proteinas associadas, glicoproteinas e polissacarideos (BERKOVITZ; HOLLAND;
MOXHAM, 2004).

A fase inorganica é composta por hidroxiapatita carbonatada (HA) -
Ca10(PO4)s(OH),, na forma de cristais de comprimentos variaveis distribuidos entre as
fibrilas colagenas tanto no interior quanto na superficie da matriz (MARKS;
HERMEY,1996; BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004). Ainda, de acordo com
Kessel (2001) compdem esta matriz, fosfato de calcio ndo cristalino, ions citrato,
bicarbonato, fluoreto, magnésio, potassio e sédio em menores quantidades.

Os fatores de crescimento também compdem a microestrutura do tecido 6sseo.
Sao compostos por polipeptideos de diversas familias. Para exercerem sua fungao, as
células devem expressar receptores em sua superficie. Quando reconhecidos,
interagem tanto com os componentes presentes na membrana quanto com os ligados
no citoplasma (TEN CATE, 2001a).

Os fatores de crescimento elaborados pelos osteoblastos sdo fundamentais no
desenvolvimento das células Osseas. Estes fatores auxiliam na regulacdo do
metabolismo celular. Osteoblastos secretam varios membros da superfamilia das
proteinas morfogenéticas o6sseas (BMP), incluindo BMP2, BMP7 e o fator de
transformacdao de crescimento beta (TGF- B) em adigdo ao fator de crescimento
insulina-dependente (IGF-1 e IGF-Il), fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF- AA) e fator fibroblastico de crescimento beta (FGF- ) (TEN CATE, 2001a).

Os componentes da microestrutura, quando unidos, formam a macroestrutura
O0ssea, composta de osso cortical e osso esponjoso (HOLLINGER; BUCK; BRUDER,
1999; BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

O tecido 6sseo localizado na maxila e mandibula, que constitui com o ligamento
periodontal e o cemento, o sistema de ancoragem dentéria, € denominado tecido 6sseo
alveolar (ARANA; KATCHBURIAN, 2004). Ele apresenta espessura que varia entre 0,1
e 0,4mm (ARANA; KATCHBURIAN, 2004). Limita-se entre os apices radiculares e os
processos alveolares do corpo da mandibula e da maxila. Funciona como tecido
mineralizado de suporte, oferece insercdo aos musculos, promove arcabouco para a
medula 6ssea e atua como reservatorio para ions, especialmente o calcio. Além disso,

possui plasticidade, permitindo remodelamento conforme as demandas funcionais. Seu
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desenvolvimento e manutencao estado diretamente relacionados a presencga dentaria,
para preservacao de sua massa 6ssea (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

Internamente, uma fina camada de osso compacto reveste o alvéolo dentario e
fornece insercao as fibras do ligamento periodontal. Externamente, sobre as superficies
vestibular e lingual/palatina, ha presenca de camadas de osso compacto formando a
lamina alveolar externa e interna. Entre elas, existem quantidades variaveis de osso
esponjoso dependendo de sua localizagdo (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

O tecido 6sseo é revestido por um tecido conjuntivo denso e fibroso denominado
periosteo. Quando localizado internamente, € chamado enddsteo. Este € mais celular e
vascular, garantindo a nutricao do peridsteo. As fibras de Sharpey (fibras colagenas do
tecido 6sseo) unem firmemente o peridsteo ao tecido 6sseo. As células do periosteo
diferenciam-se facilmente em osteoblastos e tém papel importante no crescimento e
reparo 6sseo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.1.1 REPARO OSSEO ALVEOLAR

As lesdes no tecido 6sseo podem ser causadas por eventos locais ou sistémicos
(PETERSON et al., 2004).

O tecido 6sseo, ap6s injuria, ativa um processo de cicatrizagao, que envolve uma
cascata de eventos, desde o reparo até a remodelagao, descrita no modelo classico de
fratura (MASTERS, 1988; BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

O remodelamento €& reconhecido como um processo ciclico, pelo qual o 0sso
deve manter um equilibrio dindmico entre reabsorg¢édo e neoformacgao (MASTERS, 1988;
BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

Segundo Carvalho e Okamoto (1987), apdés uma exodontia, o alvéolo dentario é
preenchido por sangue. O sangue coagulado isola a ferida éssea do ambiente da
cavidade bucal (HUPP, 1996). A cicatrizagédo alveolar ocorre em dois grandes estagios,
inicialmente reparo e posteriormente remodelagcdo. O reparo é caracterizado pela

presenca de um osso imaturo, rapidamente formado por osteoblastos em atividade e
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fiboras colagenas entrelacadas orientadas aleatoriamente. As propriedades
biomecanicas do osso imaturo séo pobres se comparadas ao osso maduro, devido ao
menor grau de mineralizagao e organizagdo (RASMUSSON, 1998).

No segundo estagio da cicatrizagdo dssea, inicia-se o processo de remodelagao,
0 0sso imaturo sera substituido por um osso organizado e lamelar (RASMUSSON,
1998). Durante esse processo, ha uma intima relagao entre deposicao e reabsorgao. A
superficie Ossea alveolar, onde esta acontecendo a formacdo o&ssea, apresenta
numerosos nodulos calcificados no interior e em torno das fibras colagenas. Na area de
reabsor¢ao, ha presenca de lacunas denominadas lacunas de Howship (BERKOVITZ,
HOLLAND; MOXHAM, 2004).

No osso alveolar imediatamente apdés a exodontia, evidenciam-se
radiograficamente os limites do alvéolo por um tecido radiopaco continuo que
caracteriza a presenca da lamina dura. Em média, apds 63 dias, podem ser observadas
areas radiopacas nas proximidades da lamina dura em formagao centripeta (TEN
CATE, 2001a).

Carvalho e Okamoto (1987) consideram completa a reparagdo do alvéolo
quando este encontra-se totalmente preenchido por tecido 6sseo neoformado e a crista
alveolar remodelada. Isto ocorre por volta dos 21 dias pds exodontia em ratos e 48 dias
em caes.

No homem esse processo de reparo pode ser acompanhado radiograficamente.
Sao utilizados métodos histométricos e radiograficos. Entretanto, exames radiograficos
de rotina podem apenas detectar mudangas na densidade mineral 6ssea entre 30-40%
(JEFFCOAT, 1992), ja que sua sensibilidade é limitada (ELSUBEIHI; HEERSCHE,
2004).

O processo de cicatrizacdo em ratos € basicamente similar ao humano, em
relacdo a sequéncia de eventos, porém, ocorre mais rapidamente (AMLER; JOHNSON;
SALMAN, 1960; BOYNE, 1966; AMLER, 1969).

Muitos estudos séo realizados para avaliagao da cicatrizacdo dssea alveolar em
animais. Entretanto, na maioria deles, a avaliacido quantitativa do reparo alveolar em
ratos torna-se restrita a alguns dentes e a periodos que ndo excedem 60 dias pods
exodontia (GUGLIELMOTTI ; CABRINI , 1985; BODNER et al, 1993).
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2.2 TECIDOS DENTARIOS

Os dentes sao compostos por trés tecidos mineralizados: esmalte, dentina e
cemento. No interior dessas estruturas encontra-se a polpa dental. O suporte das
estruturas dentarias é feito pelo periodonto (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

O esmalte dentario, em condigbes fisiologicas, recobre a parte do dente que
estd exposta ao meio bucal. E o tecido mais mineralizado e, portanto, mais duro do
corpo humano. Cerca de 86% é constituido por material inorgénico, 12% de agua e em
torno de 2% é formado pela matriz organica (FEJERSKOV; THILSTRUP, 1990).

A composicdo da dentina € estimada em cerca de 70% de material inorganico,
18% de material organico e 12% de agua. A porgdo inorganica constitui-se,
principalmente, de cristais de hidroxiapatita. Outros sais inorganicos, tais como
carbonatos, fosfato de calcio, diferentes da hidroxiapatita e sulfatos, estao presentes.
Ainda, registram-se elementos como F, Cu, Zn, Fe e outros. A por¢cdo organica
consiste, principalmente, de colageno, que representa 17% do tecido e 93% de todo
material orgénico. Fragcbes de lipidios, glicosaminoglicanas e compostos nao
identificados de proteina constituem, cada um, cerca de 0,2% (MJOR, 1990). A dentina
e a polpa constituem a maior parte do dente (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM,
2004).

A polpa é um tecido conjuntivo frouxo e especializado. E considerada de
natureza imatura e indiferenciada. Suas entidades estruturais basicas séo: células de
tecido conjuntivo, fibras e substancia fundamental amorfa (MJOR, 1990).

As células mais caracteristicas da polpa dentaria sdo os odontoblastos, que
formam uma camada de revestimento em sua periferia. Outras células encontradas no
tecido pulpar sao células ectomesenquimais indiferenciadas, macrégafos e linfocitos T.
Entretanto, as células mais numerosas sao os fibroblastos, cuja fungdo € formar e
manter a matriz pulpar que consiste em colageno e substancia fundamental (ARANA,;
KATCHBURIAN, 2004; TEN CATE, 2001b).

A substancia fundamental é composta principalmente de glicosaminoglicanos,

glicoproteinas e agua, sendo responsavel pelo suporte das células e atuando como
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meio de transporte de nutrientes (TEN CATE, 2001b). A polpa comunica-se com o
ligamento periodontal através dos forames apicais ou por eventuais canais laterais,
pelos quais passam os elementos vasculares e nervosos (SOARES; GOLDBERG,
2001).

Nervos contendo fibras sensitivas provenientes do nervo trigémeo e ramos
simpaticos do ganglio cervical superior penetram através do forame apical e dos
forames acessoérios como grossos feixes. Esses feixes, constituidos tanto por axénios
mielinicos como amielinicos, atravessam a polpa do canal radicular, chegando a
camara pulpar. Nessa regidao, ramificam-se em diregdo a periferia pulpar, onde
constituem um plexo nervoso caracteristico denominado plexo de Raschkow (ARANA;
KATCHBURIAN, 2004). A polpa € um tecido conjuntivo com resposta especifica a
lesbes cirurgicas e traumaticas, assim como a agressdes bacterianas. As diferentes
agressdes que interferem com o suprimento neurovascular da polpa dao origem a
varias respostas de cicatrizagao e defesa que variam desde a formagao localizada ou
generalizada de dentina secundaria até uma inflamag&o pulpar, reabsorgao interna e
necrose, com e sem infeccdo (ANDREASEN; ANDREASEN, 2001).

A caracteristica geral da resposta de cicatrizagao da lesao pulpar é a substituigao
do tecido danificado por um tecido pulpar recém-formado. Ocorre a invasado de
macrofagos, novos vasos e células progenitoras pulpares na zona traumatizada,
através da qual o tecido pulpar é gradualmente substituido por um novo tecido pulpar
(ANDREASEN; ANDREASEN, 2001).

O cemento é o tecido que recobre a dentina radicular e tem como principal
funcao a insergao das fibras do ligamento periodontal na raiz dentaria (KATCHBURIAN;
ARANA, 1999). E um tecido conjuntivo especializado, estruturalmente semelhante ao
0sso compacto, porém avascular. O conteudo mineral € de aproximadamente 65% do
peso, a matriz organica constitui 23%, e os 12% restantes sdo de agua. Como no 0sso
e na dentina, a porgdao mineral do cemento é constituida por calcio e fosfato, presentes,
principalmente, sob a forma de hidroxiapatita (FURSETH, SELVIG; MJOR, 1990).

Suas células, cementoblastos e cementdcitos, sdo similares aos osteoblastos e
ostedcitos. Por ser avascular, sua nutricido se da por difusdo através do ligamento

periodontal. O cemento normalmente n&o sofre remodelagcdo, embora seja passivel de
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reabsor¢cao e neoformagdao com uma intensidade muito menor que a do tecido 6sseo
(ARANA; KATCHBURIAN, 2004).

O ligamento periodontal contém os precursores osteogénicos associados a
pequenos vasos sanguineos (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004). Trata-se de
um tecido conjuntivo mole e especializado, situado entre o cemento e o osso alveolar.
Tem como fungao suportar o dente em seu alvéolo, permitir que ele resista as forgas

mastigatorias e atuar como receptor sensorial (TEN CATE, 2001b).

2.3 ENXERTOS OSSEOS

Enxerto 6sseo é o tecido 6sseo transplantado de uma area doadora para uma
area receptora (PURICELLI, 2000).

A base cientifica do transplante ésseo foi estabelecida em meados do século
XIX, com as observagdes de Ollier (1867) sobre as propriedades osteogénicas do 0sso
e do peridsteo.

Os enxertos 6sseos podem ser utilizados nas diferentes estruturas anatémicas
na forma estrutural esponjosa, cortical ou cortico-esponjosa (PURICELLI; BARALDI;
CARDOSO, 2004).

A integragao dos enxertos 6sseos pode ser obtida através de trés mecanismos: a
osteogénese, a osteoindugdo e a osteocondugcdao (PROLO; RODRIGO, 1985,
GOLDBERG; STEVENSON, 1987, CAICOYA, 2004; PURICELLI; BARALDI; PARIS,
2005).

A osteogénese refere-se a capacidade de formar osso a partir da transformagao
de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos,
aumentando o crescimento 6ésseo ou mesmo formando osso onde nao era esperado
(URIST, 1980).

A osteoconducdo € caracterizada por uma neoformacido 6ssea por aposicao.

Sobre 0 enxerto, os materiais osteocondutores formam um arcaboucgo para deposic¢ao e
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proliferacdo celular da atividade osteoblastica (MASTERS, 1988; BEZERRA,;
LENHARO, 2002).

Osteoinducédo € o processo de recrutamento de células progenitoras do leito
receptor até o enxerto Osseo, onde se diferenciam em osteoblastos (CYPHER;
GROSSMANN, 1996). Elementos estimuladores do enxerto, (proteinas morfogenéticas,
fatores derivados de plaquetas, fatores de crescimento de fibroblastos, etc), estimulam
o leito receptor a invadir a estrutura com elementos osteogénicos ativos. Esse processo
necessita de um estimulo indutor e um ambiente favoravel para a osteogénese
(CAICQOYA, 2004).

Os enxertos 6sseos, a partir do doador, podem ser classificados em trés tipos:
autdgenos, alégenos ou xenogenos (MASTERS, 1988; MISCH; DIETSH, 1993;
MARTINEZ; WALKER, 1999; MOZELLA et al, 2005).

2.3.1 ENXERTO OSSEO AUTOGENO

O enxerto 6sseo retirado de um sitio para outro, num mesmo individuo, denomina-
se enxerto 6sseo autégeno (STEVENSON, 1999; MOZELLA, et al, 2005 ).

Devido as propriedades de osteogenicidade, osteocondugédo e osteoinducdo este
enxerto representa o “padrdo ouro” nas enxertias Osseas (PURICELLI; BARALDI;
PARIS, 2005). Apresenta excelente potencial de revascularizagcao, além de ser o Unico
a fornecer ao leito receptor células com capacidade de neoformacéo 6ssea, fatores de
crescimento e um arcabougo 6sseo imunologicamente idéntico ao do leito receptor.
(PROLO; RODRIGO, 1985; BLOCK, 1998). Entretanto, o aumento da morbidade
cirurgica devido a necessidade de outro sitio cirdrgico e a limitacdo da quantidade de
material para reconstrugdo de grandes defeitos impulsionaram as pesquisas para

desenvolvimento de formulas alternativas de enxertia 6ssea (LAND et al, 2000).
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2.3.2 ENXERTO OSSEO XENOGENO

O enxerto 6sseo proveniente de outra espécie denomina-se enxerto 0sseo
xenodgeno. Atualmente, o enxerto derivado de osso bovino € o mais utilizado. O osso
bovino orgéanico (constituido principalmente de colageno tipo | — cerca de 95%, tragos
de fatores de crescimento e BMPs) &€, normalmente, desprovido de células, lipidios e
proteinas imunogénicas. O inorganico (constituido de hidroxiapatita natural com
carbonato) € desprovido de proteinas e células, apresentando uma estrutura cristalina,
praticamente idéntica ao osso humano. Os produtos derivados do osso bovino
apresentam boa biocompatibilidade, com menor risco de antigenicidade ou zoonoses,
visto os processos de tratamento pelos quais passam (liofilizacdo, desmineralizagéo e
desproteinacao) (HERCULIANI et al, 2000).

Por sua facil obtengao e disponibilizagdo em grandes quantidades, esta forma de
enxerto fornece boa estrutura de suporte, com propriedades de osteoconducdo em
tecidos com alto conteudo de calcio e fésforo, essenciais para a neoformagao ossea
(DAMIEN; PARSONS, 1991; STEPHAN et al, 1999, OLIVEIRA et al, 1999). Os
resultados observados contribuem para que a utilizagédo de osso bovino como enxerto
em seres humanos apresente-se cada vez mais frequente (SALAMA, 1983, DONATI;
GAGLIARDI; CAPANNA, 1990; KUBLER et al, 1993).

2.3.3 ENXERTO OSSEO ALOGENO

O enxerto 6sseo aléogeno é proveniente de doador geneticamente distinto do
receptor, porém da mesma espécie, contendo propriedades osteoindutoras e
osteocondutoras, (MASTERS, 1988, MARTINEZ; WALKER, 1999; MOZELLA et al,
2005).
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Da mesma forma que o0s enxertos 0sseos xendgenos, 0s enxertos 0sseos
alégenos necessitam de técnicas de preparo para sua obtengcao (PAPPAS, 1968;
TOMFORD et al, 1983; HOBAR; BYRD, 1990).

Albee (1912) iniciou o armazenamento de enxertos 0sseos em ambientes
refrigerados. Inclan (1942) e posteriormente Wilson (1947) publicaram estudos em que
descreveram o uso de 0sso preservado em cirurgia ortopédica. Friedlaender (1985)
observou a influéncia favoravel do frio na preservagado das qualidades osteogénicas do
enxerto. Hoje rotineiramente sdo processados e estocados em banco de o0ssos
(CALAPODOPULOQOS; VOLPON, 1994). Delloy et al (1991) afirmaram que os enxertos
nao sofrem alteracbes em sua qualidade, podendo ser armazenados por tempo
indeterminado, desde que em adequadas condi¢gdes, protegidos do ar e de
contaminagdes. Entende-se que o modo de armazenamento dos enxertos influencia a
osteoindugdo (DUARTE DA SILVA, 2000).

O sucesso do enxerto 6sseo alégeno esta relacionado a sua atividade
osteoindutora, ja que o mesmo ndo possui células ésseas vivas para iniciar a
osteogénese, e na resposta imunolégica causada pela histocompatibilidade enxerto-
hospedeiro (TOMFORD et al, 1983; BURCHARDT, 1987; FRIEDLAENDER, 1987,
GOLDBERG; STEVENSON, 1987; HOBAR; BYRD, 1990).

Estdo disponiveis em grande escala e n&o apresentam as complicagdes
relacionadas com a area doadora, como ocorre com o0 enxerto autégeno. Além de
oportunizarem redugcdo do tempo anestésico-cirurgico, da perda sanguinea e da
morbidade cirdrgica (MOZELLA et al, 2005). Entretanto, apesar da inferioridade do
alégeno, quando comparado ao autdogeno, no que se refere ao potencial osteogénico,
alguns autores demonstram boa integracdo do enxerto 6sseo alégeno (PHILLIPS et al,
1997; VOLPON; COSTA, 2000).
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2.3.3.1 ENXERTO OSSEO ALOGENO LIOFILIZADO

O enxerto 6sseo alégeno liofilizado surgiu como proposta no Banco Naval de
Tecidos na cidade de Bethesda, nos Estados Unidos, em 1951, para contribuir com o
tratamento ortopédico (ZASACKI, 1990).

O processo de liofilizagdo consiste na remog¢ao da umidade dos tecidos ésseos
congelados. O tecido ésseo € previamente desengordurado e a matriz proteica mineral
€ mantida. Apods, este processo, os enxertos sdo lacrados a vacuo e armazenados a
temperatura ambiente por um periodo de até cinco anos. Estes métodos diminuem a
antigenicidade e consequentemente reduzem riscos de transmissdo de doengas,
provocam minimas alteragcbes bioquimicas, sem efeitos que limitem as propriedades
osteoindutivas. Apesar dessas vantagens, apresenta alto custo no processo de preparo
(BOYNE, 1968; URIST, 1976; RAAB et al, 1991; ZASACKI, 1991; MELLONIG;
PREWETT; MOYER, 1992; GASDAG et al, 1995; KAKIUCHI; ONO, 1998; GALIA et al,
2005).

Apesar de serem controversos, estudos demonstram que a liofilizacao altera a
forca mecanica do enxerto, impedindo seu uso em locais do esqueleto 6sseo que
necessitem de grande suporte (HOBAR; BYRD, 1990; GUO; XIA; LIN, 1991).

Macedo et al (1999) compararam a resisténcia a compressao in vitro dos
enxertos 6sseos congelado, liofilizado e reidratado, de origem bovina. Nao encontraram
diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos estudados. Observaram que o
enxerto 6sseo bovino, congelado e posteriormente descongelado durante uma hora,
suporta as mesmas cargas compressivas e possuem a mesma razdo de deformagéo
que o 0sso bovino liofilizado e reidratado. Verificaram também que o processo conjunto
de liofilizagcao e reidratagdo do osso nao altera as suas propriedades biomecanicas de
compressao.

Galia et al (2005) realizaram estudo em ratos onde avaliaram e compararam
histologicamente a osteointegracéo e a antigenicidade dos enxertos ésseos alégeno e
xenogeno conservados por meio de congelamento e liofilizagdo. Concluiram nao haver

diferenca estatisticamente significativa na resposta inflamatéria e na capacidade de
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osteointegragcao entre os enxertos 0sseos. Evidenciaram também, ndao haver diferencga
significativa quanto a forma de preservagao desses enxertos.

Leite (2005) avaliou em estudo experimental in vivo, radiografica e
histologicamente, o comportamento do incisivo inferior de rato frente a realizacdo de
uma solugao de continuidade em sua por¢ao radicular mediana quanto ao seu trajeto
de erupcao e vitalidade pulpar; a capacidade do espacgo alveolar como leito 6sseo para
estudo de enxertias; o comportamento do enxerto 6sseo liofilizado quanto a integragao
e cicatrizacdo em relacdo ao processo fisico de compressao provocado por uma forca
din@mica resultante da erupc¢ao dentaria. O autor concluiu que o incisivo inferior do rato
submetido a odontosseccdo em seu segmento dentario segue um processo de
crescimento e erupcgédo; o tecido pulpar mantém sua vitalidade, reagindo na forma de
cicatrizagdo dentinaria compativel com o dente humano; o enxerto ésseo aldégeno
liofilizado evoluiu favoravelmente no processo de incorporacdo a partir de um leito
receptor criado no alvéolo dentario. A dindmica da erupgao dentaria pode criar forca em

padréo fisioldgico para testar a resisténcia e estabilidade do enxerto 6sseo cicatrizado.

24  MAGNETISMO E REPARO OSSEO

As culturas de povos antigos como hebreus, arabes, hindus, egipcios e chineses,
ja conheciam e aplicavam os fendmenos associados ao magnetismo. A pedra mineral
de magnetita era usada com variada finalidade terapéutica. Desde reumatismos,
espasmos musculares e prisdo de ventre. Os chineses usavam as pedras magnéticas
juntamente com a acupuntura, na tentativa de aliviar dores e de restabelecer a saude
de seus pacientes (GUIMARAES, 2005).

O termo magnetismo deriva do nome “Magnésia”, cidade da antiglidade, ent&o
localizada na Asia Menor, hoje correspondente & Turquia. Nessa regido existia um
minério chamado magnetita, conhecido como pedra magnética. Esta possuia a
propriedade de atrair a distancia objetos ferrosos (GUIMARAES, 2005).
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A habilidade que os campos magnéticos possuem de atravessar um determinado
material denomina-se permeabilidade magnética. Essas substancias podem ser
classificadas de acordo com esta caracteristica em paramagnéticas, ferromagnéticas ou
diamagnéticas. Nos paramagnéticos, entre eles o titanio, a interagdo entre os dipolos
nao €& forte e encontram-se, normalmente, orientados ao acaso. Na presenca de um
campo magnético externo, os dipolos se alinham parcialmente. Porém, em temperatura
ambiente, € muito pequena a fracdo de moléculas que permanecem alinhadas uma vez
que a agitagao térmica tende a randomizar as orientagdes. Dessa maneira, apresenta
pouca capacidade de imantar-se quando exposto a um campo magnético externo.
(KITTEL, 1976; TIPPLER, 1995). Nos materiais ferromagnéticos, em virtude da forte
interacdo dos dipolos magnéticos vizinhos, ha um elevado grau de alinhamento mesmo
quando o campo magnético externo for pequeno, o que provoca um reforgco no campo
magnético da substancia. Os materiais em que as moléculas nao apresentam
momentos magnéticos permanentes denominam-se diamagnéticas. Isso se deve a
presenca de um dipolo magnético induzido, que se opde a diregdo do campo magnético
externo (TIPLER, 1995).

O campo magnético pode ser entendido como o movimento de cargas elétricas
(elétrons) ao redor de atomos de ferro que constituem o ima. Os campos
eletromagnéticos, por corrente elétrica. Nos imas, uma bobina € enrolada em volta de
um nucleo de ferro e uma corrente € estabelecida; a intensidade do campo magnético &
determinada pela grandeza da carga (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 1994).

Os imas permanentes tém a propriedade de criar campos magnéticos constantes
e estaveis, sendo a mais antiga aplicagdo dos materiais magnéticos. Nao precisam da
aplicacado de corrente elétrica para produzirem um campo magnético. A exposigao a
altas temperaturas e/ou a intensa compressao podem alterar o seu momento magnético
(CULLITY, 1972; HALLIDAY; RESNICK; WALKER,1994).

Podem ser classificados em isotropicos e anisotrépicos. Os primeiros sao
chamados de n&o orientados, suas propriedades magnéticas sdo aproximadamente as
mesmas em qualquer diregcdo. Ja os anisotropicos, possuem suas moléculas pré-
orientadas aleatoriamente durante o processo de produgdo. Sdo prensados em um

campo magnético onde adquirem a diregdo magnética preferencial antes da
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sinterizacao final. Devido a essa orientagdo molecular, seu desempenho magnético é
muito superior em relagéo aos nao orientados (CULLITY, 1972).

Comercialmente apresentam-se diferentes, quanto aos grupos de ligas utilizadas
em sua composi¢cdo. Sao elas: NdFeB (neodimio, ferro, boro), SmCo (samario,
Cobalto), AINiCo (aluminio, niquel, cobalto), ferrite. Os magnetos de NdFeB,
apresentam alta intensidade de campo magnético, baixo custo, boa resisténcia e
temperatura critica de 200°C (CAMPBELL, 1996).

Dividindo o ima em duas partes, teremos sempre duas substancias cada qual
com os polos norte e sul. Este fenbmeno da inseparabilidade dos pélos dos imas
denomina-se dipolo magnético fundamental (TIPLER, 1995). No interior do campo
magnético, as linhas tém orientacdo do pdlo sul para o polo norte, enquanto que
externamente saem do pdlo norte e chegam ao pdlo sul. Existe uma forga de interagéo
entre os imas, onde sempre polos iguais se repelem e diferentes se atraem (HALLIDAY;
RESNICK; WALKER, 1994).

O campo magnético é vetorial, estd em todo o espago ao redor do imé&. Os
magnetos (imas) podem ser posicionados interna ou externamente ao organismo,
gerando, assim, campos magnéticos (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 1994).

Bruce, Howllet e Huckstep (1987) avaliaram a cicatrizacdo em fraturas de radio,
induzidas em coelhos, sob o efeito de um campo magnético com intensidade entre 220
e 260 gauss (G), produzido por magnetos de samario-cobalto, posicionados
externamente. Afirmam que sdo necessarias maiores intensidades de forga para
fraturar os radios expostos ao campo magnético, em relagdo ao lado controle. No

entanto, ndo foram encontradas diferengas histoldgicas entre os grupos.

Darendelier, Sinclair e Kusy (1995) estudaram os efeitos de campos magnéticos
produzidos por magnetos de samario-cobalto, e campos eletromagnéticos na
movimentacado dentaria de porcos em relagdo a grupos ndo magnetizados. Os grupos
estimulados por campos magnéticos evidenciaram maior quantidade de o0sso

neoformado e organizag&o na area da movimentagéo ortodéntica.

Darendeliler, Darendeliler, Sinclair (1997) demonstraram em porcos, que campos

eletromagnéticos pulsado e magnético estatico aceleram o reparo 6sseo quando
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comparados ao grupo controle. Os resultados histolégicos demonstraram que no grupo
controle, o local osteotomizado apresentava apenas tecido conjuntivo, enquanto que
nos grupos submetidos ao campo magnético, ja possuia nova formagao ossea.

Turk (2001), em um estudo in vivo, investigou o efeito do campo magnético no
reparo de fraturas 6sseas. Foram realizadas osteotomias em fémures de coelhos, e
estes submetidos a um campo magnético externo de baixa intensidade. O grupo teste
apresentou aumento da densidade do calo 6sseo comparado ao grupo controle,
mostrando um efeito positivo do campo magnético no reparo 6sseo.

Tengku et al (2000) avaliaram o efeito de um campo magnético estatico sobre a
movimentacdo ortoddntica, utilizando como modelo experimental ratos. O campo
aplicado (100-170 gauss) n&o favoreceu a movimentacdo dentaria e ndo alterou a
aparéncia histologica do ligamento periodontal. No entanto, houve reabsorc¢ao radicular
significantemente maior, aumento da largura do ligamento periodontal e maior atividade
de células clasticas, em comparacéo ao o grupo controle.

Linovitz et al (2002) realizaram o primeiro ensaio clinico randomizado, duplo-
cego, controlado por placebo, para avaliar o efeito combinado de dois campos
magnéticos no reparo primario da fusdo da coluna lombar. Concluiram que a utilizagao
deste tratamento coadjuvante acelera o processo de reparo e aumenta a fusao da
coluna lombar em humanos.

Ulbrich (2003) e Puricelli et al (2006), em estudo experimental em ratos,
utiizando campos magnéticos permanentes sepultados, evidenciaram estimulo e
aceleragao no processo de cicatrizacdo 6ssea. Nos periodos experimentais de 15 e 30
dias, a cicatrizagdo mostrou-se acelerada em relagdo aos controles. Ja aos 60 dias
houve marcada neoformagao 6ssea no grupo teste, propondo um efeito de estimulagao
magnética continuada durante todo o periodo experimental.

Dutra (2005) em estudo experimental em ratos, utilizando campos magnéticos
permanentes sepultados, observou que a liga de ago inoxidavel imantada foi capaz de
favorecer o processo de integragdo do enxerto 6sseo autégeno.

Singh, YashRoy e Hoque (2006) estudaram o efeito da estimulacdo de um
campo magnético estatico no processo de mineralizagdo do reparo 6sseo em caprinos.

Uma fratura unilateral transversa foi cirurgicamente criada. Dois magnetos de 800
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gauss aproximadamente foram fixados na linha de fratura em pdlos opostos de modo a
estabelecer o campo magnético. Apds 45 dias foram feitas tomadas radiograficas e os
resultados mostraram que a formagao de matriz extra-celular e de sua micro-estrutura
foram estimuladas pela agdo do campo magnético, observada pela rapida osteogénese
e regeneragao do tecido 6sseo. Padrbes de difracdo radiografica para os grupos
tratados e controle revelaram a presengca e orientagao de estruturas cristalinas. O
percentual de cristalinidade e tamanhos dos cristais foram maiores no grupo

experimental.

2.5 MODELO ANIMAL

Atividades de pesquisa que envolvam animais devem ter planejamento e serem
realizadas adequadamente seguindo aspectos eticamente corretos, metodoldgicos e de
biosseguranca. Devem seguir critérios normativos minimos, como a definicdo de
objetivos legitimos, imposi¢do de limites a dor e ao sofrimento, garantir um tratamento
humanitario aos animais e passar pela aprovagcdo de um comité de ética independente
(RAYMUNDO; GOLDIM, 2006).

Nos estudos com animais, os ratos sao os preferidos por serem criados em
grandes quantidades com menor custo, ao contrario dos caes e gatos (KIRK; LIM;
KHAN, 1989).

Os ratos utilizados em pesquisa devem ser mantidos em biotério, recebendo
manejo sanitario e alimentar compativeis com sua finalidade (SILVA FILHO, 2006).

As técnicas de manuseio e cuidados dos animais de laboratdrio devem ser
corretas, a fim de evitar estresse dos mesmos. (RHODEN et al, 2006). Essas medidas
estdo relacionadas ao ambiente fisico, alojamento, temperatura, umidade, ventilagéo,
iluminagao, ruidos, alimentacdo, agua e cuidados de higiene recebidos nos biotérios, o
que poderia influenciar seus parametros fisiolégicos e comportamentais, constituindo-se
um viés de afericdo (HARKNESS; WAGNER, 1993; RHODEN et al, 2006).
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Os ratos possuem metabolismo diferenciado quando comparados a outros
animais de laboratério. Apresentam temperatura corporal entre 35,9°C e 37,5°C,
frequéncia cardiaca que oscila entre 250 e 450 batimentos por minuto e frequéncia
respiratoria variando entre 70 e 115 inspiragdes por minuto, como seus valores
fisiolégicos normais (SILVA FILHO, 2006).

Os cuidados pré-operatérios e transoperatérios devem atender ao tipo de
procedimento a ser desenvolvido. Durante a técnica operatéria devem ser seguidos os
critérios de biosseguranga e propedéutica cirurgica (SILVA FILHO, 2006)

Nos ratos, por serem déceis e de facil manipulacédo, a medicacao pré-anestésica
sedativa € dispensavel na maioria das situagdes, exceto para indugao intravenosa.
Independente do protocolo anestésico adotado, o pesquisador deve estar atento em
alguns cuidados prévios e de monitorizagdo do processo, para atingir a resposta
anestésica desejada e minimizar seus efeitos adversos (HARKNESS; WAGNER, 1993;
SILVA FILHO, 2006) Segundo Harkness e Wagner (1993), o peso corpoéreo, percentual
de gordura, idade, sexo, linhagem, estado nutricional e de saude, conteudo
gastrointestinal, hora do dia e os ritmos respiratorio e metabdlico, podem interferir na
resposta anestésica.

Silva Filho (2006) salienta a necessidade de manutengcdo da temperatura
corporal, porque a elevada relacdo existente entre a superficie corporal e o peso
corporeo faz com que os ratos percam calor de forma muito rapida. Os autores ainda
afirmam que os anestésicos injetaveis sdo potencialmente depressores da termo-
regulacdo, somado as manobras de preparo do animal que incluem tricotomia e uso de
liquidos na desinfecgdo de campo operatério, chega-se facilmente a hipotermia.

Em caso de opg¢do de indugdo com agentes injetaveis, via intramuscular, a
combinacao quetamina e xilazina, oferece bons resultados, com uma duragao variando
entre 30 a 45 minutos de acordo com a dose (HARKNESS; WAGNER, 1993; SILVA
FILHO, 2006).

A manutengdo ou administracdo de analgesia poOs-operatoria € essencial. O
paracetamol, por via oral, oferece uma boa analgesia poés-operatéria (HARKNESS;
WAGNER, 1993). As anestesias regionais infiltrativas sao alternativas eficientes para

reducdo do sangramento trans-operatério, além de garantirem analgesia nas primeiras
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horas pés-operatérias (MARTINS 2001; KENNER, 2003; ULBRICH, 2003; CORSETTI,
2005; DUTRA, 2005; LEITE, 2005).

Apods o término do procedimento cirurgico, durante os cuidados pos-operatorios,
os ratos devem ser colocados em local aquecido e confortavel, bem como prover
acesso a agua e alimentacgao (SILVA FILHO, 2006).

Os ratos apresentam caracteristicas anatomo-fisiolégicas proprias, fundamentais
para determinagdo de algumas de suas peculiaridades. Possuem dois incisivos e seis
molares por arcada (I 1/1; C 0/0; M 3/3), potentes musculos mandibulares e sinfise
mandibular articulada (HARKNESS; WAGNER, 1993). Além disso, apresentam esmalte
apenas na superficie vestibular do dente, produzindo uma extremidade auto-cortante e
diretamente relacionada ao habito de roer destes animais (POUGH; JANIS; HISER,
2003).

Sao classificados como heterodontes pela presengca de grupos dentarios
diferentes, cada um possuindo determinada caracteristica adaptada a funcdes
especificas (SMITH, 1975). Quanto a forma, os doze molares sdo braquioddnticos
(coroa curta), situados ao fundo da cavidade bucal e utilizados para mastigagdo. Ja os
incisivos sao hipsodontes (coroa alongada), em forma de cinzel (HARKNESS;
WAGNER, 1993).

2.5.1 ERUPCAO E CRESCIMENTO DENTARIO

O processo de desenvolvimento dos dentes envolve sua formacgéo e chegada na
cavidade bucal através da erupcdo. A taxa de erupgao dentaria representa um equilibrio
entre a forga eruptiva e a forga resistente. Embora atualmente sejam restritos os
conhecimentos sobre a natureza, a fonte e a magnitude de forgas, sabe-se que
alteracdes individuais das mesmas representam uma taxa de erupg¢ao. Dessa maneira,
nos modelos experimentais, torna-se dificil isolar os possiveis agentes responsaveis
pelo processo eruptivo (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).
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Nenhuma teoria é sustentada suficientemente por evidéncias experimentais. As
teorias eruptivas podem ser divididas em dois grupos principais. Uma visao sugere que
o dente seja empurrado como resultado de forgas geradas sob e em torno do mesmo,
por crescimento de osso alveolar ou proliferagcéo celular. Alternativamente, ganha forga
a idéia de que o dente pode ser tracionado como resultado de tensdo no tecido
conjuntivo do ligamento periodontal. Dessa maneira, acredita-se que 0 mecanismo
eruptivo é uma propriedade do ligamento periodontal, ou de seu precursor, o foliculo
dentario. Trata-se provavelmente de um processo multifatorial pelo fato de que mais de
um agente possa contribuir para a for¢ca eruptiva global, envolvendo uma combinagao
de atividade fibroblastica e pressdes vasculares e/ou hidrostaticas Para os autores os
experimentos in vivo envolvendo transsecg¢ao ou resseccdo radicular de incisivos de
crescimento continuo, indicam que o ligamento periodontal € a fonte responsavel pelas
forgas eruptivas (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

Os incisivos inferiores dos ratos apresentam crescimento e erupgao continuos ao
longo de sua existéncia (POUGH; JANIS; HISER, 2003). Portanto, todos seus estagios
de desenvolvimento estdo presentes. Independentemente da idade do animal, as
estruturas sao renovadas a cada 40 ou 50 dias (SCHOULER; MASSLER, 1949;
SHORE et al, 1992).

Harari, Hermolin e Harari (2005) afirmaram que a maturidade dos ratos nao afeta
o potencial de erupcao dentaria. No entanto, esta fungdo é determinada por forcas de
ocluséo, pelo ligamento periodontal, pela forma e tamanho do dente.

Leite (2005), em modelo proposto por Puricelli, apds estudo experimental in vivo,
concluiu que o incisivo inferior do rato submetido a odontosseccdo, com brocas
cilindricas e esféricas, segue um processo de crescimento e erupg¢ao continuo.

Na literatura, sdo apresentados diversos métodos para quantificacdo e
comprovagdao do processo eruptivo continuado nos incisivos inferiores de ratos
(MELCHER; FURSETH, 1990; TAVERNE, 1991; LAW et al, 2003).

Melcher e Furseth (1990) sugeriram uma quantificacdo métrica. Para os autores,
o incisivo inferior do rato erupciona 2,8mm por semana, e aproximadamente o dobro

dessa média se for mantido fora de oclusao através de desgastes coronarios repetidos.
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Law et al (2003), em estudo experimental, investigaram a velocidade de erupgéao
de incisivos inferiores de ratos e sua possivel relagdo com comprimento da coroa
clinica. Observaram que dentes submetidos a desgastes repetitivos apresentaram
maior velocidade de erupgao, cerca de 1,0mm diario. J& os mantidos em oclusao

0,6mm aproximadamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo é descrever, através das analises histoldgicas, as
respostas teciduais, a partir da aplicacdo de um campo magnético sepultado, estatico e
permanente em area de enxerto 6sseo alégeno liofilizado e dento-alveolar associada a

defeito cirurgico em mandibulas de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sdo descrever:

- 0 comportamento do incisivo inferior do rato frente a realizacdo de uma solucéo de
continuidade em sua porgao radicular mediana, quanto ao seu trajeto de erupgao e
vitalidade pulpar;

- o comportamento dos molares inferiores do rato frente a realizacdo de uma solucao de
continuidade em sua porgao apical,

- 0 comportamento do enxerto 6sseo aldégeno liofilizado quanto a integragdao e
cicatrizacdo em relacdo ao processo fisico de compressao por uma forca dinamica

resultante da erupgao dentaria.
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4 METODOLOGIA

41 PARADIGMA

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional quantitativo

descritivo.

4.2 MODELO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental in vivo, controlado em modelo animal, com

amostra selecionada de forma randomizada.

43 LOCAL

As cirurgias foram realizadas no Laboratério de Cirurgia Experimental da
Disciplina de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais, da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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44  AMOSTRA

A amostra para o estudo foi composta por 21 ratos, da espécie Rattus novergicus
albinus, linhagem Wistar, machos, advindos do Biotério Central da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. No momento da cirurgia, os animais encontravam-se
com quatro meses de idade e peso médio de 400g. Foram sorteados sete ratos para
cada grupo, conferindo, desta forma, a aleatoriedade de cada uma das amostras. Cada
grupo foi submetido a intervengéo cirurgica, dentro da idade e peso previstos.

Durante todo o periodo do experimento, os animais foram mantidos nas
dependéncias do Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
acomodados em gaiolas de polietilieno com tampas de ago inoxidavel, regularmente
higienizadas. Sendo mantidos a temperatura ambiente de 23°C (x1°), sendo
alimentados com ragao comercial e agua ad libitum.

Os ratos foram subdivididos em trés grupos, correspondendo aos tempos
experimentais de sete, 21 e 45 dias. Em cada grupo, cinco animais destinados para o

experimento e dois animais para o controle.

45 MATERIAL

O enxerto 6sseo alégeno liofilizado de ratos, obtido a partir de fémures, utilizado
neste estudo foi preparado junto ao Servigo de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Seguiu processo de liofilizagcao
baseado no protocolo de Kakiuchi e Ono (1998). Para o experimento, foi utilizado na
forma particulada, obtida através da trituragcdo manual. Foram utilizados ainda,

dispositivos metalicos ndo magnetizados de titanio' e magnetos® de NdFeB com

' PROMM, Comércio de Implantes Cirurgicos Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil.
2 Importado por Xu Li Com Exp Imp Ltda.
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campo magnético médio de 250G de poténcia. Os dispositivos apresentavam forma

discoide com 3mm de diametro e 1mm de espessura.

4.6 DELINEAMENTO CIRURGICO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental realizado neste trabalho foi idealizado por Puricelli
(2003) dentro da linha de pesquisa, ja iniciada a partir de Ulbrich (2003) e Leite (2005),
na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Durante todos os procedimentos cirurgicos, foram mantidos os critérios de
biosseguranca. Os profissionais devidamente paramentados com avental cirurgico,
luvas cirurgicas estéreis, propés, mascara, gorro e 6culos de protegcdo. O instrumental
cirurgico utilizado foi esterilizado em autoclave a 132°C com 1atm de pressdo durante
4min.

Para a anestesia de cada animal, realizaram-se inje¢cdes intramusculares de
xilazina' e quetamina®, nas dosagens de 0,01ml/kg e de 0,1ml/kg, respectivamente.

Uma vez anestesiados, os animais foram submetidos a tricotomia manual na
regido submandibular direita. Apds, foram individualmente acomodados sobre um
colchdo térmico, em uma mesa plana de trabalho de 30X30cm, em posicdo de
decubito-lateral e cabega sobrestendida. A antissepsia do campo operatério foi
realizada com solugdo aquosa de clorexedina a 2% e, apos, o campo cirurgico foi
isolado com campos estéreis.

A seguir, realizou-se anestesia terminal infiltrativa, na regido submandibular
direita, com solugdo de mepivacaina® a 2% e adrenalina em concentragdo de
1:100.000. A dose anestésica ndo excedeu 0,3ml, que corresponde a dose maxima

para um animal de 400g.

' Anasedan, Sespo. Industria e Comércio Ltda. Jundiai, SP.
2 Ketamina, Anger. Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Séo Paulo, SP.
® DFL Industria e Comércio Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil
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Com bisturi tipo Bard-Parker' e lamina ndmero 152, foi realizada incisdo linear,
na pele, em regido submandibular direita, com aproximadamente 15mm de
comprimento, seguida por divulsdo dos planos musculares com uma tesoura de
Matzenbaum? até o peridsteo. Este, apds incisado, foi descolado junto ao bordo lateral
da mandibula. O campo cirurgico estendeu-se do bordo inferior da mandibula até o
rebordo alveolar e no sentido proximo-distal do ramo mandibular até o limite 6sseo-
cérvico-dental Os afastadores, mantidos pelo assistente, permitiram a retracdo dos
tecidos moles e conseqlientemente a exposicdo, a visibilidade e o acesso ao campo
cirurgico.

Com a utilizagdo de uma sonda periodontal milimetrada4, demarcou-se, com
lapis, os limites da ostectomia. Esta etapa permitiu a manuteng¢ao da reprodutibilidade
das mesmas, nos diferentes animais. Foi realizada uma ostectomia na face lateral
externa do corpo mandibular direito, com o auxilio de brocas esféricas e cilindricas e
motor elétrico com 12.000rpm, sob irrigacdo constante com agua destilada. A seguir,
realizou-se a odontossecgdo, atingindo transversalmente a raiz do incisivo inferior
direito. Os tracos de odontossecgao foram determinados a partir do limite dsseo-
cérvico-dental do alvéolo. O mais distal localizou-se a 3mm deste, e o mais proximal, a
10mm, conferindo, assim, 7mm de comprimento a cavidade alveolar. Apdés as
odontossecgbes limitrofes, para remocg&o atraumatica do segmento radicular, foi
realizada uma odontossecc¢do longitudinal no mesmo. As ostectomias radiculares e
odontossecgbes foram realizadas com brocas esféricas e cilindricas, sob irrigagéao
constante de soro fisioldgico.

Apoés a remogao dos fragmentos radiculares, a cavidade, em forma retangular,
apresenta as seguintes dimensdes: altura 2mm, profundidade 2mm e comprimento

7mm. A seguir, com os mesmos padrdes técnicos utilizados anteriormente, foi feita uma

! Edlo Stainless. Industria Gaticha de Instrumentos Cirurgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
2 Lamedia Comercial e Servigos Ltda., Barueri, SP, Brasil.
® Edlo Stainless. IndUstria Gaticha de Instrumentos Cirtrgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
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ostectomia e uma odontossecgao, vertical na porgdo proximal da cavidade, com 4mm
de comprimento e mantendo os mesmos 2mm de altura e de profundidade.

Dessa maneira, atingiu-se os apices do primeiro e segundo molares. Como
resultado, obteve-se uma cavidade éssea alveolar com forma aproximada de ‘L. A
seqguir foram adaptados dois magnetos, com for¢ca de atracdo, com auxilio de retengdes
na cavidade cirurgica. Para a retengao e a estabilidade dos magnetos, em cada limite
desta cavidade foram preparados sulcos de retengcdo nas dimensdes correspondentes a
cada disco de magneto. Apos testada a viabilidade do encaixe dos mesmos, estes
foram colados com éster de cianoacrilato’, um junto a porcao distal da estrutura dental
remanescente, e o outro, justaposto aos apices dos molares. Realizou-se irrigagado da
ferida dento-6ssea, com soro fisioldgico para limpeza da cavidade e teste de retengéo
dos magnetos. O enxerto dsseo liofilizado particulado foi compactado com o auxilio de
uma cureta®, ocupando os 2mm distais do total da cavidade alveolar cirurgicamente
obtida, ficando o mais justaposto possivel ao segmento distal e ao magneto (Figuras 1,
2e3).

P 4mm

Figura 1: Representacao gréafica da vista lateral da heriiimandibula direita de rato. Segmento proximal (P)
e distal (D). Observa-se o defeito dento-alveolar resultante de ostectomias e odontossecgoes.
Dispositivos metalicos (vermelho) em regites apicais de molares e coto incisal proximal. Particulas de

enxerto 6sseo alégeno liofilizado (verde) adjacentes ao dispositivo metalico no coto incisal distal.

! Super Bonder. Henkel Ltda, Sdo Paulo, Brasil.
2Edlo Stainless. Industria Gatcha de Instrumentos Cirargicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.
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As suturas internas, do periosteo e dos musculos, foram realizadas a pontos
isolados, com fio reabsorvivel de poliglactina’ 910, 5x0. Na pele, também a pontos
isolados, o fio utilizado foi o mononylon? 5x0.

Os animais foram submetidos a desgaste do incisivo inferior direito, com a
utilizagao de brocas diamantadas, objetivando a desoclusao dentaria.
A mesma técnica cirurgica foi realizada no grupo controle, porém com a

colocagao dos dispositivos metalicos ndo imantados

No pos-operatorio imediato, foi administrado uma gota/kg/peso de paracetamol a

cada animal.

Figura 2: Imagem trans-cirdrgica, regido submandibular direita do rato. Segmento proximal (P).
Segmento distal (D). Defeito dento-alveolar, em forma de ‘L’, resultante de ostectomias e odontosecgoes.

Figura 3: Imagem trans-cirdrgica, regido submandibular direita do rato. Segmento proximal (P).
Segmento distal (D). Dispositivos metalicos posicionados e enxerto 6sseo alégeno liofilizado compactado
na proximidade do dispositivo metalico distal.

! Vicryl®Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brasil.
2 Etchicon, Johnson& Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil.
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Para a coleta das amostras, os animais correspondentes a cada grupo foram
mortos seguindo o cronograma de sete, 21 e 45 dias pos-operatorios. A morte,
seguindo orientagdo do comité de bioética, foi realizada através de hipdxia por
deslocamento cervical. Segui-se a necropsia, com a remogao total da mandibula de
cada animal. Tal manobra foi realizada com auxilio de cabo de bisturi n°3", lamina de
bisturi de aco descartavel n°152, pinca de Adson® com dentes, tesouras reta e curva de
Matzembaum®.

As pecgas operatérias, uma vez removidas, foram macroscopicamente
examinadas, com o objetivo de avaliar a integridade das mesmas. Seguiu-se a divisdo
das mandibulas, individualizando a hemimandibula direita. Esta foi imediatamente
colocada em recipiente plastico, devidamente identificado, individualizado e numerado,
caracterizando os grupos teste e controle. Para evitar as alteragdes post mortem dos

tecidos, as pecgas foram conservadas em formalina tamponada a 10%.

4.7 METODO RADIOGRAFICO

Foram utilizadas as hemimandibulas obtidas como pegas operatorias.
Individualmente e de forma sequencial foram radiografadas, no Setor de Radiologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Utilizou-se
um aparelho de Raios-X Spectro 70x °, com um regime elétrico de 70kV e, e filmes
periapicais ultra-speed, de uso odontologico. Foram obtidas imagens radiograficas de
perfil de cada hemimandibula. O posicionamento das pecgas para obtencdo das
imagens radiograficas foi padronizada. O aparelho posicionado perpendicularmente
mantendo a distancia foco-filme de 30cm e tempo de exposi¢ao de 0,3s. As radiografias

foram processadas automaticamente®.

! Edlo Stainless. IndUstria Gaticha de Instrumentos Cirurgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.

2 Lamedia Comercial e Servigos Ltda., Barueri, SP, Brasil.

® Edlo Stainless. IndUstria Gaticha de Instrumentos Cirurgicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.

* Edlo Stainless. Industria Gatcha de Instrumentos Cirargicos Ltda, Canoas, RS, Brasil.

° Dabi Atlante S.A. Industria Médica Odontoldgica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

® Processadora automatica 9000®(DENT—X, Nova lorque - EUA), com ciclo seco a seco de 4,5 min.
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Os exames radiograficos foram realizados com a finalidade de visualizar a
integridade das estruturas anatdémicas, o posicionamento dos dispositivos metalicos e

do enxerto 6sseo alégeno liofilizado.

4.8 METODO HISTOLOGICO

O processamento do material para estudo histolégico foi realizado em laboratério
de histopatologia bucal DHP — Diagndéstico em Patologia Bucal.

O material foi descalcificado em solugdo de acido nitrico’ a 5% (10ml),
aproximadamente durante oito dias. Foram realizados testes de textura e exame
macroscopico para comprovacgao da descalcificagao da peca.

As pecgas receberam processamento histolégico de rotina para inclusdo em
parafina. Segui-se, a realizagdo de cortes em micrétomo?, no sentido sagital ao corpo
mandibular, com espessura de 4um, desde a base 0Ossea incluindo os tergos apicais

das raizes dentarias.

As laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), e fixadas

em balsamo de Canada e recobertas por laminula.

Foram feitas descricdo das laminas em cada tempo experimental. A leitura foi
realizada em microscopio 6ptico® com aumento de 64 e 160 vezes. A andlise do
material foi realizada no Setor de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a

orientacao de patologista bucal e das professoras orientadora e co-orientadora.

' Nuclear, Casa do Quimico, Porto Alegre, RS, Brasil.
2 L eica, Germany.
® LllooA. Representante Lupe, Sao Paulo, SP, Brasil.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho seguiu as normas de utilizagdo de animais em projetos de
pesquisa, conforme Resolucdo Normativa 04/97, da Comisséo de Pesquisa e Etica em
Saude/GPPG/HCPA (Anexo 1) e o Cddigo Estadual de Protecdo aos Animais Lei
Estadual N° 11.915, 21 de maio de 2003, Rio Grande do Sul (Anexo II).

O projeto desta pesquisa foi submetido & aprovagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Anexo lI).
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6 RESULTADOS

A anadlise macroscépica objetivou a analise focal do incisivo inferior esquerdo do
rato quanto a sua manutengao. Condicao esta, fundamental para a sua funcionalidade
como roedor. Em todos os animais foi observado o desgaste coronario e erupgéao linear
sem desvio.

Os exames radiograficos (Figuras 4, 5, 6, 7), realizados a partir das imagens de
perfil das hemimandibulas direitas, em filmes periapicais, permitiram avaliar, a partir da
odontossecgédo, a presencga do espago alveolar, o comportamento do trajeto de erupgao
do coto radicular proximal, a estabilidade do segmento radicular coronario distal, a
presenca do enxerto Osseo aldégeno e a estabilidade dos dispositivos metalicos

associados ao coto distal do incisivo e regiao apical de molares.

Figura 4: Radiografia de perfil, grupo controle aos sete dias. E possivel observar as particulas de enxerto
0sseo aldégeno liofilizado compactadas contra o dispositivo metdlico associado a regido do coto distal do
incisivo inferior direito. Observa-se a estabilidade dos dispositivos metalicos e o defeito cirdrgico criado.



49

Figura 5: Radiografia de perfil, grupo teste aos sete dias. E possivel observar as particulas de enxerto
6sseo alégeno liofilizado compactadas contra o dispositivo metalico imantado associado a regido do coto
distal do incisivo inferior direito. Observa-se a estabilidade dos dispositivos metalicos imantados e o

defeito cirurgico criado.

Figura 6: Radiografia de perfil, grupo controle aos 45 dias. Segmento dentario proximal mantém sua
configuragdo anatbmica curvilinea e o crescimento. Observa-se a presenc¢a dos dispositivos metalicos.
Discreta extrusao do coto distal do incisivo inferior direito.

Figura 7: Radiografia de perfil, grupo teste aos 45 dias. Segmento dentario proximal mantém sua
configuragdo anatdmica curvilinea e o crescimento. Observa-se a estabilidade dos dispositivos metalicos

imantados. Grande extrusao do coto distal do incisivo inferior direito.
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Para melhor entendimento da visualizagdo dos resultados, realizou-se a
localizacdo espacial da imagem histoldégica através da representacdo grafica da
hemimandibula direita.

No exame histologico observou-se a reacgdo tecidual alveolar ostectomizada,
frente a presenga ou nédo do enxerto, a possivel influéncia dos campos magnéticos,
progressiva erupgao do incisivo (coto proximal), assim como a discreta extrusdao do
incisivo (coto distal). Foram observados o comportamento do tecido pulpar nas
estruturas radiculares do primeiro molar e incisivo inferiores.

Os resultados obtidos foram descritos histologicamente, respeitando os tempos
experimentais e controle de sete, 21 e 45 dias pds-operatérios. A descricao destes

segue a sequéncia: grupo controle e grupo teste.

SETE DIAS

Grupo controle

Analise histoldgica

Pode-se observar a regido apical dos molares. ldentifica-se a solugcdo de
continuidade dentaria, onde se interpbe uma estrutura tecidual desorganizada,
compativel com restos teciduais e coagulo. A estrutura pulpar do primeiro molar, no
terco apical evidencia sinais de vitalidade. Presenca de tecido de granulacao e defeito
cirurgico criado correspondente ao espacgo anteriormente ocupado por disco nao-
imantado, justaposto ao apice radicular (Figuras 8, 9 e 10).

Verifica-se a presenca, tanto do segmento incisal proximal quanto do distal,
ambos em seus trajetos alveolares. Identifica-se a area de solugdo de continuidade
preenchida por tecido conjuntivo fibroso exuberante, altamente vascularizado. O
enxerto 6sseo aldgeno liofilizado, em continuidade com o coto distal, apresenta-se

basdfilo (Figura 11).
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Em maior aumento, pode-se identificar a invasdo vascular no enxerto 6sseo
alégeno liofilizado, podendo representar a sequéncia do processo de angiogénese na
osteoinducao.

No coto radicular incisal proximal, repete-se o tecido pulpar ricamente celular e
com intensa proliferacdo vascular. Ao contrario, o coto distal reflete desorganizagao

tecidual.

Figura 8: Raiz do 1° molar (M), osso alveolar (O), defeito
cirargico experimental (DC). Grupo controle aos sete dias. HE.
Aumento original 64x.

Figura 9: Raiz do 1° molar (M), osso alveolar (O), tecido de
granulagdao em area de defeito cirurgico experimental (DC).
Grupo controle aos sete dias. HE. Aumento original 64x.
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Figura 10: Raiz do 1° molar (M), tecido pulpar (P). Observa-se a
deposicdo de dentina secundaria e a presenca de odontoblastos
adjacentes a cavidade pulpar (seta). Grupo controle aos sete dias.
HE. Aumento original 160x.

Figura 11: Fragmentos do enxerto 6sseo alégeno liofilizado (EO)
associados a area incisiva, coto distal. Enxerto levemente basofilo.
Observa-se presenga de hemorragia e infiltrado inflamatério. Grupo
controle aos sete dias. HE. Aumento original 160x.
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Grupo teste

Analise histoldgica

Observa-se, na regiao de primeiro molar inferior, neoformagéo 6ssea centripeta
em diregao a area ocupada pelo dispositivo metalico magnetizado. Presencga de tecido
de granulagao e area de hemorragia. As estruturas pulpares do primeiro molar inferior
apresentam sinais compativeis com vitalidade pulpar (Figura 12).

A estrutura radicular do incisivo inferior mantém o trajeto alveolar. O coto incisal
proximal apresenta achados compativeis com a vitalidade pulpar. O coto incisal distal
evidencia sinais de necrose tecidual. Neoformacdo dssea com aspecto centripeto em
diregdo a area ocupada pelo dispositivo metalico magnetizado localizado na regido do
coto incisal distal. Observam-se ainda, areas de hemorragia e inicio da fibroplasia
(Figura 13).

Verifica-se a presenca de fragmentos do enxerto ésseo alégeno liofilizado em
processo de integragdo associado ao dispositivo magnetizado, regido de coto incisal

distal. Destaca-se a presenca de osteoblastos na estrutura enxertada (Figura 14).

Figura 12: Raizes do 1° molar (M), defeito cirurgico experimental (DC),
tecido de granulagao (TG), hemorragia (H), neoformagéo éssea (seta)
em direcao centripeta em dire¢do a area ocupada pelo magneto. Grupo
teste aos sete dias. HE. Aumento original 64x.
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Figura 13: Raiz do incisivo (l), coto distal, osso alveolar (O), defeito
cirargico experimental (DC). Presenca de neoformacgao 6ssea centripeta
(seta) e tecido de granulagdo (TG). Grupo teste aos sete dias. HE.
Aumento original 64x.

Figura 14: Fragmentos do enxerto 6sseo alégeno liofilizado (EO),
associados a area incisiva, coto distal. Observa-se a presenga de
osteoblastos (seta) associados a matriz éssea jovem. Grupo teste aos
sete dias. HE. Aumento original 64x.
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21 DIAS

Grupo controle

Analise histoldgica

Defeito 6sseo correspondente ao espago anteriormente ocupado por dispositivo
nao imantado, circunscrito por tecido fibroso e presenca de discreta neoformagao
0ssea, auséncia de sinais inflamatérios (Figura 15).

As estruturas radiculares de molares e coto incisal proximal apresentam sinais
compativeis com vitalidade pulpar.

Nas diversas laminas estudadas, repete-se a presenca do segmento proximal,
em processo de erupcdo. As particulas Osseas liofilizadas enxertadas aparecem
parcialmente envolvidas por tecido inflamatério e apresentam no interior de suas

estruturas, numerosos vasos sanguineos (Figura 16 e 17).

TF

Figura 15: Raiz do molar (M), tecido fibroso (TF), defeito cirdrgico
experimental (DC), estrutura pulpar (P). Discreta neoformagao
Ossea (seta). Presenca de tecido fibroso e coagulo. Grupo
controle aos 21 dias. HE. Aumento original 64x.
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Figura 16: Raiz do incisivo (l), coto distal, tecido conjuntivo fibroso
(TF), fragmentos do enxerto dsseo alégeno liofilizado (EO) e defeito
cirargico experimental (DC). Grupo controle aos 21 dias. HE. Aumento
original 64x.

Figura 17: Area de enxerto dsseo alégeno liofilizado (EO) associado ao
dispositivo metalico ndo imantado, regido incisiva, coto distal. Presenca
de osteoblastos (setas). Grupo controle aos 21 dias. HE. Aumento
original 160x.
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Grupo teste

Analise histoldgica

Observa-se intensa fibroplasia associada a area defeito cirurgico correspondente
ao espago anteriormente ocupado por magneto em regido de molares. Presenca de
exuberante neoformagdo Ossea seguindo em direcdo centripeta ao dispositivo
magnetizado. Auséncia de sinais inflamatérios (Figura 18). Associada a regiao ocupada
pelo enxerto 6sseo liofilizado significativa fibroplasia. Enxerto 6sseo alégeno liofilizado
em integragao (Figura 19). Estruturas pulpares de molares e coto incisivo proximal
evidenciam sinais compativeis com manutencao da vitalidade pulpar. O tecido pulpar

em coto incisivo proximal mantém um tampao inflamatério junto a area exposta, com

formagao de dentina terciaria (Figuras 20 e 21).

Figura 18: Area de neoformagdo 6ssea centripeta (seta) associada
as raizes dos molares, tecido conjuntivo fibroso (TF) circundando o
magneto, defeito cirurgico experimental (DC). Grupo teste aos 21
dias. HE. Aumento original 64x.
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Figura 19: Raiz do incisivo (I), coto distal, tecido fibroso (TF), vasos
sanglineos (seta) invadindo a area do enxerto 6sseo alégeno liofilizado
(EO). Grupo teste aos 21 dias. HE. Aumento original 64x.

Figura 20: Estrutura pulpar (P) do coto proximal do incisivo inferior.
Presenga de dentina terciaria (DT). Grupo teste aos 21 dias. HE.
Aumento original 64x.
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Figura 21: Estrutura pulpar. Detalhe, presencga de dentina terciaria (DT).
Grupo teste aos 21 dias. HE. Aumento original 160x.
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45 DIAS

Grupo controle

Analise histoldgica

Na imagem do grupo controle aos 45 na regido de molares evidencia-se discreta
formacgao de tecido dsseo contornando o espacgo preenchido pelo dispositivo metalico
associado a fibroplasia. Os molares mantém sinais compativeis com vitalidade pulpar
(Figura 22).

No coto distal do incisivo inferior ha sinais de necrose na estrutura pulpar. Este
apresenta-se extruido da estrutura alveolar. Observa-se formacdo Ossea discreta
contornando os espacgos antes ocupados pelos dispositivos metalicos nao-imantado,

nas regides apicais de molares e coto distal do incisivo.

Figura 22: Area de neoformacdo 6ssea (O) associada ao dispositivo
metalico na regidao de molares (M). Tecido conjuntivo. (TC). Defeito
cirargico experimental (DC). Grupo controle aos 45 dias. HE. Aumento
original 64x.
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Grupo teste

Analise histoldgica

A imagem do grupo teste de 45 denota a presenca de exuberante neoformacéao
O0ssea contornando os espacos antes ocupados pelos dispositivo metalicos imantados,
nas regides apicais de molares e coto distal do incisivo (figura 23 e 24).

Ha evidéncias de integracédo do enxerto 6sseo aldégeno liofilizado (figura 23).

Figura 23: Area de neoformacdo 6ssea (O) associada ao
dispositivo metalico em area de enxerto 6sseo alégeno liofilizado.
Capsula fibrosa (CF). Regido incisivo, coto distal. Grupo teste aos

45 dias. HE. Aumento original 64x.
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Figura 24: Area de exuberante neoformagdo 6ssea (O) associada ao
dispositivo metalico em sentido centripeto, regido de molares. Presenca
de capsula fibrosa (CF). Grupo teste aos 45 dias. HE. Aumento original
64x.
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7 DISCUSSAO

Diversos autores utilizam campos magnéticos estaticos para avaliar respostas
teciduais in vivo (BRUCE; HOWLLET; HUCKSTEP, 1987; DARENDELIER; SINCLAIR;
KUSY, 1995; DARENDELILER; DARENDELILER; SINCLAIR, 1997; TURK, 2001,
TENGKU et al, 2000; LINOVITZ et al, 2002; ULBRICH, 2003; DUTRA, 2005;
PURICELLI et al, 2006; SINGH; YASHROY; HOQUE, 2006). Entretanto, apenas a
partir do método desenvolvido por Puricelli (2003), os magnetos foram posicionados
internamente aos animais (ULBRICH, 2003; DUTRA, 2005; PURICELLI et al, 2006). O
presente trabalho seguiu este método utilizando campo magnético permanente, estatico
e sepultado.

Optou-se, na pesquisa pela utilizagdo de magnetos de NdFeB, por apresentarem
alta intensidade de campo magnético, baixo custo, boa resisténcia e temperatura critica
de 200°C (CAMPBELL, 1996).

Por serem imas permanentes anisotropicos, tém a propriedade de criar campos
magnéticos constantes e estaveis, com orientacdo molecular aleatéria, garantindo a
intensidade do campo magnético em todos os tempos experimentais (CULLITY, 1972;
HALLIDAY; RESNICK; WALKER,1994).

A intensidade do campo magnético foi comprovada macroscopicamente durante
a necropsia dos animais, para obtengédo das pegas. Durante a remogao dos magnetos,
eles mantiveram as mesmas intensidades de atracdo e repulsdo, apresentadas no
momento do experimento. Conseqlientemente, o campo magnético nao foi alterado no
decorrer de todos os tempos da pesquisa (CULLITY, 1972; HALLIDAY; RESNICK;
WALKER, 1994).

Desde as observagdes de Ollier (1867), os enxertos Osseos vém sendo
amplamente estudados para desenvolvimento de técnicas mais seguras, eficazes e
conservadoras. Nas ultimas décadas, destacam-se pesquisas nas areas de Cirurgia e
Traumatologia Buco-maxilo-faciais e Ortopedia, com a utilizacdo de modelos
experimentais com enxertos 6sseos autdégenos, xendgenos e aldgenos (URIST, 1976;
SALAMA, 1983; PROLO; RODRIGO, 1985; FRIEDLAENDER, 1987; GOLDBERG;
STEVENSON, 1987; MASTERS, 1988; HOBAR; BYRD, 1990; DONATI; GAGLIARDI;



64

CAPANNA, 1990; ZASACKI, 1991; KUBLER et al, 1993; MISCH; DIETSH, 1993;
GASDAG et al, 1995; CYPHER; GROSSMANN, 1996; KAKIUCHI; ONO, 1998;
MARTINEZ; WALKER, 1999; OLIVEIRA et al, 1999; STEVENSON, 1999; HERCULIANI
et al, 2000; PURICELLI, 2000; BEZERRA; LENHARO, 2002; CAICOYA, 2004; GALIA et
al, 2005; PURICELLI; BARALDI; CARDOSO, 2004; LEITE, 2005; MOZELLA et al, 2005;
PURICELLI; BARALDI; PARIS, 2005).

O enxerto 6sseo alogeno foi utilizado nesta pesquisa por estar disponivel em
grande escala e ndo apresentar complicagdes relacionadas com a area doadora,
quando comparado aos enxertos autdogenos. O procedimento cirurgico foi mais
conservador, com redugao do tempo anestésico-cirurgico, da perda sanguinea e da
morbidade cirurgica (LEITE, 2005; MOZELLA et al, 2005).

O enxerto 6sseo alégeno liofilizado, proveniente de rato, foi obtido a partir do
processo de liofilizagdo realizado pelo Servico de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), baseado no protocolo de Kakiuchi e Ono
(1998). Apds a liofilizagao, os enxertos foram acondicionados em plasteril (embalagem
dupla) e esterilizados individualmente em autoclave por quatro minutos, a 32°C. O
armazenamento dos mesmos pode ser realizado por um periodo de até um ano. A
conservagao deve ser realizada em temperatura ambiente e com pouco manuseio. A
literatura apresenta diversidade, variando os protocolos de liofilizacdo e
armazenamento de enxertos 6sseos alégenos e xenogenos (KAKIUCHI; ONO, 1998;
DUARTE DA SILVA, 2000; GALIA et al, 2005).

Apesar da diversidade dos protocolos, € indiscutivel que o processo de
liofilizacdo do enxerto diminui a antigenicidade e consequentemente minimiza os riscos
de transmissdo de doencgas, sem alterar as propriedades osteoindutoras (BOYNE,
1968; URIST, 1976; RAAB et al, 1991; ZASACKI, 1991; MELLONIG; PREWETT;
MOYER, 1992; GASDAG et al, 1995; KAKIUCHI; ONO, 1998; GALIA et al, 2005,
MOZELLA et al, 2005).

O enxerto 6sseo alégeno liofilizado humano pode ser cortical, esponjoso ou de
forma combinada (ROSS; REITH; ROMRELL, 1993; PURICELLI; BARALDI;
CARDOSO, 2004; PURICELLI; BARALDI; PARIS, 2005). O enxerto empregado na
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pesquisa foi coértico-esponjoso obtido a partir de fémures de rato de mesma espécie.
Apos processamento, o mesmo foi utilizado na forma particulada por trituragado manual.

O inicio do processo de integracdo do enxerto péde ser observado ja aos sete
dias pos-operatoérios, nos grupos teste e controle. Verificou-se a presenga de hematoma
circundando as particulas enxertadas e vasos sanguineos invadindo a estrutura
esponjosa. Estes achados concordam com Friedlaender (1987) e Leite (2005), que
afirmam ser nesse momento o inicio da atividade de osteoindugdo do enxerto 6sseo
alégeno liofilizado.

Caicoya (2004), Puricelli, Baraldi e Paris (2005) afirmaram que o enxerto 6sseo
cortical, revasculariza-se mais lentamente que o0 esponjoso. Inicia-se neste, um
processo de reabsorgdo seguido de aposigdo, enquanto no 0sso esponjoso ha um
processo de incorporacdo, onde a aposi¢cao se antecipa a reabsorgao. Concordamos
com Puricelli, Baraldi e Paris (2005) e Leite (2005) que as particulas de enxerto cortical,
mesmo com o tempo, mantém uma composi¢cao mista de 0sso necroético e novo 0sso
vital. O enxerto 6sseo esponjoso incorpora-se completamente ao receptor, como pbéde
ser observado aos 45 dias.

Na avaliacdo dos segmentos dentarios proximais e distais do incisivo e dos
molares inferiores, aos sete dias, verificou-se tanto no grupo controle quanto no teste,
alteragdes no tecido pulpar. Nos segmentos proximais dos incisivos e dos molares
inferiores nao foram evidenciados sinais de necrose pulpar. No coto distal constatou-se
desorganizagao tecidual com presencga de células inflamatdrias e necrose. O processo
resulta da ruptura vascular e do compromisso nutricional da polpa, a semelhan¢a do
que acontece em dentes humanos apds lesdo de continuidade na estrutura radicular
como ja relatado por Andreasen e Andreasen (2001) e Leite (2005). No coto distal, além
do comprometimento pulpar ha limitado suporte periodontal, o que de acordo com

Soares e Goldberg (2001) contribuiria para nutricao dos tecidos.

As regides do coto proximal do incisivo e dos molares inferiores apresentaram
sinais compativeis com vitalidade pulpar, no grupo teste e controle em todos os
periodos experimentais . Aos 21 dias, no grupo teste, observou-se no coto proximal do

incisivo inferior, a presenca de sinais de cicatrizagdo, com a formagao de um tampao de
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dentina terciaria. Assim como relatado por Leite (2005), o tecido pulpar manteve sua
vitalidade, reagindo na forma de cicatrizagdo dentinaria, similar com o dente humano
(Andreasen e Andreasen (2001).

Ao longo do experimento, observou-se a permanéncia de uma continua erupgao
dos incisivos inferiores, caracteristica inerente a fisiologia dos ratos de acordo com
Taverne (1991), Shore et al (1992), Pough, Janis e Hiser (2003) e Leite (2005).

Assim, mesmo submetido a odontossecgao com brocas cilindricas e esféricas, o
incisivo inferior em seu segmento dentario proximal, seguiu seu processo de
crescimento e erupgao continuo, em todos os grupos. Também observado por
Berkovitz, Holland e Moxham, (2004) e Leite (2005).

Observagdes macroscoépicas e radiograficas revelaram que os cotos dentarios
distais, tanto nos grupos teste quanto no controle, nos diferentes tempos experimentais,
extruiram e os enxertos mantidos em posi¢ao, contrariando os achados de Leite (2005)
que observou intrusao e deslocamento do enxerto ésseo.

Sugere-se que a estabilidade do posicionamento do enxerto 6sseo alégeno
liofilizado esteja relacionado a presenga do dispositivo metalico, servindo como
anteparo mecanico estavel. O continuo estimulo de mastigagdo associado ao tipo de
dieta dos animais pode ter sido responsavel pela extrusio.

No grupo controle, nos diferentes periodos experimentais, observou-se a
presenga do processo de cicatrizagcdo ossea fisioldégico, com a gradual presencga de
neoformacao Ossea. A atividade osteoblastica iniciou-se aos sete dias, evoluindo para
um 0sso mais maduro aos 45 dias pos-operatoérios. (CARVALHO; OKAMOTO, 1987;
RASMUSSON, 1998; TEN CATE, 2001a; BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

Nos grupo teste, aos 21 dias, verificou-se o inicio de neoformacéo Ossea
centripeta, nas regides associadas aos dispositivos metalicos imantados. Aos 45 dias,
observou-se exuberante neoformagdo éssea nas mesmas regides. Estes achados
corroboram para o fato de que o campo magnético pode favorecer o processo de
cicatrizagdo oOssea (BRUCE; HOWLLET; HUCKSTEP, 1987; DARENDELIER;
SINCLAIR; KUSY, 1995; DARENDELILER; DARENDELILER; SINCLAIR, 1997; TURK,
2001, TENGKU et al, 2000; LINOVITZ et al, 2002; ULBRICH, 2003; DUTRA, 2005;
PURICELLI et al, 2006; SINGH; YASHROY; HOQUE, 2006).
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O modelo experimental animal utilizado na pesquisa baseou-se no protocolo
idealizado por Puricelli (2003) e executado na dissertagao de Leite (2005).

Os ratos foram escolhidos por serem criados em grandes quantidades e com
menor custo (KIRK; LIM; KHAN, 1989). Além disso, seu processo de cicatrizagdo é
similar ao humano em relagdo a seqiéncia de eventos, porém, mais rapido (AMLER;
JOHNSON; SALMAN, 1960; BOYNE, 1966; AMLER, 1969).

Esse estudo seguiu um planejamento metodologico, com aspectos eticamente
corretos, cuidados pré e trans-operatérios, propedéutica cirdrgica e biossegurancga,
conforme Raymundo e Goldim (2006) e Silva Filho (2006).

Optou-se pela anestesia geral injetavel associando quetamina e xilazina, por via
intramuscular Esses farmacos apresentam efeitos anestésicos de 30 a 45min, nas
doses utilizadas, periodo suficiente para execugdo do procedimento cirurgico. A via
intramuscular foi eleita, em relacdo a endovenosa, pela dificuldade de acesso as
estruturas vasculares em ratos (HARKNESS; WAGNER, 1993; SILVA FILHO, 2006).

A associacdo de anestesias terminais infiltrativas na area cirurgica contribuiu
para a redugdo do sangramento trans-operatorio e garantiu analgesia nas primeiras
horas pés-operatérias (MARTINS, 2001; KENNER, 2003; ULBRICH, 2003; CORSETTI,
2005; DUTRA, 2005; LEITE, 2005).

A realizagdo de uma ostectomia vertical em direcdo aos apices dos molares
inferiores, modificando a cavidade cirurgica experimental de Leite (2005), resultou
nessa pesquisa, em uma cavidade cirurgica na forma de ‘L’. O defeito cirdrgico permitiu
a adaptacao de dispositivos metalicos associados as regides apicais dos molares e ao
coto distal do incisivo inferior. Estabeleceu-se um campo magnético constante, estatico
e sepultado, em area de defeito dento-6sseo-alveolar, onde esta presente o processo
continuo e dindmico de erupgao dentaria.

A manutengdo da média de 250G de poténcia do campo magnético esteve
presente nos diferentes periodos experimentais, compativel com o tipo de liga utilizada
e com as caracteristicas apresentadas pelos imas permanentes (CULLITY, 1972;
HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 1994).

As pesquisas de estimulagao do tecido 6sseo, especialmente em regidao dento-

alveolar, sdo promissoras. A busca de novas tecnologias, o aprimoramento dos
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protocolos de execucgdo e a avaliagao dos resultados certamente permitirdo, no futuro,

uma evolucao significativa nas condutas terapéuticas.
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8 CONCLUSAO

ApoOs a realizacao deste estudo foi possivel concluir que:

A configuracdo do tecido ésseo associada aos dispositivos metalicos imantados, no
grupo teste, especialmente aos 45 dias pos-operatorios, pressupde que a atividade e a
estimulagcdo da cicatrizacdo 6ssea foram influenciadas positivamente pela acdo do

campo magneético permanente.

O tecido pulpar, do incisivo inferior (coto proximal) e dos molares manteve sinais
compativeis com vitalidade reagindo na forma de reparagdo dentinaria, nos grupos

teste e controle, nos diferentes tempos experimentais.

O incisivo inferior do rato submetido a odontossec¢do seguiu seu processo de

crescimento e erupgdo em seu segmento proximal, nos grupos teste e controle.

O enxerto 6sseo aldgeno liofilizado sofreu processo de integracdo a partir do leito

criado no alvéolo dentario, nos grupos teste e controle.
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ANEXO |

Utilizagao de Animais em Projetos de Pesquisa

Comisséao de Pesquisa e Etica em Saude/GPPG/HCPA

Resolugcdo Normativa 04/97

A Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde, credenciada junto a Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saude como Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), vinculada ao Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacado do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, com o objetivo de estabelecer normas para a utilizagdo de
animais em projetos de pesquisa submetidos a apreciagdo desta Comissdo, com

base nos principios e normas internacionalmente aceitas, dispde que:

a) a utilizagcdo de animais em pesquisas cientificas deve ocorrer somente apds ser
provada a sua relevancia para o avango do conhecimento cientifico, considerando-se
a impossibilidade de utilizagdo de métodos alternativos como: modelos matematicos;
simulagbes computadorizadas; sistemas biologicos “in vitro” ou outro método

adequado;

b) a espécie utilizada e o calculo do tamanho da amostra devem ser adequados para

a obtengao de resultados validos;

c) deve ser oferecido alojamento, transporte, alimentagdo e cuidados adequados a

espécie através de assisténcia qualificada;

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

animais em estudo;
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e) necessitando de imobilizacdo fisica e/ou de privagao alimentar ou hidrica, os
pesquisadores devem procurar manter estas condi¢bes pelo menor periodo de

tempo possivel, evitando prolongar a angustia, desconforto e dor;

f) quando for necessario ao estudo, ou apdés 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: hipdxia por
barbituricos, anestésicos inalatérios, didxido de carbono e mondéxido de carbono

(engarrafado), metanesulfonato de tricaina, benzocaina e irradiagao por microondas;

h) as técnicas aceitas, de forma condicional, sdo as seguintes: hipdxia por
deslocamento cervical, por nitrogénio ou argénio, decapitagdo, concussao cerebral e

dano medular;

i) ndo serdo aceitas, salvo excegbes 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.
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ANEXO Il

Cddigo Estadual de Protegdo aos Animais

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

Art. 17 - VETADO

TiTULO Il
CAPITULO |

Dos Animais de Laboratorio

Secao |

Da Vivissecgéao

Art. 18 - Considera-se vivisseccao os experimentos realizados com animais vivos em

centros de pesquisas.

Art. 19 - Os centros de pesquisas deverao ser devidamente registrados no érgéo

competente e supervisionados por profissionais de nivel superior, nas areas afins.

Art. 20 - E proibida a préatica de vivissecgdo sem uso de anestésico, bem como a sua

realizacao em estabelecimentos escolares de ensino fundamental e médio.

Paragrafo unico - Os relaxantes musculares parciais ou totais ndo serao considerados

anestésicos.
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Art. 21 - Com relagao ao experimento de vivissecgao € proibido:

| - realizar experiéncias com fins comerciais, de propaganda armamentista e outros que

nao sejam de cunho cientifico humanitario;

II - utilizar animal ja submetido a outro experimento ou realizar experiéncia prolongada

com o0 mesmo animal.

Art. 22 - Nos locais onde esta autorizada a vivissecgao, devera constituir-se uma

comissao de ética, composta por, no minimo, 03 (trés) membros, sendo:

| - um (01) representante da entidade autorizada;

Il - um (01) veterinario ou responsavel,

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

Art. 23 - Compete a comissao de ética fiscalizar:

I- 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 aplicagao de anestésico ou analgésico;

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

Art. 24 - Todos os centros de pesquisas deverao possuir 0s recursos humanos e

materiais necessarios a fim de zelar pela saude e bem-estar dos animais.



86

Secao |l
Das Disposigdes Finais

Art. 25 - As penalidades e multas referentes as infracdes definidas nesta Lei serao

estabelecidas pelo Poder Executivo, em espécie.

Art. 26 - O Poder Executivo definira o 6rgao estadual encarregado de fiscalizar o

cumprimento das disposi¢des desta Lei.

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

de sua publicacéo.

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

Art. 29 - Revogam-se as disposicoes em contrario.

PALACIO PIRATINI, em Porto Alegre, 21 de maio de 2003.



ANEXO Il

Aprovacao da Comissao de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da

Universidade Federal do rio Grande do Sul.
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