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RESUMO

O presente estudo objetivou a avaliacdo radiogradichistoldégica do efeito da dolomita
(CaMg(CQ),) no processo de reparo 0sseo de cavidades naiaafiearatos. Em cada
animal foi produzido um defeito dsseo circular, cbdmm de diametro, que foi preenchido
com dolomita, 0sso bovino inorganico (controle es) ou coagulo (controle negativo). Os
animais foram mortos apés 7, 15, 30 e 60 dias pasg@. Os defeitos foram removidos,
radiografados para determinar a evolucdo da neafgimméssea e processados para inclusao
em parafina e coloracdo com hematoxilina e eosiae pstudo histopatolégico. As
radiografias foram escaneadas para obtencéo desiaigal e final de cada defeito, por meio
de programa de analise de imagdmage-ProPlus A diferenca média entre as areas foi
calculada. A analise radiografica demonstrou queéedsitos preenchidos com 0sso bovino
inorganico apresentaram aumento significativo manégao 6ssea em relagdo a dolomita e ao
coagulo apés 30 e 60 dias. Nos mesmos periodostudoehistolégico demonstrou que o0s
defeitos preenchidos com dolomita apresentaram umesposta inflamatéria
predominantemente do tipo mononuclear, com predondi& macréfagos e células gigantes.
Diferentes padrdes de deposicdo de fibras colageleascordo com o material estudado
foram observados. Ndo foi detectada atividade ostetutora por parte da dolomita, em
comparagao com o 0sso bovino. Demonstrou-se radiogmente o emprego da dolomita foi

favoravel ao processo de reparo, quando compamdam@rupo coagulo.

Palavras-chave: dolomita, 0sso bovino inorganico, reparo 6sseajdesthistopatoldgico,

estudo radiogréfico
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ABSTRACT

The aim of this study is to evaluat radiographid dnstologically the effect of
dolomite (CaMg(CO3) in the repair of bone cavities in the calvariarats. In calvaria of
each animal was produced a circular bone defett avitiameter of 20mm and 1mm, with
was filled with dolomite, inorganic bovine bone ¢fitve control) and coagulum (negative
control). The animals were killed after 7, 15, 3@ &0 days after surgery. The defect were
removed, radiographed to determine the evolutiobarfe neoformation and processed for
inclusion in paraffin and staining with hematoxyland eosin for histological study.The
radiographs were scanned to obtain the start addbkrach defect area, through the image
programme (Image-ProPlus). The average differemteden the areas was calculated. The
radiographic analysis showed that the bone defiletd with inorganic bovine bone showed
significant increase in bone formation in relattondolomite and the coagulum after 30 and
60 days. The histological study showed that theeatsf filled by dolomite showed an
inflammatory response predominantly the type mootmar, with a predominance of
macrophages and giant cells. Different patterndegiosition of collagen fibers, according to
the material studied were observed. No osteocondudctivity was detected by the
dolomite, compared with the inorganic bovine boftewas evident radiographically of
dolomite use was favourable to the process of b@pair, compared with the group

coagulum.

Key-words: dolomite, inorganic bovine bone, bone repair, gthphic study, histological

study
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INTRODUCAO

O tecido 6sseo se caracteriza por apresentar patteéagenerativo, com capacidade
para restaurar completamente sua estrutura e fsingdginais. No entanto, em algumas
situacdes, os defeitos 6sseos ndo conseguem seadep (LINDHE, 2005). Assim, para
auxiliar ou promover o reparo 0sseo, uma varieddelebiomateriais sdo pesquisados e
desenvolvidos para uso na Odontologia e Medici®REEIRO, 2003).

Van Meeken em 1682, foi o primeiro a relatar,iteadtura, um caso de enxerto 0sseo,
retirando osso do cranio de céo, para corrigir @efeitb cranial no homem. Posteriormente,
esse assunto foi objeto de estudo de diversos igasigues que foram motivados pelo sucesso
clinico dos procedimentos realizados (PHEMISTER,4IMOWLEN, 1963; ADELL, 1974;
FRAZILI et al., 1978; OKLUND et al., 1985; JENSENa#, 1996 ; MENDONCA, 2005).

O material utilizado para enxertia, dependendcsue composi¢cdo e origem, pode
atuar no 0sso receptor por meio de trés mecanibtixjicos: osteogénese, osteoinducao e
osteoconducéo (MISCH, 1993; MARX, 1994; LEE, 1997).

O Unico material disponivel com a caracteristieaodteogénese é o 0sso autdgeno
(MISCH, 1993, VASCONCELQOS et al., 1999). Sua capiade de neoformar o tecido 6sseo,
mesmo na auséncia de células mesenquimais indifadas, caracteriza esta propriedade por
ser composto de células viaveis, as quais produaémnes de crescimento para este fim
(MATSUMOTO, 1999).

A osteoinducédo refere-se a capacidade de um m@ateduzir a transformacdo de
células mesenquimais indiferenciadas em osteobBlasta um local onde espontaneamente
isto ndo ocorreria (MISH, 1993; MARX, 1994). Os algertos sdo exemplos mais
representativos desse mecanismo.

A osteocondugdo é caracterizada pela formacaondeowo 0sso sobre um arcabouco
de substéancia biolégica ou aloplastica, a particélalas osteogénicas ja existentes no 0sso
(MISCH, 1993; MARX, 1994). Sdo exemplos de mater@steocondutores: a hidroxiapatita,
0sso0 bovino inorganico e o osso congelado.

Adell (1974) foram os primeiros pesquisadores@gtadaram a utilizacdo de enxertos
0sseos autégenos com implantes de titanio (enddssemnaxilas intensamente atroficas. A
escolha das areas doadoras para reconstrucaodéssaale, dentre outros fatores, do volume
de osso necessario para preencher o defeito d8aem.pequenas e médias perdas ésseas,

areas intra-bucais podem ser utilizadas, como danararea retro-molar e o tuber da maxila.



No entanto, para reconstru¢des maiores, normalns&ateitilizados areas doadoras externas
como, 0 0sso iliaco, a calota craniana e a tibidNBARA et al., 2000).

A possibilidade da correcdo de defeitos O0sseos despertado grande interesse no
desenvolvimento de materiais que apresentam cesdicas bioldgicas compativeis como
substitutos 6sseos. De modo geral, o enxerto aubdé@e mais recomendado, por apresentar
melhores resultados na correcdo de defeitos. Nementmuitas vezes a indicagdo e 0 uso
desse material é limitada por fatores como tamahthadefeito 0sseo e desconforto do
paciente (GRANJEIRO et al., 1992; JENSEN et al961 BOECK, 1997; BECKER et al.,
1998; FURUSAWA et al., 1998; KOEMPEL et al., 19GAMARINI, 2001).

Assim, a utilizacdo de biomateriais tem sido swigea fim de restabelecer a funcéao e
a morfologia de areas que sofreram intervencoésgoiias, aumentar o rebordo alveolar
atréfico em defeitos 0sseos periodontais e nasapeddseas associadas ou ndo a implantes
osseointegrados (CAMARINI, 2001). Entre eles, @resse naqueles a base de fosfato de
calcio se justifica em razéo das suas semelhangasog e cristalografica com a fase mineral
do osso e também por ndo induzirem reacfes adveEFddARINI, 2001). Os materiais
aloplasticos, por sua vez, sdo considerados maisofipativeis, por apresentarem
propriedades osteocondutoras, mantendo um arcalsmlige o qual ocorre a neoformacgao
0ssea (GRANJEIRO et al.,, 1982; COBB et al.,, 199&EGHI & CAMPOS Jr., 1994;
JENSEN et al., 1996; ZENOBIO 1996; KOEMPEL et 2098).

A dolomita € um mineral a base de carbonato degocél magnésio na proporcao de
2:1, respectivamente, cuja formula quimica € CaNgf& Na Idade Média a dolomita era
utilizada na forma de pé como um valioso tratamerati@ doencgas da pele e dos 0ssos. Em
1972, este mineral recebeu o nome de dolomita peheralogista francés Déodat de
Dolomieu. Atualmente € conhecida popularmente paass acbes alcalinizante,
antiinflamatéria, analgésica, calmante, desconyeamtite, tonificante, relaxante e
revitalizante muscular. Contudo, ndo h& estudogpoovando tais efeitos biol6gic¢STARK
& MEIER, 2002). A proposta deste trabalho foi invgar o efeito da dolomita no processo de

reparo de cavidades 6sseas criadas cirurgicamente.



MATERIAL E METODO

Todos os procedimentos envolvendo o uso de anifois aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentagcdo Animal da Universidadeadiial de Maringa (025/2006-
CEEA).

Procedimento experimental

Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar, macltom peso corporal de 250 a
300g.

Os animais foram anestesiados por via intramuscolar Xilazina e Ketamina (1:1) e
posicionados em mesa cirurgica propria (Figura B4os tricotomia da regido da cabeca e
anti-sepsia com iodo topico foi realizada infilia¢ anestésica local com 0,6 ml de
Mepivacaina 2% com adrenalina 1: 100.000 (Mepiajirp@ra incisdo transversal da pele e
tecido subcutaneo, na regido dorsal do animal (&ig®). A pele foi entdo deslocada até a
regido do cranio (Figura 1C) onde se incisou odgégd para acesso ao 0sso calvarial (Figura
1D).

Na calvaria de cada animal foi produzido um defégseo com 10 mm de diametro e
1 mm de profundidade, utilizando-se uma broca po trefina NEODENT® montada em
peca-reta (Kavo®) acoplada a um motor elétricorgiod (Beltec®) sob rotagdo de 30000
r.p.m. com abundante irrigacdo com soro fisiologesteéril (Figura 1E e 1F). No detalhe
(Figura F) é mostrado a porcéo removida.

Os animais foram divididos em trés grupos expertaisnde acordo com o tipo de
material utilizado para preencher o defeito éskégufa 2):

1. Grupo teste (n=16): as cavidades foram preencludasdolomita (Dr. Kanyo®)

previamente autoclavada e submetida a exame tégicol e microbiologico (em
anexo), os quais foram concludentes para auséneiamdtais pesados e
microorganismos;

2. Grupo controle positivo (n=16): os defeitos foraregmchidos com 0sso bovino

inorganico particulado liofilizado (Consulmat®);

3. Grupo controle negativo (n=16): nestes anina@segurou-se a formacdo de um

coagulo preenchendo todo defeito.



Figura 1. Posicionamento do animal em plataforma especifiaea p
procedimento operatorio (A). Incisdo na pele nadegorsal do animal (B).
Tracionamento da pele até o osso calvarial (C)sdiace descolamento do
periésteo e exposicdo do osso calvarial (D). Cadéssea de formato
circular realizada com broca trefina (E). Remocégadrc¢édo circular do osso
calvarial e obtencéo da cavidade 0ssea (F). Ndha@etaorcao removida.



Figura 2. Cavidades Osseas preenchidas por 0sso bovino mooga
particulado liofilizado (A), dolomita (B) e coagu®).

Apds o preenchimento das cavidades, o periéstereégroximado, procedendo-se a
sutura da pele por pontos simples utilizando fimyglen 4-0 Mononylon®.

No pos-operatdrio, os animais foram mantidos eméBm com racdo e aguad
libitum, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e temperal20C.

Apos 7, 15, 30 e 60 dias os animais (quatro/terfgp@m mortos por aproveitamento

anestésico e os espécimes foram coletados parses@diografica e microscopica.

Procedimento radiografico

Os espécimes contendo os defeitos Osseos forantadomde preservando-se uma
margem de tecido 6sseo. Padronizou-se uma distdadg® cm entre o0 material biolégico e o
tubo do aparelho de raios-x. Foram realizadas gaglias ortorradiais utilizando-se filme
radiografico Kodak Ektaspeed®, com tempo de exposite 0,4 segundos e mantendo o
processo de revelacdo padrdo. Todos os espécimas fadiografados e escaneados em
escaner especifiddP scanjet4890

A éarea inicial das cavidades foi obtida a parts otlaagens das margens do defeito dos
animais do grupo controle negativo, aos 7 diasaegperatério, quando ainda era possivel

observar a margem inicial, devido a sua maior patimlade em relagdo ao osso neoformado.



A area final dos defeitos foi obtida por meio degsama de analise de imagem
(Image- Pro Plus Posteriormente calculou-se a diferenca médiee exet areas inicial e final
dos grupos estudados, como forma de determinarolugdo da neoformacdo Ossea. Os
resultados foram expressos em MmAs médias foram estatisticamente comparadastestie

t de Student, sendo o valor de p<0,05 consideraddis&nte.

Processamento histologico

Apos serem radiografadas as pecas foram mergulleadasolucdo de formaldeido
10% por 48 h, desmineralizadas em solucdo de Mécséo férmico 50% e citrato de sédio
20%) e processadas apo0s inclusdo em pardfioiam realizadogortes semi-seriados de 5

pum, que foram corados com hematoxilina e eosing ffdEa avaliacédo histoldgica.



RESULTADOS

1. ANALISE RADIOGRAFICA

1.1. Projecao radiografica do processo de reparo $so nos periodos experimentais de
7, 15, 30 e 60 dias.

No grupo osso bovino (controle positivo) observeuadiograficamente aos 7 dias a
cavidade cirurgica totalmente preenchida pelo nateros 15 dias parte de foi reabsorvido e
um progressivo processo de reparo 0sseo pode servabdo nas bordas e no centro da
cavidade nos periodos de 30 e 60 dias (Figura 3).

No grupo dolomita observou-se radiograficamenteult@dos similares ao 0sso
bovino. Aos 7 dias a cavidade cirdrgica se encweattatalmente preenchida pelo material;
aos 15 dias parte desse material foi reabsorvidaps periodos de 30 e 60 dias um
progressivo processo de reparo 6sseo pode sevallearas bordas e no centro da cavidade
(Figura 3), porém sem obliterar completamente eittef

No grupo coagulo (controle negativo) observou-skogaaficamente que a cavidade
cirurgica de 10 mm de didametro permaneceu inalkeaad 7 e 15 dias. Nos periodos de 30 e
60 dias, foi observado um progressivo processeparo 0sseo nas bordas da cavidade, no
entanto, a cavidade n&o obliterou completamentgu(&i3), & semelhanca do ocorrido nos

demais grupos.



0SSO BOVINO DOLOMITA COAGULO
(CONTROLE POSITIVO) (Controle Negativo)
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Figura 3. Projecao radiografica do processo de reparo 6ss@aluaria
de ratos apés o preenchimento com osso bovinomitalpe coagulo, nos
periodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias si@pératorio.



1.2. Anélise da area do osso neoformado
Os periodos de 7 e 15 dias foram excluidos daisandhorfométrica por
apresentarem, nos grupos dolomita e o0sso bovin@ tadiopacidade propria da nao
reabsorcao destes materiais.
A Figura 4 apresenta a neoformacdo média de tésgeo para o interior do defeito,
expresso como a diferenca média @nemtre as &reas inicial e final. A Tabela 1 dertrares
porcentagem de reducdo da cavidade inicial na malde ratos preenchidas com 0sso

bovino, dolomita e coagulo.

E 14_
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< 12- ) *
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Figura 4. Diferenca entre as areas inicial e final do defégseo apos 30 e
60 dias pds-operatério. Resultados expressos coéaiamh erro padrdo da
média (n=4).* P<0,05 quando comparado aos gruptmita e coagulo.

Testet de Student.

10



Tabela 1 Percentual de reducéo da cavidade inicial nédahapos a

colocacao de biomateriais.

Grupos Reducao da Reducao da
cavidade (%) cavidade (%)
30 dias* 60 dias*
Osso bovino 40,76 55,38
Dolomita 28,64 39,8
Coagulo 21,71 29,92

* Dias ap0s o preenchimento das cavidades $ss@a 0S
respectivos materiais de reparo (ossonooviorganico,
dolomita e coagulo).

2. ANALISE HISTOLOGICA

2.1. Observacao clinica

Na avaliacdo clinica da regido operada apos 7,305 60 dias da enxertia com
dolomita, osso bovino ou coagulo ndo foram obsewadteracdes como rubor, aumento de

temperatura ou edema.

2.2. Observacao microscoépica

2.2.1. Grupo experimental: dolomita

A dolomita foi identificada a microscopia de luznom granulos birrefringentes de
tamanhos variados (Figura 5A). Pelo estudo histdfpgito observou-se, aos 7 dias, o reparo
invadido por fibroblastos, neutréfilos e macréfagamdados ou como células gigantes. Muitas
células, algumas identificadas como neutrofilogesgntaram, seus contornos irregulares,
encolhimento e nucleos picnoticos (Figura 5B). @eaquantidade de corpos apoptoticos

foram observados (Figura 5C). Vasos sanguineosf@antificados apenas na periferia do

11



reparo, enquanto o centro, embora invadido polaglapresentou-se avascular. Aos 15 dias
0 reparo apresentou 0s mesmos tipos celularesvalo®sr no 7° dia, com predominio de
macrofagos; porém nesta fase, as células com gist®morfolégicas se concentraram no
centro do reparo, enquanto a periferia apreseronisdamente mais celularizada e
vascularizada. A maior parte dos granulos encorgeowenvolvida por células gigantes
multinucledas. Em alguns casos houve deposicadbdes fcolagenas ao redor de grupos de
granulos de dolomita fagocitados (Figura 5D). Olmeise neste periodo uma tendéncia do
organismo do animal em isolar o material enxertadoy o desenvolvimento de um tecido
conjuntivo frouxo entre o coto 6sseo em crescimerdanxerto (Figura 5E).

Aos 30 dias o reparo, com macroéfagos, fibroblastpsucos neutréfilos, apresentou-
se mais deslocado centripetamente pelo 0SSO eminBF®0 cujo peridsteo possuia muitos
granulos dolomiticos inseridos entre as fibrasgmtas (Figura 5F). Nesta fase, praticamente
todos os granulos apresentaram-se fagocitados poréfagos organizados como células
epitelidides (Figura 5G).

Ao longo do tempo de observacdo, notou-se um awngnaidual, mais evidente a
partir do 15° dia, na deposicao de fibras colageaawatriz celularizada entre os granulos de
dolomita. Aos 30 dias as fibras se caracterizaramuma disposi¢cdo mais irregular (Figura
5G), porém, aos 60 dias apareceram como faixasadot conjuntivo fibroso, dispostas
paralelamente uma em relagéo as outras e ao osfmwmado (Figura 5H).

A osteogénse foi observada a partir do 7° diajmgs® a partir dos cotos 0sseos que
emergiram das margens da cavidade criada (FiguyaN&b foi observado encapsulamento

dos granulos pelo osso neoformado.
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Figura 5. Defeito na calvaria de ratos preenchido com damor 7 dias (A-
Coloracdo H.E.; aumento original: 4x; B- Coloraddde.; aumento original:
100x; e C- Coloracao H.E.; aumento original: 10@%),dias (D- Coloracao H.E.;
aumento original: 40x; e E- Coloracéo H.E.; aumaeariginal: 4x), 30 dias (F-
Coloracédo H.E.; aumento original: 20x; e G- Colaa¢i.E.; aumento original:
40x) e 60 dias (H- Coloracdo H.E.; aumento origig@k). Aos 7 dias o reparo é
constituido por granulos de dolomita envolvidos fibroblastos, neutrofilos e
macréfagos. Neste periodo foram observados (setasleos picnéticos (B-
Coloragdo H.E.; aumento original: 100x) e corpospafticos (C- Coloracao
H.E.; aumento original: 100x). No periodo do 1%, dis granulos dolomiticos) (
aparecem, no reparo, envolvidos por macrofagos n@ados como células
epitelidides (D- Coloracdo H.E.; aumento originddx; e G- Colora¢do H.E.;
aumento original: 40x). Neste periodo (D- Colorakids.; aumento original: 40x)
observou-se deposicao irregular de fibras colagésea) e um tecido conjuntivo
frouxo entre o coto e o reparo (E- Coloracdo Hatmento original: 4x). No
periodo de 30 dias (F- Coloracdo H.E.; aumentdra@ig20x) os granulos) séo
encontrados no reparo e entre as fibras colagemaeribsteo (p) que recobre o
0sso neo-formado, circundados por células epi@®idG- Coloracdo H.E.;
aumento original: 40x). No periodo de 60 dias o8nglos aparecem mais
dispersos, envoltos por macrofagos e entremeadosfipoblastos e fibras
coldgenas organizadas em feixes (seta). Nesse caupsteogénese (0) foi
observada a partir do coto neoformado.
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2.2.2.Controle positivo: 0sso bovino inorganico péculado liofilizado

O osso bovino inorganico foi identificado na magopia de luz, como fragmentos
acidofilos com tamanhos e formas variadas (Figéva Ao longo do periodo de observacéo
parte dos fragmentos de o0sso bovino inorganiceesatabsorcao e/ou foi encapsulado por
tecido conjuntivo fibroso e uma menor parte foioimorada pelo tecido 6sseo que cresceu a
partir das margens do defeito.

No 7° dia ap06s a colocacéo do biomaterial, asqudas de 0sso bovino apresentaram-
se envolvidas por um tecido conjuntivo bem vasaddo e celularizado (Figura 6A), com
fibroblastos, macrofagos e muitos neutrofilos (FigbB). Nesse periodo, observou-se o coto
0sseo desenvolvido a partir das margens do defeitointensa osteogénese (Figura 6C).

Aos 15 dias a resposta celular e vascular se ifitens Foram observados os mesmos
tipos celulares descritos no 7° dia. Os fragmed&ssso bovino foram isolados do restante
da matriz, rica em vasos e fibroblastos, por célgmantes multinucleadas (Figura 6D).
Também foram observados poucos neutréfilos e magodfisolados.

Entre os granulos envoltos por células fagociticasmento na deposi¢cao de colageno
constituiu um tecido conjuntivo fibroso dispostgukarmente ao redor dos fragmentos,
caracterizando uma tendéncia inicial de encapsulemeemelhor organizacdo do reparo nesta
fase (Figuras 6E, 6F).

Apos 30 dias, exceto por poucos neutrofilos e pelslas gigantes com nucleos
pequenos, alongados e intensamente basofilicagdosdos fragmentos, ndo havia evidéncias
de uma resposta inflamatoéria. Muitos fragmentosresgggiam em processo de reabsorcao
(Figuras 6G)

Aos 60 dias observou-se uma intensificacdo no eudamento por tecido conjuntivo
fibroso. A atividade osteocondutora do osso boviob detectada pela identificacdo de

fragmentos incorporados a matriz 6ssea neoforntédaré 6H).
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Figura 6. Defeito na calvaria de ratos preenchido com bssto inorganico por

7 dias (A- Coloracdo H.E.; aumento original: 4x; ®eloracdo H.E.; aumento
original: 40x; e C- Coloracéo H.E.; aumento ori¢i®x), 15 dias (D- Coloracéo
H.E.; aumento original: 40x; E- Coloragdo H.E.; @amto original: 4x; e F-
Coloracéo H.E.; aumento original: 20x), 30 dias @loracdo H.E.; aumento
original: 10x) e 60 dias (H- Coloracdo H.E.; auncemriginal: 10x). (A-
Coloracédo H.E.; aumento original: 4x) Fragmento®s& bovino+{j envolvidos
por infiltrado inflamatorio rico em neutréfilos (@he em B- Coloracdo H.E.;
aumento original: 40x). Na seta em A (Coloragao.Habimento original: 4x) e C
(Coloracéao H.E.; aumento original: 20x) observas®to 6sseo em crescimento,
a partir de uma das margens do defeito. Pode-s¢ aaicorréncia de osteogénese
(0) na parte inferior do coto. Aos 15 dias os fragtns de 0sso aparecem
circundados por células gigantes de corpo estrdebtas) e por um tecido
conjuntivo rico em fibroblastos e fibras colageias Coloracdo H.E.; aumento
original: 40x; E- Coloracdo H.E.; aumento origindk; e F- Coloracdo H.E.;
aumento original: 20x). Aos 30 dias (G- Coloraca&.Haumento original: 10x)
observa-se diversos fragmentos em processo deoredbg) e a fibrose é mais
evidente. Aos 60 dias (H- Coloracdo H.E.; aumenigiral: 10x) observa-se
fragmentos incorporados) (pelo osso neo-formado e outros encapsulados por

tecido conjuntivo fibroso (setas).
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2.2.3. Controle negativo: coagulo

No defeito preenchido com coagulo ndo ocorreu ps@nflamatério. Aos 15 dias o
leito apresentou-se bem vascularizado (Figuras 7ABE e aos 30 dias o coagulo foi
substituido por um tecido conjuntivo fibroso, vdadaado (Figura 7C, bem evidente aos 60
dias (Figura 7D ).

. 3 gk
O A o et

B e 2N
©

Figura 7. Defeito na calvaria de ratos preenchido com coagt dias (A-Coloracdo
H.E.; aumento original: 20x; e B- Coloracdo H.Eum&nto original: 40x), 30 dias (C-
Coloracdo H.E.; aumento original: 4x) e 60 dias (I@loragédo H.E.; aumento original:
20x). A partir do 15° dia (A- Coloragdo H.E.; aunmeoriginal: 20x; e B- Coloragéo
H.E.; aumento original: 40x) observou-se uma de@osde colageno (seta) no reparo,
sendo mais evidente aos 30 dias (C- Colorac&o Hufgento original: 4x) e que aparece
aos 60 dias (D- Coloracdo H.E.; aumento origin@lx)2como um tecido fibrotico

envolvido pelo periosteo (p).
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito de um enxerstituido por um mineral a base de
carbonato de célcio e magnésio, conhecido comontiap apos 7, 14, 30 e 60 dias no
processo de reparo de cavidades 0sseas criadasyexgalmente na calvaria de ratos.

O modelo de defeito 6sseo na calvaria de ratosgénslo alguns autores, um modelo
ideal para o teste de materiais de enxertia ndwsegénio-maxilo-facial. Este sitio anatémico
foi escolhido pela sua inacessibilidade por parte ahimal e por apresentar pobre
vascularizacao e relativa deficiéncia de medulaadssm relacdo a outros 0ssos. Além disso,
a calvaria desenvolve-se por ossificacdo intramand®a, semelhante aos 0ssos
membranosos da face (MENDONCA, 2005; SCHMITZ & HOMGER, 1986;
HOLLINGER & KLEINSCHMIDT, 1990). Ademais, possibiéi a criacdo de um defeito de
tamanho critico, ou seja, um defeito de dimensdte & a 8 mm (DAHLIN et al, 1991;
MARDAS et al, 2002) que ndo permite a regeneragporgdnea do tecido 6sseo durante o
tempo de vida do animal, a ndo ser que algum tgmadterial osteogénico, osteoindutor ou
osteocondutor seja colocado dentro ou sobre eigaSCHMITZ & HOLLINGER, 1986).

A dolomita como material de reparo a ser invesbgddi escolhida pela sua
composicao quimica rica em carbonato de calcio gnésio, elementos minerais importantes
na constituicdo da matriz 6ssea inorganica, de ngo@o hipoteticamente, poderia estimular
uma acdo osteogénica e uma vez que a supostaadgvidntiinflamatéria e analgésica
atribuidas popularmente a este mineral poderiamengigsnhar um papel coadjuvante
importante no processo de reparo 0sseo.

O o0sso bovino inorganico foi utilizado como corgrglositivo em fungédo de sua
propriedade osteocondutora ja descrita (SCIADIN&lgt1997; TAGA, 2004) e confirmada
neste estudo. Embora o coagulo ndo tenha acdogésiea, foi utilizado como controle
negativo porque age como uma matriz que permitggeag@o de células osteoprogenitoras e
osteoblastos preservados nas margens do defeitoRK8A & ODGREN, 2002,
MENDONCA, 2005).

Os resultados radiograficos deste estudo mostrquenmos periodos de observacéao de
7 e 15 dias, os grupos dolomita e o0sso bovino &cg se caracterizaram por uma
radiopacidade, ndo sendo observada neo-formac&a.dds controle negativo, as imagens
radiograficas mostraram cavidades radioltcidassApdisso, a analise histolégica revelou o
crescimento de um coto 0sseo a partir das margenslefeitos, nesses periodos, nos trés

grupos estudados.
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Aos 30 e 60 dias foram observados radiograficamemi reabsorgcéo progressiva da
dolomita e do 0sso bovino e, simultaneamente, a@ucia de neo-formacdo 6ssea no sentido
centripeto, a partir das bordas da cavidade. Npogaoagulo a reabsorcdo ndo pode ser
observada radiograficamente. Em nenhum grupo feémiada a obliteracdo total do defeito
no periodo de 60 dias.

Em estudo semelhante, Mendongca (2005) afirma némlservado pela andlise
histolégica a obliteracdo total de cavidades deatdmo critico na calvaria de ratos apos 9
meses de enxerto com 0sso bovino organico e /agéaniwo e atribuiu esse resultado a
proliferacéo fibroblastica e fiborosamento de pddadesdo. Discute-se que o tecido conjuntivo
proveniente da sutura pode interferir na avaliagicegeneragcéo (BOSCH et al, 1998). Neste
estudo a sutura da pele e do periosteo apos amdéa realizada abaixo da regido do defeito,
de modo que a sutura ndo interferisse no processeparo. Apesar disso, constatou-se nos
trés grupos experimentais ocorreu sintese de temidguntivo fibroso que se organizou
diferentemente, de acordo com o material avaliado.

No reparo com dolomita houve a formacédo de tecaguativo fibroso, a principio
irregular, que posteriormente se organizou em $adensas no meio do reparo, porém sem
desenvolvimento de cépsulas ao redor dos granNBxs.ficou claro o destino dos granulos
neste periodo analisado. Aparentemente foram rédsizie tamanho ao longo do tempo, mas
sua reabsorc¢ao néao foi evidente.

Por outro lado, muitos fragmentos de osso boviriceisson encapsulamento, por um
tecido conjuntivo fibroso, e/ou reabsorcao total paucial, enquanto uma menor parte foi
incorporada pelo osso neoformado, caracterizangtaderma a atividade osteocondutora
desse biomaterial (CAMELO et al, 1998; LORENZONBEt1998; MARGOLIN et al, 1998;
MCALLISTER et al, 1999; MELLONIG, 2000). O procesde fibrose também foi descrito
em reparos 0sseos constituidos por osso inorgdeiasigem bovina (Bio-Oss®) na calvaria
de ratos (MENDONCA, 2005), em alvéolos dentariosdks (INDOVINA & BLOCK, 2002)

e em defeitos produzidos na tibia de coelhos (JENSEI, 1996)

A dolomita néo apresentou atividade osteocondut&mm. nenhum periodo foi
observado granulos de dolomita incorporados a maissea neoformada. No entanto,
percebeu-se uma tentativa do organismo dos anidaisolar a dolomita, formando um
tecido conjuntivo entre o coto e o reparo.

Aos 30 dias apo0s a colocacdo do osso bovino ohseseyoem algumas seccbes
histologicas a deposicdo de matriz 0ssea primaaajnterface entre o coto 6sseo e o

fragmento encapsulado Contudo, apesar dessa obderearedita-se que esse efeito seja
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atribuido ao coto e ndo ao 0sso bovino inorganie & desprovido de elementos capazes de
induzir osteogénese.

No grupo controle negativo, o coagulo foi complegate substituido por um tecido
conjuntivo fibroso.

A dolomita e 0 o0sso bovino, que ja é amplamentizadio como biomaterial em
enxertos 0sseos, ndo foram totalmente indcuos. Anmuuziram uma resposta inflamatéria
aguda por polimorfonucleares, embora no grupo ditdortenha sido menos intensa. E
possivel que a elevada alcalinidade do meio, poipueida por este mineral ndo tenha
favorecido a angiogénese e uma migracdo mais m@aseutrofilos para as partes centrais
do reparo. A presenca de células com alteracOeldgicas tipicas de dano e morte celular
reforca esta hipotese.

Os macroéfagos foram as células de defesa mais\eda&sina resposta inflamatoria,
sendo aparentemente mais numerosos e mais peessitenreparo do grupo dolomita. Nesse
grupo, os macréfagos adquiriram um padrdo semetzaoélula epitelial, sendo denominados
epiteliéides. Em contraposicédo, os macréfagos dreos ao redor dos fragmentos de 0sso
bovino apresentavam uma morfologia de células tggade corpo estranho com nucleos
dispostos aleatoriamente no citoplasma.

Mediante andlise da area de 0sso neoformado constatque os defeitos preenchidos
com 0sso bovino inorganico apresentaram aumentdfisagivo na formacdo Ossea, em
comparacdo com a dolomita e com o coagulo, de ngp#oo percentual de reducédo da
cavidade foi maior no grupo 0sso bovino seguidgmpo dolomita e do grupo coagulo, aos
30 (40,76%, 28,64% e 21,71% respectivamente) e 680%55,38%, 39,8% e 29,94%
respectivamente) dias. Esses percentuais dema@mstrare a dolomita apresentou aos 60 dias
um bom indice de formacéo 0ssea (p=0,05) quandg@a@uio com o coagulo. Da mesma
forma que o osso bovino, a dolomita provavelmentenpve um estimulo mecanico para a
neoformacdo éssea, com a desvantagem, em relac@ssaobovino, de ndo ter acdo
osteocondutora. Uma outra possibilidade é que awifinente ao estimulo mecanico, a
resposta inflamatoria mononuclear crénica induzidagrupo dolomita poderia contribuir
com a producdo de fatores de crescimento como P{plakelet derivated growth factqr)
FGF f(ibroblast growth factor)e TGH (transforming growth factos), que tém acdo no
reparo 6sseo (MILLIS, 1999).

Neste trabalho foi observado que a dolomita ndesamtou atividade osteocondutora,
apresentando na fase aguda do reparo O0sseo umao r@damatdria menos intensa,

envolvendo um processo de morte celular program@apesar disso, a analise radiogréafica
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mostrou que o emprego da dolomita, nos periodaslados, foi favoravel ao processo de
reparo, quando comparado com o grupo coagulo. tAnte para esclarecer de forma mais
evidente o destino dos granulos de dolomita, bemoca evolucdo da resposta inflamatoria

serdo necessarios estudos com periodos mais Idegusservacao.
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