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RESUMO

OBJETIVO: Estudar o efeito da calcitonina no reparo de defeito femoral preenchido com matriz 6ssea
bovina desvitalizada.

METODOS: Quarenta e oito ratos Wistar, machos e adultos foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupo com 24 animais. Defeitos femorais bilaterais, com 2mm de didmetro, foram produzidos na diéfise
femoral e preenchidos com matriz 6ssea bovina desvitalizada. O grupo experimento recebeu 0,05mL de
calcitonina, intramuscular, no pés-operatério imediato; o grupo controle recebeu 0,05mL de cloreto de sodio
0,9%. Os animais foram sacrificados com 7, 14 e 21 dias e os fémures submetidos a avaliacao clinica,
microscépica e histométrica. Foram utilizados os testes “t” de Student, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para
aanalise estatistica dos resultados.

RESULTADOS: Os resultados clinicos ndo mostraram diferenca entre os grupos controle e experimento.
Microscopicamente, os defeitos mostraram reacao inflamatoria e formagao 6ssea ativa nas proximidades da
matriz 6ssea bovina. Aanélise quantitativa mostrou maior formacao 6ssea nas fases iniciais da osteogénese
reparadora no grupo experimento (Z=4,82 e Z=4,43), sem diferencas em relacdo a reacao inflamatdria em
ambos grupos.

CONCLUSAOQ: O uso de calcitonina em defeitos preenchidos com matriz 6ssea bovina desvitalizada estimula
aneoformac&o 6ssea com 7 e 14 dias de p6s-operatdrio, mas ndo diminui a reagdo inflamatdria.

DESCRITORES: Enxerto autégeno. Osso bovino. Calcitonina. Ratos.
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SUMMARY

PURPOSE: To study the effect of the calcitonina in the repair of femoral defect fulfilled with bovine bone
devitalized matrix and calcitonin in rats.

METHODS: Forty eight adult male Wistar rats were distributed into two group with 24 animals. Bilateral
femoral defects with 2mm of diameter were produced in the femoral shaft and fulfilled with bovine bone
devitalized matrix. The experimental group received calcitonin 0,05mL intramuscular, in the immediate
postoperative period; the control group received 0,05mL of saline solution. The animals were sacrificed with
7,14 and 21 days and the femurs were submitted the clinical, microscopic and histometric evaluation. The
data was submitted a statistical evaluation with Student “t”, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney.
RESULTS: The clinical results didn’t show difference between the control and experimental groups. In the
optical microscopy the defects showed inflammatory reaction and active bony formation in the proximities of
the bovine bony fragments. The quantitative analysis showed larger bony formation in the initial phases of the
reparative osteogenesis in the experimental group (Z=4,82 and Z=4,43), without differences in relation to the
inflammatory reaction in both groups.

CONCLUSION: The calcitonina and the fulfillment of defect with bovine bone devitalized matrix enhance

bone formation and no decrease inflammatory reaction in the 7 and 14 postoperative period.

KEY WORDS: Autograft. Bovine bone. Calcitonin. Rats.

Introducéo

O reparo de grandes defeitos 6sseos continua
sendo um desafio aos profissionais da traumatologia,
onde os métodos tradicionais de tratamento utilizam
0 enxerto 6sseo autdgeno pela sua propriedade
osteogénica e facilidade de incorporagdo em relacéo
aos enxertos homogenos e xendgenos*.

A aquisicao de enxerto 6sseo autdgeno agrega
riscos ao paciente, incluindo incisdo cirdrgica
adicional, aumento da morbidade pds-operatoria,
debilitacdo do local doador e quantidade disponivel
insatisfatoria de enxerto autdgeno, como nas criangas
e adultos submetidos a procedimentos operatérios
anteriores*2,

Os biomateriais inorganicos sdo compostos
alternativos ao uso de enxertos sseos autdgenos por
serem produzidos com propriedades potencialmente
semelhantes as do tecido receptor e quando usados
em defeitos de 0ssos longos constituem-se em
obstaculo ainvaséo do tecido mole vizinho, permitindo
crescimento de tecido 6sseo diretamente sobre suas
trabéculas porosas e acelulares®*.

Entre os biomateriais, a matriz inorgéanica
derivada de 0sso bovino, uma hidroxiapatita utilizada
no preenchimento de cavidades com fungéo de
arcabouco para neoformacéo 6ssea, pode ser parcial
ou completamente removida do local receptor por
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um lento processo de reabsorcdo de superficie
desencadeando intensa reacdo inflamatdria®®.

A matriz dssea bovina desvitalizada, como todas
as modalidades de enxerto, esta sujeita a influéncia
de fatores préprios do organismo receptor, como
tensdo de oxigénio, desnutricdo protéica, doencas
metabolicas, hormonios e vitaminas, sendo a
velocidade da reconstrucao 0ssea relacionada aos
niveis de fésforo, calcio e de calcitonina, um horménio
com acao direta no metabolismo destes minerais e
fator de grande importancia na recuperacao e
manuten¢do da homeostase 0ssea. Por possuir acao
analgésica, antiinflamatoria e antiosteoclastica, a
calcitonina € utilizada no tratamento de distlrbios
clinicos e bioldgicos caracterizados por excessiva
remodelacdo dssea em humanos’8910.11.12,

Ziegler e Delling™ relataram que a calcitonina
promove aceleracdo do processo regenerativo de
defeito Gsseo sem enxertia, em ratos. Paavolainen e
col.’* ndo encontraram diferencas nos aspectos
radiogréaficos, microscopicos e biomecénicos em
fraturas de tibias de ratos tratados com calcitonina.
Guarniero e col.® estudaram a influéncia da calcitonina
e da desnutricdo protéica, isoladas e associadas, na
resisténcia mecanica e narigidez do tecido 6sseo em
ratos, observando que a calcitonina favoreceu a
neoformacdo dssea, reduzindo a ocorréncia de
pseudartrose. Canavero e col.* utilizando calcitonina
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no reparo de defeitos 6sseos circunscritos em ratos,
observaram formacao de tecido de granulagéo
infiltrado por células inflamatorias, seguida por
diferenciagdo osteoblastica e formacéo de trabéculas
0sseas.

Considerando-se a possibilidade da calcitonina
promover redugdo da reacdo inflamatdria e aumento
da atividade osteoblastica, fez-se estudo morfologico
do reparo de defeitos 6sseos provocados
operatoriamente em fémur de ratos, preenchidos com
matriz 6ssea bovina desvitalizada utilizando-se
calcitonina de salméo.

Meétodos

A proposta deste trabalho foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMS
(37/2002) e todos os procedimentos foram realizados
de acordo com o Animal Experimentation Ethics
Committee.

Foram utilizados 48 ratos Wistar, machos,
adultos, com peso médio de 392g, procedentes do
Biotério Central da UFMS, distribuidos em dois
grupos com 24 animais: grupo | (experimento) e grupo
Il (controle). Os animais foram pesados e
anestesiados por solucao 1:1 de xilazina e quetamina
na dosagem de 0,1mL.100g* de peso, por via
intramuscular.

Apos tricotomia, realizou-se incisdo longitudinal
de 20mm em face lateral de coxa, divulsédo romba da
musculatura com exposicéo da diafise femoral e
confecc¢do de defeito 6sseo com broca metalica de
2mm de didmetro acoplada em perfurador elétrico
de baixa rotacdo, interessando coértex lateral e
medular dssea, em ambos fémures.

Os defeitos foram preenchidos com matriz 6ssea
bovina desvitalizada; a aproximag&o muscular foi
realizada com pontos simples de categute simples 3-
0 e a sutura continua da incisdo cutanea com fio
monofilamentado de poliamida 4-0. No pos-
operatério imediato aplicou-se 0,05mL (2 Ul) de
calcitonina de salm&o nos animais do grupo | e 0,05mL
de solugdo de cloreto de sddio 0,9% nos animais do
grupo 11, viaintramuscular.

Apos recuperacdo anestésica permitiu-se apoio
imediato dos membros operados sem nenhum tipo
de imobilizacéo externa, sendo os animais mantidos
nas gaiolas com agua e racdo a vontade até o
cumprimento dos seguimentos de 7 (subgrupo A),
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14 (subgrupo B) e 21 dias (subgrupo C), quando
oito animais de cada grupo foram pesados e
sacrificados por inalacdo continua de éter etilico.

Os fémures foram dissecados e apds analise
macroscépica com observacdo de alteracdo
morfoldgica da estrutura femoral (fratura, ossificagdo
ectdpica e presenca do defeito na cortical 6ssea),
ambos fémures foram fixados em formol tamponado
10%, descalcificados e submetidos a processamento
histol6gico rotineiro no Departamento de Anatomia
Patoldgica Especial da UFMS. Os cortes histologicos
foram corados com hematoxilina-eosina e observados
por microscopia Optica em relagdo a neoformacéo
0ssea e reacdo inflamatoria. As fotomicrografias
obtidas das ldminas histolégicas foram submetidas a
anélise quantitativa dos parametros acima
mencionados utilizando-se software de analise de
imagens por absormetria de cor.

O conjunto de resultados foi submetido a analise
estatistica pelos testes “t” de Student, Mann-Whitney
(2) e anélise de variancia por postos de Kruskal-
Wallis (H) para comparar os 2 grupos de estudo para
cada variavel e para cada periodo (7, 14 e 21 dias).
O nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado
em 5% (a £ 0,05).

Resultados

Todos os animais ganharam peso (Tabela 1) e
ndo ocorreu nenhum Gbito durante o experimento.
Na anélise macroscopica ndo foi observada a
presenca de fratura femoral nem de ossificagéo
ectopica. O defeito na cortical 6ssea manteve-se
visivel em todos os periodos de seguimento.

Na microscopia Optica, as areas do defeito em
ambos grupos, com sete dias de seguimento,
apresentavam-se preenchidas por fragmentos de
matriz Gssea bovina desvitalizada, estroma conjuntivo
com neoformacao vascular, ilhas de tecido 6sseo
neoformado e reacdo inflamatéria com células
gigantes multinucleadas em contato com a matriz 6ssea
bovina e dispersas no infiltrado inflamatorio (Figura
1, A-B). Uma maior concentracgéo de osteoblastos e
neoformacdo Gssea (Tabela 2) foi observada no
grupo experimento.

Com quatorze dias, observou-se fragmentos de
matriz 6ssea bovina desvitalizada, estroma conjuntivo
e presenca de reagdo inflamat6ria em ambos grupos
(Figura 1, C-D) (Tabela 3). No grupo controle
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TABELA1 - Peso Animais dos grupos | e 11 com respectivos subgrupos A, B e C, segundo o peso inicial e final (grama)

GRUPOI GRUPOII
SUBGRUPO inicial final variacéo SUBGRUPO inicial final variacéo
352 357 5 390 393 3
395 400 5 410 413 3
418 420 2 375 380 5
A 375 380 5 A 390 394 4
361 365 4 395 400 5
384 389 5 416 420 4
390 393 3 385 390 5
450 453 3 350 352 2
415 420 5 350 360 10
401 411 10 410 421 11
355 364 9 401 409 8
B 364 372 8 B 395 404 9
370 381 11 400 411 11
378 388 10 361 371 10
410 420 10 370 380 10
355 364 9 375 383 8
380 400 20 400 420 20
391 408 17 385 402 17
385 400 15 378 390 12
c 386 400 14 c 390 411 21
400 420 20 380 401 21
395 409 14 380 400 20
375 391 16 410 430 20
411 422 11 376 390 14
Média 387,3 396,96 9,63 Média 386,33 396,88 10,54
D.P. 23,34 23,35 5,40 D.P. 17,94 19,38 6,34

D.P.: desvio padrdo

TABELA 2 — Fémures dos animais dos grupos | e 1l com respectivos subgrupos A, B e C, segundo a quantificacéo de
tecido 6sseo neoformado (porcentagem)

GRUPOI GRUPOII
SUBGRUPO A B C A B Cc

331 475 59,6 211 456 60,0

321 46,2 58,7 149 420 61,0

315 483 59,6 15,6 455 58,7

324 456 589 179 456 59,8

321 480 60,1 20,6 456 579

332 459 60,1 210 449 60,1

325 488 59,8 198 438 60,0

314 46,0 589 18,8 411 60,2

315 47,0 58,7 199 448 59,8

314 499 588 18,7 428 578

332 451 591 20,6 447 584

333 473 60,3 201 451 58,6

324 451 61,0 199 429 591

331 46,0 59,8 198 413 59,8

330 478 579 176 435 59,6

331 485 60,4 178 448 59,7

Média 32,5 47,1 59,5 19,0 44,0 59,4
D.P. 0,72 0,14 0,81 0,18 0,16 0,90

D.P.: desvio padrédo
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observou-se tecido 6sseo neoformado disposto em
trabéculas delgadas, sem orientacédo espacial definida
e com pouca ou nenhuma conexao com a superficie
do 0sso receptor; no grupo experimento as trabéculas
6sseas neoformadas eram longas e finas, orientadas
em angulo reto a superficie femoral e conectadas umas
as outras por trabéculas paralelas a superficie do 0sso
receptor.

Com 21 dias, em ambos grupos havia presenca
de infiltrado inflamatdrio com poucas células gigantes
multinucleadas, trabéculas dsseas densas com aspecto
de osso lamelar e fragmentos de matriz 6ssea bovina
envoltos por tecido 6sseo neoformado. No grupo
controle o canal medular mostrava-se mal definido e
com dimensdes reduzidas; no grupo experimento
houve completa reconstituicdo do espaco medular
(Figura 1, E-F).

FIGURA 1 - Fotomicrografias da area do defeito padrdo (HE-100x).
A: 7 dias de seguimento, sem calcitonina, mostrando fragmentos de matriz 6ssea bovina (MB), reacdo inflamatéria (RI), tecido conjuntivo
(TC), trabéculas 6sseas neoformadas (TN) e células gigantes multinucleadas (setas) em contato com a matriz 6ssea bovina e dispersas no

infiltrado inflamatério.

B: 7 dias de seguimento, com calcitonina, mostrando reacdo inflamatéria, tecido conjuntivo rico em osteoblastos (setas) e trabéculas 6sseas

neoformadas.

C: 14 dias de seguimento, sem calcitonina, mostrando fragmentos de matriz dssea bovina, reagdo inflamatéria, tecido conjuntivo e delgadas

trabéculas de osso neoformado.

D: 14 dias de seguimento, com calcitonina, fragmentos de matriz 6ssea bovina, reagdo inflamatdria, tecido conjuntivo e espessas e bem

organizadas trabéculas de osso neoformado.

E: 21 dias de seguimento, sem calcitonina, mostrando formagdo incompleta da medular éssea e presenca de reacdo inflamatéria.
F: 21 dias de seguimento, com calcitonina, mostrando formagdo completa da medular éssea e presenca de reacgdo inflamatdria.

Acta Cir Bras 2004;19(5)
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TABELA 3 - Fémures dos animais dos grupos | e Il com respectivos subgrupos A, B e C, segundo a quantificagéo da

reacdo inflamatoria (porcentagem)

GRUPOI GRUPOII
SUBGRUPO A B C A B C

46,3 29,6 12,1 448 246 11,2

424 289 116 438 259 113

450 29,3 10,5 416 26,0 11,5

438 284 113 398 251 12,0

459 278 10,6 384 26,3 123

418 291 10,6 445 26,5 110

398 28,2 11,5 46,1 26,1 124

408 27,3 123 47,2 254 135

399 256 140 456 271 123

41,2 258 124 443 269 12,5

456 226 11,5 424 258 130

42,6 251 116 418 27,2 131

458 264 11,5 418 26,8 110

47,0 271 12,0 469 254 113

456 26,0 116 423 255 11,2

446 256 11,2 438 26,1 114

Média 43,6 27,1 11,6 43,4 26,0 11,9
D.P. 2,41 1,89 0,85 2,47 0,74 0,81

D.P.: desvio padrédo

Discussdo

A correcdo de defeitos 6sseos com perda de
substancia tem no enxerto 6sseo autdgeno o padrdo
ideal, mas sua utilizag&o possui fatores limitantes,
como a sisponibilidade em pacientes com baixa
reserva de 0sso autdégeno®.

A regenerac¢do 6ssea guiada por biomateriais
facilita a formacdo Ossea por protecdo contra a
invasdo de tecidos ndo-osteogénicos competidores
e as matrizes inorgénicas séo lentamente reabsorvidas
e substituidas por osso neoformado®. Entre os
biomateriais disponiveis como substitutos 6sseos, a
matriz 6ssea bovina desvitalizada foi selecionada neste
trabalho experimental, para preenchimento das
cavidades 6sseas, por ser biocompativel, ter reserva
de matéria prima suficiente, ser de baixo custo e facil
manuseio, podendo ser estocada em temperatura
ambiente e ndo exigindo instrumental cirtrgico especial
para sua aplicacao™>*.

Como a osteogénese reparadora de defeitos
Gsseos, com ou sem uso de enxertia 6ssea, pode ser
influenciada por fatores biologicos e fisicos,
promovendo aceleragéo ou retardando a reparagéo
6ssea, decidiu-se estudar as possiveis acdes da
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calcitonina, em dose Unica, na integracéo da matriz
0ssea bovina desvitalizada em defeitos 6sseos
femorais provocados operatoriamente, em ratos.

A calcitonina é um hormdnio polipeptidico que
participa ativamente da homeostase esquelética como
regulador do metabolismo mineral e dsseo,
interferindo na agdo do paratorménio na manutengdo
da massa 0ssea®.

A experimentagao animal e os estudos clinicos
mostraram que a calcitonina de salméo é a mais ativa
das calcitoninas isoladas e absolutamente isenta de
proteinas animais exdgenas®.

Por ser degradada pelos sucos gastricos, a
calcitonina é administrada via subcuténea, retal,
endovenosa, intramuscular ou nasal®. Nesta pesquisa
utilizou-se a calcitonina de salmao, via intramuscular,
pela facilidade de aplicagdo da droga, melhor controle
da dosagem e pela dificuldade de aplicag&o por via
venosa ou nasal nos animais da amostra utilizada.

Com relagdo a dose de calcitonina, ha
divergéncias na literatura®'%**2 para este estudo
utilizou-se a dose de 2Ul, via intramuscular, que
corresponde a dosagem terapéutica em humanos?®.

Decidiu-se pela utilizagdo da calcitonina, em dose
Unica, no pos-operatorio imediato, porque segundo
Ito e col.*, a estimulacdo da formagao dssea ocorre
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quando a calcitonina é administrada antes do inicio
da osteogénese, provocando um aumento no nimero
de células osteoblasticas. Este aspecto foi observado,
com sete dias de seguimento, nos animais tratados
com calcitonina, pela presenca de uma maior
concentracdo de osteoblastos, alinhados sobre as
superficies do tecido 6sseo neoformado, enquanto
nos animais ndo tratados com calcitonina a
predominéncia era de osteoclastos. Estas
observacoes foram similares as relatadas por Ziegler
e Delling'® e por Mantzavinos e Listgarten®”.

O rato foi escolhido como modelo animal pela
facilidade de obtencdo de amostra homogénea e
simplicidade de manuseio. O ganho de peso
apresentado por todos os animais da amostra (p =
0,096) demonstra que os procedimentos operatorios
realizados, o biomaterial utilizado e a droga injetada
n&o interferem com o desenvolvimento normal do
animal no periodo estudado.

A auséncia de calcificacOes ectdpicas na analise
macroscopica demonstra que a matriz 6ssea bovina
desvitalizada permite ajuste adequado ao defeito
6sseo, sendo contido na cavidade pela cobertura
muscular, sem necessidade de fixac¢é&o adicional.

A identificacdo visual do defeito na cortical 6ssea,
no periodo estudado, é explicada pela caracteristica
centripeta da cicatrizacéo de defeitos dsseos, havendo
inicialmente a formacéo e organizagdo do hematoma
por tecido de granulacédo, formacéo de tecido 6sseo
de padréo imaturo ndo lamelar; maturacdo das
trabéculas dsseas, atividade osteoclastica e formacéo
do estroma medular'*’. Acredita-se que a auséncia
do acesso operatorio cortical femoral tenha
caracteristicas tempo-dependente, ou seja, que 0
periodo de seguimento utilizado neste trabalho
experimental tenha sido insuficiente paraa completa
remodelacdo dssea cortical. Estes resultados foram
similares aos relatados por Delling e Glueckselig*® em
estudo de regeneracéo de defeitos corticais em tibias
de ratos.

Para o reparo, a formacdo 6ssea depende de
adequado suprimento vascular com os osteoblastos
exercendo suas atividades nas regifes adjacentes aos
vasos sangtlineos, onde a elaboracao de tecido 6sseo
altamente organizado requer uma superficie
mecanicamente estavel sendo o 0sso neoformado
depositado em uma base sélida'®. Este aspecto foi
demonstrado na analise microscdpica onde, em todos
os periodos de seguimento, houve neoformacéo de
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tecido Gsseo, na sua grande maioria, justaposta as
paredes do defeito e a superficie da matriz 6ssea
bovina desvitalizada, que se mostrava baséfilae com
sinais de reabsorc¢do, demonstrando ser a mesma,
um arcabouc¢o bioldgico adequado para a
neovascularizacao e deposicao 6ssea.

Nos animais tratados com calcitonina, o0 aspecto
histolégico da &rea do defeito padrao, com sete dias
de seguimento, demonstrou uma maior concentracao
de osteoblastos e formacao de tecido ostedide, com
trabéculas dsseas neoformadas exibindo numerosos
osteoblastos alinhados em sua periferia; nos animais
ndo tratados, o defeito Gsseo mostrava-se preenchido
por tecido conjuntivo bem vascularizado, rico em
fibroblastos e células gigantes, com menor
concentragéo de osteoblastos.

Nos animais tratados com calcitonina, com
quatorze dias de seguimento, as trabéculas dsseas
mostraram-se inicialmente longas e finas, orientadas
em angulo reto a superficie femoral e conectadas umas
as outras por curtas trabéculas paralelas a superficie
do 0sso, progredindo para trabéculas espessas e bem
organizadas, enquanto que nos animais ndo tratados
com calcitonina, a maioria das trabéculas apresentava
disposi¢do em mosaico, algumas vezes, formando um
angulo agudo com a superficie do 0sso. Esta varia¢éo
de arquitetura provavelmente decorreu de maior
estresse resultante da mobilizacdo mais ativa dos
membros operados, em funcdo da a¢do analgésica
da calcitonina®.

No seguimento de vinte e um dias, houve
formagao de medular 6ssea ampla e bem definida
nos animais tratados com calcitonina, enquanto que
nos animais ndo tratados, a medular 6ssea mostrava
aspecto indiferenciado e dimensdes mais reduzidas.
Estes resultados foram semelhantes aos relatados por
Pereira e col.® e Sanchez e col.?.

A reacéo inflamatdria fisiologica e desencadeada
em qualquer situacao que exija cicatrizacao ou haja
presenca de materiais identificados pelo organismo
como corpos estranhos. Na literatura existem
relatos***21718 da intensa reacdo inflamatdria
desencadeada pela presenca da matriz 6ssea bovina
desvitalizada e da presencga de células gigantes
multinucleadas, o que também foi demonstrado neste
estudo.

Com sete e quatorze dias houve significancia
estatistica na maior neoformacao 6ssea, nos animais
tratados com calcitonina (Z = 4,82 e Z = 4,43,
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respectivamente), porém em seguimento de 21 dias,
a presenca de tecido 6sseo neoformado foi
semelhante e sem significancia estatistica em ambos
grupos (Z = 0,777). Estes resultados foram
semelhantes aos relatados por Pereira e col.’® e
Delling e Glueckselig*®.

Nos resultados da quantificacdo da reacdo
inflamatdria ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os animais tratados e 0s ndo tratados
com calcitonina, nos periodos de seguimento.

O real conceito sobre a atividade da calcitonina
no reparo de defeitos Gsseos preenchidos com
biomaterial inorganico absorvivel ainda € limitado,
sendo a comparagdo com dados da literatura
dificultada pela diferenca de metodologia, modelo
experimental, dose empregada, via e tempo de
administracéo da calcitonina, demandando estudos
futuros para melhor conhecimento de sua acéo sobre
as células constituintes do tecido dsseo.

Conclusao

A acdo da calcitonina faz-se mais evidente nas
fases iniciais da osteogénese reparadora, estimulando
aneoformagdo 6ssea, mas sem provocar diminui¢éo
da reacdo inflamatoria, em ratos.
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