RESUMO

BURY L. A. L. Avaliagdo histomorfométrica do reparo em
defeitos de tamanho critico criados em calvaria de ratos,
realizados com broca trefina ou instrumento piezoelétrico,
preenchidos com osso bovino. Faculdade de Odontologia de
Barretos. UNIFEB. 2012.

O proposito do presente estudo foi avaliar do ponto de visto
histométrico o reparo 0sseo em defeitos de tamanho critico (DTC)
criados com broca trefina ou instrumento piezoelétrico e
preenchidos ou ndo com 0sso bovino inorganico. Defeitos 6sseos
de tamanho critico de 5 mm de diametro foram criados na calota
craniana de 40 ratos sendo que em 20 destes os defeitos foram
realizados com broca trefina (Grupo Tr) e nos demais, com
instrumento piezoelétrico (Grupo Pi). Os animais de ambos os
grupos foram divididos em subgrupos de 10 animais cada um que
receberam o0s seguintes tratamentos: Tr — os defeitos foram
preenchidos com coagulo sanguineo e uma membrana reabsorvivel
foi posicionada sobre os defeitos; Tr + Bf — os defeitos foram
preenchidos com 0sso bovino inorganico e a seguir, uma
membrana reabsorvivel foi posicionada sobre os defeitos; Pi — os
defeitos foram preenchidos com coagulo sanguineo e uma

membrana reabsorvivel foi posicionada sobre os defeitos; Pi + Bf—



os defeitos foram preenchidos com 0sso bovino e uma membrana
reabsorvivel foi posicionada sobre os defeitos. Cinco animais de
cada grupo foram eutanasiados nos periodos de 30 e 45 dias de
pos-operatorio. Apds captura das imagens, um software de analise
de imagem foi utilizado para a analise histométrica. Foi calculado a
porcentagem de o0sso neoformado em relacdo a area total do
defeito criado e os dados obtidos foram analisados estatisticamente
(ANOVA, Tukey, p<0,05). Aos 30 dias ndo houve diferenca
estatisticamente significante na formacgao de tecido 0sseo, entre 0s
grupos. O grupo Tr no periodo de 45 dias evidenciou maior
formacéo de tecido 6sseo (37,73+15,21) quando comparado com o
grupo Pi (19,87+6,47) e Tr + Bf (13,68£3,30) aos 30 dias. Diante
dos resultados concluiu-se que o defeito 6ésseo criado com broca
trefina, preenchidos com coagulo e protegido com membrana
reabsorvivel foi o tratamento mais satisfatério no preenchimento
0sseo entre 0s grupos tratados. Nenhum defeito 6sseo provocado
em calvaria de ratos com 5 mm de diametro apresentou completa
regeneracao 0ssea espontanea no periodo final de avaliacdo de 45

dias.

Unitermos — Biomateriais, Piezocirurgia, Reparacdo de feridas,

regeneracao 0ssea, Enxerto 0sseo.



ABSTRACT

BURY L. A. L. Histomorphometric evaluation of the repair in
critical-size defects created in rat calvaria, performed with a
burr or trephine instrument piezoelectric, filled with bovine

bone. Barretos Dental School. UNIFEB. 2012.

The purpose of this study was to evaluate the point of view
histometric bone repair in critical-size defects (DTC) created with a
burr or trephine instrument and piezoelectric or not filled with
inorganic bovine bone. Critical-size bone defects 5 mm in diameter
were created in the skull 40 rats and in 20 of these defects were
made with a burr trephine (Tr group) and the other, with
piezoelectric instrument (Pl group). The animals of both groups were
divided into subgroups of 10 animals each who received the
following treatments: Tr - the defects were filled with blood clot and
a resorbable membrane was placed on defects; Tr + Bf - the defects
were filled with inorganic bovine bone and then, a resorbable
membrane was placed over on defects; Pi - the defects were filled
with blood clot and a resorbable membrane was placed on defects;
Pi + Bf defects were filled with bovine bone and a resorbable

membrane was placed on defects. Five animals from each group



were euthanized during the periods of 30 and 45 days
postoperatively. After capturing images of an image analysis
software was used for histometric analysis. We calculated the
percentage of new bone over the total area of the defect created
and the data were analyzed statistically (ANOVA, Tukey, p
<0.05). At 30 days there was no statistically significant difference in
bone tissue formation between the groups. Tr group in 45-day
period showed increased formation of bone tissue (37.73 £ 15.21)
compared to Pi (19,87+6,47) and Tr + Bf (13,68£3,30) groups to 30
days. From the results it was concluded that the bone defect created
with drill trephine, filled with clot and secured with absorbable
membrane was the most satisfactory bone in growth between the
treated groups. No bone defect induced in rat calvaria with 5 mm in
diameter showed complete spontaneous bone regeneration during

the end assessment 45 days.

Key words - Biomaterials, Piezosurgery, wound repair, bone

regeneration, bone gratft.



1 — INTRODUCAO

Diferentes condi¢gdes clinicas como defeitos 0sseos
periodontais, espessura 0ssea reduzida poés-exodontia, altura e
espessura 0ssea inadequada para a instalacdo de implantes e
cavidades Osseas resultantes de procedimentos cirargicos
requerem o uso de procedimentos para restabelecer a arquitetura e
o volume 6sseo. Diferentes técnicas sao apresentadas na literatura
para o restabelecimento da altura e largura 0ssea, como uso de
enxertos 6sseos, uso de membranas (regeneracéo tecidual guiada)
como ou sem o emprego de substituto 6sseo, além de fatores de
crescimento (Potijanyakul et al., 2010). E notério na literatura que o
0SSO autdégeno € o “padrdo ouro’ constituindo-se no material de
primeira escolha. Este procedimento possui algumas limitacbes
como a quantidade de osso obtida, a necessidade de uma segunda
area cirurgica (area doadora) e principalmente a morbidade da area
doadora (Calixto et al., 2008; Potijanyakul et al., 2010) o que
estimulou os profissionais a procurarem outros substitutos.

Como opcédo surgiu o uso de tecido Osseo obtido de
individuos da mesma espécie. Sado 0s conhecidos enxertos
homogenos ou aloenxertos que face a diferenca do perfil genético

entre o doador e o receptor e o risco de transmissdo de doencas



tem o seu uso ainda questionado e por estas razdes é limitado
rotineiramente o seu uso (Aichelmann-Reydi et al., 1998; Calixto et
al. 2008). Surgiram também outras op¢des como o0 uso de tecido
0sso de outras espécies. Denominados de enxertos xendgenos,
tem no 0sso bovino o seu principal representante. Alem destes tem
crescido nos dltimos anos o interesse dos clinicos e pesquisadores
pelos materiais naturais ou sintéticos, também denominados de
“aloplasticos” os quais, derivados de fosfato de calcio, tem na
hidroxiapatita e fosfato tricalcio seus representantes mais utilizados

Por outro lado procedimentos cirdrgicos que requerem O
corte do tecido 6sseo (osteotomia / osteoplastia) séo realizados em
sua maioria, com instrumentos rotatorios (brocas), mecanicos
(serras) e, mais recentemente foi apresentado o sistema que utiliza
a piezoeletrecidade. A piezoeletrecidade foi descoberta por Pierre
Currie em 1881 (Kfouri et al., 2009) e constitui-se em um fenébmeno
fisico, especifico de certos cristais, como o0 quartzo, que séo
capazes de gerar micro movimentos que levam a formacdo de
cavitacbes quando aplicados sob pressdo em uma superficie
(Leclercq et al. 2008; Kfouri et al., 2009). Estes micro movimentos
atingem a frequéncia de 25 a 29 kHz com uma amplititude de 60 a
210 pm possibilitando o corte seletivo do tecido mineralizado, sem

danificar o tecido mole (Vercellotti et al., 2001). Embora varios



estudos clinicos comprovaram a efetividades desta técnica
(Vercelotti, et al., 2001; Vercelotti et al., 2004, Robiony et al., 2004,
Eggers et al.,, 2004, Kramer et al., 2006, Katrikowa et al., 2006;
Gleisal et al., 2007, Heiland et al., 2007; Labanca et al., 2008,
Leclerg et al.,, 2008, Barone et al.,, 2008; Kfouri et al., 2009,
Camargo-Filho, 2010, Sammartino et al., 2011, Baldir et al., 2011)
inclusive na area médica (Hoigne et al., 2006) ainda sdo escassos
e recentes os estudos que avaliaram histomorfometricamente a
efetividade deste procedimento (Berengo et al., 2006, Bacci et al.,
2010, Pavlikova et al., 2011), o que requer a necessidade de mais
estudos que avaliem comparativamente defeitos criados por brocas
e com sistema piezoelétrico, principalmente quando estes

estiverem preenchidos ou ndo com substitutos 0sseos.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - SUBSTITUTOS OSSEOS

O tecido 06sseo0 € um tecido conjuntivo mineralizado
especializado, dindmico, bem vascularizado, que possui funcbes
fisiologicas e homeostaticas (Davies, 2003). Diferentes funcdes sdo
atribuidas ao tecido 0sseo. Dentre estas destacam-se as funcdes
de suporte, protecdo e locomocédo sendo estas influenciadas por
fatores locais e sistémicos (Katchburian & Arana, 2004).

Nos ultimos anos o restabelecimento morfofuncional dos
defeitos 6sseos tém se constituido um dos maiores desafios nao
sO da area periodontal como também da cirurgia maxilofacial e da
implantodontia. Diferentes substitutos estdo disponiveis na pratica
clinica e cabe ao profissional reconhecer o mais indicado.
Preferencialmente, devem possuir capacidade de estimular a
regeneracao Ossea e combinar propriedades osteogénica,
osteoindutora e ou osteocondutora (Tamimi et al., 2006).

O osso autdogeno constitui o material de escolha porém as
limitagbes da sua disponibilidade na cavidade bucal tem motivado
0s pesquisadores a utilizarem outros substitutos 6sseos (Block &
Kent, 1997). Uma grande variedade de materiais homdgenos,

xendgenos, sintéticos ou aloplasticos tem sido largamente



utilizados. Isto se deve a facil obtencdo e em quantidades
significativas, além de ndo haver a necessidade de realizacdo de
uma outra area cirargica (Topazian et al.,, 1971). Dentre os
diferentes biomateriais apresentados na literatura destaca-se o uso
de vidro bioativo (Furlaneto et al., 2007), sulfato de célcio (Furlaneto
et al., 2007) osso seco congelado desmineralizado (DFDB) (Lim et
al., 2000; Turonis et al., 2006; Kalish et al., 2008), plasma rico em
plaquetas (Messora et al., 2008a, 2008b; Nagata et al., 2009);
proteina morfogenética 0ssea recombinante humana (Pang et al.,
2004); materiais ceramicos como o fosfato de calcio bifasico (Park
et al., 2010), fosfato beta-tricélcio (Yun et al., 2010); matriz derivada
de esmalte (Potijanyakul et al., 2010); hormonio da paratiredide
(Yun et al., 2010); hidroxiapatita (Park et al., 2009); associacdo de
componentes organicos e 0sso mineral bovino — PepGen P15 (Artzi
et al., 2008) e o0 osso bovino (Matzenbacher et al., 2003; Oliveira et
al., 2008; Ramirez-Fernandez et al., 2011)

Dado sua importancia, o 0sso bovino tem sido o de primeira
escolha, nos ultimos anos, para cirurgia maxilofacial (Ramires-
Fernandes et al., 2011). Dentre as relevancias do uso deste
biomaterial pode ser destacado a exclusdo da morbidade na area
doadora (autdégeno), sem necessidade de segunda area cirurgica

(autdgeno), a reducado da antigenecidade dos aloenxertos e menor
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risco de transmissdo de doencas (Zasacki, 1991, Felinto, 2010)
além da sua maior disponibilidade, menor custo, praticidade do
armazenamento e facil manuseio transoperatério do biomaterial
(Mellonig et al., 1992; Conrad et al., 1993), apesar de necessitar de
maior tempo pra a regeneracéo 0ssea (Felinto, 2010).

Embora diferentes tipos de o0sso xendégeno tem se
apresentado (bovinos e suinos), o bovino é o mais estudado,
porém ha ainda, a necessidade de pesquisas para oferecer maior
sustentacdo do seu uso clinico, principalmente pesquisas que
avaliem o uso do 0sso bovino associado com outras técnicas, como

0 sistema piezoelétrico.

2.2 - MODELO EXPERIMENTAL EM CALVARIA

Diferentes modelos experimentais tem sido apresentados na
literatura para avaliar a reparacdo O0ssea de diferentes defeitos
osseos frente a diferentes biomateriais. Dentre estes modelos
destaca-se o modelo de defeito 6ésseo criado em tibia (Melo et al.,
2005; Mendes et al., 2006; Ramirez-Fernandez et al., 2011) e
alvéolo dental (Guglielmotti & Cabrini, 1985, Santos Jr & Melhado,
1990, Camargo et al., 2000, Calixto et al., 2008). Este, por ser um
modelo no qual os materiais implantados interferem no reparo

alveolar, tem sido pouco utilizado nos ultimos anos. Mais
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recentemente 0 modelo de defeitos 6sseos criados em calvarias
voltou a despertar o interesse dos pesquisadores 0 que pode ser
avaliado pelo elevado numero de pesquisas que utilizaram esta
metodologia (Furlaneto et al., 2007; Messora et al., 2008a, 2008b;
Oliveira et al., 2008; Artzi et al., 2008; Kalish et al., 2008; Honma et
al., 2008; Nagata et al., 2009; Park et al., 2009; Potijanyakul et al.,
2010; Yun et al., 2010; Santinoni, 2012). Este modelo experimental
tem se constituido um modelo adequado para avaliar técnicas de
regeneracao 0ssea na regiao maxilofacial (Lim et al., 2000) porém
tais defeitos devem ser realizados com uma dimensédo que néao
ocorra a regeneracdo 0ssea natural, os chamados defeitos 6sseos
de tamanho critico. Por definicdo defeito de tamanho critico (DTC) é
um defeito que ndo apresenta a regeneracdo Ossea de forma
natural e espontanea; a regeneracao 0ssea nao € obtida durante o
periodo de reparo (Schmitz & Hollinger, 1986).

O defeito de tamanho critico criado em ratos na regiao cranio-
mandibulo-facial permite uma avaliacdo in vivo da caracterizacao
da resposta celular, biodegradacdo e biocompatibilidade de
materiais de enxertos 0sseos antes de serem testados em espécies
diferenciadas na escala filogenética (Hollinger & Kleinschmidt,
1990) e tem se constituido em modelo atrativo para estudar o

reparo 0sseo.
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Relatos encontrados na literatura atestam que o primeiro
estudo que avaliou o reparo de defeitos 6sseos de tamanho critico
foi descritos por Freeman Turnbull et al. (1973). Os autores
realizaram defeitos 0sseos em calotas craniana de ratos utilizando
fresa com 2 mm de diametro. A partir dai houve um elevado nimero
de pesquisas que estudaram o reparo de defeitos 0sseos criados,
em sua maioria, com brocas, diamantadas ou trefinas, com
diferentes diametros como de 2 mm (Saueressing, 2005), 3,8 mm
(Honma et al., 2008), 5 mm (Turonis et al. 2006; Furlaneto et al.,
2007; Artzi et al., 2008; Nagata et al., 2009), 8 mm (Lim et al., 2000;
Matzenbacher et al., 2003; Pang et al., 2004; Messora et al., 2008a;
Park et al.,, 2009; Almeida et al.,, 2010), 8,8 mm (Honma et al.,
2008), 12 mm (Herculiani et al., 2000) e 15 mm (Nagata et al.,
2009). Os resultados destes estudos comprovaram a efetividade
deste modelo experimental para avaliar o reparo 6sseo e a
biocompatibilidade de diferentes materiais, além do que trata-se de

um procedimento cirurgico de facil execucéo.

2.3 - PIEZOCIRURGIA

Procedimentos cirargicos que envolvem o corte do tecido
0sseo tem sido realizado com diferentes instrumentos.

Instrumentos como serras e brocas, podem induzir calor na area
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tratada o que requer o uso associado de intensa irrigacdo para
minimizar o aquecimento da area cirargica e consequentemente
promover adequado reparo 0sseo. No entanto estes instrumentos
requer também do cirurgido, além de amplo conhecimento da
anatomia da éarea cirurgica, grande destreza e habilidade uma vez
gue podem provocar danos em tecidos nobres como nervos e vasos
de diferente calibres.

Recentemente surgiu um novo instrumento capaz de
promover o corte de tecido 0sseo utilizando-se o chamado “Efeito —
Piezo". Fisicos franceses Jean e Marie Curie mencionaram pela
primeira vez o efeito-piezo em 1880 e demonstraram que certos
cristais produzem corrente elétrica sob pressdo mecanica (Hoigne
et al.,, 2006). Os cristais ao serem submetidos a pressdo sofrem
oscilagcbes mecanicas com frequéncia capaz de promover a
cavitacao do tecido em decorréncia da ruptura da coesédo molecular
de liquidos frente as ondas ultrassoénicas (Leclercq et al., 2008).
Ainda segundo estes autores sua indicacao na pratica clinica limita-
se a algumas intervengcdes como: remocdo de implantes
osseointegrados, remocédo de 0sso do sinfese mentoniana e area
retromolar e lateralizacdo do nervo alveolar inferior. Dentre as

desvantagens desta metodologia destaca-se sua ineficiéncia e
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fragilidade para cortes em tecido 6sseo muito denso (Vercellotti,
2004).

Embora ainda pouco estudo, o uso do sistema piezoelétrico
na pratica clinica pode ser avaliado pelos varios trabalhos que
atestaram a efetividade deste sistema em diferentes tipos de
cirurgia (Vercellotti, 2004; Robiony et al., 2004; Gruber et al., 2005;
Kramer et al.,, 2006; Metzger et al., 2006; Hoigne et al., 2006;
Gleizal et al., 2007; Leclercq et al., 2008; Labanca et al., 2008) o

gue torna-o um procedimento técnico-cirurgico confiavel.
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3 — PROPOSICAO

Constitui  propésito do  presente  estudo avaliar
histometricamente a reparacdo 6ssea em defeitos de tamanho
critico criados cirurgicamente em calvaria de ratos, com broca
trefina ou com instrumento piezoelétrico e preenchidos ou ndo com

0Sso bovino inorganico.
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4 - MATERIAL E METODO

Animais

No presente estudo foram utilizados 40 ratos (Rattus
norvergicus, albinus, Wistar) com peso aproximado entre 300 g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP. Todos animais foram mantidos em sala
climatizada com temperatura entre 22 - 24°C e com ciclo de 12
horas de luz dia. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
com no maximo cinco animais cada uma, separados de acordo com
0 grupo experimental e alimentados com racdo adequada e agua ad
libitum. O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da
Faculdade de Odontologia de Campus de Aracatuba — UNESP

(Processo 1200/2011) (Anexo 1)

Procedimentos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
com 20 animais cada um: grupo Tr - 0s animais foram submetidos
a criacdo de defeitos de tamanho critico na calvaria com broca

trefina com 5 mm de didmetro e grupo Pi no qual os animais foram
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submetidos a criacdo dos defeitos de tamanho critico na calvaria

com instrumento piezoelétrico.

Criacao do defeito em calvaria com broca trefina - Tr

Os animais dos grupos Tr foram anestesiados por injecéo
intramuscular de cloridrato de quetamina (0,7 mg/kg) associado a
xylazina (0,6 mg/kg). Nos animais do grupo Tr apos tricotomia e
antissepsia da regiao da calota craniana dos animais, foi realizado o
procedimento de criacdo do defeito de tamanho critico (DTC) que
seguiu o descrito por Furlaneto (2007) e Messora et al. (2008a,
2008b). Resumidamente o procedimento constou de uma incisdo
em formato de "U", com sua base voltada para a regido anterior da
calvaria seguido do levantamento de um retalho de espessura total.
A seguir, um defeito de tamanho critico de 5 mm de diametro foi
criado nos 0ssos parietais, envolvendo a sutura sagital. O defeito foi
realizado utilizando uma broca trefina de 5 mm de diametro interno
(Dentoflex Sistemas de Implante, Sdo Paulo, SP, Brasil) acoplada a
uma peca de mdo em motor em baixa rotacdo, sob irrigacao
abundante com solucéo salina estéril. A seguir, foram criadas duas
marcagdes em formato de “L” que foram preenchidas com

amalgama, uma na porcao posterior do defeito e outra na porcao
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anterior. Estas marcacoes, realizadas distando 2 mm da margem do
defeito, serviram para localizar o centro do defeito durante o
processamento laboratorial e, também, como referéncia para
determinar a margem 0ssea original do defeito durante a andlise
histométrica (Furlaneto et al., 2007; Messora et al., 2008a, 2008b,

Santinoni, 2012) (Figura 1).

Criacio do defeito em calvaria com instrumento

Piezoelétrico - Pi

Os animais do grupo Pi foram anestesiados nas mesmas
condicdes utilizadas nos animais do grupo Tr. ApOs tricotomia e
anti-sepsia da regido da calota craniana dos animais, foi justaposto
ao tecido 6sseo da calota craniana um guia cirargico (Fig. 2 b),
fixado por intermédio de um parafuso, criado especialmente para
esta finalidade o qual apresentava diametro interno de 5 mm
criando um defeito de tamanho critico de 5 mm de diametro
envolvendo 0s 0ssos parietais, sutura sagital e em condicdes
semelhantes para todos 0s animais. Para a osteotomia com sistema
piezoelétrico foi utilizado a ponta ES009 acoplada a peca de méo
do equipamento piezoelétrico (Piezosonic Esacrom, VK Driller, Sao

Paulo, Brasil) sob irrigacdo abundante com solugéo salina estéril. A
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seguir, foram criadas duas marcacdes em formato de “L” que foram
preenchidas com amalgama, uma na porcao posterior do defeito e
outra na porcao anterior. Estas marcacoes, realizadas distando 2
mm da margem do defeito, serviram para localizar o centro do
defeito durante o processamento laboratorial e, também, como
referéncia para determinar a margem o6ssea original do defeito
durante a analise histométrica (Furlaneto et al., 2007; Messora et

al., 2008a, 2008b) (Figura 2).

Grupos e tratamentos

Os animais dos grupos Tr e Pi foram aleatoriamente
divididos em dois subgrupos de 10 animais cada um, cujos defeitos
criados na calvaria receberam os seguintes tratamentos : Tr — 0s
defeitos foram preenchidos com coagulo sanguineo e, a seguir,
uma membrana reabsorvivel foi posicionada sobre os mesmos; Tr +
Bf — os defeitos foram preenchidos com o0sso bovino (Bonefill®,
Bionnovation, Sao Paulo, Brasil) (Figura 3 e 5) e, a seguir, uma
membrana reabsorvivel foi posicionada sobre os defeitos Pi — os
defeitos foram preenchidos somente coagulo sanguineo e, a seguir,
uma membrana reabsorvivel foi posicionada sobre os mesmos; ; Pi

+ Bf— os defeitos foram preenchidos com osso bovino (Bonefill®,
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Bionnovation, Sao Paulo, Brasil) e, a seguir, uma membrana
reabsorvivel foi posicionada sobre os mesmos.

O volume do biomaterial foi padronizado para todos os
defeitos criados experimentalmente nos espécimes do grupo Tr + Bf
e Pi + Bf de tal forma que os defeitos foram completamente
preenchidos.

Em todos os espécimes foi utilizada uma membrana
reabsorvivel de cortical de osso bovino liofilizada (GenDerm®,
Baumer, Divisdo de Biomateriais, Sao Paulo, Brasil) (Figura 4);
recortada com diametro superior a do defeito 6sseo provocados na
calvaria, mantida em posicao por intermédio de suturas realizadas a

partir dos tecidos moles marginais.(Figura 5)

Periodos experimentais

ApoOs os periodos de 30 e 45 dias de pos-operatorios, 5
animais de cada subgrupo experimental foram sacrificados. A
eutanasia foi realizada através de dose excessiva de anestésico

(Thiopental, 150 mg/kg peso corporal).

Processamento laboratorial
ApOs a eutanasia a area do defeito cirdrgico realizado e os

tecidos moles da calota craniana de cada animal foram removidos
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em um soO bloco. As pecas obtidas foram fixadas em formoldeido a
4% por um periodo minimo de 48 horas. ApOs este periodo de
fixacdo, as pecas foram lavadas em A&gua corrente e
descalcificadas em solucdo de Acido Etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A)) a 16%. Apoés descalcificacdo inicial, cada peca foi
cortada no sentido longitudinal, seguindo o eixo maior da marcacéo
de améalgama em “L° obtendo-se assim duas hemicalotas,
proporcionado a obtencdo de cortes histolégicos no centro do
defeito. Cortes transversais distantes 2 mm da margem do defeito
foram realizados seguindo a marcacao do eixo menor do "L. Com a
realizacdo dos cortes transversais, 0s espécimes tiveram uma
extensao longitudinal padronizada de 9 mm correspondente a 5
mm do defeito 0sseo criado e acrescido de 2 mm em cada uma
das margens do defeito (Figura 6).

Concluido a descalcificacdo as pecas foram submetidas ao
tramite laboratorial de rotina (lavadas, desidratadas, diafanizadas)
e incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados, com 6
UM de espessura, 0s quais foram corados pelas técnicas de

Hematoxilina e Eosina (H.E.) para analise histomorfométrica.

Analise histomeétrica
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Os cortes histolégicos de cada espécime correspondentes a
regido central do defeito criado cirurgicamente foram analisados por
um mesmo examinador cego ao experimento e calibrado
anteriormente. As imagens dos cortes histologicos foram
capturadas por meio de camera digital acoplada a microscoépio de
luz, com aumento original de 5X e transferidas para um
computador. As imagens digitalizadas foram analisadas por um
software (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging BmbH, 07740
Jena Germany) que permitiu a analise histométrica de todos os

especimes.

O segquinte critério foi utilizado para a analise histométrica da

imagem digitalizada de acordo com Messora et al. (2008a,2008b):

1.Delineamento da Area Total (AT) a ser analisada,
correspondente a area do defeito cirargico original. Esta area foi
determinada da seguinte forma: a espessura do 0sso original da
calota foi medida a direita e a esquerda do defeito cirdrgico (2
mm de extensdo em cada extremidade); essas duas
extremidades de osso original da calota foram entdo unidas com
duas linhas, uma tracada seguindo a superficie interna da calota
e outra seguindo a superficie externa da mesma, reproduzindo a

ligeira curvatura dessa estrutura anatémica. A Area Total (AT) foi
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medida em mm? e foi considerada 100%.

2. Dentro da AT, foi delineada a Area de Osso Neoformado (AON)
nos grupos. A porcentagem de osso neoformado (AON) foi

determinada empregando a formula:
AON (%) = AON x 100 dividido pela AT

Os dados histométricos obtidos foram analisados pelo

programa computacional BioEstat.

Analise estatistica

O valor atribuido a AON de cada animal foi representado
pela porcentagem medida obtida dos cortes histologicos
examinados. Foi realizado o teste ANOVA para avaliar a
significancia das diferencas entre os grupos em relacdo a AON
além do teste de Tukey, havendo diferenca significativa entre os

grupos (p<0,05).
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Figura 1. Procedimento ciriirgico para criacao de defeito de tamanho
critico realizado com broca trefina. a) calota craniana exposta; b) broca

trefina em posicao; c) osteotomia realizada ; d) defeito dsseo criado.
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Figura 2. Procedimento ciriirgico para criacao de defeito de tamanho

critico com instrumento piezoelétrico. a) calota craniana exposta; b)
padrdo cirdrgico fixado na calota craniana; c) ponta do instrumento

piezoelétrico em posicao para corte; d) osteotomia realizado.
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Figura 3. Osso bovino inorganico granulado (Bonefill® )

Figura 4. Membrana de cortical de osso bovino

utilizada ( GenDerm® )
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Figura 5. Preenchimento do defeito dsseo de tamanho critico com

0sso bovino. a) defeito dsseo preenchido com o biomaterial; b) Membrana de
cortical de 0sso bovino em posicao; c) sutura compressiva a partir das bordas

do tecido mole; d) retalho posicionado mantido com suturas.
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: Corte Longitudinal

: T Corte transversal
5mm
2mm

Modificado de Furlaneto et al., (2007); Messora et al., (2008a,2008b)

Figura 6. Recorte da peca anatomica. Corte longitudinal e transversal
realizados nas pecas da calota craniana dos animais apds

descalcificacao inicial.
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5 — RESULTADO

Analise histomeétrica

As laminas obtidas foram avaliadas para serem
selecionadas para a analise histométrica. Algumas destas estavam
insatisfatérias para a analise e foram descartadas o que reduziu
para quatro o numero de amostras de animais por grupo/periodo. A
analise estatistica dos dados histométricos obtidos foi realizada pelo
programa BioEstat 5.0 (Boiestat Windows 1995 Sonopress.

Industria Brasileira, Manaus, AM, Brasil).

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e a
homogenidade das variancias. As médias e desvios padrdo da
guantidade de novo osso formado foram descritos em porcentagem
de area de osso neoformado (% AON) para cada grupo em cada
periodo, bem como a analise comparativa entre 0S grupos nos
periodos de 30 e 45 dias de pos-operatorio foram realizadas e estdo

representados na Tabela 1.

Os dados obtidos evidenciaram que houve maior formagao
de 0sso nos espécimes dos grupos Tr aos 45 de pos-operatorio

(37,73+£15,21). Neste grupo os defeitos foram criados com broca
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trefina, preenchidos com coagulo sanguineo e cobertos por

membrana reabsorvivel.

Na andlise inter-grupos foi observado que houve diferenca
estatisticamente significante entre os espécimes do grupo Tr
(37,73%+15,21) no periodo de 45 dias quando comparado com os do
grupo Pi (14,26+£3,88) e os do grupo Tr + Bf (13,68+3,30) nos
periodos de 30 dias. Estes achados demonstraram que os defeitos
criados com trefina, preenchidos com coagulo sanguineo e cobertos
com membrana, ou com sistema piezoelétrico, preenchidos com
biomaterial (Bonefill®) e membrana, induziram menor formacao
O0ssea aos 30 dias que os espécimes cujos defeitos foram criados
com broca trefina, preenchidos com coagulo e coberto com
membrana no periodo de 45 dias. No final do experimento nenhum

DTC evidenciou completa formacéo de tecido 6sseo (Figura 7).
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Tabela 1 - Média e Desvio padriao (M+DP) dos dados histométricos descritos em

porcentagem de 4rea de osso neoformado (% AON) nas calotas cranianas de ratos,

de acordo com cada grupo (Tr, Pi, Tr + Bf, Pi + Bf)) nos periodos de 30 e 45 dias.

Grupos

Periodos/Dias 30 DIAS 45 DIAS

Tratamentos
Tr 19,87+6,47 37,73+15,21
Pi 14,26+3,88* 23,60+14,45
Tr + Bf 13,68+3,30* 18,46+2,28
Pi + Bf 19,03+4,62 23,69+15,59
N 16 16

+ Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) com o Grupo Tr aos 45

dias — Analise de Variancia a dois critérios - ANOVA seguido pelo pés teste

de Tukey.



Figura 7. Vista panoramica dos defeitos em calvaria de ratos. 45 dias.

A — Grupo trefina (Tr); B — Grupo Piezoelétrico (Pi); C — Grupo Trefina e
biomaterial (Tr + Bf); D — Grupo Piezoelétrico mais biomaterial (Pi + Bf).

Aumento original 5 X.
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6 — DISCUSSAO

O uso de animais em pesquisas experimentais contribuiu
significantemente para o desenvolvimento de pesquisas em
condi¢cbes proximas as encontradas em humanos. Por ser de facil
obtencéo e em larga escala o rato tem sido o animal mais utilizado.
Defeitos de tamanho critico (DTC) podem ser definidos como
aqueles que néo ocorre a regeneracdo completa, espontaneamente
e segundo Melcer (1969) defeitos provocados no osso parietal de
ratos ndo reparam com tecido 0sseo em condicbes normais. Ha
evidencias na literatura que este tipo de defeito 6sseo pode ser
reparado quando o substituto O6sseo utilizado for o adequado
(Santinoni, 2012). Proposto inicialmente por Frieman & Turnbull
(1973) o modelo em calvaria de ratos tem sido muito utilizada por
ser realizado em uma area anatomica de reduzido stress mecanico
com estabilidade das estruturas vizinhas, que permite avaliar a
interacdo do novo osso formado com o osso original (Mankani et al.,
2006).

No presente estudo os defeitos — DTC foram criados
cirurgicamente de duas diferentes formas: broca trefina e

instrumento piezoelétrico, todos com 5 mm de diametro e os
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defeitos cirurgicos criados receberam preenchimento ou ndo com

0sso bovino inorganico granulado.

Na andlise dos resultados obtidos observa-se
histometricamente que nenhum dos defeitos 6sseos provocados em
calvéaria de ratos de todos os grupos (Tr, Pi, Tr + Bf e Pi + Bf) e em
ambos periodos analisados (30 e 45 dias) apresentaram completa
formacdo Ossea (Tabela 1, Figura 7). Pode ser observado que
houve formacéo Ossea significante nos espécimes do grupo Tr no
periodo de 45 dias. Estes fatos provavelmente possa estar
associados a diferentes condicdes como : tamanho do defeito,
reduzido suprimento sanguineo e elementos celulares da area, o

periodo de avaliacdo e até mesmo o uso da membrana.

Estudos demonstraram que a reparacao de defeitos 0sseos
depende do seu tamanho. Honna et al, (2007) avaliaram
regeneracao 0ssea em defeitos 6sseos de 3.8 mm e 8.8 mm, em
periodos que variaram de 1 a 36 semanas. Observaram que 0S
defeitos menores demonstraram completa formacéao 6ssea e que 0s
defeitos maiores ndo havia a reparacdo Ossea completa,
evidenciando a presenca de tecido conjuntivo fibroso nas areas nao
reparadas. Acrescentaram ainda que a formacdo do tecido 6sseo

cessa apos 24 semanas independente do tamanho do defeito.
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Acreditamos ainda que o periodo de avaliacdo de 30 dias
constitui um periodo precoce para este tipo de avaliacdo bioldgica,
principalmente quando biomateriais de enxertia sdo empregados
em defeitos de tamanho critico. Na literatura observa-se diferentes
periodos de avaliacdo deste tipo de defeito, sendo encontrado
avaliacao a partir de 1, 2, 3, 4, 8 e 12 semanas (Freeman &
Turnbull, 1973), 1, 2, 3, 4, 6, 12, 18, 24 e 36 semanas (Honma et
al., 2008), 4 e 12 semanas (Furlaneto et al., 2007; Messora et al.,
2008a), 6 e 12 semanas (Park et al., 2009), 6, 13, 26 e 52 semanas
(Schliephake et al., 2004), 8 e 16 semanas (Costa et al., 2010), 8
semanas (Matzenbacher et al., 2003), 12 semanas ( Artzi et al.,
2008), 30 dias (Nagata et al.,, 2009), 7, 14, 21, 30 e 90 dias
(Oliveira et al., 2008), 10, 20 e 30 dias (Mendes et al., 2006), 180
dias (Almeida et al., 2010) o que evidencia a auséncia de uma

padronizacdo quanto ao periodo ideal para a avaliacéo.

Considerando que os resultados obtidos nos periodos de 30
e 45 dias nos espécimes dos grupos Tr + Bf (13,68+3,30),
(18,46+2,28) e grupo Pi + Bf (19,03+4,62), (23,69+15,59)
respectivamente, observa-se que provavelmente, o biomaterial ndo
foi completamente reabsorvido e consequentemente ndo foi capaz

de induzir significativa formacgao de novo 0sso. No entanto os dados
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conferem evidéncias de formacdo Ossea mais diferenciada no
periodo maior de avaliacdo (45 dias) entre os espécimes do grupo

Tr + Bf (18,4622,28) e 0 grupo Pi + Bf (23,69+15,59).

Os resultados obtidos nos espécimes dos grupos Tr aos 45
dias (37,73+15,21) fortalecem ainda mais o papel importante que o
coagulo sanguineo desempenha no processo de regeneracao
0ssea, principalmente quando protegido de infeccdo e de infiltracao
de tecidos no interior da cavidade cirurgica pelo uso de barreira
biologica, conforme foi proposto por Dahlin et al., (1988) e Nyman
et al., (1993) com o objetivo de impedir a infiltracdo de tecido
conjuntivo  ou epitélio na area do defeito promovendo,
consequentemente, condicbes favoraveis para uma boa
regeneracao 6ssea (Lim et al. 2000), embora ha de ser considerado
também, o importante papel do peridosteo na regeneracdo Ossea
(Cunha et al., 2007). No presente estudo foi utilizado esta
membrana baseado nos estudos de Herculiani et al. (2000) que
avaliaram o reparo ¢6sseo de DTC de 12 mm de diametro
provocados em calvaria de cobaias cujos defeitos em um dos
grupos, foram protegidos com membrana de cortical de osso bovino
(Gen-derm). Os autores observaram que 0 grupo recoberto

somente com a membrana apresentou crescimento 0sseo
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significativo nas bordas do defeito, atingindo apds 6 meses, 52%
da &rea da lesdo ocupada por tecido 6sseo. Demonstraram ainda
que o uso de membrana associado ao enxerto 6sseo bovino
mostrou, segundo 0s autores, ser uma alternativa viavel no

tratamento de defeitos 0sseos perenes de menores dimensoes.

Outro fato que merece a atencdo é que os defeitos de
tamanho critico encontrados nas diferentes pesquisas da literatura
foram criados, em sua maioria, com brocas com diametro variavel a
partir de 2 mm (Saueressing, 2005), 3,8 mm (Honma et al., 2008), 5
mm (Turonis et al. 2006; Furlaneto et al., 2007; Artzi et al., 2008;
Nagata et al., 2009), 8 mm (Lim et al., 2000; Matzenbacher et al.,
2003; Pang et al., 2004; Messora et al., 2008; Park et al., 2009;
Almeida et al., 2010), 8,8 mm (Honma et al., 2008) e até de 15 mm
(Nagata et al., 2009). Nao ha um consenso no tamanho ideal do
defeito critico. Utilizamos no presente estudo DTC com 5 mm de
diametro por este ser considerado de tamanho critico por varios
autores (Artzi et al., 2008, Aalami et al., 2004) e por ter sido
utilizado por varios pesquisadores para avaliar diferentes
biomateriais (Schmitz & Holinger, 1986, Hollinger & Kleinschmidt,
1990, Turonis et al. 2006; Furlaneto et al., 2007; Nagata et al.,

2009).
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Por outro lado ndo € comum na literatura pesquisas que
avaliaram a resposta Ossea frente a defeitos criados com
instrumento piezoelétrico em DTC preenchidos ou ndo com
substitutos 6sseos. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram que o tamanho do defeito utilizado no presente
estudo, de 5 mm de diametro, foi um defeito que ndo demonstrou
regeneracao espontanea e que sua criagao quer com o0 uso de
broca trefina ou com instrumento piezoelétrico ndo comprometeram

0s eventos biologicos da regeneracao 0ssea.
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7 — CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, com a metodologia utilizada

no presente estudo, pode ser concluido que:

1) Nenhum defeito 6sseo (DTC) provocado em calvaria de ratos
com 5 mm de didmetro apresentou completa regeneragao

O0ssea espontanea,;

2) Os defeitos 0sseos criados com broca trefina, preenchidos
com coagulo sanguineo e membrana de cortical de 0sso
bovino, demonstraram maior formac&do 0ssea que os demais

grupos, no periodo de 45 dias.

3) Ndo houve diferenca estatisticamente significante na
guantidade de novo osso formado nos defeitos criados com
broca trefina ou com sistema piezoelétrico, entre 0s grupos no

periodo de 30 dias.
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