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RESUMO 

 

SOUZA,  R.G.B. Avaliação histomorfométrica do reparo em defeitos de 

tamanho crítico criados em calvária de ratos, realizados com broca trefina ou 

motor piezoelétrico preenchidos com hidroxiapatita. Faculdade de 

Odontologia de Barretos.UNIFEB. 2012. 

 

 

O propósito do presente estudo foi avaliar do ponto de vista histométrico o 

reparo ósseo em defeitos de tamanho crítico criados na calota craniana de 

ratos Quarenta animais sofreram a criação de defeitos ósseos com 5 mm de 

diâmetro,  realizados   com broca trefina – grupo T (20 animais) ou com 

instrumento piezoelétrico  - grupo P  (20 animais), que foram preenchidos 

ou não com hidroxiapatita. Os animais de ambos grupos foram divididos em 

2 subgrupos que receberam os seguintes tratamentos: T – os defeitos foram 

preenchidos com coágulo sanguíneo e protegidos com uma membrana de 

cortical óssea bovina; T + Ha – os defeitos foram preenchidos com  

hidroxiapatita e protegidos com uma membrana de cortical de osso bovino;  

P – os defeitos foram preenchidos com coágulo sanguíneo e protegidos com 

uma membrana de cortical óssea bovina; P + Ha – os defeitos foram 

preenchidos com hidroxiapatita e protegidos com  membrana de cortical 

óssea bovina.  Cinco  animais de cada subgrupo foram submetidos à 

eutanásia nos periodos de 30 e 45 dias. A análise histométrica, realizada com 

software de análise de imagem,  permitiu avaliar a quantidade de osso 
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neoformado, que  foi calculada em porcentagem, em relação a área total do 

defeito criado. Testes estatísticos foram aplicados (ANOVA, Tukey, 

p<0,05). Não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos na 

formação de tecido ósseo no período de 30 dias. Aos  45 dias o  grupo T 

evidenciou maior formação óssea (37,73±15,21), estatisticamente 

significante, quando comparado com os grupos P (14,26±3,88) (p<0,05),  T 

+ Ha (10,05±3,37) e P + Ha (9,58±3,11) (p<0,01) no período de 30 dias. Os 

resultados obtidos permitiram concluir que o melhor tratamento foi 

observado quando os defeitos ósseos  foram criados com broca trefina, 

preenchidos com coágulo sanguíneo, protegidos com membrana de cortical 

óssea bovina.  

 

 

Unitermos : Biomateriais, Piezocirurgia, reparação de feridas, regeneração  

óssea, hidroxiapatita. 
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ABSTRACT  

 

SOUZA,  R.G.B.  Histomorphometric evaluation of the repair in critical-size 

defects created in rat calvaria, performed with a burr or trephine 

piezoelectric motor filled with hydroxyapatite.  Barretos Dental School. 

UNIFEB. 2012. 

 

The purpose of this study was to evaluate in terms of histometric bone repair 

in critical-size defects created in rat calvaria.  Forty animals were the creation 

of bone defects with 5 mm in diameter, made with drill trephine - T group 

(20 animals ) or instrument piezoelectric - P group (20 animals), which were 

filled with hydroxyapatite or not. The animals of both groups were divided 

into two subgroups that received the following treatments: T - the defects 

were filled with blood clot and protected with a membrane of bovine cortical 

bone, T + Ha - the defects were filled with hydroxyapatite and protected with 

a membrane cortical bovine bone, P - the defects were filled with blood clot 

and protected with a membrane of bovine cortical bone, P + Ha - the defects 

were filled with hydroxyapatite and protected with bovine cortical bone 

membrane. Five animals of each group were euthanized for the time periods 

of 30 and 45 days. Histometric analysis, carried out with image analysis 

software, allows to evaluate the amount of newly formed bone which was 

calculated as a percentage, relative to the total area of the created 
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defect. Statistical tests were applied (ANOVA, Tukey, p <0.05). There was 

no statistically significant difference between groups in the formation of bone 

tissue within 30 days. At 45 days the T group showed greater bone 

formation (37.73 ±15.21), statistically significant when compared to group P  

(14.26 ±3.88)  (p <0.05), T + Ha (10.05 ± 3.37)  and 

P + Ha (9.58 ± 3.11) (p<0.01) within 30 days. The results showed that the 

best treatment was observed when the bone defects were created with drill 

trephine, filled with blood clot protected with bovine cortical bone 

membrane.  

 

 

Keywords: Biomaterials, Piezosurgery, wound repair, bone regeneration, 

hydroxyapatite. 
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1 – INTRODUÇÃO  

 

É reconhecidamente uma situação clínica relevante, 

principalmente na implantodontia, áreas que apresentam ausência ou 

insuficiência na quantidade de tecido ósseo, quer em sua largura e ou na 

altura. Esta condição dificulta a correta indicação do procedimento clínico, 

que para solucioná-la, requer o uso de substitutos ósseos. 

O uso do enxerto de osso autógeno ainda é considerado o 

¨padrão ouro¨ e, por esta razão, é o material de primeira escolha. No 

entanto o risco de contaminação do material, a necessidade de criação de 

duas áreas cirúrgicas, a necessidade, para alguns casos, de ambiente 

hospitalar, o elevado grau de reabsorção pós-operatória e a morbidade da 

área doadora, levaram  os profissionais à seleção de outros substitutos 

ósseos, como os biomateriais (Kalish et al., 2008, Potyjanyakul et al., 2010). 

Biomateriais podem ser  definidos como uma substância 

isolada ou associada que pode ser natural ou sintética, inerte aos tecidos e 

que são utilizados para  aumentar ou substituir, de modo parcial ou integral, 

tecidos e ou órgãos (Williams, 1987).  Biomateriais como o osso homógeno, 

xenógeno, materiais sintéticos ou aloplásticos tem sido utilizados com maior 

frequência nos últimos anos. Várias vantagens contribuem para o aumento 

do uso destes na prática clínica, principalmente por serem de fácil obtenção 

e possibilidade de obtenção em quantidades significativas, e principalmente, 
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porque não requerem a criação de uma segunda área cirúrgica  (Topazian et 

al., 1971).  Pesquisas comprovaram a efetividade de  diferentes biomateriais 

como o  vidro bioativo (Furlaneto et al., 2007), sulfato de cálcio (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, 2010); proteína morfogenética óssea 

recombinante humana (Pang et al., 2004); materiais cerâmicos como o 

fosfato de cálcio bifásico (Park et al., 2010), fosfato beta-tricálcio (Yun et al., 

2010); matriz derivada de esmalte (Potijanyakul et al., 2010); hormônio da 

paratireóide (Yun et al., 2010); associação de componentes orgânicos e osso 

mineral bovino – PepGen p-15 (Artzi et al., 2008), osso bovino 

(Matzenbacher et al., 2003; Oliveira et al., 2008; Ramírez-Fernandez  et al., 

2011)  e  associação de compostos de fosfato de cálcio (Park et al., 2009). 

Segundo Mavropoulus et al. (2011) a hidroxiapatita possui 

características especiais além da sua biocompatibilidade. Possui semelhança 

com os constituintes inorgânicos do tecido ósseo, radiopacidade, resistência 

mecânica, não é tóxica, possui limitada reação tecidual além de ter a 

capacidade de adsorver proteínas na sua superfície. Por ser um biomaterial 

que tem a capacidade de osteocondução (do Carmo et al., 2011)  a 

hidroxiapatita destaca-se entre os biomateriais disponíveis para a realização 

de procedimentos de reconstrução óssea. Juntamente com o Beta-fosfato 

tricálcio - TCP  têm se constituído objeto de pesquisas em diferentes 
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condições experimentais  (Monroe et al. 1971, Horch et al., 2006, Souza, 

2010, Martins, 2010, do Carmo et al., 2011).  

Por outro lado procedimentos cirúrgicos em implantodontia 

que envolvem o corte do  tecido ósseo (osteotomia) requer cuidados 

especiais para evitar danos nos tecidos moles como também efeitos adversos 

no reparo ósseo. A necrose óssea induzida pelo aquecimento decorrente do 

uso de brocas é relatada na literatura. Estudos relataram que a temperatura 

próximo  de 47ºC durante 60 segundos constitui um limiar para a 

sobrevivência do tecido ósseo tratado (Eriksson & Albrektson 1982, 1983).  

Mais recentemente estudos documentaram o uso do ultrassom 

piezoelétrico. Trata-se de uma instrumento que pode alcançar, com eficácia, 

regiões anatômicas delicadas, e com menor risco de danos aos tecidos moles 

e nervos. A piezocirurgia possibilita realizar com eficiência e segurança 

diferentes procedimentos como a coleta de osso autógeno, elevação da 

membrana sinusal, lateralização do nervo alveolar inferior e a remoção de 

implantes fraturados (Kfouri et al., 2009). Alguns estudos  evidenciaram 

como vantagens do uso do instrumento piezoelétrico quando comparado 

com brocas convencionais; o menor dano em membrana sinusal  (Barone et 

al., 2008), elevado índice de sucesso, próximo de 98% ( Vercellotti et al.,  

2004) além do maior conforto ao paciente (Leclerq et al., 2008). Estas 

vantagens desta técnica tem despertado o interesse dos clínicos e 

pesquisadores.   
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 – SUBSTITUTOS ÓSSEOS 

  

 A ausência de tecido ósseo nos rebordos alveolares tem sido 

uma situação clínica de difícil recuperação estético-funcional. Pode ser em 

decorrência de infecções,   de traumatismos dento-alveolares, extrações 

dentárias traumáticas, ausência dentária congênita e de patologias que 

envolvem maxila e mandíbula. Doença periodontal avançada, cirurgias 

traumáticas ou por razões fisiológicas devido à falta de função do rebordo ou 

carga protética inadequada contribuem para este quadro (Fardin et al., 

2010).  

Um ponto que merece atenção do cirurgião e que deve ser 

considerado na escolha do substituto ósseo é a interação deste no leito 

receptor. Três diferentes formas de interação poderá ocorrer (Urist, 1977, 

Marcantônio Jr. 1997):  Osteocondução,  o biomaterial atuará como um 

substrato para possibilitar a formação de novo osso. O material não terá 

capacidade de induzir modificações celulares e a formação de células 

formadores de osso (osteoblastos). Implantes cerâmicos são considerados 

osteocondutores; Osteoindução,  o biomaterial quando implantado em 

sítios, ósseos e não ósseos, induzem a transformação de células 

indiferenciadas do tecido conjuntivo em condroblastos, pré-osteoblastos ou 
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osteoclastos, levando a formação de tecido mineralizado e Osteogênico 

possuem células viáveis no seu conteúdo (osteoblastos) e, consequentemente 

promovem rápida formação e ossificação da área.  

Os substitutos ósseos podem ser classificados quanto a sua 

origem em: autógenos (mesmo indivíduo) homógenos (mesma espécie), 

heterógenos (espécies diferentes) e aloplásticos (sintéticos).  Os enxertos 

autógenos podem ser obtidos de fontes doadoras intra ou extrabucal e 

constituem o material de escolha enquanto que os enxertos homógenos são 

obtidos de parentes do receptor ou em bancos de tecidos e órgãos. Estes 

possuem diferentes apresentações como o  osso congelado de ilíaco, o 

FDBA (osso liofilizado, congelado ) e DFDBA (osso liofilizado, congelado e 

desmineralizado) (Marcantonio Jr., 1997).     

Por outro lado os biomateriais aloplásticos são substitutos 

sintéticos facilmente encontrados em quantidade ilimitada  para o seu uso 

clínico. Entre suas vantagens  destaca-se a dispensa de necessidade de um 

segundo sítio cirúrgico do paciente. São encontrados em diferentes grupos  

como metais, polímeros e cerâmicos (Cunha et al. 2007).  

As cerâmicas de fosfato de cálcio, entre as quais são incluídas o 

alfa fosfato-tricálcio,  beta fosfato-tricálcio, ortofosfato de cálcio, fosfato 

bifásico e a hidroxiapatita, tem sido muito estudadas. A hidroxiapatita sendo 

um dos constituintes de maior grau entre os componentes minerais do 
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tecido ósseo e dos dentes, tem despertado atenção e sido muito estudada 

(Zenóbio et al., 1998;Canettieri, 2006; Sousa, 2010, Martins, 2010).  

 

 2.2 - HIDROXIAPATITA 

 

O estudo do uso de materiais cerâmicos como biomateriais 

para estimular a osteogênese é relatada desde 1920 (Albee, 1920). Por ser 

um biomaterial que possui elevada biocompatibilidade, ser constituinte da 

fase inorgânica do tecido ósseo e  similaridade com componentes do  tecido 

ósseo e dentes, a hidroxiapatita (Ha) tem despertado o interesse para 

diferentes estudos (Costa et al. 2009). A hidroxiapatita é um dos mais 

importantes materiais a base do fosfato de cálcio para a substituição do 

tecido ósseo (Sponer et al., 2011). Estudos revelaram ainda que a 

hidroxiapatita não possui efeitos citotóxicos tanto locais quanto sistêmicos 

(Canettieri, 2006).  

A Hidroxiapatita  pode ser obtida  por  processos que utilizam 

altas e baixas temperaturas. Em decorrência do processo de sintetização, há 

características diferenciais entre estas. As obtidas por processo de baixa 

temperatura possuem cristais de pequenos tamanhos que quando 

precipitados por umidade adquirem características próximas ao tecido ósseo. 

Já as  obtidas por altas temperaturas os cristais são de dimensões maiores 

(Fulmer et al., 1992). Estudo recente avaliou a hidroxiapatita sintética porosa 

sintetizada com diferentes temperaturas (150º C e 700º C) com apatita 
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biológica (osso bovino, Bio-Oss ) com grânulos porosos de 0,6 a 1.0 mm de 

diâmetro implantados em defeitos ósseos criados em tíbia com 3,7 mm de 

diâmetro e 8 mm de profundidade. Concluíram que as propriedades 

bioativas da hidroxiapatita sintetizada em baixa temperatura (150º C ) são 

comparáveis com a apatita biológica (Sponer et al., 2011).  

O uso clínico da hidroxiapatita está indicado em procedimentos 

não só da área odontológica (Legeros, 1988; Boeck-Neto et al., 2002) como 

na área médica (Uchida et al., 1990, Aoki, 1991, Bursteins et al. 1997, Costa 

et al. 2010).  Na área odontológica há relatos do seu uso para preenchimento 

de alvéolos pós exodontia, áreas de reabsorção óssea, defeitos periodontais, 

em implantodontia e preenchimento de cavidades em rebordo alveolar 

(Legeros, 1988, Boeck et al., 1999). Porém um dos questionamentos que 

surge quando se utiliza biomateriais particulados, além da sua baixa 

resistência mecânica  é o  deslocamento de  grânulos do material para outras 

regiões (Borges et al.,  2000, E´gues, 2005, Rigo et al., 2007; Jimènez et al., 

2009). Alia-se ainda a estes questionamentos o tamanho da partícula do 

biomaterial pois esta  poderá interferir  diretamente no extensão da 

superfície disponível para reagir com células e fluídos biológicos. A 

porosidade do biomaterial também tem a sua importância.  A porosidade 

superficial do biomaterial possibilita  maior conexão mecânica deste com o 

tecido ósseo (Teixeira, 2009, Sponer et al., 2011). Estudos atestam que 

biomateriais porosos oferecem regiões adicionais para o crescimento ósseo 
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interno, possibilitando maior  integração do material com o tecido 

promovendo em contrapartida  uma estabilização mecânica (Teixeira, 2009). 

A hidroxiapatita pode ser encontrada  em diferentes 

apresentações: granular ou em bloco, podendo ser densa ou porosa. Relatos 

encontrados na literatura  atestaram que a forma densa dificulta a 

neoformação óssea no seu interior enquanto que a forma de blocos  além de 

apresentar-se frágil quando submetida à carga é de difícil remodelamento no 

leito receptor. (Guirro, 1995, Burstein et al., 1997).  

Uma vantagem da hidroxiapatita é a possibilidade de associação 

com outros biomateriais como osso desmineralizado em pó (Lew et al., 

1997), com células da medula óssea (Cristoline et al., 1999), proteínas 

morfogenéticas (Ferreira et al., 2004), antibióticos (Kim et al., 2005),  

alendronato (Canettieri, 2006),  matriz óssea orgânica (Braz et al., 2003), 

quitosano (Li et al., 2005), beta-tricálcio fosfato (Sousa, 2010, Martins, 2010), 

estrôncio (do Carmo et al., 2011) como também esta pode se ligar a 

constituintes do hospedeiro.    Estudos recentes avaliaram a hidroxiapatita 

associada a diferentes substâncias como a lignina (Vital et al., 2008) e 

histatinas, proteinases que  se ligam à hidroxiapatita e proporcionam a esta 

uma maior resistência à degradação proteolítica (McDonald et al., 2011). 

Sem dúvida o uso clínico dos biomateriais cerâmicos tem ganho o interesse 

dos clínicos e pesquisadores nos últimos anos.  
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2.3 -   PIEZOCIRURGIA 

 

O sistema o qual fundamentou o ¨efeito piezoelétrico" foi 

apresentado pela primeira vez em 1880 por  Jean e Marie Curie (Pavliková 

et al.  2011). Os pesquisadores observaram que certas cerâmicas e cristais 

sofriam deformações quando havia a passagem por eles, de corrente elétrica. 

Observaram também a formação de oscilações em frequência ultrassônica. 

Estas vibrações obtidas eram amplificadas e transferidas para uma ponta a 

qual quando aplicada sob ligeira pressão sobre o tecido alvo resultava em 

cavitações, resultando em corte mecânico exclusivamente sobre tecido 

mineralizado (Crosetti et al., 2009).   

O instrumento piezoelétrico foi desenvolvido em 1988 pelo 

cirurgião italiano, Tomaso Vercellotti (Vercellotti et al., 2001). Utiliza uma  

frequência modulada de ultrasson, que permite corte altamente precisos e  

seguros do tecido mineralizando. Nervos, vasos e tecidos moles não são 

lesados pela microvibração (60 a 200 mm / seg), que são ajustados para 

atingir apenas tecido mineralizado (Stubinger et al., 2005).  Estudos 

revelaram que pressão da ponta piezoelétrica de 100 g no modo contato é 

suficiente para obtenção de corte com profundidade adequada (Parmar et 

al., 2011).  

As pontas ultrassônicas constituem um efetivo instrumento de 

corte para cirurgiões experientes em várias situações: como coletor ósseo, 
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em osteotomias sagitais mandibulares, na remoção de implantes fraturados, 

na lateralização de nervo alveolar inferior, no acesso para cirurgias de seios 

maxilares, distrações ósseas, na divisão de crista de rebordo alveolar, 

extração de raízes com anquilose alveolodental, corticomia de precisão para 

movimentação dental, osteotomias de segmentação de maxila e expansão 

rápida cirurgicamente assistida e obtenção de osso autógeno para enxerto  

entre outras (Kfouri et al., 2009, Peivandi et al., 2007, Silva et al., 2010). 

A principal vantagem da piezocirurgia é que uma vez em 

contato com tecidos moles, o dispositivo de corte tem sua atividade 

diminuída ou cessada, preservando a integridade dos tecidos, vasos e nervos.  

Além  destas, destaca-se ainda, a reduzida produção de calor e reduzido 

sangramento com perda sanguínea mínima (Robiony et al., 2004, Pavliková 

et al., 2011).  

Estudo recente avaliou a produção de calor durante osteotomia 

para instalação de implantes utilizando-se de método convencional (brocas) 

e dois tipos de instrumentos piezoelétricos. Concluíram que o uso de 

instrumento piezoelétrico o tempo cirúrgico de osteotomia é maior e que a 

hipertermia no tecido ósseo é maior que broca convencionais. Porém 

quando utilizado com boa irrigação é um método igualmente seguro 

(Rashad et al., 2011). Estudo comparativo do instrumento piezoelétrico com 

método convencional para instalação de implantes comprovaram similar 

estabilidade primária dos implantes, independente da técnica (Baker et al., 
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2012).  A piezocirurgia tem despertado grande interesse mas requer o 

desenvolvimento de pesquisas para fortalecer ainda mais o uso clínico desta 

técnica.   
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3 - PROPOSIÇÃO 

 

 

Constitui propósito do presente estudo avaliar do ponto de vista 

histométrico a reparação óssea em defeitos de tamanho crítico criados 

cirurgicamente com broca trefina ou com instrumento piezoelétrico em 

calvária de ratos, preenchidos ou não com hidroxiapatita. 
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4  - MATERIAL  E  MÉTODO   

 

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) da Faculdade de 

Odontologia de Campus de Araçatuba – UNESP (Processo 1201/2011) 

(Anexo 1).  

 

Animais  

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvergicus, albinus, Wistar)  

com peso aproximado entre 300 g, provenientes do Biotério da Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba – UNESP.  Os animais foram mantidos 

durante todo o período experimental, em gaiolas plásticas com no máximo 

cinco animais cada uma, separados de acordo com o grupo experimental, 

alimentados com ração adequada e água ad libitum durante todo período 

experimental, e em sala climatizada com temperatura entre 22 - 24ºC e com 

ciclo de 12 horas de luz dia.   

 

Procedimentos experimentais 

 De modo aleatório os animais foram divididos em dois grupos 

com 20 animais cada um: grupo T e grupo P. Todo procedimento cirúrgico 

foi realizado na calvária dos animais. Nos animais do grupo T foram criados 

com instrumentos rotatórios (broca trefina) defeitos de tamanho crítico 
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(DTCs) com 5 mm de diâmetro e  nos do grupo  P os DTCs foram 

realizados com instrumento piezoelétrico. 

 

Criação do defeito com broca trefina  - grupo T (Figura 1). 

 

Os animais dos grupos T foram anestesiados por injeção 

intramuscular de cloridrato de quetamina (0,7 mg/100g do peso corporal) 

associado a xylazina (0,6 mg/100g do peso corporal). Nos animais do grupo 

T após tricotomia e antissepsia da região da calota craniana dos animais, foi 

realizado o procedimento de criação do defeito de tamanho crítico (DTC) 

que seguiu o descrito por Furlaneto (2007) e Messora et al., (2008a, 2008b). 

Resumidamente o procedimento constou de uma incisão em formato de 

"U", com sua base voltada para a região anterior da calvária seguido do 

levantamento de um retalho de espessura total. A seguir, um defeito de 

tamanho crítico de 5 mm de diâmetro foi criado nos ossos parietais, 

envolvendo a sutura sagital. O defeito foi realizado utilizando uma broca 

trefina de 5 mm de diâmetro interno (Dentoflex Sistemas de Implante, São 

Paulo, SP, Brasil) acoplada a uma peça de mão em motor em baixa rotação, 

sob irrigação abundante com solução salina estéril.  A seguir, foram criadas 

duas marcações em formato de “L” que foram preenchidas com amálgama, 

uma na porção posterior do defeito e outra na porção anterior. Estas 

marcações, realizadas distando 2 mm da margem do defeito, serviram para 
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localizar o centro do defeito durante o processamento laboratorial e, 

também,  como referência para determinar a margem óssea original do 

defeito durante a análise histométrica (Furlaneto et al., 2007; Messora et al., 

2008a, 2008b, Santinoni, 2012). 

 

 

 

Figura 1. Procedimento cirúrgico para criação de defeito de tamanho 

crítico realizado com broca trefina. a) calota craniana exposta; b) broca  

trefina em posição; c) osteotomia realizada ; d) defeito ósseo concluído. 

 

Criação do defeito com instrumento Piezoelétrico – grupo P (Figura 2) 

 

Os animais do grupo P foram anestesiados nas mesmas 

condições utilizadas nos animais do grupo T.  Após tricotomia e anti-sepsia 
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da região da calota craniana dos animais, foi justaposto ao tecido ósseo da 

calota craniana,  um guia cirúrgico (Figura 2 b) criado especialmente para 

esta finalidade, o qual apresentava diâmetro interno de 5 mm. Para a 

osteotomia foi utilizado uma ponta  do instrumento piezoelétrico (ponta 

ES009)  acoplada à peça de mão do equipamento piezoelétrico (Piezosonic 

Esacrom, VK Driller São Paulo, SP,  Brasil), sob irrigação abundante com 

solução salina estéril. A seguir, foram criadas duas marcações em formato de 

“L” que foram preenchidas com amálgama, uma na porção posterior do 

defeito e outra na porção anterior. Estas marcações foram realizadas nas 

mesmas condições  descritas para os defeitos provocados com broca trefina.  
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Figura 2. Procedimento cirúrgico para criação de defeito de tamanho 

crítico com instrumento piezoelétrico. a) calota craniana exposta; b) guia 

cirúrgico fixado na calota craniana; c) ponta do instrumento piezoelétrico em 

posição para osteotomia; d) defeito ósseo concluído. 

 

Grupos e tratamentos 

 

Os animais dos grupos T e P foram aleatoriamente divididos 

em dois subgrupos com 10 animais cada um. Desta forma tínhamos no 

estudo 4 grupos de 10 animais que receberam os seguintes tratamentos:  T – 

os defeitos foram preenchidos com coágulo sanguíneo e protegidos com 

uma membrana de cortical óssea bovina posicionada sobre os mesmos; T + 

Ha – os defeitos foram preenchidos com  hidroxiapatita (Hidroxiapatita®, 
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Bionnovation, São Paulo, Brasil) (Figura 3 e 5) e protegidos com uma 

membrana de cortical óssea bovina posicionada sobre os defeitos P – os 

defeitos foram preenchidos somente coágulo sanguíneo e protegidos com 

uma membrana de cortical de osso bovino posicionada sobre os mesmos;  P 

+ Ha – os defeitos foram preenchidos com hidroxiapatita (Hidroxiapatita®, 

Bionnovation, São Paulo, Brasil) e protegidos com  uma membrana de 

cortical de osso bovino  posicionada sobre os mesmos. 

O volume do biomaterial foi padronizado para todos os 

defeitos criados experimentalmente nos espécimes dos grupos T + Ha e P + 

Ha e permitiu o preenchimento de toda cavidade cirúrgica. 

Em todos os espécimes de todos os grupos foi utilizada uma 

membrana de cortical de osso bovino (GenDerm®, Baumer, São Paulo, 

Brasil) (Figura 4);  recortada com diâmetro superior à do defeito ósseo 

provocados na calvária, mantida em posição por intermédio de suturas 

realizadas a partir dos tecidos moles marginais.  
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Figura 3. Hidroxiapatita utilizada   

 

             

Figura 4. Membrana de cortical de osso bovino  

utilizada ( GenDerm® ) 
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Figura 5. Preenchimento do DTC com hidroxiapatita. a) defeito ósseo 

criado; b) preenchimento com o biomaterial c) Membrana de cortical de  osso 

bovino em posição; d) retalho posicionado mantido com suturas. 

 

Períodos experimentais 

 

Decorrido 30 e 45 dias de pós-operatórios, cinco animais de 

cada subgrupo experimental foram sacrificados. A eutanásia foi realizada 

através de dose excessiva de anestésico (Thiopental, 150 mg/kg peso 

corporal). 

 

 

 

 

a b 

d c 
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Processamento laboratorial 

Concluída a eutanásia a área do defeito cirúrgico realizado e os  

tecidos moles da calota craniana de cada animal foram removidos em uma 

única peça anatômica. As peças obtidas foram fixadas em formoldeído a 4% 

por um período mínimo de 48 horas. Após este período de fixação, as 

peças foram lavadas em água corrente e descalcificadas em solução de 

Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 16%. Após descalcificação 

inicial, cada peça foi cortada no sentido longitudinal, seguindo o eixo maior 

da marcação de amálgama em ¨L¨ obtendo-se assim duas hemicalotas, 

proporcionado a  obtenção de cortes histológicos do centro do defeito.  

Cortes transversais distantes 2 mm da margem do defeito foram realizados 

seguindo a marcação do eixo menor do ¨L¨. Com a realização dos cortes 

transversais, os espécimes tiveram uma extensão longitudinal padronizada 

de 9 mm, que  corresponde a 5 mm do defeito ósseo criado acrescido de 2 

mm em cada uma das margens do defeito (Figura 6). A seguir as peças 

seguiram o processo para a completa descalcificação. 

Concluído a descalcificação, as peças foram lavadas, desidratadas, 

diafanizadas e incluídas em parafina. Cortes seriados com 6 µm de 

espessura foram realizados os quais foram corados pela técnica da 

Hematoxilina e Eosina (H.E.) para análise histométrica. 
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Modificado de Furlaneto et al. (2007); Messora et al. (2008a, 2008b)  

Figura 6. Recorte da peça anatômica. Corte longitudinal e transversal 

realizados nas peças da calota craniana dos animais após 

descalcificação inicial. 

 

Análise histométrica   

Foram selecionados 2 cortes histológicos de cada espécime, 

correspondentes à região central do defeito criado cirurgicamente para a 

análise histométrica. Esta foi realizada por  um examinador cego ao 

experimento e previamente calibrado. As imagens dos cortes histológicos 

foram capturadas por meio de câmera digital acoplada a microscópio de luz, 

com aumento original de 5 X que foram  transferidas para um computador.  

As imagens digitalizadas foram analisadas por um  software (Axiovision 

4.8.2, Carl Zeiss MicroImaging BmbH, 07740 Jena Germany) que permitiu 

a análise histométrica de todos os espécimes. 

Corte transversal 

2  mm 

5  mm 

2  mm 



 

 

27 

O seguinte critério foi utilizado para padronizar a análise 

histométrica da imagem digitalizada, de acordo com Messora et al.  (2008a, 

2008b): 

1. Delineamento da Área Total (AT) do defeito,  que correspondente à 

área do defeito cirúrgico original. Esta área foi determinada da seguinte 

forma: a espessura do osso original da calota foi medida à direita e à 

esquerda do defeito cirúrgico (2 mm de extensão em cada extremidade); 

essas duas extremidades de osso original da calota foram então unidas com 

duas linhas, uma traçada seguindo a superfície interna da calota e outra 

seguindo a superfície externa da mesma, reproduzindo a ligeira curvatura 

dessa estrutura anatômica. A Área Total (AT) foi medida em mm
2 

e foi 

considerada 100%.  

2. Dentro da AT  foi delineada a Área de Osso Neoformado (AON) nos 

grupos. 

O valor atribuído a AON de cada animal foi representado pela 

porcentagem obtida pela histometria dos cortes histológicos examinados. A 

área de osso neoformado (AON) foi determinada empregando  a  seguinte 

fórmula : 

AON (%)  = AON x 100 dividido pela AT do defeito 
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Análise estatística  

Para a análise estatística foi realizado o teste 

ANOVA (p<0,05) para avaliar as diferenças significativas entre os grupos em 

relação à AON. Quando o teste ANOVA indicou diferença significativa,  foi 

então aplicado o post-teste de Tukey (p<0,05). 

A análise estatística dos dados histométricos obtidos foi 

realizada pelo programa BioEstat 5.0 (Bioestat Windows 1995 Sonopress. 

Industria Brasileira, Manaus, AM, Brasil). 
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5 – RESULTADO 

 

Análise histométrica  

As lâminas obtidas foram submetidas a uma avaliação prévia. 

Algumas estavam insatisfatórias e foram descartadas. Além disso houve 

morte de animal de alguns grupos. Estes fatos reduziram para quatro 

animais, o número de amostras por grupo/período que foram submetidos a 

análise histométrica. 

Os dados obtidos foram avaliados quanto a normalidade e a 

homogenidade das variâncias. As médias e desvios padrão da quantidade de 

novo osso formado foram descritos em porcentagem de área de osso 

neoformado (% AON) para cada grupo em cada período, bem como a 

análise comparativa entre os grupos nos períodos de 30 e 45 dias de pós-

operatório foram realizadas e estão representados na Tabela 1. Não houve 

diferença estatisticamente significativa na formação de tecido ósseo, entre os 

grupos,  no período de 30. Aos  45 dias o  grupo T evidenciou maior 

formação óssea, estatisticamente significante, quando comparado com os 

grupos  P (p<0,05)  e T + Ha,  P + Ha (p<0,01). Os DTC criados com 

instrumento rotatório, preenchidos com coágulo sanguíneo e protegidos 

com membrana de cortical bovina foi o melhor tratamento. No final da 

pesquisa nenhum dos espécimes de todos os grupos demonstraram 
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completa formação de tecido ósseo nos DTC criados experimentalmente 

em calotas cranianas de ratos. 

Tabela 1 - Média e Desvio padrão (M±DP) dos dados histométricos, 

descritos em porcentagem de área de osso neoformado (% AON) nas calota de 

acordo com cada grupo   (T,  P, T + Ha, P + Ha) nos períodos de 30 e 45 dias. 

 

+ Diferença estatisticamente significante (p<0,05) com o Grupo T aos 45 dias 

(Análise de Variância a dois critérios - ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey).  

* Diferença estatisticamente significante (p<0,01) com o grupo T aos 45 dias 

(Análise de Variância a dois critérios - ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey). 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos 
 

  

Períodos/Dias  
 

30 DIAS 45 DIAS 

Tratamentos  
 

  

T 19,87±6,47 
 

37,73±15,21 

P 14,26±3,88 + 
 

23,60±14,45 
 

T + Há 10,05±3,37 * 23,56±5,02 
 

P + Há  9,58±3,11 * 
 

23,23±7,86 
 



 

 

31 

 

 

Figura 7. Vista Panorâmica dos defeitos criados em calvária de ratos. 

45 dias. A) - Grupo trefina (T); B) - Grupo Piezoelétrico (P); C) - 

Grupo trefina e Hidroxiapatita (T + Ha); D) - Grupo Piezoelétrico e 

Hidroxiapatatita (P + Ha). Aumento original 5X. 
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6 – DISCUSSÃO 

 

No presente estudo defeitos ósseos com 5 mm de diâmetro 

foram criados na calota craniana de ratos realizados com broca trefina ou 

com instrumento piezoelétrico. Os defeitos cirúrgicos foram preenchidos ou 

não com hidroxiapatita e protegidos com membrana de cortical de osso 

bovino. Os espécimes foram avaliados histometricamente após 30 e 45 dias 

de pós-operatório.  

Os resultados do presente estudo demonstraram que nenhum 

DTC demonstrou completa formação de tecido ósseo, e que não houve 

formação de tecido ósseo, estatisticamente significante entre os grupos,  no 

período de 30 dias;  que no período final do experimento (45 dias) o  grupo  

em que os defeitos foram criados com instrumento rotatório (broca trefina) 

sem preenchimento com o biomaterial (grupo T) evidenciou maior 

formação óssea, estatisticamente significante, quando comparado com os 

grupos  P (p<0,05),   T + Ha  e  P + Ha (p<0,01).   

Diferentes fatores podem ser contribuído para os resultados 

obtidos neste estudo como o modelo experimental utilizado, aporte vascular 

da área, tamanho das partículas do biomaterial empregado e o período de 

avaliação. 

Defeitos de tamanho crítico tem sido relatado em calvária em 

mandíbula  usando ratos, suínos  e cães (Wikesjö & Nilvéus, 1991; Huh et 
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al., 2005; Schlegel et al., 2006; Messora et al., 2008a, 2008b; Nagata et al., 

2009, 2010; Almeida et al., 2010,  Santinoni, 2012).  Este modelo de estudo 

utilizado nesta pesquisa foi apresentado por  Frieman & Turnbull (1973) e 

tem sido muito utilizado ao longo dos anos por várias razões como, ser 

realizado em uma área anatômica de reduzido stress mecânico, possibilitar 

estabilidade das estruturas vizinhas além de permitir  avaliação da interação 

do novo osso formado com o osso original (Mankani et al., 2006). Outros 

pesquisadores relataram vantagens deste modelo sobre defeitos criados em 

ossos longos;  este elimina os efeitos de possível movimentação  do local da 

área cirúrgica do defeito (Wang et al., 1998). Além disso trata-se de um 

modelo consagrado na literatura face às várias pesquisas que utilizaram este 

modelo experimental (Hollinger & Kleinschmidt, 1990; 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, 2010; Park et al., 

2009; Potijanyakul et al., 2010; Yun et al., 2010; Santinoni, 2012). 

Outro fato que poderia ter contribuído é o tamanho do defeito 

realizado. Embora  a literatura não apresenta uma padronização do tamanho 

ideal do defeito crítico que deve ser realizado, no presente estudo foi 

realizado defeitos de tamanho crítico (DTC) de 5 mm de diâmetro baseado 

em pesquisas anteriores (Turonis et al. 2006; Furlaneto et al., 2007; Artzi et 

al., 2008; Nagata et al., 2009). Os resultados do nosso estudo poderá ser  

corroborado pelos relatos  de Frota (2006). Este autor ressalta que o osso 
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parietal apresenta duas corticais compactas, interna e externa, com uma faixa 

intermediária que possui limitada quantidade de osso medular, com 

ossificação intramembranosa. Assim, o  aporte sanguíneo e a deficiência de 

osso medular desta área  provavelmente tenham contribuído para a limitada 

formação óssea observada no presente estudo, e segundo Prolo et al. (1982), 

estas são condições importantes para o reparo desta área.  

O tamanho e forma das partículas, porosidade, composição 

físico-quimica podem interferir na reação inflamatória, absorção, interface 

óssea e na neoformação óssea (Misiek et al., 1984; Boss et al., 1995; 

Zenóbio, 1996; Marcantonio Jr, 1997). O tamanho da partícula pode 

interferir diretamente na área da superfície do biomaterial que irá interagir 

com constituintes da área receptora. Por outro lado quanto maior o tamanho 

da partícula maior o tempo de reabsorção do biomaterial (Lemons & Misch-

Dietshl, 2008; Teixeira, 2009). No presente estudo foi utilizado 

hidroxiapatita obtida a partir do hidróxido de cálcio e ácido fosfórico, com 

partículas radiopacas e uniformes com dimensões  de 0,50 a 0,80 mm. 

Estudos comprovaram que partículas de dimensões reduzidas promoveram 

reparação óssea mais favorável  (Moreira et al., 2003) enquanto que 

partículas pequenas, irregulares e pontiagudas induzem a reações 

inflamatórias indesejáveis (Boss et al., 1995).  

Outro fator que merece a atenção quando da seleção do 

biomaterial é a sua porosidade.  Relatos documentaram que a porosidade da 
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hidroxiapatita é de fundamental importância pois constitui um reservatório 

para neoformação vascular e óssea. Embora possa inteferir mecanicamente 

na resistência do biomaterial, poros maiores contribuem para o 

repovoamento celular e vascular, importantes para a formação óssea (Orr et 

al., 2001). 

Como no presente estudo foi avaliado apenas o uso da 

hidroxiapatita como material de preenchimento, avaliando 

histometricamente a quantidade de osso formado, há a necessidade de 

novos estudos, tanto do ponto de visto histológico como também com uso  

de marcadores osteoimunológicos capazes de clarificar melhor os resultados 

obtidos na presente pesquisa.  
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7 – CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente estudo, com a metodologia 

utilizada,  permitem concluir que: 

 

1) Os defeitos ósseos criados com broca trefina preenchidos com coágulo 

sanguíneos e protegidos com membrana de cortical bovina foram os 

que demonstraram maior formação óssea no período de 45 dias; 

 

2) Não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos, na 

quantidade de osso formado, no período de 30 dias.  
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9 – ANEXOS  
 

9.1. COMISSÃO  DE ÉTICA NO USO DE  ANIMAIS  –  CEUA 
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