RESUMO

MUNIZ, Y. S. Avaliacao histomorfométrica do reparo em defeitos de
tamanho critico criados em calvaria de ratos, realizados com
broca trefina ou instrumento piezoelétrico, preenchidos com
biomaterial (Fosfato tricalcio). Faculdade de Odontologia de Barretos.
UNIFEB. 2012.

O propésito deste estudo foi avaliar do ponto de visto histométrico, o reparo
0sseo em defeitos de tamanho critico criados em calvaria com broca trefina ou
instrumento piezoelétrico e preenchidos com fosfato tricalcio. Defeitos dsseos
com 5 mm de didmetro foram criados na calota craniana de 40 ratos. Em vinte
destes animais os defeitos foram criados com broca trefina (Grupo Tre) e, nos
demais, os defeitos foram criados com instrumento piezoelétrico (Grupo Pie).
A seguir os animais foram divididos em 2 subgrupos que receberam o0s
seguintes tratamentos: Tre — os defeitos foram preenchidos com coagulo
sanguineo e protegidos com membrana de cortical dssea bovina; Tr + TCP -
os defeitos foram preenchidos com beta fosfato tricalcio e protegidos com
uma membrana de cortical de osso bovino; Pie — os defeitos foram
preenchidos com coagulo sanguineo e protegidos com membrana de cortical
ossea bovina ; Pie + TCP — os defeitos foram preenchidos com fosfato tricalcio
e protegidos por uma membrana de cortical de osso bovino. Apos 30 e 45 dias
de pds-operatdrio cinco animais de cada grupo foram sacrificados. Imagens dos
cortes histoldgicos obtidos foram submetidos a andlise histométrica utilizando
software de analise de imagem. A quantidade de osso neoformado foi calculado

em porcentagem em relacdo a area total do defeito criado. Os dados obtidos



foram avaliados estatisticamente (ANOVA, Tukey, p<0,05). O grupo Tre no
periodo de 45 dias evidenciou maior formagdo d&ssea (37,73+15,21)
estatisticamente significante (p<0,05) quando comparado com o grupo Pie
(14,26+3,88) e Pie + TCP (13,59+3,26) aos 30 dias. Aos 30 dias nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Pode ser concluido que
os espécimes do grupo Tre demonstraram maior formacao de 0sso
neoformado, demonstrando que defeitos dsseos realizados com broca trefina
preenchidos com coagulo e protegidos com membrana de cortical de osso
bovino foram os que demonstraram o melhor tratamento entre os grupos

estudados.

Unitermos — Biomateriais, Piezocirurgia, modelo em calvaria, regeneracao

Ossea, fosfato de calcio.



ABSTRACT

MUNIZ, Y. S. Histomorphometric evaluation of the repair in critical-
size defects created in rat calvaria, performed with a burr or trephine
instrument piezoelectric filled with biomaterials (tricalcium

phosphate). Barretos Dental School. UNIFEB. 2012.

The purpose of this study was to evaluate the histometric point of view, bone
repair in critical-size defects in calvaria created with a burr or trephine
instrument piezoelectric beta and filled with tricalcium phosphate (TCP). Bone
defects with 5 mm diameter were created in the calvaria of 40 rats. In twenty
of these animals the defects were created with trephine drill (Group Tre) and
the others, the defects were created with piezoelectric instrument (Pie
Group). Then the animals were divided into two subgroups that received the
following treatments: Tre - the defects were filled with blood clot and protected
with bovine cortical bone membrane, Tr + TCP - the defects were filled with
tricalcium phosphate and protected with a membrane of cortical bovine bone;
Pie - the defects were filled with blood clot and protected membrane of bovine
cortical bone; Pie + TCP - the defects were filled with tricalcium phosphate and
protected by a membrane of cortical bovine bone. After 30 and 45 days after
surgery five animals from each group were sacrificed. Images of histological
sections were subjected to histomorphometric analysis using image analysis
software. The amount of new bone formation was calculated as percentage

relative to the total area of the defect created. The data were statistically



evaluated (ANOVA, Tukey, p <0.05). The group Tre during the period of 45
days showed increased bone formation (37.73 = 15.21) was statistically
significant (p <0.05) when compared with the group Pie (14.26 £+ 3.88) and Pie
+ TCP (13.59 *+ 3.26) at 30 days. At 30 days there was no statistically
significant difference between groups. It can be concluded that the specimens
of the group demonstrated higher Tre formation of new bone formation,
demonstrating that bone defects performed with drill trephine filled with clot
and protected cortical membrane of bovine bone were those that showed the

best treatment among the groups.

Uniterms : Biomaterials, Piezosurgery, calvaria model, bone regeneration,

calcium phosphate.



1 - INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo
formado por células e material intercelular calcificado, a matriz éssea
(Junqueira & Carneiro, 1995). No entanto este tecido pode ser
comprometido ocorrendo perda da sua massa 0ssea em decorréncia
de diferentes condicdes. Além de deformidades naturais a doencga
periodontal e injlrias traumaticas podem provocar perda do seu
volume o que compromete o restabelecimento morfofuncional da area
para a instalacao de implantes. Diferentes procedimentos sao
relatados na literatura para o restabelecimento destas condicoes.
Sem duvida o enxerto de osso autdégeno por possuir propriedades
osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas €& considerado o
“padrdo ouro” para o procedimento de regeneragdo déssea (Hjerting-
Hansen, 2002). Porém a limitada quantidade obtida, reabsorcao
imprevisivel, morbidade da area doadora e a necessidade de uma
segunda d&rea cirurgica induziram os pesquisadores a procurar
alternativas viaveis (Jensen & Terheyden, 2009).

Os substitutos dsseos segundo Tay et al. (1999) devem ser :
a) biocompativeis; b) osteogénicos; c) bioreabsorviveis; d) capazes
de servirem de arcaboucos estruturais; e) de facil utilizacdo clinica,
como também capazes de serem submetidos a esterilizacdo sem
sofrerem alteragcbes em suas propriedades (Murashima et al.2002).

Estes podem ser agrupados em 3 grandes tipos: a) aldégenos,



obtidos de um outro individuo da mesma espécies (irmaos,
parentes); b) xendégenos, obtidos de uma outra espécie (0sso
bovino); 3) aloplasticos os quais sao sintetizados. O uso de
substitutos ésseos aldgenos e xendgenos embora tenham sido muito
utilizados também apresentam certas limitacdbes como o risco de
transmissdo de doenca ou de rejeicdao ao material (Precheur, 2007).
O uso de biomateriais sintéticos tem se mostrado como
opcao relevante como substituto désseo pois reduzem riscos de
contaminagbes, sdo biocompativeis e sdo disponibilizados em
quantidades (Wiliams,1987). Diferentes substitutos tem sido
avaliados para atender as necessidades morfo-funcionais em
decorréncia da perda do tecido ésseo, como vidro bioativo (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., 2009a,
2009b); proteina morfogenética dssea recombinante humana (Pang
et al., 2004), matriz derivada de esmalte (Potijanyakul et al., 2010);
hormoénio da paratiredide (Yun et al., 2010); associacdao de
componentes organicos e osso mineral bovino - PepGen P15 (Artzi et
al., 2008) e osso bovino (Matzenbacher et al., 2003; Oliveira et al.,
2008; Ramirez-Fernandez et al., 2011) e materiais ceramicos como
hidroxiapatita (Park et al., 2009, 2010), sulfato de calcio (Furlaneto
et al., 2007), fosfato de calcio bifasico (Park et al., 2010) e o beta-

fosfato tricalcio (Yun et al., 2010).



Por outro lado procedimentos cirdrgicos que requer o corte do
tecido Osseo, principalmente na implantodontia, utilizam-se de
instrumentos rotatérios. Embora efetivos sdao potencialmente
prejudiciais pois produzem elevacao local da temperatura durante a
perfuragcdo 0ssea e consequentemente podem interferir no processo
de reparo 6sseo (Ericksson & Albrektsson, 1982, 1983, Kerawala et
al. 1999) sugerindo também que a reducdo da area de contato entre
broca e tecido 6sseo pode reduzir a temperatura local (Oh et al.,
2011).

Mais recentemente surgiu uma nova opgao para
procedimentos de osteotomia, o instrumento piezoelétrico que o seu
uso na pratica cirdrgica € denominado de “Piezocirurgia”™ (Robiony et
al., 2004). Foi utilizado pela primeira vez para cirurgia preprotética,
expansdo da crista dssea e cirurgia em seio maxila (Vercellotti,
2000). O wuso de piezocirurgia em cirurgias do complexo
craniomaxilofacial é uma nova idéia (Pavlikova et al. 2011). O seu
uso tem sido documentado em sua grande maioria, em publicacdes
de relatos de casos clinicos na area médica-odontoldgica (Robiony et
al., 2004, Hoigne et al., 2006, Gleizal et al., 2007, Leclerq et al.
2008, Kfouri et al., 2009, Sammartino et al., 2011, Baldi et al.,
2011), em menor niumero material humano coletado (Chiriac et al.,
2005, Berengo et al., 2006) e em experimentos com animais
(Vercellotti et al., 2001, Gleizal et al., 2006; Pavlikova et al. 2011).

Embora a literatura apresenta como desvantagem o maior tempo



cirirgico para o corte do tecido 6sseo e sua ineficiéncia em tecido
o0sseo muito denso (Vercellotti et al., 2004; Eggers et al., 2004),
muitas vantagens sao creditadas a esta tecnologia como corte
preciso, menor sangramento da area, menor injuria aos tecidos moles
e melhor visualizacdao da area (Gleizal et al., 2007). Estes estudos
comprovam a efetividade desta nova tecnologia cirlrgica; no entanto
ha a necessidade de pesquisas para fortalecer ainda mais as suas

vantagens clinicas.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - BIOMATERIAIS CERAMICOS

Ceramicas sdo materiais sintetizados em elevadas
temperaturas que podem ser classificadas em: bioativas (vidro
bioativo), bioreabsorvivel (fosfato de calcio) e bioinertes (zirconia,
alumina).

Muito utilizado nos ultimos anos (Driessens et al., 1992,
Legeros, 2002) o tricalcio fosfato tem despertado o interesse pelo
seu uso na Odontologia. Por serem de facil obtengdo, custo reduzido
e obtidos em larga escala estes tem despertado o interesse ndo so
dos clinicos como dos pesquisadores. Estes podem ser naturais ou
sintéticos e possuem propriedades importantes que torna-os
biomateriais de relevancia clinica. Dentre suas propriedades destaca-
se sua biocompatibilidade (Chow et al., 2003), capacidade
osteocondutora e similaridade com alguns componentes do tecido
0sseo, além de ser considerado uma substancia bioativa (Trisi et al.
2003).

Diferentes biomateriais ceramicos tem sido estudados como
substitutos dsseos como o sulfato de calcio, a hidroxiapatita (Ha) e o
fosfato tricalcio - TCP (Kim et al., 1998, Orsini et al., 2001, Trevisan
Jr et al., 2006, Furlaneto et al., 2007, Shi et al., 2008, Park et al.,

2010, Yun et al., 2010, Ghanavati et al., 2011, Frota et al., 2011).
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Estes biomateriais foram introduzidos como substitutos &sseos,
pesquisas demonstraram que sao osteocondutores e apresentam
grau diferenciado de reabsorcao, sendo mais lenta para a Ha do que
o TCP (Klein et al., 1983, Nagahara et al., 1992).

O sulfato de calcio é o biomaterial ceramico mais antigo e
ficou conhecido como “Gesso Paris™. Foi utilizado como substituto
0sseo por Dreesmann (1892) e tem sido utilizado para cirurgia bucais
e ortopédicas (Dreesmann, 1892, Peltier, 1961) Por ser um material
biocompativel e reabsorvivel pode ser utilizado como barreira ou
como carreador de outros materiais (Sottosanti 1992, 1993).

Estas ceramicas motivaram muitos os pesquisadores por
apresentarem composicao relativamente similar aos componentes da
fase mineral do tecido ésseo (Muddugangadhar et al., 2011). Dentre
suas vantagens estes autores incluem: a) composicdo quimica é
altamente pura e as substancias sao similares aos constituintes
bioldgicos dos tecidos bioldgicos (calcio, fosforo, oxigénio e
hidrogénio; b) Excelente  biocompatibilidade; c) Minima
condutibilidade térmica e elétrica; d) capacidade de atuar como
barreira fisica e quimica para o transporte de ions (ions metalicos)
entre outras.

Além destas suas propriedades e, por constituirem
biomateriais com elevada utilizagao, requer a realizagao constante de
pesquisas para contribuir e dirimir duvidas do uso destes na pratica

clinica.
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2.2 - PIEZOCIRURGIA

A cirurgia Ossea utilizando instrumento piezoelétrico foi
apresentada na literatura por um italiano em meados de 2000
(Vercellotti 2000). A partir deste momento comecaram a surgir na
literatura instrumentos utilizando os mesmos principios como o
equipamento “Mectron Piezosurgery™ apresentado por Robiony et al.
(2004). Este equipamento apresentava multifungdes que combinava
a fungao de ultrassom piezoelétrico com vibragdes micrométricas com
variacoes de frequéncia e de energia de corte. Os autores relataram
diferentes situagdes clinicas que foi utilizado o instrumento e atestam
um elevado grau de seguranga na execugdo da técnica, com precisdo
de corte, relataram ainda a utilidade da técnica em a&reas de
dificuldades anatbmicas, de visibilidade da &rea operatdria ou
presenca de estruturas anatémicas como nervos, vasos e tecido mole

Nos ultimos anos tem aumentado a documentagao cientifica
com a utilizacdo deste instrumento em diferentes condicdes da area
médica e odontolégica (Hoigne et al., 2006, Gleizal et al., 2007,
Leclerg et al., 2008, Kfouri et al., 2009, Camargo Filho, 2010, Bacci
et al., 2011, Sammartino et al., 2011, Baldi et al., 2011). No Brasil
tem crescido o interesse pelo uso desta tecnologia mesmo porque
fabricantes nacionais se interessaram na fabricacao do equipamento,
tornando viavel sua utilizacdo pelos cirurgioes. No entanto pesquisas

necessitam ser realizadas para contribuir com esta nova tecnologia.
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3 - PROPOSICAO

Constitui propdsito do presente estudo avaliar
histometricamente a reparacdo 0ssea em defeitos de tamanho critico
criados cirurgicamente em calvaria de ratos, com broca trefina ou
com instrumento piezoelétrico e preenchidos ou ndao com beta-

fosfato tricalcio.
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4 - MATERIAL E METODO

Animais

O presente estudo projeto foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Campus de Aracatuba - UNESP (Processo
1202/2011) (Anexo 1).

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvergicus, albinus, Wistar)
com peso aproximado entre 300 g. Os animais foram provenientes do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP e
estavam em condicdoes de serem submetidos ao experimento. Todos
animais foram mantidos em sala climatizada com temperatura entre
22 - 249C e com ciclo de 12 horas de luz dia. Os animais foram
locados em gaiolas plasticas com cinco animais cada uma, separados
de acordo com o grupo experimental. Durante todo periodo
experimental os animais foram alimentados com racao adequada e

agua ad libitum.

Procedimentos experimentais

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

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

5 mm de diametro utilizando um equipamento piezoelétrico.

Criacao do defeito em calvaria com broca trefina - Ter (Figura 1)

Os animais dos grupos Tre foram anestesiados por injecao
intramuscular de cloridrato de quetamina (0,7 mg/100g do peso
corporal) associado a xylazina (0,6 mg/100g do peso corporal). 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) que constou de uma incisao 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 ossos
parietais, envolvendo a sutura sagital. O defeito foi realizado
utilizando uma broca trefina de 5 mm de diametro interno (Dentoflex
Sistemas de Implante, Sao Paulo, SP, Brasil) acoplada a uma peca de
mao em motor para implante em baixa rotacdao, sob irrigacao
abundante com solugdo salina estéril. A seguir, foram criadas duas
marcacoes em formato de “L” que foram preenchidas com amalgama,
uma na porcao posterior do defeito e outra na porgcao anterior. Estas
marcagoes, realizadas distando 2 mm da margem do defeito,

serviram para localizar o centro do defeito durante o processamento
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laboratorial e, também, como referéncia para determinar a margem
Ossea original do defeito durante a analise histométrica (Furlaneto et

al., 2007; Messora et al., 2008a, 2008b, Santinoni, 2012).

Criacao do defeito em calvaria com instrumento Piezoelétrico - Pie

(Figura 2)

Os animais do grupo Pie foram anestesiados nas mesmas
condicdes utilizadas nos animais do grupo Tre. Apos tricotomia e
anti-sepsia da regiao da calota craniana dos animais, foi justaposto
ao tecido 6sseo da calota craniana, um guia cirargico (Fig. 2 b)
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 os ossos parietais, sutura sagital e em
condicoes semelhantes para todos os animais. Para a osteotomia com
sistema piezoelétrico foi utilizado a ponta ES009 acoplada a peca de
mdo do equipamento piezoelétrico (Piezosonic Esacrom, VK Driller
Sao Paulo, SP, Brasil), sob irrigacao abundante com solugao salina
estéril. A seguir, foram criadas duas marcacdes em formato de “L”
que foram preenchidas com amalgama, uma na porgao posterior do
defeito e outra na porgao anterior. Estas marcacgles, 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 ossea original do defeito
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durante a analise histométrica (Furlaneto et al., 2007; Messora et al.,

2008, 2008).

Grupos e tratamentos

Os animais dos grupos Tre e Pie foram aleatoriamente
divididos em dois subgrupos de 10 animais cada um, cujos defeitos
criados na calvaria receberam os seguintes tratamentos : Tre - os
defeitos foram preenchidos com coagulo sanguineo e, a seguir, uma
membrana de cortical de osso bovino foi posicionada sobre os
mesmos; Tre + TCP - os defeitos foram preenchidos com fosfato
tricalcio (Beta TCP Bionnovation®, Bionnovation Sdo Paulo, Brasil)
(Figura 3 e 5) e, a seguir, uma membrana de cortical de osso bovino
foi posicionada sobre os defeitos Pie — os defeitos foram preenchidos
somente codgulo sanguineo e, a seguir, uma membrana de cortical
de o0sso bovino foi posicionada sobre os mesmos; ; Pie + TCP - os
defeitos foram preenchidos com fosfato tricalcio (Beta TCP
Bionnovation®, Bionnovation Sdao Paulo, Brasil) e, a seguir, uma
membrana de cortical de osso bovino foi posicionada sobre os
mesmos.

O volume do biomaterial foi padronizado para todos os
defeitos criados experimentalmente nos espécimes dos grupos Tre +
TCP e Pie + TCP e permitiu o preenchimento de toda cavidade

cirdrgica.
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Em todos os espécimes foi utilizada a membrana reabsorvivel
de cortical de osso bovino (GenDerm®, Baumer, Sao Paulo, Brasil)
(Figura 4); recortada com diametro superior a do defeito dsseo
provocados na calvaria, mantida em posicdo por intermédio de

suturas realizadas a partir dos tecidos moles marginais.

Periodos experimentais

Apds os periodos de 30 e 45 dias de pds-operatérios, 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

Concluido a eutanasia a area do defeito cirdrgico realizado e
os tecidos moles da calota craniana de cada animal foram removidos
em um sé bloco. As pecas obtidas foram fixadas em formoldeido a
4% por um periodo minimo de 48 horas. Apods este periodo de
fixacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente e descalcificadas
em solucdo de Acido Etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.) a 16%.
Apds descalcificacdo inicial, cada peca foi cortada no sentido
longitudinal, seguindo o eixo maior da marcacao de amalgama em

"L obtendo-se assim duas hemicalotas, proporcionado a obtencao
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de cortes histoldgicos 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 realizacao dos cortes
transversais, 0s espécimes tiveram uma extensdo longitudinal
padronizada de 9 mm correspondente a 5 mm do defeito dsseo
criado e acrescido de 2 mm em cada uma das margens do defeito
(Figura 6).

Concluido a descalcificagdo as pecgas foram submetidas ao
tramite laboratorial de rotina (lavadas, desidratadas, diafanizadas) e
incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados, com 6 pym
de espessura, os quais foram corados pelas técnicas de Hematoxilina

e Eosina (H.E.) para analise histométrica.

Analise histométrica

Os cortes histolégicos de cada espécime correspondentes a
regiao central do defeito criado cirurgicamente foram analisados por
um mesmo examinador cego ao experimento e calibrado
anteriormente. As imagens dos cortes histoldgicos foram capturadas
por meio de camera digital acoplada a microscépio 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
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permitiu a obtencdao da perda 6ssea da area de furca para a analise

histométrica de todos os espécimes.

Os seguintes critérios foram utilizados para padronizar a
analise histomorfométrica da imagem digitalizada, de acordo com

Messora et al. (2008a,2008b):

1. Delineamento da Area Total (AT) do defeito, que
correspondente a area do defeito cirdrgico 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 anatomica. A Area

Total (AT) foi medida em mm? e foi considerada 100%.

2. Dentro da AT foi delineada a Area de Osso Neoformado

(AON) nos grupos.

O valor atribuido a AON de cada animal foi representado pela
porcentagem obtida pela histometria dos cortes histoldgicos
examinados. A drea de osso neoformado (AON) foi determinada

empregando a seguinte formula :

AON (%) = AON x 100 dividido pela AT do defeito
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Analise estatistica

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

diferencga significativa entre os grupos (p<0,05).

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 realizado.
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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 cranina; c) ponta do instrumento piezoelétrico

em posicao para corte; d) defeito dsseo realizado.
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Figura 3. Beta tricdlcio fosfato (Beta TCP Bionnovation®)

Figura 4. Membrana de cortical de osso bovino

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

Fosfato tricalcio. a) defeito dsseo preenchido com B-TCP ; b) Membrana de
cortical de o0sso bovino em posicao; c) sutura da membrana em posicao; d)

retalho posicionado mantido com suturas.
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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

descalcificagao inicial.
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5 - RESULTADO

Analise histométrica

Antes do processo de analise histométrica as laminas foram
avaliadas para serem selecionadas para a analise. Algumas estavam
com cortes histoldgicos insatisfatérios para a analise e por esta razao
foram descartadas. Este descarte reduziu para quatro o niumero de
amostras de animais por grupo/periodo. A analise estatistica dos
dados histométricos obtidos foi realizada pelo programa BioEstat 5.0
(Bioestat Windows 1995 Sonopress. Industria Brasileira, Manaus, AM,

Brasil).

Os dados obtidos foram avaliados quanto a normalidade e a
homogenidade das variancias. As médias e desvios padrao da
quantidade de novo osso formado foram descritos em porcentagem
de area de osso neoformado (% AON) para cada grupo em cada
periodo, bem como a andlise comparativa entre os grupos nos
periodos de 30 e 45 dias de pds-operatério foram realizadas e estdo

representados na Tabela 1.

Os resultados demonstraram que nenhum dos defeitos de
tamanho critico criados em calota craniana de ratos evidenciaram

completa formacao de tecido 6sseo no periodo de 45 dias (Figura 7).
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Na anadlise dos dados histométricos pode ser observado que
o grupo Tre no periodo de 45 dias evidenciou formacao de tecido
o0sseo (37,73+15,21) estatisticamente significante (p<0,05) quando
comparado com o grupo Pie (14,26+3,88) e Pie + TCP
(13,59+3,26) aos 30 dias. Aos 30 dias nao houve diferenca
estatisticamente significante na formacdo de tecido dsseo, entre os

grupos.

Os dados obtidos evidenciaram que houve maior formacao
de osso nos espécimes dos grupos Tre aos 45 de pods-operatorio
(37,73£15,21) evidenciando que os defeitos criados com broca
trefina, preenchidos com coagulo sanguineo e cobertos por
membrana de cortical dssea bovina demonstraram o melhor

resultado.
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Figura 7. Vista panoramica dos defeitos em calvaria de ratos.
45 dias. A - Grupo Tre; B - Grupo Pie; C - Grupo Tre + TCP; D -
Grupo Pie + TCP. Aumento original 5X.
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Tabela 1. Média e Desvio padrdo (M+DP) dos dados histométricos,
descritos em porcentagem de area de osso neoformado (% AON) nas

calotas, de acordo com cada grupo (Tre, Pie, Tre + TCP, Pie + TCP) no
periodo de 30 e 45 dias.

Grupos

Periodos/Dias 30 dias 45 dias

Tratamentos
Tre 19,87+6,47 37,73%15,21
Tre + TCP 15,30+5,51 29,14+11,80
Pie 14,26+3,88" 23,60+14,45
Pie + TCP 13,59+3,26" 19,98+4,65
N 16 16

* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) com o Grupo Tre aos 45

dias - Anadlise de Variancia a dois critérios - ANOVA seguido pelo pds teste
de Tukey.
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6 — DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado a formagdao d&ssea em
defeitos de tamanho critico, realizados com instrumento rotatério
(broca trefina) e com instrumento piezoelétrico, preenchidos ou ndo
com biomaterial ceramico.

O biomaterial estudado trata-se de uma ceramica granulada
reabsorvivel, beta tricalcio fosfato de fase pura (Cas3(PO4),,
sintetizada a partir de hidroxido de calcio tendo o seu uso indicado
como matriz osteocondutora para a neoformacgao dssea.

Os resultados do presente estudo demonstraram que
nenhum dos DTC preenchidos somente com codgulo sanguineo
(grupos Tre e Pie) demonstraram completo preenchimento d&sseo.
Embora estudos tenham documentado que DTC criados em calvaria
de ratos demonstraram formacao 6ssea completa apds 4 semanas
(Takagi & Urist, 1982) ou até 30 dias (Cunha et al. 2007), isto nao
ocorreu no presente estudo. Este fato provavelmente se deve a
diferentes fatores como o suprimento sanguineo da area e a relativa
deficiéncia de osso medular (Prolo et al., 1982).

Por outro lado os resultados demonstraram que os defeitos
criados com broca trefina, preenchidos com coagulo sanguineo e
protegidos com membrana de cortical 6ssea bovina apresentaram
maior preenchimento dsseo no periodo de 45 dias. Este fato reforca o

papel da membrana e o seu uso. Ainda bastante discutido, alguns
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autores sustentam que a membrana atuando como barreira, impede
a infiltracdo de células do tecido conjuntivo para o interior da
cavidade, proporcionado protecao para a manutencao adequada do
coagulo sanguineo. E, quando utilizada em cavidades preenchidas
com biomaterial a mesma atuaria imobilizando o material de
preenchimento na area do defeito, evitando o seu deslocamento e
melhorando suas propriedades osteocondutoras (Donath et al. 1987).
Outros autores sustentam também que o peridosteo desempenha
papel importante no processo de regeneragdo dssea pois constitui um
meio de fornecimento de células indiferenciadas que podem se
transformar em células formadoras de novo osso (Cunha et al. 2007),
que com o uso de membrana isto nao ocorreria.

Por outro lado no presente estudo os defeitos dsseos que
foram preenchidos com beta-TCP ndo evidenciaram formacdo Ossea
significativa nos periodos de 30 e 45 dias. Na analise da literatura
observa-se resultados conflitantes quanto a resposta bioldgica do B-
TCP. Jensen et al. (2006) observaram que defeitos provocados na
mandibula de mini-porcos apresentaram maior formacdao Ossea
quando preenchidos com beta tricalcio fosfato (57%) do que 0sso
autégeno (55%) ou osso bovino inorganico (42%) apds 8 semanas
de avaliacdo. Cunha et al. (2007) avaliaram em tibia de ratos fissura
O0ssea criada cirurgicamente e preenchidas ou ndo (controle) com
pasta de fosfato tricalcio. Os autores observaram que o tratamento

promoveu recuperacao mais rapida que o controle e concluiram que o
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material mostrou biocompatibilidade e capacidade osteocondutora.
Relataram ainda que o preenchimento da loja cirurgica pb6de ser
observado a partir do periodo de 30 dias. J& Padaroupoulos et al.
(2009) observaram em defeitos dsseos provocados em caes que o
beta-TCP promoveu formacao déssea parcial apdés um periodo de 4
meses de avaliagcdo, enquanto que Frota et al. (2011) avaliando DTC
em calvaria de ratos preenchidos com Beta-TCP concluiram que este
material ndo contribuiu significantemente para o reparo 0sseo, no
periodo maximo de analise que foi de 30 dias. Estes achados foram
corroborados pelos de Yun et al. (2011) que observaram que DTC (8
mm) provocados em calotas de rato e preenchidos com B-TCP,
mostravam formacdo dssea significantemente limitada.

A biodegradacao do Beta-TCP pode ocorrer pela dissolucao
quimica do biomaterial pelos fluidos bioldgicos, pela reabsorgao
mediada por células ou pela associacdo de ambas (Jensen et al.,
2006; Podaropoulos et al., 2009). Acreditamos que os resultados
observados no presente estudo provavelmente se devem também ao
periodo de avaliacdo ter sido precoce para esta andlise, ndo havendo
tempo suficiente para a sua degradacao, pois estudos demonstraram
que o TCP na fase pura pode ser reabsorvido entre 5 a 6 meses (Rey,
1990, Trisi et al., 2003), embora alguns estudos atestaram que este
biomaterial acelera a regeneracao éssea na fase inicial do processo
(Jensen et al. 2006). Estudo in vitro avaliaram os efeitos do TCP em

culturas primarias de osteoblastos e observaram que o material nao
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possui efeito adverso na quantidade, viabilidade e morfologia celular,
desempenhando um efeito limitado na proliferagao celular (Aybar et
al., 2004).

Entendemos que ha a necessidade de realizacdo de novos
estudos, para contribuir para o uso clinico deste promissor
biomaterial na pratica clinica, pois pouco se conhece sobre a

interagcao do B-TCP com as células osteoblasticas (Aybar et al. 2004).
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7 - CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, com a metodologia utilizada no

presente estudo, pode-se concluir que:

1) Houve maior formacdo de tecido 6sseo nos defeitos criados com
broca trefina e preenchidos com coagulo sanguineo no periodo

de 45 dias (grupo Tre);

2) Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos, no periodo de 30 dias.

3) Nenhum dos defeitos ésseos provocados em calvaria de ratos
demonstrou completa formacdo déssea no periodo final de

avaliacao de 45 dias.
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