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GANZAROLI, V. F. Reparo de defeitos 6sseos preenchidos com enxerto 0sseo
particulado obtido por meio de ultrassom cirargico. Estudo histomorfométrico,
imunoistoquimico e microtomografico em ratos. 2023. 46 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Aracatuba, 2023.

RESUMO

A piezocirurgia € uma técnica inovadora de osteotomia que vem sendo amplamente
utilizada no meio odontolégico. Este trabalho teve por objetivo avaliar o reparo 6sseo
de defeitos criticos em calvéarias de ratos preenchidos com enxerto 6sseo autégeno
particulado obtido por meio de ultrassom cirargico. Em quarenta e cinco ratos foi
confeccionado um defeito 6sseo critico de 6mm na calvaria, preenchido de acordo
com 0S grupos: 0sso autdgeno raspado com ultrassom cirargico (GAU), 0sso
autdgeno raspado com raspador 6sseo (GAR) e osso autdgeno triturado com pilao
manual (GAT).Todos defeitos foram recobertos por membrana reabsorvivel. Os
animais foram eutanasiados aos 7, 30 e 60 dias. Foram realizadas analises
histol6gicas, histométricas para porcentagem de tecido ésseo total (PTO-T) e
porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTO-NF), imunoistoquimica (TRAP) e
microtomografica. Houve neoformacao 6ssea parcial em todos os grupos. O grupo
GAT apresentou maior PTO-T aos 7 e 30 dias em relacdo aos demais grupos. O tempo
de reabsorcdo esta relacionado diretamente com o tamanho da particula 6ssea
enxertada. O grupo GAT, apresentou particulas maiores e reabsor¢cdo mais lenta em
relacdo aos grupos GAR e GAU. Aos 30 dias o grupo GAT apresentou menor
guantidade de tecido 6sseo neoformado em relacéo ao grupo GAU e GAR no mesmo
periodo. A imunomarcacao para células TRAP-positivas foi moderada em todos os
grupos aos 7 dias e aos 30 e 60 dias prevaleceu um baixo padrédo de imunomarcacao.
Os resultados microtomograficos, indicaram que os grupos GAU, GAR e GAT tiveram
maior neoformacgéo 0ssea e remodelacdo 6ssea aos 60 dias. Conclui-se que o método
de obtencdo de enxerto 0sseo particulado por meio de raspador manual, ultrassom
cirurgico e triturado promoveram reparo semelhante das cavidades criticas. O
ultrassom cirdrgico e o rapador manual fornecem particulas menores e de mais rapida

reabsorcéo.

Palavras-chave: Enxerto 0sseo. Piezocirurgia. Ultrassom



GANZAROLI, V. F. Repair of bone defects filled with particulate bone graft
obtained through surgical ultrasound. Histomorphometric,
immunohistochemical and microtomographic study in rats. 2023. 46 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Piezosurgery is an innovative osteotomy technique that has been widely used in
dentistry. This work aimed to evaluate the bone repair of critical defects in rat calvarias
filled with particulate autogenous bone graft obtained through surgical ultrasound. In
forty-five rats, a 6mm critical bone defect was created in the calvaria, filled according
to the groups: scraped autogenous bone with surgical ultrasound (GAU), manually
scraped autogenous bone (GAR) and crushed autogenous bone (GAT). All defects
were covered with a resorbable membrane. The animals were euthanized at 7, 30 and
60 days. Histological, histometric analyzes for percentage of total bone tissue (PBT-T)
and percentage of newly formed bone tissue (PBT-NF), immunohistochemistry (TRAP)
and microtomography were performed. The GAT group showed higher PBT-T at 7 and
30 days compared to the other groups. The resorption time is directly related to the
size of the grafted bone particle. The GAT group presented larger particles and slower
reabsorption compared to the GAR and GAU groups. At 30 days, the GAT group
showed a smaller amount of newly formed bone tissue compared to the GAU and GAR
groups in the same period. Immunostaining for TRAP-positive cells was moderate in
all groups at 7 days and at 30 and 60 days, with a low pattern of immunostaining
prevailing. The microtomographic results indicated that the GAU, GAR and GAT
groups had greater bone formation and bone remodeling at 60 days. It is concluded
that the method of obtaining particulate bone graft using a manual scraper, surgical
ultrasound and grinding promoted similar repair of critical cavities. Surgical ultrasound

and manual scraper provide smaller, faster-resorbing particles.

Keywords: Bone graft. Piezosurgery. Ultrasound.
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1- INTRODUCAO

A piezocirurgia é uma técnica inovadora de osteotomia que utiliza vibracdes
ultrassonicas piezoelétricas e vem sendo amplamente utilizada na cirurgia oral e
buco-maxilo-facial*?. Em 1880, os irmdos Curie, Jacques e Pierre*, descobriram a
piezoeletricidade, fenbmeno que deu origem a piezocirurgia, desenvolvida em
meados do século XX3# Contudo, em 1988, o cirurgido oral Tomaso Vercelloti?,
desenvolveu um dispositivo de osteotomia piezoelétrico e proporcionou o uso clinico
difundido da técnica. Atualmente, os dispositivos piezoelétricos vém sendo
amplamente utilizados para osteotomias diversas, elevacao do seio maxilar, extracao
de terceiros molares, cirurgias ortognaticas, coleta de osso autégeno e enxertos
6sse0s?>8,

Tais dispositivos convertem corrente elétrica em ondas ultrassénicas por meio
de um transdutor ultrassoénico, cristal piezoelétrico, ligado a uma peca de mao que é
anexa a bisturi ou pontas de corte, o qual é capaz de converter um campo elétrico
oscilante aplicado ao cristal em uma vibracdo mecéanica. As vibracdes mecanicas
produzidas estdo na frequéncia ultrassOnica maior que 20 quilohertz (kHz)"2.
Portanto, as ondas ultrassbnicas, pelo fenbmeno da agitacdo, podem induzir a
desorganizacao e fragmentacao de diversos corpos, permitindo a segmentacao de
interfaces de sdlido a sdlido por meio de vibracao distinta e sélido-liquido por meio de
cavitacdo’.

Frequéncias 25-30 quilohertz (kHz) emitidas pelo dispositivo piezoelétrico sdo
capazes de produzir microvibrac¢des ultrassénicas de 60-120um, ocasionando o corte
seletivo do tecido mineralizado. Desta forma, a piezocirurgia reduz o risco de danos
aos tecidos moles, tais como vasos sanguineos, nervos e mucosas, pois o dispositivo
cessa sua atividade ao se aproximar destes tecidos, mantendo sua integridade, ou
seja, cortando apenas tecidos mineralizados. Porém, frequéncias superiores a 50kHz
possibilitam o corte dos tecidos moles®®°,

A utilizacédo do piezo tornou-se uma importante técnica alternativa a cirurgia
0ssea convencional, principalmente em casos em que existe o risco de
comprometimento de estruturas moles adjacentes®. Este tipo de tecnologia tem sido
utilizado nos procedimentos cirlrgicos ortopédicos, -craniofaciais, otoldgicos,

orbitarios, reconstrutivos faciais e orais'®, apresentando maior precisédo e seguranca
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durante procedimentos que demandassem osteotomia em relacdo as técnicas
disponiveis com instrumentos cirlrgicos manuais e motorizados®.

O uso de instrumentos manuais, tais como cinzeéis, oste6tomos ou
alveol6tomos para osteotomias de tecido duro tem um longo histérico na pratica
clinica dos cirurgibes dentistas. Contudo, o desenvolvimento de dispositivos
motorizados de alta rotacdo que funcionam por meio da pressédo do ar ou energia
elétrica, apresentam algumas desvantagens no procedimento cirlrgico como:
necrose tecidual devido ao superaquecimento 6sseo, maior pressao na peca de mao
para seccionamento ésseo, dificuldade em determinar profundidade do corte, maior
possibilidade de ocasionar iatrogenia nos tecidos e falha no controle da velocidade
dos instrumentos rotatériostt.

Diferentemente dos instrumentos rotatorios, o ultrassom cirdrgico apresenta
como beneficios a reducdo do superaquecimento decorrente do efeito de cavitacéao,
maior hemostasia, melhor visibilidade da é&rea cirtrgica, menor desconforto pés
operatério, maior precisdo no corte, melhor sensibilidade tatil e precisdo, menor
edema, dor e processo inflamatdrio devido a preservacao de vasos e nervos, reparo
6sseo mais rapido em comparacgdo ao uso de instrumentos rotatérios>°. No entanto,
como desvantagens apresenta custo elevado do equipamento e manutencao,
necessita de tempo cirargico maior para realizar as osteotomias, além de habilidade
cirtrgica adicional e treinamento prévio!?.

Em relacédo ao uso do ultrassom cirdrgico na remocao de blocos de enxertos
0sseos autdgenos, a piezocirurgia demonstra ser (til para coletar raspas de 0sso, as
guais sao produzidas numa granulacao ideal para sua efetividade e permanéncia no
leito receptor do enxerto. Além disso, a piezocirurgia € mais econémica durante o
corte, ndo desperdicando tecido 6sseo na linha do defeito realizado em relagéo as
brocas e microserras convencionais!4. Por permitir cortes limpos de até lcm de
profundidade, reduz o trauma e evita desgaste desnecessario de 0sso adjacente,
criando enxertos com excelentes dimensées®.

Ao comparar as técnicas convencionais realizadas com brocas de metal, a
osteotomia piezoelétrica demonstrou uma remodelacdo 0ssea e reparo 6sseo mais
favoravel. Além disso, foi observada uma reducao no niamero de células inflamatorias
e um aumento na osteogénese ao redor de implantes instalados com ultrassom

piezoelétrico em comparacdo com sistema de brocas convencioais'®. Portanto, os
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beneficios da piezocirurgia associada as caracteristicas do enxerto 6sseo autdgeno
e suas propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas, demostra ser
promissora para coleta de enxerto 6sseo?®.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente o reparo
0sseo de defeitos criticos em calvarias de ratos preenchidos com enxerto 0sseo
autégeno particulado obtido por meio de ultrassom cirargico, raspador ésseo e
triturado com pildo manual.

A hipoétese nula € de que ndo ha beneficios em termos de reparo 6sseo em
usar a técnica de remocdo do enxerto autdbgeno com motor piezoelétrico em

comparacao aos métodos tradicionais.

2- MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados no presente estudo 45 ratos machos (03 a 04 meses de
idade) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus) com aproximadamente 200 e
300g. Os ratos foram obtidos no Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOA-UNESP)
e, posteriormente, foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Departamento
de Diagnéstico e Cirurgia (Disciplina de Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial)
da FOA-UNESP, sob as seguintes condi¢@es: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas
de escuro, temperatura ambiente de 22 + 2°C, sistema de ventilacdo e exaustao
permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar em torno de 55 +
5%, mantidos em gaiolas plasticas apropriadas, onde tiveram livre acesso a agua e a
alimentacao balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, BRAZIL). Foram aplicadas todas as
medidas possiveis para se minimizar o niumero de animais utilizados, assim como
evitar seu sofrimento. Os procedimentos de manipulagdo experimental foram
realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o protocolo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOA-UNESP
(PROCESSO n° 545/2019).
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2.2 Delineamento do experimento

2.2.1 Habituacao dos animais

Os animais ao serem trazidos do Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FOA-UNESP) para o Biotério de Experimentacdo passaram por um periodo de
habituacdo. Sendo a principal finalidade promover a sua familiarizacdo com o
ambiente e com o operador e reduzir o estresse. Tal protocolo compreendeu os 7 dias
gue antecederam o inicio do delineamento dos grupos, sendo neste periodo, a cada
trés dias, cada animal foi manuseado entre as méos do operador durante um intervalo
de 30 segundos, no qual regularmente foram aplicadas as manobras de restricdo que

simularam aquelas empregadas para realizacdo da anestesia.

2.2.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos, sendo cada grupo composto por
15 animais, onde 5 animais foram eutanasiados em cada periodo para a andlise (7,

30 e 60 dias apos a cirurgia) (Figura 1).

FIGURA 1: Grupos experimentais e distribuicdo de animais por periodo de eutanasia.

GRUPO AUTOGENO
RASPADO COM RASPADOR
OSSEOQ (GAR)

N= 15 RATOS

: EUTANASIA
GRUPO AUTOGENO 7 DIAS: N=5 RATOS

[ 45 ratos || mesmp |RASPADO COM ULTRASSOM | mmssd (30 pias: N= 5 RATOS

CIRURGICO (GAU) + N=
N= 15 RATOS 60 DIAS: N= 5 RATOS

GRUPO AUTOGENO
TRITURADO (GAT)
N= 15 RATOS

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Em todos os grupos foi realizado um defeito ésseo de tamanho critico na
calvaria de 6mm de diametro.
GRUPO AUTOGENO RASPADO COM ULTRASSOM CIRURGICO (GAU)

n=15: o defeito foi preenchido com osso autégeno raspado utilizando ultrassom
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cirtrgico Driller®, cerca de 5mm distante do defeito criado.

GRUPO AUTOGENO RASPADO COM RASPADOR OSSEO (GAR) n=15: 0
defeito foi preenchido com osso autégeno raspado com raspador 0sseo
(PPBUSER2/3, Hu-Friedy, Alemanha), removido cerca de 5mm distante do defeito
criado.

GRUPO AUTOGENO TRITURADO (GAT) n=15: 0 0sso autdgeno removido
durante osteotomia para criagdo do defeito foi triturado com pildo manual e utilizado
para preencher o defeito.

Todos os defeitos foram recobertos por membrana reabsorvivel de cortical

6ssea bovina (Gen Derm®, Baumer, Séo Paulo, Brasil).

FIGURA 2: Resumo do protocolo experimental ao qual foram submetidos os

diferentes grupos.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

2.2.3 Confeccéo do defeito 6sseo de tamanho critico em calvaria

De acordo com Schmitz & Hollinger em 19867, um defeito de tamanho critico
é definido como a menor ferida intradssea em um determinado 0sso e espécie animal
gue nao cicatriza espontaneamente durante a vida do animal!’. No estudo em
guestao, foi realizado em cada animal um defeito 6sseo de tamanho critico na calvaria
de 6mm de diametro, na porgéo central da calvaria envolvendo a sutura sagital, com
auxilio de broca trefina de 5 mm de diametro interno (3i Implant innovations, Inc., Palm
Beach Gardens, EUA), sendo cuidadosamente removido o cOrtex externo e interno

da calvaria evitando perfuracéo ou lesédo da dura-mater®°, (Figura 3).



FIGURA 3: Defeito 6sseo de tamanho critico
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Legenda: A — Representacdo grafica de broca trefina 5mm de didmetro interno; B — Defeito 6sseo

critico de 6mm criado no centro da calvaria envolvendo a sutura sagital, representado pela linha

tracejada em vermelho, corte longitudinal do centro da calvaria representado pela linha tracejada em

azul.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

2.2.4 Membrana reabsorvivel

preenchimento com enxerto ésseo autégeno, foi

Em cada animal apos realizacdo do defeito ésseo de tamanho critico e

instalada uma membrana

reabsorvivel de cortical 6ssea bovina (Gen Derm®, Baumer, Sdo Paulo, Brasil) com

aproximadamente 30mm x 30mm recortadas e adaptadas de forma a recobrir todo o

defeito 0sseo (Figura 4).
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FIGURA 4: Posicionamento e adaptacao da membrana
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Legenda: A — Membrana reabsorvivel de cortical éssea bovina (Gen Derm®, Baumer, Sédo Paulo,
Brasil); B — Esquema representando o recorte da membrana 30mm x 30mm; C — Membrana adaptada
sobre o defeito 6sseo critico em calvéria.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

2.2.5 Anestesia

Para a realizacdo do defeito O6sseo critico, enxerto ésseo autégeno e
adaptacdo da membrana, os animais foram anestesiados via injecdo intramuscular
de cloridrato de cetamina (80 mg/Kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de

xilazina (10 mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brasil).

2.2.6 Protocolo para cirurgia experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e
submetidos a sedacdo anestésica. Foi realizado a tricotomia na regido da calvaria
craniana, antissepsia com Polivinilpirrolidonaiodo (PVPI) em solucdo aquosa,
contendo 1% de iodo ativo (Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o José do Rio
Preto) (Figura 5-A) e aposicdo de campos cirirgicos estéreis.

Em seguida foi realizada uma incisdo triangular no sentido occipito-frontal de
aproximadamente 2 cm (Figura 5-B), com lamina de bisturi n° 15 (Feather Industries
Ltda, Tokyo, Japdo) montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e

realizado descolamento total do retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy,
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Alemanha). Com auxilio de broca trefina de 5 mm de diametro interno (3i Implant
innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) (Figura 5-C) acoplada em baixa-rotacéo
sob irrigacdo abundante com solugdo de cloreto de sédio 0,9% (Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito cirirgico de 6mm de diametro, na
porcao central da calvaria envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a integridade da
dura-mater (Figura 5-D-E-F).

No grupo GAR os defeitos foram preenchidos com osso autdégeno raspado
com raspador 0sseo convencional (PPBUSER2/3, Hu-Friedy, Alemanha), coletado
cerca de 5mm distante do defeito 6sseo critico criado. (Figura 5-G).

No grupo GAU os defeitos foram preenchidos com osso autégeno raspado
com ultrassom cirargico, utilizando ponta ES 001 que correspondente ao cinzel
raspador trapezoidal afiado indicado para osteotomia e enxerto da Driller®, coletado
cerca de 5mm distante do defeito 6sseo critico criado (Figura 5-H).

No grupo GAT defeitos foram preenchidos com 0sso autdgeno removido com
trefina 5mm e triturado com pildo manual (Figura 5-1-J).

Todos os enxertos 6sseos removidos foram medidos com seringa descartavel
estéril afim de padronizar os volumes 6sseos inseridos no defeito.

Posteriormente foram instaladas membranas de cortical 6ssea bovina e
reabsorvivel (Gen Derm®, Baumer, Sdo Paulo, Brasil) sobre o defeito (Figura 5-k).

Os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados e suturados com
pontos interrompidos simples (Figura 5-L) com fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil).

Imediatamente apés a cirurgia 0S animais receberam dose Unica
intramuscular de 0,01mL/100g de pentabidtico (Pentabidtico Veterinario Pequeno
Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP) e 50-600mg/kg de Dipirona
Sadica (Analgésico, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP).
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FIGURA 5: Procedimentos cirdrgicos.

Legenda: A - tricotomia e antissepsia; B - incisdo triangular; C - broca trefina de 5 mm; D - perimetro
demarcado pelatrefina; E - tecido 6sseo removido do defeito; F - defeito cirdrgico de 6mm; G - raspador
6sseo convencional; H - ultrassom cirargico Driller®; | - pildo manual; J - preenchimento do defeito; K -
instalacdo da membrana; L - sutura.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

2.2.7 Eutanasia e obtencao das amostras.

Cinco animais foram eutanasiados de acordo com os periodos de 7, 30 e 60
dias em cada grupo, com sobredose anestésica via injecao intramuscular de cloridrato
de cetamina (80 mg/Kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brasil). Ap0s a eutanésia, as calotas cranianas foram
cuidadosamente dissecadas e submetidas a fixacdo em formaldeido 4% durante 48
horas. Apés a fixacao 3 espécimes de cada grupo experimental 30 e 60 dias foram
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colocadas em alcool 70° para o escaneamento microtomografico, sendo que apos

este procedimento foram direcionadas ao processamento histolégico.

2.3 Processamento histoldgico

Apos fixacdo em formaldeido 4%, os espécimes foram submetidos a lavagem
em agua por 24 horas, submetidos a desmineralizacdo durante aproximadamente 90
dias em solucdo desmineralizadora composta de PBS acrescida de 10% de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) trocada periodicamente. Em seguida as pecas
foram lavadas novamente em agua corrente por 24 horas e as calvarias foram
cortadas ao meio no sentido longitudinal separando o defeito ésseo critico em lado A
e lado B. Posteriormente, foram desidratadas, diafanizadas, impregnadas e incluidas
em parafina. A microtomia foi realizada com 5 ym de espessura, os cortes foram
montados em laminas histolégicas de forma a ficarem 3 cortes do lado A na parte
superior da lamina e 3 cortes do lado B na parte inferior da lamina. Parte das amostras
foram separadas para coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrdmico de
Goldner (TG), destinadas para analise histopatoldgica e histométrica, e outra parte foi

destinada a técnica de imunoistoquimica.

2.4 Processamento Imunoistoquimico

Os cortes histolégicos foram desparafinizados pelo xilol, e hidratados em
solucBes decrescentes de alcool etilico, ao término de cada etapa da reacao
imunoistoquimica, foi realizado a lavagem em PBS das laminas histoldgicas.

Para a recuperacéo antigénica, as laminas foram imersas em tampao citrato
em camara pressurizada (Decloaking chamber, Biocare Medical, Concord, CA, EUA).
Para blogueio da peroxidase endégena os cortes foram tratados com uma solucéo de
3% de peroxido de hidrogénio por uma hora. O blogueio da biotina endégena também
foi efetuado por um periodo de 1 hora, com solugdo contendo PBS e leite em po
desnatado a 4%. Os sitios inespecificos foram bloqueados em seguida com uma
solucao a base de soro albumina bovino (BSA) por 12 horas.

As laminas histolégicas foram incubadas em anticorpo primario anti-fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) do rato gerado em cabra (Santa Cruz

Biotechnology®). O anticorpo primario foi diluido em BSA em uma concentracdo de
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1:100. Aposs 24 horas de incubac&o em anticorpo primario, uma segunda incubacéao
com anticorpo secundario biotinilado universal foi realizada por 1 hora, seguida da
incubacao pela estreptavidina conjugada com peroxidase da raiz forte - HRP (DAKO
- Carpinteria, CA, EUA) por mais uma hora.

A revelacao foi realizada utilizando o cromégeno 3,3’- tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB-Substrate e DAB-Chromogen, DAKO - Carpinteria, CA, EUA).
Para a contracoloracdo, as laminas foram imersas em hematoxilina de Harris por 5
minutos e lavadas em agua para remocao do excesso de corante.

Para montagem, as laminas foram desidratadas e diafanizadas, sendo
recobertas pelo meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC.) e
protegidas com laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais).

Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacao do anticorpo primario.

2.5 Andlise da condicao geral de saude e da ferida cirurgica

Durante todo o periodo experimental, a condi¢cdo geral de saude dos animais
foi observada e foi efetuado o monitoramento do peso corporal periodicamente. Ja

em relacao a ferida cirargica foi realizado a inspecao visual.

2.6 Andlise histopatologica, histométrica da PTO-T e PTO-NF e

Imunoistoquimica para TRAP

A analise histopatologica foi efetuada de forma a compreender a regiao
periférica e central do defeito. Sendo avaliado nas laminas histologicas em HE e TG
0S seguintes parametros: padrdo de celularidade e estruturagdo do tecido 0sseo
marginal; padrédo de celularidade e estruturacdo do tecido conjuntivo; presenca,
natureza e intensidade da resposta inflamatoéria local;, comportamento e aspecto
estruturais do material enxertado.

Para analise histométrica da porcentagem de tecido ésseo total (PTO-T) e
porcentagem de tecido neoformado (PTO-NF), as laminas histologicas foram coradas
com HE e TG, capturadas utilizando-se um scanner (MoticEasyScan One, Motic
Digital Pathology). Para PTO-T foi capturada uma imagem histologica panoramica em

HE do defeito 6sseo com 800nm com auxilio do software (Motic DSAssistant 4K), para
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mensuracao empregou-se o0 programa ImageJ® (versao 1.51i; National Institutes of
Health, Bethesda/MD, EUA), com o auxilio da ferramenta Polygon Selections foi
definido um Roi 0 qual compreendeu de uma extremidade a outra do defeito (Figura
6-A), equivalente a area total, esta area foi definida como 100%. Dentro desta area
foi demarcado a area de tecido 0sseo total.

Para a PTO-NF foram capturadas duas imagens histolégicas em TG do
defeito 6sseo com 100nm com auxilio do software (Motic DSAssistant 4K), sendo uma
imagem do coto direito ao centro do defeito e uma imagem do coto esquerdo ao centro
do defeito (Figura 6-B). Cada imagem corresponde a uma area definida como 100%.
Dentro desta area foi demarcado a area de tecido 6ésseo neoformado, caracterizado
por presenca de ostedcitos, osteoblastos, células de revestimento 6Osseo e
osteoclastos.

A PTO-T e a PTO-NF, foram expressas sob a forma de média da

porcentagem + desvio padrdo em cada um dos grupos experimentais.

FIGURA 6: Regifes do defeito 6sseo critico, capturadas para analise histométrica e

histoldgica

Legenda: A- Andlise histométrica da porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T); B- Analise
histométrica da porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTO-NF).
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Para andlise imunoistoquimica das células TRAP-positivas, foi capturada
uma imagem do centro do defeito 6sseo, com um aumento de 400x, obtidas
empregando-se camera digital ((AxioCam®, Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha)

acoplada ao microscopio éptico (AxioLab®) e conectada a um microcomputador. Um
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guadrado cujos lados apresentavam 1000um foi posicionado no centro das imagens
obtidas. A contagem de células TRAP-positivas foi efetuada nesta regido e expressas

como numero de células por mm?2 + desvio padrdo em cada grupo experimental.

2.7 Microtomografia computadorizada (Micro CT)

Para avaliagcdo microtomografica, a calvaria de trés animais de cada periodo
de eutanasia de 30 e 60 dias de cada grupo (GAR, GAU e GAT), foram fixadas em
solucao de formaldeido, lavadas em agua corrente por 24h e mantidas posteriormente
em &lcool 70%. A varredura das amostras foi realizada pelo microtomografo
computadorizado (Skyscan 1174, Bruker, Kontich, Belgium, 2003) localizado no
laboratério multiusuario no campus da FOA-UNESP (Avenida Marechal Rondon s/n,
Aracatuba — S&o Paulo). Os parametros utilizados para escaneamento foram:
tamanho do pixel 9 um, 70 kV, filtro de Al 0,5mm, passo de rotacao de 0,4mm, rotacéo
do arco de 180°, resolucdo de 2016 x 1134 e tempo de aquisi¢cdo de aproximadamente
58min. As imagens obtidas foram importadas para o software NRecon Reconstruction
(Versdao 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium), sendo aplicado uma
suavizacgao de 2, correcao de anel de artefato de 5, correcdo de endurecimento de
feixe de 20% e faixa de converséo de imagem variando de 0,007 a 0,061. O Software
DataViewer (Versdo 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) foi utilizado para
realizar a reconstru¢cdo em trés planos (transversal, longitudinal e sagital), sendo
determinado o volume de interesse (VOI). Os cortes obtidos foram importados para o
Software CTan (Versdo 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). Para a
determinacado da regido de interesse (ROI), correspondente a area de defeito 6sseo
criada. Nas imagens obtidas, foram avaliados o0s seguintes parametros
morfométricos: volume 0sseo (Bone volume - BV), porcentagem de volume 0sseo
(Percent bone volume - BV/TV), espessura de trabéculas (Trabecular thickness -
Tb,Th), nimero de trabéculas (Trabecular number - Tb,N), separacdo de trabéculas
(Trabecular separation - Th,Sp). Os dados foram posteriormente tabulados e
analisados.

Posteriormente, para a reconstrucdo tridimensional (3D), as imagens foram
importadas para o Software CT Voxel (Versdo 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich,
Belgium).
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2.8 Analise estatistica

Para andlise estatistica da PTO-T, PTO-NF e resultados da MICRO CT,
empregou-se o software BioEstat 5.3® (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel de
Mamirua, Tefé/AM, BRA). Para andlise da PTO-T, PTO-NF e resultados da MICRO
CT, foi aplicado o teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA), seguido pelo

pos-teste de Tukey. Adotando nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. Resultados

3.1 Condicéo geral de saude e aspecto da ferida cirurgica

As condi¢cBes gerais de saude dos animais se mantiveram estaveis durante
todo o periodo experimental, tolerando bem a intervencao cirirgica (defeito 6sseo de
tamanho critico em calvaria).

Em relacdo a ferida cirdrgica os animais apresentaram uma cicatrizacao
favoravel, ndo apresentando deiscéncia de suturas, indicios de infec¢do, auséncia de
coaptacéo de bordas e ou sinais de trauma ocasionados por outros animais sobre a

ferida cirtrgica ao longo do pos-operatorio.

3.2 Aspecto histoldgico nos diferentes grupos experimentais

A descricao histoldgica foi realizada a partir das reconstrucdes panoramicas
das fotomicrografias realizadas em aumento de 800um nos tecidos corados em HE e
a confirmacao das estruturas foram avaliadas em aumento de 100um nos tecidos

corados em TG.

3.2.1 Grupo Autdgeno Raspado com Ultrassom cirurgico (GAU)

Aos 7 dias, observa-se o defeito 6sseo preenchido por enxerto 6sseo
autégeno raspado com ultrassom cirdrgico e entremeado por tecido conjuntivo frouxo
ricamente celularizado e tecido de granulacdo. As linhas de osteotomia estdo bem
delimitadas e o inicio da neoformacdo O6ssea esta ocorrendo proOximo aos cotos.
Recobrindo toda a extensédo do defeito 6sseo encontra-se a membrana, a qual esta

adaptada sobre os cotos 6sseos (Figura 7-A). Em maior aumento observa-se a
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membrana sem sinais de reabsorcéo ou infiltrado celular em seu interior. No centro
do defeito, verifica-se o enxerto 6sseo raspado com ultrassom cirirgico e acelular,
com particulas menores do que o grupo GAR, ao redor tecido conjuntivo ricamente
vascularizado com moderado infiltrado inflamatério, destacando-se fibroblastos e uma

matriz extracelular rica em fibras colagenas (Figura 8-A).

Aos 30 dias, observa-se que o defeito 6sseo se mantem preenchido por 0sso
neoformado, enxerto 6sseo e tecido conjuntivo frouxo de aspecto organizado. As
linhas de osteotomia se mantem nitidas e existe um avanco da neoformacéo 6ssea a
partir dos cotos e ao redor do enxerto que esta sendo reabsorvido de forma mais lenta
do que no grupo GAR. A membrana em sua grande maioria apresenta-se reabsorvida
ou fragmentada (Figura 7-B). Em maior aumento encontra-se uma discreta
reabsorcdo do enxerto e neoformacdo Ossea ao redor, com pouco infiltrado
inflamatério, apresentando um 0sso primario rico em ostedécitos e osteoblastos. Em
relacdo ao tecido conjuntivo este encontra-se bem vascularizado com fibras

colagenas mais espessas e organizadas em feixes (Figura 8-B).

Aos 60 dias, observa-se o defeito 6sseo que em sua grande maioria esta
preenchido por tecido 6ésseo neoformado, as linhas de osteotomia séo dificilmente
visualizadas e a membrana foi completamente reabsorvida (Figura 7-C). Em maior
aumento observa-se que o enxerto 6sseo raspado com ultrassom foi reabsorvido e
ocorreu uma neoformacéo 6ssea. Em relacdo ao tecido conjuntivo este encontra-se
bem vascularizado com fibras colagenas mais espessas e organizadas em feixes. No

entanto, ndo houve fechamento total do defeito (Figura 8-C).

3.2.2 Grupo Autégeno Raspado com raspador 6sseo (GAR)

Aos 7 dias, observa-se o defeito 0sseo preenchido por enxerto 0sseo
autégeno raspado e entremeado por tecido conjuntivo frouxo ricamente celularizado.
As linhas de osteotomia estdo bem delimitadas e o inicio da neoformacao 6ssea esta
ocorrendo préximo aos cotos. Recobrindo toda a extensao do defeito 6sseo encontra-
se a membrana, a qual esta adaptada sobre os cotos 0sseos (Figura 7-D). Em maior
aumento observa-se a membrana sem sinais de reabsorc¢ao ou infiltrado celular em

seu interior. No centro do defeito, verifica-se 0 enxerto 6sseo raspado acelular e ao
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redor tecido conjuntivo ricamente vascularizado com discreto infiltrado inflamatorio,
destacando-se fibroblastos e uma matriz extracelular rica em fibras colagenas (Figura
8-D).

Aos 30 dias, observa-se que o defeito 6sseo se mantem preenchido por 0sso
neoformado e tecido conjuntivo frouxo de aspecto organizado. As linhas de
osteotomia se mantem nitidas e observa-se um avanco do processo de neoformacao
Ossea a partir dos cotos e ao redor do enxerto que apresenta sinais de reabsorcao. A
membrana em sua grande maioria esta reabsorvida ou fragmentada (Figura 7-E). Em
maior aumento encontra-se uma discreta reabsorcdo do enxerto e neoformacao
0ssea ao redor, com pouco infiltrado inflamatoério em sua proximidade, apresentando
um 0SSO primario rico em ostedcitos e osteoblastos. Em relagdo ao tecido conjuntivo
este encontra-se bem vascularizado com fibras coldgenas mais espessas e

organizadas em feixes (Figura 8-E).

Aos 60 dias, observa-se o defeito 6sseo que em sua grande maioria esta
preenchido por tecido ésseo, as linhas de osteotomia sao dificilmente visualizadas e
a membrana foi completamente reabsorvida (Figura 7-F). Em maior aumento
observa-se que o enxerto 6sseo raspado foi reabsorvido e ocorreu uma neoformacéao
O0ssea. Em relacdo ao tecido conjuntivo este encontra-se bem vascularizado com
fibras coldgenas mais espessas e organizadas em feixes. No entanto, ndo houve

fechamento total do defeito 6sseo (Figura 8-F).
3.2.3 Grupo Autdégeno Triturado (GAT)

Aos 7 dias, observa-se o defeito 0sseo preenchido por enxerto 0sseo
autoégeno triturado e entremeado por tecido conjuntivo frouxo ricamente celularizado.
As linhas de osteotomia estdo bem delimitadas e o inicio da neoformacao 6ssea esta
ocorrendo préximo aos cotos. Recobrindo toda a extensao do defeito 6sseo encontra-
se a membrana, a qual esta adaptada sobre os cotos 6sseos (Figura 7-G). Em maior
aumento observa-se a membrana sem sinais de reabsorcao ou infiltrado celular em
seu interior. No centro do defeito, verifica-se o enxerto dsseo triturado acelular, com
particulas maiores do que o grupo GAR e GAU, ao redor tecido conjuntivo ricamente
vascularizado com discreto infiltrado inflamatorio, destacando-se fibroblastos e uma

matriz extracelular rica em fibras colagenas (Figura 8-G).
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Aos 30 dias, observa-se que o defeito 6sseo se mantem preenchido por 0sso
neoformado, enxerto 6sseo triturado e tecido conjuntivo frouxo de aspecto
organizado. As linhas de osteotomia se mantem nitidas e existe um avanco da
neoformacdo Ossea a partir dos cotos e ao redor do enxerto que esta sendo
reabsorvido de forma lenta. A membrana em sua grande maioria apresenta-se
reabsorvida ou fragmentada (Figura 7-H). Em maior aumento encontra-se uma
discreta reabsorcdo do enxerto e neoformacdo éssea ao redor, com pouco infiltrado
inflamatorio, apresentando um 0sso primario rico em ostedcitos e osteoblastos. Em
relacdo ao tecido conjuntivo este encontra-se bem vascularizado com fibras
colagenas mais espessas e organizadas em feixes (Figura 8-H).

Aos 60 dias, observa-se o defeito 6sseo que em sua grande maioria esta
preenchido por tecido 6sseo neoformado e remanescentes do enxerto 6sseo, as
linhas de osteotomia séo dificilmente visualizadas e a membrana foi completamente
reabsorvida (Figura 7-1). Em maior aumento observa-se que o enxerto triturado néo
foi completamente reabsorvido e ocorreu uma neoformacdo O6ssea ao redor. Em
relacdo ao tecido conjuntivo este encontra-se bem vascularizado com fibras
colagenas mais espessas e organizadas em feixes. No entanto, ndo houve

fechamento total do defeito (Figura 8-1).
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FIGURA 7: Fotomicrografias panoramicas do defeito 6sseo critico de 6mm

30 DIAS ) 60 DIAS

Legenda: (A-L) Fotomicrografias panoramicas do defeito 6sseo critico de 6mm de didmetro nos grupos GAU, GAR e GAT em todos os periodos experimentais
de 7, 30 e 60 dias em um aumento de 800um. Abreviagdes e simbolos: asterisco, coto 4sseo; M, membrana; EX, enxerto 6sseo autdégeno; seta amarela, tecido
conjuntivo; seta preta, tecido 6sseo neoformado. Coloragdo: HE.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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FIGURA 8: Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito

30 DIAS 60 DIAS

Legenda: (A-L) Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito nos grupos GAU, GAR e GAT em todos os periodos experimentais de 7, 30 e
60 dias em um aumento de 100um. Abreviacdes e simbolos: asterisco, coto 6sseo; M, membrana; EX, enxerto 6sseo autdégeno; seta amarela, tecido conjuntivo;
seta preta, tecido 6sseo neoformado. Coloracdo:TG.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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3.3 Porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T) na regido de defeito

6sseo critico

Em relacdo a PTO-T, ndo houve diferencas estatisticamente significantes
intergrupos ou intragrupos nos diferentes periodos experimentais. A PTO-T nos

diferentes grupos experimentais estao apresentadas na (Figura 9).

3.4 Porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTO-NF) naregido de

defeito 6sseo critico

Em relagdo a PTO-NF, o grupo GAU aos 07 dias apresentou menor
guantidade de tecido 6sseo neoformado quando comparado com o grupo GAU aos
30 dias (p<0,0365). O grupo GAR aos 07 dias apresentou menor quantidade de tecido
0sseo neoformado quando comparado com o grupo GAR aos 60 dias (p<0,0137). No
grupo GAT aos 07 dias apresentou menor quantidade de tecido 6sseo neoformado
guando comparado com o grupo GAT aos 30 dias (p<0,0196) e 60 dias (p<0,0226).

A PTO-NF nos diferentes grupos experimentais estdo apresentadas no (Figura 10).
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Figura 9: Porcentagem de tecido 4sseo total
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Legenda: Porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T) na regido de defeito dsseo critico nos diferentes
grupos experimentais.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Figura 10: Porcentagem de tecido 6sseo neoformado
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Legenda: Porcentagem de tecido ésseo neoformado (PTO-NF) na regido de defeito dsseo critico nos
diferentes grupos experimentais. Simbolos: t, diferenca estatisticamente significante em relacéo ao
grupo GAU aos 7 dias; ¥, diferenca estatisticamente significante em relacéo ao grupo GAR aos 7 dias;
1, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo GAT aos 7 dias.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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3.5 Imunomarcéao para TRAP

O padrédo de imunomarcagdo para TRAP no sitio cirargico nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado na (Figura 11). Aos 7 dias pds-operatérios a
mediana e o desvio interquartis em GAU, GAR e GAT foi de 2 (2 — 3; prevaleceu um
moderado padrao de imunomarcacéo), 2 (2 — 2; prevaleceu um moderado padrao de
imunomarcacéo) e 2 (2 — 2; prevaleceu um moderado padrédo de imunomarcacao),
respectivamente (Figura 12). Aos 30 dias pdOs-operatérios a mediana e o desvio
interquartis em GAU, GAR e GAT foi de 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo padrao de
imunomarcacéo), 1 (1 — 2; prevaleceu um baixo padréo de imunomarcacédo) e 1 (1 —
2; prevaleceu um baixo padréo de imunomarcacéo), respectivamente. Aos 60 dias
poés-operatorios a mediana e o desvio interquartis em GAU, GAR e GAT foide 1 (1 -
1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacédo), 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo
padrdo de imunomarcacdo) e 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de
imunomarcacéao), respectivamente.

N&o houve diferenca intergrupo estatisticamente significante. Com relacéo as
diferencas intragrupos constatou-se que o padrdo de imunomarcacao para TRAP aos
60 dias foi menor que aos 7 dias em todos 0s grupos experimentais. No grupo GAR

aos 30 dias ao padrao de imunomarcacgao para TRAP foi menor que aos 7 dias.
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Figura 11: Imunomarcacgdo para TRAP

TRAP
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Padrao de imunomarcagao
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Legenda: Grafico evidenciando o padrao de imunomarcacdo de TRAP na regido de defeito 0sseo
critico nos diferentes grupos experimentais. Simbolos: t, diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo GAU aos 7 dias; f, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo GAR
aos 7 dias; 1, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo GAT aos 7 dias.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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Figura 12: Fotomicrografias da imunomarcacéo para TRAP

Legenda: (A-F) Fotomicrografias da regido do centro do defeito nos grupos GAU, GAR e GAT no

periodo experimental de 7 dias em um aumento de 100um e 50um. Abrevia¢des e simbolos: tc, tecido
conjuntivo; eo, enxerto 6sseo; seta azul, células TRAP positivas.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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3.6 Resultado das andlises microtomogréficas.

O grupo GAT aos 30 dias apresentou maior volume ésseo (BV) (p<0,0092),
maior porcentagem de volume 60sseo (BV/TV) (p<0,0092), maior numero de
trabéculas 6sseas (Th.N) (p<0,0056) e menor porosidade total (Po(Tot)) (p<0,0092)
em relacdo ao grupo GAT aos 60 dias.

O grupo GAR aos 60 dias apresentou maior espessura de trabéculas 6sseas
(Tb.Th) em relacédo ao grupo GAR aos 30 dias (p<0,0146) e ao grupo GAT aos 60
dias (p<0,0176).

O grupo GAU 30 dias apresentou maior nimero de trabéculas 6sseas (Th.N)
em relacdo ao grupo GAU aos 60 dias (p<0,0193).

O resultado das analises microtomograficas nos diferentes grupos
experimentais estdo apresentadas na (Figura 13) e as reconstrucdes

microtomograficas estdo apresentadas na (Figura 14).



Figura 13: Resultados das analises microtomograficas nos grupos experimentais.
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Legenda: Graficos comparando as médias e desvio padrdo das medidas: A- BV; B- BV/TV; C- Th.Th;
D- Th.N; E- Th.Sp e F- Po(tot), nos periodos de 30 e 60 dias dos grupos (GAU, GAR e GAT). Simbolos:

1, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo GAT aos 30 dias; f, diferenca

estatisticamente significante em relacdo ao grupo GAR aos 30 dias; 1, diferenca estatisticamente

significante em relacéo ao grupo GAR aos 60 dias; §, diferenca estatisticamente significante em relagédo

ao grupo GAU aos 30 dias.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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Figura 14: Reconstru¢des microtomograficas demonstrando a estruturacao e arquitetura do

tecido 6sseo na regido de defeito dsseo critico em calvaria de ratos.

30 DIAS

Legenda: Visdo panoramica do defeito 6sseo critico preenchido com diferentes formas de coleta de

0sso0 autdgeno nos periodos de 30 e 60 dias dos grupos (GAU, GAR e GAT).

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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4. Discussao

Este trabalho teve a expectativa positiva de que as particulas autdogenas
obtidas por meio de ultrassom cirurgico oferecessem melhores condi¢des biologicas
e pudessem contribuir melhorando o reparo 6sseo em defeitos de tamanho critico.
Nossa hipotese nula de que nédo haveria diferenca entre o reparo dos defeitos 6sseos
usando diferentes técnicas de remocao de osso particulado foi aceita de acordo com
0s resultados obtidos.

A calvaria de rato € um dos modelos experimentais mais utilizados para
avaliar reparo 0sseo, visto que possui origem semelhante a mandibula humana uma
vez que ambas apresentam o mesmo tipo de formacédo éssea intramembranosa??L.
Além disso, 0 modelo animal garante facil acesso e manipulacdo, com a calota
craniana oferecendo uma anatomia adequada para confec¢do do defeito 6sseo de
tamanho critico, permitindo o estudo de biomateriais?2. Segundo Schmitz & Hollinger
em 1986 um defeito de tamanho critico é definido como a menor ferida intradssea em
um determinado 0sso e espécie animal que nao cicatriza espontaneamente durante
avida do animal'’. Contudo, Gosain et al.?3, afirmou que um defeito de tamanho critico
€ aquele que nao cicatriza durante a vida do animal, desta forma como a maioria dos
estudos sdo de duracdo limitada, o defeito de tamanho critico € aquele que nao
cicatrizara durante o estudo?®24. Assim, foi definido no presente trabalho um defeito
de 6 mm de diametro, conforme utilizado em estudos anteriores 1819,

Estudos clinicos com esta finalidade sédo muito dificeis de serem reproduzidos
e aceitos pelos comités de ética em humanos uma vez que areas reconstruidas
geralmente sao reabilitadas com implantes osseointegraveis e ndo permitem a coleta
de material para uma analise histolégica satisfatoria. Modelos animais sé&o
padronizados e permitem analise em sequéncia temporal dos grupos*2.

Associado ao defeito 0sseo de tamanho critico € sempre importante seu
recobrimento com uma membrana de uso consolidado nos trabalhos de pesquisa
para que todos os métodos testados, inclusive o controle, tenham a mesma condi¢ao
de reparo 6sseo sem interferéncia do tecido mole que o sobrepde?. Desta forma o
presente estudo utilizou a membrana GenDerm® (Baumer S.A., S&o Paulo, Brasil),
membrana reabsorvivel de cortical 6ssea bovina, que apresenta como caracteristicas

facil manipulacéo e ajuste, flexibilidade, permeabilidade seletiva e evita nova etapa
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cirlrgica para remocéo?%2°, Sendo assim, a membrana de cortical 6ssea bovina foi
utilizada em todos o0s grupos.

Embora existam vérios tipos de biomateriais disponiveis, osso autégeno
ainda é considerado o padrdo ouro. Isso ocorre devido a suas propriedades
osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras?’:2829, Através destas propriedades
0 0SS0 autégeno € capaz de auxiliar a diferenciacdo em osteoblastos e ostedcitos,
estimular e ativar as células-tronco mesenquimais do hospedeiro e servir de
arcabouco para que estas células possam formar novo tecido 6sseo®. No entanto,
existem algumas limitacbes, por exemplo, a necessidade de locais cirargicos
adicionais, reabsorcéo imprevisivel e disponibilidade limitada da area doadora?®®. O
0SS0 autdgeno pode ser usado em forma de bloco, para aumento de espessura 6ssea
de defeito com uma parede ou particulado, usado isoladamente ou associado a
biomateriais de diferentes origens, combinando a propriedade osteogénica do 0sso
autdgeno com a propriedade osteocondutora, capacidade de manutencao de volume
e estabilidade do biomaterial para induzir a formacéo 6ssea 3132,

A associacdo de uma porcentagem de 0sso autdégeno particulado misturado
aos biomateriais ou seu uso isolado permite que as particulas sejam reabsorvidas
liberando fatores de crescimento, capazes de estimular as células indiferenciadas a
se diferenciarem em osteoblastos e formarem trabéculas 6sseas®?. Esse é um
processo lento que exige a reabsorcédo antes da neoformacgéo?®. Fato que é suposto
ter ocorrido neste trabalho uma vez que aos 7 dias observou-se uma moderada
guantidade de células TRAP-positivas, ou seja, osteoclastos relacionados com a
reabsorcdo 0ssea local. Em contrapartida, a menor imunomarcagdo para células
TRAP-positivas observada aos 30 e 60 dias corrobora os achados histométricos, nos
guais foi evidenciada maior quantidade de tecido 6sseo, indicando menor atividade
reabsortiva e, consequentemente, maior neoformacéo 0ssea.

Os resultados microtomograficos permitem avaliar a morfologia 6ssea e
quantificar osso trabecular e cortical de uma forma tridimensional®3. Tais resultados,
reforcam os achados histométricos e imunoistoquimicos, visto que as principais
diferencas estatisticas foram observadas no grupo GAT, onde observamos que aos
60 dias houve neoformacdo Ossea, apresentando maior volume 6sseo (BV) e
porcentagem de volume dsseo (BV/TV), neste mesmo grupo foi constatado um

namero reduzido de trabéculas 6sseas (Th.N) e uma porosidade menor (Po(tot),
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indicando uma maturacdo 6ssea. De forma similar, os grupos GAR e GAU,
apresentaram aos 60 dias maior espessura de trabéculas 6sseas (Tb.Th) e menor
namero de trabéculas (Tbh.N), demostrando um estdgio mais avancado de maturacao
0ssea, similar ao grupo GAT.

O osso autégeno particulado pode ser obtido de varias formas que incluem a
trituracdo dos blocos 6sseos com um pildo ou moinho®4, a coleta do osso com
raspador de 0ss0s®®, por meio de ultrassom cirlrgico®® ou coletado durante um
procedimento de perfuracdo ou corte 6sseo com um dispositivo®’. Tais métodos,
podem apresentar diferentes propriedades, como tamanho de particula, formato,
superficie e nUmero de células vivas, ocasionando vantagens e desvantagens. O 0Sso
particulado a partir de um bloco apresenta a porgéo interna preservada, pois 0
material que o remove entra em contato apenas na periferia de cada particula,
apresentando um beneficio do ponto de vista biolégico, além de facilitar o aumento
de volume quando desejado. No entanto, apresenta maior dificuldade de acomodacao
no campo receptor. Ja o 0sso na forma raspada, apresenta intimo contato do material
gue o remove com sua superficie, podendo ocasionar lesdo nas células
remanescentes e prejudicando a capacidade de formacéo 6ssea. Contudo, apresenta
maior facilidade de acomodac&o no campo receptor3®,

Essas propriedades das particulas de acordo com o método de obtencdo
ficaram evidentes neste trabalho. O grupo do osso triturado pelo pildo apresentou
particulas maiores histologicamente em relacdo aos grupos raspado manualmente e
pelo ultrassom cirdrgico. A presenca de particulas maiores esta relacionada
diretamente com o tempo de reabsor¢cdo, uma vez que o grupo triturado, apresentou
particulas maiores e reabsorcdo mais lenta em relacdo aos outros enxertos 6sseos®.
As particulas de osso triturado garantem uma quantidade de osso total maior em
relacdo aos grupos raspados aos 7 e 30 dias. O ultrassom cirargico proporcionou
particulas semelhantes ao osso raspado manualmente, e ambas sédo menores do que
as particulas obtidas do pildao. Porém o método é valido uma vez que facilita a
remocdao de tecido 0sseo de areas adjacentes ao proprio leito cirdrgico, de forma mais
rapida e facil em relagdo a instrumentos manuais e sem a possibilidade de lesar
tecidos moles?*°. No entanto, séo particulas pequenas e de rapida reabsor¢éo que nao
contribuiriam de forma consistente com o ganho de volume da area, caso fosse

necessario®®. Uma opcdo interessante seria a remocdo de blocos com motor
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piezoelétrico e posterior trituracdo em particuladores ou pildo manual, tendo a
desvantagem de um segundo leito cirdrgico.

Em relacdo ao tecido 6sseo neoformado, observou-se que o grupo GAT aos
30 dias mostrou menor formacéao 0ssea em relacdo aos outros grupos uma vez que
suas particulas maiores apresentam reabsor¢cdo mais lenta e estdo incorporadas ao
novo tecido, porém sem vitalidade, o que contribuiu para a soma total, mas néo para
o tecido neoformado, ou seja, estavam ocupando um espaco enquanto que nos
grupos raspados a maior parte das particulas ja haviam sido reabsorvidas®!.

A membrana utilizada cumpriu seu papel de preservacao do espaco bioldgico
do defeito criado e permitindo neoformacéo 6ssea e evitando a presenca de tecido
conjuntivo mesmo que os defeitos ndo tenham sido preenchidos completamente no
tempo de 60 dias. Esse tempo corresponde a 180 dias ho homem, o que sugere que
a associacdo de biomaterial poderia ser indicada para melhorar o processo de
osteoconducéo no interior das cavidades*?.

Em um momento da Odontologia em que busca-se reconstru¢des dsseas
com previsibilidade para instalacdo de implantes, este trabalho traz uma informacao
clinica importante em relagdo ao uso do o0sso autégeno particulado para
reconstrucdes de defeitos; mostra que particulas raspadas manualmente possuem
um comportamento semelhante a particulas raspadas com ultrassom cirdrgico e que

particulas trituradas ainda sdo melhores para obtencéo de volumes.

5. Concluséao

Os métodos de obtencéo de enxerto 6sseo particulado por meio de raspador
manual, ultrassom cirdrgico e triturado promoveram reparo semelhante das cavidades
criticas. O ultrassom cirargico e o raspador manual fornecem particulas menores e de

mais rapida reabsorgao.
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