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“Tudo neste mundo tem o seu tempo; cada
coisa tem a sua ocasiao.

Ha tempo de nascer e tempo de morrer; tempo
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espalhar pedras e tempo de ajunta-las; tempo
de abracar e tempo de afastar.

Ha tempo de procurar e tempo de perder;
tempo de economizar e tempo de desperdicar;
tempo de rasgar e tempo de remendar; tempo
de ficar calado e tempo de falar.

Ha tempo de amar e tempo de odiar; tempo de
guerra e tempo de paz...”

ECLESIASTES cap. 3, 1-8



PEDRIALI, Maria Beatriz Bergonse Pereira. Avaliacdo da regeneracdo 60ssea ap0os
osteotomia com ultrassom piezoelétrico e instrumento rotatério. 2013. 36 f.
Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2013.

RESUMO

Osteotomias sdo procedimentos de rotina na pratica clinica da periodontia e
implantodontia e podem ser realizadas por meio de instrumentos rotatorios ou
ultrassom piezoelétrico. Estudos clinicos sugerem um melhor efeito do ultrassom
piezoelétrico em relacdo ao processo inflamatorio agudo e ao reparo do tecido 0sseo
em comparagdo as osteotomias com instrumentos rotatorios. O objetivo deste
trabalho foi avaliar histologicamente a regeneracédo 6ssea e 0 processo inflamatoério
local produzido por osteotomia realizada com ultrassom piezoelétrico ou com
instrumento rotatorio. Vinte e quatro ratos Wistar machos, 300g, foram submetidos a
osteotomia na diafise do fémur na regido proximal com broca cirdrgica e na distal
com ultrassom. Os animais foram eutanasiados apos 60 horas, 7 dias, 30 dias e 60
dias e o fémur foi descalcificado, incluido em parafina histolégica e corado com
Hematoxilina e Eosina e Tricromico de Mallory para analise histolégica em
microscopia de luz. Foram analisadas a presenca de infiltrado inflamatério, area do
coagulo e hemorragia intramedular, rompimento do enddsteo e areas de ossificacao.
Os defeitos cirargicos realizados com ultrassom apresentaram menor extensédo do
infiltrado inflamatério e menor frequéncia de areas de hemorragia intramedular apos
60 horas. Aos 7 dias, os defeitos 6sseos realizados com ultrassom piezoelétrico
ainda apresentaram menor extensdo de infiltrado inflamatério, mas menor area de
centros de ossificacdo em relacdo a osteotomia com brocas. No entanto, apds 30
dias, a area de ossificacao foi significativamente maior nos defeitos realizados com
ultrassom, sendo observada completa reconstituicdo da cortical 6ssea em ambos 0s
grupos apoés 60 dias. Os resultados sugerem que o uso do ultrassom piezoelétrico
evoca menor resposta inflamatéria no periodo inicial de regeneracao, favorecendo a
regeneracao da cortical 6ssea aos 30 dias pos-operatorio.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea. Osteotomia. Piezocirurgia. Ultrassom.
Instrumentos odontoldgicos.



PEDRIALI, Maria Beatriz Bergonse Pereira. Evaluation of bone regeneration after
osteotomy with piezoelectric ultrasound and rotatory instrument. 2013. 36 f.
Dissertation (Master’s in Dentistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2013.

ABSTRACT

Osteotomies are routine procedures in clinical practice of periodontics and
implantology and can be performed by rotatory instruments or piezoelectric
ultrasound. Clinical evidences suggest a better effect of piezoelectric ultrasound on
acute inflammatory process and the repair of bone tissue compared to osteotomy
with rotatory instruments. The objective of this study was to evaluate histologically
bone regeneration and local inflammatory process produced by osteotomy with
rotatory instruments and piezoelectric ultrasound. Twenty-four Wistar rats, 300g,
underwent osteotomy at the diaphysis of the femur, in the proximal region with
surgical drill and in the distal region with ultrasound. The animals were euthanized
after 60 hours, 7 days, 30 days and 60 days and the femur was decalcified,
embedded in paraffin and histological sections were stained with Hematoxylin and
Eosin and Mallory Trichrome for histological analysis by light microscopy. We
analyzed the presence of inflammatory infiltrate, the area of the clot and
intramedullary bleeding, rupture of the endosteum and areas of ossification. The
surgical defects performed with ultrasound showed lower inflammatory infiltrate and
low frequency of areas of intramedullary bleeding after 60 hours. At 7 days, the bone
defects performed with ultrasound piezoelectric still had lower extent of inflammatory
infiltrate, but smaller area of ossification centers compared with osteotomy drills.
However, after 30 days, the area of ossification was significantly higher in defects
performed with ultrasound and after 60 days there was complete reconstitution of
bone in both groups The results suggest that the use of piezoelectric ultrasound
evokes less inflammatory response and improves bone regeneration after 30 days.

Keywords: Bone regeneration. Osteotomy. Piezosurgery. Ultrasound. Dental
instruments.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado
por células e matriz extracelular calcificada, a matriz 6ssea. As células dsseas sao
0S ostedcitos, osteoblastos e ostoclastos. Os ostedcitos, que se situam em
cavidades ou lacunas no interior da matriz, promovem a manutencdo da matriz
0ssea; 0s osteoblastos sintetizam a parte organica da matriz e iniciam o processo de
calcificagdo do tecido e localizam-se na superficie da matriz 6ssea; e o0s
osteoclastos, células gigantes, moveis e multinucleadas, reabsorvem o tecido 0sseo,
participando dos processos de remodelacdo. Todos 0s 0ssos sdo envolvidos em
suas superficies externas e internas por membranas conjuntivas que possuem
células osteogénicas, o periésteo e 0 enddlsteo, respectivamente (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).

O tecido 0sseo € capaz de regenerar-se, por meio da proliferacdo de
células osteoprogenitoras do periésteo e do enddsteo (MELCHER, 1976). O termo
regeneracdo € definido como uma reproducdo ou reconstituicdo de uma parte
perdida ou afetada, de tal forma que a arquitetura e a funcdo dos tecidos destas
areas sejam completamente recuperadas (GLOSSARY OF PERIODONTAL TERMS,
2001).

No periodo inicial de regeneracdo Ossea, apés o tecido ésseo ter
sido lesionado, o coagulo e os restos celulares da matriz sdo removidos por
macrofagos. O peridsteo e o0 enddsteo proximos a lesdo iniciam uma intensa
proliferacéo formando um tecido rico em células osteoprogenitoras, que constitui um
colar em torno da lesdo, enquanto pequenos vasos sanguineos invadem a regido do
coagulo. Surge entdo, um tecido 0sseo primario ou imaturo que € substituido por
0sso secundario sob a estimulacdo de forcas mecéanicas aplicadas sobre o tecido
quando o érgao retorna as suas fun¢des (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A proliferagdo dos vasos sanguineos depende de fatores locais,
produzidos pelo tecido 6sseo em reparacdo, que mobilizam células progenitoras
endoteliais da medula 6ssea para a circulacdo e, finalmente, aos locais de
regeneracdo oOssea (LEE et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2008). O pico de
neovascularizacdo por acao das células progenitoras endoteliais ocorre aos 7 dias,
apos a leséo 6ssea (MATSUMOTO et al., 2008).
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As osteotomias e osteoplastias sdo procedimentos de rotina na
pratica clinica da periodontia e implantodontia. Durante uma osteotomia, a maior
parte da energia que ndao é usada no processo de corte é transformada em calor
(ERCOLI et al., 2004). Durante o corte ésseo, a temperatura pode aumentar até
47°C, podendo causar uma osteonecrose irreversivel, comprometendo sua
regeneracdo (AUGUSTIN et al, 2008; ERCOLI et al., 2004). Okamoto et al., (1994)
mostraram alteracdes severas no tecido 6sseo e retardo do processo de reparagado
da loja cirdrgica provocado pelo aquecimento excessivo quando o resfriamento ndo
é realizado durante o emprego de brocas sob alta rotacao.

O uso de instrumentos rotatérios pode produzir osteonecrose
marginal provocada por injarias térmicas (ROBIONY et al., 2004), portanto a busca
por técnicas de osteotomias seguras que minimizem estes efeitos sdo extremamente
importantes.

A irrigacdo externa com soro fisioldgico ou agua é o fator de
resfriamento mais importante nas osteotomias realizadas com instrumentos
rotatérios sendo capaz de manter a temperatura abaixo de 47°C, minimizando a
ocorréncia de danos ao tecido 6sseo (AUGUSTIN et al, 2008; OKAMOTO et al.,
1984; MOSS, 1964).

Recentemente um ultrassom piezoelétrico (Piezosurgery®, Mectron,
Carrasco, Italia) foi desenvolvido e lancado no mercado pelo Dr. Tomazo Vercelotti.
E um equipamento que utiliza microvibracbes para cortar tecidos mineralizados.
Funciona pelo efeito da piezoeletricidade, ou seja, a capacidade de alguns cristais
se deformarem quando uma corrente elétrica passa por eles resultando em
oscilagdes de frequéncia ultrassonica (EGGERS et al., 2004).

A cirurgia piezoelétrica tem sido utilizada como uma alternativa aos
instrumentos rotatérios convencionais nas cirurgias orais que envolvem osteotomias
(STUBINGER et al., 2005).

O ultrassom piezoelétrico promove um padrao vibratério linear com
frequéncia de 24,7 a 29,5 kHz, com uma opcéo digital de modo reforcado “boosted”
até 30 kHz, com oscilacdo de 60 a 210 um e uma poténcia que pode variar entre 2,8
a 16W, de acordo com a densidade do osso que se pretende cortar (CONSOLARO
et al., 2007). As microvibracdes criadas na peca de mao do ultrassom piezoelétrico,
fazem com que a ponta ativa se mova entre 60 e 210 um, sendo trés vezes mais

potente que o ultrassom comum, permitindo somente o corte de tecido altamente
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mineralizado (EGGERS et al., 2004; SCHLEE et al., 2006; WALSH, 2007). Estas
frequéncias mais baixas minimizam o risco de danos a tecidos moles, uma vez que
para se obter seu corte sdo necessarias frequéncias maiores que 50kHz. Portanto o
dispositivo é incapaz de cortar tecidos moles como tecidos conjuntivos nao
mineralizado, nervos, vasos e periésteo (SCHLEE et al., 2006; PIEZOELETRIC
BONE SURGERY-HANDBOOK, 2013; LABANCA et al., 2008). Ao utilizar o
equipamento, o operador pode controlar a pressao aplicada e o fluxo de irrigacao
que varia de 0 a 60 ml/min (EGGERS et al., 2004; LABANCA et al., 2008).

A literatura mostra que este equipamento € Util em uma variedade de
procedimentos cirlrgicos e apresenta aspectos terapéuticos que incluem: um corte
micrométrico; acao precisa e segura que limitam danos teciduais, especialmente aos
ostedcitos; proporciona um corte seletivo, afetando apenas tecidos mineralizados,
nao atingindo os tecidos moles ao seu redor, protegendo desta forma estruturas
anatbmicas importantes; propicia uma area cirargica limpa, quase livre de
sangramento durante o processo de corte, consequéncia do efeito de cavitacédo
criado pelo sistema de irrigacdo e das ondas oscilatérias, resultando em alta
visibilidade operatéria e proporciona menor estresse para o profissional e paciente,
pelo fato de ser menos sonoro e vibratil (SCHLEE et al., 2006; STUBINGER et al.,
2005; GONZALES-GARCIA et al., 2009). Como o equipamento n&do traumatiza o
tecido 6sseo termicamente, a cicatrizagdo pos-cirargica € rapida (WALSH, 2007).

Em odontologia, as indicacbes documentadas para o uso do
ultrassom piezoelétrico incluem extracdo dental, cirurgia endoddntica, distracao
osteogénica, expansdo de rebordo, enxertos 6sseos em fragmentos e em bloco,
levantamento do seio maxilar, osteotomias e osteoplastias, remo¢do Ossea em
cirurgias regenerativas, debridamento e alisamento radicular, extracdo de terceiros
molares, descompressdo do nervo alveolar e remocédo de cistos (PIEZOELECTRIC
BONE SURGERY-HANDBOOK, 2013).

Trevisan Junior et al. (2011) fizeram uma revisdo de literatura de
varios estudos avaliando os efeitos da cirurgia piezoelétrica na seccdo de tecidos
duros e na viabilidade celular pdés-operatéria. Entre os estudos, Khambay e
Walmsley (2000) avaliaram a habilidade de corte e a forga aplicada durante a
utilizacdo do ultrassom piezoelétrico. Criaram um dispositivo para medicdo das
forcas aplicadas, e concluiram que uma forca pequena é necessaria durante o

processo de osteotomia e que o instrumento deve ser posicionado com uma
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pequena angulacdo para promover profundidade de corte adequada. Verificaram
gue o0s instrumentos rotatérios sdo mais rapidos no corte que o ultrassom
piezoelétrico, porém, este possui a vantagem de ter um corte mais preciso.
Vercellotti et al., (2005) mostraram também uma efetividade superior da piezocirurgia
frente as técnicas convencionais com brocas diamantadas e do tipo carbide, quando
analisado histologicamente o ganho médio de osso. Mauer et al., (2008) realizaram
uma analise quantitativa da rugosidade e viabilidade de células em superficies
0sseas que receberam diferentes métodos de osteotomia: brocas, serras cirdrgicas e
ultrassom piezoelétrico. As regides de osteotomia realizada com o ultrassom
piezoelétrico mostram estruturas de 0SSO esponjoso intactas, diferentes da
osteotomia realizada com instrumentos convencionais. Ainda, estas regides estavam
livres de espiculas 0sseas, 0 que possivelmente seria um obstaculo mecéanico para o
suprimento sanguineo durante o reparo. Concluiram que a utilizacdo do ultrassom
piezoelétrico € um método histocompativel, sem causar necrose do 0sso trabecular.

Algumas desvantagens da cirurgia piezoelétrica como o aumento do
tempo operatério, pode estar relacionado com a poténcia do aparelho e as
caracteristicas do osso a ser cortado. Por exemplo, 0s 0ssos mais compactos
requerem uso de equipamentos mais potentes. E ainda, o cirurgido pode necessitar
de um periodo de familiarizagdo ao instrumento para se adaptar a sua acao
longitudinal que difere dos instrumentos rotatérios convencionais (EGGERS et al.,
2004; ROBIONY, 2004).

O ultrassom piezoelétrico € uma técnica cirargica relativamente nova
para utilizagcdo em periodontia e implantodontia que pode ser usado como um
complemento ao procedimento cirdrgico tradicional, e em alguns casos, substituir
procedimentos tradicionais (SCHLEE et al., 2006).

Esta técnica tem uma vasta aplicacdo na area odontolégica, mas
ainda € necessario fazer uma andlise das condi¢cfes de reparacdo e regeneracao do
tecido 6sseo, analisando os beneficios e possiveis prejuizos resultados dessa nova
técnica em comparacao a utilizacdo de brocas cirdrgicas. Embora seja sugerido que
0 uso do ultrassom piezoelétrico apresente vantagens técnicas em relacdo a outros
métodos convencionais de manipulagéo cirargica do tecido 6sseo (VERCELOTTI et
al., 2005), poucas evidéncias bioldgicas demonstram a eficacia da técnica em
relacdo ao processo inflamatdrio agudo e ao reparo deste tecido 6sseo em longo

prazo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de regeneracdo Ossea de defeitos 0Osseos
confeccionados com instrumento rotatério e ultrassom piezoelétrico em ratos Wistar,

em 60 horas, 7 dias, 30 dias e 60 dias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

No processo de regeneracdo 6ssea em fémur de ratos Wistar
avaliamos:

e A extensdo do infiltrado inflamatorio;

e A presenca de areas de hemorragia,

e A presenca de areas de reabsorcao e necrose 0ssea,;

e A area relativa de centros ossificacao;

e A formacédo de calo 0sseo.
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3 ARTIGO 1

Avaliacdo daregeneracao 6ssea apos osteotomia de fémur de ratos Wistar

com ultrassom piezoelétrico e instrumento rotatorio.

Maria Beatriz Bergonse Pereira Pedriali?; Wilson Trevisan Junior?;

Solange de Paula Ramos®.

Resumo: O ultrassom piezoelétrico produz menos agressao aos tecidos moles e
potencialmente pode provocar respostas inflamatdrias menos intensas, favorecendo
0 reparo do tecido 6sseo comparado as osteotomias com instrumentos rotatorios.
Nosso objetivo foi avaliar a regeneracdo 6ssea e o processo inflamatorio local
produzido por osteotomia com instrumento rotatério e ultrassom piezoelétrico. Vinte
e quatro ratos Wistar foram submetidos a osteotomia na diafise do fémur, na regiao
proximal com brocas e na distal com ultrassom. Os animais foram eutanasiados
apos 60 horas, 7, 30 e 60 dias. A analise histolégica foi realizada em microscopia de
luz e foi avaliado a presenca de infiltrado inflamatorio, area do coagulo e hemorragia
intramedular, rompimento do enddsteo e areas de ossificacdo. Os defeitos
realizados com ultrassom apresentaram menor extenséo do infiltrado inflamatorio e
menor frequéncia de areas de hemorragia intramedular apds 60 horas. Aos 7 dias,
os defeitos realizados com ultrassom ainda apresentaram menor reagao inflamatoria,
mas os defeitos confeccionados com broca apresentaram maior area de centros de
ossificacao priméaria. Apdés 30 dias, a area de ossificacéo foi significativamente maior
nos defeitos realizados com ultrassom, sendo que aos 60 dias ocorreu
remodelamento completo da cortical 6ssea em ambos os grupos. Os resultados
sugerem que o ultrassom piezoelétrico evoca menor resposta inflamatoria pos-
operatoria e promove eficiente regeneracéo de tecido 6sseo apds 30 dias.

Palavras-chaves: Osteotomia. Ultrassom piezoelétrico. Neutrofilos. Matriz éssea.
Introducéo

As osteotomias e osteoplastias sdo procedimentos de rotina na
pratica clinica de algumas cirurgias orais, nas areas da periodontia, implantodontia e
cirurgia buco-maxilo-facial.™ > Apds a osteotomia, o tecido 6sseo lesionado é capaz
de se regenerar, por meio da proliferacdo de células osteoprogenitoras do peridsteo

e enddsteo.® No entanto, a regeneracédo do tecido pode ser prejudicada por danos

Departamento de Medicina Oral e Odontologia Infantil, Centro de Ciéncias da Saude, Clinica
Odontolégica Universitaria, Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil. Endereco: Maria
Beatriz Bergonse Pereira Pedriali, Departamento de Medicina Oral e Odontologia Infantil - Clinica
Odontolégica Universitaria. Rua: Pernambuco, 540 / 86.020-070 Londrina — Parana — Brasil /
(55xx43) 3371-6752 / E-mail: beatrizpedriali@gmail.com.

® Departamento de Histologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina.
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causados ao tecido durante o procedimento cirdrgico, sobretudo em defeitos 6sseos
de tamanho critico”.

O uso de instrumentos rotatorios para realizacdo de osteotomias
pode produzir sérios danos ao tecido 6sseo devido a osteonecrose marginal
provocado por injdrias térmicas.? Portanto, a busca por técnicas e equipamentos
capazes de realizar osteotomias seguras e eficazes, tornou-se extremamente
importante na préatica odontoldgica.

Recentemente um ultrassom piezoelétrico (Piezosurgery®, Mectron,
Carrasco, Italia) foi desenvolvido e langcado no mercado pelo Dr. Tomazo Vercellotti.
O equipamento utiliza microvibracbes para cortar somente tecidos mineralizados,
apresenta padrao vibratério linear com frequéncia de 24,7 a 30 kHz e uma poténcia
variando de 2,8 a 16 W sendo trés vezes mais potente que o ultrassom comum e
utiliza um fluxo de irrigacdo de 0 a 60ml/min. >’

A cirurgia com ultrassom piezoelétrico tem sido indicada como uma
alternativa aos instrumentos rotatdérios convencionais nos procedimentos que
envolvem osteotomias.?® Entre as vantagens da técnica cirtrgica com o ultrassom
piezoelétrico em relacdo ao uso de instrumentos rotatorios convencionais, Sao
apontados o0 menor dano aos tecidos moles, maior precisdo de corte e maior
conforto pés-operatério®®°. No entanto, ndo se conhecem os efeitos do ultrassom
piezoelétrico em relacdo a evolucdo do processo de regeneracao do tecido 6sseo e
ao grau de inflamacéo local produzido pelo procedimento.

O objetivo do presente estudo foi avaliar histologicamente as etapas
do processo de regeneracao 0ssea e a evolucdo do processo inflamatério local apés
a realizagdo de osteotomia com o emprego de ultrassom piezoelétrico Sonisurgery®

(Orthus, Campo Mourao, Brasil) e instrumentos rotatérios.
Materiais e métodos

Ratos Wistar machos com aproximadamente 300g, obtidos do
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina, foram mantidos em Biotério
experimental recebendo racdo normocaldrica (Nuvitalab, Nuvital, Colombo, Brasil) e
agua potavel a vontade. Os animais foram mantidos em caixas contendo forracao de
maravalha, em ciclo de claridade e escuriddo de 12 horas, a temperatura entre 22 e

25°C. Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram aprovados
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pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(parecer n® 10079.2012.39/2012).

Para confeccao dos defeitos 0sseos, 0s animais foram anestesiados
com uma solucdo de cetamina (50mg/kg, Francotar®, Virbac, Sdo Paulo, Brasil) e
cloridrato de xilazina (10mg/kg, Virbaxyl 2%, Virbac, Sao Paulo, Brasil), via
intramuscular. A regido anterior da pata direita foi submetida a tricotomia e assepsia
com alcool iodado (Polividine) e entdo realizada incisdo com bisturi (lamina 15C),
com aproximadamente 3 cm de extensdo, da regido inguinal a por¢do anterior do
joelho. Apds exposicdo do fémur, o peridsteo foi removido e foram confeccionadas
duas cavidades 6sseas com aproximadamente 4mm de extensdo, 1mm de largura e
1mm de profundidade, distantes aproximadamente 4mm (Figura 1). A perfuragao
proximal foi realizada com o uso de instrumento rotatério em baixa rotacdo com
brocas de aco esférica odontolégica nuamero 2 (Dentsply/Maillefer, Brasil), sob
refrigeracdo com irrigacdo de soro fisioldgico (regido instrumento rotatério - IR). A
perfuracdo distal foi realizada com o uso de ultrassom piezoelétrico (Sonisurgery®,
Orthus, Campo Mourédo, Brasil), correspondente a regido ultrassom piezoelétrico
(UP). Nesta pesquisa foi utilizado o ultrassom piezoelétrico Sonisurgery® (Ortus,
Campo Mouréo - Brasil), cuja frequéncia de oscilacéo varia de 21 a 26 kHz, poténcia
de 54 W e fluxo de irrigacdo de 15 a 90 ml/min. Para confec¢do da perfuracdo 6ssea
com ultrassom foi utilizada ponta ativa em forma de bisel serrilhado (Figura 2). A
regido controle de amostras o6sseas (RC) correspondeu a parte do fémur que foi
exposta, apenas sob irrigacdo com soro fisiolégico, sem a realizacdo de defeitos
0sseos, entre as cavidades 0sseas realizadas com ultrassom e broca.

ApOs preenchimento das cavidades 0sseas com coagulo sanguineo
(regibes IR e UP), o tecido mole foi suturado com fio de sutura mononylon 6.0
(Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil). Imediatamente apos a
intervencgdo cirurgica os animais foram medicados com dose Unica de antibidtico
cloridrato de ceftriaxona (500 mg/kg, Roche produtos quimicos, Rio de Janeiro,
Brasil) e analgésico Diripona Sddica (50 mg/Kg, Hoechst Marion Roussel, Séo
Paulo, Brasil), via intramuscular.

Os animais foram divididos em 4 grupos de 6 animais. Apés 60
horas, 7 dias, 30 dias e 60 dias os animais foram eutanasiados com overdose da
solucédo anestésica em grupos de 6 ratos, e o fémur foi imediatamente removido e

fixado em solugcdo de Bouin aquoso, por 24 horas. As amostras foram
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descalcificadas em solucdo de acido diaminotetracético 10% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) (pH 7.2), com corrente elétrica constante de 75mW, durante 45 dias.
Apés a descalcificacdo, o fémur foi fragmentado para a separacdo das regides RC,
IR e UP e as amostras foram incluidas em parafina histologica. Sec¢des de 7um de
espessura foram coradas em Hematoxilina e Eosina e Tricromio de Mallory.

Para analise microscopica, cinco laminas histologicas de cada regiao
de amostras, por animal, foram fotografadas em microscopio 6ptico acoplado a
camera digital (Moticam, Motic, Xiamen, China), em aumento de 40X e 100X. As
imagens foram analisadas em software Motic Image Plus 2.0 (Motic, Xiamen, China).

Apods 60 horas, foi analisada a presenca de areas de hemorragia
intramedular, considerada como a presenca de coagulos no interior da medula ou a
presenca de coagulo com volume duas vezes superior a area de defeito 6sseo,
invadindo a regido medular. Também foram avaliadas a extensdo do infiltrado
inflamatério na margem do coagulo da regido intramedular e o rompimento da
cortical interna e do enddsteo.

Aos 7 dias, foram avaliados a é&rea relativa de centros de
ossificacdo, considerada o percentual de osso primario em formacdo na regido do
defeito 6sseo, e a presenca do infiltrado inflamatério.

Aos 30 e 60 dias, foram avaliados a area relativa de tecido 6sseo
preenchendo o defeito 6sseo, e a espessura do calo 6sseo.

A distribuicdo de normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Dados com distribuicdo normal foram apresentados em média e
desvio-padrao e avaliados pelo teste de t de Student (comparacao entre regides IR e
UP). Dados sem distribuicdo normal foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney U
(comparacéo entre IR e UP) ou teste de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn
(comparacdo entre as trés regifes) e representados em mediana e quartis. A
distribuicdo de frequéncia da presenca de hemorragia medular, infiltrado inflamatorio
e rompimento de enddsteo foram avaliados pelo teste exato de Fisher ou teste de

Qui quadrado. Diferencas com P < 0.05 foram consideradas significantes.
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Resultados

60 horas

Ap6s 60 horas, ndo foram evidenciadas é&reas de necrose e
reabsorcdo Ossea nas paredes dos defeitos confeccionados com instrumento
rotatério (IR) ou ultrassom piezoelétrico (UP), sendo que todos os defeitos 6sseos
estavam preenchidos com coagulo sanguineo (Figura 3). No entanto, fragmentos de
tecido 6sseo foram encontrados préximos a borda interna do coagulo na regido de
medula (Figura 4). Areas de hemorragia intramedular e fragmentos de tecido 6sseo
(Figura 4) foram menos frequentes na regido UP (82%) em relacdo a regido IR
(100%) e estavam associadas ao rompimento da cortical interna e enddsteo (Figura
5).

Préximo ao limite entre o enddsteo e a borda do coagulo foi
observado areas de proliferacdo fibroblastica e angiogénese em ambos as regides
(Figura 6).

Em relacdo a extensdo do infiltrado inflamato6rio intramedular, os
cortes com ultrassom piezoelétrico apresentaram extensdo menor de inflamacao,
comparado a regido dos instrumentos rotatérios. O teste de Qui quadrado
demonstrou menor frequéncia de areas com infiltrado inflamatério >100pm e >

200pm na regidao UP em relacédo a regiao IR (P < 0.005) (Figura 7).

7 dias

Aos 7 dias, o coagulo sanguineo foi substituido por tecido conjuntivo
frouxo, muito vascularizado, permeado por centros de ossificagdo primario, em
ambos as regides (Figura 8).

A regido UP apresentou 70% das imagens sem infiltrado inflamatério
e no restante das imagens o infiltrado se restringiu até 200um de extensao a partir
da margem interna do defeito ésseo. No entanto, a regido de defeitos IR apresentou
maior frequéncia de infiltrado inflamatério superior a 100 e 200um (Figura 9).

A regido UP apresentou menor area relativa de ossificacdo, com
mediana de 30% (quartis de 18.5 a 38.5%; média de 30,24 + 13,78%) de ossificacdo
do defeito 6sseo, enquanto a mediana da regido IR foi de 47% (quartis de 33.5 a
63.7; média de 44,53 + 25,12% (P < 0,001) (Figura 10).



25

30 e 60 dias

No periodo de 30 dias, ndo foram observados areas de infiltrado
inflamat6rio em ambos as regiées. Os centros de ossificacdo ocuparam maior area
na regido UP 65,89 + 14,17% , enquanto na regido IR a média foi de 56,98 + 14,49%
(P < 0.05) (Figura 11).

Aos 30 dias, a presenca de calo 6sseo foi evidente nas regides de
defeitos désseos confeccionados com instrumento rotatorio, em relacao a regiao UP e
regides de controle (sem osteomia) (Figura 12). Nos locais onde ocorreu osteotomia
com ultrassom, foram observadas espiculas Osseas em formacdo na regido
intramedular.

Aos 60 dias nao foi observado a presenca de calo sseo nas regides
IR e UP e houve completa remodelacdo da cortical 6ssea em ambos as regides
(Figura 13).

Discussao

Os resultados do presente estudo corroboram evidéncias clinicas
gue a osteotomia realizada com ultrassom piezoelétrico é uma técnica menos
traumatica aos tecidos moles e promove bom reparo dos tecidos mineralizados.>**°
No presente estudo, observamos que a técnica promoveu menor extravasamento de
sangue nos tecidos circunjacentes a area de osteotomia, diminuiu o dano aos
tecidos moles associados ao tecido 0sseo e reduziu a area de infiltrado inflamatério
intramedular. No entanto, a técnica cirdrgica empregando instrumento rotatério
parece favorecer o reparo 0sseo mais precocemente, embora a area de ossificacao
do defeito seja maior aos 30 dias do pds-operatério na regido de defeitos
confeccionados com ultrassom. Uma outra vantagem observada com o uso do
ultrassom em nosso estudo, foi a reducao da formacéo do calo 6sseo nas regides de
osteotomias realizadas com ultrassom, em relacdo aos defeitos realizados com
instrumentos rotatoérios.

O processo inflamatério tem um papel importante no reparo inicial de
defeitos 6sseos. A migracdo de células inflamatorias e a producdo de mediadores
inflamatorios e fatores de crescimento por leucdocitos promove a proliferacdo e

diferenciacdo de células osteoprogenitoras periosteais.™* A importancia da resposta
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inflamatoria aguda foi demonstrada em camundongos knouckout para o receptor
TLR4 -/-, que apresentam menor reacdo inflamatdria, promovendo um reparo mais
rapido de defeitos 6sseos de tamanho critico na calvaria de ratos sugerindo que a
modulacdo das respostas inflamatdrias iniciais pode favorecer a regeneracdo do
tecido 6sseo & partir do sétimo dia.* No presente estudo, a limitacdo do processo
inflamatorio apds 60 horas e 7 dias ndo acelerou o processo de reparo 0sseo inicial.
No entanto, a reducdo do processo inflamatorio inicial pode reduzir o desconforto
pbs-operatdrio do paciente. Além disso, 0 uso do ultrassom favoreceu a preservagao
de forma mais eficiente do endosteo e a deposicdo da matriz de tecido ésseo aos
30 dias, com a deposicdo de matriz 6ssea mais compacta e melhor organizada
posteriormente.

A comparagdo das caracteristicas histologicas indicou que o
ultrassom piezoelétrico forneceu um reparo e remodelacdo O0ssea mais favoravel
comparado ao uso de instrumentos rotatdrios do tipo carbide e diamantada quando
realizado procedimento cirdrgico de osteotomia e osteoplastia.' Em nosso estudo, o
aumento do volume relativo de matriz 6éssea calcificada aos 30 dias sugere uma
melhor evolugéo do reparo ésseo em relacdo ao uso de brocas cirargicas.

Chiriac et al*?

investigaram a morfologia 0ssea, a viabilidade celular
e sua diferenciacdo apos osteotomia intra-oral realizada com instrumentos rotatorios
e ultrassom piezoelétrico. A hip6tese do estudo era que as microvibracdes geradas
pelo ultrassom poderiam ter influéncia na vitalidade dos fragmentos 06sseos
coletados, porém os resultados indicaram que ambos os métodos resultaram na
proliferagcéo celular e diferenciacédo em osteoblastos. Corroborando estes resultados,
em nosso experimento ndo foram evidenciadas areas de necrose no tecido apés 60
horas e ambas as regifes evoluiram para o reparo 6sseo semelhante aos 60 dias
de estudo, embora a regido IR tenha apresentado centros de ossificacdo mais
extensos aos 7 dias. Estes resultados estdo em desacordo com Preti et al.'® que
demonstraram que a cirurgia 6ssea com ultrassom piezoelétrico parece ser mais
eficiente nas primeiras fases do reparo 0sseo, devido ao aumento mais precoce de
proteinas morfogenéticas dsseas. No entanto, encontramos dados semelhantes ao

estudo de Preti et al.®

em relacdo a reducdo do processo inflamatério e estimulagéo
da remodelacdo 6ssea 56 dias apos o tratamento.
Assim como nos defeitos realizados com instrumentos rotatorios,

observamos que o ultrassom piezoelétrico também provocou o rompimento da
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cortical 6ssea interna e do endosteo, provocando hemorragias intramedulares em
algumas regifes. No entanto, as areas de rompimento de enddsteo, extravasamento
sanguineo e a extensdo do halo inflamatdrio foram significativamento menores na
regido UP, em relacdo a regido IR. Esses resultados sugerem que a técnica de
osteotomia com ultrassom piezoelétrico promove menor agressao aos tecidos
mineralizados e moles.

Dentro dos limites deste estudo podemos sugerir que a menor
agressao inicial ao tecido promovida pelo ultrassom piezoelétrico pode ser a
responsavel pela menor area de inflamacéo a 60 horas e 7 dias. E aos 30 dias, a
presenca de crescimento 6sseo em espiculas no interior da medula na regido UP
pode estar associada a preservacdo do endosteo. O aumento da espessura da
cortical 6ssea na regiao IR pode ser resultado da formagédo de um calo ésseo, nao
evidenciado na regidao UP.

Com os resultados deste estudo podemos concluir que o uso de
ultrassom piezoelétrico em procedimentos de osteomia reduz as éareas de
extravasamento sanguineo intramedular, rompimento do endésteo e halo
inflamatorio, sugerindo menor agressdo aos tecidos. Embora o processo de
ossificacdo seja iniciado mais precocemente na regido IR, um melhor padrdo de
ossificacdo (com maior volume de matriz 6ssea), formagdo de espiculas Osseas
intramedulares e pouco calo 6sseo foi evidenciado na regido UP sugerindo

caracteristicas morfolégicas mais semelhantes ao tecido normal.
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Figura 1 — Defeitos 6sseos confeccionados em fémur de rato Wistar.

Defeito 6sseo confeccionado com instrumento rotatério (1) na por¢cdo medial da diafise
(regido IR) e defeito 6sseo confeccionado com ultrassom piezoelétrico (2) correspondente a
regiao UP. A seta indica a regido controle (sem defeito 6sseo).

Figura 2 — Ponta ativa em bisel serrilhado do ultrassom piezoelétrico (Ortus, Campo
Mouréo, Brasil).
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Figura 3 — Defeitos 6sseos confeccionados em fémur de rato Wistar, 60 horas.
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Coagulo sanguineo (*) preenchendo defeito 6sseo na regido de osteotomias confeccionados
com instrumento rotatério (a) e ultrassom piezoelétrico (b). Nao foram observadas areas de
reabsorcao Osseas ativas e necrose nas paredes da cavidade 6ssea. Aumento de 40X,
Hematoxilina e Eosina.

Figura 4 — Defeito 0sseo realizado com instrumento rotatério (a) e ultrassom
piezoelétrico (b) apds 60 horas.

Observa-se infiltrado inflamatério intramedular, com areas de hemorragia (*), rompimento do
endodsteo e presenca de fragmentos de espiculas de tecido 6sseo na regido medular (seta).
Aumento de 40X, Hematoxilina e Eosina.
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Figura5— Percentagem de &reas com hemorragia intramedular (a) e de
rompimento de enddsteo (b) na regido do instrumento rotatério (IR) e

ultrassom piezoelétrico (UP).
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a) Menor frequéncia de defeitos 6sseos associados a hemorragia intramedular na regido UP
em relacdo a regido IR (* P < 0.05, teste exato de Fisher). b) Menor frequéncia de
rompimento do endoésteo na regiao UP em relacdo a regido IR (*P < 0.05, teste de Qui
gquadrado com correcao de Yates).

Figura 6 — Defeito Gsseo realizado com instrumento rotatério (a) e ultrassom
piezoelétrico (b), apds 60 horas.

Observa-se extenso infiltrado inflamat6rio com a presenca de células inflamatérias na regido
intramedular (setas), areas de proliferacdo de fibroblastos (C) e capilares proximas ao
endosteo e vasos sanguineos (V) na regido medular proxima ao coagulo. Areas de
hemorragias (H) foram mais frequentes na regido IR. Aumento de 100X, Hematoxilina e
Eosina.
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Figura 7 — Avaliacdo da extensdo do infiltrado inflamatorio na periferia do coagulo
sanguineo, apdés 60 horas, no fémur de ratos Wistar submetidos a
osteotomia com instrumentos rotatérios (IR) e ultrassom piezoelétrico

(UP).
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Figura 8 — Defeito 6sseo realizado com instrumento rotatério (a) e ultrassom
piezoelétrico (b), apos 7 dias.

O coagulo ésseo foi substituido por tecido conjuntivo (C) e centros de ossificagdo primarios
(O). Aumento de 100X, Hematoxilina e Eosina.
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Figura 9 — Avaliacdo da extensdo do infiltrado inflamatoério na periferia do defeito
0sseo, apos 7 dias, no fémur de ratos Wistar submetidos a osteotomia
com instrumento rotatoério (IR) e ultrassom piezoelétrico (UP).
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Figura 10 — Percentual de &reas de centros de ossificagdo no fémur de ratos Wistar
submetidos a osteotomia com instrumento rotatério (IR) e ultrassom
piezoelétrico (UP) apdés 7 dias.
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O box representa os quartis de 25 a 75%, as barras verticais representam os valores de 1 a
99% e a barra horizontal representa a mediana. * P < 0.001, teste de Mann-Whitney U.
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Figura 11 — Percentual de areas de centros de ossificacdo no fémur de ratos Wistar
submetidos a osteotomia com instrumento rotatério (IR) e ultrassom
piezoelétrico (UP), apds 30 dias.
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As barras representam a média e o desvio padrdo. * P < 0.05, teste t de Student.

Figura 12 — Espessura da cortical 6ssea do fémur de ratos Wistar submetidos a
osteotomia com instrumento rotatorio (IR), ultrassom piezoelétrico
(UP), ou sem osteotomia (RC), apés 30 dias.
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O box representa os quartis de 25 a 75%, as barras verticais representam os valores de 1 a
99% e a barra horizontal representa a mediana. * P < 0.001, teste de Dunn.
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Figura 13 — Areas de ossificagdo em fémur de rato submetidos a osteotomia com
instrumento rotatdrio, ultrassom piezoelétrico e area sem osteotomia,
apos 30 e 60 dias.
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Apos 30 dias, RC (a), IR (b) e UP (c). Observa-se o preenchimento dos defeitos 6sseos com
0sso primario em b e c. Animais submetidos a osteotomia com ultrassom piezoelétrico (c)
apresentaram formacao de espiculas 6sseas na regiao medular (setas). Apés 60 dias, RC
(d), IR (e) e UP (f). Observa-se a remodelacdo da cortical 6ssea em ambas as regifes de
osteotomia.




