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Pereira, CCS. Avaliacdo comparativa da viabilidade celular imediata ap0s osteotomia
para implantes com fresas e piezocirurgia. Analise imunoistoquimica. [dissertacao].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2008.

RESUMO

O proposito desse trabalho foi avaliar o efeito da osteotomia para implantes sobre a
viabilidade celular 6ssea imediata, comparando a utilizacdo de fresas do sistema
convencional com a piezocirurgia em tibias de coelhos. Foram utilizados 6 coelhos
machos, divididos em 2 etapas: (1) Fresas — 5 grupos (G1 a G5) correspondentes as
osteotomias 10, 20, 30, 40 e 50 vezes, respectivamente. Cada leito 0sseo recebeu a
sequéncia de fresas: lanca e helicoidais de 2,0 mm, 2,8 mm, 3,0 mm e 3,15 mm; (2)
Piezocirurgia — 5 grupos (P1 a P5) correspondentes as osteotomias 10, 20, 30, 40 e 50
vezes, respectivamente, efetuadas pela sequéncia de pontas de 2,0 e 3,0 mm, mediante
vibracdo ultrassbnica piezoelétrica. As éareas osteotomizadas foram coletadas e
processadas laboratorialmente. A andlise imunoistoquimica demonstrou equilibrio das
expressdes de OPG e RANKL, ou seja, formacdo e reabsorcdo Ossea, tanto nas
osteotomias com fresas, quanto na piezocirurgia, embora mais intensas nesta ultima. A
expressao de OC apresentou-se bastante intensa nos grupos de piezocirurgia, mas com
reducdo da imunomarcacédo a partir da 302 osteotomia, enquanto manteve-se constante
nos grupos fresados. A CAS3 evidenciou a viabilidade osteoblastica a partir da 202
osteotomia com piezocirurgia e manteve-se constante até a 50%. No grupo de fresas,
notou-se aumento gradativo da expressdo dessa proteina, conforme o aumento do
numero de osteotomias. De acordo com a metodologia aplicada, foi possivel concluir
que a piezocirurgia propicia maior viabilidade celular osteoblastica do que o sistema de

fresas convencional.
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Pereira, CCS. Comparative assessment of cell viability immediately after osteotomy for
implants with drills and piezosurgery®. Immunohistochemistry analysis [dissertation].

Aracatuba: UNESP — Sao Paulo State University; 2008.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effect of the osteotomy implant on bone
cell viability immediately, comparing the use of conventional drilling system with
piezosurgery® in tibiae of rabbits. We used 6 male rabbits were divided into 2 stages:
(1) Drilling - 5 groups (G1 to G5) corresponding to the 10 osteotomies, 20, 30, 40 and
50 times respectively. Each received a bone bed following drills: Spear drill and 2.0
mm, 2.8 mm, 3.0 mm and 3.15 mm helicoidal drills, (2) Piezosurgery® - 5 groups (P1
to P5) corresponding to the 10 osteotomies, 20, 30, 40 and 50 times, respectively,
analyzed by the sequence of inserts 2 and 3 mm by piezoelectric ultrasonic vibration.
The receptor-beds were collected and processed in a laboratory. The
immunohistochemical analysis showed balance expressions of OPG and RANKL, ie
bone formation and resorption in both the osteotomies with drills and piezosurgery®,
although more intense in the latter. The expression of OC had become quite intense in
piezosurgery® groups, but with reduced immunostaining from the 30th osteotomy,
while remained unchanged in groups drilled. The CAS3 showed the viability of the
osteoblast from the 20" osteotomy with piezosurgery® and remained constant until the
50™. In the group of drills noticed a gradual increase in the expression of this protein, as
the increase in the number of osteotomies. According to the methodology, it was
concluded that the piezosurgery® provides greater osteoblastic cell viability than the

system of conventional drilling.
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1. INTRODUCAO

Os implantes dentéarios constituem alternativa efetiva de tratamento para
reabilitacdes bucais, com alto indice de sucesso e excelente previsibilidade 2. O
fendmeno da osseointegracdo depende de adequada técnica cirdrgica durante a
preparacdo do sitio receptor dos implantes, incluindo a minimizacao de injuria térmica
a0 0sso adjacente 3, uma vez que a presenca de tecido 6sseo saudavel é precursor critico
no processo de reparo 6sseo .

O calor friccional gerado durante a preparacdo cirargica de tecidos
mineralizados produz zona de desvitalizacdo Ossea ao redor da osteotomia, cuja
extensdo varia exponencialmente com a magnitude da temperatura alcancada devido a
pressdo exercida durante a osteotomia, ao tamanho e forma da fresa, a sua capacidade
de corte, a técnica de fresagem continua ou intermitente, gradativa ou de passo unico, a
irrigacdo empregada, a velocidade de perfuracdo, a duracdo da injdria térmica e
finalmente devido & densidade 6ssea local .

A susceptibilidade do tecido 6sseo a injuria térmica foi comprovada e o limiar de
temperatura para a sobrevivéncia tecidual durante a osteotomia estabelecido em 47°C
durante 1 minuto °. Dessa forma, o repetido uso das fresas durante o preparo para a
instalagdo dos implantes, diminui seu poder de corte e ocasiona trauma excessivo com
consequente aumento do calor friccional *°.

Entretanto, devido a escassez de informagdes sobre a longevidade das fresas dos
sistemas de implantes, a decisdo do cirurgido-dentista para a substituicdo das fresas
permanece empirica, 0 que pode comprometer termica e mecanicamente o preparo do

leito receptor e 0 consequente reparo 0sseo.

As normas utilizadas para a formatagéo do artigo séo referentes a revista Journal of Oral and
Maxillofacial Surgery, e encontram-se disponiveis nos Anexos
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Em contraste com a técnica de fresagem convencional, novas tecnologias tém
sido desenvolvidas a fim de obter reparo 6sseo mais rapido e eficiente no sitio receptor
dos implantes, minimizando as possiveis complicacdes.

A piezoeletricidade caracteriza-se por ser um fendmeno fisico especifico de
certas ceramicas ou cristais como o quartzo, que sofrem oscilacbes mecanicas com
frequéncia tal que gera cavitacdo, caracterizada pela ruptura da coesdo molecular de
liquidos, frente a ondas ultrassonicas **. O emprego de instrumentos adequados é um
passo crucial na validacdo de qualquer técnica cirurgica. O ultrassom piezoelétrico foi
desenvolvido por cirurgides maxilofaciais, utilizando ondas que permitem que as pontas
oscilem e vibrem, podendo dividir interfaces sélidas, como o tecido 6sseo. O
dispositivo piezoelétrico caracteriza-se por apresentar vibracGes ultrassdnicas a uma
frequéncia de 25 a 29 Kilo Hertz (kHz), oscilacdo (amplitude) de 60 a 210 micrometros
(um) e poténcia de até 50 Watts (W), o que permite corte seletivo apenas em estruturas
mineralizadas, sem danificar tecidos moles *2.

As pontas ultrassénicas podem ser ferramentas efetivas em varias situacdes
clinicas, como: coletor 6sseo, osteotomias sagitais de mandibula, remoc¢édo de implante
fraturado, lateralizacdo de nervo alveolar inferior, confeccdo de janela para enxertos

sinusais, osteotomias para distrages osteogénicas, expansdes de crista alveolar®**

e
osteotomias Le Fort | e segmentadas com maior seguranga e precisdo, minimizando o
trauma tecidual .

Todavia, existem poucos trabalhos na literatura elucidando a resposta dssea ao
estimulo piezoelétrico no preparo de sitios receptores de implantes, sobretudo a
comparagdo com sistemas de fresagem convencionais.

O processo de reparo 0sseo €, inicialmente, mais dependente de elementos

celulares e vasculares do tecido do que de fatores relacionados as fresas "® e pontas
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ultrassonicas '

Nesse contexto, destacam-se a presenca de proteinas da matriz
extracelular, que sdo conhecidas por exercerem um importante papel no processo de
ossificacdo, contribuindo com o aumento da atividade celular ao redor de implantes e
consequente osseointegracao “1°,

Dentre essas proteinas destacamos a osteoprotegerina (OPG), que € secretada
por osteoblastos, células do estroma medular dsseo, fibroblastos e linfocitos T. E
considerada um regulador fisioldgico da reabsorcdo Ossea mediada por osteoclastos e
estd envolvida com a etapa de neoformacdo 6ssea na dindmica da remodelacdo do
tecido 6sseo 2?2, Qutra proteina importante nesse processo é a ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa-p ligante (RANKL), proteina constituinte da familia do
receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), expressa por osteoblastos, células do
estroma 6sseo, células endoteliais e linfécitos T ativados 2%, A expressio relativa de
OPG e RANKL é critica na regulacdo da atividade osteoclastica e na perpetuacdo do

ciclo de remodelacdo éssea 2

, sendo que a ligacdo das duas proteinas neutraliza a
bioatividade da RANKL 2°.

A osteocalcina (OC), a mais abundante proteina nao-colagenosa no 0sso, é
produzida por osteoblastos e destaca-se no processo de ossificacdo. Sugere-se que sua
atuacdo ocorra nos estagios iniciais do reparo 6sseo, sendo essencial na regulacdo da

atividade osteoblastica 27%°,

As caspases sdo um grupo de proteases esssenciais na apoptose celular, ou seja,
morte celular programada. A Caspase 3 (CAS3) é uma enzima presente nos osteoblastos
em apoptose e, portanto, representam a viabilidade das células da linhagem
osteoblastica *.

Tendo em vista a fungdo prejudicial que o aquecimento Gsseo promove no

processo de reparo tecidual e a consequente osseointegracdo dos implantes 3 a
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sobreutilizacdo dos sistemas de implante pode causar deformacéo excessiva de fresas e

pontas ultrassonicas, e exercer influéncia negativa sobre o reparo 0sseo.
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2. PROPOSICAO

Portanto, o proposito deste trabalho foi avaliar comparativamente o efeito da

osteotomia para implantes sobre a viabilidade celular 6ssea imediata ap6s 0 emprego de

fresas do sistema convencional e piezocirurgia, por meio de analise imunoistoquimica.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP sob o

protocolo nimero 2009 - 06927.

e ANIMAIS E ANESTESIA
Foram utilizados 06 coelhos machos albinos (Oryctolagus cunilicus, Nova
Zelandia) com peso corporal de 3 a 4 Kg. Os animais foram anestesiados pela
administracdo intramuscular da combinacdo de 50mg/kg de cloridrato de ketamina
(Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas So Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de
cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil Ltda — Osasco, S&o

Paulo, Brasil).

e CIRURGIA

Apds tricotomia e antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVPI), a incisao foi
realizada na por¢cdo medial das tibias, e o tecido mole divulsionado para a realizacdo das
osteotomias (Figura 1). Cada animal recebeu 10 sequéncias de osteotomias para
implantes em cada tibia, respeitando-se uma distancia de aproximadamente 5,0 mm
entre os defeitos.

A etapa 1 (fresagem) foi composta por 3 coelhos divididos em 5 grupos (G1 a
Gb5) correspondentes ao numero de osteotomias realizadas com as mesmas fresas (10,
20, 30, 40 e 50). Foi utilizado motor elétrico com velocidade de 1600 r.p.m. para
confeccdo dos defeitos Osseos, e um contra-angulo redutor de 1:20 (Kavo, Santa

Catarina, Brasil). O preparo dos leitos receptores foi iniciado com uma fresa lanca para
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delimitar a localizacdo das perfuracbes e romper a cortical éssea (Figura 2). Em
sequida, foram utilizadas as fresas helicoidais de 2,0 mm, 2,8 mm, 3,0 mm e de 3,15
mm (Figuras 3, 4, 5, 6 e 7) (Conexdo Sistema de Proteses, Aruja, Sao Paulo, Brasil),
sequencialmente, na profundidade constante de 4,0 mm.

A etapa 2 (piezocirurgia) foi composta por 3 coelhos, divididos em 5 grupos (P1
a P5) correspondentes ao numero de osteotomias realizadas com as mesmas pontas (10,
20, 30, 40 e 50). Foi utilizado um motor Piezosurgery® (Mectron, Columbus, Ohio,
USA) (Figura 8) apresentando vibracdes ultrassénicas a uma frequéncia de 29 kHz de
um transdutor piezoelétrico, oscilacdo (amplitude) de 60 a 210 pm e poténcia de até 50
W. O preparo dos leitos receptores foi efetuado com pontas IM implant site
(Piezosurgery®, Mectron, Columbus, Ohio, USA) iniciando com uma ponta IM2A (2,0
mm de didmetro) e, em seguida, com a ponta IM3A (3,0 mm de didmetro) (Figura 9) na
profundidade constante de 4,0 mm (Figuras 10 e 11). Portanto, somente a cortical
superior foi osteotomizada para as duas etapas, o que corresponde ao 0sso tipo I *2.
Realizou-se irrigacdo externa e interna (fresas e piezocirurgia, respectivamente) por
meio de solucdo de cloreto de sodio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) durante
todo o procedimento.

A pressdo exercida sobre o tecido 6sseo durante as osteotomias ndo foi
mensurada, entretanto, toda a preparacdo foi executada pelo mesmo operador, com o
cuidado de exercer pouca pressao e de realizar perfuracdo intermitente, permitindo o
escape do osso desprendido e o livre acesso para a solucéo irrigadora.

A eutanasia foi realizada no pos-operatdrio imediato por meio da administracéo
intramuscular (IM) de dose letal de Hidrato de Cloral a 30% (2mL/Kg). Os defeitos

0sseos correspondentes as osteotomias 10, 20, 30, 40 e 50 com fresas e piezocirurgia
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foram removidos e o tecido mole excedente eliminado. A fixacdo foi realizada em

solucéo de formaldeido a 10% durante um periodo de 48 horas.

e ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

As amostras teciduais foram descalcificadas em &cido etileno-diamino-
tetracético (EDTA) a 5%, por 3 meses. Em seguida, as secg¢des teciduais foram incluidas
em parafina e cortadas longitudinalmente em micrétomo, a aproximadamente 5 um de
espessura. Para o processamento imunoistoquimico foram utilizados como anticorpos
primarios, a osteoprotegerina (OPG, Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz Biotechnology,
SC21038), a RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology, SC7627), a
osteocalcina (OC, Goat anti-oc — Santa Cruz Biotecnology, SC18319) e a caspase 3
(CAS3, Goat anti-cas3 - Santa Cruz Biotechnology, USA, SC1225). O método de
deteccdo foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma, St.
Louis, MO, USA) utilizada como cromdgeno (Figura 12). Os procedimentos de controle
foram feitos pela omissdo dos anticorpos primarios (controle negativo). A cortical
inferior das tibias dos coelhos foi avaliada como sendo o controle positivo, para
verificar a efetividade dos anticorpos utilizados em regido tecidual déssea diferente da
estudada. As células positivas para as proteinas analisadas foram avaliadas
qualitativamente por meio de microscopio dptico com objetivas de aumento 16X e 20X
(Leica Aristoplan Microsystems- Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma camera
de captacdo de imagem (Leica® DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg,
Switzerland).

Parte das amostras teciduais seccionadas foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE Merck & Co., Inc.), servindo como referéncia para a citoarquitetura dos

cortes processados pela imunoistoquimica.

31



e ANALISE ESTATISTICA
Para o estudo imunoistoquimico foram atribuidos escores, conforme
metodologia previamente descrita na literatura **, definidos como marcacéo leve (1),
marcacdo moderada (2), marcacdo intensa (3) e marcacdo muito intensa (4) para a
expressdo de cada proteina avaliada (Tabelas 1 e 2). Os resultados foram submetidos

aos testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis.
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4. RESULTADOS

Na analise imunoistoquimica, a expressdo das proteinas avaliadas foi observada na

cortical superior das tibias dos coelhos, nas margens das osteotomias.

e FRESAS

Observou-se que a expressdao de OPG e RANKL se manteve em niveis
equilibrados, mas com escore de marcacgdo leve para as duas proteinas, mostrando que a
sinalizacdo Ossea, tanto para neoformacdo quanto para reabsor¢do, encontrava-se
equilibrada, embora reduzida.

A osteocalcina (OC), que marca células osteoblasticas e matriz extracelular,
denotando a mineralizagdo 6ssea, manteve-se em niveis constantes ao longo de todos 0s
grupos de perfuracdes.

A imunomarcacdo da CAS3, enzima presente nos osteoblastos em apoptose,
aumentou conforme a progressao das perfuracfes. Vale destacar que a partir da 102
osteotomia, a expressdo desta proteina foi representada pelo escore moderado e na 30 e
502 perfuracdo, apresentou-se com marcacgdo intensa. Portanto, a viabilidade celular foi

diminuida conforme o uso gradativo das fresas.

e PIEZOCIRURGIA

As imunomarcacGes observadas para OPG e RANKL foram mantidas em niveis
moderados a intensos. Este resultado demonstra que o tecido 6sseo manteve-se
equilibrado entre as respostas de neoformacéo e reabsorcdo 6ssea, com ligeira tendéncia

para maior resposta de reabsorcéo (Figuras 13, 14, 15, 16, 17 e 18).
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A osteocalcina (OC) apresentou marcacdo muito intensa e, a partir da 302
perfuracdo, houve uma reducdo em sua imunomarcacgdo, tanto nas células, quanto na
matriz 6ssea mineralizada. Vale destacar que este resultado indica que a mineralizacao
do tecido 6sseo se manteve em niveis satisfatorios até a 30% osteotomia Apds este
periodo houve tendéncia de reducdo na mineralizacdo que, entretanto, manteve-se em
niveis moderados (Figuras 19, 20 e 21).

Em relacdo a CAS3, observou-se expressdo moderada a partir da 202 osteotomia,
mantendo-se constante até o grupo da 502 perfuracdo. Vale ressaltar que a partir da 20?
perfuracdo houve uma tendéncia de perda da viabilidade osteoblastica, embora nao
tenha havido um aumento gradativo na expressao dessa proteina conforme efetuadas as
perfuracdes subsequentes, mantendo-se constante (Figuras 22, 23 e 24).

As imunomarcacdes de OPG, RANKL, OC e CAS3 foram comparadas por meio
do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5%.
N&o ocorreu diferenca estatisticamente significante entre fresas convencionais e
piezocirurgia. Contudo, as analises qualitativas das expresses protéicas demonstraram
tendéncia as respostas celulares descritas acima.

Os procedimentos de controle, efetuados pela omissdo dos anticorpos primarios
(controle negativo), demonstrou auséncia de marcagdo nucleos celulares (Figura 25).

No controle positivo, realizado na cortical inferior ndo osteotomizada, a
marcacao celular foi observada em ostedcitos para cada proteina avaliada, comprovando
a efetividade dos anticorpos estudados (Figura 26).

Nos controles histologicos corados com HE, os ostedcitos apresentaram intensa
coloracdo de hematoxilina ao longo das corticais superior e inferior analisadas, sem

maiores alteracdes morfologicas do tecido.
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5. DISCUSSAO
O aquecimento 6sseo e sua consequente influéncia na viabilidade do leito

16,3439 sando a tibia de

osteotomizado para implantes foi estudado por varios autores,
coelhos o modelo utilizado para avaliar a osseointegracdo de diferentes tipos de
implantes. “°*? No entanto, devido ao surgimento de novas tecnologias e protocolos no
mercado, este tema permanece atual, o que gera muitas discussdes principalmente
quanto a longevidade dos sistemas de implante.

Para se obter a osseointegracdo, a manutencdo da temperatura 6ssea abaixo de
47°C é essencial durante a fresagem *. Alguns fatores inerentes aos instrumentos
rotatérios, como a velocidade, poder de corte e a pressdo exercida pelo operador sao
pontos criticos da técnica cirdrgica **, influenciando diretamente na viabilidade celular
imediata >"*. Esse fato pode causar o aumento de atividade osteoclastica e, por
conseguinte, a reabsorgo 6ssea. *°

Alguns estudos demonstraram que fresas, serras e brocas rotatdrias
convencionais possuem desvantagens especificas em relacdo as osteotomias com
piezocirurgia, tais como o possivel dano aos tecidos moles adjacentes e excessivo
aumento da temperatura 6ssea **'"*¢. A forca necessaria para se obter o corte de
estrutura mineralizada e a pressdo exercida pelo operador € menor com a piezocirurgia
*_As microvibracdes das pontas piezoelétricas, com amplitude de 60 a 200 pum, geradas
por uma freqiiéncia ultrassénica modulada, evitam o aumento de temperatura na
interface dssea *4*"%,

Vercellotti e colabs.** analisaram o processo de remodelacdo dssea ap6s
osteotomia piezoelétrica, comparando-a com as técnicas convencionais realizadas com

brocas da série carbide e diamantadas, concluindo que a piezocirurgia proporciona

reparo 6sseo mais favoravel. Além disso, outros autores ***° demonstraram que ocorre
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reducdo no numero de celulas inflamatorias e aumento na osteogénese ao redor de
implantes instalados com o ultrassom piezoelétrico quando comparado com o sistema
de fresas convencionais.

Diversas alteracdes celulares sdo relatadas na literatura apos o trauma cirdrgico
em tecido 6sseo >, Nesse contexto, destaca-se a importancia do ostedcito como célula
multifuncional na dinamica de sinalizagdes protéicas ap6s o estimulo mecanico >>°*,
podendo regular a reabsorcdo e a neoformacdo 0ssea enquanto vitais, ou mesmo apds
sua morte>.

51

Segundo Nomura °°, as proteinas da matriz 0ssea apresentam uma funcéo

essencial como moléculas de transducdo de sinal que promovem migracdo celular.
Dessa forma, aumento na expressdo dessas proteinas acontece ap6s injdria tecidual >*.
Nesse estudo, a influéncia de repetidas osteotomias na viabilidade celular imediata foi
analisada por meio da expressdo de proteinas da matriz dssea. Isso foi possivel visto
que, a partir de 2 a 3 minutos apos a injdria tecidual, ocorre a sintese e liberacdo de
proteinas para o citoplasma celular detectadas na reagdo imunoistoquimica **.

A imunomarcacdo de OPG na cortical superior foi observada em células de
linhagem osteobléstica, assim como descrito por Suda e colabs. 2 Essa proteina sinaliza
o processo de neoformacéo 6ssea 2. Nesse estudo, a dindmica das expressées de OPG e
RANKL, proteina sinalizadora da reabsorcdo Ossea, manteve-se equilibrada, o que é
caracteristico de um estado fisiolégico do tecido 6sseo ***'.

Porém, a piezocirurgia gerou maior intensidade de imunomarcacdo em relacao
as fresas convencionais, denotando maior turn over celular. Corroborando com 0s
resultados encontrados, Preti e colabs.* constataram que a técnica cirlrgica

piezoelétrica é mais efetiva na estimulacdo de osteogénese periimplantar, promovendo

maior nimero de osteoblastos em sitios receptores de implantes.
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A expressdo de OC indica o estado de mineralizacdo 6ssea **. Nos grupos de
piezocirurgia, a expressdo dessa proteina mostrou-se intensa, mas com reducdo a partir
da 30% osteotomia, tanto nas células como na matriz 6ssea mineralizada. J& as
osteotomias com fresas convencionais mantiveram-se constantes ao longo dos grupos
estudados, apresentando marcagdo mais intensa na 502 perfuracéo.

O aumento da expressdo da OC sugeriu que houve maior trauma tecidual no
Gltimo grupo, como também sugere Lean e colabs®. Apesar de o tecido ser viavel, um
maior trauma cirargico pode influenciar negativamente o reparo do defeito, atrasando a
maturacdo da interface osso-implante.

Na piezocirurgia observou-se marcacdo moderada de CAS3 a partir da 20?
perfuracdo, com manutencdo dos valores nas osteotomias subsequentes. Portanto,
ocorreu uma tendéncia a reducdo da viabilidade celular, mas a apoptose osteoblastica
manteve-se constante, mesmo com o0 aumento da quantidade de perfuracdes efetuadas
por este sistema. J& nas osteotomias com fresas convencionais, notou-se 0 aumento
gradativo da expressdo de CAS3, conforme o aumento de perfuracBes nos grupos
estudados.

Segundo Ercoli e colabs'®, o material do qual a fresa é fabricada afeta a
eficiéncia e a durabilidade de seu poder de corte. Dessa forma, a quantidade de calor
gerada, bem como a magnitude da forca empregada, tempo de fresagem, forma e
tamanho da fresa, interferem diretamente na expressio das proteinas avaliadas ’. Nesse
estudo, as fresas do sistema convencional sdo de aco M340, de alta resisténcia a
deformacéo. Contudo, alguns autores ** demonstraram grande deformacéo pléstica e
desgaste a partir da 302 fresagem com reducdo da viabilidade celular.

Com relacéo as pontas do sistema de piezocirurgia, Séo compostas por nitreto de

tithnio e, por vezes, diamantadas, sendo que ndo h& estudos em relacdo a sua
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durabilidade e resisténcia ao desgaste. Entretanto, Leclercq e colabs** recomendam que
0 uso nunca exceda 10 osteotomias, em virtude da sua baixa resisténcia a microabraséo
com perda do poder de corte, podendo quebrar-se ou danificar o tecido 6sseo por
necrose de coagulacdo. Tal fato pode ser relacionado ao presente estudo pela expressao
de CAS3 a partir da 20% perfuracdo. Entretanto, a imunomarcacdo dessa proteina
manteve-se constante a partir dessa até a 502 perfuracdo, sugerindo que o aumento da
quantidade de osteotomias na piezocirurgia ndo acarretou dano tecidual maior, como
observado no emprego das fresas convencionais.

Outro fator que pode influenciar a viabilidade celular pela injaria térmica, € o
tipo e quantidade de irrigacdo de solucdo de resfriamento durante as osteotomias. Nesse
estudo foi efetuada irrigacdo externa nas fresas convencionais e interna na piezocirurgia,

exclusivamente. Entretanto, alguns trabalhos %

ndo encontraram diferencas na
temperatura quantificada com irrigacdo interna ou externa, apds preparacdo de leito

receptor de implantes.
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6. CONCLUSAO
De acordo com o estudo realizado, foi possivel concluir que o sistema de
piezocirurgia favoreceu maior viabilidade celular quando comparada a utilizacdo de

fresas do sistema convencional.
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FIGURAS

Figura 2 — Fresagem inicial com fresa tipo lanca sobre |rr|gagao abundante de solugao
salina a 0,9%.
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Figura 3 - Fresagem sequencial para implante com fresa helicoidal de 2,0mm.

Figura 4 - Fresage sequencial para implante com fresa helicoidal de 2,8mm.
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Figura 5 - Fresagem sequencial para implane com fresa helicoidal de 3,0mm.

Sl S - -

cial para implante com fresa helicoidal de 3,15mm.

Figua 6 - Fresagem sequen
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Figura 7 - Sequéncia de 10 osteotomias com fresas do sistema convencional para
implantes em cada tibia.

Figura 8 - Motor Piezosurgery® (Mectron, Columbus, Ohio, USA).
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Figura 9 - Pontas IM2A e IM3A implant site (Piezosurgery®, Mectron, Columbus,
Ohio, USA) utilizadas. Detalhe do orificio de irrigagdo interna.

Figura 10 — Emprego sequencial das pontas IM2A e IM3A na realizacdo de
osteotomias com sistema piezocirurgia
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Figura 11 - Sequénia de 10 osteotomias com piezocirurgia para implantes em cada
tibia

LEGENDA

’ Antigeno

Anticorpo
Primario

Complexo

! rox

Coloragao acastanhada
produzida pela
Diaminebenziding (DAB)

Figura 12 — Metodo de deteccdo da imunoperoxidase, utilizando-se o complexo
Streptavidina-biotina para a amplificacdo do sinal da reacdo e a Diaminobenzidina
(DAB) para coloragéo.
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Figura 13 — Grafico comparando o balanco entre a expressdo de OPG e ap0s
utilizacdo de fresas do sistema convencional e piezocirurgia.

Figura 14 — Expressdo de OPG no G3 (Aumento de 200x). Marcacao acastanhada nos
citoplasmas celulares (setas azuis).
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e SRR,
Figura 15 — Expresséo de OPG no P4 (Aumento de 200x). Observar marcagao no
citoplasma dos ostedcitos.
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Figura 16 — Grafico comparando o balanco entre a expressdo de RANKL apds
utilizacdo de fresas do sistema convencional e piezocirurgia.
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Figura 1— Expressdo de RANKL no P5 (aumento de 200x). Marcagaasanhad os
citoplasmas celulares (setas azuis).
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Figura 19 — Grafico comparando o balanco entre a expressdo de OC apds
utilizacdo de fresas do sistema convencional e piezocirurgia.
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Figura 20 — Expressdo de OC no G5 (aumento de 200x). Setas azuis: Fnarcagéo em
citoplasma; Setas brancas: marcacéo de fundo.
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Figura 21 — Expresséo de OC no P2 (aumento de 200x). Setas éiuiis:.mcaééo em
citoplasma; Setas brancas: marcagéo de fundo.
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Figura 22 — Grafico comparando o balanco entre a expressdao de CAS3 ap6s
utilizac@o de fresas do sistema convencional e piezocirurgia.
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Figura 23 — Expressédo de CAS3 no G3 (aumento de 200x). Setas azuis: marcacdo em
citoplasma; Setas brancas: marcagédo de fundo.

Figura 24 — Expressdo de CAS3 no P2 (aumento de 200x). Setas azuis: marcagao em
citoplasma; Setas brancas: marcagédo de fundo.




Figura 25 — Controle negativo ( aumento de 200x). Lamina processada sem a reacao
com o anti-corpo priméario. Observar auséncia de marcacdo identificadas com setas em
nucleos azulados (Hematoxilina de Harris).

Fgura 26 — Controle positivo (Aumento de 200x). Expresséo de OC pelos osteocitos e
marcacao de fundo(marcados por seta) na cortical inferior da tibia dos coelhos.
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TABELAS

Tabela 1 — Média da expressao das proteinas RANKL, OPG, OC,
CASPASE 3 nos grupos de fresagem convencional analisados pela
imunoistoquimica

RANKL OPG OC CASPASE 3

Grupo 1 1 2 2 2,33
Grupo 2 1 1 3 1,67
Grupo 3 2 2 2 3
Grupo 4 2 1 2 1,67
Grupo 5 1 1 3 3

Marcacao leve =1; Marcacdo moderada=2; Marcacao intensa=3 e Marcagcdo muito intensa=4

Tabela 2 — Media da expressao das proteinas RANKL, OPG, OC,
CASPASE 3 nos grupos de piezocirurgia analisados pela imunoistoquimica

RANKL OPG oC CASPASE 3

Grupo 1 3 3 4 1,67
Grupo 2 2 2 3 2
Grupo 3 2 2,67 3 2
Grupo 4 3 1,67 2 2
Grupo 5 2 2 2,33 2

Marcacao leve =1; Marcacdo moderada=2; Marcacao intensa=3 e Marca¢do muito intensa=4
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Protocolo de Reacdo Imunoistoquimica

Apbs a descalcificagdo em acido etileno-diamino-tetracético (EDTA) a 5%, por 3

MesSes,

as seccdes teciduais foram incluidas em parafina e cortadas longitudinalmente

em microtomo, a aproximadamente 5 um de espessura.

Reacdo Imunoistoquimica

1

2-

O-

10-

Lavagem das laminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

Inibicdo da peroxidase enddgena utilizando 500ul de agua oxigenada (H,O)
30% em 50 ml de PBS, por 30 minutos, sob agitacdo em temperatura ambiente;
Lavagem das Iaminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

Bloqueio das reagdes inespecificas (blocking) utilizando soro normal de burro
5% diluido em loaded 0,3% (PBS +Triton X-100 0,3%), por 60 minutos, em
repouso e em temperatura ambiente;

Lavagem das laminas com PBS por 10 minutos;

Incubacdo do anticorpo priméario na concentracdo de 1:100 para OPG, RANKL,
OC e CAS3, overnight, em repouso e em meio Umido em temperatura ambiente;
Lavagem das laminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

Incubacdo do anticorpo secundario Donkey a-rabbit ¢ Donkey o-goat na
concentracdo de 1:200, por 120 minutos em repouso, meio Umido e em
temperatura ambiente;

Lavagem das laminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

Incubacdo do complexo avidina-biotina (Kit ABC - Vectastain Elite ABC —

Peroxidase Standard, reagent A and B only — PK6100 — Vector Laboratories)
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utilizando 10 pl de solugdo A e 10 pul de solugédo B, diluidos em 980 pl de PBS
por 60 minutos em repouso, meio Umido e em temperatura ambiente;
11-Lavagem das laminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;
12-Revelacdo da reacao utilizando 5 mg de Diaminobenzidina (DAB — Sigma, St.
Louis, MO, EUA) diluidos em 10 ml de PBS e ativados com 3 pl de H,0,. A

revelacdo é controlada macro e microscopicamente.

A reacdo é bloqueada quando as laminas sdo lavadas em PBS. Apds o término da
reacdo, as laminas permanecem a temperatura ambiente onde, apds secagem
completa, os cortes sdo desidratados em séries crescentes de alcool, imersos em

xilol e montadas com laminulas utilizando permount como meio de montagem
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