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Jacob RGM. Avaliacdo de duas formas de hidroxiapatita e beta-tricalcio fosfato em
enxertos sinusais com concomitante instalacdo de implantes em coelhos [tese].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2018.

Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o tecido 6sseo periimplantar formado
apos o enxerto sinusal com hidroxiapatita e beta-tricalcio fosfato (HA + B-TCP), nas
apresentacdes em granulos e em pasta, concomitante a instalacdo de implantes em
coelhos. Trinta e quatro seios maxilares de coelhos foram enxertados com HA + 3-
TCP, sendo metade do grupo granulos e metade do grupo pasta.
Concomitantemente, foi realizada a instalacdo de implantes. Aos 7 e 40 dias pés-
operatorios, realizou-se a eutanasia dos animais, e as amostras foram preparadas
para as analises tomografica, microtomografica, histolégica (coloracdo por
hematoxilina e eosina - HE), imunoistoquimica (marcacdo de fator de transcricao
Runt-2 — RUNX2 —, fator de crescimento endotelial vascular — VEGF —, osteocalcina
— OCN - e fosfatase acida resistente ao tartarato — TRAP) e de torque de remocéao
dos implantes. Na tomografia, foi observada a manutencdo da integridade da
membrana sinusal, sem extravasamento de material, nos dois grupos e periodos.
Parametros morfométricos de volume 0Osseo, porcentagem do volume 06sseo e
namero de trabéculas foram significativamente superiores para o grupo pasta do que
para o grupo granulos aos 7 dias, enquanto que a porosidade foi maior para o grupo
granulos nesse mesmo periodo. Aos 40 dias, ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos para a maioria dos parametros microtomograficos estudados. Nos cortes
histoloégicos corados por HE, observou-se que em ambos 0s grupos ocorreu a
formacdo de tecido 6sseo junto as espiras do implante aos 40 dias, favorecendo a
osseointegracao. Imunomarcacdes positivas semelhantes foram encontradas tanto
para o fator de diferenciacdo osteoblastica RUNX2 quanto para o fator de
mineralizacdo OCN no osso neoformado nos dois grupos experimentais. A atividade
osteoclastica evidenciada pela TRAP mostrou-se semelhante nos dois grupos, com
discreto predominio para o grupo granulos. Ja a marcacao positiva para o VEGF
mostrou-se aumentada no grupo granulos, caracterizando um potencial
osteocondutor superior nessa apresentacdo do biomaterial. Ademais, ndo houve

diferencas nos valores de torque de remoc¢ao do implante entre ambos 0s grupos.



Logo, as duas apresentacdoes da HA + B-TCP mostraram resultados favoraveis a
osseointegracdo a longo prazo, com formacdo de tecido 6sseo em quantidade e
qualidade semelhantes junto aos implantes.

Palavras-chave: Fosfatos de calcio. Hidroxiapatitas. Implantes dentarios.
Regeneracao 0ssea. Seio maxilar.



Jacob RGM. Evaluation of two formulations of hydroxyapatite and beta-tricalcium
phosphate in rabbit sinus grafts with concomitant implant placement [thesis].
Aracatuba: UNESP — S&o Paulo State University; 2018.

Abstract

This work aimed to evaluate the peri-implant bone tissue after maxillary sinus
grafting with hydroxyapatite and beta-tricalcium phosphate (HA + B-TCP), in granular
and paste formulations, concomitant with implant placement in rabbits. Thirty four
rabbit maxillary sinuses were grafted with HA + B-TCP, being half of the granular
group and half of the paste group. Concomitantly, the implant placement was
performed. At 7 and 40 postoperative days, animals were euthanized, and the
samples were prepared for tomographic, microtomographic, histological (hematoxylin
and eosin staining), immunohistochemical (Runt-related transcription factor 2 —
RUNX2, vascular endothelial growth factor — VEGF —, osteocalcin — OCN - and
tartrate-resistant acid phosphatase — TRAP — staining) and implant torque removal
analyses. In computed tomography, the maintenance of sinus membrane integrity,
with no material extravasation, was observed in both groups and periods.
Morphometric parameters of bone volume, percentage of bone volume and
trabecular number were significantly higher for paste than granular group at day 7,
while the porosity was higher for granular group in this period. At day 40, there were
no significant differences between both groups for the majority of the
microtomographic parameters studied. In the HE-stained histological sections, it was
observed that bone healing around implant threads occurred for both groups at day
40, enhancing osseointegration. Similar positive immunostainings were observed for
both the RUNX2 osteoblastic differentiation factor and the OCN mineralization factor
in the neoformed bone in the two experimental groups. The osteoclast activity
evidenced by TRAP was similar in both groups, with a slight predominance for the
granular group. Positive staining for VEGF growth factor was increased in the
granular group, characterizing a superior osteoconductive potential for this
biomaterial formulation. Besides, there were no differences in the values of implant
removal torque between both groups. Thus, the two formulations of HA + B-TCP
showed favorable osseointegration results in the long term, with similar amount and

quality of bone tissue formation around the implants.



Keywords: Calcium phosphates. Hydroxyapatites. Dental implants. Bone

regeneration. Maxillary sinus.
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Introducao



22
1 Introducéo

Os implantes dentarios tém sido cada vez mais utlizados para
reabilitacdo de pacientes com auséncia de um ou mais dentes na cavidade
bucal. Contudo, a deficiéncia de volume d&sseo apresenta-se como fator
negativo para o planejamento de reabilitagbes com préteses implanto-
suportadas na regido posterior da maxila devido a presenca do seio maxilar e
perda de altura 6ssea alveolar (Kim et al., 2012; Espdsito et al., 2014; De
Santis et al., 2017). Tal perda pode ser causada por atrofia apos longo tempo
de edentulismo, reabsor¢cdo de 0sso alveolar em pacientes com periodontite e
pneumatizacdo das cavidades sinusais (Kolerman et al., 2012; Peng et al.,
2013; Sverzut et al., 2015) ou ainda pela combinacéo desses fatores.

Com o intuito de promover um aumento do volume 6sseo nessas
regibes, uma das opcbes de tratamento é a elevacdo do seio maxilar
previamente a instalacdo do implante, a qual pode ser realizada por meio de
diferentes técnicas cirdrgicas que utilizam a cavidade sinusal para colocacdo
de materiais de enxerto 6sseo. Atualmente, a cirurgia de enxerto 0sseo €
bastante previsivel e considerada um procedimento seguro (Peng et al., 2013).

Varios materiais tém sido utilizados para o enxerto sinusal, podendo ser
divididos em 4 grupos de acordo com a origem: 0sso autdgeno, aldgeno,
xendégeno ou sintético. Estes podem ser utilizados isoladamente ou
combinados uns aos outros (Peng et al, 2013; Moon et al., 2014; Trbakovic et
al., 2018).

O osso autdégeno é considerado o “padrédo ouro” dos materiais de
enxerto devido a suas propriedades de osteogenicidade, osteocondutividade e
osteoinducéo (Rickert et al., 2012; Peng et al, 2013). Contudo, 0 uso de 0Sso
autdogeno é limitado por problemas como éarea doadora intrabucal restrita,
morbidade da area doadora intra e extrabucal, necessidade de hospitalizacao,
anestesia geral, dor pos-operatoria e alto custo das despesas médicas (Chaves
et al., 2012; Peng et al, 2013; Sununliganon et al., 2014). Os ossos alégeno e
xendgeno também apresentam limitacbes, como possibilidade de rejeicéo
imune e de transmisséo de doencas infecciosas (Reddy et al., 2015).

As ceramicas a base de fosfato de calcio bifasico (BCP) emergem como

alternativas viaveis e bem aceitas devido a sua semelhanca aos componentes
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da matriz 6ssea, biocompatibilidade e baixa imunogenicidade. A associagao de
hidroxiapatita (HA) e beta-tricalcio fosfato (B-TCP) em ceramicas garantem
propriedades importantes, uma vez que cada componente apresenta
propriedades fisicoquimicas e vantagens bioldgicas distintas. O B-TCP é
biocompativel, osteoindutivo, apresenta alta porosidade (Bettach et al., 2014), é
mais solavel e reabsorvido mais rapidamente que a HA; ja esta é mais
osteocondutiva e tdo osteoindutiva quanto o B-TCP (Reddy et al., 2013).

A HA sintética e/ou o B-TCP vém sendo testados em diferentes
composi¢des e formas fisicas, tais como cimentos, particulados, cobertura de
implantes metalicos e compdsitos com ou sem polimeros para uso como
matrizes em engenharia tecidual e propdsitos clinicos (Kolerman et al., 2012;
Reddy et al.,, 2013; Sverzut et al., 2015). No mercado brasileiro, é possivel
encontrar uma formulacdo composta por HA e B-TCP nas propor¢des de 60% e
40%, respectivamente, nas apresentacdes em granulos e em pasta.

Além das caracteristicas fisicas, quimicas e biol6gicas dos enxertos
0sseos, outro fator importante para os tratamentos reabilitadores totais fixos
implanto-suportados na maxila é o tempo. Em vista disso, a técnica de
levantamento  sinusal em humanos, instalando  os  implantes
concomitantemente a realizacdo do enxerto, € preferida para reduzir o tempo
total de tratamento numa situacao clinica (Kim et al., 2012; Jodia et al., 2014).

Desta forma, existe a necessidade de se estudar os procedimentos de
reconstrucdo com o uso de diferentes apresentacOes de enxertos bioceramicos
a base de BCP e instalacdo imediata de implantes. Para isto, o modelo
experimental de enxerto sinusal em coelhos (Stibinger, Dard, 2013), associado
a instalacdo concomitante de implantes (De Santis et al., 2017), tem sido
bastante utilizado, devido as propriedades de remodelacdo 6ssea semelhantes
as dos humanos e volume 0sseo suficiente para a instalacdo dos implantes
(Pearce et al., 2007; Stubinger, Dard, 2013).
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2 Revisao de Literatura

A fim de contextualizar o leitor sobre o assunto, este capitulo foi
organizado em tdpicos relacionados ao modelo experimental, aos tipos de
enxertos 0sseos utilizados em cirurgias de preenchimento do seio maxilar e a

técnica de preenchimento de seio maxilar associada a instalacdo de implantes.

2.1 O modelo experimental

Coelhos sdo pequenos mamiferos da familia Leporidae da ordem
Lagomorpha encontrados em diversas partes do mundo. Dentre as varias
racas, coelhos da raca branca Nova Zelandia sdo comumente utilizados para
pesquisa por serem menos agressivos e por terem menos problemas de saude
em comparacao as demais (Mapara et al., 2012).

Coelhos apresentam maturidade esquelética precoce alcancada por
volta dos 6 meses de idade e alta taxa de compactacéo 6ssea (70% a 80%) em
0ssos longos e achatados (Mapara et al., 2012). Além disso, apresenta rapidas
alteracdes esqueléticas, com ciclo de remodelacao éssea (“turnover” 6sseo) de
6 semanas, equivalente a 12 semanas em cédes e 17 semanas em humanos
(Roberts et al., 1984; Roberts et al., 1987; Roberts, 1988). A invasao vascular
na cicatrizacdo 6ssea em coelhos inicia-se nos primeiros 5 dias, com uma taxa
de revascularizacao de 0,2 a 0,4 mm/dia, enquanto que a vascularizacao total e
a completa cicatrizacdo Ossea ocorrem em 20 e 40 dias, respectivamente
(Albrektsson, 1980 apud Sununliganon et al., 2014).

Assim como os humanos, coelhos metabolicamente normais mostram
alteracdes na remodelacdo endosteal em idades especificas com significante
expansdo da cavidade medular devido a uma atividade celular osteoclastica
aumentada ao longo do tempo. De acordo com Stoker e Epker (1971, apud
Stubinger, Dard, 2013), o conhecimento da perda 6ssea trabecular-endosteal
com a idade tem influéncia decisiva na selecdo de coelhos para alguns
experimentos, uma vez que a taxa de formacdo 6ssea na superficie endosteal

permanece constante ao longo da vida (Stubinger, Dard, 2013).
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Outra caracteristica comparavel a de humanos refere-se a presenca do
ostio, o qual favorece a troca de ar entre as cavidades nasal e maxilar,
possibilitando a manutengcdo da pressado absoluta do ar nessas cavidades
(Scharf et al., 1995; Stubinger, Dard, 2013).

O modelo de preenchimento sinusal em coelhos foi introduzido pela
primeira vez por Watanabe et al. (1999) com o objetivo de avaliar o reparo do
enxerto autdgeno no seio maxilar. Neste modelo, a abertura do seio é
realizada através de osteotomia do 0sso nasal (o qual é facilmente acessivel) e
deslocamento da membrana antral para dentro da cavidade. O espaco formado
entre a membrana e 0 seio serve como um arcabouco para a aplicacdo dos
enxertos 0Sseos.

Asai et al. (2002) descreveram detalhadamente um modelo semelhante,
porém obliterando o 6stio com uma esponja de colageno e utilizando coagulo
sanguineo para o preenchimento sinusal. Tinham por objetivo comparar a
formacdo de novo o0sso e a estabilidade do codgulo entre dois grupos de
animais: com ostio aberto e com 06stio fechado. Analise histologica qualitativa
revelou uma repneumatizacdo da cavidade, com retorno quase que total da
membrana para sua posicdo inicial nos animais com 6éstio aberto. Em
contrapartida, os coelhos com 0stio obliterado apresentaram osso trabecular
maduro apos um periodo de seis semanas.

A partir dai, varios trabalhos utilizaram o seio maxilar de coelhos para
avaliar a formacgéo de novo 0sso apoés enxerto de diferentes substitutos 6sseos
(Chaves et al. 2012; Moon et al., 2014; Sununliganon et al., 2014).

Em estudos envolvendo implantes, os fatores decisivos para mostrar a
osseointegracdo sdo: as propriedades fundamentais de remodelacédo Ossea e
um volume 6sseo suficiente para sua implantacdo. Como o coelho preenche
esses critérios, ndo ha necessidade de uso de animais de ordens superiores
em testes iniciais com implantes (Stubinger, Dard, 2013). Além disso, o coelho
€ um modelo animal de primeira escolha para estudos na area de
Implantodontia devido ao seu tamanho, facil manipulacdo, vida util curta e
aspectos econdmicos relacionados a sua compra e manutencdo. O coelho
oferece quantidade e qualidade de tecido Osseo adequadas, exibindo
aproximacdo a situacdo humana (Stibinger, Dard, 2013). Vale ressaltar,

contudo, que diferentemente de humanos, em que 0 acesso ao seio se da por
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uma abertura lateral da cavidade sinusal, com o levantamento da membrana de
Schneider, em coelhos, o acesso ocorre por meio da cortical superior e a

cavidade é criada a partir do abaixamento da membrana sinusal.

2.2 Enxertos 0sseos para preenchimento do seio maxilar

Em humanos, durante o procedimento de levantamento do seio maxilar,
0 espaco criado entre a membrana sinusal e a ponte maxilar residual (assoalho
do seio) € usualmente preenchido com material de enxerto 6sseo. Assim,
espera-se que uma fracdo 0ssea seja criada, permitindo a instalacdo segura de
implantes, a qual pode ser realizada simultaneamente ao procedimento de
elevacdo quando a ponte residual permite estabilidade priméaria do implante ou
em um segundo estagio, apos a cicatrizacao do enxerto (Rickert et al., 2012).

Enxertos de osso autégeno sdo amplamente utilizados devido as suas
propriedades de ostegenicidade, osteocondutividade e osteoinducdo e a
presenca de grande numero de células viaveis. Estas células consistem em
osteoblastos, células mesenquimais indiferenciadas, mondcitos e precursores
de osteoclastos, as quais participam da remodelacdo e formacéo de novo 0sso
(Rickert et al., 2012). Ademais, 0 0sso autdgeno libera fatores de crescimento
osteogénicos, incluindo as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), capazes
de promover proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras, nédo
apresentam risco de reac¢des imunolégicas ou transmissao de doencas e séo
um ambiente propicio para a formacédo de novos vasos sanguineos (Miron et
al., 2016).

Entretanto, os enxertos autdgenos requerem um segundo sitio cirdrgico,
induzem morbidade e dor cronica e sdo associados a resultados imprevisiveis
visto que, quando utilizados de forma exclusiva, sofrem uma reabsorcéo
significativa, tendo o seu volume reduzido (John, Wenz, 2004; Lambert et al.,
2013; Bouler et al., 2017). Sendo assim, algumas situacfes claramente
demonstraram a equivaléncia clinica entre os substitutos 0sseos sintéticos e 0s
enxertos autdgenos. Uma revisdo sistematica apontou que as evidéncias

cientificas ndo suportam e nem refutam a superioridade do osso autdgeno
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sobre os substitutos 6sseos, considerando os resultados de sobrevida de
implante e as complicacdes inerentes ao procedimento (Nkenke, Stelzle, 2009).

Uma possibilidade é o uso combinado de o0sso autdbgeno e outros
biomateriais, tendo como vantagens: a necessidade de menor quantidade de
osso advindo da area doadora, a manutencao das propriedades osteoindutora,
osteocondutora e osteogénica, a lenta remodelacdo do enxerto e a
preservagao de seu volume por um tempo maior (Artese et al., 2011; Ramos-
Murguialday et al., 2015). Contudo, ainda permanece o inconveniente da
necessidade de um segundo sitio cirargico (area doadora).

Um material alternativo ao 0sseo autdgeno considerado ideal deve
reduzir ou evitar a morbidade da &rea doadora, induzir a osteoconduc¢éo e/ou a
osteoinducdo e, mais importante, manter o equilibrio entre reabsorcdo e
manutencdo do volume, atuando como um arcabouco e evitando a
repneumatizacéo da cavidade sinusal (Trbakovic at al., 2018).

Substitutos 6sseos alégenos e xendgenos tém sido propostos e sdo
utilizados em algumas aplicacfes clinicas. O osso bovino desmineralizado &
reabsorvidos lentamente ou ndo € totalmente reabsorvido apdés um longo
periodo de tempo (Xu et al., 2004). Contudo, a transmissao viral e a falta de
disponibilidade de osso em grande escala em bancos de o0ssos sao
desvantagens que levaram ao desenvolvimento de biomateriais sintéticos, cujo
uso cresceu drasticamente nos ultimos 15 anos devido ao seu processo de
fabricacdo confidvel e a possibilidade de combina-los com moléculas bioativas,
agentes terapéuticos e células (Bouler et al., 2017). E importante ressaltar que
0s substitutos 6sseos sintéticos ainda ndo fornecem os elementos celulares
necessarios para a osteogénese, sendo apenas osteocondutores e
osteoindutores.

Biomateriais sintéticos para enxerto 0sseo disponiveis atualmente sao:
metais, polimeros reabsorviveis e ndo reabsorviveis, ceramicas inertes como
alumina e zircdnia, ceramicas ou vidros bioativos, sulfato de célcio, carbonato
de calcio e fosfato de calcio. Esses materiais inorganicos diferem em
composicdo e propriedades fisicas entre si e do osso autégeno (Garcia-Gareta
et al., 2015; Yunus Bacha et al., 2015; Bouler et al., 2017).

Uma vez que a por¢do mineralizada do osso humano € composta por

apatitas de fosfato de célcio, os materiais a base dessa substancia sdo os de
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preferéncia, pois participam do processo de remodelacdo 6ssea. Com base na
sua composicédo, os fosfatos de célcio sintéticos mais comumente usados sao:
hidroxiapatita (HA), alfa ou beta-tricélcio fosfato (o ou B-TCP) e os fosfatos de
calcio bifasicos (BCPs) nas misturas de HA e B-TCP (Newesely, Hayek, 1963
apud Bouler et al., 2017; Jarcho, 1981 apud Bouler et al., 2017).

A HA é um composto inorganico muito semelhante a estrutura da fase
mineral do 0sso, porém apresenta degradacao lenta (de 1 a 2% ao ano) (Moore
et al.,, 2001). Ja o TCP apresenta uma taxa de biodegradacdo muito rapida
(Ellinger et al., 1986), nem sempre concomitante com a deposicdo 6ssea
(Buser et al., 1998). Estudos atuais com o B-TCP demonstraram que esse
material acelera a regeneracao 0ssea (Araujo et al., 2010).

As ceramicas bifasicas compostas por HA e B-TCP estdo sendo
desenvolvidas a fim de melhorar o controle de dissolugdo de ions calcio e
fosfato quando destinada a regeneracéo 0ssea (Dalcusi et al., 1989). Trabalhos
clinicos prévios com ceramica de HA e B-TCP demonstraram uma correlacao
entre reabsorcdo do substituto O0sseo e regeneracdo Ossea, a qual foi
dependente da densidade e pureza do material ceramico, tamanho do defeito,
tipo de leito receptor do implante e potencial osteogénico individual (Bettach et
al., 2014).

Kolerman et al. (2012) avaliaram o potencial regenerativo de um material
composto por HA e B-TCP, nas propor¢cdes de 60% e 40%, respectivamente,
em procedimentos de elevacdo de seio maxilar em humanos. Avaliacédo
histoldgica de material de biépsia mostrou 26,4% de osso neoformado, 27,3%
de material de enxerto residual e 46,3% de osso medular apés 9 meses do
enxerto. Os autores concluiram que o material avaliado foi biocompativel e
osteoindutivo em procedimentos de elevagao de seio maxilar.

Algumas propriedades importantes para a modulagédo das atividades
biolégicas dos BCPs sdao: solubilidade, estrutura (macro/microestrutura e
interconectividade) e granulometria (Figura 1).

A solubilidade dos BCPs depende da proporcdo de B-TCP/HA no
material, sendo que quanto maior essa razao, maior sua taxa de dissolugao. A
solubilidade influencia o padrdo de atividade osteoclastica em relagdo a forma

e a distribuicdo das lacunas de reabsorcdo. Em resposta a degradacédo dos
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BCPs (solubilidade e reabsorgéo) e dependendo da proporcao de B-TCP/HA,
alguns ions livres (calcio e fésforo) liberados podem subsistir nas
intermediacdes de células progenitoras dsseas, as quais poderiam estimular a
diferenciacdo osteogénica, participando da formacdo de novo osso. Portanto,
determinar a proporcao ideal de B-TCP/HA é a chave para controlar ndo
apenas a taxa de reabsor¢cdo dos BCPs, mas também a liberacdo de ions ao
redor das células Osseas, estimulando a atividade osteoblastica (Bouler et al.,
2017).

A estrutura determina a interagdo do biomaterial com os fluidos
biologicos e influencia o comportamento das células Osseas. A
microporosidade tem papel importante tanto na adsor¢céo de proteinas quanto
na inibicdo da diferenciacdo osteoblastica. Ja a macroporosidade e a
interconectividade dao suporte a invasao celular nos BCPs, pois fornecem um
ambiente apropriado para a diferenciagdo e crescimento de células
progenitoras 6sseas e subsequente formacdo de novo osso (Annaz et al.,
2004; Bouler et al., 2017; Rh Owen et al., 2018).

Em relagdo a granulometria do biomaterial, uma caracteristica
importante é a presenca de espacos intergranulares adequados para favorecer
a angiogénese, a colonizacdo celular por osteoblastos, a reabsorcdo do
biomaterial e, finalmente, a sua propriedade osteocondutora (Gauthier et al.,
1999; Bouler et al., 2017).
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Figura 1: Representagdo esquematica da interacdo complexa e dindmica entre
os fosfatos de célcio bifasicos (BCPs) e o ambiente biolégico. Composicéo
quimica e arquitetura do arcabouco dos BCPs séo parametros essenciais para
controlar a adesdo de células dsseas, incluindo os osteoblastos e osteoclastos.
A acdo concomitante dessas células medeia o processo de biodegradacéo e as
propriedades de osteoconducdo e osteoinducdo dos BCPs (modificado de
Bouler et al., 2017).
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2.3 Preenchimento do seio maxilar associado a instalacdo de

implante

Quando a membrana sinusal é descolada e o seio maxilar é preenchido
por codgulo sanguineo, sem a instalacdo de implantes, mantenedores de
espaco e/ou biomateriais, h4 uma tendéncia de que esta membrana retorne
para sua posicao original (repneumatizacdo da cavidade sinusal) devido a
rapida reabsorcédo do coagulo e a pressao positiva do ar (Asai et al., 2002; Xu
et al., 2004; Lambert et al., 2013). Contudo, é possivel, apdés o seu
deslocamento, manté-la em sua nova posicdo somente com instalagdo

imediata de implantes, até mesmo sem a insercdo de qualquer biomaterial
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(Ellegaard et al., 1997; Lundgren et al., 2004; Ellegaard et al., 2006; Cricchio et
al., 2011). Porém, nesses casos, foi demonstrado que quase sempre a mucosa
entra em colapso e envolve toda a superficie do implante, limitando a extenséo
de osso neoformado e, consequentemente, a osseointegracao (Scala et al.,
2012). Assim, para superar esses inconvenientes, 0 uso de enxertos 0sseos e,
em particular, de biomateriais mais lentamente reabsorviveis, parecem evitar a
repneumatizacéo do seio maxilar, promovendo uma estabilidade tridimensional
a longo prazo (Lambert et al., 2013).

Tatum (1986) propds, pela primeira vez em humanos, a instalacdo de
implantes dentérios concomitante a elevacado do assoalho do seio através da
abertura de uma janela lateral, o que levou a expansdo das indicacbes dos
implantes na regido posterior de maxila. Esta técnica tem como vantagens:
visdo direta para realizacdo da cirurgia, controle da elevacdo da membrana,
protecdo efetiva da mucosa sinusal e posicionamento preciso do enxerto 6sseo
(Peng et al., 2013).

Atualmente, existe uma dificuldade em analisar os estudos sobre a
elevacdo do seio maxilar devido a grande variabilidade nos desenhos
experimentais, diferentes tipos de implantes e tempo de acompanhamento,
falta de detalhes sobre a carga funcional dos implantes em cada paciente e,
ainda, a diversidade dos biomateriais utilizados como substitutos 6sseos
(Nkenke, Stelzle, 2009).

RevisBes sisteméaticas relataram que a instalacdo de implantes
simultaneamente ao enxerto 6sseo ou em um segundo tempo cirdrgico
apresentam taxas de sobrevivéncia similares, sendo em torno de 92%
(Wallace, Froum, 2003; Del Fabbro et al.,, 2004). Apo6s trés anos de
acompanhamento, Pjetursson et al. (2008) relataram uma taxa de
sobrevivéncia de 90,1% em casos de levantamento sinusal e instalacéo
concomitante de implantes.

Do ponto de vista clinico e a fim de garantir resultados satisfatérios da
osseointegracdo a longo prazo, o implante precisa manter-se estavel (Thoma et
al., 2018). A estabilidade primaria de um implante é determinada pela
guantidade e maturidade 0ssea periimplantar, a qual pode prever o prognostico
a longo prazo do implante (Joo et al.,, 2017). Se a estabilidade primaria do

7

implante é alcancada, a técnica de preenchimento sinusal concomitante a
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instalacdo de implante (cirurgia Unica) € preferivel devido ao menor tempo de
tratamento, evitando uma segunda cirurgia apenas para colocagédo do implante
(Cha et al., 2014; Joo et al., 2017).

Enquanto a cirurgia Unica tem vantagens visiveis, pode ser dificlil
alcancar a estabilidade primaria do implante na regido dos seios maxilares
quando nao existe uma altura 6ssea minima (< 4 mm), lembrando que a regido
em questdo apresenta caracteristicas de osso tipo IV, ou seja, o tipo 6sseo
mais pobre do complexo maxilo-mandibular (Jodia et al., 2014). Portanto, em
locais com quantidade insuficiente de osso residual (< 4 mm), a técnica
cirirgica em dois estagios (levantamento do seio e posterior instalacdo do
implante) é recomendada (Bruggenkate, Bergh, 1998). Contudo, alguns
estudos mostraram nado haver relacdo entre a falha do implante e a altura
Ossea alveolar residual (Peleg et al., 1998; Geurs et al., 2001).

A evolucdo das técnicas cirargicas, bem como 0s avangos tecnoldgicos
nas caracteristicas da superficie do implante, desenho da rosca e
equipamentos cirargicos, facilitaram para o clinico alcancar a estabilidade
primaria do implante. Adicionalmente, o desenvolvimento de substitutos 6sseos
para promover a regeneragao e a osseointegracao tornou o procedimento mais
previsivel e estendeu a aplicabilidade desta técnica de um Unico tempo

cirdrgico (Joo et al., 2017).
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3 Proposicao

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o tecido 6sseo periimplantar
formado ap6s 7 e 40 dias do enxerto sinusal de coelhos com um biomaterial a
base de hidroxiapatita e beta-tricalcio fosfato (HA + B-TCP), nas apresentacdes
em granulos e em pasta, concomitante a instalagdo de implantes.

Os objetivos especificos foram:

e Analisar a estabilidade do biomaterial, bem como a integridade da
membrana sinusal, por meio de tomografia computadorizada;

e Analisar os pardmetros morfométricos de volume 0sseo e de contato
osso-implante por meio de microtomografia computadorizada;

e Analisar morfologicamente a resposta tecidual frente aos materiais
testados por meio de analise histoldgica;

e Analisar as respostas de osteoinducédo, osteoconducao, mineralizagédo e
atividade osteoclastica por meio de imunoistoquimica;

¢ Analisar a estabilidade dos implantes apos 40 dias por meio da medicéao

do torque de remocéo.
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4 Material e métodos

Este estudo foi analisado e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA-UNESP -
Processo FOA n°® 506-2016, Anexo A).

4.1 Animais

Foram utilizados coelhos machos, da raca Nova Zelandia, com
aproximadamente cinco meses de idade e peso variando entre 3 e 4 Kkg.
Durante todo periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
identificadas no Biotério da FOA-UNESP, em ambiente com temperatura entre
22 e 24°C, com ciclo controlado de luz (12 horas claro e 12 horas escuro) e

com o consumo de racéo solida e agua ad libitum.

4.2 Delineamento experimental

Vinte e nove coelhos foram submetidos ao procedimento de enxerto do
seio maxilar com um biomaterial composto por 60% de HA e 40% de B-TCP -
Osteosynt® (EINCO Biomaterial Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) e
concomitante instalacdo de implante. Do total de animais, vinte e quatro foram
aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais de acordo com as
apresentacoes do biomaterial empregado: granulos (20 — 40 mesh) e pasta
(100 — 200 mesh). Os implantes foram instalados aleatoriamente em um dos
seios maxilares dos coelhos, sendo que o lado contralateral foi somente
preenchido com o biomaterial aleatoriamente selecionado e avaliado em outra
pesquisa. Nos outros 5 animais, ambos os seios maxilares foram preenchidos
com os biomateriais (cada seio com uma das apresentacbes), sendo

concomitantemente instalado um implante em cada seio.
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4.3 Procedimento cirargico

Os animais foram pesados e sedados por via intramuscular (IM) com
cloridrato de cetamina 1% (10 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (5 mg/kg)
(Francotar, Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda, Jurubatuba, SP, Brasil).
Posteriormente, foi realizada a tricotomia da maxila na regido correspondente
aos seios maxilares e a antissepsia executada com solugdo aquosa de
polivinilpirrolidona 1%. Foi realizada anestesia local subcutanea com infiltragdo
do anestésico mepivacaina 2% (0,3 mL/kg) e vasoconstritor epinefrina
1:100.000 com finalidade hemostatica e analgésica no pds-operatorio imediato.

Com o auxilio de uma lamina de bisturi nimero 15C (Feather Industries
Ltda, Toéquio, Japao), montada em cabo de bisturi nimero 3 (Hu-Friedy,
Leimen, Alemanha), uma incisdo linear de 5 cm foi feita na linha mediana do
dorso nasal. A pele e o peridsteo foram cuidadosamente descolados e
devidamente afastados com um descolador tipo Molt (Descolador Molt,
Quinelato — 18 cm, n° 9, Rio Claro, SP, Brasil) para a exposi¢do do osso nasal
e da sutura nasoincisal. Apés exposicdo, a cortical 6ssea superior da maxila
dos animais foi inicialmente demarcada com broca trefina de 5 mm,
aproximadamente a 2 cm anterior da sutura nasofrontal e a 1 cm lateralmente a
linha média (Figura 2A), por meio de contra angulo (Contra angulo cirdrgico
Koncept 20:1, Kavo® do Brasil, Joinvile, SC, Brasil) com reducdo 20:1,
conectado a um motor elétrico de rotacdo controlada (modelo BLM 600 plus,
Driller®, Jaguaré, SP, Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm, sob irrigacdo
copiosa com soro fisiolégico 0,9%. Em seguida, no interior da demarcacao feita
com a trefina, o osso foi delicadamente desgastado com broca diamantada de
2,9 mm de didmetro por meio de peg¢a angulada cirdrgica (Koncept 1:2, Kavo®
do Brasil, Joinvile, SC, Brasil) também conectada ao motor elétrico, até expor
toda membrana sinusal. Esta foi descolada com o auxilio de curetas
(Neodent®, Curitiba, PR, Brasil), expondo o interior do seio (Figura 2B) para
posterior colocacdo do biomaterial (Figura 2C). No grupo granulos, foi utilizado
um frasco de 2 g de HA + B-TCP, fracionado na quantidade de 0,2 g por seio.
No grupo pasta, foi utilizada uma seringa contendo 2 g de HA + B-TCP, a qual

foi fracionada igualmente na quantidade de 0,2 g por seio. A adaptagdo dos
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granulos no interior do seio maxilar se deu com o auxilio do descolador de Molt,
enquanto que a adaptacao da pasta foi realizada com a propria seringa. Em
ambos os grupos, o biomaterial foi aplicado concomitantemente a instalagéo do
implante.

Os implantes padrdo comercial com hexagono externo de 3,6 mm de
diametro por 6,5 mm de altura (ATRO 3606, Implalife Biotecnologia, Jales, SP,
Brasil) foram instalados manualmente até o nivel de sua plataforma protética
com auxilio de chave bidigital (Implalife Biotecnologia, Jales, SP, Brasil)
(Figuras 2D e 2E).

Os tecidos moles foram reposicionados, coaptados e suturados por
planos com fio de nylon 5-0 (Figura 2F). Todos os animais foram medicados no
pos-operatorio imediato com dose Unica de pentabibtico, por via IM, de
1.200.000 unidades (0,1 mg/kg - Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil) e cloridrato de tramadol
(0,10 mL/kg - Tramal, Schering-Plough S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
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Figura 2: Sequéncia operatoria do preenchimento sinusal com HA + B-TCP em
granulos ou pasta e colocacdo de implante na regido do seio maxilar esquerdo
de coelhos. A) Demarcagcdo do osso vestibular maxilar realizado com broca
trefina a 2 cm anterior da sutura nasofrontal e 1 cm lateralmente a linha média.
B) Desgaste do osso com broca diamantada para descolamento da membrana
sinusal e exposicdo do interior do seio maxilar. C) Biomaterial aplicado no
interior do seio maxilar. D) Instalagdo do implante com auxilio de chave bidigital.
E) Implante instalado até o nivel de sua plataforma protética. F)
Reposicionamento e sutura dos tecidos moles.

Seis coelhos do grupo granulos e seis do grupo pasta foram submetidos
a eutanasia apoés 7 dias da realizacdo da cirurgia. Da mesma forma, seis
coelhos do grupo granulos e seis do grupo pasta foram submetidos a eutanasia
apos 40 dias (Figura 3A). Outros cinco coelhos foram submetidos a eutanasia
aos 40 dias (Figura 3B). Para isto, os animais foram sedados, conforme
descrito anteriormente, e eutanasiados por meio de injecdo de pentobarbital
sédico 200 mg/kg.

A figura 3 mostra a distribuicAo dos animais nos dois grupos
experimentais e as andlises laboratoriais realizadas apds a eutanasia nos

periodos de 7 e 40 dias.
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Figura 3: Fluxogramas da distribuicdo dos animais nos grupos experimentais e
respectivos procedimentos laboratoriais aos 7 e 40 dias pés-operatérios. A)
Animais utilizados para as andlises tomografica, microtomografica, histolégica e
imunoistoquimica. B) Animais utilizados para a anélise do torque de remoc¢éo do
implante.
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4.4 Analise tomografica

Imediatamente & eutanasia, o complexo naso-maxilar de todos os
coelhos foi removido em bloco, preservando-se o periésteo, e armazenado em
solucdo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos®, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) em fracos individuais e
identificados durante 48 horas. Apos a fixacdo, as pecas foram banhadas em
agua corrente por 24 horas e acondicionadas em alcool 70% para as analises
tomografica e microtomografica.

Vinte e quatro pecas (12 de cada grupo, nos dois periodos
experimentais) foram escaneadas utilizando o tomografo cone beam i-CAT (i-
CAT Digital Imaging, Hatfield, PA, EUA), e a andalise tomogréfica foi realizada
com o auxilio do software Dolphin Imaging (Dolphin Imaging & Management
Solutions, Chatsworth, CA, EUA). Em cortes coronais de 1 mm de espessura
foram analisadas a estabilidade do biomaterial e do implante, bem como a

integridade da membrana sinusal.

4.5 Analise microtomografica

Trés amostras representativas de cada grupo foram escaneadas por meio
do microtomografo Skyscan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aartselaar,
Bélgica). O aparelho foi programado com os seguintes parametros: 90 kV de
tensdo e corrente de 111 pA, filtro de aluminio 0,5 mm e cobre 0,038 mm,
angulo de rotacdo de 0,5, cortes de 0,6 um e resolugdo de aquisicido de
imagem de 2016 x 1344 pixels.

As maxilas foram posicionadas no porta-amostra do equipamento e
fixadas com cera utilidade para sua estabilizacdo. As imagens captadas foram
armazenadas em formato TIFF e posteriormente reconstruidas a partir do apice
do implante, incluindo a regidao periimplantar, através do software NRecon
(SkyScan, 2011; Versédo 1.6.6.0), com as seguintes corregdes: atenuacéo de
ruido do tipo Gaussiano de grau 5, artefato em anel de 7 pixels e

endurecimento de feixe em 30%, proporcionando imagens ideais para analise.
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Com o auxilio do software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64- bit),
0 conjunto sequencial das imagens foi emulado nos eixos X, Y e Z, sendo
possivel observar as imagens nas orientagdes coronal X-Z, sagital Z-Y e axial
X-Y. Assim, as 3 imagens (coronal, sagital e axial) foram alinhadas em relagéo
ao longo eixo e ao centro do implante, e 0 novo posicionamento foi utilizado
para a andlise por meio do software CT Analyser (2003-11SkyScan, 2012
BrukerMicroCT, versdo 1.12.4.0). Com este software, foram escolhidas as
ferramentas para a construcdo dos parametros morfométricos de volume ésseo
e de contato osso-implante.

A regido para andlise foi definida a partir dos limites do enxerto no plano
coronal do seio maxilar do coelho e, no plano sagital, a partir da porgéo apical
do implante desconsiderando sua parte cbnica, ou seja, tendo inicio na porcdo
cilindrica e dirigindo-se para a porcdo coronal, até que fossem obtidos 100
cortes de 0,022 mm de espessura. Em seguida, a regido de interesse (ROI) foi
determinada de forma dinamica na regido anteriormente definida, percorrendo
todas as imagens do intervalo selecionado dentro do limite dos 100 cortes.

O passo seguinte foi a interpolarizagdo adaptativa dos poligonos e, na
aba de selecao binaria, foi determinado um valor maximo de 57% e minimo de
16% para indexagdo da escala de cinza, definindo uma melhor nitidez das
imagens no histograma. Desta forma, péde-se concluir a pré-visualizagdo da
morfometria do volume a ser estudado e salvar as analises em formato de
planilha para o software OpenOffice.org 1.1 (.csv).

Com finalidade ilustrativa, foi realizada a reconstrucdo e manipulagao em
trés dimensdes de todas as amostras por meio do software CTvox (SkyScan,
Versao 2.7), permitindo a analise visual das reconstru¢cdes microtomograficas
dos seios maxilares dos coelhos através de secgdes transversais, coronais e
sagitais.

Por fim, foram analisados o0s seguintes parametros morfométricos:
volume désseo (BV), porcentagem do volume o6sseo (BV/TV), espessura do
trabeculado 6sseo (Tb.Th), separacdo de trabéculas (Tb.Sp), numero de
trabéculas (Tb.N), porosidade total [Po(tot)] e superficie de intersec¢ao (iS) nos
dois grupos (Bouxsein et al., 2010).
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4.6 Analise histologica

Apés as analises tomografica e microtomografica, as vinte e quatro
pecas foram descalcificadas com solugédo de 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e hidroxido de sodio a 20%, trocada a cada 7 dias, por um periodo
aproximado de 25 semanas. Em seguida, prosseguiu-se com a desidratacéo
das pecas pela passagem sucessiva em alcoois, diafanizacdo com xilol e
inclusdo em parafina. Em cada bloco de parafina escavou-se cuidadosamente
um acesso até expor totalmente o hexagono do implante. Uma chave bidigital
previamente aquecida foi inserida no encaixe hexagonal de modo que o calor
transferido por contato permitisse que o implante fosse desrosqueado e
removido com o minimo de danos ao tecido periimplantar. Por fim, os blocos
foram novamente incluidos em parafina. Esses foram desgastados em
micrétomo (RM2235, Leica Biosystems Nussloch GmbH 2017, Nussloc,
Alemanha) até a regido de interesse para a obtencdo de cortes seriados
coronais de 6 um de espessura, sendo uma lamina utilizada para coloracdo de
HE e quatro para imunoistoquimica. Para tanto, o material cortado foi
distendido em banho-maria e colhido em laminas, na qual foram levadas a uma
estufa a 60°C, e apéds resfriarem, foi realizada uma sequéncia de banhos em
alcoois em diferentes concentragcdes para desparafinizacao.

As laminas desparafinizadas foram imersas em hematoxilina de Harris e
lavadas em agua corrente para remover 0 excesso do corante. ApGs a remocao
do excesso de &gua, os cortes foram imersos em eosina por cinco minutos,
desidratados e clarificados, e as laminas montadas. Os cortes corados por HE
foram utilizados para a descricdo morfoldgica da resposta tecidual frente aos

materiais testados.

4.7 Andlise imunoistoquimica

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério para
estudo de tecidos mineralizados (LSMT) do Departamento de Ciéncias Basicas
da FOA/UNESP apenas para as amostras correspondentes ao periodo

experimental de 40 dias.
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Foi utilizado o método de deteccao por imunoperoxidase, e 0s cortes em
parafina foram selecionados para a realizacdo da imunomarcacao contra as
proteinas Fator de transcricdo relacionado a Runt-2 (RUNX2), Fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), Osteocalcina (OCN) e Fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP), com o intuito de avaliar, respectivamente, a
atividade de diferenciacdo osteobléstica caracterizando a resposta de
osteoinducdo, a proliferagdo vascular caracterizando a resposta de
osteoconducdo, a etapa de mineralizacdo do tecido 6sseo e a atividade
osteoclastica.

O processamento imunoistoquimico iniciou-se pelas etapas de
desparafinizacdo (manutencdo dos cortes em estufa durante 20 minutos,
seguidos banhos em citrisolv e banhos em concentracdes decrescentes de
alcoois) e finalizando com a hidratacdo dos cortes imersos em PBS (solucéo de
tampao fosfato salina 0,01 M). A atividade da peroxidase endogena foi inibida
com peroxido de hidrogénio e, na etapa seguinte, as laminas passaram pela
recuperacao antigénica com tampao fosfato citrato (pH 6.0) em calor imido. Foi
realizado ainda o bloqueio da biotina endégena com leite desnatado por 20
minutos. Ainda como método de bloqueio de marcacdes inespecificas, o
anticorpo primario foi preparado em solucdo de tampao fosfato e albumina
bovina a 1%.

Os anticorpos primarios utilizados foram anticorpos policlonais,
produzidos em cabra, contra RUNX2 (SC8566), VEGF (SC1881), OCN
(SC18319) e TRAP (SC 30832) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA). O anticorpo secundario utilizado foi o anticorpo biotinilado anti-cabra,
produzido em burros (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA,
EUA). O sinal da reacdo foi amplificado através da incubagdo em avidina e
biotina (Kit ABC standard, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), e a
reacao foi revelada utilizando a diaminobenzidina (Dako Laboratories, Santa
Clara, CA, EUA). Ao término das reagfes imunoistoquimicas, foi realizada a
contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris. Na sequéncia, as laminas
passaram pelas etapas de desidratacdo e embebidas em xilol, e as laminulas
foram montadas para posterior analise em microscopio optico (Nikon, Eclipse

80i, Shinagawa, Téquio, Japéo), com objetiva de 25X.
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Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao destas
proteinas por andlise qualitativa ordinal através da atribuicdo de diferentes
escores de acordo com a quantidade de células e area de matriz extracelular
imunomarcadas durante o processo de osseointegracao. Os resultados foram
apresentados na forma de tabelas mostrando o escore representativo dos
grupos e periodos experimentais analisados. O avaliador foi submetido ao teste
Kappa, sendo obtido indice acima de 0,8, o que mostra que 0s escores
observados foram consistentes. Os escores utilizados foram: 0 (auséncia de
marcacao), 1 (marcacao leve, onde até 25% da area analisada apresentou
marcacao positiva para a proteina estudada), 2 (marcacdo moderada, onde até
50% da area analisada apresentou marcacao positiva para a proteina
analisada) e 3 (marcacao intensa, onde até 75% da area analisada apresentou

marcacao positiva para a proteina analisada).

4.8 Analise do torque de remocéao dos implantes

Cinco amostras de cada grupo foram utilizadas para a afericdo do torque
de remocao dos implantes 40 dias apds sua instalacéo. Para isto, os implantes
foram removidos cuidadosamente por uma forca anti-horaria (torque de
remogcdo ou contra-torque) com um torquimetro digital manual. O torque
necessario para remover o implante do osso foi registrado em Newton

centimetro (N.cm) e tabulado em uma planilha Excel.

4.9 Analise estatistica

Os resultados referentes as analises tomografica, histologica e
imunoistoquimica foram apresentados descritivamente. Ja aqueles referentes
aos parametros microtomograficos e ao torque de remocdo dos implantes
foram analisados estatisticamente utilizando-se o software GraphPad Prism
7.04 (La Jolla, CA, EUA). A andlise da homocedasticidade foi realizada através
do teste de Shapiro Wilk para avaliar se os valores apresentavam distribuicdo
normal. Em seguida, os dados microtomograficos formam comparados pela

analise de variancia e pos teste de Tukey, enquanto que os do torque de
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remocao dos implantes pelo teste t pareado. Foi adotado nivel de significancia
de 5%.



Resultados
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5 Resultados

O procedimento cirurgico foi bem tolerado, e todos os coelhos se
restabeleceram rapidamente. Nenhum cuidado intensivo ou alimentagdo

forcada foi necesséria, e nenhuma infeccgéo clinica ocorreu.
5.1 Anélise Tomogréfica

Em todas as amostras estudadas, ndo houve rompimento ou
espessamento da membrana sinusal dos coelhos apds o procedimento
cirargico. Consequentemente, 0s biomateriais enxertados ficaram contidos
dentro dos seios maxilares, sem extravasamento para areas adjacentes. Além
disso, os implantes permaneceram estaveis aos 7 e 40 dias apdés sua

instalacao (Figura 4).

Figura 4: Imagens tomograficas (cortes axiais) de amostras dos grupos pasta e
granulos nos periodos de 7 e 40 dias.
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5.2 Analise Microtomografica

As figuras 5 e 6 correspondem, respectivamente, aos cortes
microtomograficos axiais e cortes sagitais (imagem polarizada) dos seios
maxilares de coelhos preenchidos com o biomaterial nas apresentacoes em
pasta e granulos nos periodos de 7 e 40 dias. Aos 7 dias, os implantes
estavam em contato com 0 0sso cortical, enquanto que a maior parte do corpo
do implante estava dentro do espaco do seio maxilar enxertado em ambos os
grupos. Aos 40 dias, osso neoformado j& ocupava o espaco do seio maxilar e
envolvia o corpo do implante nos dois grupos.

Ja os resultados dos parametros morfométricos quantificados por meio
de microtomografia podem ser vistos na figura 7. O volume ésseo (p=0,047),
porcentagem do volume 6sseo (p<0,0001) e numero de trabéculas (p=0,0086)
foram significativamente superiores para 0 grupo pasta do que para 0 grupo
granulos aos 7 dias, enquanto que a porosidade foi maior para o grupo
granulos nesse mesmo periodo (p=0,0126). Aos 40 dias, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos para a maioria dos parametros microtomograficos
estudados, com excecdo da porcentagem de tecido 6&sseo, que foi
significativamente maior para o grupo pasta quando comparado com 0 grupo
granulos (p=0,001).

Considerando-se um mesmo grupo nos diferentes tempos
experimentais, tanto a porcentagem de volume 6sseo (p<0,0001) como o
namero de trabéculas (p=0,0358) foram significativamente maiores aos 40 dias

do que aos 7 dias para o grupo granulos.
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Figura 5: Imagens microtomograficas (cortes axiais) de amostras dos grupos
pasta e granulos nos periodos de 7 e 40 dias.
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Figura 6: Imagens microtomograficas (cortes sagitais — imagens polarizadas) de

amostras dos grupos pasta e granulos nos periodos de 7 e 40 dias.
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Figura 7: Parametros morfométricos quantificados por meio de microtomografia
computadorizada nos grupos pasta e granulos nos periodos experimentais de 7
e 40 dias. A) Volume 6sseo (mm?) obtido pela anélise do parametro BV. B)
Porcentagem do volume 6sseo (%) obtida pela analise do pardmetro BV/TV. C)
Espessura do trabeculado 6sseo (mm) obtida pela andlise do parametro Tb.Th.
D) Numero de trabéculas (/mm) obtido pela analise do parametro Tbh.N. E)
Separacdo de trabéculas (mm) obtida pela analise do parametro Thb.N. F)
Porosidade total (%) obtida pela analise do parametro Po(tot). G) Superficie de
interseccdo (mm?) obtida pela anélise do parametro iS.
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5.3 Andlise Histoldgica

Aos 7 dias pés-operatorios, no grupo pasta, notou-se a presenca de
granulos regulares e homogéneos e bastante formacdo de tecido conjuntivo,
rico em células do infiltrado inflamatério. No grupo granulos, foi observado um
tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado e com algumas células
gigantes (Figura 8).

Aos 40 dias, no grupo pasta, notou-se um padrdo de granulometria
residual homogéneo, sem sinais inflamatdrios, finas trabéculas ésseas, boa
organizacdo celular e menor quantidade de vasos sanguineos quando
comparado a do grupo granulos. Neste grupo, observou-se grande quantidade
de granulos remanescentes irregulares e um tecido 6sseo bem formado,

organizado e com trabéculas espessas (Figura 8).

Figura 8: Cortes histolégicos corado por hematoxilina e eosina, representativos

dos grupos granulos e pasta, aos 7 e 40 dias.
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5.4 Analise Imunoistoquimica

A Tabela 1 mostra os escores representativos das imunomarcagdes para
o Fator de transcricao relacionado a Runt-2 (RUNX2), o Fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), a Osteocalcina (OCN) e a Fosfatase &acida

resistente ao tartarato (TRAP) nos dois grupos estudados aos 40 dias.

Tabela 1: Escores representativos das imunomarcacOes para o Fator de
transcricdo relacionado a Runt-2 (RUNX2), o Fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), a Osteocalcina (OCN) e a Fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRAP) nos grupos gréanulos e pasta aos 40 dias.

MARCADORES PASTA GRANULOS
(escores) (escores)
RUNX2 2 2e3
VEGF le?2 2
OCN 2e3 2
TRAP le? 2

O fator de transcricdo RUNX2 apresentou-se com marcacgao positiva em
pré-osteoblastos e osteoblastos jovens, presentes junto as espiras dos
implantes e também junto ao biomaterial estudado. Apresentou-se com
marcacdo de moderada a intensa (escores 2 e 3) no grupo granulos. Este
mesmo fator, avaliado no grupo pasta mostrou-se com marcacdo moderada
(escore 2). Destaca-se o tecido 60sseo em atividade de remodelacdo Ossea,
caracteristico em grande parte dos espécimes avaliados neste grupo (Figura
9).

O VEGF apresentou-se com marcacado positiva para osteoblastos e
células endoteliais. Importante destacar a marcacdo de vasos sanguineos,
especialmente no grupo granulos, onde pode-se observar marcacdo moderada
(escore 2) para este fator de crescimento. Ja no grupo pasta, observou-se uma

marcacao de leve a moderada (escores 1 e 2) (Figura 9).
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A OCN, evidenciadora da matriz extracelular mineralizada bem como
dos osteoblastos numa etapa mais tardia de desenvolvimento, mostrou-se com
marcagdo moderada (escore 2) no grupo granulos e de moderada a intensa
(escores 2 e 3) no grupo pasta (Figura 9).

A enzima marcadora da reabsorcdo Ossea, TRAP, mostrou-se com
marcagdo moderada (escore 2) para 0 grupo granulos e de leve a moderada
(escores 1 e 2) para o grupo pasta (Figura 9).
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Figura 9: Fotomicrografias da regido do seio maxilar de coelhos 40 dias ap6s o
preenchimento com HA + B-TCP, nas apresentacfes em pasta e granulos, e
concomitante instalagdo de implante, evidenciando as imunomarcagdes das
proteinas RUNX2, VEGF, OCN e TRAP.

PASTA GRANULOS

RUNX?2

VEGF

OCN
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5.5 Andlise de torque de remocao

Os valores médios (+ desvio padrdo) do torque de remocdo dos
implantes apds 40 dias da sua instalacédo foram 9,4 + 3,98 N.cm para o grupo
granulos e 9,4 £ 3,65 N.cm para o grupo pasta, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05). A distribuicdo dos

valores nos cinco animais de cada grupo podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo dos valores do torgue de remocao do implante, em

Newton centimetro, 40 dias ap0s sua instalacdo em seios maxilares de coelhos
preenchidos com hidroxiapatita e beta-tricalcio fosfato (HA + B-TCP), nas

apresentacdes em granulos e pasta.

PASTA GRANULOS
(N.cm) (N.cm)
14 16
9 10
6
4 7

11 8
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6 Discussao

Este € o primeiro estudo que avaliou o tecido ésseo periimplantar ap6s o
preenchimento sinusal com as apresentacbes pasta e granulos de um
biomaterial composto por HA e B-TCP (nas propor¢coes de 60% e 40%,
respectivamente) concomitante a instalagdo de implantes em coelhos. Tal
estudo se deu através das seguintes analises: tomogréafica, microtomogréfica,
histoldgica, imunoistoquimica e de torque de remocao de implante.

A complicagdo transoperatdria mais comum durante o procedimento de
levantamento sinusal em humanos é a perfuracdo da membrana de Schneider,
com uma ocorréncia média de 19,5% (variando de 5 a 56%) (Cha et al., 2014).
Alguns autores relataram uma associacdo entre perfuracdo da membrana com
um aumento da taxa de falha dos implantes (Testori et al., 2008), enquanto que
outros demonstraram que perfuracbes reparadas adequadamente ndo tém
efeito na sobrevivéncia dos implantes (Ardekian et al., 2006).

A tomografia computadorizada é um método ndo invasivo de
monitoramento da progressao, resolucdo ou variagbes anatdémicas associadas
com sinusite paranasal, pois proporciona imagens adequadas para
reconhecimento de alteracfes sinusais, com menor tempo de tomada e menor
custo quando comparada a ressonancia magnética (Kerschner et al., 2000;
Ozcan et al.,, 2011). No presente estudo, durante a avaliacdo das imagens
tomogréficas, nenhum animal apresentou perfuracio da membrana de
Schneider, espessamento da membrana e nem velamento do seio decorrente
da presenca de secre¢des (muco) no interior dos seios maxilares, indicando
auséncia de processos infamatoérios e/ou infecciosos. Além disso, observou-se
que os implantes foram corretamente posicionados, apresentaram
comprimento e diametro compativeis com o tamanho do seio maxilar e foram
travados na cortical 6ssea superior. Tais fatores, associados a quantidade
correta do biomaterial, favoreceram a manutencdo da integridade da
membrana e da estabilidade dos implantes.

A fim de se avaliar alteracbes volumétricas e da microarquitetura do
osso neoformado e do enxerto 6sseo ao longo do tempo, utilizou-se a

microtomografia computadorizada (Kuhl et al.,, 2010; Kuhl et al., 2013). A
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microtomografia computadorizada para analise tridimensional da estrutura
O0ssea in vitro foi primeiramente introduzida por Feldkamp et al. (1989). A
principal vantagem desta técnica estd na possibilidade de analise néo
destrutiva e com alta resolucdo de materiais porosos, deixando as amostras
intactas para analises posteriores, em contraposicdo as analises histologicas,
que requerem o corte das amostras e avaliagbes bidimensionais. Com seu
amplo campo de visdo, a microtomografia permite escanear toda a regiao de
interesse na amostra (Lambert et al., 2013). Contudo, devido a grande
exposicao a radiacdo, o uso desta técnica tem sido limitado atualmente para a
avaliacdo de tecidos mineralizados post mortem ou em estudos in vivo com
animais de pequeno porte.

Neste estudo, a formacdo de novo o0sso pareceu comecar do 0SSO
cortical superior do seio e progredir em dire¢cdo ao centro no sentido apical,
corroborando resultados de outros pesquisadores (Joo et al., 2017). Analisando
os parametros morfométricos para cada grupo separadamente, observou-se
um aumento significativo da porcentagem do volume 6sseo e do numero de
trabéculas dos 7 aos 40 dias no grupo granulos. Ja no grupo pasta, o volume
0sseo, a porcentagem de volume 6sseo e o numero de trabéculas aos 7 dias
foram muito semelhantes aos valores obtidos aos 40 dias e significativamente
maiores aos observados no grupo granulos naquele periodo. Tal resultado
aparentemente contraditorio indica a ocorréncia de falha na determinacao
desses parametros, principalmente no periodo inicial ap6s o enxerto com o
biomaterial na apresentacdo em pasta. Uma possivel razdo para a
incapacidade de estimar a formacdo de novo 0SSO neste grupo parece ser
devido a radiodensidade similar entre 0 novo 0sso e 0 enxerto, ambos
compostos predominantemente por HA e com maior compactacao de particulas
na apresentacao em pasta em comparacao aquela em granulos.

Essa dificuldade em se delimitar cada tecido (enxerto residual e novo
0Ss0) apo6s o preenchimento sinusal também foi relatada por Trisi et al. (2006).
Em seu estudo, trés pacientes receberam enxerto sinusal com vidro bioativo
(Biogran®) misturado ao 0sso autdgeno. Biopsia dos tecidos apds varios
periodos de cicatrizacdo foram analisadas histomorfometricamente e por
microtomografia ~ computadorizada. @ Os  autores  observaram  uma

radiodensidade similar entre 0 0sso e 0 enxerto, 0 que comprometeu a
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separacao entre os dois tecidos. O processo fundamental de delimitacdo de
tecidos é ser capaz de extrair uma area ou tecido particular baseado em sua
diferenca na escala de cinza ou na intensidade de pixels em relacdo a outras
areas vizinhas. A presenca de 0sso e substitutos 0sseos compartilhando a
mesma radiodensidade, isto €, a mesma escala de cinza, compromete o
processo de delimitacéo dos tecidos (Trisi et al., 2006).

Para superar tal deficiéncia, a analise histologica foi fundamental. Alias,
a andlise histologica continua sendo o padrdo ouro para avaliar a consolidacdo
do enxerto, pois permite visualizar enxerto residual, novo 0sso e tecido
conjuntivo do seio enxertado. Além disso, € possivel determinar o tipo de 0sso
formado (primério ou lamelar). A grande desvantagem € que esta técnica néo é
clinicamente Util, uma vez requer biopsia.

No presente estudo, observou-se formacao de tecido conjuntivo, rico em
células do infiltrado inflamatério no grupo pasta aos 7 dias, enquanto que no
grupo granulos, um tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado e com
algumas células gigantes. Aos 40 dias, o tecido reparacional mostrou-se mais
organizado no grupo granulos do que no grupo pasta, evidenciado pela
presenca de um tecido 6sseo maduro e com trabéculas espessas, 0 que
confere uma estrutura mais estavel.

Tais caracteristicas sdo compativeis com 0s eventos celulares que
ocorrem durante a cicatrizagdo do enxerto, podendo variar conforme o material
enxertado. De modo geral, a cicatrizagdo em locais com material de enxerto
ocorre via um complexo processo de hemorragia/coagulacao, inflamacao,
angiogénese, diferenciacdo de células mesenquimais e deposicdo Ossea
(remodelamento 6sseo). Apés o preenchimento do seio maxilar com material
de enxerto (0sso ou substituto 6sseo), um coagulo sanguineo ird se formar.
Isso é seguido por inflamacdo com a migracéo de células imunes e fibroblastos
para formar uma matriz extracelular e novos vasos sanguineos (angiogénese).
Através desses vasos neoformados, células mesenquimais migram e se
diferenciam em osteoblastos e osteoclastos. Estas células ir&o iniciar a
deposicdo de o0sso e a reabsorcdo do enxerto (remodelacdo Ossea).
Inicialmente, osso primario (ndo lamelar) é formado, o qual serd remodelado
em 0sso lamelar, que é estruturalmente mais organizado. No grupo granulos,

era evidente a presenca de grande quantidade de granulos remanescentes
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envoltos por osso neoformado, semelhante aos resultados de Caneva et al.
(2017).

A taxa de incorporacédo do enxerto depende da porosidade do material,
sendo que quanto maior a macro e microporosidade, maior a angiogénese,
levando a uma mais rapida incorporacao do enxerto (Aukhil, 2000; Dimitriou et
al., 2005). Desta forma, a composi¢cdo de BCP, bem como sua apresentacao,
pode ser usada para controlar o tipo de resposta inflamatéria, tendo a
capacidade de influenciar o curso da resposta de cicatrizacdo da ferida (Rh
Owen et al., 2018).

Vale ressaltar que nos dois grupos, foi possivel observar grande
quantidade de material residual aos 40 dias. Para avaliar o curso da inducéo
Ossea e possivelmente a transformacdo total do material, nas duas
apresentacdes, em 0sso, seriam necessarios estudos com periodos mais
longos de acompanhamento. Schwarz et al. (2007) observaram reabsorcéo de
granulos de BCP, na propor¢do de 60% de HA e 40% de B-TCP, apds 9
semanas em um estudo envolvendo regeneracdo 6ssea guiada em defeitos do
tipo deiscéncia em cées.

Em relacdo a andlise imunoistoquimica, a deteccdo das proteinas
RUNX2, VEGF, OCN e TRAP nos dois grupos estudados mostrou que as duas
apresentacdes do biomaterial estimularam a diferenciacdo osteoblastica
(RUNX2), a osteoconducdo (VEGF), a mineralizacdo (OCN) e a atividade
osteoclastica (TRAP). Entretanto, a apresentacdo em granulos estimulou
respostas teciduais superiores, com evidentes renovacéao celular (evidenciada
pela marcacdo de RUNX2) e osteoconducdo e moderadas mineralizacdo (o
que é aceito para o periodo de 40 dias) e atividade de reabsor¢cdo do material
(evidenciada pela marcacdo de TRAP). JA no grupo pasta, observou-se muita
atividade de remodelacdo 6ssea no tecido (diferente do grupo granulos, onde o
tecido estava mais organizado), sugerindo que a resposta tecidual estava
cronologicamente um pouco atrasada em relacdo ao grupo granulos. Neste
grupo, houve também uma renovacdo celular marcante, pois ha marcacao
positiva para RUNX2, sem, no entanto, uma resposta de osteoconducédo tao
evidente como no grupo granulos. Embora a mineralizacdo tenha se

apresentado num grau maior, iISSO ocorreu em apenas uma amostra, sendo que
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nas demais a marcacéao foi moderada. Finalmente, a TRAP mostrou-se menos
presente do que no grupo granulos.

Considerando-se as andlises mencionadas anteriormente, apesar das
diferencas sutis entre a resposta tecidual das duas apresentacdes do
biomaterial aos 7 dias, de modo geral, verificaram-se resultados bastante
semelhantes aos 40 dias, o que foi corroborado pelos valores similares do
torque de remocao do implante nos dois grupos. O torque de remocao de
implantes é considerado um método objetivo para avaliagdo da
osseointegracdo, sendo que os valores obtidos neste teste representam o
travamento mecanico entre o implante e os 0ssos circundantes (Rittel et al., no
prelo). Como este € o primeiro estudo em que foi avaliado o torque de remocéo
de implante do seio maxilar de coelhos, tornam-se dificeis as comparacoes
com outros estudos, nos quais o implante havia sido instalado na tibia ou no
fémur daquele animal (Klokkevold et al., 2001; Chacon et al., 2006; Lownie et
al., 2008; Sirisa-Ard et al., 2015; Park et al., 2016; Ribeiro et al., 2018). Deste
modo, verifica-se que o0s resultados a longo prazo sao favoraveis tanto em
relacdo a quantidade como a qualidade de osso neoformado junto aos
implantes instalados concomitantemente ao preenchimento sinusal com o
biomaterial a base de BCP nas duas apresentacoes.

Além da avaliacdo das respostas biolégicas estimuladas pelas duas
apresentacoes do biomaterial testado, as propriedades de manuseio também
sdo decisivas durante a escolha do material para aplicacdo clinica. Neste
trabalho, observaram-se diferencas relevantes em relagéo a tais propriedades
durante a etapa cirdrgica entre os dois grupos estudados. A apresentacdo da
HA + B-TCP em granulos ofereceu certa resisténcia durante a sua colocagéo
em areas pequenas, dificultando seu manuseio, enquanto que a apresentacao
em pasta pdde ser facilmente injetada, mesmo em locais de dificil acesso,
tornando o procedimento cirdrgico mais rapido. Isto é de grande relevancia,
especialmente quando ha necessidade de enxerto em locais desafiadores,
como defeitos periodontais, em que 0 material precisa ser aplicado em
localizacdo anatdbmica exata e 0 espaco tecidual precisa ser suportado pelo
material de preenchimento (Trbakovic et al., 2018).

O tamanho das particulas bem como o espaco entre elas nas diferentes

apresentacdes podem também ser fatores importantes para o resultado do
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procedimento. Particulas menores podem ser reabsorvidas mais rapidamente
e, portanto, tém uma vida utii menor como um mantenedor de espaco
(Trbakovic et al., 2018). Para a elevacdo do seio maxilar concomitante a
instalacdo de implante, a reabsorcao progressiva poderia colocar em risco a
estabilidade do implante (Kim et al, 2012). Além disso, na composicdo em
pasta, as particulas apresentam-se compactadas, o que dificulta a
angiogénese. Sendo assim, tal apresentacédo € indicada preferencialmente para
o preenchimento de defeitos 6sseos exclusivamente. Ja na apresentacdo em
granulos, as particulas maiores propiciam a permeabilidade do coagulo em
toda a regido do enxerto, ou seja, cria-se uma condicdo favoravel nao apenas
para a angiogénese, mas também para a osteoinducdo e para a
osteoconducdo. Tais fatores, responsaveis pela primeira fase de
osseointegracdo (3 a 4 meses), tornam o sitio enxertado apto a receber
implantes osseointegraveis em casos de procedimentos cirdrgicos em duas
etapas (preenchimento sinusal e posterior instalacao de implantes).

Outro fator importante a ser considerado refere-se a quantidade de
material necessaria para o preenchimento de cavidades amplas, como seios
maxilares e alvéolos pés-extracdo dentaria (Trbakovic et al., 2018). Assim, &
possivel colocar menor quantidade do biomaterial em granulos para resultar
num mesmo volume do que o0 da apresentacdo em pasta, interferindo

diretamente no custo do procedimento.
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7 Conclusao

As apresentacfes em granulos e pasta da HA + B-TCP mostraram

resultados favoraveis a osseointegracdo a longo prazo, com formacédo de

tecido 6sseo em quantidade e qualidade semelhantes junto aos implantes.

A partir dos resultados de cada uma das analises realizadas neste

estudo, conclui-se que:

Ambas as apresentagbes garantiram a estabilidade do biomaterial, a
integridade da membrana sinusal e auséncia de processos
inflamatorios/infecciosos;

Ambas as apresentacdes favoreceram a formac&o de novo 0sso a partir
da cortical 6ssea superior do seio maxilar, progredindo em direcdo ao
centro no sentido apical. Em virtude das caracteristicas de
radiodensidade de cada formulacgédo, o grupo granulos foi o que propiciou
uma melhor visualizacdo da progressao de neoformacéo 0ssea ao longo
do tempo;

Ambas as apresentacBes mostraram resultados histolégicos compativeis
com os eventos celulares que ocorrem durante a neoformacgéo 6ssea;
Ambas as apresentacdes induziram a ativacdo de proteinas importantes
para o reparo, sendo que a apresentacdo em granulos demonstrou
potencial  osteocondutor  superior, evidenciado pela  maior
imunomarcacéo de VEGF;

A estabilidade dos implantes foi semelhante nos dois grupos.
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