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COLOMBO, LT. Anadlise histomorfométrica e imunoistoquimica da
regeneragcao 6ssea com enxerto de Bio-Oss® e Gingistat® em seio
maxilar de coelho. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2016.
Resumo

Bio-Oss® é um 0sso bovino desproteinizado, que é quimica e estruturalmente
comparavel ao osso humano mineralizado. Um sistema de poros interligado
favorece o crescimento 6sseo sem nenhuma reacdo adversa do tecido
associado que esta sendo relatado. Gingistat® € um material a base de
colageno equino. A proposta deste estudo foi avaliar o processo de ossificagéo
de dois substitutos 6sseos, Bio-Oss® e Gingistat® em levantamento do
assoalho do seio maxilar através de analises histomorfométrica e
imunoistoquimica. Para tal foram utilizados 16 (dezesseis) coelhos Albinus, que
foram submetidos a cirurgia de elevagdo da membrana do seio maxilar bilateral
por acesso nasal. O seio maxilar do lado direito foi preenchido por Bio-Oss® e
do lado esquerdo pelo Gingistat®. Apds periodos de 7, 14, 21 e 40 dias os
animais sofreram eutanasia e a maxila foi removida para processamento e
analises histomorfométrica e imunoistoquimica. A analise estatistica foi
conduzida por meio da comparagdo entre os grupos tratados. O teste
estatistico empregado dependeu da distribuicdo dos dados em relagédo a curva
de normalidade. A porcentagem de neoformacéo 6ssea sé possui significancia
estatitica entre os grupos no periodo de 7 dias, onde o grupo Bio-oss® teve
resultados superiores. Ao fim do estudo, ambos os grupos tiveram formacdes
O0sseas semelhantes, entretanto o Gingistat® foi reabsorvido mais rapidamente,

levando a uma grande perda na area elevada.

Palavras-chave: Substitutos 0sseos. Biomateriais. Formacdo Ossea.

Imunoistoquimica. Coelhos



COLOMBO, LT. Histomorphometric and immunohistochemical analysis of
bone regeneration with Bio-Oss® and Gingistat® bone graft in rabbit
maxillary sinus. 2016. Trabalho de Conclusédo de Curso - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2016.
Abstract

Bio-Oss® is a deproteinized bovine bone, which is chemically and structurally
comparable to mineralized human bone. A system of interconnected pores
promotes bone growth without any adverse tissue reaction associated with
being reported. Gingistat® is a collagen-based material equine. The purpose of
this study was to evaluate the ossification process two bone substitutes, Bio-
Oss® and Gingistat® in maxillary sinus floor lifting through histomorphometric
and immunohistochemical analyzes. For it were used 16 (sixteen) Albino rabbits
undergoing surgery for lifting the membrane of bilateral maxillary sinus nasal
access. The maxillary sinus on the right side was filled by Bio-Oss ® and the
left was filled by Gingistat®.After periods of 7, 14, 21 and 40 days the animals
were euthanized and jaw has been removed for processing and
histomorphometric and immunohistochemical analyzes. Statistical analysis
were made conducted through the comparison between the control group and
the treated group.The statistical test that was used depend on the distribution of
the results in relation to the normal curve. The percentage of new bone
formation only has statistical significance using between groups in the period of
seven days where the Bio -Oss® group had superior results. At the end of the
study, both groups had similar bone formation , however the Gingistat® was

reabsorbed ais quickly , leading to a great loss in the high area.

Keywords: Substitutes bone. Biomaterials. Bone formation.

Immunohistochemistry. Rabbits
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1. Introdugao

A expectativa de vida mundial vem aumentando com o passar dos anos.
Assim, com uma populagdo mais idosa, é notado o aumento da necessidade
de reabilitacado oral, principalmente por préteses implantossuportadas. E para
a instalagdo de implantes dentarios € preciso uma quantidade e qualidade
o0ssea minima remanescente.

Quando um individuo possui a auséncia de um elemento dental o
processo alveolar sofre graves e irreversiveis reabsorgbes 0sseas. A distancia
entre o assoalho do seio maxilare a crista O0ssea alveolar diminui com o
processo de pneumatizacdo do seio, tornando a altura 6ssea remanescente
desta regido impropria para receber implantes (BOYNE, JAMES, 1980). E
quando a disponibilidade éssea fosse inferior a 5 mm em maxila, dever-se-ia
lancar mao da realizagdo concomitante de enxertos O&sseos e de
procedimentos cirurgicos para elevagao da membrana do seio maxilar (MISCH,
1997).

A técnica de levantamento do assoalho do seio maxilar consiste na
elevacdo da mucosa sinusal interpondo enxertos 6sseos entre a mucosa e o
assoalho da maxila, com o objetivo de formacéo dssea suficiente para permitir
a realizacao de implantes osseointegraveis (BOYNE et al. 1980).

No que se diz respeito aos enxertos 6sseos, 0 enxerto autégeno é
considerado padrdo ouro para a maioria das técnicas. Isso porque nao sé a
qualidade como a quantidade do osso neoformado se apresentam superiores
quando comparado a aloenxertos (NISHIBORI et al., 1994). Entretanto, outros
estudos mostram que o uso de um biomaterial foi tdo capaz de manter
dimensao 6ssea apds o enxerto quanto o osso autégeno (DE SANTIS E,
2016).

O enxerto autdbgeno € o unico que contém osteoblastos, fornece
proteinas morfogénicas ésseas (BMPs) e fatores de crescimento que irdo
induzir a formagao 6ssea (GOLDBERG, STEVENSON, 1993). No entanto,
possui limitagdes, como a necessidade de um segundo passo e sitio cirurgico,
aumentando a morbidade; limitada disponibilidade para grandes reconstrugdes

e uma taxa de reabsorcdo imprevisivel, que levou pesquisadores a
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considerarem como alternativa o uso de biomateriais (HENCH, 1998;
SBORDONE et al., 2009).

Diversos tipos de biomateriais de enxerto ésseo tém sido utilizados para
a reparagao de defeitos 6sseos em seio maxilar (SARTORI et al. 2003). Bio-
Oss (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Sui¢a) € um material de osso bovino
desproteinizado, que € quimica e estruturalmente comparavel ao osso humano
mineralizado. Um sistema de poros interligado favorece o crescimento 6sseo
sem nenhuma reacdo adversa do tecido associado. Varios estudos
experimentais e clinicos demonstraram o potencial osteocondutor deste
material (HAAS et al.,, 1998; PIATTELLI et al., 1999). Seus granulos sao
mantidos por um longo periodo pds-operatério, e em contato com o o0sso
neoformado, estimulam sua mineralizacdo (CANEVA M, 2016).

Estudos mostram que a esponja de colageno € outro material utilizado
para defeitos 0sseos em humanos e pesquisas em animais (AGABITI &
BOTTICELLI, 2015). Gingistat® (GabaVebas, San Giuliano Milanese, Italia) é
uma esponja de colageno tipo | liofilizado de origem equina. O colageno
liofilizado sob a forma de compressas apresenta atividade hemostatica devido
a sua aderéncia, absorcao de liquidos e propriedade de gelificacado, auxiliando
na formagdo do coagulo sanguineo. A membrana de colageno equino se
mostra eficaz na regeneragdo éssea guiada e permite a remodelagdo o6ssea
(PISTILLI R, 2013). Um exemplo encontrado na literatura foi o uso desse
material para enxertia de um defeito 6sseo apds remocao de cisto maxilar e
colocagdo de um implante na regido. Quando realizado o controle, notou-se
osso perimplantar mantido e histologicamente remodelagcdo éssea associada
ao material (DI STEFANO DA, 2012). Entretanto, apesar de suas propriedades
positivas, tem por caracteristica ser absorvido mais rapidamente, sendo
esperada uma reducdo na neoformacdo dssea, quando comparado a outros
tipos de enxerto (CANEVA M, 2016).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pistilli%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23287975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez87.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Di%20Stefano%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23207673
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2. Proposicao

O sistema estomatognatico, € composto por ossos, dentes, pela
articulagao temporomandibular, musculos, por um sistema vascular e nervoso e
espacos organicos. Este sistema é responsavel por desempenhar as fungdes
neurovegetativas de sucg¢ao, mastigagao, degluticdo, respiracdo e fonacgao.
Qualquer alteracdo, principalmente sobre os dentes, tendera a levar a um
desarranjo de todo o sistema.

Tendo em vista a importancia da reabilitacdo protética oral para as
fungdes do sistema estomatognatico, além dos motivos estéticos, e
considerando que a populagdo idosa mundial aumenta cada vez mais em
funcdo da alta da expectativa de vida, é preciso considerar quais métodos sao
mais eficazes para garantir uma melhora da qualidade de vida.

E dentro deste contexto, a implantodontia vem tentando solucionar
deficiéncias encontradas com os tratamentos reabilitadores convencionais. Mas
o grande desafio desta especialidade € que a perda do elemento dental ainda
ocorre em idade muito precoce e, como resultado, observa-se grandes
reabsorcdes dos rebordos alveolares restando, em muitas situagdes, apenas o
0Sso basal.

O desenvolvimento de técnicas de enxertia 6ssea criou prognosticos
melhores para a reabilitagdo protética destes casos de grandes deficiéncias
Osseas. Muitos estudos mostram a superioridade do osso autégeno sobre
outros materiais. No entanto, nem sempre é possivel sua utilizagdo pela
existéncia de fatores limitantes como a disponibilidade de area doadora, a
quantidade de material a ser coletado e a maior morbidade em fungdao de um
segundo tempo e sitio cirurgicos.

Estudos mostram a possibilidade de considerar como alternativa o uso
de biomateriais. No entanto, todos os aspectos de um material substituto
devem ser estudados e uma analise de risco concluida antes que este material
seja colocado em uso clinico.

A proposta deste estudo foi avaliar o processo de ossificagdo de dois
substitutos 6sseos, Bio-Oss® e Gingitast® em levantamento do assoalho do

seio maxilar através de analises histomorfométrica e imunoistoquimica.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Delineamento Experimental

Foram utilizados para a realizagdo deste estudo 16 (dezesseis) coelhos
da ragca Nova Zelandia, variacdo “albinus”, machos, adultos, com idade
aproximada de 5 (cinco) meses e peso corporal entre 3 a 4 Kg. Os animais
foram cedidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — FOA,
UNESP onde foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado,
e foram alimentados com racao sélida padrédo (Racédo Procoelho, Primor®,
Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, durante todo o experimento.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). Foi submetido & analise pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FOA-UNESP, e foi aprovado pelo CEUA de acordo com o protocolo 2013-
00444.

Os animais tiveram os seios maxilares acessados bilateralmente e foram

divididos nos seguintes grupos experimentais (Figura 1):

7 dias n=4 ]

Grupo Experimental |
16 seios maxilares 14 dias n=4

]
21 dias n=4 ]
]

Enxerto: Bio-Oss®

40 dias n=4

Amostra
16 animais
n =32 seios

Figura 1. Delineamento experimental dos grupos do estudo.

Grupo Experimental | (GBO): apés o procedimento de elevagdo da
membrana sinusal o seio maxilar direito foi preenchido por Bio-Oss®.
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Grupo Experimental Il (GGT): apds o procedimento de elevagao da

membrana sinusal o seio maxilar esquerdo foi preenchido com Gingistat®.

3.2. Procedimentos Cirurgicos

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 8
horas. A anestesia geral foi realizada por administragdo via intramuscular de
Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA,
Campinas, Sao Paulo, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do Cloridrato de
Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), 5mg/Kg. Foi realizado em complementacado anestésica a infiltragcao de
solucdo de Cloridrato de Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000
(Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg
na linha mediana do dorso nasal.

O cirurgido foi o mesmo em todos os procedimentos. As cirurgias foram
realizadas seguindo todos os principios de assepsia para garantir a

manutencio da cadeia séptica.

3.2.1. Elevacdo da membrana do seio maxilar

ApOés prévia tricotomia e antissepsia pré-operatoria no dorso nasal por
friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona lodo Degermante a 10%, com
1% de iodo ativo (PVP-1 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sao José do Rio Preto)
associado ao Polivinil Pirrolidona lodo Tdépico a 10%, com 1% de iodo ativo
(PVP-l 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), o osso nasal foi
acessado. O protocolo cirurgico utilizado para o acesso a cavidade sinusal do
animal foi o estabelecido por Asai, Shimizu e Ooya (2002).

Com o auxilio de uma lamina de bisturi numero 15C (Feather Industries
Ltda, Tokyo, Jap&do), montada em cabo de bisturi numero 3 (Hu-Friedy®,
German), uma inciséo linear de 5 cm foi feita na linha mediana do dorso nasal.
A pele e o periosteo foram cuidadosamente descolados e devidamente
afastados com um descolador tipo Molt (Hu-Friedy®, German) o suficiente para
a exposicao do osso nasal e a da sutura nasoincisal (Figura 2A). Apés
exposi¢cao, uma janela circular de 5 mm de didmetro foi confeccionada

bilateralmente a linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 2 cm
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anterior a sutura nasofrontal e a 1 cm lateralmente a linha média. Este
procedimento foi realizado sobre abundante irrigacdo com solugdo salina
fisiologica estéril a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), com a utilizagdo de
uma broca trefina de 5 mm de didmetro (Neodent®, Curitiba, Parana, Brasil)
para a demarcacao da area (Figura 2B) e uma broca diamantada esférica n°
1011 (KG Sorensen®, Cotia, Sao Paulo, Brasil) para a finalizacdo das
osteotomias (Figura 2C), ambas montada em contra-angulo redutor de 20:1
(Kavo® do Brasil, Joinvile, Brasil), que por sua vez estava conectado a um
motor elétrico rotacdo controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Sao
Paulo, Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm.

A membrana sinusal foi cuidadosamente descolada e elevada com
curetas especiais (Neodent®, Curitiba, Parana, Brasil) para garantir que sua
integridade fisica fosse mantida. Com o auxilio das mesmas curetas, o seio
maxilar direito foi preenchido com Bio-Oss®, e o lado contralateral com
Gingistat® (Figura 2D). Finalizado o enxerto, o retalho total foi reposicionado, a
sutura foi realizada com fio Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon,
Johnson&Johnson, Sao José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos

simples.

Figura 2. Procedimentos Cirurgicos. (A) Exposi¢cao do osso nasal e a da sutura nasoincisal.
(B) Demarcagéo bilateral das janelas ésseas de 5mm com broca trefina. (C) Finalizagéo das
osteotomias com broca esférica. (D) Colocagao do biomaterial nas janelas 6sseas, Bio-Oss®

(seta amarela) e Gingistat® (seta verde).
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3.2.2. Cuidados P6s-Operatérios

No pés-operatério imediato os animais receberam administragédo
intramuscular de Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) na dosagem de 0,1ml/Kg e de Dipirona Sodica (Ariston Industrias
Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sao Paulo, Brasil) na dosagem de
1mg/Kg/dia, sendo a primeira dose no pos-operatério imediato e as demais nos
2 dias consecutivos. Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — FOA, UNESP em gaiolas individuais, em ambiente
climatizado, e foram alimentados com racéo sélida padrao (Ragao Procoelho,
Primor®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, até a eutanasia

animal nos periodos de 7, 14, 21 e 40 dias pés-operatério.

3.3. Eutanasia e Coleta do Material

A sedacado foi realizada pela administragdo via intramuscular de
Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA,
Campinas, Sao Paulo, Brasil Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na
dosagem de 10mg/Kg, e do Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® —
Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 5 mg/Kg. A eutanasia foi
por meio de perfusdo no ventriculo esquerdo de 150 ml de solugcédo salina
fisiologica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10 minutos, seguida de
1800 ml de Formaldeido 4% (Paraformaldeido 4% - Acros Organics, Nova
Jersey, EUA) durante 40 minutos, usando uma bomba perfusora peristaltica
(Masterflex® Ls, Cole — Parmer Instrument Company, EUA) na velocidade de
45ml/min. Os periodos de eutanasia foram aos 7, 14, 21 e 40 dias ap6s o
procedimento de elevacido da membrana do seio maxilar. Apds a eutanasia, o
complexo nasal incluindo as cavidades sinusais foi removido em bloco e todo o

tecido mole superficial eliminado.

3.4. Preparo das Pecas

As pecgas foram fixadas em formol neutro a 10% tamponado (Reagentes

Analiticos®, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) e
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sofreram descalcificacdo em EDTA 5% (Acido Etileno Diamino Tetracético,
Merck) dissolvido em agua MiliQ, com trocas peridédicas em um periodo de 30 a
60 dias, a temperatura ambiente. Em seguida o material foi desidratado
utilizando uma sequencia crescente e gradativa de alcodis 70, 90, 95 e 100,
com troca de solugdo a cada 3 dias, em agitador orbital (KLine CT — 150®,
Cientec — Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil) em todos os
dias durante 4 horas. Apds estas etapas, realizou-se diafanizagcdo com xilol
para posterior inclusdo em parafina para obtencdo de corte com 6 pym de
espessura montados em laminas de vidro. Algumas laminas foram separadas
para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE Merck & Co., Inc., NJ, EUA),
servindo como referéncia para a citoarquitetura dos cortes processados para
imunoistoquimica.

Previamente a realizagdo das analises histométricas e
imunoistoquimicas, as amostras foram codificadas de maneira que somente o
orientador conhecera quais grupos pertenciam. Um unico examinador realizou

as analises e o mesmo desconhecia o respectivo grupo da secgao.

3.5. Analise Histomorfométrica

Apos as laminas terem sido coradas com HE (Merck & Co., Inc. , NJ,
EUA), mensuragdes foram realizadas utilizando um microscépio 6ptico (Zeizz®
Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma cédmera de captagdo de imagem
(Zeizz® AxioCam Icc 1, Oberkochen, Alemanha) e conectado a um
microcomputador Windows Vista com um software analisador de imagens
digitalizadas, AxioVision® (Software de Processamento e Analise de Imagens,
Oberkochen, Alemanha).

Foi avaliada a area de tecido 6sseo de cada animal em cada um dos
periodos. Os dados obtidos nas analises foram transformados em valores
absolutos, para valores porcentuais relativos, de modo a minimizar a
interferéncia da diferenga do tamanho do negativo.

As imagens foram capturadas em um aumento de 12,5x e sobrepostas

com a grade de Merz no software Power Point®, que apresenta distribuida em


https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
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sua estrutura 100 pontos representando 100%. Nas imagens foi avaliado o que
estava relacionado a cada um dos pontos, mostrando assim a porcentagem
presente de cada tecido ou material (Figura 3).

Os valores obtidos foram tranferidos para o software Excel®, onde foi
feita a média da presenca de tecido d6sseo para cada periodo, sendo
posteriormente transferidas para o software SigmaPlot 12.0, onde foi realizada

a analise estatistica ANOVA 2 fatores.

Figura 3. Imagem da lamina histolégica sobreposta pela grade de Merz para calcular a

porcentagem de cada tecido ou material presente na area

3.6. Analise Imunoistoquimica

Os anticorpos primarios utilizados foram contra Osteoprotegerina — OPG
(OPG, Goat anti-opg SC21038 — Santa Cruz Biotecnology, Califérnia, EUA),
Osteocalcin—Oc (OC, Goat anti-oc SC18319 — Santa Cruz Biotecnology,
Califérnia, EUA) e Rankl (R, Goat anti-R SC7629 - Santa Cruz Biotecnology,
Califérnia, EUA). O anticorpo secundario biotinilado foi o anti-cabra (goat)
produzido em burro (donkey) (Biotin-SP-AffiniPure, donkey anti-goat 1gG
705065147— Jackson Immunoresearch Laboratories, PA, EUA). Foram
realizados procedimentos de controle por meio da omissdo dos anticorpos
primarios (controle negativo), utilizando-se a incubagdo com soro normal de
burro a 5%, para avaliar a especificidade e efetividade das reacoes.

Os cortes foram analisados em microscopio 6ptico (Zeizz® Oberkochen,

Alemanha) bem como a expressdo das proteinas OPG, OC e R acoplado a


https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
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uma camera de captura de imagem (Zeizz® AxioCam lcc 1, Oberkochen,
Alemanha) e conectado a um microcomputador Windows Vista com um
software analisador de imagens digitalizadas AxioVision® (Software de
Processamento e Andlise de Imagens, Oberkochen, Alemanha). Foram
utilizados escores para as células marcadas em areas determinadas, que
sabidamente foram envolvidas na dindmica do tecido 6sseo. Para facilitar a
comparagao entre os diferentes grupos e periodos, os escores da analise
imunoistoquimica foram convertidos em frequéncias de médias percentuais de
acordo com o periodo de avaliagdo, para ambos os grupos (Tabela 1). O
avaliador desconhecia o grupo pertencente a cada defeito 6sseo, para evitar

tendenciosidade durante a analise.

Quantidade de marcacéao Escore Correspondente em %
Auséncia de marcagéo - 0%

Marcagao positiva + 20% (entre 10 a 30%)
Marcagao superpositiva ++ 60% (entre 50 a 70%)
Marcacgao hiperpositiva +++ 90% (entre 80 a 100%)

Tabela 1. Frequéncias médias percentuais

3.7. Analise estatistica

A andlise estatistica foi conduzida por meio da comparagao entre os dois
grupos de biomateriais. O teste estatistico a ser empregado dependeu da
distribuicdo desses dados em relacdo a curva de normalidade. O teste de
normalidade usado foi o Shapiro-Wilk, sendo P = 0,880. Os testes foram
conduzidos através de software SigmaPlot 12.0 utilizado para analise

estatistica em estudos na area de salde.


https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
https://www.google.com.br/search?rlz=1C2AVSA_enBR438BR455&biw=1366&bih=667&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjT4LDT3-fOAhWIh5AKHeLVCQcQmxMItwEoATAU
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Quando comparada a porcentagem de tecido 6sseo neoformado

abela entre oS grupos blo-Uss s b) € Ingisia , ), OS valores
(Tabela 2) ent Bio-Oss (22,84%) e Gingistat (1,75%) |

estatisticamente significantes apareceram somente no periodo de 7 dias
(p<0,001) (Figura 5).

Bio-Oss(%) Gingistat(%) P <0,05
i eles 22 835 1,75 b <0,001
14 dias 33,025 38,925 0= 0226
21 eke 34,425 43 475 b = 0,069
40 dias 485 50,675 0 = 0,653
Tabela 2. Porcentagem de tecido 6sseo neoformado.
60
50 o
:z; 30 - H Bio-0ss
'g 20 - | @ Gingistat
10 - -
O n T T T 1
7 dias 14 dias 21 dias 40 dias

Figura 4. Porcentagem de tecido 6sseo neoformado.

Nos periodos de 14, 21 e 40 dias (Figuras 6, 7 e 8) a diferenca na

porcentagem de osso formado néo teve significancia estatistica (Figura 4).
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Figura 5. Periodo 7 dias. Coradas em HE. Aumento de 1x e 12,5x. Bio-Oss (direita) Gingistat

(esquerda).

Figura 6. Periodo 14 dias. Coradas em HE. Aumento de 1x e 12,5x. Bio-Oss (direita) Gingistat

(esquerda).

Figura 7. Periodo 21 dias. Coradas em HE. Aumento de 1x e 12,5x. Bio-Oss (direita) Gingistat

(esquerda).
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Figura 8. Periodo 40 dias. Coradas em HE. Aumento de 1x e 12,5x. Bio-Oss (direita) Gingistat

(esquerda).

4.2. Imunosistoquimico

A proteina Osteocalcina (OC) € comum para todos os periodos, exceto
aos 21 dias onde ela nédo foi observada no seio maxilar onde se usou
Gingistat®. E ao longo do periodo, a marcagdo para Osteocalcina vai se
intensificando, conforme o 0sso vai se tornando mais maduro.

A marcacgéo para OC desde os 7 dias € moderada no lado do Gingistat
até atingir os 21 dias onde o pico de escore é intenso (Figura 9). Ja do lado
que se usou Bio-Oss, a OC se encontra leve aos 7 dias e aos 14, para que

depois aos 40 dias, como esperado, se encontra moderada (Figura 10).

Figura 9. Ladmina do seio preenchido com Gingistat® no periodo de 21 dias mostrando pico

intenso (+++) de Osteocalcina.
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Figura 10. Lamina do seio preenchido com Bio-Oss® no periodo de 40 dias mostrando pico

moderado (++) de Osteocalcina.

Com isso, nota-se que o Gingistat® tem maior positividade para OC que
0 Bio-Oss®.

Quando se trata da Osteoprotegerina (OPG) e Rankl (R), as proteinas
tem o inicio de sua marcacédo as 14 dias, onde se observa as mesmas em
equilibrio, com escore semelhante (moderado x moderado) relacionado aos
dois materiais, e permanecendo assim nos periodos subsequentes. Isso indica
que o tecido Osseo esta sofrendo neoformagdo e reabsorgcdo de formas
equilibradas.

Figura 11. Lamina de seio preenchido com Gingistat® no periodo de 14 dias mostrando Rankl

moderado (++).
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Nota-se que aos 21 dias, o pico de Osteocalcina para o Bio-Oss®
coincide com o pico de Osteoprotegerina. Ambas intensas, indicando que se
pode relacionar o aumento da Osteocalcina com o aumento da

Osteoprotegerina.

5. Discussao

O presente estudo avaliou o desenvolvimento do reparo 6sseo apés a
realizacao da técnica de levantamento de seio maxilar, usando como material
de preenchimento o Bio-Oss® e o Gingistat®. Enquanto aos sete dias a
porcentagem de osso formada no seio maxilar onde se usou o Bio-Oss® foi de
22,84%, a porcentagem para Gingistat® foi de 1,75%, sendo este periodo o
unico com diferenga estatisticamente significante. Este resultado esta de
acordo com outros estudos que utilizaram materiais semelhantes (XU, 2004;
TAPETY, 2004.)

Em um estudo também com coelhos (XU, 2004), em que foi realizado o
levantamento de seio maxilar usando osso bovino desproteinizado e coagulo
sanguineo para o preenchimento das cavidades, seguido por instalacdo de
implante, contatou-se que no pés-operatério de 6, 8 e 10 semanas, o grupo do
biomaterial possuia maior quantidade osso recém-formado quando comparado
ao grupo coagulo. Em contrapartida, outro estudo com coelhos (DE SANTIS
2016) em que também foi realizado o levantamento de seio maxilar usando
Bio-Oss e osso autdlogo como preenchimento, ndo foi notada diferenca
significante entre os grupos na neoformagédo déssea no pos-operatorio de 7
dias.

Outro trabalho (TAPETY, 2004), agora usando o Bio-Oss em defeitos
Osses artificiais de fémur de rato, constatou que no pds-operatério de 7 dias
havia tecido 6sseo ocupando toda a cavidade. O resultado desse estudo
mostra o potencial desse material como andaime para as células osteogénicas,
assim como para promover a diferenciagdo dos osteoblastos e a sintese da
matriz 6ssea.

No que se diz respeito a esponja de colageno, um estudo em humanos

(AHN, 2011), em que foi realizado levantamento de seio maxilar e o uso desse
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material como substituto ésseo, foi notado pouca ou nenhuma neoformacao
0ssea, mesmo com 6 meses de pos-operatorio. Além disso, em um estudo com
ovelhas (FAVERO, 2015), em que foi utiizada uma membrana de colageno
associada a um enxerto de fosfato de calcio bifasico em um dos seios e no seio
contralateral somente o enxerto de fosfato, ambos para cobrir uma perfuragéo
de membrana sinusal em uma elevacdo de seio maxilar, constatou que nao
houve significancia na diferengca de cura entre os sitios. Assim, mesmo que
houvesse tendéncias para mais formacao éssea ao aplicar uma membrana de
colageno em uma perfuracdo da mucosa do seio, este estudo ndo demonstrou
a necessidade absoluta de tal procedimento para alcancar preenchimento
0sseo na cavidade sinusal.

Quando se compara determinados biomateriais com o coagulo
sanguineo no papel de alicerce para o desenvolvimento 6sseo apds um
levantamento de seio maxilar, estudos mostram (XU, 2004; SCALA, 2010) a
ineficacia do coagulo em manter a altura 6ssea com o passar do tempo. Em
uma pesquisa desenvolvida com macacos (SCALA, 2010), foi realizado o
levantamento de seio maxilar e colocagao de implante, sendo o preenchimento
do vazio do seio feito somente com coagulo, foi observado no pés-operatoério
de 30 dias o colapso total da membrana sinusal ao redor do parafuso. Além de
alguns biomateriais serem lentamente reabsorvidos, os mesmos tem o papel
de inibir a reabsorcao 6ssea contribuindo para o aumento estavel do assoalho
do seio maxilar, como avaliado em um estudo com coelhos onde se usou 0sso
bovino desproteinizado e coagulo sanguineo para o preenchimento dos seios
apos seu levantamento (XU, 2004).

Na avaliagdo imunoistoquimica, os achados do estudo corroboram com
0 que outros trabalhos também evidenciaram. Em um estudo (DOS SANTOS
PL, 2016) em que foram instalados implantes em defeitos 6sseos de tibias de
ratos, e foi usado como substituto 6sseo o Bio-Oss®, a expressao da proteina
Osteocalcina também esteve presente em todos os periodos e foi se
intensificando com o passar do tempo. Quando analisada a razao entre as
proteinas Osteoprotegerina e Rank,| os resultados também se assemelham,

pois as proteinas se mantiveram estaveis durante todos os periodos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez87.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Dos%20Santos%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27382506
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez87.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Dos%20Santos%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27382506
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O substituto Gingistat ® mostrou uma maior positividade para a proteina
Osteocalcina quando comparado com o Bio-Oss®, indicando uma capacidade
de mineralizacdo e a maturagao do tecido 6sseo superior, 0 que pode estar
asociado ao efeito osteocondutor que a esponja de colageno possui (BOMFIM,
2015). Esse material apresenta uma maior disponibilidade de células
sanguineas, um dos fatores responsaveis pela maturacdo éssea, pois €&

permeavel e permite que o sangue embeba toda sua extensao.

6. Conclusao

Pode-se concluir com este estudo que mesmo havendo neoformacao de
tecido 6sseo em ambos os seios ao fim dos 40 dias, e sendo o Gingistat® o
material que apresentou maior osteocondutividade na avaliagao
imunoistoquimica, foi o Bio-Oss® que se manteve na cavidade por mais tempo,
mantendo assim a altura 6ssea na regido. Diferente do Gingistat®, que foi mais
rapidamente reabsorvido, levando a uma grande perda da area elevada apés a

técnica de levantamento de seio maxilar.
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ANEXO A- Certificado da Aprovagio da Comissio de Etica na
Experimentagao Animal

USSR — Tassere

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethical Use of Animals (CEUA)




