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RESUMO

BUZO-SOUZA, M. Avaliacdo do potencial osteocondutor de uma nova
biocerdmica sintética bifasica em defeito critico: um estudo in vivo. 2024.
Trabalho de concluséo de curso — Faculdade de Odontologia de Aracatuba,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2024.

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial osteocondutor de uma nova
bioceramica bifasica (Plenum® Oss hp), em defeitos criticos na calvaria de ratos. 27
ratos Wistar), machos, com 6 meses de idade, foram submetidos a confecgéo de
defeito critico na regido parietal bilateralmente de 5 mm de didmetro cada, e em
seguida foram preenchidos pelos biomateriais, de acordo com o0s grupos
experimentais (n=6 defeitos por grupo/tempo): grupo 1 (sem preenchimento, somente
o coagulo sanguineo), grupo 2 (BoneCeramic™) e grupo 3 (Plenum® Oss hp). A
eutanasia dos animais foi realizada aos 7, 14 e 28 dias de pds-operatdrio para as
analises histométrica, imunoistoquimica (VEGF aos 7 e 1l4dias; Osteocalcina — OC,
aos 14 e 2 dias), e microtomogréafica (Micro-CT) aos 28 dias. Os resultados
histolégicos mostraram superioridade para o grupo PO, em relacdo a area de 0sso
neoformado aos 14 e 28 dias (p<0,05; pos-test Tukey). Para a imunomarcacao de
VEGF, o grupo PO se mostrou superior aos demais aos 7 dias (p<0,05), e foi similar
ao grupo BC aos 14 dias (p>0,05). Para OC, os grupos PO e PC foram similares para
ambos os periodos (p>0,05). Na Micro-CT, o grupo PO apresentou maiores valores
para volume 6sseo (BV.TV) e numero de trabéculas (TB.N) (p<0,05). Conclui-se que
o biomaterial Plenum® Oss hp apresentou propriedade osteocondutora superior aos
demais grupos de comparacdo no reparo 0sseo de defeitos criticos em calvaria de

ratos.

Palavras-chave: Biomaterial; Tecido 6sseo; Regeneracao.



ABSTRACT

BUZO-SOUZA, M. Evaluation of the osteoconductive potential of a new biphasic
synthetic bioceramic in critical defect: an in vivo study. 2024. Trabalho de
conclusao de curso — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2024.

This study aimed to evaluate the osteoconductive potential of a new two-phase
bioceramic (Plenum® Oss hp), in critical defects in the calvaria of rats. 27 male Wistar
rats, 6 months old, underwent a critical defect in the parietal region bilaterally,
measuring 5 mm in diameter each, and then filled with biomaterials, according to the
experimental groups (n=6 defects by group/time): group 1 (no filling, only the blood
clot), group 2 (BoneCeramicTM) and group 3 (Plenum® Oss hp). The animals were
euthanized at 7, 14 and 28 days post-operatively for histometric, immunohistochemical
(VEGF at 7 and 14 days; Osteocalcin — OC, at 14 and 2 days) and microtomographic
(Micro-CT) analyzes at 28 days. days. The histological results showed superiority for
the PO group, in relation to the area of newly formed bone at 14 and 28 days (p<0.05;
post-Tukey test). For VEGF immunostaining, the PO group was superior to the others
at 7 days (p<0.05), and was similar to the BC group at 14 days (p>0.05). For OC, the
PO and PC groups were similar for both periods (p>0.05). In Micro-CT, the PO group
presented higher values for bone volume (BV.TV) and number of trabeculae (TB.N)
(p<0.05). It is concluded that the Plenum® Oss hp biomaterial presented superior
osteoconductive properties compared to the other comparison groups in the bone

repair of critical defects in rat calvaria.

Keywords: Biomaterial, Bone tissue; Regeneration.
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1 INTRODUCAO

O processo de reabsor¢do do tecido 6sseo é comumente encontrado na pratica
odontoldgica, principalmente apds extracdes dentarias, em que muitas vezes se
mostra como um problema para os cirurgides dentistas. Esse processo pode ser
oriundo de doencas sistémicas e periodontais, traumas, tumores e apresentam um
grande desafio para as cirurgias de reabilitagdes orais (1). Visto que, para garantir
éxito nas intervencbes para instalacdo de implantes, é imprescindivel que haja
guantidade e qualidade de tecido 6sseo suficiente no local, garantindo a estabilidade
para que a restauracao final atinja resultados estéticos e funcionais previsiveis a curto
e longo prazo. Para tanto, se faz constante a necessidade da realizagdo de
intervencdes cirdrgicas que objetivam a recuperacdo e aumento do 0sso alveolar
previamente perdido. Essas podem ser simples ou complexas, de acordo com o tipo
de material que sera utilizado, tamanho e localizacdo do defeito. (2)

O osso autdgeno é tido como padrédo ouro para o tratamento de reconstrucdes
0sseas, por apresentar propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras
(3-5). Contudo, para aquisicao deste é necessaria uma segunda intervencao cirlrgica
em regides intraorais como 0 mento e retro molar, ou em regides extra- orais como
crista iliaca, sinfise e calvaria, que pode apresentar complicacbes e morbidades ao
paciente, sendo estas: dor, hemorragia, risco de infec¢cdo, além de possuir
disponibilidade limitada de area doadora, fraturas 6sseas secundarias e aumento do
tempo cirdrgico. (6)

Apesar do destaque do enxerto com o0sso autdbgeno em relacdo as suas
propriedades, gradativamente este material esta sendo trocado por substitutos 6sseos
gue possuem resultados semelhantes a esse, como 0s homoenxertos, xenoenxertos
e aloenxertos. Os homoenxertos sdo materiais que podem ser obtidos a partir de
banco de ossos, que apesar de exibir boas propriedades biol6gicas e apresentar
ampla disponibilidade, apresenta risco de transmissdo de doenga e alto risco de
resposta imunogénica do hospedeiro. (7)

O xenoenxerto é uma classe de biomaterial derivado de uma espécie
geneticamente ndo relacionada do hospedeiro. A origem mais comum é 0 0SSO

bovino, sendo o Bio-Oss® a marca comercial mais conhecida e difundida, por fornecer
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qualidade superior de 0sso neoformado e taxas de sobrevivéncia promissoras a longo
prazo apos cirurgia dentéria. (7) Todavia, estudos alertam que a utilizagdo de
biomateriais de origem bovina pode desencadear encefalopatias espongiformes
transmissiveis em humanos, que sdo doencas neurodegenerativas cronicas causada
pelo acumulo de uma isoforma anormal da proteina prion celular no sistema nervoso
central. (8)

Diante dessas limitacdes, os biomateriais sintéticos vém ganhando for¢a no
mercado, por serem Seguros e menos invasivos ao paciente, além de exibirem
vantagem notavel na taxa de sucesso do tratamento. (9)

Atualmente o BoneCeramic™ € um dos substitutos 0sseos sintéticos mais
difundido comercialmente, que apresenta em sua composicao 60% de hidroxiapatita
e 40% de (- tricalcio fosfato. Este biomaterial possui estrutura favoravel a formacao
de osso vital, visto que garante a estabilidade mecéanica do enxerto em razéao da lenta
degradacdo da hidroxiapatita, evitando a absorcao excessiva. Além disso, possui
indice de porosidade de 90% com a presenca de poros interligados que favorece a
migracdo de células para a formacéao de tecido 6sseo na regido, o que garante a sua
propriedade osteocondutora. (10)

Neste sentido, diferentes proporcées de hidroxiapatita e B-Tricalcio fosfato vem
sendo propostas na literatura. O Plenum® Oss hp, outro substituto 6sseo sintético
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em 2020 (11), apresenta uma
proporcao de 70% de hidroxiapatita e 30% de B-tricalcio fosfato, porém h& escassez
de estudos que fornecam compreensdo da resposta bioldégica frente a este
biomaterial.

A proporcao entre hidroxiapatita e B-tricalcio fosfato presente no Plenum® Oss
hp influencia no processo de degradacao desse biomaterial, de modo que altera seu
potencial osteocondutor. (12) Enquanto a hidroxiapatita demora mais para ser
absorvida, mantendo o arcabouco por tempo adequando para formacdo de tecido
mineralizado, o B-Tricalcio fosfato é absorvido mais rapidamente, permitindo migragéo
celular e angiogénese necessaria para o inicio do processo. (12-14).

Atrelado a isso, 0 modelo experimental animal por meio da confecc¢éo de defeitos
0sseos criticos, de 5mm, em calvaria de ratos, tem-se demonstrado uma boa
alternativa para avaliar a capacidade dos biomateriais agirem no reparo 0sseo, Visto
gue o roedor apresenta fisiologia semelhante ao humano, e constitui um modelo ja

consolidado para estudos pré-clinicos.
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Assim, dado o recente desenvolvimento do Plenum® Oss hp, € 0 ineditismo de
estudos acerca das suas propriedades no que diz respeito ao seu potencial
osteocondutor, ressaltamos a importancia que teve a realizacdo desse estudo in vivo,

por meio de defeito critico em calvaria de ratos.



18

2 OBJETIVOS

O presente trabalho se prop0s avaliar a capacidade osteocondutora de uma
ceramica bifasica (Plenum® Oss hp) em defeitos criticos criados em calvaria de ratos.

A hipétese nula do trabalho foi que o biomaterial Plenum® Oss hp nao
apresentaria diferencas significativas no reparo 6sseo quando comparado ao grupo
controle (Bone Ceramic).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a presente pesquisa, que busca avaliar o potencial osteocondutor de uma
nova bioceramica sintética bifasica em defeitos criticos em calvaria de ratos, que foi

fornecida por uma empresa da area de bioengenharia.

3.1 Fornecimento do biomaterial Plenum®O0ss hp
Os biomateriais do enxerto 6sseo Plenum® Osshp (500-1000um /0,5g) foram

fornecidos pela empresa Plenum Bioengenharia (Jundiai, S&o0 Paulo, Brasil). O
enxerto 6sseo Plenum® Osshp (high porosity, hp) é uma bioceramica bifasica sintética
composta por hidroxiapatita e B-fosfato de tricalcio (HA: B-TCP) na propor¢ao 70:30%.
A macro e microestrutura, area superficial (aprox. 2 m2/g) e porcentagem de
porosidade (aprox. 50%) do Plenum® Osshp conferem osteocondutividade eficaz, alta
propriedade hidrofilica, reabsorcé@o controlada das fases constituintes da bioceramica,
as quais sao reabsorvidas pelo organismo parcialmente, e substituidas por tecido
neoformado durante o processo de reparo ou regeneracéo do tecido 6sseo.

A porosidade do Plenum® Osshp garante um crescimento celular osteogénico
eficiente promovendo a regeneracédo 6ssea no sitio do defeito 6sseo. Por sua vez, a
microporosidade e rugosidade superficial do facilitam a difuséo de fluidos biolégicos e
a adeséo celular. Além disso, a macro e microestrutura, area superficial, porcentagem
de porosidade e a composi¢ado quimica do Plenum® Osshp conferem alta propriedade
hidrofilica ao produto, o que o torna facilmente manipulavel (com fluidos como: soro
fisiolégico, plasma rico em plaquetas ou fibrina ou sangue do proprio paciente) em

diversas aplicacfes para reconstrucao ossea.

3.1.1 Biomaterial Straumann® BoneCeramic
Os biomateriais do enxerto 6sseo Straumann® BoneCeramic usados na

pesquisa foi no modelo/apresentacédo comercial de 500-1000um /0,5¢g. O Straumann®
BoneCeramic € um material de substituicdo 6ssea totalmente sintético com um grau
de pureza médico em granulado de fosfato de calcio bifasico uma mistura de 60 % de
hidroxiapatita (HA), que € 100% cristalino e 40% de B-tricalcio fosfato (B-TCP). O
BoneCeramic possui uma porosidade de 90% com poros interconectados com um
diametro de 100-500 um.



20

3.2. Desenho experimental: animais
Essa pesquisa seguiu todos 0s preceitos e principios éticos para experimentacao

animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Todos os protocolos experimentais foram enviados e aprovados pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, através do numero

do parecer consubstanciado 0613-2022.

Foram utilizados 27 animais (Rattus novergicus albinus Wistar), machos, com
aproximadamente 6 meses de idade e peso corporal variando entre 450 e 500 gramas,
de uma linhagem mantida no Biotério do Departamento de Diagnéstico e Cirurgia da
Faculdadede Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, que foram fornecidas pelo

Biotério Central da mesma instituicao.

Para a determinacdo do numero amostral, o calculo do Poder do Teste foi
realizado utilizando o programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt graph and data
analysis, San Jose, CA, USA). Tendo como referéncia os dados de osso neoformado
do estudo de Oliveira et al (2021), o qual obteve diferenca minima entre média de
0.342, com desvio padréo de 0.147 e poder do teste de 90%, obtendo um tamanho
amostral de 6. Por tanto foram utilizados 3 animais (6 defeitos) por tempo e por grupo.
(15)

Sendo assim, em cada animal foi realizado defeito ésseo critico bilateralmente na

calvaria, como discriminado a seguir:

e Grupo Coéagulo - CO (Grupo Controle Negativo) — n= 9: O defeito 6sseo
critico foi preenchido com coagulo sanguineo, sendo 3 ratos submetidos a
eutanasia em cada periodo para a analise (7, 14 e 28 dias ap0s a cirurgia).

e Grupo Straumann®BoneCeramic™ - BC (Grupo Controle Positivo) —n=19:
O defeito 0sseo critico foi preenchido com biomaterial BoneCeramic®, sendo 3
ratos submetidos a eutanasia em cada periodo para a andlise (7, 14 e 28 dias
apos a cirurgia).

e Grupo Plenum® Oss hp — PO (Grupo Teste) - n=9: O defeito 6sseo critico foi
preenchido com o biomaterial Plenum-Oss®, sendo 3 ratos submetidos a

eutanasia em cada periodo para a analise (7, 14 e 28 dias ap0s a cirurgia);
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Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas em ambiente
com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12
horas escuro), alimentados com racdo balanceada contendo 1,4% Ca e 0,8% P
(Racdo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A. — Laboratorio Abbot do Brasil
Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) durante todo a pesquisa experimental e agua ad libitum,
exceto no periodo de 12 horas antecedentes aos procedimentos cirdrgicos, que

apresentaram o jejum.

3.2.1 Grupos experimentais

27 animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimentais, sendo
o grupo 1 (Coagulo), com 9 ratos, em que os defeitos criticos foram preenchidos por
coagulo sanguineo (controle negativo); o grupo 2 (BoneCeramic™ ) com 9 ratos, em
gue os defeitos criticos foram preenchidos com o biomaterial BoneCeramic™ (controle
positivo); o grupo 3 (Plenum® Oss hp) com 9 ratos, em que os defeitos criticos foram
preenchidos com o biomaterial Plenum® Oss hp (grupo analisado).

Figura 1- Esquema ilustrando os grupos experimentais.

[ 9 ratos (18 defeitos) ] [ Coagulo ]

—
2 27 Ratos Wistar [ 9 ratos (18 defeitos) ] [ BoneCeramic™ ]
;""‘-'-z

&

[ 9 ratos (18 defeitos) ] [ Plenum® Oss hp ]

Fonte: Autor, 2024

3.2.2 Procedimento cirargico

Os 27 animais passaram por um periodo de adaptacdo ao biotério e tambéem
passaram por um jejum de 12 horas previamente ao procedimento cirirgico. Todos 0s
procedimentos experimentais que poderiam desenvolver dor ou desconforto aos
animais foram realizados sob anestesia pela combinacgao
de Cloridrato de Ketamina a 1%, 10mg/Kg, Cloridrato de Xilazina a 2%, 5mg/Kg e,

para a anestesia local e hemostasia da area operada foi utilizado cloridrato de
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mepivacaina (0,3 ml/kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont
Franca). Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizagdo do
instrumental utilizado, delimitacdo da area a ser operada com campos estéreis, uso
de aventais e luvas cirdrgicas estéreis. Todos os procedimentos cirargicos foram
realizados na sala cirargica do Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP. Em seguida foi realizado a tricotomia na regido da calvaria, antissepsia pre-
operatdria da mesma regido por friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona lodo
Degermante a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sao
José do Rio Preto) associado ao Polivinil Pirrolidona lodo Topico a 10%, com 1% de

iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto).

Apds complementacdo com anestesia local, foi realizado o acesso cirurgico, com
lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o) montada em cabo de bisturi n® 3
(Hu-Friedy, Alemanha) e o descolamento total do retalho com descolador tipo Molt
(Hu-Friedy, Alemanha) em formato de “V” para expor o osso parietal de ambos os

lados.

Em seguida com auxilio de broca trefina de 5 mm de didmetro interno (3i Implant
innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotacdo sob
irrigacdo abundante com solucao de cloreto de sddio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro,
Brasil), foi confeccionado na regido parietal, bilateralmente a sutura sagital, até a
cortical interna, um defeito cirdrgico critico de 5 mm de didmetro, mantendo a
integridade da dura-mater (Figura 2 e 3). De acordo com 0s tratamentos propostos 0s
defeitos foram preenchidos segundo os grupos: grupo 1 — Coagulo (CO) (controle
negativo); grupo 2 — BoneCeramic™ (BC) (controle positivo); grupo 3 — Plenum® Oss
hp (PO).

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (acido
polilatico — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil) no plano
profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., Sao

José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano externo.

No poés-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular de

0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge
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Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas

individuais durante todo o experimento com ra¢do e agua ad libitum.

Figura 2- Corte longitudinal do centro da calvaria representado pela linha verde
ilustra a sutura sagital mediana. Defeito 6sseo de 5 mm de didametro, criado
bilateralmente a sutura sagital mediana, representada pelo circulo tracejado em
verde.

Fonte: Autor, 2024
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Figura 3- (A) Confeccdo do defeito cirargico na porgao parietal da calvéria. (B) Contorno
do defeito realizado com a broca trefina de 5mm. (C) Remocdo do osso parietal,
mantendo a integridade da dura-mater. (D) Preenchimento do leito cirargico com

biomaterial. (E) Sutura por plano do periosteo para estabilizagdo dos biomateriais.

Fonte: Autor, 2024

No po6s-operatorio imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular de
0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabibtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge
Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais estdo sendo mantidos em gaiolas

individuais durante todo o experimento com ragao e agua ad libitum.

3.2.3 Eutanasia

Nos periodos de 7,14 e 28 dias do procedimento cirdrgico, 3 animais de cada
grupo (CO, CB, PO) foram submetidos a eutanasia, em que foi aplicado um protocolo
em que os ratos foram submetidos a superdosagem anestésica com Cloridrato de
Xilazina a 2%. Posteriormente, as calvarias foram cuidadosamente dissecadas, e as
pecas de 7 e 14 dias foram fixadas em solucéo de formalina tamponada 10% por 48
horas, em seguida lavadas em &gua corrente por 24 horas, descalcificou no EDTA,

logo apés as amostras passaram por desidratacdo numa sequéncia de alcoois,
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diafanizacdo com xilol, e entdo foram incluidas em parafina para realizacdo das
analises histométrica e imunoistoquimica. As pecas de 28 dias, apos a lavagem foram
armazenadas em alcool, e foram submetidas a analise de microtomografia
computadorizada, posteriormente foram submetidas a descalcificacdo em EDTA, e
em seguida passaram pelos processamentos laboratoriais para inclusdo em parafina

para analise histométrica e imunoistoquimica. (Figura 4).

Figura 4- Distribuicdo dos animais de acordo com 0s grupos experimentais.

|
1

3 animais por grupo (6 3 animais por grupo (6 < an'm:':f:;;f)mpc’ (6

defeitos)
icro-CT +
Histologia/Histometria . M!cro ,CT X
N 4 Histologia/Histometria
+ Imunoistoquimica X .
+ Imunoistoquimica

Fonte: Autor, 2024

3.3 Meétodos de anédlise
3.3.1 Analises e processamento dos tecidos descalcificados

3.3.1.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)
Para a andlise tridimensional da estrutura do tecido 6sseo, aos 28 dias de pés-

operatorio, 0s animais pertencentes a todos o0s trés grupos tiveram as calotas
removidas do fixador e lavadas por 12 horas em agua corrente a fim de remover
qualquer residuo do fixador. Sequencialmente, foram armazenadas em alcool 70%
para transporte até o local de andlise. Primariamente, foram submetidas a analise por
varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital
computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo microtomografo SkyScan
(SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 8 um
de espessura (90Kv e 111pA), com filtro de cobre e passo de rotagéo de 0,05 mm. As
areas pela projecéo dos raios-X nas amostras foram armazenadas e reconstruidas
determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Verséo 1.6.
6.0).

No software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstruidas para adequacdo do posicionamento padrdo para todas as amostras,
podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em
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seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker
MicroCT Verséo 1.12.4.0), foi definida a area radiografica de interesse (ARI), sendo
representada pela area dos defeitos em calvaria, delimitados medialmente pela sutura
sagital para divisdo dos dois defeitos. O software CTAn analisou e mediu a imagem
de acordo com a escalas de cinza. Apos o ajuste e definicdo dos tons de cinza da area
correspondente ao defeito critico, o threshould utilizado na andlise foi de 41-180 tons
de cinza, o que possibilitard a obtencao do volume de osso presente/formado na area

do defeito.

~

Os parametros analisados foram referentes a quantidade do tecido ésseo
(BV.TV=porcentagem do volume 0¢sseo) e qualidade do tecido ésseo (Th.Th=
espessura do trabeculado ésseo, Th.SP= separacdo das trabéculas 0sseas, Th.N=

namero das trabéculas).

3.3.2 Analise e processamento dos tecidos
descalcificados

Logo apds a Micro- CT, as pecas retornaram para o fixador a fim de completarem
72 horas de fixacdo, e ap0s esse tempo foram submetidas novamente a um banho de
agua correntepor 12 horas e partiram para a descalcificagdo em acido etilenodiamino
tetra-acético 10% EDTA) por 6-8 semanas. ApOs a descalcificacdo, a regido
correspondente a calvaria e estruturas adjacentes foram separadas. Assim, as pecas
seguiram para adesidratacdo numa sequéncia de alcoois (70 a 100%). Apés estas
etapas, realizou a diafanizacdo com xilol e posterior inclusdo em parafina para
obtencéo de corte com 4um de espessura e a confecgao das laminas (Figura 5). As
laminas pares apds a microtomia foram destinadas para a coloracdo em hematoxilina

e eosina (HE).
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Figura 5- Esquema de processamento laboratorial das pecas para montagem de
l[Aminas. Fixacdo com formol a 10%, descalcificacdo com EDTA, desidratacdo em
sequéncia de alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina para montagem de

laminas.

N
| ALcooL

Fonte: Autor, 2024

3.3.2.1 Analise Histométrica

Apoés as laminas, obtidas a partir dos cortes semiseriados em cada periodo de
eutanasia, serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.) as mensuracdes foram
realizadas utilizando um microscopio 6ptico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland)
acoplado a uma camera de captacao de imagem (LeicaR DC 300F microsystems ltd,
Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium Il com um
software analisador de imagens digitalizadas ImageLab 2000 (Software de
Processamento e Andlise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens digitalizadas
foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas e foram

projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15 polegadas).

A captura de imagem da lamina foi realizada com a objetiva de 1.6x e 40x, para
imagens panoramicas do defeito e uma imagem ampliada na por¢éo central do defeito

critico, possibilitando o calculo histométrico da area de osso neoformado, tecido
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conjuntivo e biomaterial remanescente na regido do defeito critico, em todos os

tempos experimentais.

3.3.2.2 Andlise Imunoistoquimica

7 dias (VEGF)
Para este momento foi proposto imunomarcagdo para a proteina VEGF
(Vascular endothelial growth factor) que esta associada ao mecanismo de
angiogénese e osteogénese que ocorrem durante o reparo 0sseo, exercendo,

inclusive, efeito quimiotatico nos osteoblastos (21, 22)

14 dias (VEGF/OC)
Além do VEGF, ja mencionado anteriormente, foi realizada imunomarcagdes
para OC (Osteocalcina), gue € uma proteina associada a mineralizacédo do 0sso e sua

expressao indica maturacdo deste (23, 24).

28 dias (OC)

Aos 28 dias foi avaliada apenas a imunomarcacao para OC.

Para o processamento imunoistoquimico foram utilizados anticorpos primarios
policlonais produzidos em cabras contra OC (Goat anti-OC - Santa Cruz
Biotechnology, SC18319) e VEGF (Goat anti-VEGF - Santa Cruz Biotechnology,
SC1881).

Como anticorpos secundarios, foram utilizados os anticorpos contra IgG de cabra
biotinilado (anti-Goat IgG-HRP, PIERCE). O método de deteccao foi efetuado por
imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA)
utilizada como cromogeno seguido pela contra- coloracdo nuclear com Hematoxilina
de Harri's. Os procedimentos de controle foram feitos pela omissao dos anticorpos
primarios (controle negativo). Sec¢des longitudinais de 5um das pecas anatbmicas
foram colocadas em laminas histologicas e desparafinizadas de acordo com protocolo

padréo.

O padréao de distribuicdo da imunocoloracdao foram analisado qualitativamente
como relatado por Dos Santos Pereira et al. (25) por um Uunico observador,

previamente calibrado, atribuindo-se os scores 0 (sem marcacéo), 1 (fraca/difusa), 2
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(moderada) e 3 (intensa), a fim de avaliar a expressao das proteinas. As laminas foram

codificadas e o examinador desconhecia a procedéncia dos cortes histologicos.

3.4 Anélise dos dados

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos que foram obtidos
através da histometria (AON, TC, BR) e morfometria tridimensional pela
microtomografia(BV/TV, Th.Th, Tb.Sp e Tbh.N), foi abordada a diferenca entre os
grupos experimentais coagulo, BoneCeramic® e Plenum-Oss®. Todos os dados
foram submetidos a curva de normalidade — teste de Shapiro-Wilk com nivel de
significancia de 0,05 para todos os testes. Portanto, diante da homogeneidade ou
heterogeneidade dos dados, um teste paramétrico ou ndo paramétrico foi aplicado.
Foi aplicado o teste de ANOVA dois fatores para biomaterial remanescente, o teste
Kruskal-Wallis para tecido conjuntivo e area de osso neoformado e pés teste Holm-
Sidak para os trés parametros. Para a microtomografia computadorizada foi aplicado
o teste ANOVA um fator e pds teste Tukey. O programa estatistico utilizado foi o
SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histologica

Nas imagens histologicas podemos observar que aos 7 dias o grupo CO
apresentou tecido conjuntivo imaturo e pouco organizado, com pouca
neovascularizacdo. Enquanto o grupo BC mostrou presenca de ampla
quantidade de biomaterial remanescente, com tecido conjuntivo celularizado e
leve neovascularizacdo. O grupo PO apresentou vasta area de biomaterial
remanescente, entretanto exibiu tecido conjuntivo celularizado, com moderada

angiogénese (figura 6).

Aos 14 dias é possivel verificar que o grupo PO apresentou maior
guantidade de osso neoformado, contudo ainda imaturo. Mostrou organizacao
tecidual, com presenca de neovascularizacao e osteoblastos, principalmente na
periferia da area enxertada. O grupo BC apresentou discretas areas de tecido
0sseo neoformado, ainda imaturo e grande quantidade de biomaterial
remanescente. JA o grupo CO nao apresentou neoformacdo Ossea, tecido

conjuntivo ainda desorganizado e imaturo (figura 6).

Aos 28 dias o grupo PO continuou mostrando superioridade na
neoformacédo 6ssea, com trabéculas bem formadas, com a presenca de células
ostedide no tecido maduro. Enquanto o grupo BC apresentou pouca quantidade
de tecido Osseo neoformado, ainda imaturo. O grupo CO seguiu sem
neoformacédo éssea, tecido conjuntivo celularizado, porém ainda imaturo (figura
6).
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Figura 6- Fotomicrografia das calvarias de todos os grupos (CO, BC, PO) nos
periodos de 7, 14 e 28 dias. Coloragcdo em hematoxilina e eosina. A Area de 0Sso
neoformado (seta), biomaterial remanescente (#) e tecido conjuntivo podem ser

observadas nas imagens.
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4.1.1 Area de Tecido Conjuntivo

A presenca de tecido conjuntivo, apresentou-se de diferentes formas para
os grupos PO e BC e permaneceu constante para o grupo CO (figura 7).

Os dados quantitativos demonstraram maior infiltragédo de tecido colageno
para o grupo CO, em comparagdo com 0S demais grupos experimentais
(p<0,05), que se manteve por todos os tempos experimentais. Entre os grupo
PO e BC nao houve diferenca estatistica para este parametro (p>0,05) (figura 6
e7).
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Figura 7- Gréfico representativo da area de tecido conjuntivo, observa-se a grande
guantidade de tecido conjuntivo em todos os tempos para o grupo CO (p<0,05).
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4.1.2 Area de Biomaterial Remanescente

A area remanescente do biomaterial demonstrou que para ambos 0s grupo,

houve pequeno aumento das propor¢cdes do biomaterial nos diferentes tempos

experimentais, demonstrando baixa taxa de degradacdo dos materiais,

nao

apresentando diferenca estatistica significante entre os grupos PO e BC nos tempos

analisados (p>0,05) (figura 6 e 8).
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Figura 8- Grafico representativo da area de biomaterial remanescente indicando a
presenca dos biomateriais inerte na intimidade dos tecidos, em todos os tempos
experimentais.
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4.1.3 Area de Neoformac&o Ossea

A avaliacdo quantitativa do tecido 6sseo demostrou que nas amostras de 7 dias,
para todos 0s grupo experimentais, ndo apresentou neoformacao 6ssea. Contudo, aos
14 dias, ja existem regides de neoformacdo 6ssea entremeada ao biomaterial nos
grupos PO e BC. Além disso, nota-se maior formacéo e maturacdo 0ssea para o grupo
PO, com relagc&o as amostras de 14 e 28 dias, que apresentou resultado superior aos

demais grupos (p<0,001) (figura 6 e 9).
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Figura 9- Representacdo gréafica dos resultados de é&rea de tecido 6Osseo
neoformado. Evidenciou-se reparo ésseo superior para o grupo PO, nos periodos
de 14 e 28 dias (p<0,001).
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4.2 Analise Imunoistoquimica

Por meio da analise imunoistoquimica foram avaliadas as proteinas VEGF e
Osteocalcina (OC), com a finalidade de avaliar o comportamento dos grupos

experimentais, nos diferentes tempos, com relacéo as fases do reparo 0sseo.

7

Na imagem representativa & possivel observar a expressdo do fator de
transcricdo VEGF, que participa do processo de neovascularizagao. A presenca deste
fator de transcri¢cdo esta associada ao mecanismo de angiogénese que ocorre durante
0 reparo 0sseo, exercendo, inclusive, efeito quimiotatico nos osteoblastos. Aos 7 dias
foi observada marcacéo positiva para todos os grupos, apresentando score 1 para o
grupo BC e CO e score 2 para o grupo PO. J4 aos 14 dias apresentou score 1 para

todos os grupos (Figura 10).



Figura 10- Imagens representativas das marcac¢fes pela imunoistoquimica da
proteina VEGF, demonstrando o padrdo de marcacdo para 0S grupos
experimentais, em 7 e 14 dias.
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A OC, uma proteina ndo colagena que é classificada como marcadora da
mineralizacdo 6ssea, sua presenca sinaliza osteoblastos desenvolvidos e em
atividade de mineralizacdo sobre a matriz colagena. Aos 14 dias o grupo CO nao
apresentou marcacdo para esta proteina, mostrando o atraso que esse grupo
apresenta no reparo 6sseo. Nos grupo BC e PO, observou-se moderada marcacao,
score 2 para osteocalcina nas células de linhagens osteoblasticas, presentes no sitio

reparacional. J4 aos 28 dias apresentou score 1 para todos os grupos (Figura 11).



Figura 11- Imagens representativas das marcac¢fes pela imunoistoquimica da
proteina OC, demonstrando o padrdo de marcagao para 0S grupos experimentais,
em 14 e 28 dias.
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4.3 Microtomografia computadorizada (Micro-CT)

Na analise microtomogréafica dos grupos experimentais, no parametro BV.TV foi
possivel observar maior porcentagem de volume ésseo no grupo PO em relacdo aos
grupos BC e CO (p<0,05), seguido do grupo BC, porém sem diferenca estatistica
significativa entre o grupo CO. No parametro Tb.Th evidenciou uma maior espessura
de trabéculas no grupo CO, apresentando diferenca estatistica significativa apenas

com o grupo PO (p<0,05), seguido do grupo BC em relacao ao grupo PO (p<0,05).

Avaliando o numero de trabéculas (Tb.N), o grupo PO obteve um maior resultado
em relagdo aos demais grupo (p<0,05), seguido do grupo BC, contudo sem diferenca
estatistica significativa com o grupo CO. Por fim, em Tbh.Sp foi possivel observar maior
separacao das trabéculas no grupo CO seguido do grupo BC em relacéo ao grupo PO
(p<0,05) (Figura 12)
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Figura 12- Gréficos microtomogréficos de caracterizagdo 6ssea aos 28 dias, dos
grupos CO, BC e PO onde foram avaliados os parametros BV.TV, Tb.Th, Tb.N e
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5 DISCUSSAO

Com a finalidade de encontrar tratamento para perda do tecido ésseo na clinica
odontoldgica, inimeras pesquisas vem sendo realizadas com o intuito de desenvolver
biomateriais para resolucdo dessa situacao clinica tdo desafiadora. Nesse sentido, o
principal objetivo dos estudos na area concentra-se na criacdo de biomateriais
capazes de assemelhar as propriedades do o0sso autdgeno. As hidroxiapatitas
sintéticas associadas com [-Tri-calcio fosfato, sdo amplamente utilizados para esse
fim (26, 27).

Esta pesquisa visou avaliar o resultado do Plenum® Oss hp em um trabalho pré-
clinico, de modo que sua avaliacdo possa ser realizada em organismo vivo, uma vez
que hé escassez de estudos que fornecam compreensao da resposta bioldgica frente
a este biomaterial.

O Plenum® Oss hp (70HA: 30B-TCP) foi comparado a um biomaterial também
bioceramico, de controle positivo, Straumann® BoneCeramic™ (60HA: 40B3-TCP),
contudo com proporgdes diferentes, dessa forma avaliando a atuacéo de diferentes
formulacbes no reparo de defeitos criticos (28, 29, 30). Os biomateriais foram
utilizados para o preenchimento de defeitos criticos em calvaria de ratos de 5 mm de
diametro.

Foi observado maior expressao de fator de crescimento endotelial (VEGF) no
grupo PO aos 7 dias. A expressdao de VEGF é de suma importancia para o
desenvolvimento e manutencdo homeostatica do 0sso, visto que esse fator é
originario de osteoblastos e seu mecanismo consiste na atuacao direta na regulacéo
entre a interacao de angiogénese e osteogénese (31). Sugerindo que o grupo PO se
encontrava sempre em um estagio a frente no processo de reparo 0sseo, 0 que
corrobora com a avaliagdo histométrica em que, aos 14 e 28 dias se vé maior area de
neoformacédo 0ssea para o grupo PO.

A analise imunoistoquimica realizada ap0s 7 dias é imprescindivel quando se
quer avaliar a fase inicial de reparo do defeito, visto que nesse momento ha
abundancia de células que serdo percursoras da sintese de proteinas que cooperarao
nas respostas reparatorias. Dessa forma, consegue-se analisar a resposta das células
frente aos estimulos promovidos pelos biomateriais (32).

A osteocalcina (OC), uma proteina ndo colagena, é um indicador de

mineralizacdo 6ssea, apontando a presenca e atividade dos osteoblastos na
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mineralizacdo da matriz colagena (23, 24). Ao analisar a expressao dessa proteina
aosl4 dias, observou-se que houve a auséncia de marcagao para o grupo CO,
indicando um atraso no processo de reparo 0sseo. Enquanto nos grupos BC e PO,
houve uma marcacao moderada para OC nas células osteoblaticas, evidenciando sua
presenca ativa no local do reparo. Apesar de exibirem a mesma marcacéo, 0 grupo
PO, na analise histométrica apresentou estadgio de mineralizacdo 6ssea mais
avancada em relag&o ao BC aos 14 e 28 dias.

Ao comparar o tecido 6sseo formado nos grupos CO, BC e PO, na anélise de
microtomografia computadorizada, o dado quantitativo sugeriu para PO (25,25%), BC
(10,95%) e CO (4,91%), ou seja, apresentou um volume de tecido sseo superior no
grupo teste, assim como o parametro qualitativo do nimero de trabéculas. Porém, ao
avaliarmos o parametro da separacao entre trabéculas e espessura das trabéculas,
foi superior no grupo CO e BC, apresentando apenas diferenca estatistica significativa
com o grupo PO. O grupo teste nos mostrou volume e quantidade maior de tecido
0sseo formado, com trabéculas mais finas e proximas entre si. Esses resultados
corroboram com as imagens histologicas, em que se vé maior area de 0SSO
neoformado no grupo PO.

Um aspecto critico para analise refere-se a persisténcia do biomaterial apds a
implantacdo no defeito critico. Os substitutos aloplasticos devem possuir com um
controle de reabsorcao, semelhante ao apresentado em bioceramicas bifasicas. Deve-
se alcancar um equilibrio entre a rapida reabsor¢céo do B-TCP com a menor taxa de
HA, evitando a completa reabsorcdo do biomaterial antes da formacédo Ossea e
prevenindo sua permanéncia prolongada, o que poderia atrapalhar a substituicao pelo
0sso neoformado (33).

Os achados histoldgicos exibiram quantidade maior de biomaterial
remanescente aos 14 e 28 dias no grupo PO. Nevins et al., em 2013 (34), ao
analisarem as varias proporcdes de bioceamicas bifasicas no reparo de defeitos
0sseos em modelo animal, constatou-se que 0s grupos com quantidades mais
elevadas de HA exibiam uma expressao maior de biomaterial remanescente. Esses
resultados indicam que, devido a variagdo no tamanho dos poros e na proporgéo de
HA, o grupo PO exige um tempo mais prolongado para reabsor¢éo. Isso resulta em
uma particula de biomaterial remanescente com espessura maior em comparacao ao
BC (33).



40

E fundamental destacar que, nos grupos que foi enxertado os biomateriais (PO
e BC), nado foi observada a presenca de um infiltrado inflamatério significativo, com
auséncia de citotoxicidade, o que nos indica uma caracteristica importante na
regeneracao tecidual, a biocompatibilidade. Isso ressalta a relevancia do resultado
atingido por esses biomateriais ao longo dos periodos experimentais, bem como seus
potenciais aplicag6es biomédicas futuras. Em 2015, Shin e colaboradores verificaram
a eficacia dos enxertos aloplasticos na estabilizacao de defeitos peri-implantares, que
nos mostrou maior travamento dos implantes (34).

Em breve, os substitutos 6sseos sintéticos poderao se tornar referéncia no ramo
da regeneracao 0ssea guiada, substituindo o 0sso autdlogo e xendégeno. Em razdo do
seu potencial osteocondutor e osteoindutor, além de apresentarem uma notavel taxa
de reabsorcédo e formacédo de 0sso novo, sdo seguros, livres de infeccdes, de facil
manipulacdo e ainda podem ser usados com fatores de crescimento e/ou transplante
celular (35).

Desta forma, com base nesses resultados, foi evidenciado que a recente
bioceramica lancada Plenum® Oss hp, testada no modelo de calvario de ratos,
demonstrou uma seguranca cirirgica e consistente, revelando-se eficaz no estimulo
do reparo 6sseo. Essa descoberta sugere sua aplicacdo potencial como substituto
0sseo sintético na pratica clinica. Contudo, a escassez de artigos que abordem a
avaliacao do perfil fisico-quimico e estrutural do Plenum® Oss hp na literatura dificulta
a analise dos resultados deste estudo, estimulando a necessidade de novas
pesquisas para uma investigacdo mais aprofundada dessas caracteristicas. Isso é
essencial para compreender 0s motivos subjacentes a superioridade deste

biomaterial.
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6 CONCLUSAO

O Plenum® Oss hp apresentou capacidade osteocondutora superior ao controle
positivo (Straumann BoneCeramic™), mostrando-se uma alternativa eficaz como
substituto 6sseo sintético na pratica odontolégica. No entanto, principalmente para
reconstrucdes de defeitos criticos ainda é importante avaliar novas propor¢cdes entre
o uso de B-TCP e HA e sua estrutura, para potencializar a substituicdo do biomaterial

por 0Sso.
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