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FRANCA, O.M.A. Avaliacdo histomorfométrica da osteoconducdo de dois
substitutos 0sseos bifasicos de HA/BR- TCP em defeitos criticos de calota
craniana de ratos. 2022. 56 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.
RESUMO

A reabsorgcdo Ossea pode dificultar ou interferir no planejamento de reabilitacdes
implantossuportadas, sendo necessarios em alguns casos 0 uso de técnicas de
enxertias para restabelecer o contorno alveolar e volume 6sseo adequado. O objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial osteocondutor de dois biomateriais ceramicos a
base de hidroxiapatita e beta-tricalcico fosfato, em defeitos criticos em calvéarias de
ratos. Para tal, foi realizado um defeito de 7mm na calvaria de 48 ratos machos Wistar.
Os animais foram divididos em quatro grupos, GC — preenchido por coagulo, GM —
recoberto por Techgraft, Baumer®, GGP — preenchido com GenPhos XP, Baumer® e
recoberto por Techgraft, Baumer® e GBC - preenchido com BoneCeramic,
Straumann® e recoberto por Techgraft, Baumer®. A eutanasia foi realizada aos 30 e
60 dias poés-operatdrios para coleta das calvarias, seguido do processamento
laboratorial para cortes histoldgicos corados em hematoxilina e eosina (HE), para
andlise histolégica qualitativa e quantitativa (area de osso neoformada, area de
biomaterial e tecido conjuntivo) com software ImageJ®. Os dados foram analisados no
software Sigma Plot 12.0, por meio de 2-way ANOVA, considerando p<0,05. Aos 30
dias GBC apresentava biomaterial envolto por tecido conjuntivo frouxo com formacao
0ssea na regido profunda do defeito, enquanto GGP apresentava neoformacao 6ssea
ao redor das particulas além de GBC apresentar 34,91% de AON, seguido pelo GGP
(29,36%), contudo sem diferenca estatistica (p=0,450). Aos 60 dias, GBC apresentava
particulas entremeadas por tecido conjuntivo denso, enquanto GGP apresentava
neoformacdo Ossea entre particulas do biomaterial, destacando ainda que, GGP
apresentou 57,56% de AON quando comparado a GBC (37,95%) (p<0,001). Conclui-
se gque ambos biomateriais apresentaram propriedades osteocondutoras, contudo o
biomaterial GenPhos XP, Baumer® apresentou maior area 6ssea neoformada quando

comparado ao BoneCeramic, Straumann®.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Regeneracdo 6ssea. Substitutos 6sseos.

Engenharia tecidual.






FRANCA, O.M.A. Histomorphometric evaluation of osteoconduction of two HA/R3-
TCP biphasic bone substitutes in critical rat skullcap defects. 2022. 56 f. Trabalho
de Conclusédo de Curso (Graduacdo) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

Bone resorption is an irreversible process and can interfere with implant-supported
rehabilitation planning. Bone grafts can help to restore the alveolar contour and
adequate bone volume previously dental implant placement. Thus, tissue engineering
has been working to find a biomaterial capable of resembling the properties of
autogenous bone. The study aimed to evaluate the osteoconductive potential of two
biphasic ceramic biomaterials based on hydroxyapatite (HA) and beta-tricalcium
phosphate (B-TCP), in critical size defects on rat calvaria. For this, a 7mm diameter
defect was performed in the calvaria of 48 male Wistar rats. The animals were
randomly divided into four groups according to the treatment used in the defect: GC —
filled with clot, GM — covered with Techgraft, Baumer®, GGP — filled with biomaterial
GenPhos XP, Baumer® and covered with Techgraft, Baumer ® and GBC — filled with
BoneCeramic, Straumann® biomaterial and covered by Techgraft, Baumer®. After, 30
and 60 days after surgery, samples were collected to histomorfometric analysis The
values obtained will be tabulated and submitted to statistical analysis in Sigma Plot
12.0 software (Exakt Graph and Data Analysis) considering p<0.05. GBC group
presented biomaterial surrounded by loose connective tissue at 30 days with bone
formation in the deep region of the defect, while GGP demonstrated new bone around
the particles, also GBC presented 34.91% of %NBA, followed by GGP (29.36%)
(p=0.450). At 60 days, GBC presented particles interspersed with dense connective
tissue, while GGP presented bone neoformation between particles of the biomaterial,
and also GGP group presented a better value for %NBA (57.56%) when compared to
GBC (37.95%) (p<0.001). It is concluded that both biomaterials presented
osteoconductive properties, however the biomaterial GenPhos XP, Baumer®
presented a greater neoformed bone area when compared to BoneCeramic,

Straumann®.

Keywords: Biocompatible Materials. Bone Regeneration. Bone Substitutes. Tissue

Engineering.
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1 INTRODUCAO

A perda de um ou mais dentes naturais muitas vezes resulta em deficiéncias nas
atividades essenciais da vida diaria como a fala e mastigagdo. A auséncia dentaria
impossibilita a distribuicdo de estimulos mastigatorios através do ligamento
periodontal,* que podem alterar a fisiologia da estabilidade do tecido ésseo, levando
a um processo de reabsorcdo 6ssea maior que resulta na reducdo do volume e

densidade 6ssea, afetando indiretamente no tecido mole.?

Apos extracdes dentarias, o processo de remodelacdo Ossea pode gerar
diminuicdo da altura e largura da crista residual, resultado em rebordos atroficos e
inadequados para reabilitagdo implantessuportada.®* Desse modo, cirurgias para
reconstrucdo da altura e/ou espessura 0ssea, podem ser necessarias para melhor

otimizar e viabilizar a reabilitacdo do paciente.®

Os substitutos ésseos sao considerados quaisquer biomateriais de origem
humana, animal, vegetal ou sintética, destinados a serem implantados em seres
humanos com a perspectiva de reconstru¢do de um padrdo tecidual especifico.®
Portanto, existem algumas caracteristicas que 0s enxertos ndo devem apresentar,
como a formacéo de trombos, resposta imune adversa, toxicidade, ser carcinogénico
e produzir resposta inflamatéria aguda ou cronica.” Estes enxertos podem ser
classificados como autégenos, homdégenos, heterégenos ou aloplasticos,® sendo que
0 autégeno é consagrado como padréo ouro na literatura, devido a alta previsibilidade
de sucesso®!% e as suas propriedades bioldgicas osteogénicas, osteoindutoras e
osteocondutoras,!! além de ndo promover reacdes imunoldgicas,’> assim a
engenharia de tecido vem trabalhando para encontrar um biomaterial capaz de se

assemelhar as propriedades do 0sso autogeno.

Os substitutos 6sseos podem ser de origem natural ou sintética.'® Os de origem
sintéticas vem sendo estudados atualmente, devido a sua disponibilidade e pela
vantagem de néo realizar um segundo sitio cirdrgico (doador) no paciente, melhorando
0 poés-operatério.”'* Os biomateriais a base de fosfato de calcio (CaP), séo
amplamente utilizados para regeneracdo 6ssea,'® devido as suas propriedades
bioativas e sua similaridade quimica com a fase mineral do 0sso. Assim, pesquisas
com CaP estdo sendo direcionadas para investigar a hidroxiapatita (HA) e o beta

fosfato tricalcico (B-TCP) na forma de fosfato de célcio bifasico (BCP).16



20

As ceramicas BCP constituidas por uma mistura de HA e B-TCP apresentam
bioatividade e osteocondutividade favoraveis,'”*® devido suas propriedades
bioldgicas estarem relacionadas a propor¢ao de HA/B-TCP existente e a granulometria
do material empregado.'® Sendo assim, acredita-se que a modificacdo da relagdo
HA/B-TCP pode influenciar no padréo de reabsorcéo osteclastica,?® permitindo melhor
controle da biodegradacéo e estabilidade do material, promovendo a formacéo 6ssea

devido sua propriedade osteocondutora.®

O uso de membranas sobre o alvéolo pds-exoddntico, auxilia no processo de
reparo, uma vez que isola as células labeis de penetrar no defeito e se multiplicarem
no local do tecido 6sseo, além de auxiliar a conter o biomaterial no local e, atualmente,
podem ser classificadas como absorviveis e ndo-absorviveis??® e sdo empregadas
como barreira em defeitos 6sseos ou associadas a enxertos 0sseos, influenciando
diretamente na manutenc&o do volume enxertado, recebendo o nome de regeneragao
6ssea guiada (ROG).%%-28 Portanto, as membranas absorviveis, podem ser fabricadas
a partir de colageno porcino ou bovino, ou de um biomaterial com propriedades de
osteopromocédo.?> E quando comparadas com as membranas ndo-absorviveis
apresentaram maior proliferacdo celular.???® Trabalhos prévio publicados,?°3°
demostraram que as membranas de pericardio bovino sdo biocompativeis e

bioabsorviveis.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial osteocondutor de duas
ceramicas bifasicas de hidroxiapatita e B-tricalcio fosfato com duas configuracdes
diferentes (Straumann® BoneCeramic, Basiléia, Suica e GenPhos XP, Baumer SA,

Mogi Mirim, S&o Paulo, Brasil,) em defeitos criticos em calvaria de ratos.



Hateriacs e M etados
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3 MATERIAIS E METODOS

Esse estudo experimental foi realizado de acordo com os principios éticos para
experimentacdo animal e aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Odontologia
de Aracatuba (FOA - UNESP), sob processo numero FOA-01245-2012 (Apéndice A).

O tamanho da amostra foi calculado com base em publicacéo prévia, portando,

foram utilizados 6 ratos (n=6) por periodo totalizando 48 animais.33?

3.1 Desenho Experimental

Para realizacdo desse projeto, foram utilizados 48 (quarenta e oito) ratos Wistar
(Rattus Norvegicus Albinus), machos, adultos e com peso variando entre 450-500
gramas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP e acomodados no biotério do Departamento de
Diagnéstico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, com
controle da temperatura e luz do ambiente, alimentados com racdo solida e agua

adlibitum, durante todo o experimento.

Todos os animais foram submetidos a um defeito critico de 7mm na regido da
calvaria por meio de uma osteotomia, e em seguida foram distribuidos em quatro

grupos de acordo com o tratamento proposto:
e Grupo Coéagulo (GC): defeito critico preenchido por coagulo sanguineo;

e Grupo Coagulo + Membrana (GM): defeito critico preenchido por coagulo
sanguineo e recoberto com uma membrana de pericardio bovino (Techgraft,

Baumer SA, Mogi Mirim, S&o Paulo, Brasil);

e Grupo Hidroxiapatita e B-tricalcio fosfato particulado + Membrana (GBC):
defeito critico preenchido pelo biomaterial B-tricalcio fosfato em granulos HA/B-
TCP (60%/40%) (Straumann® BoneCeramic, Basiléia, Suica) e recoberto com
uma membrana de pericardio bovino (Techgraft, Baumer SA, Mogi Mirim, Séo

Paulo, Brasil);
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e Grupo Hidroxiapatita e B-tricalcio fosfato particulado + Membrana (GGP):

defeito critico preenchido por cimento de B-tricalcio-fosfato em granulos HA/B-
TCP (70%/30%) (GenPhos XP, Baumer SA, Mogi Mirim, Sado Paulo, Brasil,) e

recoberto com uma membrana de pericardio bovino (Techgraft, Baumer SA,

Mogi Mirim, S&o Paulo, Brasil).

Figura 1 - Fluxograma de distribuicdo dos animais em grupos, de acordo com tempos

de andlises

Grupo Coagulo (GC):
Coagulo sanguineo

Grupo Coagulo +
Membrana (GM):
Coagulo sanguineo +
Techgraft
Amostra
n= 48 animais

Grupo HA/B-TCP +

Membrana (GBC):
Straumann®
+ Techgraft

Grupo HA/B-TCP +
Membrana (GGP):
GenPhos XP
+ Techgraft

Fonte: Autoria propria, 2022

3.2 Procedimento Cirurgico

- 30 dias (n=6)

30 dias (n=6)

30 dias (n=6)

Todos os animais foram mantidos em jejum por 8 horas. A inducdo da anestesia

geral foi realizada sob sedacédo por meio da administracéo intramuscular de 10 mg/kg
de Cloridrato de Ketamina 1% (Vetaset® - Fort Dodge, Saude Animal LTDA,

Campinas, Séo Paulo, Brazil Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brazil) e 5mg/kg de

Cloridrato de Xilazina 2% (Dopaser® - Laboratorio Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo,

Brazil). Foi realizada a tricotomia na regido fronto-parietal do animal seguido da
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antissepsia com solucdo de Polivinil Pirrolidona lodo Topico (PVP-I 1%, Riodeine
Topico, Rioquimica, Sao José do Rio Preto). No intuito de complementacéo
anestésica e hemostasia do campo operatério foi empregada a anestesia local de
Cloridrato de Mepivacaina 2% com Epinefrina 1:100.000 (MEPIADRE® - DFL

Industria e Comércio S.A., Jacarepagua RJ, Brasil).

3.3 Acesso Cirurgico

O acesso cirurgico foi realizado por meio de uma inciséo linear de 2cm com uma
lamina de bisturi 15C (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japan) montada em um cabo
namero 3 (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA), seguido por descolamento muco-periosteal

do retalho e exposi¢cédo do 0sso parietal.

Figura 2 — Acesso cirurgico. (A) Incisdo linear, descolamento e exposi¢cdo da regido
central do osso parietal. B) Exposi¢cdo do osso parietal

B ik

Fonte: Autoria prépria, 2022

3.4 Osteotomia

Com uma broca trefina de 7mm de diametro interno (Neodent®, Curitiba, Parana,
Brasil), montada em um contra-angulo de reducéo de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinvile,
Brasil) conectado a uma peca de mao (BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Séao Paulo,
Brasil) com velocidade de 1500rpm foi realizada a osteotomia bicortical da regiao
central do osso parietal. A calota craniana foi removida cuidadosamente para
preservar a integridade da dura-mater.®334 E em seguida o defeito critico foi

preenchido de acordo com os quatros grupos de tratamentos propostos.
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Figura 3 — Calota craniana removida ap6s uso de borca trefina de 7mm interno

Fonte: Autoria propria, 2022
Figura 4 — Grupos experimentais (A) defeito ésseo preenchido por coagulo (B)

defeito 6sseo recoberto com Techgraft (C) defeito ésseo preenchido com
BoneCeramic (D) membrana Techgraft recobrindo o defeito ésseo preenchido
com BoneCeramic (E) defeito 6sseo preenchido com GenPhos XP (F)

membrana Techgraft recobrindo o defeito 6sseo preenchido com GenPhos XP

Fonte: Autoria propria, 2022
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3.5 Sutura

O retalho muco-periostal foi reposicionado por meio da sutura com pontos
simples empregando o fio de nylon 5-0 (ETHILON®, Ethicon, Johnson, S&o José dos
Campos, Brasil). Na sequéncia foi realizada novamente a antissepsia com solugao de
Polivinil Pirrolidona lodo Toépico (PVP-I 1%, Riodeine Topico, Rioquimica, Sao José
do Rio Preto).

3.6 Cuidados Pé6s-Operatorios

No pos-operatorio imediato, todos 0s animais receberam via intramuscular
0,1mL/kg de Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal Ltd., Sdo Paulo, Brasil) e 1mg/kg
de Dipirona Sdédica (Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltd., Sdo Paulo,
Brasil).

3.7 Eutanasia e Coleta do material

Aos 30 e 60 dias pos-operatorios, os animais foram submetidos a eutanasia com
dose excessiva anestésica de 150mg/kg de Tiopental Sodico (Cristalia Ltda., Itapira,
SP, Brasil). Em seguida as calvarias foram cuidadosamente coletadas, os espécimes
foram fixados em formol neutro tamponado a 10% (Reagentes Analiticos®, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltd., Catanduva, SP, Brazil) e descalcificados com EDTA 20%
(Ethylene Diamine Tetrameric Acid, Merck, Kenilworth, NJ, USA), dissolvido em agua
Milli-Q em temperatura ambiente, com trocas semanais e por um periodo de 09
semanas. Posteriormente, as pecas foram desidratadas usando uma sequéncia
crescente de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%), trocando a solu¢do a cada uma hora.
Na sequéncia, foram diafanizadas com Xylol e embebidos com parafina para obtengéo
de cortes de 5um para coloragcdo com hematoxilina e eosina (HE, Merck & Co., Inc.,
Kenilworth, NJ, USA).
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3.8 Formas de Analise

3.8.1 Analise Histologica e Histomorfométrica

Um anico investigador (cego em relacdo a alocacdo dos grupos) realizou a
analise histologica qualitativa descritiva e histomorfométrica em todas as amostras. A
avaliacdo histomorfométrica foi realizada empregando-se o programa ImageJ® (U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), versdo 3.1. A area de 0SSO
neoformada (AON) foi expressa em micrometros e convertida para porcentagem,
através da relacéo, taxa de AON / area total x 100, assim como a area de biomaterial
e tecido conjuntivo. Cinco cortes de cada amostra foram preparados, no sentido
paralelo a sutura sagital e posteriormente corado com hematoxilina e eosina (HE). Os
cortes foram capturados por meio de um microscopio 6tico (Leica DMLB, Heerbrugg,
Switzerland) acoplado a uma camera para captacdo das imagens (Leica DC 300F
Microsystems Ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um computador Intel core
i5 (Dell Computadores do Brasil Ltda, Hortolandia, SP, Brazil). Os cortes foram
fotografados com aumentos de 4x e 40x. As imagens foram salvas em formato JPEG
e analisas através da ferramenta “hands free” do software Image J® (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), e entdo, a area de osso neoformada foi
selecionada dentro da area de defeito e separada da area de tecido conjuntivo,

biomaterial ou vaso sanguineo.

3.8.2 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software Sigma Plot 12.0 (Exakt Graph and
Data Analysis). Primeiramente, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificagao
da homogeneidade de distribuicdo, seguido pela analise de 2-way ANOVA, seguido
do teste de Tukey para multiplas comparacgdes, considerando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise qualitativa aos 30 dias

Aos 30 dias, no grupo GC, o defeito 6sseo estava preenchido em todos os
espécimes por tecido conjuntivo frouxo na regido mais superficial e proximas as
bordas 6sseas do defeito 6sseo (Figura 4B e 4D) e predominancia de tecido conjuntivo
denso na regidao mais profunda (Figura 4D) e no centro da cavidade (Figura 4C).

Observa-se neoformacéo 0ssea discreta junto as bordas do defeito ésseo (Figura 4B).

Figura 5 — Grupo Controle (GC) — 30 dias — 4A: visao panoramica do defeito
0sseo (entre*) com preenchimento por tecido conjuntivo (TC); 4B e 4D:presenca
de tecido conjuntivo frouxo (CF) proximo as bordas do defeito 6sseo, tecido
conjuntivo denso (CD) na regido mais profunda e discreta neoformagdo 6ssea
nas bordas do defeito; 4C: tecido conjuntivo denso na regido central do defeito
0sseo (CD). (coloracdo HE)

Fonte: Autoria propria, 2022

O grupo GM apresentou tecido conjuntivo mais espesso em toda a extensao do
defeito 6sseo (entre*) (Figura 5A) em comparacao ao grupo GC. Observa-se tecido
conjuntivo denso na regido superficial do centro do defeito ésseo (Figura 5C) além de
remanescentes da membrana (Figura 5C) envolvidos ora por tecido conjuntivo denso,
ora por tecido 6sseo neoformado. Nota-se neoformacéo 6ssea das bordas do defeito
0sseo em diregé@o ao centro preenchendo-o parcialmente (Figuras 5B e 5D).
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Figura 6 — Grupo Membrana (GM) — 30 dias — 5A: visdo panoramica do defeito
0sseo (entre*) com preenchimento por tecido conjuntivo (TC) mais espesso; 5B:
discreta neoformacéao 6ssea junto a borda do defeito 6sseo (NO) no lado direito
do defeito 6sseo e mais intensa do lado esquerdo e tecido conjuntivo denso
(CD); 5C: remanescentes da membrana envolvidos por tecido 0&sseo
neoformado (NO) ou por tecido conjuntivo denso (CD); 5D: grande quantidade
de tecido 6sseo neoformado a partir da borda do defeito 6sseo em direcdo ao
centro. (colorag&o HE)

Fonte: Autoria prépria, 2022

No grupo GBC, nota-se presenca do biomaterial envolvido por tecido conjuntivo
(Figura 6A) na regido superficial do defeito 6sseo, no entanto, na regido mais
profunda, observa-se tecido 6sseo neoformado (Figura 6A). Nos aumentos maiores
(Figuras 6B, 6C e 6D), observam-se na regidao superficial particulas do biomaterial
BoneCeramic envolvidas por tecido conjuntivo frouxo além de infiltrado inflamatorio
nas suas adjacéncias. As particulas do biomaterial localizadas nas regides mais
profundas estdo parcial ou totalmente envolvidas por tecido 6sseo neoformado que

oblitera parcialmente o defeito 6ésseo (Figura 6A).
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Figura 7 — Grupo BoneCeramic (GBC) — 30 dias — 6A: visdo panoramica do
defeito 6sseo (entre*) com presenca de grande quantidade de particulas do
biomaterial BoneCeramic (BC) envolvidas por tecido conjuntivo na regiao
superficial e por tecido 6sseo neoformado (NO) na regido mais profunda do
defeito 60sseo; 6A, 6B e 6C: particulas do biomaterial envolvidas por tecido
conjuntivo frouxo (CF) e presenca de infiltrado inflamatario (I). (coloragéo HE)

Fonte: Autoria prépria, 2022

No grupo GGP, nota-se presenca do biomaterial envolvido por tecido conjuntivo
(Figura 7A) na regido superficial do defeito 6sseo. Nos aumentos maiores (Figuras 7B,
7C e 7D), observam-se na regido superficial particulas do biomaterial GenPhos XP
envolvidas por tecido conjuntivo frouxo na regido mais profunda e por tecido conjuntivo
denso na regido mais superficial. Em alguns espécimes, observa-se neoformacao

0ssea junto as particulas do biomaterial na regido central do defeito 6sseo (figura 7C).

Figura 8 — Grupo GenPhos XP (GGP) — 30 dias — 7A: visdo panoramica do defeito
0sseo (entre*) com presenca de grande quantidade de particulas do biomaterial
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GenPhos XP (GP) envolvidas por tecido conjuntivo naregido superficial; 7A, 7B
e 7C: particulas do biomaterial envolvidas por tecido conjuntivo frouxo (CF) e
por tecido 6sseo neoformado (NO). (coloracédo HE)

Fonte: Autoria propria, 2022

4.2 Analise qualitativa aos 60 dias

Aos 60 dias, o grupo GC apresenta preenchimento parcial do defeito 6sseo com
tecido 6sseo neoformado na regido central e tecido conjuntivo (Figura 8A) e discreta
neoformacéo 6ssea nas bordas do defeito 6sseo. Na figura 8B e 8D observa-se o

tecido conjuntivo denso preenchendo o defeito e na figura 8C, o tecido ésseo
neoformado.

Figura 9 — Grupo Controle (GC) — 60 dias — 8A: visdo panoramica do defeito
0sseo (entre*) com preenchimento por tecido conjuntivo (TC) e tecido 6sseo
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neoformado (NO); 8B e 8D:presenca de tecido conjuntivo denso (CD) préximo
as bordas do defeito 6sseo; 8C: tecido 6sseo neoformado (NO). (coloracdo HE)

Fonte: Autoria propria, 2022

O grupo GM apresenta neoformacao 6ssea em toda a extenséo do defeito 6sseo
obliterando-o na maioria dos espécimes. Nao foi observado remanescente da
membrana (Figura 9).

Figura 10 - Grupo Membrana (GM) — 60 dias — 9A: visdo panoramica do defeito
0sseo (entre*) com neoformacdo éssea total (NO); 9B, 9C e 9D: neoformacgéo
0ssea (NO) obliterando praticamente todo o defeito 6sseo (coloragdo HE)

Fonte: Autoria propria, 2022
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Na figura 10 (A, B, C e D) do grupo GBC observam-se as particulas do
biomaterial entremeado por tecido conjuntivo predominantemente do tipo denso, com
neoformacdo 6ssea ao redor das particulas do BoneCeramic principalmente mais
préximo as bordas do defeito 6sseo e com menor quantidade na regido central (Figura
10A). N&o foi observada a persisténcia da reagéo inflamatoria vista no tempo anterior
de 30 dias.

Figura 11 - Grupo BoneCeramic (GBC) — 60 dias — 10A: visdo panoramica do
defeito 6sseo (entre*) com presenca de grande quantidade de particulas do
biomaterial BoneCeramic (BC) envolvidas por tecido conjuntivo na regido
superficial e por tecido 6sseo neoformado (NO) na regido mais profunda do
defeito 6sseo; 10A, 10B e 10C: particulas do biomaterial envolvidas por tecido
conjuntivo denso (CD). (coloragao HE)

Fonte: Autoria prépria, 2022

O grupo GGP também apresenta as particulas do biomaterial entremeado por
tecido conjuntivo denso em menor quantidade em comparacao ao grupo GBC (Figura
11A). Nas figuras 11A, 11B e 11C, nota-se neoformacdo Ossea envolvendo as
particulas do GenPhos XP tanto proximo as bordas do defeito 6sseo como na regido
central como também tecido conjuntivo denso. Observa-se também tecido 6sseo junto

as porosidades do biomaterial (Figuras 11C e 11D).
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Figura 12 — Grupo GenPhos XP (GGP) — 60 dias — 11A: visdo panoramica do
defeito 6sseo (entre*) com presenca de grande quantidade de particulas do
biomaterial GenPhos XP (GP) envolvidas por tecido conjuntivo ou por tecido
0sseo proxima as bordas do defeito 6sseo e na regido central; 11A, 11B e 11C:
particulas do biomaterial envolvidas por tecido 6sseo neoformado (NO) ou por
tecido conjuntivo denso (CD). (coloragao HE)

Fonte: Autoria prépria, 2022

4.3 Anélise quantitativa

4.3.1 Area 6ssea neoformada (AON)

Os dados (Tabela 1) demostratam que GC apresentou a menor quantidade de
formacdo Ossea (AON), 13,28% (aos 30 dias) e 19,57% (aos 60 dias) quando
comparado aos outros grupos (p < 0,001). Aos 30 dias, GM apresentou-se com
29,54% de AON e melhor que GC (p = 0,01), contudo, sem diferenca estatistica
guando comparada aos grupos GBC e GGP (p = 0,352 e p = 0,964, respectivamente).
Também houve diferenca estatistica aos 60 dias quando comparado GM (56,39%) e
GC (p < 0,001) e GBC (p < 0,001), contudo sem diferenca estatistica quando
comparada a GGP (p < 0,774). Aos 30 dias o melhor resultado de AON pode ser
observado no GBC (34,91%), seguido pelo GGP (29,36%), contudo sem diferenca
estatistica (p = 0,450). Ja os 60 dias, o grupo GGP apresentou melhor valor para AON
(57,56%) quando comparado a GBC (37,95%) (p < 0,001) (Figura 12).

Tabela 1 - Anélise comparativa da média e desvio padrao (DP) da porcentagem
de area 6ssea neoformada entre os grupos avaliados
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GC GM GBC GGP
(Média + DP) (Média + DP) | (Média + DP) (Média + DP)
30 dias | 13,38 + 4,547 | 29,54 + 8,832 | 34,91 + 6,03”° | 29,36 + 10,70A°
60 dias | 19,57 + 7,443 | 56,39 + 7,408> | 37,95 + 3,89°° | 57,56 + 4,865

Letras diferentes em caixa alta indicam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo grupo em
tempos diferentes.

Letras diferentes em caixa baixa indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0os grupos no mesmo
periodo. (Two-Away Anova, com teste de normalidade de Shapiro-Wilk e mltipla comparagao por
Holm-Sidak).

Fonte: Autoria prépria, 2022

Figura 13 — Gréfico representativo com as médias dos grupos em porcentagem
para area de ossso neofromado (AON) separado entre os tempos de analise
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4.3.2 Quantificacdo do Tecido Conjuntivo

O grupo GC apresentou a maior quantidade de tecido conjuntivo aos 30 dias
(86,71%) e 60 dias (80,43%), sem diferenca estatistica entre os periodos (p = 0,132).
Aos 30 dias, GM apresentou maior quantidade de tecido conjuntivo (70,43%), quando
comparado a GC, GBC e GGP (p < 0,001). Também houve diferenca estatistica aos
60 dias quando comparamos GM (43,61) com GC e GGP (p < 0,001), contudo sem
diferenca estatistica quando comparada a GBC (p < 0,736). Aos 30 dias o grupo GBC
apresentou 42,43% de tecido conjuntivo e o GGP, 40,88%, contudo sem diferenca
estatistica (p = 0,708). J& os 60 dias, o grupo GBC apresentou 42,22% de tecido
conjuntivo e GGP, 19,74% (p < 0,001) (Figura 13).

Figura 14 — Gréfico representativo com as médias dos grupos em porcentagem
para qunatificacdo de tecido conjuntivo separado entre os tempos de anélise
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4.3.3 Quantificacado do Biomaterial

Aos 30 dias, GBC apresentou 22,65% de biomaterial no interior do defeito,
enquanto GGP 29,75% (p = 0,037). No periodo de 60 dias, GBC apresentava 19,82%
de biomaterial, enquanto GGP 22,69% (p = 0,378). Nao houve diferenca entre a
quantidade de biomaterial no grupo GBC entre os periodos de 30 e 60 dias (p = 0,385),
entretanto observamos diferenca estatistica no grupo GGP (p = 0,038), entre os
periodos de 30 e 60 dias (Figura 14).

Figura 15 - Grafico representativo com as médias dos grupos em porcentagem
para quantificacdo de biomaterial separado entre os tempos de anélise
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Os dados dessas trés variaveis (quantificacdo de AON, tecido conjuntivo e
biomaterial) foram organizados em um grafico de coluna de modo a comparar a

quantidade de cada tecido dentro do defeito (Figura 15).
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Figura 16 — Grafico representativo da média de quantificacao de tecido 6sseo,
conjuntivo e biomaterial presente no defeito critico nos tempos de 30 e 60 dias
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5 DISCUSSAO

Os pacientes edéntulos buscam uma reabilitagdo implantossuportada devido sua
alta taxa de sucesso, fungdo e estética.36:37:383% Entretanto, a perda éssea é um
processo continuo e irreversivel, que pode limitar ou contra indicar a instalacdo de

implantes até que seja realizado alguma técnica de reconstrucéo do defeito 6sseo.*°

Como j& esclarecido pela literatura, os defeitos criticos sao aqueles que ndo sédo
capazes de reparar por si s6.4* Modelos de estudos pré-clinicos em modelos animais,
principalmente em calvaria de ratos sdo 0s mais comum a serem realizados.*?
Resultados previamente publicados em uma revisdo sistematica demostram que
defeitos superiores a 5 mm pode ser considerado criticos em ratos.** Como
observados nessa pesquisa 0 grupo que teve seu defeito preenchido apenas por
coagulo apresentou apenas discreta neoformacéo 0ssea periférica com presenca de
tecido conjuntivo na regido central (Figuras 4 e 8), assim como, as menores

porcentagens de AON (Tabela 1).

Contudo, o uso de membranas como barreira para regeneracdo 0ssea guiada
(ROG) impede a proliferacdo de células labeis no local destinado a células mais
especializados como por exemplo os blastos, e apresentam resultados
satisfatorios.**4° Isso pode explicar a maior formacédo 6ssea observada nos grupos
cobertos pela membrana (GM) em relacdo ao grupo controle (GC) observado no

presente estudo (Figura 12 e Tabela 1).

A preservacao alveolar com o preenchimento de enxertos 0sseos pode ser
considerada um técnica efetiva para a preservacdo do volume 6sseo apds a perda
dentaria.*® Varios subtitulos ésseos sintéticos vem sendo estudados na literatura, uma
vez que 0s enxertos autégenos, embora considerados padrao ouro, representam para

0 paciente um segundo tempo cirdrgico com maior morbidade e desconforto.4”48

Esse estudo demostrou o0 sucesso na aplicacao de biomateriais osteocondutores
a base de fosfato de calcio em defeitos criticos na calvaria de ratos. Sendo mais
especifico, dois biomaterial na forma de apresentacdo em granulos de fosfato de
calcio, sendo um na razao de 60% / 40% HA / B-TCP (Strauman — BioCeramic® GBC)
e outro com 70% / 30% HA / B-TCP (Baumer — GenPhos® GGP). Como demostrado
anteriormente, a analise histométrica permitiu observar o bom nivel de osteoconducéao

e formacgéo éssea dos grupos com biomaterial e membrana (Figura 12).
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Trabalhos previamente publicados vem demostrando bons resultados na
aplicacdo de matérias a base de hidroxiapatita (HA) e beta-tricalcio fosfato (3-TCP)
como substituo 6sseo0.#9°051 Desse modo, quando se opta pela utilizagdo de
biomaterial a base de fosfato de calcio, a relacdo entre HA / 3-TCP possui papel
fundamental na atividade de reabsor¢éo por osteoclastos devido a modificagdo da

solubilidade da ceramica.16:20.49.52

Os dados obtidos nesse estudo demostraram que entre os periodos de 30 e 60
dias, houve maior reabsor¢éo de biomaterial no grupo GGP quando comparado ao
GBC (Figura 14). Como foi citado acima, o grupo GGP possui 70% da sua composi¢ao
de HA, deixando a ceramica com maior estabilidade em relacdo da GBC (60% de HA),
ou seja, 0 GBC deveria apresentar maior solubilidade da ceramica, portando maior

reabsorcdo do biomaterial.

Contudo, os autores desse trabalho acreditam que a maior estabilidade do grupo
GGP pode ter contribuido com a maior porcentagem de formacao éssea no periodo
de 60 dias (Tabela 1). As mudancas de porosidade, forma e tamanho do granulo
podem influenciar o resultado de neoformacdo Ossea e até mesmo prover

propriedades osteoindutoras. 53.54:55.56

As ceramicas cujos tamanhos de poros excedem 140 m mostraram um inicio
mais curto de formacgdo de vasos sanguineos, maior densidade capilar funcional e
maior volume de 0sso com respeito a tamanhos de poro mais baixos.>"8 Fato este
gue pode ser observado uma vez que os granulos do biomaterial do grupo GBC variam
entre 0,5 — 1,0 mm e apresentam macroporosidade caracterizada por poros
interconectados de diametro variando entre 100 - 500 um, enquanto GGP possui
granulos entre 0,5 - 0,75 mm e poros com diametros entre 70 — 240 um. O grupo GBC
apresentou maior formacao 6ssea no periodo de 30 dias quando comparado ao grupo

GGP, contudo sem diferenca estatistica (p = 0,037).

Devido as suas propriedades bioativas e a similaridade quimica com a fase
mineral do 0sso, 0os biomateriais a base de fosfato de calcio (CaP) sdo amplamente
utilizados para a regeneracdo 0ssea. Muitos estudos vem demostrando resultados
favoraveis no reparo de defeitos 6sseos com esses biomateriais, inclusive quando
comprado ao 0sso bovino inorganico (Bio-Oss®).18:31.32:48.59.60 Eyjdencia-se que esses

biomateriais ainda sdo muito estudados devido sua capacidade de atuar como
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portadores de farmacos®'%? e até mesmo para compreenséo da influéncia das suas
propriedades como a porosidade®3* proporcéo e configuracdo®%¢ no seu potencial

osteocondutor.
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6 CONCLUSAO

E possivel concluir que os biomateriais a base de fosfato de céalcio que foram
utilizados nesse estudo apresentaram atividade de osteocondug&o e permitiram
neoformacédo 6éssea em area de defeitos criticos. No entanto, o biomaterial GenPhos®
apresentou maior neoformacéo 6ssea no periodo final de analise quando comparado

ao BoneCeramic®.
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