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RESUMO

Azenha MR. Reparagdo 6ssea em alvéolos de ratas ovarectomizadas apos
implante com biovidro. Analise histomorfométrica e imunoistoquimica. [Tese].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2013.
Objetivos: Avaliar o processo de reparo alveolar em ratas ovarectomizadas
apo6s implante com Biosilicato cristalino. Materiais e Métodos: Sessenta ratas
foram divididas em quatro grupos (n = 15) de acordo com o tratamento: Grupo
1- ratas submetidas a cirurgia sham com alvéolos preenchidos com coagulo;
Grupo 2-ratas submetidas a cirurgia sham com alvéolos preenchidos com
Biosilicato cristalino; Grupo 3-ratas ovarectomizadas com alvéolos preenchidos
com coagulo; e Grupo 4- ratas ovarectomizadas com alvéolos preenchidos com
Biosilicato cristalino. Ap6s 7, 14 e 28 dias os animais foram sacrificados e
analises histomorfométricas (histologia e histometria) e imunoistoquimicas
(Osteopontina e Osteocalcina) foram realizadas. A comparacao dos resultados
foi realizada utilizando o programa estatistico Assistat 2013 para Windows
através da Analise de Variancia e teste de Mann-Whitney, com resultados
significantes sendo encontrados quando p<0.05. Resultados: No periodo de 7
dias, os Grupos 1 e 3 apresentaram resultados superiores e estatisticamente
maiores do que os Grupos 2 e 4 (p<0.05) quanto a formacédo 6ssea. Apos o
periodo de 14 dias as diferencas estatisticas mantiveram-se, com os Grupos 1
e 3 apresentando diferenca estatisticamente significante maiores aos Grupos 2
e 4 (p<0.05). Aos 28 dias, a diferenca estatistica significativa permaneceu entre
os mesmo Grupos estudados, sendo que nos grupos implantados com o
Biosilicato cerca de 60% do alvéolo ja havia sido preenchido por osso novo. A

imunoistoquimica revelou expressdo das proteinas Osteocalcina e
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Osteopontina, principalmente nos animais submetidos a cirurgia de
ovarectomia. Conclusbes: Os Grupos 1 e 3 foram os que apresentaram os
melhores resultados durante todo o estudo, com o Biosilicato cristalino
apresentando resultado favoravel na reparagdo Ossea sem contudo ser
observada a reabsor¢do do biovidro. As analises imunoistoquimicas
demonstraram que os animais submetidos a ovarectomia apresentaram uma
maior sinalizacao das proteinas Ostecalcina e Osteopontina.

Palavras-chave: Silicato; Histomorfometria; Osteoporose; Imunoistoquimica.
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ABSTRACT

Azenha MR. Alveolar bone repair in ovarectomized rats after implantation with
bioglass. Histomorphometric and immunohistochemistry analysis [Thesis].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2013.
Objectives: To evaluate the process of alveolar repair in ovariectomized rats
after implantation with Biosilicate. Materials and Methods: Sixty rats were
divided into four groups (n = 15) according to treatment: Group 1 - rats
underwent sham surgery with alveoli filled with blood clot; Group 2 - rats
underwent sham surgery with alveoli filled with crystalline Biosilicate; Group 3 -
ovariectomized rats with alveoli filled with blood clot; Group 4 - ovariectomized
rats with alveoli filled with crystalline Biosilicate. After 7, 14 and 28 days the
animals were sacrificed and histomorphometric analysis (histology and
histometric) and immunohistochemical (Osteopontin and Osteocalcin) were
measured . The comparison of the results was performed using the statistical
program Assistat 2013 for Windows by Analysis of Variance and Mann-Whitney
tests, with significant results being found when p < 0:05 . Results: During the 7-
day period, Groups 1 and 3 showed better and significantly higher results in
bone formation than Groups 2 and 4 (p<0.05). After 14 days the statistical
differences remained between Groups 1 and 3 and Groups 2 and 4 (p<0,05).
At 28 days, the statically difference remained significant between the same
Groups, while the groups implanted with Biosilicate presented about 60% of the
socket filled by new bone. Immunohistochemistry revealed expression of
proteins osteocalcin and osteopontin, especially in animals subjected to
ovariectomy surgery. Conclusions: Groups 1 and 3 were those with the best

results throughout the study, with the crystalline Biosilicate presenting favorable
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result in bone repair without bioglass resorption. The immunohistochemical
analysis showed that animals subjected to ovariectomy had a higher signaling
in Ostecalcina and Osteopontin proteins.

Key-words: Silicate; Histomorphometry; Osteoporosis; Immunochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os substitutos 6sseos tém sido amplamente utilizados no objetivo de
minimizar as limitagcbes que ocorrem apds grandes perdas de estruturas
O0sseas ou nos casos de tecidos 6sseos de baixa qualidade. Tais biomateriais
devem ser osseointegraveis, ou seja, terem a capacidade de unir-se
quimicamente a superficie do leito 6sseo receptor com auséncia de tecido
fibroso; devem ser osteocondutivos, sustentando o crescimento 6sseo na
superficie; devem ser osteoindutivos, promovendo a diferenciacdo de células
mesenquimais pluripotentes do leito receptor em células osteoblasticas; e
devem ainda apresentar a capacidade de serem osteogénicos para que ocorra
a neoformacéo 0ssea pelas células osteoblasticas presentes no biomaterial. O
enxerto de osso autdégeno é o unico que satisfaz todos esses requisitos, com
0os substitutos o6sseos artificiais ou sintéticos apresentando somente as
propriedades de osseointegracédo e osteoconducgédo (Constantino e Freidman,
1994; Cypher e Grossman, 1996).

Idealmente os materiais artificiais devem ser biocompativeis, nao
toxicos, ativos e devem sofrer remodelacéo, favorecendo a neoformacéo de
tecido 6sseo. Mecanicamente tais biomateriais devem ter resisténcia e
elasticidade similares ao leito receptor ou tecido ésseo, devendo ser de facil
aplicacao, adaptacédo e estarem disponiveis em quantidade adequada e em
qualquer tempo. Kokubo et al. (2003) relatam que um requisito essencial para
que o material artificial se una ao tecido ésseo in vivo é a formagéo de uma
camada de apatita em sua superficie, com a interagdo dos biomateriais no
ambiente fisioldgico incluindo a biodissolugéo/biodegradacéo, precipitacdo de

cristal de apatita e formacéo éssea na superficie do implante as expensas do
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material (Daculsi et al.,1990). Por essa razdo, um grande numero de pesquisas
vem sendo realizadas visando a obtencdo de biomateriais que apresentem
caracteristicas semelhantes ao osso humano e que possam ser utilizados em
diferentes situagodes.

O interesse pelo uso clinico dos bioviodros nas areas médica e
odontoloégica para o reparo ou substituicdo de tecido mineralizado tem
aumentado nas ultimas décadas. Ha uma tendéncia ao desenvolvimento de
substitutos artificiais de osso que n&o afetem o tecido normal, ndo possuam
qualquer risco de infecgéo viral ou bacteriana para o paciente e possam ser
empregado em qualquer tempo e em qualquer quantidade (Vogel et al., 2001;
Kokubo et al., 2003; Foppiano et al., 2004; Bosetti e Cannas, 2005; Roriz et al.,
2010). Diversas formulagdes de biovidro tém sido empregadas, destacando-se
entre elas 0 45S5®, cuja composicao é 45% SiO;, 24,5% CaO, 24,5% Na,0O e
6% P,0s. Este biovidro foi o primeiro material osteocondutivo a formar uma
unido firme com o osso quando implantado em tecido ésseo (Hench e Wilson,
1984). O Bioglass45S5® tem sido conhecido como o biovidro de maior indice
de bioatividade, o qual é definido como o inverso do tempo necessario para
que 50% da area de superficie do material estejam em intimo contato com o
osso (Hench e Wilson, 1993). Além de unir-se ao osso em dias, assim como
ao tecido mole, o Bioglass45S5® estimula a osteogénese em modelos in vivo
(Ducheine, 1998).

Rocha Barros et al. (2003) empregando o biovidro fluorcanasite em
implantes colocados em fémur de coelhos, demonstraram que esse vidro
apresentava biocompatibilidade, porém exibia grande solubilidade e mostrava

evidéncias de dissolucao superficial gradual. Devido a excessiva dissolugao e
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a liberacdo de particulas para o tecido adjacente, a fluorcanasite mostrou-se
instavel no meio biolégico e inadequada para ser empregada na clinica. Os
autores sugeriram que a redugdo da solubilidade desse material poderia
melhorar a resposta 6ssea adjacente ao material. Apds as mudancgas na
composi¢cado quimica da fluorcanasite visando controlar a sua solubilidade, a
resposta 6ssea de trés composi¢cbes quimicas desse vidro foi avaliada,
concluindo que a diminuigdo da sua solubilidade ndo alterou significantemente
a resposta biologica in vivo, com o Bioglass45S5® apresentando os melhores
resultados (Rocha Barros et al., 2007), afirmando ainda que a solubilidade
relativamente baixa apresentada por duas das composi¢des avaliadas ainda
seja alta para permitir o contato direto osso/implante.

Uma das alteragdes sistémicas encontradas na clinica diaria em
pacientes submetidos a diferentes tipos de tratamentos odontolégicos é a
osteoporose, doenca que acomete mais de 75 milhdes de pessoas nos
Estados Unidos, Europa e Japao (Misteli, 2011). A osteoporose é caracterizada
pela diminuicdo da massa Ossea (osteopenia) e um declinio na micro-
arquitetura éssea, com consequente aumento da fragilidade do esqueleto e
consequente aumento no risco de fraturas Esta diminuicdo da massa 0ssea e a
perda original da arquitetura do osso sdo causadas por uma atividade
osteoclastica acentuada, o que provoca uma reabsorcao excessiva do 0sso, e
também pela capacidade reduzida dos osteoblastos de formarem novo osso
(Floor et al., 2013). Levando em consideragdo a morfologia e o metabolismo
0sseo dos pacientes saudaveis e dos pacientes com osteoporose,
presumivelmente o desempenho biolégico dos implantes colocados nos

individuos com osteoporose é diferente e tende a ser pior (Jee; Tao, 2011).
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A doenca osteoporose pode ser introduzida nos animais através da
estimulacdo quimica, ou seja, pela administracdo de medicamentos (Grardel et
al.,, 1994), ou através da ovarectomia (animais fémeas) ou orquidectomia
(animais machos) (Jee; Yao, 2001). A remocgéo dos ovarios ou testiculos induz
a um declinio nos niveis de estrédgeno ou androgeno, levando a uma reducao
da densidade mineral e do conteudo mineralizado do tecido 6sseo, sendo que
o modelo animal utilizando ratas ovarectomizadas pode ser considerado o mais
adequado.

Recentemente foi desenvolvida em S&ao Carlos um biovidro pertencente
ao sistema SiOz P,05Nay0.Ca0, 100% cristalino denominado Biosilicato® (Bl)
(PI 0300644-1) visando a aplicagcdo em areas médicas e odontolégicas. Tal
biovidro vem sendo avaliado como substituto 6sseo em diferentes situagdes,
apresentando resultados promissores para serem usados na clinica
odontolégica (Moura et al., 2007; Azenha et al., 2010; Roriz et al., 2010). Roriz
et al. (2010) realizaram um estudo avaliando histologicamente o Bl implantado
em alvéolos dentais, observando que os alvéolos tratados com esse biovidro
apresentaram maior formacéo de tecido mineralizado do que aqueles nao
tratados. Os resultados sugerem que o Bl é biocompativel quando colocado no
interior de alvéolos dentarios e que esta biocompatibilidade pode aumentar a
formacao 6ssea apo6s a extragédo dental.

Moura et al. (2007) avaliaram aspectos da osteogénese in vitro sobre o
Bl e observaram que esse biovidro € um material bioativo, demonstrando um
perfil de biocompatibilidade semelhante ao Bioglass45S5®, com significativo
aumento de areas de matriz 6ssea mineralizada sobre a vitroceramica. Jabur et

al. (2009) avaliando o recobrimento de implantes de titdnio com o uso de
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diferentes biovidros concluiram que o Bl e o Bioglass45S5® demonstraram o
mesmo padrdo de formagdo O6ssea quando comparados ao 0sso autdgeno.
Azenha et al. (2010) realizaram analises histoldégicas e histométricas na
superficie de implantes de diferentes biovidros implantados no fémur de
coelhos, concluindo que os Biosilicatos com uma e com duas fases cristalinas
apresentaram excelente resposta éssea, com resultados semelhantes aos
implantes de Bioglass45S5®. Este biomaterial vem sendo desenvolvido desde
2001 pela Equipe do Laboratério de Materiais Vitreos da Universidade Federal
de S&o Carlos, Sdo Paulo e vem sendo testado e utilizado em diferentes
situacgdes clinicas tanto na odontologia quanto na medicina.

O processo de reparo alveolar € um interessante modelo para estudar a
dindmica do tecido 6sseo, pois representa uma situagcado na qual o organismo
cria condi¢bes para producao de tecido ésseo com o objetivo de preenchimento
total do alvéolo previamente ocupado pelo dente (Carvalho e Okamoto, 1987).
Atualmente, é de grande valia o estudo dos diferentes mecanismos envolvidos
nos processos de osseointegracao dos diferentes biomateriais, com destaque
para as avaliagbes dos mecanismos celulares e moleculares. A analise
imunoistoquimica, diferentemente dos estudos histomorfométricos, avalia as
respostas celulares de forma dinédmica, apresentando a evolugdo do processo
de reparo 6sseo. Sabendo que o tecido 6sseo apresenta um sistema altamente
complexo e regulado através de proteinas, hormdnios, fatores de crescimento e
citocinas, é essencial o conhecimento do comportamento dos biovidros no
preenchimento dos defeitos 6sseos.

Dentre as diferentes proteinas envolvidas na osteogénese e presentes

no processo de remodelacao éssea a Osteocalcina (OC) merece destaque por
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representar o processo de mineralizagcdo na formacdo do tecido Osseo.
Thorwarth et al. (2005) sugerem que a atuacado de tal proteina ocorra nos
estagios iniciais de reparo 6sseo, sendo sua concentragdo sérica um marcador
confiavel da formacdo Ossea quando analisados em conjunto com dados
histomorfométricos. Outra proteina de extrema importancia para o
reconhecimento do processo de reparo 6sseo com a utilizagado de biomateriais
€ a Osteopontina (OP), uma glicoproteina fosforilada secretada na matriz
extracelular O0ssea expressa em células da linhagem osteoblastica. Essa
proteina liga-se ao calcio interagindo com o receptor de vitronectina, a betas
integrina. No tecido 6sseo € produzida pelos osteoblastos e pelos osteoclastos
e igualmente a OC indica a mineralizagcado do tecido ésseo num estagio mais
precoce da maturacao ossea.

Frente a isso, o estudo dos biovidros é de grande valia, principalmente
para a recuperagao do tecido 6sseo ausente ou perdido nos individuos que
apresentam alteragbes sistémicas como a osteoporose. A ovarectomia é um
modelo experimental bastante uti e adequado para o estudo do
comportamento de diferentes biomateriais implantados no alvéolo de ratas,
sendo possivel avaliar se a deficiéncia de estrogeno associado a uma dieta
pobre em Calcio interfere no processo de reparo 6sseo apds o preenchimento

dos alvéolos com Biosilicato cristalino.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o processo de reparo alveolar de ratas ovarectomizadas apds o
preenchimento com Biosilicato cristalino.
Objetivos Especificos

Avaliar o tecido 6sseo e sua relagdo com o Biosilicato cristalino através
de:

- analises histolégicas e histométricas;

- quantificacao das proteinas Osteocalcina e Osteopontina
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3. MATERIAIS E METODOS

Preparagédo das amostras e caracterizagdo das superficies

Para a obtengdo do Bioglass45S5® baseado na composi¢cao
Si0,CaONa,OP,05 foram empregados silica de alta pureza, carbonato de
calcio, carbonato de sodio e fosfato de sédio. Os materiais foram pesados e
misturados por 30 minutos em misturador em garrafas de polietileno. A fusao
ocorreu em temperatura entre 1250°C e 1380°C por 3 a 4 horas em fornos
elétricos (Rapid Temp 1710BL, CM Furnaces Inc., Bloomfield, NJ, EUA) no
Laboratério de Materiais Vitreos da Universidade Federal de Sdo Carlos (Séo
Carlos, SP, Brasil). O fundido foi entdo vertido em moldes de grafite para a
confecgdo de cilindros, que posteriormente foram triturados para obtencao do
material particulado com dimensdes entre 200 e 300 micrometros.

A vitroceramica cristalizada (Biosilicato cristalino) foi obtida submetendo
o Bioglass45S5® a um ciclo de tratamento térmico visando promover sua
cristalizagao, obtendo assim o Biosilicato de uma fase cristalina. A composigao
e o protocolo de tratamentos térmicos para a obtencdo do Biosilicato®
encontram-se descritos na patente EP1601623B1. Assim como o
Bioglass45S5®, os Biosilicatos utilizados apresentavam tamanhos entre 200 e
300 micrometros. Previamente aos experimentos todos os biomateriais foram
esterilizados utilizando radiagdo gama.
Experimentacgéo e Cirurgia

Este estudo foi conduzido seguindo os Principios Eticos para a
Experimentacédo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA), tendo sido submetido e aprovado pelo Comité de Etica no
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Uso de Animais da Universidade de S&o Paulo (Campus Ribeirdo Preto-SP),
com protocolo n® 11.1.211.53.5.

Foram utilizadas 30 ratas (Rattus norvegicus, variedade Wistar),
pesando entre 200 e 300 gramas alimentadas com ragao balanceada 6042
Nuvilab CR-1 contendo 1.4% de Calcio e 0.8% de Fésforo (Nuvotal, Colombo-
Parana, Brasil) composta de farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo,
carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sbédio, premix vitaminico
mineral, aminoacidos e aditivo antioxidante, com agua a vontade e mantidos
em caixas plasticas de 40x32x17 cm em condi¢gdes controladas de iluminacao
(12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (21°C e 25°C). Quinze
ratas foram submetidas a cirurgia de ovarectomia (OVX) e quinze ratas
submetidas a cirurgia sham. Previamente aos procedimentos cirurgicos os
animais foram anestesiados utilizando tribromoetanol (2,2,2-tribromethanol,
ALDRICH-Milwaukee, USA) administrado por via intraperitoneal na dosagem
de 25 mg/100 gramas de peso corporal e a na regido lateral bilateralmente da
cavidade abdominal das ratas foi realizada a tricotomia e posteriormente a
antissepsia com PVPI degermante. Apos incisdo da pele com lamina numero
15 montada em cabo de bisturi numero 3, foi realizada a divulsdo com o auxilio
de uma tesoura romba para a localizagdo do ovario. Apds a exteriorizagdo do
mesmo, nas ratas submetidas a cirurgia de OVX o 6rgao foi extirpado e a
artéria ligada com um fio de algodao 2-0, procedimento este realizado
bilateralmente. Nas ratas submetidas apenas a cirurgia sham, apo6s a
exteriorizagdo dos ovarios, os mesmos nao foram extirpados, sendo apenas
manipulados e reinseridos na cavidade abdominal. Apdés a manipulacdo da

cavidade abdominal, suturas por planos com o uso de um fio Vycril 4-0 foram
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realizadas, seguidas por suturas na pele com fio de Nylon 4-0. As ratas
submetidas a OVX tiveram sua dieta substituida ap6s as cirurgias por uma
racao especial contendo apenas 0.1% de Calcio e 0.5% de Fésforo (RHOSTER
Ind. Com., Vargem Grande Paulista, SP, Brasil), visando a diminuicdo da
massa 6ssea destes animais.

Decorridas 6 semanas das cirurgias sham e da OVX o incisivo central
superior das ratas foi extraido e os animais distribuidos de acordo com os
seguintes grupos:

Grupo 1 (Sham+Coagulo) - ratas submetidas a cirurgia sham com o

alvéolo preenchido por coagulo;

Grupo 2 — (Sham+Bio) - ratas submetidas a cirurgia sham com o alvéolo

preenchido por Biosilicato cristalino;

Grupo 3 (OVX+Coagulo) — ratas submetidas a cirurgia sham com o

alvéolo preenchido por coagulo;

Grupo 4 (OVX+Bio) — ratas submetidas a cirurgia de OVX com o alvéolo

preenchido por Biosilicato cristalino.

Para os procedimentos de extragbes dentarias o seguinte protocolo foi
utilizado: os animais foram anestesiados utilizando tribromoetanol (2,2,2-
tribromethanol, ALDRICH-Milwaukee, USA) administrado por via intraperitoneal
na dosagem de 25 mg/100 gramas de peso corporal. Apds a sindesmotomia do
incisivo superior direito, o dente foi extraido com forceps adaptado (Cintra et
al., 2010). Imediatamente ap6s a exodontia, os alvéolos foram tratados de
acordo com o0s grupos citados acima, com todos os animais recebendo dose
unica de 0,2 ml de injecdo por via intramuscular de Pentabidtico Veterinario

(Wyeth — Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil) logo ap6s a cirurgia.
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Previamente a implantacdo, o Biosilicato cristalino foi mergulhado em soro
fisiolégico e, com o auxilio de um porta amalgama infantil foi inserido no interior
do alvéolo. Ao final dos procedimentos os alvéolos foram suturados com fio
monofilamentar ndo-absorvivel (Nylon 4.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod.,
Sé&o José dos Campos, Brasil) com o objetivo de manter o material confinado a
cavidade.
Eutanasia dos animais e coleta do material

Completados os periodos de 7, 14 e 28 dias os animais foram
sacrificados através da sobre dosagem do mesmo anestésico, com as
mandibulas sendo separadas das maxilas com o auxilio de uma lamina de
bisturi. A maxila foi entdo separada ao meio através de uma inciséo ao nivel do
plano sagital mediano acompanhando a sutura intermaxilar. Através de um
corte com tesoura reta tangenciando a face distal dos molares foi obtida a
maxila direita contendo a peca de interesse que consiste no alvéolo do incisivo
central direito. Foram incluidos 5 animais em cada um dos grupos nos
diferentes periodos.
Processamento histolégico

As hemi-maxilas direitas foram imersas em formol a 10% para fixagéo,
descalcificadas por 4 dias em solugado de citrato de sédio a 20% e acido
féormico a 35%, lavadas por 24 horas em agua corrente, desidratadas,
diafanizadas e incluidas em parafina de forma a permitir cortes longitudinais de
6 micrometros de espessura e corados pela hematoxilina-eosina. Foram
obtidos 20 cortes distanciados um do outro por um intervalo de 60 pm.

Analise histomorfométrica
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Para a quantificagdo dos tecidos o alvéolo foi dividido em trés tergos:
apical, médio e cervical. Foi utilizado para analise quantitativa dos tecidos um
microscopio Leica DM LB2 (Leica Microsystems Wetzlar Gmbh, Wetzlar
Germany) com uma céamera digital de video Leica DFC 280 (Leica
Microsystems Imaging AG, Cambridge, England) do Laboraté6rio de Microscopia
do Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia de Ribeiréo
Preto da Universidade de Sao Paulo. As imagens foram processadas pelo
programa Leica Win (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge, England)
obtendo-se a fragao de volume do osso neoformado e de tecido conjuntivo (%)
no interior do alvéolo.

Os cortes histologicos foram focalizados ao microscopio com objetiva de
20X e 40X e em cada alvéolo foram analisados 15 campos microscopicos (5
em cada tergco) com o auxilio de uma grade colocada sobre os cortes, sendo
uma variagdo da Grade de Merz. Tal grade modificada consiste de um
quadrado que limita a area teste e que contém 100 cruzamentos de linhas que
sdo utilizados para contar pontos sobre uma determinada estrutura histologica.
Conhecida a é&rea coberta pela grade é possivel estimar a densidade
volumétrica do tecido 6sseo nos diferentes periodos de estudo.

Analise imunoistoquimica

O estudo da expressao das proteinas OC e OP foi realizado através da
técnica de imunoistoquimica descrita a seguir. Para a realizagdo das reacgdes
imunoistoquimicas foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase e
os cortes submetidos aos anticorpos especificos. Todas as etapas laboratoriais
foram realizadas nos Laboratério de Patologia do Departamento de

Estomatologia, Saude Coletiva e Odontologia Legal da Faculdade de
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Odontologia de Ribeirdo Preto (USP) e no Laborat6rio de Histologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade do Sagrado Coracao (USC-Bauru).

Foram preparados, a partir do material emblocado em parafina, cortes
de 3um, estendidos em laminas de vidro silanizadas. Os cortes foram
desparafinados em dois banhos de xilol, sendo o primeiro a 60°C, por 30
minutos, e o segundo a temperatura ambiente por 20 minutos. A seguir, 0os
cortes foram reidratados em cadeia descendente de etandis, a partir de 3
passagens em etanol absoluto, seguidos por etanol 95% e 85%. Ap6s a
reidratacéao, foi feita a remocgéo do pigmento formélico através de incubagao em
hidroxido de amdnia a 10% em solucdo alcodlica, por 10 minutos. Apds
lavagem em agua destilada, as lédminas receberam o tratamento de
recuperagao antigénica. Esse tratamento foi determinado no Laboratério de
acordo com cada anticorpo.

Ao final do tratamento de recuperacdo antigénica, os cortes foram
imediatamente lavados em agua destilada e seguiram para a etapa de bloqueio
da peroxidase enddgena tecidual, realizada pela incubagdo em dois banhos de
15 minutos cada em solugédo 1:1 de peroxido de hidrogénio a 6% e metanol.
Repetida a lavagem em agua destilada, os cortes foram imersos em solugao de
TRIS pH 7,6 fazendo trés banhos de 5 minutos cada. Todas as etapas na
sequéncia foram precedidas por lavagens em solugcédo tampéo de TRIS pH 7,6.

O anticorpo primario foi diluido em solu¢ao tampéao de TRIS-HCI, pH 7,4,
acrescido de albumina bovina a 1%, de acordo com diluicdo a ser determinada
no Laboratério e foi incubado sobre os cortes durante 30 minutos. Para a
incubacéao do anticorpo de ligacdo e do complexo terciario, foi usado o kit LSAB

plus (DAKO, Carpinteria, CA, USA). As reac¢des foram reveladas pela
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diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+, K3468) através de incubacdo por 10
minutos e, ap6s lavagem em TRIS e agua deionizada, para remoc¢ao de
excessos, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer. Todos os
passos desde a utilizagdo do anticorpo primario até a contracoloragdo foram
realizados automaticamente com o auxilio do Autostainer DAKO (DAKO,
Carpenteria, USA). Desidratacdo em série crescente de etandis seguida de
diafanizagcdo em xilol e montagem das laminulas com resina Permount
concluiram o preparo dos cortes que seguiram para analise em microscopia de
luz.

Para esta analise foi construida uma tabela de escores que variou de 1 a
4, de maneira subjetiva e semi-quantitativa, onde as marcagbes
imunoistoquimicas foram quantificadas como ausente (1), pouca (2), moderada
(3) e intensa (4). Estes valores ajudam a mapear os eventos biomoleculares
que ocorrem durante o processo de reparo alveolar em contato com o
Biosilicato cristalino. A analise foi realizada de maneira padronizada por
recuperacéo de imagem em microscopio Leica DMLB light microscope (Leica,
Bensheim, Germany) em objetiva com aumentos de 20x e 40x, por um unico
observador de maneira duplo cega.
Analise estatistica

A analise estatistica verificou se havia diferenca entre os

diferentes periodos estudados. Para tanto foi utilizado o teste de Analise de
Variancia, sendo que as diferengcas com p<0.05 foram analisadas utilizando o
teste de Mann-Whitney. Todos os procedimentos foram executados no

programa Assistat 2013 para Windows (Brasil).
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4. RESULTADOS

Analise clinica

Todos os animais foram acompanhados durante todo o periodo
experimental ndo sendo observado qualquer sinal de infeccdo nos animais
utilizados para a obtengdo dos resultados. As pecas analisadas
macroscopicamente néo apresentaram qualquer sinal clinico de inflamagéo ou
infeccdo, necrose ou outras lesbes atingindo os tecidos moles e 0sseos,

permanecendo os animais saudaveis durante todo o estudo.

Analise histologica
7 dias

Grupo 1 (Sham+Coagulo)

Nos cortes histolégicos dos alvéolos dos animais observou-se um
preenchimento com tecido conjuntivo cicatricial rico em fibroblastos, capilares e
osso neoformado. O alvéolo encontrou-se parcialmente preenchido por
delicadas trabéculas o&sseas imaturas circundadas por osteoblastos,
entremeadas com remanescentes de coagulo sanguineo em organizagao
(Figura 1).

Grupo 2 (Sham+Bio)

A reparacdo éssea neste grupo de animais apresentou trabéculas
Osseas imaturas, em processo de formagédo contigua ao material utilizado,
contendo ainda tecido conjuntivo com baixas quantidades de coagulos
sanguineos. O Biosilicato se mostrou distribuido pelos tercos médio e cervical

do alvéolo dental, com boa biocompatibilidade, sem a presenca de células
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inflamatorias ao seu redor, e sem provocar reagbes de corpo estranho. Foi
observada integracéo entre as particulas e o tecido 6sseo neoformado (Figura
2).

Grupo 3 (OVX+Coagulo)

As analises histologicas deste grupo demonstraram alvéolos com grande
quantidade de tecido conjuntivo e coagulo, com pequenas areas apresentando
trabéculas 6sseas imaturas com grande quantidade de fibroblastos (Figuras 3 e
4).

Grupo 4 (OVX+Bio)

Neste grupo se verificou nas proximidades dos granulos de Biosilicato a
presencga de extensas areas de tecido conjuntivo e de coagulo sanguineo, além
de auséncia de trabéculas Osseas. O material implantado se mostrou
biocompativel, sem a presenca de células inflamatérias ao seu redor (Figura
5).

14 dias

Grupo 1 (Sham+Coagulo)

A reparagao 6ssea observada principalmente nos tercos apical e médio
dos alvéolos dos animais estava composta por trabéculas Osseas mais
espessas envolvidas por osteoblastos. A quantidade de tecido conjuntivo se
mostrou bem menor do que no periodo anterior com areas apresentando
coagulo em processo de reabsorcéao (Figura 6).

Grupo 2 (Sham+Bio)

Apds 14 dias as particulas do material ocupavam grande area do

alvéolo, com diminuicdo da quantidade de tecido conjuntivo e intimo contato
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entre a superficie do Biosilicato e o tecido 6sseo neoformado. Auséncia de
areas correspondentes ao coagulo e sem sinais de infec¢ao (Figura 7).

Grupo 3 (OVX+Coagulo)

Aos 14 dias este grupo apresentou quantidade diminuida de tecido
conjuntivo e pequenas areas de coagulo. Maior parte do defeito foi preenchido
com tecido 6sseo (Figura 8).

Grupo 4 (OVX+Bio)

Neste periodo foi observado o inicio de formagéao de tecido 6sseo em
intimo contato com o Biosilicato, com a presengca de tecido conjuntivo e
algumas areas de coagulo. O Biosilicato foi considerado biocompativel e nao

apresentou efeitos negativos aos tecidos circundantes (Figura 9).

28 dias

Grupo 1 (Sham+Coagulo)

Apds 28 dias foi observada completa formacdo de osso nos alvéolos
com pequena quantidade de tecido conjuntivo maduro (Figura 10).

Grupo 2 (Sham+Bio)

Pode ser observada formacéo de tecido 6sseo em intimo contato com a
superficie do Biosilicato e entre as particulas, com poucas areas de tecido
conjuntivo maduro. O biovidro apresentou biocompatibilidade e
osteointegracédo, com deposicdo e maturagdo 6ssea na superficie dos granulos
(Figuras 11 e 12).

Grupo 3 (OVX+Coaqgulo)
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Neste periodo é observada acentuada formacéo de osso, com pequenas
areas de tecido conjuntivo no interior do tecido mineralizado e coagulo (Figura
13)

Grupo 4 (OVX+Bio)

Observa-se grande quantidade de tecido 6sseo neoformado em toda a
extensdo do alvéolo e em intimo contato com os fragmentos do biomaterial
enxertado, além de tecido conjuntivo maduro e presenca de granulos de
Biosilicato nos tergos médios e cervicais (Figuras 14 e 15).

Analise histométrica
Tecido 0sseo
7 dias

Aos 7 dias os grupos 1 e 3 foram os que apresentaram os melhores
resultados (32% e 27.1%) sem haver diferenca entre eles (p>0.05). E
observada diferenca estatisticamente significante quando comparamos estes
dois grupos com os grupos 2 (19.4%) e 4 (13.7%) (p<0.05) (Tabela 1).

14 dias

Quando a analise histométrica € realizada apés 14 dias, as diferencas
estatisticas se mantem entre os mesmos Grupos onde houve diferenca aos 7
dias, com os animais do Grupo 1 apresentando 46% da area estudada
preenchida por tecido 6sseo, seguido pelo Grupo 3 (41.1%), Grupo 2 (32.5%) e
Grupo 4 (26%) (Tabela 1).

28 dias

Aos 28 dias a diferenga estatistica significativa permaneceu entre os

mesmo Grupos estudados. Houve diferenca estatisticamente significante entre

os Grupos 1 e 3 e 0os Grupos 2 e 4 (p<0.05) (Tabela 1).



46

Analise imunoistoquimica

Foram realizadas reag¢des imunoistoquimicas com o objetivo de avaliar
as respostas celulares durante o processo de reparo alveolar aos 14 e 28 dias
apos a exodontia nos grupos que receberam enxerto do Biosilicato cristalino.
Osteocalcina (OC)

A OC apresentou diferengca entre os escores dos Grupos 2 e 4. No
periodo de 14 dias os escores no Grupo 2 foram classificados como 1 ou
ausente, enquanto que no Grupo 4 os escores foram classificados como 2, ou
de pouca intensidade (Tabela 2 e Grafico 1). Ja no periodo de 28 dias os
escores do Grupo 2 foram classificados como 2 (pouca), enquanto que no
Grupo 4 os escores foram classificados como 3 (intensidade moderada)
(Tabela 3 e Grafico 1).

Osteopontina (OP)

Quando a OP é avaliada, ha diferenca entre os escores dos Grupos 2 e
4. No periodo de 14 dias os escores no Grupo 2 foram classificados como 1 ou
ausente, enquanto que no Grupo 4 os escores foram classificados como 2, ou
de pouca intensidade (Tabela 3 e Grafico 2). J&4 no periodo de 28 dias os
escores do Grupo 2 foram classificados como 2 (pouca), enquanto que no
Grupo 4 os escores foram classificados como 3 (intensidade moderada)

(Tabela 3 e Grafico 2).
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos substitutos o6sseos é de extrema
importdncia pensando na reabilitagdo dos pacientes nas mais variadas
situagdes. Defeitos resultantes de traumas, ocasionados por ressecgdes
0sseos em decorréncia de patologias e na recuperagao de rebordos ou areas
reabsorvidas com o passar do tempo que necessitem de reabilitacdo sao
alguns dos exemplos onde os substitutos 6sseos podem ser aplicados. Frente
a essas necessidades e visando diminuir a morbidade que as técnicas
autdbgenas possam causar nos individuos, o objetivo deste estudo foi avaliar a
resposta bioldégica de um biovidro recentemente desenvolvido e que tem
apresentado resultados favoraveis. Para tanto, foram utilizadas como modelos
experimentais ratas ovarectomizadas, que foram submetidas a extracdo dos
incisivos superiores e os alvéolos preenchidos com o Biosilicato cristalino.
Através de estudos histomorfométricos e imunoistoquimicos péde ser
observado o comportamento deste biomaterial em contato com o tecido 6sseo
de ratas ovarectomizadas.

A escolha da metodologia para a condugéo deste estudo considerou o
elevado grau de confiabilidade e seguranca que estudos anteriores
demonstraram utilizando tal protocolo. Teofilo et al. (2004) avaliaram o
comportamento do PerioGlas® no interior do alvéolo de ratas osteoporéticas e
concluiram que esta metodologia foi adequada para a avaliacdo de novos
biomateriais. Calixto et al. (2007) também apresentam um modelo experimental
bastante semelhante ao utilizado neste trabalho e que pode ser considerado

confiavel para o estudo do Biosilicato cristalino.
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Atualmente uma grande variedade de biomateriais encontra-se
disponivel para o uso e a busca por um material sintético absorvivel, que
apresente propriedades biomecanicas semelhantes ao osso cortical e
elasticidade adequada para suportar as cargas e forgas locais tem sido o
grande desafio de inumeras pesquisas e estudos no campo da engenharia
tecidual. Variaveis como método de preparo do material, composicao e
tamanho das particulas tem grande influéncia nos resultados. Frente a isso o
biovidro, inicialmente desenvolvido por Hench e Wilson (1993) vem sendo
estudado e aperfeicoado visando apresentar as caracteristicas ideais para ser
um substituto 6sseo sintético. O Bioglass45S5® é considerado o vidro bioativo
que apresenta as melhores caracteristicas para uso na area de saude, sendo
extensamente testado em situagdes in vitro e in vivo como controle de outros
biomateriais. Quando em contato com fluidos tissulares, as particulas dos
biovidros apresentam em sua superficie a formacdo de camadas de
hidroxiapataita, fazendo com que osteoblastos e constituintes organicos sejam
atraidos, com consequente formacdo de um substrato com composicéo
quimica semelhante ao tecido 6sseo (Azenha et al., 2010).

Recentemente a completa cristalizacdo do Biovidro (Biosilicato cristalino)
por pesquisadores da Universidade Federal de Sao Carlos (S&o Paulo, Brasil)
e a aplicagdo deste novo biovidro nas pesquisas tem demonstrado que este
material sintético apresenta caracteristicas similares ou até superiores ao
Bioglass45S5®. Uma melhor organizacao tecidual, aumento do volume de
tecido 6sseo neoformado e no numero de células osteoblasticas, além de
melhora nas propriedades mecanicas tornam este vidro bastante promissor

(Granito et al., 2011). O Biosilicato cristalino, cuja composicdo quimica
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pertence ao sistema quaternario P,05.Na,0.Ca0.SiO; foi inicialmente utilizado
e testado para o tratamento da hipersensibilidade dentinaria (Tirapelli et al.,
2010; Tirapelli et al., 2011) e estudos recentes demonstraram que ele também
exerce atividade antimicrobiana, o que pode ser considerada uma grande
vantagem quando utilizado nas grandes reconstrugbes maxilares pela vasta
gama de bactérias presentes na cavidade bucal (Martins et al., 2011). Granito
et al. (2011) sugerem que o Biosilicato apresenta maior atividade osteogénica
do que o Bioglass45S5® apds analise histoldgica. Contudo, ndo observam
diferenca significativa quanto a resisténcia, absor¢cdo de energia e desgaste
estrutural dos materiais estudados. Roriz et al. (2010) concluem que o
Biosilicato apresenta as mesmas caracteristicas que o Biogran® apds
reconstrugdes de rebordos alveolares.

Poucos estudos avaliaram o comportamento dos biovidros em ratas
ovarectomizadas e com dieta pobre em calcio. O desenvolvimento do presente
estudo foi baseado nos trabalhos desenvolvidos por Tedfilo et al. (2003), sendo
os procedimentos cirurgicos e o tratamento dispensado aos animais executado
de forma bastante similar. Neste trabalho os autores apresentam que a cirurgia
de ovarectomia associada a dieta pobre em calcio induz a perda 6ssea com
consequente desenvolvimento da osteoporose duas vezes mais pronunciada
no osso alveolar do que na regido da tibia. Concluiram que a massa 6ssea
sofre uma perda de até 35% na 5% semana apdés a ovarectomia e tende a
continuar até a 11% semana. No nosso estudo a extragdo dos incisivos
superiores e a implantacdo do biovidro foi realizada apdés 6 semanas da
ovarectomia ou cirurgia sham, sendo os animais sacrificados apos 7, 14 e 28

dias da cirurgia de implantagcdo do Biosilicato cristalino. Ainda, resultados
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prévios demonstram que o processo de reparo alveolar dos animais utilizados
neste estudo pode estar ativo apdés 6 semanas do trauma, o que torna a
escolha de analises até o final da 42 semana um periodo confiavel para analise
do comportamento do Biosilicato cristalino. Floor et al. (2013) demonstram
através de exames computadorizados que decorridas 6 semanas da cirurgia de
ovarectomia, ratas apresentam uma diminuicdo acentuada no trabeculado
0sseo e na morfologia 6ssea na regido femural, validando o periodo de 6
semanas apos a cirurgia de ovarectomia como sendo um periodo adequado e
confidvel para que os animais apresentem um quadro compativel com a
osteoporose.

A granulagéo ideal dos biomateriais particulados para uso na area
odontoldgica é bastante discutida e varia de acordo com o biomaterial utilizado.
Fetner et al. (1994) avaliaram diferentes granulagcdes de 6 diferentes biovidros,
nado encontrando diferengca nos resultados quando avaliados biomateriais
medindo desde 90 até 710 micrometros. Hall et al. (1999) estudaram o
comportamento de diferentes biomateriais em contato com a superficie de
implantes osseointegraveis na mandibula de cées, utilizando o biovidro com
granulacao entre 300 e 355 micrometros e observaram bom comportamento
dos biomateriais testados. Gu et al. (2013) estudaram a implantacao de
diferentes biomateriais na calvaria de ratos e encontraram os melhores
resultados para o biovidro nos granulos que apresentavam tamanho préximo a
200 micrometros. No nosso estudo o tamanho dos granulos variou de 200 a
300 micrometros pela facilidade de manipulagdo do material e por ser possivel
capturar o Biosilicato cristalino embebido em soro com o uso de um porta

amalgama infantil e inseri-lo no alvéolo, com perda minima do material e
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capacidade de manté-lo na cavidade. Nao foi possivel estabelecer a
quantidade exata enxertada em cada alvéolo, sendo utilizado como parametro
o preenchimento total da ponta ativa do instrumental, o que foi considerado
adequado, pois durante as analises histolégicas toda a area que pretendiamos
estudar encontrava-se preenchida com o biomaterial.

Os resultados do presente estudo evidenciam elevado grau de
biocompatibilidade e excelente comportamento do Biosilicato. Nao foi
constatada resposta inflamatoria decorrente da implantagdo do biomaterial,
estando nossos resultados em concordancia com Granito et al. (2011). Estes
autores avaliaram os efeitos do Bioglass45S5® e do Biosilicato em defeitos
0sseos criados em tibia de ratos. A auséncia de reacgao inflamatoria, bem como
de células gigantes favoreceram a unido osso/implante, a semelhanca do que
foi observado em outros trabalhos realizados pelo mesmo grupo de pesquisa
avaliando o comportamento de diferentes biovidros (Rocha Barros et al., 2007;
Azenha et al., 2010).

Estudos prévios revelam que a cristalizagdo do biovidro diminui o nivel
de bioatividade, podendo inclusive tornar um vidro bioativo em bioinerte (Li et
al., 1992). Entretanto, tais fatos ndo ocorreram no presente estudo.
Contrariamente a essas afirmacdes, Hench e West (1996) constataram que a
cristalizacao total do biovidro promove aumento do seu indice de bioatividade
para nivel superior aos das vitroceramicas comercializadas na época. Moura et
al. (2007) demonstraram em experimentos in vitro que o Biosilicato
(P205Na0.Ca0.Si0y) é altamente bioativo, apresentando maior formagéo de
matriz 6ssea mineralizada em sistema de cultura de células osteogénicas

quando comparado ao Biosilicato Vitreo e ao Bioglass45S5®.
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A cristalizacdo total do Biosilicato pode alterar importantes propriedades
do material, modificando o pH do meio e tornando-o alcalino, favorecendo a
diferenciacdo e a funcao osteoblastica (Xynos et al., 2000; Loty et al., 2001). A
cristalizacdo do Biosilicato pode também alterar outras propriedades do
material como o indice de dissolugéo ou o seu grau de solubilidade, interferindo
na formagéo Ossea. A excessiva solubilidade do material pode dificultar a
precipitacdo dos cristais de apatita e a formacdo 6ssea na superficie do
implante, com particulas do material liberadas no meio podendo estimular a
inflamacgéo e resultados negativos (Daculsi et al., 1990; Rocha Barros et al.,
2003). Vogel et al. (2004) relataram que a formacgédo de células gigantes
multinucleadas avaliadas durante a degradagdo de particulas do
Bioglass45S5® em coelhos foi tempo dependente e foi influenciada pela
solubilidade do material implantado. No presente estudo, quando avaliamos o
Biosilicato cristalino implantado no alvéolo de ratas ovarectomizadas nao
observamos a degradacéao ou dissolugdo do material nos periodos analisados.
Scotchford et al. (2011) analisando a degradagdo de discos pré-fabricados
contendo biovidro implantados na calvaria de ratos demonstraram que apds
longos periodos experimentais € possivel encontrar areas dos discos que
sofreram mudancas e deformacdo, sugerindo a substituicdo do material
implantado por tecido do leito receptor em maior intensidade a partir da 82
semana. Como no presente estudo nosso periodo maximo de estudo foi de 28
dias, néo é possivel fazer comparagées com os resultados encontrados por
estes autores. Um dos empecilhos de realizar estudos com periodos maiores é

a dificuldade de manutencéo e cuidado dos animais.
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Quando analisamos o periodo de 7 dias, os Grupos 1 e 3 apresentaram
resultados superiores e estatisticamente maiores do que os Grupos 2 e 4
quanto a formacgao 6ssea. O que observamos neste periodo é que as ratas cujo
alvéolo foi preenchido por coagulo foram as que apresentaram os resultados
mais favoraveis, o que nos faz concluir que no periodo inicial de reparo alveolar
o Biosilicato cristalino pode ter atrasado este processo, independentemente se
o rata foi submetida a cirurgia de ovarectomia ou sham. Ap6s o periodo de 14
dias as diferencas estatisticas mantiveram-se, com os Grupos 1 e 3
apresentando diferenga estatisticamente significante aos Grupos 2 e 4. Neste
periodo é importante destacar que mesmo nos animais onde o Biosilicato
cristalino foi implantado foi observada a formacéo de osso em pelo menos 25%
do alvéolo, o que demonstra o bom comportamento biolégico do Biosilicato.
Aos 28 dias, a diferenca estatistica significativa permaneceu entre os mesmo
Grupos estudados, sendo que nos grupos implantados com o Biosilicato cerca
de 60% do alvéolo ja havia sido preenchido por osso novo. Floor et al. (2013)
avaliaram o comportamento de um biomaterial no fémur de ratas
osteoporéticas e concluiram que ratas osteoporoticas podem apresentar
formacao Ossea similar a ratas sadias ap6s longos periodos (12 semanas), o
que nos faz acreditar que devido aos resultados satisfatérios do Biosilicato
cristalino apés 4 semanas ha uma tendéncia de que apdés 12 semanas a
formacado de osso atinja resultados similares aos grupos cujos alvéolos foram
preenchidos apenas por coagulo.

Durante todo o estudo as particulas do Biosilicato cristalino
permaneceram no alvéolo e foram progressivamente sendo circundadas por

osso neoformado, que também foi encontrado em intimo contato com a
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superficie do material. O que podemos concluir € que o biovidro implantado
exerceu atividade de estimulacdo Ossea, onde é possivel observar uma
recuperacgao acentuada no volume de osso do 7° para o 14° dia e do 14° para o
28° dia, com satisfatoria recuperagédo morfolégica ao final do estudo, mesmo
com a presenga do biomaterial no alvéolo e com cerca de 60% da area
estudada sendo preenchida com novo osso. Matsumoto et al. (2012)
encontraram uma acentuada reparagao 6ssea no periodo de 14 dias apenas no
grupo experimental do biovidro, justificando a isso a capacidade de
osteoconducgao e osteoinducédo deste biomaterial. Acreditamos que no nosso
estudo o Biosilicato cristalino tenha exercido apenas a funcdo de
osteoconducao, ndo sendo possivel afirmar se houve inducdo na formacao de
tecido 6sseo. Estudos anteriores demonstram que a intensidade de formacéao
de novo osso depende n&o apenas das caracteristicas do material, mas
também da espécie de animal utilizado, o sitio receptor, a quantidade e o
tamanho das particulas enxertadas, com quase que a totalidade dos trabalhos
apontando resultados positivos dos biovidros com excelente capacidade
osteocondutora, além de apresentar um menor custo de desenvolvimento
quando comparado a outros biovidros e biomateriais.

E finalmente, quando analisamos os resultados obtidos com as analises
imunoistoquimicas observamos diferenca nos escores apenas na expressao da
proteina OC, sem haver diferenca nos escores da OP. Nos dois periodos
estudados (14 e 28 dias) o grupo OVX+Bio (Grupo 4) apresentou escore mais
alto do que o grupo sham (Grupo 2). Quando fazemos uma comparagdo com
os resultados imunoistoquimicos da expressao da proteina OC e os valores

encontrados nas analises histométricas, podemos concluir que houve um
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aumento mais acentuado na formacao de osso no Grupo 4 de 7 para 14 dias
(de 26% para 58.1%) do que no Grupo 2 (de 32.5% para 59.4%), o que pode
explicar uma maior sinalizacdo desta proteina no grupo de ratas
ovarectomizadas, padrao este que segue até os 28 dias, quando a expressao
da OC permanece mais alta no Grupo 4 do que no Grupo 2. A OC é uma
proteina secretada pelos osteoblastos e tem papel importante na mineralizacao
do tecido 6sseo. A analise imunoistoquimica foi utilizada neste estudo para
verificar de que forma o Biosilicato cristalino participava do processo de
mineralizagdo, e pudemos concluir que este biomaterial ndo interferiu de
maneira negativa no reparo, com os processos celulares ocorrendo da forma
esperada e os valores de formacgdo Ossea (em %) mantendo-se dentro dos
resultados apresentados por outros pesquisadores (Teodfilo et al., 2004; Granito
et al., 2011; Matsumoto et al., 2012).

Resultados similares sdo encontrados quando avaliada a expresséo da
proteina OC. A OP é uma proteina que € expressa nas células das linhagens
osteoblasticas e osteoclasticas, encontradas em grande quantidade na matriz
O0ssea. Mckee e Nanci (1996) apresentam que a partir do momento que o
processo de reabsorcao 6ssea esta completo em determinado sitio, a OP atrai
os osteoblastos para estas areas estimulando o depdsito de matriz dssea,
sendo a OP uma proteina importante para a avaliagcdo do processo de reparo
alveolar. No nosso estudo a OP apresentou diferenga nos valores dos escores
durante os periodos avaliados em ambos os grupos, sendo que apos 14 e 28
dias o grupo OVX+Bio (Grupo 4) apresentou escores mais altos do que o grupo
sham (Grupo 2), o que demonstra a atividade intensa do osso para

preenchimento do defeito nas ratas ovarectomizadas e expressa a capacidade
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de osteoinducdo do Biosilicato cristalino. Conforme demonstrado por Floor et
al. (2013) tratamento regenerativos em ratas com osteoporose tendem a
requerer um esforgo maior do metabolismo &ésseo para que haja a
neoformacéo, o que pode justificar um aumento da sinalizagdo de ambas as

proteinas nos animais submetidos a cirurgia de ovarectomia.



58

CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

1- Os Grupos 1 e 3 foram os que apresentaram os melhores resultados durante
todo o estudo;

2- O Biosilicato cristalino apresentou resultado favoravel na reparagao 6ssea,;
3- Nao foi observada reabsorgéo das particulas do Biosilicato cristalino;

4- As analise imunoistoquimicas demonstraram que o0s animais submetidos a
ovarectomia apresentaram uma maior sinalizacéo das proteinas Ostecalcina e

Osteopontina.
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Figura 1- Tecido conjuntivo rico em fibroblastos, capilares e osso neoformado. Alvéolo parcialmente

preenchido por trabéculas 6sseas. A- tecido conjuntivo; B- osso neoformado; C- coagulo. (Grupo

conjuntivo com baixa quantidade de coagulo sanguineo. A- tecido conjuntivo; B- osso neoformado; V-
particula do Biosilicato. (Grupo Sham+Bio, Periodo 7 dias, Aumento 20x).



Figura 3- Presencga de tecido conjuntivo e coagulo. Inicio de formacéo 6ssea. A- tecido conjuntivo; C-

coagulo; B- osso. (Grupo OVX+Coagulo, Periodo 7 dias, Aumento 20x).
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Figura 4- Extensa area de tecido conjuntivo e a presenca de areas de coagulo nas proximidades dos
granulos de Biosilicato. A- tecido conjuntivo; C- coagulo; V- particulas do Biosilicato. (Grupo OVX+Bio,

Periodo 7 dias, Aumento 20x).
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Figura 5- Particula de Biosilicato implantado circundado por tecido conjuntivo e coagulo (seta), sem a
presenca de células inflamatérias. C- coagulo; V- particula do Biosilicato. (Grupo OVX+Bio, Periodo 7

dias, Aumento 40x).
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Figura 6- Trabéculas 6sseas mais espessas e tecido conjuntivo e areas
do que no periodo anterior. A- tecido conjuntivo; B- osso. (Grupo Sham+Coagulo, Periodo 14 dias,
Aumento 20x).
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Figura 7- Menor quantidade de tecido conjuntivo e intimo contato entre a o Biosilicato e o tecido 6sseo

neoformado. A- tecido conjuntivo; B- osso; V- Biosilicato. (Grupo Sham+Bio, Periodo 14 dias, Aumento

Figura 8- Trabéculas de tecido 6sseo entremeadas por tecido conjuntivo e pequenas areas de coagulo. A-
tecido conjuntivo; B- osso; C- coagulo. (Grupo OVX+Coagulo, Periodo 14 dias, Aumento 20x).
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Figura 9- Particulas do Biosilicato em contato direto com o tecido ésseo neoformado e poucas areas de

tecido conjuntivo maduro. A- tecido conjuntivo; B- osso neoformado; V- particulas do Biovidro. (Grupo
OVX+Bio, Periodo 14 dias, Aumento 20x).
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Figura 10- Completa formagéo de osso alveolar, om pequena quantidade de tecido conjuntivo maduro
(seta). B- osso maduro. (Grupo Sham+Coagulo, Periodo 28 dias, Aumento 20x).
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Figura 11- Tecido 6sseo em intimo contato com a superficie do Biosilicato e entre as particulas, com

poucas areas de tecido conjuntivo maduro. A- tecido conjuntivo; B- osso; V- particulas do Biosilicato.
(Grupo Sham+Bio, Periodo 28 dias, Aumento 20x).
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Figura 12- Excelente incorporacéo dos granulos de Biosilicato com o tecido 6ss€0 (setar). A- tecido

conjuntivo; B- 0sso; V- particulas do Biosilicato. (Grupo Sham+Bio, Periodo 28 dias, Aumento 40x).
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Figura 15- Extensa formagédo de tecido 6sseo com discretas areas de tecido conjuntivo e coagulo. A-

tecido conjuntivo; B- osso; C- coagulo. (Grupo OVX+Coagulo, Periodo 28 dias, Aumento 20x).

Figura 13- Grande quantidade de tecido 6sseo neoformado em toda a extens&o do alvéolo e em contato
com os fragmentos do biomaterial enxertado. B-osso maduro; V-particulas do Biosilicato. (Grupo
OVX+Bio, Periodo 28 dias, Aumento 20x).
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Figura 14- Contato entre o Biosilicato e osso neoformado (setas). B-osso; V- Biosilicato. (Grupo OVX+Bio,
Periodo 28 dias, Aumento 40x).

Figura 16-Imunomarcacgéo para a proteina Osteocalcina classificada como Pouca (2) apds o enxerto
com Biosilicato cristalizado (seta). V- Biosilicato; D- imunomarcagao para Osteocalcina (Grupo
OVX+Biosilicato, Periodo 14 dias, Aumento 20x).



Figura 17- Imunomarcacgéo para a proteina Osteocalcina classificada como Moderada (3) apds o enxerto
com Biosilicato cristalizado (seta). V- Biosilicato; D- imunomarcagao para Osteocalcina (Grupo
OVX+Biosilicato, Periodo 28 dias, Aumento 20x).

& =

gl ST "a;ﬁ‘; ¢ AT

Figura 18- Imunomarcagao para a proteina Osteocalcina classificada como Ausente (1) apds o enxerto
com Biosilicato cristalizado. V- Biosilicato; B- osso; D- imunomarcagéo para Osteocalcina (Grupo
SHAM+Biosilicato, Periodo 14 dias, Aumento 20x).



Figura 19- Imunomarcagéo para a proteina Osteocalcina classificada como Fraca (2) ap6s o enxerto
com Biosilicato cristalizado (seta). V- Biosilicato; B- osso; D- imunomarcagao para Osteocalcina (Grupo
SHAM+Biosilicato, Periodo 28 dias, Aumento 20x).
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Figura 20- Imunomarcagéo para a proteina Osteopontina classificada como Pouca (2) apés o enxerto com
Biosilicato cristalizado (setas). V- Biosilicato; E- imunomarcagao para Osteopontina (Grupo
OVX+Biosilicato, Periodo 14 dias, Aumento 20x).
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Figura 21- Imunomarcagao para a proteina Osteopontina classificada como Moderada (3) apds o enxerto
com Biosilicato cristalizado (setas). B- osso neoformado; E- imunomarcagéo para Osteopontina (Grupo
OVX+Biosilicato, Periodo 28 dias, Aumento 20x).
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Figura 22- Imunomarcagéo para a proteina Osteopontina classificada como Ausente (1) apds o enxerto
com Biosilicato cristalizado. V- Biosilicato; E- imunomarcagéo para Osteopontina (Grupo
SHAM+Biosilicato, Periodo 14 dias, Aumento 20x).
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Figura 23- Imunomarcacéo para a proteina Osteopontina classificada como Pouca (2) apds o enxerto com
Biosilicato cristalizado (setas). V- Biosilicato; B- osso; E- imunomarcagao para Osteopontina (Grupo
SHAM+Biosilicato, Periodo 28 dias, Aumento 20x).
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Anexo D — Tabelas e Graficos

Tabela 1: Quantidade de Tecido Osseo (%) apos os periodos de 7, 14 e 28

dias.
PERIODOS
GRUPOS 7 14 28
Grupo 1 —
Sham+Coagulo 32 46 83.5
Grupo 2 —
Sham+Biosilicato 194 32.5 59.4
Grupo 3 —
OVX+Coagulo 271 41.1 79.7
Grupo 4 —
OVX+Biosilicato 13.7 26 58.1

Tabela 2 — Média dos escores obtidos com a analise imunoistoquimica nos

grupos avaliados no periodo de 14 dias.

Grupos OP oC
Sham+Bio 1 1
OVX+Bio 2 2

Tabela 3— Média dos escores obtidos com a analise imunoistoquimica nos
grupos avaliados no periodo de 28 dias.
Grupos OP oC

Sham+Bio 2 2

OVX+Bio 3 3
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Grafico 1- Escores médios da Osteocalcina nos dois grupos enxertados com

Biosilicato nas analises dos periodos de 14 e 28 dias.
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Grafico 2- Escores médios da Osteopontina nos dois grupos enxertados com

Biosilicato nas analises dos periodos de 14 e 28 dias.



