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BERMEJO, PR Uso do beta fosfato tricalcio em levantamento de membrana de seio maxilar.
Estudo histolégico, histomorfometrico e imunoistoquimico em coelhos. Aracatuba: Faculdade
de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

O beta fosfato tricalcio (B-TCP) é um biomaterial que possui excelente osteoconducao,
biocompatibilidade por ser quimica e cristalograficamente similar ao tecido 6sseo humano,
além de possuir rapida reabsor¢éo o que diminui reacdes biolégicas. O B-TCP vem sendo
utilizado em cirurgias de enxertia 6ssea, principalmente em regides superiores de maxila
no intuito de favorecer a reabilitacdo protética com implantes. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a reparacéo tecidual de um biomaterial a base de beta fosfato tricalcio o B-TC
em levantamento de membrana de seios maxilares de coelhos, através de andlises
histologica, histomorfométrica e imunoistoquimica. Vinte coelhos Albinus foram submetidos
a cirurgia de elevacado da membrana do seio maxilar bilateral, onde o seio maxilar do lado
direito foi preenchido por coagulo e do lado esquerdo por B-TCP. ApGs periodos de 3, 7,
15 e 45 dias os animais sofreram eutanasia e tiveram sua maxila removida para
processamento e analises histoldgica, histométrica e imunoistoquimica. Houve formagéo
Ossea para ambos 0s grupos somente a partir do periodo de 15 dias. Foi aplicado o teste
estatistico de Tukey, e houve diferenca estatistica (p<0,01) entre o grupo controle e o grupo
B-TCP. O melhor indice de formacédo 6ssea foi para o grupo B-TCP no perido 45 dias
(0,0294 + 33,011 %) em comparacao ao grupo controle (1,824 + 30,502%). Houve também
diferenca significativa dos grupos entre si, em relacdo aos periodos estudados. Sendo
assim, comprovamos que o BTCP foi um substituto 6sseo competente em relagédo a
neoformacdo O0ssea e manutencdo de area de defeitos clinicos, desejados para uma

correta reabilitacdo oral.

Palavras- chave: seio maxilar, materiais biocompativeis, regeneracgéo tecidual guiada.



BERMEJO, PR Beta tricalcium phosphate in sinus lifting. Histological, histomorfometrical and
imunoistochimical study in rabbits. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

The beta tri calcium phosphate (B-TCP) is a biomaterial with excellent osteoconductive
properties, biocompatibility by being chemically and crystallographically similar to the human
bone tissue as well as having rapid reabsorption which reduces biological reactions. The B-
TCP has been used in bone grafting surgery, especially in the upper regions of the maxilla in
order to facilitate the prosthetic rehabilitation with implants. The aim of this study is to evaluate
the healing of a biomaterial-based beta tri calcium phosphate, B-TC in sinus lifting of rabbits,
using histological, histomorphometric and immunohistochemistry. Twenty Albinus rabbits
underwent surgery to the bilateral maxillary sinus lift, where the right maxillary sinus was filled
with blood clot and the left by B-TCP. After periods of 3, 7, 15 and 45 days the animals were
euthanized and their jaw removed for processing and histological, immunohistochemistry and
histometric analysis. There was bone formation for both groups only from the period of 15
days. The Tukey statistical test was applied, and there was statistical difference (p <0.01)
between the control group and the B-TCP group. The best index of bone formation was for the
B-TCP group in period prescribed 45 days (33,011 + 0.0294%) compared to the control group
(30.502 + 1.824%). There were also significant differences among groups in relation to the
studied periods. Thus, we proved that the BTCP was a competent bone substitute in relation

to bone formation and maintenance area, allowed for proper oral rehabilitation clinical defects.

Keywords: Maxillary sinus, Bone grafting, Tissue Repair
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1) INTRODUCAO

As reabilitacbes protéticas implantosuportadas tonaram-se comuns em
pacientes parcial e totalmente desdentados. Porém o 0sso alveolar remanescente
pode nao ter espessura e altura suficientes para a instalacdo de implantes
osseointegrados, ja que a auséncia dental leva a graves e irreversiveis reabsorcdes
do osso alveolar [1] *, principalmente em regides posteriores de maxilas, onde
normalmente ocorre pneumatizacéo do seio maxilar devido as mesmas reabsorcoes,

prejudicando a instalagcdo de implantes [2-3].

Atualmente, com o avanc¢o das descobertas na implantodontia, como melhoras
nas técnicas cirargicas [4] e pesquisas com biomateriais, a reconstrucao maxilar teve
um avanco nas reestruturacdes do tecido 6sseo [5], e tornou-se possivel a reabilitacao

com préteses implantosuportadas, principalmente nas regides posteriores.

Em 1997 Misch descreveu que a altura minima de remanescente ésseo deveria
ser de 10 mm para a instalagao de implantes em regido posterior de maxila. Em alturas
de até 5 mm seria permitida a utilizacdo de implantes concomitantemente com a
realizac@o de enxerto 6sseo para aumento da altura. Em casos onde a disponibilidade
Ossea fosse de 5mm ou menos, seriam necessarios procedimentos cirdrgicos para
elevacdo da membrana do seio maxilar com realizacdo concomitante de enxertos
0sseos, e aguardar a consolidagdo dos mesmos [6].

O levantamento da membrana do seio maxilar foi primeiramente descrito por

Boyne et al. em 1980, onde visavam a eleva¢édo da mucosa sinusal para a interposi¢cao

* Referencias bibliograficas de acordo com as normas de publicacdo da revista Biomterials
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entre a mucosa e o assoalho da maxila, de enxertos 6sseos associados ou ndo a
outros materiais osteocondutores. Com esse procedimento esperava-se que
houvesse formacédo 6ssea suficiente para permitir utilizacao de implantes

osseointegraveis [7].

O osso autdgeno é o ponto de partida para comparacbes com os demais
biomateriais devido as suas propriedades osteogénicas, osteocondutivas e
osteoindutivas. Entretanto possui algumas desvantagens, dentre elas, a quantidade
limitada de tecido coletado, morbidade do leito doador e dificuldade de obter o
desejado formato para o leito receptor [8 -9]. Sendo assim, 0 uso dos substitutos
0sseos sintéticos tem se tornado uma pratica clinica comum j& que se propdem a
contornar as desvantagens do enxerto 6sseo autdgeno [10].

Geralmente os substitutos 6sseos sdo osteocondutores, ou seja, permitem que
ocorra formacdo O6ssea em sua superficie e, além disso, pelo tamanho de suas
particulas, ndo sédo absorviveis, permanecendo no local apds o término do processo
de reparo incrustados no tecido 6sseo neoformado. Segundo Potter e Ellis [l em 2004,
as propriedades de um material ideal para enxerto 0sseo sdo: inércia quimica,
biocompatibilidade, ndo ser alergénico, ndo ser cancerigeno, possuir um custo
acessivel, ser passivel de esterilizacdo sem que haja alteracdo de sua composicdo
guimica, ser de facil manipulacdo e de facil conformagédo durante a realizagdo da
cirurgia, apresentar boa estabilidade (quando da fixagao por parafusos) e apresentar
radiopacidade [11]. Além disso, o material ndo deve possibilitar crescimento
bacteriano, que promoveria além de infec¢des, reabsor¢cdes 0sseas que culminariam
com o surgimento de degraus indesejaveis. Finalmente, o material deve ainda, ser

totalmente reabsorvivel e substituivel por novo tecido ésseo.
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Outras consideracbes especificas também influenciam na escolha dos
biomateriais como: o tamanho do defeito, a adaptacdo do contorno interno, a
restauracdo do volume adequado, a presenca de cavitacdo dos seios da face, a
prevencao do deslocamento do material, o risco de traumas futuros e reparo rapido
versus tardio [12].

Com as descobertas do final da década de 60, a utilizacdo de polimeros
derivados de acido latico e glicélico, vem sendo defendida [13]. Os resultados
mostraram boas propriedades mecanicas, baixa capacidade alergénica e toxicidade,
excelente biocompatibilidade e uma cinética previsivel de biodegradacao,
despertando a aten¢do de varios pesquisadores quanto as suas possiveis aplicacdes
em tecnologia farmacéutica [14].

Nesse contexto, inserem-se os scaffolds biodegradaveis que sédo definidos
como estruturas que permitem a neoformacdo 6ssea concomitantemente com a
reabsorcao de seu arcabouco, agindo como uma matriz temporaria para a ancoragem-
dependente de osteoblastos, além da fungdo intrinseca de preenchimento [15].
Também pode agir como carreador para fatores soluveis e insolUveis que modulam a
funcao celular local [16].

Um substituto compaésito tipico € o B-TCP, que possui excelente osteoconducao
e biocompatibilidade devido a sua similaridade quimica e cristalografica com os dentes
e 0ssos humanos. Além disso, atua como arcabouco para a migracao celular, que
juntamente com fatores de crescimento estimulam a regeneracao 0ssea [17]. Outra
caracteristica significativa do B-TCP é sua rapida reabsorcdo durante o curso da
regeneracao 0ssea [17], minimizando as reacdes biolégicas esperadas [18]. O grau

de remodelacéo ao longo do tempo tem sido relatado dependendo do tipo de material
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usado, variando de 13,9% a 26% para os materiais aloplasticos e de 16% a 49,5%

para 0 0sso autogeno [19].

Alguns substitutos 6sseos sintéticos como o 3-TCP tém sido combinados com
0 0SS0 autégeno para estabelecer uma capacidade osteoindutora [20 e 21]. Estes
materiais relinem as vantagens de cada elemento como a propriedade osteocondutiva

do material sintético e a capacidade osteoindutiva do 0sso autdgeno [22].

OBJETIVOS

Este trabalho se propbe a avaliar a a taxa de remodelacdo e neofromacgao
0sseas e reabsorcdo de um biomaterial a base de BTCP em levantamento de
membrana de seios maxilares de coelhos, através de analises histoldgica,

histomorfométrica e imunoistoquimica.
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2) MATERIAL E METODO

a) delineamento experimental:

Foram utilizados 20 (vinte) coelhos da raga Nova Zelandia, variagdo “albinus”,
machos, com idade aproximada de 5 (cinco) meses e peso corporal entre 3 a 4 Kg.
Os animais foram cedidos pelo Biotério da FOA-UNESP e mantidos em gaiolas
individuais, em ambiente climatizado, e alimentados com ragéo soélida padrao (Racéo
Procoelho, Primor®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, durante todo o
experimento.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo COBEA, submetido a avaliacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da FOA-UNESP e aprovado sob o numero 2012-01103.

Os animais foram submetidos a procedimento cirargico para levantamento de
membrana de seios maxilares (bilateralmente) e sendo assim, divididos nos seguintes

grupos experimentais:

- Grupo controle (CO): 20 seios. Consistindo no grupo que passou por cirurgia de
levantamento de membrana em ambos 0s seios maxilares e que tiveram 0s mesmos
preenchidos apenas pelo coagulo e as amostras foram distribuidas da seguinte

maneira: analise no dia 3 (5 seios), dia 7 (5 seios), dia 15 (5 seios) e dia 45 (5 seios).

- Grupo BTCP: 20 seios. Ap6s o procedimento de elevagdo da membrana sinusal o

seio maxilar foi preenchido com B-TCP (Graftys® BTCP, LAS, SP, Brasil) e as
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amostras distribuidas da seguinte maneira: andlise no dia 3 (5 seios), dia 7 (5 seios),

dia 15 (5 seios) e dia 45 (5 seios).

b) procedimentos cirlrgicos

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 8 horas. A
anestesia geral realizada por administracdo via intramuscular de Cloridrato de
Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Séo Paulo,
Brasil Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do
Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sao Paulo,
Brasil), 5mg/Kg. Em seguida realizada complementacdo anestésica através de
infiltracdo de solucé@o de Cloridrato de Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000
(Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg na linha
mediana do dorso nasal.

Todos os animais deste estudo foram submetidos a procedimentos cirdrgicos
para elevacdo da sua membrana. Semelhante ao realizado clinicamente, primeiro 0s
seios maxilares foram acessados. O cirurgido foi o mesmo em todos os
procedimentos. As cirurgias foram realizadas seguindo todos os principios de

assepsia para garantir a manutencao da cadeia séptica.
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c) levantamento da membrana do seio maxilar

Apds prévia tricotomia e antissepsia pré-operatdria no dorso nasal por friccao
de gaze embebida em PVPI a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®,

Rioquimica, Sao José do Rio Preto), o osso nasal foi acessado.

- : Seio Conchal

Seio Maxilar

’ Incisivos

.

llustracdo de um (A) corte coronal e (B) sagital do cranio do coelho mostrando reparos
anatémicos como os seios conchais, 0s seios maxilares, os incisivos e a lingua.

O protocolo cirargico utilizado para o acesso a cavidade sinusal do animal foi o
estabelecido por Asai, Shimizu e Ooya em 2002. Com o auxilio de uma lamina de
bisturi nimero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o), montada em cabo de bisturi
namero 3 (Hu-Friedy®, German), uma incisao linear de 5 cm foi feita na linha mediana

do dorso nasal. A pele e o periosteo foram cuidadosamente descolados e
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devidamente afastados com um descolador tipo Molt (Hu-Friedy®, German) o
suficiente para a exposi¢do do 0sso nasal e a linha da sutura nasoincisal [23]. ApOs
exposigdo, uma janela circular de 5 mm de diametro foi confeccionada bilateralmente
a linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 2 cm anterior a linha da sutura
nasofrontal e a 1 cm lateralmente a linha média. Este procedimento foi realizado sobre
abundante irrigacdo com solucdo salina fisioldgica estéril a 0.9% (Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil), com a utilizagdo de uma broca trefina de 5mm de diametro interno
(Neodent®, Curitiba, Parand, Brasil) para a demarcacdo da area e uma broca
diamantada esférica n°® 1011 (KG Sorensen®, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) para a
finalizacdo das osteotomias, ambas montadas em contra-adngulo redutor de 20:1
(Kavo® do Brasil, Joinvile, Brasil), que por sua vez conectava-se a um motor elétrico
de rotacao controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, S&o Paulo, Brasil) a
uma velocidade de 1500 rpm (Figura 1).

A membrana sinusal foi cuidadosamente descolada e elevada com curetas
especiais (Neodent®, Curitiba, Parana, Brasil) para garantir que sua integridade fisica
fosse mantida. Apos o levantamento da membrana , um seio maxilar foi preenchido
com coagulo, e o lado contralateral com o B-TCP (Figura 2). Finalizado o enxerto, 0
retalho total foi reposicionado, a sutura entdo realizada com fio Poliglactina 910 5-0
(Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson&Johnson, Sé&o José dos Campos, Brasil) por pontos

interrompidos simples.
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d) cuidados Pés-Operatorios

No po6s-operatério imediato os animais receberam administracao intramuscular
de Pentabiotico (Fort Dodge Saude Animal Ltda, S&o Paulo, Brasil) na dosagem de
0,1ml/Kg e de Dipirona Soédica (Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda,
Sao Paulo, Brasil) na dosagem de 1mg/Kg/dia, sendo a primeira dose no pos-
operatério imediato e as demais nos 2 dias consecutivos. Os animais foram mantidos
no Biotério da FOA, UNESP em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, e
alimentados com racdo solida padrdo (Racdo Procoelho, Primor®, Jaguaré, Sao
Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, até a eutandsia animal nos periodos de 3, 7, 15 e

45 dias de pés operatorios.

e) eutanasia e coleta do material

A sedacéo foi realizada pela administracéo via intramuscular de Cloridrato de
Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo,
Brasil Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e do
Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratorio Calier do Brasil Ltda, Sao Paulo,
Brasil), 5 mg/Kg. A eutanasia foi realizada por meio de perfusdo no ventriculo
esquerdo de 150 ml de solucéo salina fisioldgica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro,
Brasil) por 10 minutos, seguida de 1800 ml de Formaldeido 4% (Paraformaldeido 4%
- Acros Organics) durante 40 minutos, usando uma bomba perfusora peristaltica
(Masterflex® Ls, Cole — Parmer Instrument Company) na velocidade de 45ml/min. Os

periodos de eutanasia foram aos 3, 7, 15 e 45 dias ap6s o procedimento de
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levantamento da membrana do seio maxilar. Apos a eutanasia, o complexo nasal
incluindo as cavidades sinusais foi removido em bloco e todo o tecido mole superficial

eliminado.

f) preparo das pecas

As pecas foram fixadas em formol (Reagentes Analiticos®, Dindmica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) e sofreram descalcificagdo em EDTA 5%
(Acido Etileno Diamino Tetracético, Merck) dissolvido em agua MiliQ, por um periodo
de 90 dias, a temperatura ambiente. Em seguida o material foi desidratado utilizando
uma sequéncia crescente e gradativa de alcoois 70, 90, 95 e 100, com troca de
solucéo a cada 3 dias, em agitador orbital (KLine CT — 150®, Cientec — Equipamentos
para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil) em todos os dias durante 4 horas. ApGs estas
etapas, realizaram-se 0s cortes coronais das pecas, a partir do centro do defeito
cirargico criado e a diafanizagcdo com xilol para posterior inclusdo em parafina para
obtencao de cortes com 6 uym de espessura montados em laminas. Foram separadas
cerca de 6 laminas de cada animal para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE
Merck & Co. Inc.) e outras 6 de cada grupo experimental para as reacbes de

imunoistoquimica.
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g) analise histomorfométrica

Apés as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.), mensuracdes
foram realizadas utilizando um microscoépio Optico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg,
Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (LeicaR® DC 300F
microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador
Pentium Il com um software analisador de imagens digitalizadas, ImageJ (Software
de Processamento e Andlise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens digitalizadas
foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas.

Foi avaliada a area de tecido Gsseo presente no interior do seio maxilar (em
micrometros de espessura). Os dados obtidos nas analises foram transformados em
valores absolutos, de pixels, para valores porcentuais relativos, de modo a minimizar

a interferéncia da diferenca do tamanho do negativo.

h) andlise imunoistoquimica

Os anticorpos primarios utilizados foram contra Osteoprotegerina— OPG (OPG,
Goat anti-opg — Santa Cruz Biotecnology), RANKL (Goat anti-rankl — Santa Cruz
Biotecnology) e OC (OC, Goat anti-oc — Santa Cruz Biotecnology). O método de
deteccdo usado foi por imunoperoxidase, utilizando como cromégeno a 3,3
diaminobenzidina (DAB — Sigma, St. Louis, MO, USA). O anticorpo secundario
biotinilado foi o anti-cabra (goat) produzido em burro (donkey) (Biotin-SP-AffiniPure,

donkey anti-goat IgG — Jackson Immunoresearch Laboratories).
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Os cortes foram analisados em microscépio Optico (LeicaR® DMLB,
Heerbrugg, Switzerland) bem como a expressdo das proteinas OPG, RANKL e OC,
acoplado a uma camera de captura de imagem (Leica® DFC 300FX, Leica
microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium
[l com um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera Software
Box®, Leica Imaging Manager -IM50 Demo Software). Foram utilizados escores para
as células marcadas em areas determinadas, que sabidamente estdo envolvidas na
dindmica do tecido 6sseo. Os escores atribuidos a presenca de proteina foram 1 para
marcacao leve, 2 para marcagao moderada e 3 para marcacao intensa. Estes escores

foram atribuidos de acordo com a area de células e tecido marcados positivamente.

i) analise estatistica

A andlise estatistica foi conduzida por meio da comparacdo entre o grupo controle
e o tratado. Os dados foram analisados com comparac¢des multiplas de médias por
contrastes de Tukey. Diferenca estatisticamente significativa foi atribuida ao nivel de
P <0,01. Os testes foram conduzidos atraves de software GMC utilizado para analise

estatistica em estudos na area de saude.
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3) RESULTADOS

O pébs operatério transcorreu sem intercorréncias em todos os coelhos. Nao
foram observadas complicagcdes como aparecimento de reacdes alérgicas ou

processos infecciosos em nenhum dos periodos do estudo.

4.1) Analise quantitativa e qualitativa da histologia

Para entender melhor as propriedades osteocondutoras dos biomateriais, as
analises histologicas foram realizadas. Como esperado, ndo houve perfuracdo da
membrana do seio maxilar de nenhum coelho e o defeito originalmente tratado com
BTCP foi totalmente preenchido por um conglomerado de particulas do biomaterial,
coagulo sanguineo, tecido conjuntivo e o0sso neoformado. Remanescentes de
BTCP eram visiveis e estavam em intimo contato com o tecido 6sseo inclusive
visualizados ao final do periodo de 45 dias. Defeitos que foram preenchidos com
coagulo apresentaram apenas um tecido conjuntivo delgado fechando o defeito
0sseo, com organizacéo estabelecida a partir do periodo de 15 dias.

Exames histomorfométricos mostraram que o volume total de tecido
mineralizado (biomaterial + osso neoformado) reflete os resultados da analise
imunoistoquimica. Novamente, o BTCP resultou em maior volume de tecido
mineralizado comparado ao grupo coagulo. Estes dados sugerem que o BTCP

apresenta propriedade osteocondutora favoravel neste experimento.
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O préximo passo foi o de distinguir entre tecido 6sseo neoformado e biomaterial
residual no local do defeito. O grupo BTCP apresentou maior volume de tecido
0sseo neoformado. Curiosamente, a formacdo de tecido 6sseo neoformado foi
semelhante no grupo controle. Assim, o BTCP apoia a formacéo de tecido 6sseo

neoformado mais eficiente do que o grupo controle (Figura 3).

4.2 Analise Morfoldgica

4.2.1 — Periodo de 3 dias

Para ambos os grupos estudados, notamos presenca de discreto infiltrado
inflamatorio, tecido conjuntivo desorganizado e inicio de neoformacdo vascular
(angiogénese). A membrana do seio maxilar foi preservada, discreto nimero de
células inflamatorios agudas, caracterizando que o infiltrado inflamatério era em
decorréncia do préprio processo cirurgico. No grupo BTCP os granulos permaneceram
inertes no tecido, preservando o volume da membrana do seio maxilar deslocada

(Figura 4).
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4.2.2 - Periodo de 7 dias

Para ambos os grupos, notamos presenca de um infiltrado inflamatério crénico
moderado, tecido conjuntivo em franco processo de maturagdo com organizacao de
vasos sanguineos neoformados, assim como reabsorcdo do coagulo presente no
interior do tecido conjuntivo, causado pelo procedimento cirdrgico. No grupo BTCP os
granulos encontravam-se circundados por tecido conjuntivo, caracterizando inicio de

atividade celular reparadora (Figura 5).

4.2.3 — Periodo de 15 dias

Decorridos 15 dias do p6s operatério, no grupo CO, nota-se a etapa inicial do
processo de reparo com a intensa proliferacéo de tecido conjuntivo e a presenca de
remanescente de coagulo sanguineo. No grupo BTCP h& presenca de tecido
conjuntivo em contato direto com a superficie dos granulos de biomaterial (Figura 6).
Apesar da intensa atividade celular, notamos raras células inflamatodrias e algumas
células gigantes, principalmente ao redor de coagulo remanescente. Inicio do
processo de neoformacao 0ssea, com abundancia de osteoblastos e matriz 6ssea em

processo de maturacdo em ambos 0S grupos.
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4.2.4 - Periodo de 45 dias

No grupo CO aos 45 dias do pGs operatorio, observa-se em quase toda sua
extensdo a presenca de tecido conjuntivo fechando o defeito cirtrgico criado. Em
contrapartida, no grupo BTCP nota-se, a neoformacdo 0ssea com osteoblastos em
guase todo o perimetro de contato conjuntivo/ BTCP e a discreta presenca de tecido
conjuntivo. Houve diminuicdo de volume de biomaterial caracterizando sua
substituicdo por tecido 6sseo com presenca de ostedcitos, porém observamos ainda

a presenca de biomaterial em abundancia no tecido (Figura 7).

4.3 Analise Imunoistoquimica

Foram realizadas reacbes imunoistoquimicas utilizando-se anticorpos

primarios contra as proteinas OC, OPG e RANKL analisadas durante o processo de

reparo na interacdo membrana seio maxilar/ BTCP.
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4.3.1 OSTEOCALCINA - (0C)

A imunomarcacdo contra osteocalcina foi realizada nas bidpsias do tecido
0sseo com o intuito de avaliar o grau de mineralizacéo do tecido 6sseo na presenca
ou auséncia do biomaterial testado (BTCP). O resumo dos dados obtidos esta
apresentado na forma de tabela de frequéncias absolutas para cada periodo e grupo
experimental (Figura 8).

No grupo controle, foram observadas marcacdes leves e moderadas junto as
células das bidpsias coletadas no periodo de 3 dias de pés operatérios. A presenca
de osteocalcina caracteriza o fen6tipo osteoblastico das células observadas. Aos 7
dias as imunomarcacdes para osteocalcina mostraram-se expressas de maneira leve
e moderada, predominando a ultima. Foram observadas areas com atividade de
formacao de tecido 6sseo, presenca de uma matriz extracelular em processo de
organizacdo e o inicio da mineralizacdo em alguns pontos. Aos 15 dias, no grupo
controle, foi observada a presenca de trabéculas 6sseas delgadas, mas com a
presenca de marcacao positiva para osteocalcina, que se intensificou aos 45 dias de
pOs operatorios, onde as trabéculas apresentaram-se mais espessas e pode-se notar
a presenca de um tecido maduro, com ostedcitos também marcados positivamente
para esta proteina (Figura 9).

No grupo BTCP, no periodo de 3 dias foram observadas marcacdes
predominantemente leves nas células das biopsias analisadas. Aos 7 dias, a presenca
da osteocalcina mostrou-se variando entre leve e moderada, com predominio deste
altimo escore. Também foi possivel notar a presenca de uma matriz extracelular ja em
processo de organizacdo e o inicio do processo de formacédo de tecido ésseo,

principalmente proximo aos remanescentes do biomaterial avaliado. Aos 15 dias,
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foram observadas trabéculas o&sseas delgadas, com marcacdo intensa para
osteocalcina. Aos 45 dias foi possivel observar a presenca de um tecido 6sseo com
trabéculas espessas e marcadas de maneira intensa para osteocalcina na maioria dos
espécimes avaliados. Também foram observados ostedcitos marcados postiviamente,

caracterizando a maturidade do tecido 6sseo formado junto ao biomaterial (Figura 10).

4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas e histomorfométricas foram realizadas para ambos os
grupos estudados e para os periodos de 3, 7, 15 e 45 dias de poOs operatorio. As
médias dos valores de area de tecido 6sseo neoformado (BV) e do material no interior
no tecido (BTCP) foram transformadas em porcentagens em relagcao a area total do
defeito cirdrgico criado a partir do levantamento da membrana do seio maxilar, e
comparados entre si.

A formacao ossea foi constatada a partir do periodo de 15 dias para ambos os
grupos. Houve diferenca estatistica (p<0,01) entre o grupo controle e o grupo BTCP
guando comparados entre si (Figurall). O grupo BTCP apresentou o maior percentual
de formacéao 6ssea, tanto para o periodo de 15 dias, como para o periodo de 45 dias.

Quando os valores foram comparados entre o mesmo grupo, houve diferenca
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estatistica entre os periodos, sendo que o periodo de 45 dias foi superior em relacéo
ao grupo 15 dias (Figura 12).

A mesma diferenca estatistica foi percebida levando-se em consideracédo a
porcentagem de biomaterial no interior do tecido com o decorrer do tempo. Houve
diminuic&o gradual significativa em relacéo a presenca do biomaterial com o decorrer
do tempo, do periodo de 3 dias para o de 45 dias (Figura 13). Assim como houve
também uma diminuicdo na area total do levantamento de seio, no grupo controle, em

relacdo ao tempo decorrido.
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4) Discusséo

A cirurgia de levantamento de membrana de seio maxilar tem como principal
objetivo um ganho em dimensé&o vertical posterior em regido de maxila [2] através da
formacao de osso vital que permita a integracéo do tecido pré existente com implantes
osseointegrados, dando condigcbes para 0os mesmos de suportarem as forcas
exercidas pelas préteses quando de sua instalacao [24].

Para possibilitar a viabilidade dessa manobra, s&o utilizados os enxertos
0sseos, em sua grande diversidade. O enxerto ideal deveria apresentar os seguintes
critérios: habilidade de formacdo Ossea - através de proliferacdo celular - com
osteoblastos recrutados diretamente da corrente sanguinea ou por osteoconducéo de
células ao longo da superficie do enxerto; manutencédo de osso maduro ao longo do
tempo, sem prejuizo funcional; habilidade em estabilizar os implantes quando
instalados ao mesmo tempo; baixo risco de infec¢des; habilidade de avaliacéo e baixa
antigenicidade [25]. De acordo com os nossos resultados o BTCP possui a maioria
das propriedades descritas acima e, principalmente, as propriedades osteocondutoras
ocorreram de forma mais favoravel do que para o grupo controle.

Ueda e colaboradores em 2001 utilizaram 30 coelhos machos em cirurgia de
levantamento de membrana de seio maxilar e compararam o uso do BTCP associado
a rhBMP-2 e osso autdgeno de crista iliaca. Em seus resultados observaram nao
haver diferenca significativa entre os grupos quanto a neoformacéo 0ssea, e além
disso, o grupo BTCP apresentou vantagens quanto a manutenc¢ao da area criada com
o levantamento da membrana do seio [26]. Fato este que observamos também em
nosso estudo, onde o grupo coagulo apesar de também conseguir uma formacgéao

0ssea consistente, perdeu consideravelmente em relacao a area total.
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Okamoto e Russo em 1973 descreveram a reparagao alveolar em ratos durante
21 dias. Eles dividiram o processo de reparo em 3 fases distintas (periodo de formacéo
de coagulo e proliferacdo celular, periodo de formacgéo de tecido conjuntivo e periodo
de ossificacdo). Ao final do periodo do estudo, o alvéolo encontrava-se
completamente preenchido por tecido 6sseo. Em 1987, Carvalho e Okamoto
acrescentaram uma quarta fase a reparacao alveolar [27]. Esta fase representa a
maturacdo do tecido conjuntivo que ocorre antes do periodo de ossificagéo.

O BTCP por ser considerado bifasico devido a sua estrutura com microporos
(<10 pm) e macroporos (100 a 500 pum) permite um aporte celular muito grande, por
possibilitar a perfusdo de fluidos biolégicos em seu interior, ocorrendo adeséo celular
a sua estrutura [28]. A formacao 0ssea ocorre através do material e simultaneamente
ao processo de reabsorcéao celular [27-29]. Com base na literatura e em nosso estudo,
o BTCP apresenta propriedades de osteoconduc¢ao e osseointegragcéo, o que indicam
0 Seu uso.

De acordo com estudos anteriores, o BTCP e o enxerto de 0sso autdgeno
igualmente apoiam a neoformacéo 0ssea [3]. Também, a literatura mostra que o BTCP
associado ao 0sso autogeno particulado apresentou melhor desempenho que o0 0sso
autégeno particulado sozinho [17], suportando a potente propriedade osteocondutora
deste biomaterial.

Considerando-se as limitagGes deste estudo, estes achados séo baseados em
um modelo experimental em seio maxilar de coelhos, que ndo representa totalmente
todos os defeitos em maxilares humanos. Porém a composi¢ao histologica dessas
membranas apresenta semelhanca histologica, além de o seio maxilar dos coelhos
apresentar os istmos na mesma localizacdo dos seios maxilares humanos,

favorecendo sua biologia. Mesmo que o volume do defeito 6sseo criado para 0 acesso
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a membrana seja de tamanho critico e as condi¢des para a neoformacao éssea sejam
mais severas, o local do defeito € limitado a 5 mm de didmetro, o qual pode ser menor
do que os defeitos que acometem os seres humanos. Além disso, 0 suprimento
vascular e a presenca de células osteoprogenitoras sao fatores inerentes de coelhos
adultos, que ndo é o caso de pacientes idosos que apresentam comprometimento da

capacidade de regeneracéo 6ssea.

Diferentemente do mencionado pelo fabricante do BTCP, o mesmo ainda
permaneceu, embora em menor volume, no interior dos tecidos apés o periodo de 45
dias, embora sua porosidade e dissolugcdo na presenca de tecido conjuntivo tenha
permitido uma maior perfusdo de vasos sanguineos e, com isso, um maior
recrutamento de células envolvidas no processo de reparo e regeneracao 6ssea.
Porém admitimos que talvez o periodo maximo deveria ser de 60 e ndo 45 dias, para
percebemos ja um maior grau de reabsorcao e substituicdo do biomaterial por tecido

0sseo.
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5) Concluséo

Ao final de nosso estudo, pudemos chegar as seguintes conclusdes:

- O BTCP € um substituto 6sseo que se presta muito bem ao papel de neoformacéao
0ssea e manutencdo de area, desejados para uma correta reabilitacdo oral, mesmo
guando utilizado sozinho, o que viabiliza seu uso por minimizar custos e transtornos

decorrentes do uso de enxertos autégenos.

- Os resultados aqui apresentados indicam que a neoformacéo 6ssea atingiu um
nivel maximo quando os defeitos de levantamento de membrana de seio maxilar
em coelhos foram preenchidos com BTCP em comparagdo ao simples
preenchimento com coagulo. Novos estudos devem ser realizados com o BTCP
para desvendar o potencial osteocondutor deste biomaterial na regeneracao éssea,

aumentando o tempo final do estudo.
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FIGURAS

Figura 1 suplemento: Acesso cirdrgico para levantamento da membrana do seio

maxilar de coelhos e defeito cirdrgico criado com broca trefina de 5 mm.

47



Figura 2 suplemento: Preenchimento dos defeitos com coagulo sanguineo (lado

direito) e biomaterial (lado esquerdo).
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Figura 3 Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE), das
laminas para histometria, analisando a formacao éssea no periodo final de 45 dias,
grupo BTCP (lado esquerdo) e grupo controle (lado direito). Aumento 6,3.x.

Figura 4 Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no

periodo de 3 dias, da periferia do defeito cirtrgico. No grupo BTCP observa-se a
presenca de remanescentes de coagulo e biomaterial (aumento 40. x). No grupo

controle, notamos abundancia celular e codgulo sanguineo (aumento 40. Xx).
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Figura 5: Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no
periodo de 7 dias, do centro do defeito cirurgico. No grupo BTCP observa-se
angiogenese (ponta da seta) e organizacdo do tecido conjuntivo (aumento 40. x)
maxilar. No grupo controle, notamos reabsorcdo de remanescentes do coagulo

(aumento 40. x).

Figura 6: Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no

periodo de 15 dias, do centro do defeito cirargico. No grupo BTCP observa-se a
neoformacédo Ossea ao redor do material (ponta da seta) (aumento 40. x). No grupo
controle, organizacdo de tecido conjuntivo, abundancia de células e neoformacao

0ssea (aumento 40. Xx).
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Figura 7: Fotomicrografia de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE) no
periodo de 45 dias, do centro do defeito cirargico. No grupo BTCP observa-se a
maturacdo Ossea ao redor do material (aumento 40. x). No grupo controle,
organizacdo de tecido conjuntivo, abundancia de células, neoformacédo 6ssea e

reabsorcdo de remanescentes de coagulo (aumento 40. x).
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|V | | [ i S | T [,

[ 3dias 3 0 0 3 dias 3 3 0
2 4 0 7 dias 2 4 0
15 dias [0 0 6 15dias O 0 6
| 45 dias  [0) 1 5 A5dias O 2 a

Figura 8: Escores e frequéncia de porcentagem para quantificacdo de imunomarcacgao
das proteinas.

Figura 9: Fotomicrografias de cortes imonistoquimicos representando a expressao de
OC (coloragdo marrom), contendo porcdes de regides previamente localizadas nos
grupos controle em todos os periodos (aumento de 25. X).
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes imonistoquimicos representando a expressao
de OC (coloracdao marrom), contendo por¢des de regides previamente localizadas nos

grupos BTCP em todos os periodos (aumento de 25. X).
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Figura 11: Andlise quantitativa de formacdo de tecido 60sseoem levantamento de

Total tecido 6sseo em um

bA

45

Dias

membrana de seio maxilar em coelhos: Houve maior neoformagéo no grupo BTCP e
no periodo de 45 dias. A analise estatistica indicou significancia estatistica * P <0,01
entre BTCP e CO entre os peridos 15 e 45 dias, por comparac¢des multiplas de médias:
teste de Tukey.
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PERIODO GRUPO CONTROLE GRUPO BTCP
15 DIAS 6,716% + 0,212 14,451% + 0,0443
45 DIAS 30,502% +*1,824 33,011% + 0,0294

Figura 12: Porcentagem de tecido ésseo neoformado em relagcdo a éarea total do

levantamento da membrana de seio maxilar em coelhos, para ambos 0s grupos

PERIODO % BTCP
3 DIAS 66,6621% + 0,0559
7 DIAS 49,340% + 0,0125
15 DIAS 36,684% + 0,1246
45 DIAS 31,682% + 0,0257

Figura 13: Porcentagem de BTCP em decorréncia do tempo de p6s operatério, presente em

levantamento de membrana de seio maxilar em coelhos, houve diferenca significativa entre

os periodos (P<0,05) caracterizando reabsor¢do do material.
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