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RESUMO

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar o processo de formacao 6ssea
e a microarquitetura éssea através de uma andlise comparativa da entre o
biomaterial cerabone na forma pura e apds processo de sonicacdo quimica em
seios de coelho. Material e método: um total de 10 animais foram realizados
acessos as cavidades sinusais bilaterais onde aproximadamente 0,33 g do
biomaterial foi enxertado. Os animais sofreram eutanasia apds 42 dias da
cirurgia. Para analise imunohisotquimica foram utilizadas imunomarcac¢des com
anticorpos policlonais. Para avaliacdo da microarquitetura 6ssea os parametros
de volume Gsseo (BV/TV), espessura trabecular (Th.Th), separacéo trabecular
(Th. S) e nimero de trabéculas (Th.N) foram usados. O teste de Shapiro-Wilk foi
realizado para determinar o teste adequado e para analise estatistica do estudo
foi usado Teste t Student. Resultados: o volume ésseo (BV/TV) no Grupo 1 foi
de 50,935%, enquanto no Grupo 2 foi de 52% (p=0,4623). A espessura do
trabeculado (Tb,Th) no Grupo 1 foi de 0,2118 mm e no Grupo 2 foi de 0,2114 (p=
0.980). A separacao trabecular (Th. S) foi de 0,2484 mm no Grupo 1 e no Grupo
2 foi 0,2451mm (p=0,650). O numero de trabéculas (Th.N) no grupo 1 foi de
2,4075 1/mm e no Grupo 2 foi de 2,475 1/mm (p= 0.800), conforme a tabela
abaixo. E score 3 para presenca de Osteocalcina. Conclusdo: Nao houve
significAncia estatistica para os grupos avaliados (p < 0.05).

Palavras-chave: biomaterial; coelhos; sonicacdo quimica.



ABSTRACT

Aim: This study aimed to evaluate the bone formation process and bone
microarchitecture through a comparative analysis of the biomaterial cerabone in pure
form and after chemical sonication process in rabbit maxillary sinus. Materials and
Methods: total of 10 animals, accesses were made to the bilateral sinus cavities
where approximately 0.33 g of the biomaterial was grafted. The animals were
euthanized 42 days after surgery. For immunohistochemical analysis,
immunostaining with polyclonal antibodies was used. To assess bone
microarchitecture the parameters of bone volume (BV/TV), trabecular thickness
(Tb.Th), trabecular separation (Th.S) and number of trabeculae (Th.N) were used.
The Shapiro-Wilk test was performed to determine the appropriate test, and Student's
t test was used for statistical analysis of the study. Results: the bone volume (BV/TV)
in Group 1 was 50.935%, while in Group 2 it was 52% (p=0.4623). The thickness of
the trabeculae (Th,Th) in Group 1 was 0.2118 mm and in Group 2 it was 0.2114
(p=0.980). Trabecular separation (Tb.S) was 0.2484 mm in Group 1 and in Group 2
itwas 0.2451 mm (p=0.650). The number of trabeculae (Tb.N) in group 1 was 2.4075
1/mm and in group 2 it was 2.475 1/mm (p=0.800), as shown in the table below. And
score 3 for the presence of Osteocalcin. Conclusion: There was no statistical

significance for the groups evaluated (p < 0.05).

Keywords: biomaterial; chemical sonication; rabbits.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A perda dentéria esta associada a uma saude bucal pobre, sendo capaz
de causar impactos fisioldgicos, sociais e psicologicos (GUNILLA et al, 2013).
Fisiologicamente, ocorre uma reabsor¢ao do 0sso alveolar, principalmente apds
as perdas dentarias, sobretudo na regido posterior da maxila, onde ha a
diminuicdo da altura compreendida entre o assoalho maxilar e a crista alveolar
(Mattia et al, 2018, FARINA et al,2011, BASSIR et al, 2018). Esse processo &
denominado pneumatizacdo do seio maxilar e limita reabilitacéo oral através de
implantes dentarios nesta regido (CAVALCANTI et al, 2018), o que pode exigir a

elevacao do assoalho do seio maxilar (POLAK & SHAPIRA, 2013)

Um desafio na clinica odontolégica € o controle da reabsorcéo 0ssea, que
requer o desenvolvimento de novas pesquisas visando a melhoria das técnicas,
0 conhecimento e aprimoramento dos materiais utilizados como substitutos

0sseos (MATTTIA et al, 2013; CAVALCANTI et al 2018).

Para a reabilitacdo oral através da terapia com implantes é necessario
gue haja volume 6sseo suficiente além da atividade deste no rebordo
remanescente (MATTIA et al, 2013; RICKERT et al, 2012). Portanto, quando se
pretende um aumento 6Osseo vertical prévio pode haver necessidade da
utilizacé@o de diferentes técnicas e substitutos 6sseos. (SANDZ-SANCHES et al,

2015).

CHAVANAZ (1994), em andlise estatistica de 15 anos de experiéncia
cirargica demonstrou as diferentes técnicas que tém sido utilizadas

rotineiramente para a elevacao do seio maxilar e colocagao de enxertos. TATUM
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(1975) foi o responsavel pela descricdo da primeira técnica de elevacdo maxilar.
Posteriormente, Boyne e James (1980) propuseram uma segunda técnica,
utilizando-se de 0sso autdégeno e instalacdo de implante em lamina seis meses

apos o enxerto.

Dentre as técnicas existentes para a correcdo da pneumatizacdo e
defeitos 6sseos maxilares posteriores, a técnica de elevagdo do seio maxilar &
considerada uma técnica favoravel, segura e com alta previsibilidade de
sucesso, por permitir a formacao de tecido ésseo com qualidade e quantidade
capaz de possibilitar a instalagdo de implantes (PANG et al, 2019; TAWIL et al,

2018; STERN & GREEN, 2012; SILVA et al 2016)

As técnicas de elevacdo do seio maxilar consistem na elevacdo da
mucosa deste seio, mucosa essa denominada Membrana de Schneider, e entre
esta e 0 assoalho maxilar a deposicéo de materiais de enxertia 6ssea (BOYNE
& JAMES,1980). Pretende-se com elas recriar o volume ésseo viavel necessario
nos seios maxilares pneumatizados para posterior instalacdo de implantes
(CHAVANAZ, 1994). No entanto, ha na literatura uma diversidade de trabalhos
apontando a melhor correlagéo entre a técnica de elevacéo e a indicacao clinica.

(Tabela 1).

Tabela 1. Adaptado de Stern & Green, 2012
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Table 1
Indications for sinus lift surgery
Condition Treatment
Edentulous maxilla with severely atrophic Open sinus lift via lateral maxilla sinus
maxilla and pneumatized sinus antrostomy; delayed implant
placement
Edentulous maxilla with some remaining Open sinus lift via lateral maxilla sinus
alveolar bone (0-4 mm) antrostomy; delayed implant
placement
Edentulous maxilla with some remaining Open sinus lift via lateral maxilla sinus
alveolar bone (5-10 mm) antrostomy; immediate implant
placement
Single-tooth edentulous space with Open sinus lift via lateral maxilla sinus
5-7 mm alveolar bone remaining antrostomy; immediate implant
placement
Single-tooth edentulous space Open sinus lift via lateral maxilla sinus
with >8 mm bone remaining antrostomy or closed (crestal approach)
osteotome technique; immediate
implant placement

Assim como para a técnica de elevacao, ha uma variedade de enxertos
0sseos disponiveis para o0 uso clinico. Em geral esses enxertos sao classificados
baseados em sua origem: autdgeno (proprio paciente), alégeno (mesma
espécie), xendgeno (espécie diferente) e aloplastico (materiais inorganicos,
sintéticos, polimeros e vidro bioativo) (BROWAEYS et al, 2007; BHALLA &DYM,

2020; MOUSSA & DYM, 2020).

O enxerto 0sseo de origem autdgena € considerado o biomaterial padréo
ouro (MOUSSA & DYM, 2020; FILLINGHAM & JACOBS, 2016) quando ha a
necessidade de restauracdo da arquitetura éssea devido a preservacdo das
células e proteinas osteogénicas, apresentando além de sua caracteristica
osteogénica, a capacidade osteoindutora e osteocondutora (MIRON et al, 2013;
WATANABE et al, 1999; TONG et al, 1998; LUCKHOM & ZARB, 1986), porém,
por precisarem de um segundo sitio cirdrgico, aumentam a morbidade do
paciente, dor ou desconforto e outras complicagdes relacionadas ao aumento do

tempo cirdrgico (RAGHOEBAR et al; 2007, DEVELIOGLU et al, 2009).
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Outros tipos de enxertos utilizados sdo os aloplasticos como as
bioceramicas que possuem atividade osteocondutora, lenta reabsorcao e baixas
resisténcia mecanica, usadas principalmente para preenchimento de cavidades

(JORDANA et al, 2017).

Ainda dentre os tipos de enxertos temos 0S xenoenxertos, que Sdo 0S
mais comumente usados dada a sua origem natural e a alta disponibilidades do
tecido doador e baixo custo (PERIC KACAREVIC et al, 2018). Esse tipo de
enxerto é relatado como osteocondutor, e nenhuma resposta inflamatéria foi
observada com o uso deste biomaterial, podendo ser usado com sucesso como

substituto 6sseo (PIATELLI et al, 1999).

Os xenoenxertos sao derivados de o0sso bovino desproteinizado
mineralizado, e tem como vantagem, ser derivado tanto de 0SS0 esponjoso
guanto do osso cortical. Sua arquitetura e estrutura geométrica se assemelha ao
0SSO e sua reabsorcdo é lenta, 0 que pode ser uma vantagem clinica na
preservacdo do volume O6sseo aumentado. Por estas caracteristicas o
xenoenxerto, derivado de 0sso bovino parece ser altamente biocompativel e
osteocondutor (TAWIL et al 2018; JORDANA et al 2017; BROAWAEYS et al,
2007). Mostra-se de reabsorcdo lenta, ndo apresenta resposta inflamatoria
guando utilizado em humanos. Dai 0 sucesso na utilizacdo deste
biomaterial como um substituto 6sseo em procedimentos de aumento do seio

maxilar (PIATTELLI et al, 1999)

A neoformacdo Ossea dos enxertos consiste em trés mecanismos
basicos: osteogénese, osteoinducao e osteoconducéo. A osteogénese inicia-se

guando as células vivas do enxerto séao transplantadas ao leito receptor, dando
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origem ao osteoide, esse processo ira depender da guantidade de células viaveis
presente no enxerto no momento da transferéncia para o leito receptor,
determinando a quantidade de neoformacao 6ssea na regido. A neoformacgao
O0ssea se da a partir da diferenciacdo celular, no qual os fibroblastos séo
diferenciados em odontoblastos, processo esse denominado osteoinducéo.
Apés a osteogénese e osteoinducdo, a terceira fase da neo formacéo 6ssea € a
osteoconducdo. Nessa fase a formacédo 6ssea se da por conta do crescimento
no nimero de capilares e células progenitoras que podem estar circundadas e
entremeadas dentro e fora do enxerto remanescente recém enxertado, esse
processo ira aumentar a neo formacao 0ssea, sendo que nessa fase o processo
inicia-se mesmo em momentos antes onde uma nova estrutura éssea ja foi

formada (PINTO, 2007).

O processo final de mineralizag&o, caracteriza a etapa final de reparacao
0ssea e € resultado da deposicao de calcio na matriz de tecido 6sseo, composto
principalmente por colageno. A osteocalcina (OC) é uma proteina ndo-colagena
sintetizada por osteoblastos durante o processo de deposi¢cdo de célcio e, é
considerada uma proteina importante no processo de maturacdo Ossea
(LUVIZOTO & DIAS, 2010). Essa proteina € um marcador sensivel e especifico
da formacao 6ssea (MERLE & DELMAS, 1990).

Estudos recentes tratam do desenvolvimento de técnicas que propiciem a
melhora das propriedades destes biomateriais, visando aprimorar a
funcionalizacdo de suas superficies com moléculas bioativas que atuam
diretamente nas células do tecido 6sseo desencadeando respostas favoraveis
ao processo de reparo tecidual (LISBOA-FILHO et al, 2018). Para tanto foi

demonstrado a viabilidade da utilizagdo do processo de sonicagdo através do
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ultrassom, na qual é possivel promover a sintese de materiais nanoestruturados,
homogeneizando duas ou mais substéncias, por meio de ondas ultra-sonicas,
promovendo modificagbes quimicas e fisicas (BANG & SUSLICK,2010;

ARRUDA et al, 2013; MASON et al,2011; ROUMIANI & DOROSTI, 2018).

A técnica da sonicagdo consiste na conversdo de voltagem elétrica em
ondas sonoras, por meio de um aparelho ultrassom. Estas ondas sonoras
causam vibracdes mecanicas que sao transferidas para o meio liquido formando
bolhas/microbolhas, que entram em colapso, processo este denominado de
cavitagdo acustica (PARVEEN et al, 2013). Este método € economicamente
viavel e eficiente na reducdo e homogeneizacdo de particulas devido a sua
capacidade de fornecer alta temperatura e pressdo em curto espaco de tempo,
induzindo a rapida alteracao morfologica (GOMES-FERREIRA et al, 2018). Os
efeitos aparecem apés os fendmenos de captagdo acustica, ou seja, a formacgao
e colapso implosivo de bolhas em liquido da ordem de microssegundos
(ARRUDA et al 2013). A oscilacdo rapida desta ponteira produz um campo de
alta energia no fluido. No solvente dentro desse campo acontece um processo
de ebulicdo e colapso de bolhas (HILDING et al, 2003). As vibracoes dessa
ponteira, em associacdo ao colapso das bolhas, sdo capazes de provocar a
incorporacdo de substancias bioativas a materiais. Quando o ultrassom é
aplicado a um sistema sdlido-liquido, devido a proximidade da superficie sélida,
o colapso entre as bolhas ocorre de forma assimétrica, ha uma entrada de fluido
da bolha para a superficie sélida, a este fenbmeno da-se o nome de
microstreaming (microjatos), ou seja, ha uma penetracdo das bolhas formadas

na matriz solida (BHASKARACHARYA et al, 2009)
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No intuito de acompanhar o desenvolvimento morfolégico da estrutura
0ssea pOs enxertos, vem se utilizando diferentes técnicas, como a analise
histologica e as técnicas de imagem em alta resolugcdo. Embora andlises
histolégicas fornecam informacdes importantes, existem limitacdes no que se
refere a microarquitetura 6ssea (BOUXEIN et al, 2010). Por outro lado, a técnica
de micro tomografia (micro-CT) permite uma avaliacdo mais precisa da
morfologia das trabéculas e corticais 6sseas em animais e humanos e é tida

como “padrao ouro da densidade 6ssea” (KIM & HENKIN, 2013). Os dados do

micro CT podem ser usados para calcular parametros histomorfométricos
incluindo superficie 6ssea (BS), volume 6sseo (BV), espessura trabecular média
(Tb.Th), separacdo trabecular(Tbh.Sp) e numero trabecular (Tb.N). Esses
parametros que descrevem a microarquitetura do 0sso tém se mostrado
Importante, pois tem sido repetidamente mostrado pela literatura que quantidade
e qualidade osseas fornecem uma estimativa das propriedades fisicas e
mecanicas do osso (CHOPRA et al, 2009).

Atualmente, a literatura ainda deixa lapsos a respeito do processo de
aperfeicoamento das técnicas de enxertia 0ssea, no que tange a escolha do
material, nas formas de prepara-lo, e mesmo no segmento para avaliar o
sucesso do processo, embora muitos estudos vem sendo desenvolvidos (citar
alguns). Nesse contexto, este estudo se constitui em analisarmos o xenoenxerto

Cerabone. um biomaterial com caracteristicas semelhantes ao osso autdgeno.

Cerabone é um biomaterial derivado de o0sso bovino, e exibe uma
semelhanca muito proxima ao 0sso humano devido a sua porosidade e
composicdo quimica (PERIC KACAREVIC et al, 2018). No processo de

purificacdo do cerabone, o tecido 0sseo € sinterizado em alta temperatura
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(>1200 °C) para remover todos os compostos organicos e também matar prions,
bactérias e virus, mantendo a parte inorganica do osso (hidroxiapatita altamente
cristalina) (TADIC & EPPLE, 2004). Outro dado importante é a sele¢cdo dos
animais doadores, que esta fortemente relacionado a seguranca do material. O
Cerabone é removido de bovino vindos de matadouros registrados na Australia
e Nova Zelandia, ambos os paises séo classificados por apresentarem um risco
insignificante de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) de acordo com

Organizacao para a Saude Animal (WENZ et al, 2001).
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JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, observa-se a importancia de se investigar a funcionalizacao
do substituto 6sseo Cerabone (Botiss Biomaterials, Berlim, Alemanha),
disponivel no mercado e como este reage ao processo de funcionalizacéo
mediante a utilizacdo da técnica de sonicagcdo quimica no reparo 6Sseo em seios

maxilares de coelhos.
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2. OBJETIVOS
1. Objetivos geral

O objetivo deste estudo é fazer uma anélise comparativa entre o substituto 6sseo
Cerabone® (Botiss Biomaterials, Berlim, Alemanha), na forma pura e o
Cerabone com alteracdo microestrutural pelo processo de sonicacao quimica,
no reparo ésseo em seios maxilares de coelhos.
2. Objetivos especificos

- Analisar por micro tomografia computadorizada a superficie do
biomaterial em seios de coelhos

- Avaliar o indice de calcificagcdo através da imunomarcacdo para
osteocalcina, proteina que representa a calcificacdo 0ssea.

- Discutir os resultados apresentados em comparacdo com a literatura
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1Modelo experimental:

Para a presente pesquisa, foram utilizados 10 coelhos machos (Linhagem
Botucatu) com peso corporal de 3 a 4 kg provenientes do biotério central da
Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus Botucatu. O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, protocolo FOA n°® 00350-
2019. Os animais serdo acondicionados durante o periodo pré e pés-operatorio
até a sua eutanasia, em gaiolas individuais, com ragédo sdlida padrédo (Ragéo
Procoelho, Primor®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum”, mantidos
sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 2°C) no biotério da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — UNESP. A definicdo do niumero de animais a
serem estudados em cada grupo foi determinado pelo power test realizado no

website http://www.lee.dante.br com base em trabalhos anteriores (CANEVA et

al, 2016). A diferenca na média detectada foi de 17.9, com desvio padrdo de
10.1, o nivel de significancia adotado foi de 5%, o poder do teste foi atribuido a
80% e conduzido na forma monocaudal. Esta pesquisa foi realizada de acordo
com as diretrizes ARRIVE para pesquisas em animais, propostas por KILKENNY
et al (2010). Dessa forma, os animais a serem estudados serdo aleatoriamente

divididos em dois grupos experimentais, de acordo com o material de enxerto:
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Tabela 2 — Distribuicdo dos grupos de estudo

Identificacdo do grupo n  Material de enxertia

Grupo 1 10 Biomaterial Cerabone (grupo controle)

Grupo 2 10 Biomaterial Cerabone sonicado (Grupo teste)

3.2 Preparacéao e caracterizacdo do biomaterial:

3.2.1 — Preparacgéo: Grupo 2 (Cerabone® Sonicado)

O protocolo empregado para a preparacdo e caracterizacdo dos
Biomateriais foi estabelecido por Gomes-Ferreira & Lisboa-Filho (Kilkenny et al,
2010) a ser realizado no Laboratério de Materiais Avangados do Departamento
de Fisica da Faculdade de Ciéncias da UNESP-Bauru (Responsavel: professor
Paulo Noronha Lisboa-Filho).

Para preparacéo do biomaterial, o Cerabone® puro passou pelo processo
de sonificagcédo. A sonicacéo foi realizada utilizando-se o aparelho Sonics® VCX-
750 (Sonics & Materials, Inc., EUA), por cerca de 15 minutos (KILKENNY et al,
2010). Os parametros de sonicacdo adotados s&o: poténcia de 750 W;
frequéncia de 20 kHz; e 40% da amplitude nominal do equipamento (450W /
cm2). Para se obter um sistema homogéneo e ter o tamanho das particulas
reduzidos sera utilizada a agua ultra-pura Milli-Q® (Millipore, EUA). A agua Milli-
Q® ultrapura faz com que as bolhas de cavitacao tenham maior vapor de soluto

e, assim, acelere o efeito da cavitacdo acustica.
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Figura 1 - Sonicacéo do Cerabone (Grupo 2).

| — .
CERABONE® (1g) | CERABONE® + SONICADO ’
AGUA Mmilli-Q®

ULTRASSOM
15 MIN, POTENCIA DE 750W,
FREQUENCIA DE 20 KHZ, 40%
DA AMPLITUDE NOMINAL
(asow/cm?).

Foi utilizado durante este processo, um Ultrassom de ponteira que oscila
a uma frequéncia fixa e potencial variavel. (Figuras 2 e 3). A 4gua ultra-pura
Milli-Q® utilizada nesse experimento funciona como um solvente para os solutos
(Cerabone® puro). Assim, o Cerabone® ap0s o processo de sonificacéo,
apresenta modificacdo em sua estrutura dado este processo de cavitagao ou

colapso das bolhas formadas contra a sua superficie.

Figura 2 - Processo de cavitacdo. Adaptado de Pokhrel, Vabbina, Pala,
2016

Nucleation Dlﬂuslon
... \
5.-~
Surface

Deformation

Surface
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Figura 3 - Colapso da bolha de cavitacdo. Adaptado de Chemat et al,
2011.

Uma vez realizado este processamento, as amostras foram deixadas para
secar a 60 °C por um periodo de 8 horas e, posteriormente, foi realizado um

processo de esterilizagao por meio de ultravioleta (UV).

3.2.2 Caracterizacédo do biomaterial

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Materiais Avancados
do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias da UNESP-Bauru
(Responsavel: professor Paulo Noronha Lisboa-Filho), mesmo laboratério onde
foi realizada a fase de preparacéo relacionada a sonicacao.

3.2.3 Procedimentos cirurgicos:

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no biotério da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Inicialmente, os 10 animais foram
mantidos em jejum pré-operatorio de 8 horas. A anestesia geral foi realizada por
administracdo via intramuscular, utilizando Cloridrato de Ketamina a 1%
(Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, S&do Paulo, Brasil), na
dosagem de 10mg/Kg, e Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério
Calier do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), 5mg/Kg.

Foi realizada a tricotomia e antissepsia pré-operatoria no dorso nasal
(Figura A) através da friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona lodo

Degermante a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-1 10%, Riodeine®, Rioquimica,
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Sao José do Rio Preto) associado ao Polivinil Pirrolidona lodo Tépico a 10%,
com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio
Preto), e aposicao de campos estéreis. O protocolo cirirgico empregado para a
realizacdo do acesso a cavidade sinusal foi o estabelecido por Asai, Shimizu &
Ooya (2002). Para tanto foi utilizada uma lamina de bisturi nimero 15C (Feather
Industries Ltda, Tokyo, Japdo), montada em cabo de bisturi numero 3 (Hu-
Friedy®, German), para realizar uma incisdo linear de 50mm na linha mediana
do dorso nasal do animal (Figura B). A pele e o peridsteo foram cuidadosamente
descolados com um descolador tipo Molt nimero 9 (Hu-Friedy®, German) para
fornecer a exposicdo do osso nasal e sutura nasoincisal (Figura C).
Posteriormente a exposi¢cdo, uma janela circular com didmetro de 5 mm foi
realizada bilateralmente a linha mediana do dorso nasal, aproximadamente a 20
mm anterior a sutura nasofrontal e a 10 mm lateralmente a linha média (Figura
01), por meio da utilizagdo de uma broca trefina de 3 mm de diametro utilizada
para a demarcacao da area (Figura D) e uma broca diamantada esférica n® 1011
(KG Sorensen®, Cotia, Sao Paulo, Brasil) para a finalizacdo das osteotomias
(Figura E), ambas montadas em contra-angulo redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil,
Joinville, Brasil), conectado a um motor elétrico rotacao controlada (modelo BLM
600 plus, Driller®, Jaguaré, Sdo Paulo, Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm.
Durante o procedimento foi realizado irrigacdo com solucdo salina fisiolégica
estéril a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Uma vez realizada a confeccao
da janela no seio maxilar, a membrana sinusal foi descolada e elevada (Figura
F) com o uso de curetas especiais (Neodent®, Curitiba, Parana, Brasil) para
garantir que sua integridade fisica seja mantida. Uma vez feita a preparacao dos

leitos cirargicos, os enxertos foram, entdo, acondicionados de acordo com a
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distribuicdo dos grupos (G1 e G2). Uma quantidade de 0,33g foi colocado em

cada seio maxilar por procedimento experimental (Franceschi et al, 2013).

O reposicionamento da musculatura e do peridsteo foi realizada com fio
Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson & Johnson, S&o José dos
Campos, Brasil) através de pontos interrompidos simples, e para a pele foi
utilizado fio de nylon 5-0 (Ethilon 5-0, Ethicon Johnson&Johnson), onde também

foi realizado sutura por meio de pontos interrompidos simples (Figura H).

FIGURAS 4. (A — H). Procedimento cirargico para elevacdo do seio

maxilar. Adaptado Duailibe de Deus, CB & Garcia Junior, IR.
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Fig. C — Deslocamento periosteal Fig D — Demarcacdo da janela

Fig G — Deposicao do biomaterial Fig H — Sutura

3.2.4 P6s-operatorio

No pos-operatério imediato os animais receberam administracédo
intramuscular de Pentabiotico (Fort Dodge Saude Animal Ltda, Sao Paulo, Brasil)
na dosagem de 0,1ml/Kg e de Dipirona Sodica (Ariston Industrias Quimicas e
Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil) na dosagem de 1mg/Kg/dia, sendo a
primeira dose no pos-operatorio imediato e as demais nos 2 dias consecutivos.
Os animais foram mantidos em gaiolas com alimentos e agua ad libitum até a

eutanasia.
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3.2.5 Eutanéasia dos animais e coleta dos espécimes

A eutanasia dos animais foi efetuada apés 42 dias da realizacdo do
procedimento cirargico, através da aplicacdo do protocolo de sedacao e
anestesia com Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude
Animal LTDA, Campinas, Sado Paulo, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e
Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brasil), 5mg/Kg, seguida da perfusao intracardiaca de soro fisiolégico a
0,9% e formaldeido 4% com bomba perfusora peristaltica. Constatada a morte
dos animais, todo complexo nasal contendo os materiais enxertados foi removido
com brocas carbide e motor elétrico com abundante irrigacdo com soro
fisiolégico 0,9% (MERZ, 1968). ApoOs a eutanasia dos espécimes, as amostras
foram armazenadas em solucao de formalina a 10% (pH=7,0) lavadas em agua
corrente por 24 horas e acondicionadas em formaldeido a 10% para fixacéo

celular por 48 horas.

3.3 Andlise imunoistoquimica

Para este tempo experimental foram propostas imunomarcacoes para OC
(Osteocalcina), que € uma proteina associada a calcificacdo do 0sso e sua
expresséo indica maturacao deste (HUGHES et al, 1995, STREET et al, 2002).
Para o processamento imunoistoquimico foram utilizados anticorpos primarios
policlonais produzidos em cabras OC (Goat anti-OC, SantaCruz Biotechnology,

SC18319).

O padrdo da distribuicio da Iimunocoloracdo foi analisado

gualitativamente como relatado por DOS SANTOS PEREIRA et al. (2017) por
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um unico observador, previamente calibrado, atribuindo-se os scores 0 (sem
marcacao), 1 (marcacao fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de

avaliar a expresséo das proteinas.

3.4 Anédlise da microtomografia

Antes do escaneamento, 0os espécimes foram acondicionados em alcool
70% por 24 horas. Os cranios dos coelhos foram escaneados na dire¢éo caudal-
cranial no plano longitudinal usando o micro tomoégrafo modelo SkyScan 1174
(Bruker, Kontich, Belgium) do laboratério de Biomateriais de Odontologia da
Universidade Unigranrio. Os seguintes parametros foram utilizados para
aquisicao das amostras: corrente de 800 A, voltagem de 50 kV, tamanho do pixel
da imagem 28,8um, passo de rotacdo de 1,00 deg com 180 ° em torno do longo

eixo do cranio, filtro de aluminio 2,0mm e a média de quadro 2.

Figura 5. Posicionamento do cranio (caudal-cranial) no micro-CT
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Figura 6. Imagem da microtomografia

Em seguida, as imagens foram reconstruidas utlizando o
software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan — Kontich, Belgium) e foram analisadas
no software CTAnalyzer (CTAN) (v1.12.4.0) (SkyScan — Kontich, Belgium). Com
isso, foram definidos a fracdo de volume 6sseo (BV/TV), a espessura trabecular
(Tb.Th), o nimero de trabéculas (Tb. N) e a separagéo das trabéculas (Th.Sp)

conforme preconizado por Bouxsein et al (2010).

As imagens foram abertas, colocadas na posicéo axial, e 100 cortes das
amostras foram selecionados usando a ferramenta regido de interesse (ROI) na
porcdo mais central da area enxertada e delimitada por méo livre com tamanho

de 252mm 102 mm.
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Figuras 7 (A-C) — Demarcacao do enxerto 6sseo no interior do seio

maxilar no programa CTan

Figura A Figura B Figura C

3.5 Analise estatistica dos resultados
O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para determinar se as amostras
possuiam distribuicdo normal e determinar o teste estatistico adequado. Para
analise estatistica do estudo foi usado o Teste t Student (GraphPad Prism 8,
GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia adotado foi

p <0.05.
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4. RESULTADOS
O volume 6sseo (BV/TV) no Grupo 1 foi de 50,935%, enquanto no Grupo
2 foi de 52% (p=0,4623). A espessura do trabeculado (Tb,Th) no Grupo 1 foi de
0,2118 mm e no Grupo 2 foi de 0,2114 (p= 0.980). A separacao trabecular (Tb.
S) foi de 0,2484 mm no Grupo 1 e no Grupo 2 foi 0,2451mm (p=0,650). O numero
de trabéculas (Th.N) no grupo 1 foi de 2,4075 1/mm e no Grupo 2 foi de 2,475
1/mm (p= 0.800), conforme a tabela abaixo. Ndo houve significancia estatistica

para os grupos avaliados (p < 0.05).

Tabela 3. Média dos resultados da Micro-CT para os grupos avaliados

Grupo BVITV (%) Tb.Th (mm) Th.Sp (mm) Th.N (1/mm)
Cerabone 50,935 0,2118 0,2484 2,4075
Cerabone Sonicado 52 0,2114 0,2451 2,475

A proteina osteocalcina, expressa ha matriz dOssea extracelular
relacionada a calcificacdo O6ssea, apresentou coloracdo intensa da superficie

0ssea (score 3) e foi observada em todos os grupos.
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5. DISCUSSAO

Ressalta-se que a analise da microarquitetura 6ssea € umas das
propriedades essenciais para a qualidade 6ssea (BURGHARDT et al; BAUER &
LINK, 2009). Diante disso a micro-CT, com dados micro arquitetdnicos
tridimensionais se mostra um recurso de relevancia para tal analise, quando
comparada a histomorfometria, uma vez que esta Ultima traz dados
bidemensionais, e a micro-CT tridimensionais. Com base em estudos anteriores,
nosso estudo teve como objetivo uma avaliagdo da microarquitetura comparando
0 biomaterial com a funcionalizag&o deste.

KIM & HENKIN (2013) avaliaram a correlacdo entre densidade 0ssea e a
microarquitetura éssea da maxila e mandibula de cadaveres humanos atravées
de micro-CT e constataram uma varia¢céo da densidade 6ssea de BV/TV de 2,4%
a 48,2%. Sicca et al (2007), avaliaram a neoformacdo 6ssea em seios maxilares
de coelho utilizando xenoenxerto (Gen-Tech). Em seus resultados foram
encontrados uma meédia de 24,16% de densidade de volume 0sseo apés 8
semanas de reparo 6sseo. Parametro como a fracdo de volume dsseo (BV/TV)
€ importante para determinar os resultados da microarquitetura trabecular. No
presente estudo, foram encontrados uma meédia de 50,93% de fracdo de volume
0sseo (BV/TV) para o Cerabone puro e 52% para o grupo teste com Cerabone
ap6s sonicacdo quimica depois de 42 dias de reparo ésseo, considerando
resultados satisfatorios em ambos 0s grupos.

HUANG et al (2011) avaliaram as diferencgas tridimensionais, através do
micro CT, da densidade mineral 6ssea e da microarquitetura de enxertos 6sseos
autdgenos e 0sso nativo adjacente aos enxertos, ap0s elevacdo de seios

maxilares. Diferencgas significativas entre os dois tipos de osso foram observados
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para alguns parametros: BS / BV, Th.Pf, Tb.Th e Tb.Sp (P <0,05). BS/BV e Th.Pf
foram maiores para o0sso enxertado [0,56 (1 / pixel) e 0,20 (1 / pixel),
respectivamente] do que para osso nativo [0,31 (1 / pixel) e 0,07 (1 / pixel),
respectivamente]. O Th.Th e o Th.Sp foram 37,35% e 12,74% menores para o
0sso enxertado (7,85 pixels e 25,61 pixels) do que para osso nativo (12,53 pixels
e 29,35 pixels). A morfologia da estrutura trabecular do osso enxertado é
diferente do 0sso nativo, uma vez que as trabéculas do osso enxertado sao finas
e proximas umas das outras e um 0sso trabecular desconectado pode ocorrer,
resultando em estruturas trabeculares altamente complexas.

PEREIRA et al (2020) compararam as mudancas volumétricas e a
microarquitetura 6éssea em seios maxilares humanos aumentada com vidro
bioativo (Biogran) sozinho, vidro bioativo combinado com enxerto Osseo
autogeno (1: 1), ou enxerto 6sseo autdégeno sozinho. Doze seios maxilares foram
enxertados com vidro bioativo (grupo 1), nove com vidro bioativo misturado com
enxerto 6sseo autégeno 1: 1 (grupo 2) e 12 com enxerto 6sseo autégeno (grupo
3). A fracdo de volume 6sseo (BV / TV) foi 52,06% no grupo 1, 57,04% no grupo
2,e57,19% no grupo 3 (P> 0,05). A espessura trabecular (Tb.Th) foi de 0,14 mm
no grupo 1, 0,19 mm no grupo 2, e 0,38 mm no grupo 3 (P> 0,05). Os numeros
trabeculares (Th.N) para os biomateriais avaliados foram 2,70 1 / mm, 2,86 1/
mm e 2,04 1 / mm para os grupos 1, 2 e 3, respectivamente. A separacao
trabecular (Th. Sp) foi de 0,13 mm no grupo 1, 0,18 mm no grupo 2 e 0,38 mm
no grupo 3. Os resultados da microarquitetura trabecular mostraram que os
materiais usados nos grupos 1 e 2 tiveram resultados satisfatérios como

substitutos 6sseos.
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CHOPRA et al (2009) fizeram uma analise em micro-CT da formacao
O0ssea apos enxerto com beta trifosfato de calcio (TCP) em levantamento de
seios maxilares de humanos e avaliaram os parametros e resultados Th.N (2,66),
Tb.Th (0,23) e Th.Sp (0,38). No presente estudo, tivemos como resultados
separacao trabecular (Th. S) foi de 0,2484 mm no Grupo 1 e no Grupo 2 foi
0,2451mm (p=0,650). O numero de trabéculas (Tb.N) no grupo 1 foi de 2,4075
1/mm e no Grupo 2 foi de 2,475 1/mm (p= 0.800).

KIM et al (2020) fizeram um estudo comparando a estabilidade
volumétrica e a formacéo 6ssea em calvaria de coelhos ap0s enxertos com 0Sso
autdégeno e um xenoenxerto (Bio-Oss). As amostras tiveram analises clinicas e
histolégicas e, como resultado o xenoenxerto demonstrou uma manutencéo de
volume ésseo e nova formacdo 6ssea. Este estudo sugere que o xenoenxerto
induz a formacao 6ssea devido sua estabilidade e propriedade osteocondutora.

XU et al, 2004 mostraram que particulas 6ésseas desproteinizadas
lentamente reabsorvidas contribuem para o aumento estavel do assoalho do seio
maxilar ao inibir a reabsorcdo 0ssea. XU et al (2003) em estudos realizados,
compararam a capacidade osteocondutora de particulas Gsseas
desproteinizadas de dois tamanhos diferentes em seios maxilares de coelhos, e
concluiram que particulas pequenas e a distancia entre particulas mostra uma
maior capacidade osteocondutora.

Na atualidade, existe um caminho de pesquisa através da funcionalizacéo
de biomateriais. No presente estudo, foi constatado que o Cerabone, apés
passar pelo processo de sonicacdo, apresenta uma modificacdo em sua

estrutura, dado pelo processo de cavitagdo ou colapso das bolhas formadas
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contra a sua superficie, e os resultados da microarquitetura 6ssea foram
similares aos estudos previos.

Para a avaliacdo do indice de calcificacéo, foi utilizado imunomarcagéo
para osteocalcina, que € proteina expressa em osteoblastos totalmente
diferenciados, sendo um marcador especifico para a formacédo 6ssea (Shyng et
al, 1999), sendo o resultado de score 3, 0 que mostra uma marcacgéao intensa

para osteocalcina.
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6. CONCLUSAO
O processo de funcionalizacdo do biomaterial ndo mostrou diferencas
significativas quando comparado ao biomaterial puro. Mas os resultados da
microarquitetura Ossea foram satisfatorios quando comparado a outros

biomateriais.

Outras avaliacdes devem ser realizadas para uma melhor caracterizacao
do tecido 6sseo formado. Esse estudo foi experimental e carece de mais dados
para posterior teste em humanos, e estudos histomorfometricos futuros para

avaliacdo celular e do padrao de formacao 6ssea.
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