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RESUMO

As cirurgias reconstrutivas oOsseas tém sido amplamente utilizadas na
reabilitacdo bucal com o uso de préteses implantosuportadas. Devido aos dois
momentos cirdrgicos que ocorrem em enxertos autdgenos, aumentando a
morbidade, os biomateriais xendgenos e 0s concentrados plaquetarios tém
ganhado destaque, por serem biocompativeis e favorecerem a formacéo 6ssea.
O objetivo deste estudo foi comparar a capacidade de regeneracdo 0ssea do
Bio-Oss®, Cerabone® e fibrina rica em plaquetas injetavel (i-PRF), criando-se
defeitos O0sseos criticos na calvaria de 56 ratos machos da linhagem Wistar.
Foram realizados 2 defeitos cirargicos por animal e distribuidos aleatoriamente
em 7 grupos de acordo com o tratamento recebido, sendo cada grupo composto
de 8 animais e 16 defeitos cirtrgicos. O coagulo (CG) e osso autdgeno (OA)
foram os grupos controle negativo e positivo, respectivamente. Os demais
grupos foram Bio-Oss® (BO), Cerabone® (CB), i-PRF homdégeno (i-PRF), Bio-
Oss® associado ao i-PRF (BOPRF) e Cerabone® associado ao i-PRF (CBPRF).
Em cada grupo experimental 8 defeitos cirdrgicos foram analisados ap6s 30 dias
e 8 foram analisados ap6s 60 dias pds-operatorios. A area de neoformacao
o0ssea (ANO) foi calculada como uma porcentagem da area total do defeito
original (AT). Os valores obtidos foram submetidos ao teste F (ANOVA) e ao
teste de Tukey (p < 0,05). As médias mais elevadas de regeneracdo 6ssea
corresponderam ao grupo OA (37,83%), que se apresentou estatisticamente
significante (p < 0,001) comparado aos demais grupos e ao grupo CBPRF
(18,79%), que se apresentou estatisticamente significante (p < 0,001)
comparado aos grupos BO (10,20%) e CG (6,96%), mas néo apresentou
diferenca estatistica com os grupos i-PRF (17,07%), BOPRF (16,86%) e CB
(16,15%). Nenhum outro estudo foi encontrado comparando ao mesmo tempo a
utilizacdo dos trés materiais utilizados nesta pesquisa. Os resultados obtidos
permitiram concluir que o uso de Cerabone® e de i-PRF apresentaram

aplicabilidade satisfatéria para a regeneracao 0ssea.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea; Materiais Biocompativeis; Fibrina Rica

em Plaquetas.



ABSTRACT

Bone reconstructive surgeries have been widely used in oral rehabilitation with
the use of implant-supported prostheses. Due to the two surgical moments that
occur in autogenous grafts, increasing morbidity, xenogenic biomaterials and
platelet concentrates have gained prominence, as they are biocompatible and
favor bone formation. The aim of this study was to compare the bone
regeneration capacity of Bio-Oss®, Cerabone® and injectable platelet-rich fibrin
(i-PRF), creating critical bone defects in the calvaria of 56 male Wistar rats. Two
surgical defects were performed per animal and randomly distributed into 7
groups according to the treatment received, each group being composed of 8
animals and 16 surgical defects. Clot (CG) and autogenous bone (OA) were the
negative and positive control groups, respectively. The other groups were Bio-
Oss® (BO), Cerabone® (CB), homogeneous i-PRF (i-PRF), Bio-Oss®
associated with i-PRF (BOPRF) and Cerabone® associated with i-PRF (CBPRF).
In each experimental group 8 surgical defects were analyzed after 30 days and
8 were analyzed after 60 days postoperatively. The area of bone neoformation
(ABN) was calculated as a percentage of the total area of the original defect (AT).
The values obtained were submitted to the F test (ANOVA) and the Tukey test (p
< 0.05). The highest means of bone regeneration corresponded to the OA group
(37.83%), which was statistically significant (p < 0.001) compared to the other
groups and to the CBPRF group (18.79%), which was statistically significant (p <
0.001) compared to the BO (10.20%) and CG (6.96%) groups, but there was no
statistical difference with the i-PRF (17.07%), BOPRF (16.86%) and CB (
16.15%). No other study was found comparing the use of the three materials used
in this research at the same time. The results obtained allowed to conclude that
the use of Cerabone® and i-PRF presented satisfactory applicability for bone

regeneration.

Keywords: Bone Regeneration; Biocompatible Materials; Platelet-Rich Fibrin.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -
Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

LISTA DE FIGURAS

Puncéo intracardiaca e retirada do sangue................ccceeeveee
Obtencdo de fibrina rica em plaquetas injetavel......................
Criacdo do defeito critico e preenchimento com os

FESPECHIVOS ENXEIMOS. ..ciiiiiiieiiiiie ettt

Processamento laboratorial padronizado da reducao das

Viséo panoramica do grupo Coagulo nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25X)..................
Fotomicrografia do grupo Coagulo nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 400X)...............
Viséo panoramica do grupo Autdégeno nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25X).................
Fotomicrografia do grupo Autdégeno nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 400x)...............
Visdo panoramica do grupo Bio-Oss® nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25X).................
Fotomicrografia do grupo Bio-Oss® nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 400x)..............
Visdo panoramica do grupo Cerabone® nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25x)................
Fotomicrografia do grupo Cerabone® nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 400x)..............
Viséo panoramica do grupo i-PRF nos periodos
experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25x)................
Fotomicrografia do grupo i-PRF nos periodos experimentais
de 30 dias e 60 dias (aumento 400X)........ccceeerreeeerrrriiiiiiiiinnns
Viséo panoramica do grupo Bio-Oss® + i-PRF nos

periodos experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25x)...
Fotomicrografia do grupo Bio-0ss® + i-PRF nos periodos

experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 400x)..............

37

37

38

39

40

40

41

42



Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Visdo panoramica do grupo Cerabone® + i-PRF nos

periodos experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 25x)...

Fotomicrografia do grupo Cerabone® + i-PRF nos

periodos experimentais de 30 dias e 60 dias (aumento 400x).

Gréfico da média do percentual da area de neoformacéo
O0ssea em relacdo a area total do defeito segundo o grupo e
0 tempo de avaliaGao.............uuvvveiiiiiiiiiiiee e
Gréfico da média do percentual da area de neoformacédo
O0ssea em relacdo a area total do defeito segundo o

grupo, considerando-se a média dos tempos de avaliacéo...

43

44

46

48



Tabela 1 -

Tabela 2 -

LISTA DE TABELAS

Estatisticas do percentual da area de neoformacéao
O0ssea em relacdo a area total do defeito segundo o grupo e
0 tempo de avaliaGao0. .........uuuiieiiiiiiiiiiiieiee e
Estatisticas do percentual da area de neoformacéao

O0ssea em relacado a area total do defeito segundo o grupo...

45

47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANO - Area de neoformac&o 6ssea
ANOVA - Andlise de Variancia

AO - Osso autégeno

AT - Area total do defeito original

BO - Bio-Oss®

BOPRF - Bio-Oss® associado ao i-PRF

CB - Cerabone®

CEUA - Comité de Etica na Utilizacdo de Animais

CG - Coagulo

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

i-PRF - Fibrina rica em plaquetas injetavel homdgena
PRF - Fibrina rica em plaquetas

PRP - Plasma rico em plaquetas



2.1
2.2
2.3

4.1
411
4.1.2
4.2

421
4.2.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

5.1

5.1.1
5.1.2
5.1.3
514
5.1.5
5.1.6
5.1.7
5.2

SUMARIO

INTRODUGAO . .......oiiiioiiiee ettt
REVISAO DE LITERATURA......c.coiieetee et

SUBSTITUTOS OSSEOS BOVINOS - BIO-OSSE...............
SUBSTITUTOS OSSEOS BOVINOS — CERABONE®.........

FIBRINA RICA EM PLAQUETAS......ccoeovieeieeieeeee e
(@] =301 =3 1Y/ TS
MATERIAIS E METODOS........coiiiiieceecteeeeee e,
MODELO EXPERIMENTAL......ccoveiieeeecteeeeeeeee e,
Grup0os CONtrole.........coevvvuiiiiiiie i

Grupos eXPeriMENTAIS. ........uuuuririiriiiiiiieeieeeee e e

PROTOCOLO PARA OBTENCAO DA FIBRINA RICA EM
PLAQUETAS INJETAVEL......ccooviiiieiieeeeeeeeeee e

Puncéo Intracardiaca e retirada do sangue..................c.......
Separagao CelUlar..........coooiiiiiiiiiiiie e
PROCEDIMENTO CIRURGICO........c.coeeeeeeieeeeeeeee e,
EUTANASIA.....cooovieeeee et
PROCESSAMENTO DAS PECAS......cocoveeeeeeeeeeee e
ANALISE HITOMORFOMETRICA.......c.coceiveeieeeeeceee e,
ANALISE ESTATISTICA. ...coi i
RESULTADOS.......oiiiiteeteeteceeeeeeee et

AVALIACAO HISTOLOGICA DO REPARO OSSEO NOS
PERIODOS EXPERIMENTAIS DE 30 E 60 DIAS DE

ACORDO COM O MATERIAL UTILIZADO........cccccveveurnenn.
L] (5] oo 1N O € T PSP
GrUPO OA . e
GrUPO BO ...
GIUPO CBh..i e e
Grup0 i-PRF ...
Grupo BOPREF ...
Grupo CBPREF ...
ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA........cocovveune.
DISCUSSAOQ......cooieeceeeeeeetee e

14
16
16
18
20
24
25
25
25
25

26
26
26
27
30
30
31
32
33

33
33
35
36
38
39
41
42
44
49



CONCLUSAO. ... ettt
REFERENCIAS. ...ttt e e

ANEXOA......
APENDICE A
APENDICE B

54
55
65

66
67



14

1 INTRODUCAO

Cirurgias 6sseas reconstrutivas sdo muitas vezes necessarias para evitar
ou recuperar a perda 6ssea vertical e horizontal, obtendo-se uma quantidade e
qualidade Osseas adequadas para a reabilitacdo oral com proteses
implantossuportadas. A forma do osso alveolar € dependente dos dentes e o
processo alveolar sofre diferentes quantidades de reabsorcdo éssea apos a
perda do elemento dental (CARDAROPOLI; ARAUJO; LINDHE, 2003; KASSIM,;
IVANOVSKI; MATTHEOS, 2014). A reabsorcdo dos maxilares pode levar a
defeitos anatémicos significativos comprometendo a funcdo e a estética e, em
muitos casos, inviabilizar a reabilitacdo oral (LINDHE; KARRING; LANG, 2010).
Foi demonstrado que apds doze meses da extracdo do dente, sem nenhuma
intervencdo, ha perda consideravel da largura e altura da crista alveolar,
ocorrendo grande parte dessa reducéo nos primeiros trés meses (SCHROPP et
al., 2003). Dessa forma, h4 uma constante busca por novos biomateriais que
possam ser utilizados como substitutos ao 0sso autégeno nas reconstrucdes
6sseas (KIM et al., 2013; TETE et al., 2013).

Os substitutos 6sseos, no reparo de defeitos de tamanho critico em
calvarias de ratos, tém sido usados frequentemente para identificar potenciais
terapias que aumentem o crescimento 6sseo (OLIVEIRA et al., 2015; AL-ASKAR
et al., 2016; DO LAGO et al., 2019).

O osso bovino desproteinizado demonstrou ser um material seguro e
biocompativel com propriedades osteocondutoras (BENLIDAYI et al., 2009) e &
considerado o biomaterial mais amplamente utilizado e melhor documentado em
Odontologia (PRADEEP et al., 2009; DORI et al., 2009; LEE; CHEN; DARBY,
2012; SCHMITT et al., 2013). Como é um biomaterial natural, é possivel que o
material mantenha suas caracteristicas de superficie originais, ou seja, mimetize
0 0sso humano, apresentando uma superficie receptora para as células de
formacao 0ssea (PRADEEP et al., 2009; DORI et al., 2009).

O Bio-Oss® (Ed Geistlich Sons, Wolhusen, Suica) ¢ um tipo de
xenoenxerto, o qual consiste em 0sso bovino desproteinizado e esterilizado com
superficie de 75% a 80% de porosidade e esta disponivel em cinco

apresentacoes entre granulos grandes e pequenos. Possui uma matriz porosa
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natural ndo antigénica, que € quimica e fisicamente idéntica a fase mineral do
0sso humano (ORSINI et al., 2007).

Como a variedade de tipos de substitutos 0sseos esta em continua
expansdo, recentemente introduziu-se no mercado o xenoenxerto Cerabone®
(Botiss biomaterials, Zossen, Straumann, Alemanha), o qual tem origem de 0sso
bovino esponjoso de gado da Nova Zelandia e é composto por fosfato de célcio.
Apresenta porosidade entre 65% a 80% e propriedades osteocondutoras
(HUBER et al., 2006; LASCHKE et al., 2007).

Diante da propriedade basicamente osteocondutora dos xenoenxertos,
identifica-se a possibilidade de associacdo com substancias capazes de
acrescentar propriedades osteoindutoras aos biomateriais. O plasma rico em
plaguetas (PRP) tem sido amplamente estudado por seu potencial de
osteoinducdo em enxertos 6sseos. Sistemicamente, no campo da hematologia,
a utilizacdo de concentrados de plaguetas no reparo tecidual, através das
transfusdes, ja é utilizada ha algum tempo (EHRENFEST; RASMUSSON;
ALBREKTSSON, 2009). Entretanto, a utilizacdo topica do PRP em outras areas
da medicina, odontologia e cirurgia bucomaxilofacial é relativamente recente e a
comprovacédo de sua capacidade terapéutica ainda gera controvérsia (ANITUA
et al., 2006; LUCARELLI et al., 2010).

Devido a necessidade de desenvolvimento de materiais que contribuam
de forma significativa para a regeneracdo 6ssea, surgiu uma segunda geracao
de concentrado de plaquetas denominada fibrina rica em plaquetas (PRF)
(CHOUKROUN et al., 2006; HE et al., 2009). O PRF é produzido através do
sangue do proprio paciente sem a adicdo de trombina bovina ou outros
componentes exdégenos (CHOUKROUN et al., 2006; TATULLO et al., 2012).

Ha uma constante evolucéo das técnicas de regeneracao 6ssea utilizando
diferentes biomateriais. O Bio-Oss® ja é um biomaterial amplamente relatado e
seu uso consolidado na literatura. Dessa forma, nessa pesquisa se comparou a
utilizacdo do Bio-Oss®, com Cerabone® e i-PRF, isoladamente ou associado aos

xenoenxertos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SUBSTITUTOS OSSEOS BOVINOS - BIO-0OSS®

O enxerto de 0sso autdgeno € considerado padrdo-ouro nas enxertias
Osseas, por apresentar propriedades osteogénicas, osteocondutoras e
osteoindutoras (MISCH; BIDEZ, 2009). Contudo, algumas desvantagens em sua
utilizacdo, como maior morbidade cirargica, possibilidade de ndo aceitacdo do
paciente por uma segunda ferida cirdrgica e limitacdo no tamanho do transplante
0sseo, impulsionaram o desenvolvimento da engenharia tecidual (TATULLO et
al., 2012). Com o objetivo de regenerar tecidos 6sseos, 0 grande desafio dessa
ciéncia € desenvolver um scaffold (arcabouc¢o) com porosidade suficiente e com
alta resisténcia mecanica para permitir adesdo, migracdo, crescimento e
proliferacéo celular, resultando em uma boa integracdo com os tecidos vizinhos
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2020; GUIANNOUDES; DINOPOULOQS; TSIRIDIS,
2005).

O Bio-Oss® é um substituto 6sseo natural feito de osso bovino inorganico
com macro e microconfiguracées muito préximas da estrutura do 0sso humanao.
Apesar da auséncia de componentes organicos, possui cristais de hidroxiapatita,
atuando como um arcabouco, o qual permite a insercdo e proliferacdo de
osteoblastos, favorecendo a deposicao de matriz 6ssea devido a sua capacidade
osteocondutora (HAMMERLE; LANG, 2001; TAPETY et al., 2004). O tamanho e
a estrutura das particulas do Bio-Oss® formam um sistema de poros interligados
favoravel ao crescimento das células sanguineas, dos osteoblastos,
osteoclastos e de proteinas (HAMMERLE; LANG, 2001). Dessa forma, a
arquitetura trabecular do osso bovino permite uma rapida estabilizacdo do
coagulo e revascularizacdo, propiciando a migracdo de células Osseas e a
aposicao de osso neoformado (AMERIO et al., 2010; STAUROPQULOS et al.,
2003).

Estudos histologicos demonstraram uma area 0ssea neoformada em intimo
contato com as particulas de Bio-Oss® (DAHLIN; SIMION; HATANO, 2010;
GALINDO-MORENO et al., 2010; JENSEN et al., 2012; MLADENOVIC et al.,
2013; ORSINI et al.,, 2005), impulsionando a sua utilizacdo em diferentes

procedimentos de regeneracdo 0ssea na periodontia, cirurgia e implantodontia
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(CHA et al., 2019). Tem sido utilizado em estudos clinicos em humanos (ARTZI,
TAL; DAYAN, 2000; ZITZMANN et al., 2001) e em animais (OLIVEIRA et al.,
2015) para preservar o rebordo alveolar apos exodontias (NEVINS et al., 2011),
levantamento de seio maxilar (HALLMAN et al., 2005; RIACHI et al., 2012),
aumento horizontal de rebordo alveolar (HAMMERLE, LANG, 2001) e
deiscéncias 0sseas associadas a instalacédo de implantes (CANEVA et al., 2011).

O Bio-Oss® possui biocompatibilidade e excelentes propriedades
osteocondutoras (AL RUHAIMI, 2001; BALDINI; DE SANCTIS; FERRARI, 2011),
sendo considerado superior quando comparado a outros substitutos 0sseos
(IEZZI et al., 2008; STAUROPOULOS et al., 2003). Existem relatos de que o Bio-
Oss® possui indices de osteocondutividade similares aos do enxerto 6sseo
autogeno (CARMAGNOLA et al., 2000; DE SANTIS et al., 2011; KIM et al.,
2020).

De Santis et al. (2011), em um estudo de implantes dentarios em céaes,
indicou que a regeneracéo 6ssea em grupos que receberam Bio-Oss® no defeito
foi semelhante & do osso autégeno. Kim et al. (2020) avaliaram a estabilidade
volumétrica e a formacdo 6ssea em enxertos na calvaria de coelhos, com Bio-
Oss®, osso autdégeno e 0sso autdgeno associado ao Bio-Oss®. Também néo
houve diferencas significativas entre os grupos em relacdo a area 0Ossea
neoformada. Mas o uso de Bio-Oss® isoladamente e Bio-Oss® associado ao 0sso
autébgeno na propor¢cdo de 75% e 25%, respectivamente, apresentaram
estabilidade dimensional superior em rela¢do ao uso isolado de 0sso autdgeno.

Essa evidenciacdo pode ser justificada, j& que o Bio-Oss® ndo é
completamente reabsorvivel, devido a reabsorcdo lenta de suas particulas
(SKOGLUND et al., 1997). Corroborando com esses resultados, Mordenfeld et
al. (2010) avaliaram espécimes obtidos de enxertos Osseos realizados em
procedimentos de elevacdo dos seios maxilares com Bio-Oss® e constataram
que a porcentagem meédia de particulas residuais foi de 17,3% apos 11 anos de
acompanhamento.

O uso de fatores de crescimento, isoladamente e em combinacdo com Bio-
Oss® ou outros materiais de enxerto parecem melhorar a regeneracdo 6ssea. O
Bio-Oss® pode fornecer um veiculo de transporte adequado para fatores de
crescimento e permitir o reparo mais rapido de defeitos 6sseos (OLIVEIRA et al.,
2015).
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2.2 SUBSTITUTOS OSSEOS BOVINOS — CERABONE®

Uma das propriedades solicitadas dos substitutos 0sseos € a sua
capacidade de ser absorvido e substituido por um novo 0sso a uma velocidade
adequada (ZHAO et al., 2020). Ressalta-se que reabsor¢cbes muito lentas dos
enxertos podem aumentar as taxas de inflamacdo tecidual e afetar a
neoformacéo 0ssea, sendo identificados varios anos apds o procedimento de
enxertia  (MANGANO et al, 2014, MORDENFELD et al., 2010; TRISI;
MARCATO; TODISCO, 2003). A reabsorcao do 0sso bovino inorganico depende
de varios fatores, como sua natureza cortical ou esponjosa, seu tamanho de
particula, desproteinizacao e sinterizacdo quimica (TADIC; EPPLE, 2004).

Demonstrou-se que o tratamento a altas temperaturas pode ter um efeito
positivo sobre a ultraestrutura da matéria-prima e possivelmente sobre o seu
potencial regenerativo (TAWIL et al, 2018). Kayyk et al. (2021) observaram que
xenoenxertos sinterizados em altas temperaturas, como o Cerabone®,
apresentaram um aumento significativo na viabilidade osteoblastica e atividade
metabdlica, quando comparado a outros materiais processados em
temperaturas mais baixas. Além disso, varios tratamentos fisicos e quimicos
para purificar xenoenxertos de componentes imunogénicos podem influenciar o
seu potencial de cicatrizagcdo, pois restos organicos residuais podem induzir
reacoes imunes (KIM; NOWZARI; RICH, 2013).

O biomaterial Cerabone® € produzido por meio de tratamento de
temperatura de trés estagios, incluindo uma sinterizacao final de 1.250° C para
desproteinizacéo total, eliminando todos os componentes organicos. Por conter
a parte inorganica sinterizada do o0sso, hidroxiapatita, foi demonstrado que o
Cerabone® se assemelha a estrutura do osso natural com alta porosidade e
superficie rugosa (PERIC KACAREVIC et al., 2018; ROTHAMEL et al., 2012;
TADIC; EPPLE, 2004; TRAJKOVSKI et al., 2018).

O Cerabone® é um material de enxerto 6sseo bovino natural, derivado do
0sso esponjoso dos condilos femorais do gado doméstico (KONERMANN et al.,
2014). Pode ser utilizado na forma de particulas (0,5a 1 mm ou 1 a 2 mm) ou
em forma de bloco altamente poroso (TADIC; EPPLE, 2004).

Estudos avaliaram a eficacia do Cerabone® em cirurgias ortopédicas
(HUBER, 2006), no aumento do assoalho nasal (MAZOR, 2012), no
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levantamento de seio maxilar (PANAGIOTOU et al, 2015; RIACHI et al, 2012;
TAWIL et al, 2018) e na preservacao alveolar (KOLLATI P. et al, 2019;
PAPAGIANNOULIS et al., 2012) com relatos bem-sucedidos.

Tawil et al. (2018) realizaram levantamento de seio maxilar, seguido de
enxerto com Cerabone® em 30 pacientes, apresentando graves perdas ésseas
em regido posterior de maxila. Implantes foram colocados onde a qualidade
0ssea do rebordo residual permitia boa estabilidade priméaria. Nos casos em que
a qualidade Ossea residual ndo permitiu a insercdo do implante, aguardou-se 6
meses para a maturacdo do enxerto. Amostras de biépsia foram analisadas em
periodos de até 60 semanas. O osso recém-formado foi encontrado cobrindo a
maioria das areas superficiais dos granulos do material, indicando um bom
potencial osteocondutivo. A reabsorcdo do biomaterial mostrou-se continua
durante as fases inicial e tardia da cicatrizacdo, demonstrando que a alta
temperatura para a desproteinizacdo nao pareceu afetar negativamente seu
potencial osteocondutor ou de reabsorcdo. Dessa forma, o 0sso bovino
sinterizado de alta temperatura mostrou ser um material osteocondutivo de
reabsorcéo lenta e eficaz.

Também se comparou Cerabone® e Bio-Oss®, radiografica e
histomorfometricamente, em oito pacientes com altura dssea alveolar residual
menor que 5 mm, os quais foram submetidos a aumento bilateral do seio maxilar
e posterior colocacdo de implantes. Nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada e ambos demonstraram ser eficazes na reabilitacdo de maxilas
atroficas (PANAGIOTOU et al, 2015).

Investigou-se a influéncia das propriedades quimicas e fisicas de Bio-
Oss® e Cerabone® na taxa de reabsorcéo de enxertos sinusais de 22 pacientes.
Apds 8 meses de cicatrizacdo implantes foram inseridos. Observou-se que o
tamanho médio de particula de Bio-Oss® foi menor, resultando em maior area
superficial e maior taxa de liberac&o de célcio. Estas pequenas diferencas foram
associadas com uma perda volumétrica significativamente maior do tamanho
inicial do enxerto com Bio-Oss® comparado ao Cerabone®. Dessa forma se
demonstrou que as propriedades quimicas e fisicas do material influenciam
significativamente o seu potencial de regeneragéo 6ssea (RIACHI et al, 2012).

Com base em uma revisdo dos dados resumidos da literatura,

comparando-se 0sso bovino sinterizado (Cerabone®) e nao sinterizado (Bio-
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Oss®), embora ambos sejam biocompativeis e tenham propriedades
osteocondutoras, a maior porcentagem de 0sso recém-formado, avaliando-se o
mesmo periodo, foi encontrada utilizando Cerabone® (PERIC KACAREVIC ET
AL., 2018).

Sargolzaie et al. (2018) avaliaram neoformacdo éssea e comportamento
tecidual apés o procedimento de preservacéo alveolar comparando Cerabone®
e sulfato de célcio hemi-hidratado em alvéolos mandibulares de cdes. Como
resultado, ndo observaram diferenca estatistica entre 0os grupos comparados
para neoformacdo O&ssea, proporcdo de tecido e presenca de células
inflamatorias. Contudo, a auséncia de células inflamatoérias nos periodos de 4 e
8 semanas no grupo Cerabone®, indicaram uma capacidade adequada de
substituicdo por osso neoformado na area enxertada, com poucas particulas
remanescentes.

Kollati et al. (2019) realizaram um estudo com 25 pacientes que
necessitaram de extracdo de pelo menos dois dentes ndo adjacentes. Um
alvéolo foi submetido a um procedimento de preservacéo utilizando o Cerabone®
com PRF e o outro foi submetido apenas a extracdo atraumatica. Parametros
como perda de largura e altura da crista foram medidos clinicamente e
radiograficamente no inicio do tratamento e apds 6 meses de proservacédo. Os
resultados sugeriram que o procedimento de preservacgao da cavidade utilizando
Cerabone® com PRF foi um método confidvel que minimizou a perda éssea

alveolar.

2.3 FIBRINA RICA EM PLAQUETAS

O PRP foi descrito como a primeira geragcdao de concentrados de
plaguetas em 1998 (MARX et al., 1998) e a sua utilizag&o topica foi considerada
uma biotecnologia promissora, devido a capacidade de estimulacédo do reparo
de tecidos moles e duros (ANITUA et al., 2006; LUCARELLI et al., 2010). No
entanto, os efeitos do PRP estdo sendo questionados, pois alguns estudos
sugerem que a rapida liberacdo dos fatores de crescimento produza um
beneficio imediato e passageiro, pouco significativo para a reparacao tecidual,
principalmente em relacdo a regeneracao 0ssea (HE et al., 2009; RAO et al.,

2012). Além disso, o protocolo para a obtencdo do PRP é complexo, exigindo a
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adicdo de anticoagulantes ao sangue coletado (KANG et al., 2011; THORAT;
PRADEEP; PALLAVI, 2011) e uma centrifugacdo de um ou dois passos
(CHANG; ZHAO, 2011; KEYHAN et al., 2013; KIM et al., 2013).

Dessa forma, outros materiais que contribuam para regeneracao 0ssea
estdo sendo desenvolvidos. Vérios trabalhos tém mostrado que o PRF promove
uma liberacdo lenta e gradual dos fatores de crescimento (WU et al., 2012;
ZHANG et al., 2012), por pelo menos uma semana, podendo chegar a 28 dias
(KANG et al., 2011). Assim, exerce efeito sobre o processo de reparo tecidual
por um periodo relativamente longo, criando condi¢des favoraveis para que o
reparo ocorra de forma mais adequada (ROY et al., 2011).

A obtencdo do PRF é relativamente simples, através da centrifugacéo
rapida do sangue do préprio paciente em uma Unica etapa, sem a adicao de
anticoagulantes ou trombina exdgena (DOHAN et al., 2004; RAO et al., 2012;
TAJIMA et al., 2013), j& que os anticoagulantes sdo agentes que inibem a
cicatrizacdo de feridas (MIRON et al., 2017). Além da minima manipulacdo
bioquimica do sangue (TUNALI et al., 2013), requer um arsenal minimo de
materiais, restringindo-se a tubos de ensaio esterilizados, seringas descartaveis
e uma centrifuga (SINGH; KOHLI; GUPTA, 2012).

A ativacdo da maioria das plaguetas € possivel pela auséncia de
anticoagulante, dando inicio a cascata de coagulacdo. Em seguida, a trombina
circulante transforma o fibrinogénio concentrado na parte superior do tubo em
rede de fibrina (KUMAR; SUBHASHINI, 2013). A producédo da fibrina por vias
naturais impede que os fatores de crescimento sejam degradados por
proteolisinas e assim mantém-se ativos por um periodo maior, promovendo uma
estimulacdo da regeneracéo tecidual mais prolongada (LUNDQUIST et al., 2013;
WU et al., 2012).

O PRF € um concentrado autélogo plaquetario de segunda geracao, que
contém fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento
semelhante a insulina, fator de crescimento endotelial vascular, fator de
crescimento transformador beta e fator angiogénico derivado de plaquetas
(PETERSON et al., 2010). Além disso, as plaquetas secretam fibrina,
fibronectina e vitronectina, que modulam a resposta dos tecidos e comportam-
se como matriz para o tecido conjuntivo e moléculas de adeséo, resultando em

recrutamento celular mais eficiente na area da ferida. Um maior niumero de
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plagquetas pode resultar na ativacdo e agregacao de plaquetas subsequentes
gue servem como cola molecular (DE PASCALE et al., 2015).

O PRF tem sido utilizado sozinho ou em combinagdo com xenoenxertos,
com o objetivo de promover a regeneracdo 0ssea e aumentar a quantidade de
0sso neoformado, aumentando as células osteoprogenitoras na area enxertada
(JEONG et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

As vantagens clinicas do PRF quando usadas em combinacdo com 0Sso
mineral bovino desproteinizado ainda permanecem controversas (NIZAM et al,
2017). Nenhum efeito citotdéxico do PRF foi notado, demostrando uma grande
biocompatibilidade (HUANG et al., 2010). Em relacdo a regeneracdo 6ssea 0s
estudos sdo escassos, embora ja existam evidéncias de crescimento e
proliferacdo de osteoblastos humanos em contato com o PRF (KANG et al.,
2011; 2012; WU et al., 2012) e uma capacidade superior de estimulacdo da
mineralizacao em relacdo ao PRP (HE et al., 2009).

Algumas aplicacfes clinicas do PRF em cirurgias plasticas (KUMAR;
SUBHASHINI, 2013), em cirurgia oral de implantes dentarios (CASTRO et al.,
2017) e cirurgias periodontais ja foram relatadas (CHANG; ZHAO, 2011). O PRF
tem sido utilizado como membrana na regeneracéo tecidual guiada (THORAT;
PRADEEP; PALLAVI, 2011), como material de substituicéo tecidual na cobertura
radicular (EREN; ATILLA, 2014) e como material de enxerto em procedimentos
de aumento do seio maxilar (MAZOR et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

A terminologia do PRF foi alterada para fibrina rica em plaquetas e
leucdcitos (L-PRF), por conter plaquetas e leucécitos de forma concentrada,
portanto uma matriz de fibrina leucoplaquetaria, mas ainda pertence a segunda
geracédo de plaguetas (DOHAN et al., 2014; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017;
YOU et al.,, 2019). As alteragcbes metodologicas na obtencdo dos agregados
plaguetarios, como variacdes na forca g, tempo de rotacdo, angulo do rotor e
tipos de tubos podem resultar em matrizes distintas.

Dessa forma, uma formulacao injetavel do PRF, denominado i-PRF, em
que se utiliza tubo de plastico, sem adicdo de qualquer aditivo, tem sido
desenvolvida para que os profissionais possam utilizar de forma mais facil um
concentrado de plaquetas em formulagdo liquida, o qual pode ser utilizado

sozinho ou combinado facilmente com varios biomateriais (MIRON et al., 2017).
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O i-PRF foi desenvolvido em 2014 por meio da modificacdo da forca de
centrifugacédo (WANG et al., 2017b). Observou-se que uma maior porcentagem
de células, incluindo plaguetas e leucdécitos, permanecem no compartimento
superior dos tubos de centrifugacédo onde o i-PRF é coletado, fornecendo assim
mais células capazes de auxiliar na regeneracéo de tecidos e na liberacéo de
moléculas pro-cicatrizacdo de feridas (WANG et al., 2019). Wang et al. (2017a)
demonstrou em um estudo in vitro que o i-PRF foi capaz de induzir maior
migragéo, proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos humanos quando
comparada ao PRP.

Miron et al. (2017) coletaram amostras de sangue de 6 doadores
voluntarios e o sangue foi entdo processado para preparacdo de PRP e i-PRF.
Para preparagao de i-PRF, dois tubos de 10 ml de sangue, sem o0 uso de
anticoagulantes, foram centrifugados e entdo foi coletado i-PRF da camada
superior de liquido. Em comparacéo com o PRP, o0 i-PRF induziu maior migracéo
de fibroblastos, expressao de fator de crescimento derivado de plaquetas, fator
de crescimento transformador beta e colageno tipo I, demonstrando que uma
formulacéo liquida potente de concentrados de plaquetas pode ser obtida sem
uso de anticoagulantes.

Com base nessas propriedades, o uso do i-PRF, em combinagdo com
enxertos 0sseos particulados, tem sido utilizado para melhorar as caracteristicas
biolégicas e fisicas dos materiais (KYYAK et al., 2020). A mistura do i-PRF com
granulos de enxerto 6sseo resulta em um material chamado de “sticky bone”.
Nesses casos, o fibrinogénio é lentamente convertido em fibrina, que atua como
um aglutinante que promove a aglomeragao ou revestimento dos biomateriais
(MOURAQO et al., 2015). Assim, o “sticky bone” pode ser facilmente moldado na
forma desejada, o que facilita 0 manuseio/compactacao no leito cirdrgico e evita
a dispersédo dos granulos de biomateriais (THANASRISUEBWONG et al., 2020;
WANG et al., 2017a).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar, através de analise histomorfométrica,
a acdo na regeneracdo 6ssea do Bio-Oss®, Cerabone® e i-PRF, isoladamente
ou associando o i-PRF aos xenoenxertos, criando-se defeitos 6sseos criticos em

calvaria de ratos sistemicamente saudaveis.



25

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Todo protocolo experimental foi desenvolvido apds aprovacdo do Comité
de Etica na Utilizacéo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas —
Unifal - MG (n° de registro: 60/2018 - ANEXO A).

Foram utilizados 68 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), machos,
com idade média de 7 semanas e peso entre 200 e 300 gramas (Biotério Central
da Universidade Federal de Alfenas - Unifal — MG). Os animais foram mantidos
em um ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada
(12 horas claro e 12 horas escuro) e com consumo de racao soélida e agua ad
libitum durante todo periodo experimental. Quatro animais foram a 6bito durante
o periodo experimental e oito animais foram utilizados como ratos doadores para
obtencéo de i-PRF, totalizando 56 ratos restantes. Os animais foram escolhidos
aleatoriamente, através de sorteio, divididos em 7 grupos de 8 animais cada.
Foram realizados dois defeitos cirdrgicos em cada rato, 0os quais receberam o
mesmo tipo de enxerto. Em cada grupo experimental 4 animais foram
eutanasiados apos 30 dias e 4 foram eutanasiados apés 60 dias, dessa forma 8
defeitos 6sseos foram avaliados em cada periodo pés-operatério. A divisdo dos
grupos esta ilustrada no final do presente trabalho (APENDICE A). O tamanho
amostral foi calculado (software GPower v3.1.9.2) segundo um tamanho de
efeito de 0,4, com um nivel de significancia de 5% e 80% de poder,
demonstrando a necessidade de no minimo 14 defeitos cirargicos por grupo. Os

grupos estao descritos abaixo.

4.1.1 Grupos Controle

OA: 0sso0 autdgeno (controle positivo);

CG: coagulo (controle negativo).

4.1.2 Grupos Experimentais

BO: 0sso bovino Bio-Oss®, Geistlich;
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CB: 0ss0 bovino Cerabone®, Straumann;
i-PRF: fibrina rica em plaquetas injetavel homogena;
BOPRF: Bio-Oss® associado ao i-PRF;

CBPRF: Cerabone® associado ao i-PRF.

4.2 PROTOCOLO PARA OBTENCAO DA FIBRINA RICA EM PLAQUETAS
INJETAVEL

4.2.1 Puncéo intracardiaca e retirada do sangue

Realizou-se a puncéo intracardiaca com escalpe BD Vacutainer® Safety-
Lok™ Blood Collection Set (0,8 x 19mm x 178mm) diretamente no ventriculo
esquerdo do animal e utilizacdo de tubo Vacuette® tampa branca 9 ml (Z, sem
aditivos), conforme mostrado na Figura 1. O volume sanguineo retirado nos ratos
doadores para obtencédo do i-PRF homoégeno foi de aproximadamente 7 ml e

centrifugado imediatamente.

Figura 1- Puncdo intracardiaca e retirada do sangue.

Fonte: Do autor.

Legenda:
A) Puncdo intracardiaca no ventriculo esquerdo do rato doador;
B) Utilizacao de escalpe BD Vacutainer® e tubo Vacuette®.

4.2.2 Separacgao celular

A separacéo dos elementos do sangue foi realizada por centrifugagao
(Centrifuga FibrinFuge25®, Montserrat). Seguindo as orientacdes do fabricante,

0 sangue coletado foi centrifugado, uma Unica vez a 2700 rpm, por 6 minutos,
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sem a adicao de qualquer anticoagulante, como preconizado por Dohan et al.
(2006). Com o término desse processo foi possivel observar uma area de cor
alaranjada na parte superior (i-PRF) e as células vermelhas do sangue no fundo
do tubo. Em seguida, os tubos foram abertos cuidadosamente para nédo ocorrer
a homogeneizacdo do material e foram utilizadas uma seringa e uma agulha
hipodérmica para coletar o i-PRF (FIGURA 2).

Figura 2 - Obtencéo de fibrina rica em plaquetas injetavel.

Fonte: Do autor.
Legenda:

A) Volume sanguineo retirado do rato doador;

B) ApOs a centrifugacé@o do sangue coletado se observa uma area de cor
alaranjada na parte superior e as células vermelhas do sangue no fundo do
tubo;

C) Seringa e agulha utilizadas para coletar o i-PRF na parte superior do tubo.

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina
(10mg/kg) (Xilazin®, Syntec, Brasil) e quetamina (90mg/kg) (Dopalen®, Ceva,
Brasil). Os olhos dos animais foram protegidos com gaze umedecida com soro

fisioldgico. Realizou-se tricotomia na regido fronto-parietal da calvaria dos
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animais e antissepsia com polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a 10% com 1% de
iodo ativo (Riodeine®, Rioquimica Ltda, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil). Os
animais receberam anestesia local via subcutanea com lidocaina 1% e epinefrina
(1:100.000). Incisédo em “U” com base caudal foi realizada na calvéaria dos ratos
com lamina de bisturi 15c e um retalho de espessura total foi descolado em
direcéo posterior. Realizou-se dois defeitos no sentido cranio-caudal de tamanho
critico na calvaria de cada rato, para dimunuir o tamanho da amostra, um mais
anterior e 0 outro mais posterior, com broca trefina de 6mm de diametro
(Neodent, Curitiba, Brasil) acoplada em motor elétrico NSK, rotacado 1200 rpm,
sob refrigeracdo abundante com soro fisiologico estéril (Fisiolégico 0,9%,
Equiplex®, Aparecida de Goiania, GO, Brasil).

Apbs a confeccdo dos dois defeitos criticos, os grupos receberam os
respectivos enxertos. O grupo controle positivo recebeu enxerto autdégeno (grupo
OA) e no grupo controle negativo houve o fechamento da ferida com coagulo
(grupo CG). O grupo que recebeu o 0sso autdgeno teve a circunferéncia 6ssea
ostectomizada e particulada em um moedor de 0sso, em seguida 0 0sso triturado
foi colocado novamente na regido dos defeitos. O grupo codgulo teve os defeitos
confeccionados com a trefina, exérese da circunferéncia 6ssea e o fechamento
da ferida com apenas o preenchimento de coagulo sanguineo na regido do
defeito.

Os defeitos dos grupos experimentais foram preenchidos com Bio-Oss®
na forma de granulos de 0,25 - 1,0 mm (grupo BO), Cerabone® na forma de
granulos de 0,5 - 1,0 mm (grupo CB), i-PRF homdgeno (grupo i-PRF), Bio-Oss®
associado ao i-PRF (grupo BOPRF) e Cerabone® associado ao i-PRF (grupo
CBPRF). Os enxertos foram depositados em uma cuba metélica pequena e
umedecidos com soro fisiolégico (grupos BO e CB) ou associados ao i-PRF,
formando o “sticky bone” (grupos BOPRF e CBPRF), em seguida foram inseridos
nos defeitos com uma colher medidora. Os retalhos foram reposicionados e
suturados com fio de nylon 3.0 (Ethicon, Johnson&Johnson, Brasil) (FIGURA 3).

Apds a cirurgia, os animais receberam uma dose Unica de Pentabiético®
Veterinario 1.200.000 Ul (Zoetis, Brasil) de 0,03 ml para ratos com peso de 400
gramas, via intramuscular e uma dose de 0,2 ml de anti-inflamatério Meloxicam
0,2% (Elo-xicam, Chemitec®, Brasil). Também se aplicou dose analgésica de

0,06 ml de cloridrato de tramadol 50mg/ml, por via intraperitoneal. As doses
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analgésicas foram administradas ao final do procedimento e por mais 3 dias. O
acompanhamento foi realizado todos os dias na primeira semana do pos-
operatorio e em seguida de 15 em 15 dias para avaliacdo clinica.

A metodologia descrita ja foi previamente utilizada em outros trabalhos
(DO LAGO et al., 2019; MESSORA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015), mas
com modificacbes, como dois defeitos cirdrgicos por animal, para reduzir o
tamanho da amostra (HAYASHI et al., 2016; ZHAO et al., 2020).

Figura 3 - Criacéo do defeito critico e preenchimento com os respectivos enxertos.

Fonte: Do autor.
Legenda:

A) Tricotomia fronto-parietal;
B) Incisdo em “U” com base caudal;
C) Retalho de espessura total;
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D) Criagédo dos defeitos com broca trefina 6mm e irrigagdo com soro fisiolégico;
E) Circunferéncias correspondentes ao tamanho dos defeitos;

F) Preenchimento do defeito 6sseo com osso autégeno particulado.

G) Aspecto das particulas de CB;

H) Defeito 6sseo preenchido com BO;

1) Aspecto do BOPRF;

J) Reposicionamento do retalho e sutura.

4.4 EUTANASIA

Em conformidade com as normas do CONCEA para a préatica da
eutanasia, o0 método escolhido deve garantir a perda de consciéncia de forma
rapida, irreversivel e desprovida de experiéncia emocional ou fisica
desagradavel, ou seja, o animal ndo deve apresentar dor, estresse, apreensao
ou ansiedade. O método escolhido foi a eutanasia pela camara de COZ2, que
possui um rapido inicio de acdo, causa imediata perda de consciéncia e,
portanto, minimo desconforto ao animal. Os animais foram eutanasiados nos

periodos de 30 e 60 dias pés-operatorios.

4.5 PROCESSAMENTO DAS PECAS

As pecas foram fixadas em paraformaldeido 4% (ph=7.2) por 24 horas e
descalcificadas em solugéo de &cido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.) a 18%
(Dinamica Quimica Contemporanea Ltda®, Brasil). Para a obtencéo da solucéo
de EDTA 18%, foram utilizadas 250 gramas de p0 de edta dissddico, misturadas
a 1750 ml de &gua destilada e 25 gramas de hidroxido de sédio para neutralizar
o ph da solucéo (ph=7). A solucéo foi trocada do frasco uma vez por semana por
30 dias. Apos descalcificacdo, os dois defeitos de cada rato foram separados
através de cortes transversais com distancia aproximada de 2 mm das margens
dos defeitos, de modo que cada espécime apresentasse 10 mm de extensdo no
sentido longitudinal. As pecas foram processadas e um corte longitudinal ao
longo dos centros dos defeitos cirargicos originais foi realizado para dividi-los em
dois blocos (FIGURA 4), em seguida foram incluidos em parafina. Cortes
seriados, com 5 micrometros de espessura, no sentido longitudinal da peca
foram realizados, iniciando a partir do centro do defeito cirdrgico original. Os
cortes foram corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE) para analise

histologica e histomorfométrica.
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Figura 4 - Processamento laboratorial padronizado da reducéo das pecas. Cortes transversais
(X) e corte longitudinal ao longo da linha central (Y) no defeito de tamanho critico.

Fonte: Do autor.

4.6 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Os cortes histolégicos foram selecionados de maneira que o defeito
cirargico original pudesse ser avaliado histomorfometricamente em toda a sua
extensdo. As imagens dos cortes histologicos foram capturadas por meio de uma
camera digital (Axiocam MRc 1.4 Mb - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha)
acoplada a um microscépio Optico binocular (Axio Lab - Carl Zeiss, Goéttingen,
Alemanha) com um aumento original de 25x, 50x e 400x (lente objetiva N -
Achroplan) e salvas em um computador.

As imagens foram capturadas no software “AxioVision Rel. 4.8” e se
utilizou sua respectiva barra de escala. O programa permitiu o célculo da area
de formacédo 6ssea em micrémetros quadrados. Os seguintes critérios baseados
nos trabalhos de Melo et al., (2005), Messora et al., (2008) e Silva et al., (2016)
foram utilizados para padronizar a analise histométrica das imagens
digitalizadas:

a) A areatotal (AT) analisada correspondeu a area total do defeito cirdrgico.
Esta area foi determinada pela identificacdo das superficies interna e
externa da calvaria original nas margens direita e esquerda do defeito
cirirgico. Estas superficies foram conectadas com linhas desenhadas
seguindo suas curvaturas. Foram entdo medidos 2 mm nas extremidades

dos espécimes para estabelecer os limites do defeito cirurgico original. A
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altura da é&rea total foi determinada de acordo com a espessura da calota
craniana. A area de neoformacado o0ssea (ANO) foi delineada dentro dos
limites da AT (FIGURA 5). A ANO foi representada por uma regiao de
intensa atividade celular, matriz oste6ide e 0sso mineralizado com
ostedcitos, formada a partir da borda do defeito cirirgico em dire¢cdo ao
centro;

b) A AT foi medida em umz2 e considerada 100% da area analisada. A ANO
também foi medida em um?2 e calculada como porcentagem de AT,;

c) Apenas as particulas do enxerto de osso autdgeno foram medidas em

pum?2 e calculada como porcentagem de AT.

Figura 5 - Padronizagdo do defeito para andlise histomorfométrica. Utilizagdo do software
AxioVision Rel. 4.8, com o estabelecimento da AT do defeito cirdrgico (linhas em preto).
Considerou-se o comprimento total de acordo com as margens do defeito e a altura de acordo
com a espessura da calota craniana.

(soma ANOs um?) x 100
ATum?

%ANO =

Fonte: Do autor.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A ANO foi representada pela porcentagem da area de novo 0sso em
relacdo a AT do defeito cirdrgico. Os resultados foram expressos pelas
estatisticas: média, desvio padréo (média + desvio padréo) e mediana. Para a
comparacao dos fatores grupos (CG, OA, BO, CB, i-PRF, BOPRF, CBPRF) e
tempo de avaliacdo (30 dias e 60 dias) foi utilizado técnica F (ANOVA) e teste
de Tukey. A escolha do modelo foi devido a verificagcdo da normalidade dos
dados e a igualdade das variancias, pelos testes Shapiro-Wilk e teste F de
Levene, respectivamente.

A significancia estatistica foi fixada em 5% na decisdo dos testes
estatisticos. Os dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado

para obtencéo dos célculos estatisticos foi o IBM SPSS na verséo 23.
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5 RESULTADOS

Quatro animais foram a oObito durante o periodo experimental. Dois deles
morreram durante o periodo cirurgico e dois foram eutanasiados no periodo pés-
operatoério por demonstrarem sofrimento. Os quatro animais foram substituidos
mantendo assim o total de 64 animais. Os animais se mantiveram saudaveis
durante todo o periodo experimental, demonstrando boa tolerabilidade ao

procedimento cirdrgico e auséncia de sinais de infeccao apos as intervencgoes.

5.1 AVALIACAO HISTOLOGICA DO REPARO OSSEO NOS PERIODOS
EXPERIMENTAIS DE 30 E 60 DIAS DE ACORDO COM O MATERIAL
UTILIZADO

Ao analisar os cortes histolégicos nenhum dos espécimes apresentou
fechamento completo do defeito cirirgico, mesmo no periodo experimental de
60 dias. Independente do material utilizado no defeito, ndo se observou presenca
de infiltrado inflamatério durante o reparo nos periodos analisados. Como nao
se comprovou diferenca significativa entre os tempos de avaliacdo de 30 e 60
dias, os grupos foram representados abaixo juntando os dois tempos de

avaliagéo.

5.1.1 Grupo CG

Neoformacado Ossea foi observada as margens do defeito na maioria dos
espécimes. A regido do defeito mostrou espessura menor que a espessura da
calvaria original (FIGURA 6). Fibras colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos
foram observados ao longo do defeito, caracterizando predominantemente

tecido conjuntivo frouxo (FIGURA 7).
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Figura 6 - Visdo panoramica do grupo CG nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60 dias
(B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.
Legenda: Seta indicativa de neoformagédo 6ssea na margem do defeito.

Figura 7 - Fotomicrografia do grupo CG nos periodos experimentais de 30 dias (A e B) e 60 dias
(C e D). Aumento 400x.

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: fibras colagenas (fc), fibroblastos (fb) e neoformacao
Ossea (no).
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5.1.2 Grupo OA

A anélise microscoépica dos cortes das calvarias mostrou neoformacéo
0ssea a partir das bordas do defeito em direcdo ao centro. As particulas de OA
preencheram a maior parte do defeito, com manutencdo da espessura da
calvaria na maioria dos espécimes. (FIGURA 8). As areas de tecido 6sseo
neoformado correspondentes a formacdo da matriz éssea, concentraram-se
principalmente entre as particulas do osso triturado. Ao redor das particulas do
OA observa-se a presenca de células osteoblasticas e matriz extracelular com
presenca de ostocitos, sugerindo o processo de osseointegracdo do 0sso
enxertado. As particulas de OA encontravam-se distribuidas ao longo do defeito
e circundadas predominantemente por tecido conjuntivo denso e bem

organizado. Vasos sanguineos também foram observados (FIGURA 9).

Figura 8 - Visdo panoramica do grupo OA nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60 dias
(B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.
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Figura 9 - Fotomicrografia do grupo OA nos periodos experimentais de 30 dias (A e B) e 60 dias
(C e D). Aumento 400x.

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: neoformagdo Ossea (no), ostedcitos (oc), vaso
sanguineo (vs) e osteoblastos (ob).

5.1.3 Grupo BO

Osso neoformado foi observado nas margens do defeito. As particulas de
BO preencheram a maior parte do defeito, mantendo a espessura da calvaria
original (FIGURA 10). Presenca de tecido conjuntivo rico em fibroblastos, foi
observado envolvendo as particulas de BO. Pontuais neoformacdes de tecido
0sseo entre as particulas de BO caracterizadas pela presenca de matriz 6ssea
contendo ostedcitos, osteoblastos e vasos sanguineos foram observadas
(FIGURA 11).
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Figura 10 - Visdo panoramica do grupo BO nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60 dias
(B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.

Figura 11 - Fotomicrografia do grupo BO nos periodos experimentais de 30 dias (A e B) e 60 dias
(C e D). Aumento 400x.

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: particula de BO (pb), fibroblastos (fb), osteoblastos
(ob), neoformagéo 6ssea (no) e fibras colagenas (fc).
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5.1.4 Grupo CB

Neoformacdo Ossea foi observada junto as margens do defeito. As
particulas de CB preencheram a maior parte do defeito, mantendo a espessura
da calvaria original (FIGURA 12). Tecido conjuntivo rico em fibroblastos, além de
matriz 6ssea, osteoblastos e vasos sanguineos foram observados. Ha presenca

de osso neoformado envolvendo as particulas de CB. (FIGURA 13).

Figura 12 - Visao panoramica do grupo CB nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60 dias
(B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.
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Figura 13 - Fotomicrografia do grupo CB nos periodos experimentais de 30 dias (A e B) e 60 dias
(C e D). Aumento 400x.

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: particula de CB (pc), fibroblastos (fb), osteoblastos (ob)
e neoformacao 6ssea (no).

5.1.5 Grupo i-PRF

Foi notada neoformacédo 0ssea nas margens e centro do defeito (FIGURA
14). Parte do defeito se encontrava repleta de tecido conjuntivo com presenca
de fibroblastos e em algumas regiées com varias fibras colagenas. Regides de
neoformagdo éOssea foram observadas no centro do defeito na maioria dos
espécimes (FIGURA 15).
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Figura 14 - Visdo panoramica do grupo i-PRF nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60
dias (B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.

Figura 15 - Fotomicrografia do grupo i-PRF nos periodos experimentais de 30 dias (A e B) e 60
dias (C e D). Aumento 400x.

= T 7 e

TR

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: fibras colagenas (fc), fibroblastos (fb) e neoformacéao
Ossea (no).



41

5.1.6 Grupo BOPRF

Neoformacao 6ssea foi observada em todos os espécimes progredindo
das margens do defeito e aproximando-se de sua regido central. A espessura da
calvaria na regido do defeito mostrou-se mantida e, em alguns espécimes, o
volume mostrou-se maior (FIGURA 16). As particulas de BOPRF encontravam-
se distribuidas ao longo do defeito e circundadas predominantemente por tecido

conjuntivo denso e matriz 0ssea (FIGURA 17).

Figura 16 - Visdo panoramica do grupo BOPRF nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60
dias (B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.
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Figura 17 - Fotomicrografia do grupo BOPRF nos periodos experimentais de 30 dias (A e B) e
60 dias (C e D). Aumento 400x.

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: particula de BO (pb), osteoblastos (ob), neoformacao
0ssea (no) e fibras coladgenas (fc).

5.1.7 Grupo CBPRF

Neoformacao Ossea foi observada em todos os espécimes progredindo
das margens do defeito e aproximando-se de sua regido central. A espessura do
novo 0sso acompanhou a espessura da calvaria original ou apresentou maior
volume (FIGURA 18). As particulas de CBPRF encontravam-se distribuidas ao
longo do defeito e permeadas predominantemente por tecido conjuntivo denso
com fibras colagenas, vasos sanguineos e matriz 6ssea (FIGURA 19).
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Figura 18 - Visdo panoramica do grupo CBPRF nos periodos experimentais de 30 dias (A) e 60
dias (B). Aumento 25x.

Fonte: Do autor.
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Figura 19 - Fotomicrografia do grupo CBPRF nos periodos experimentais 30 dias (A e B) e 60
dias (C e D). Aumento 400x.

o
.

g.

Fonte: Do autor.
Legenda: As setas indicam nas imagens: fibras colagenas (fc), neoformacdo 6ssea (no) e
particula de CB (pc).

5.2 ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA

A porcentagem de formacdo 6ssea levando-se em conta a AT e a ANO
de cada espécime, segundo os periodos e grupos experimentais, estdo
ilustradas no final do presente trabalho (APENDICE B), onde pode-se observar
que os espécimes com maior formagéo 6ssea no periodo de 60 dias pertencem
aos grupos OA e CBPRF.

Para a comparacéao dos fatores grupos (CG, OA, BO, CB, i-PRF, BOPRF,
CBPRF) e tempo de avaliacéo (30 dias e 60 dias) foi utilizado técnica F (ANOVA)
com dois fatores incluindo interacdo (modelo de fatores). A Tabela 1 e Figura 20
apresentam os resultados do percentual da ANO em relacdo a AT do defeito
segundo o grupo e o tempo de avaliagdo. Destaca-se que as trés meédias mais
elevadas corresponderam aos grupos OA com 60 e 30 dias (42,12% e 33,53%,
respectivamente) e CBPRF com 60 dias (21,85%). As médias
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correspondentemente menos elevadas ocorreram nos grupos CG com 60 e 30
dias (5,90% e 8,01%, respectivamente), seguidas de BO com 60 e 30 dias
(9,65% e 10,75%, respectivamente). As médias dos demais grupos variaram
entre 15,43% a 18,72%.

Os resultados da F (ANOVA) com dois fatores indicaram diferencas
significativas entre os grupos (p* < 0,001), mas ndo se comprovaram diferenca
significativa entre os tempos de avaliagéo (p? > 0,05). A interacdo grupo e tempo
de avaliacdo também ndo se mostrou significativa (p® > 0,05). Pelos testes de
comparacdes multiplas de Tukey se verificaram diferencas significativas entre: o
grupo OA de todos os outros grupos; entre o grupo CG e os grupos CB, i-PRF,
BOPRF e CBPRF; entre BO e CBPRF.

A variabilidade expressa pelo desvio padrao oscilou de baixa (desvio
padrdo inferior a 1/3 das médias correspondentes) a elevada (desvio padrao

superior as meédias correspondentes).

Tabela 1 — Estatisticas do percentual da area de neoformacéo éssea em relacédo a area total do

defeito segundo o grupo e o tempo de avaliacéo.

Tempo de avaliagéo

Grupo 30 dias 60 dias Valor de p
Média + DP Média + DP
(Mediana) (Mediana)
OA ® 33,53 +8,75 (33,71) 42,12 + 10,80 (42,07) p® <0,001*
CG ® 8,01 + 4,26 (7,76) 5,90 + 4,93 (4,20) p®@=0,147
BO (%) 10,75 +4,37 (10,09)  9,65+5,90(7,10) p® =0,283
CB (€D) 16,84 + 7,67 (16,51) 15,45 + 5,48 (15.93)
i-PRF (CD) 15,43 + 5,42 (16,15) 18,72 + 7,99 (17,68)
BOPRF (D) 16,47 + 5,52 (15,40) 17,24 +11,31 (15,52)
CBPRF®)

15,72 + 9,30 (12,62) 21,85 + 6,09 (20,49)

Fonte: Do autor.

(*) Diferencga significativa ao nivel de 5,0%;

(1) Pelo teste F (ANOVA) para a comparagao entre 0s grupos com comparacdes de Tukey;
(2) Pelo teste F (ANOVA) para a comparacéo entre os tempos de avaliacéo;

(3) Pelo teste F (ANOVA) para avaliar a interagcdo grupo e tempo de avaliagcéo;

Obs. Se as letras entre parénteses séo todas distintas, comprova-se diferenca significativa
entre 0s grupos correspondentes.
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Figura 20 - Grafico da média do percentual da area de neoformacao 6ssea em relagdo a area
total do defeito segundo o grupo e o tempo de avaliacao.
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Fonte: Do autor.

A Tabela 2 e Figura 21 apresentam os resultados do percentual da ANO
em relacdo a AT do defeito segundo o grupo, considerando-se a média dos dois
tempos de avaliacdo, ja que nao houve diferenca significativa entre os tempos
de 30 e 60 dias (p > 0,05). Desta tabela se destaca que a média mais elevada
correspondeu ao grupo OA (37,83%) e as menos elevadas foram nos grupos CG
(6,96%) e BO (10,20%). As médias dos demais grupos variaram entre 16,15% a
18,79%.

Os resultados da F (ANOVA) com um fator indicaram diferencas
significativas entre os grupos (p < 0,001). Pelos testes de compara¢des multiplas
de Tukey se verificaram diferencgas significativas entre: o grupo OA de todos o0s
outros grupos; entre o grupo CG e os grupos CB, i-PRF, BOPRF e CBPRF; entre
BO e CBPRF.

O grupo CBPRF apresentou valores maiores e estatisticamente
significante comparado com os grupos BO e CG, mas néo apresentou diferenga
estatistica com os grupos i-PRF, BOPRF e CB.

Apesar de ndo haver diferengas estatisticas, numericamente,
considerando-se as médias, observou-se maior quantidade de osso neoformado

no grupo BOPRF (16,86%) em comparacdo com o grupo BO (10,20%) e no
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grupo CBPRF (18,79%) em comparac¢do com o grupo CB (16,15%), assim como
maior quantidade de osso neoformado no grupo CBPRF (18,79%) em
comparacao com o grupo BOPRF (16,86%).

A variabilidade expressa pelo desvio padrao oscilou de baixa (desvio
padrdo inferior a 1/3 das médias correspondentes) e nado foi elevada (desvio

padrao inferior a metade das médias correspondentes).

Tabela 2 — Estatisticas do percentual da area de neoformacao 6ssea em relagao a area total do

defeito segundo o grupo.

Grupo Média + DP (Mediana) Valor de p
OA ™ 37,83 £ 7,96 (40,14) p®<0,001*
CG® 6,96 + 3,29 (5,97)

BO (€C) 10,20 + 2,82 (10,39)

CB (©D) 16,15 + 4,72 (17,07)

i-PRF (D) 17,07 + 4,95 (16,35)

BOPRF (D) 16,86 + 6,14 (15,96)

CBPRF ® 18,79 + 5,98 (17,00)

Fonte: Do autor.

(*) Diferencga significativa ao nivel de 5,0%;

(1) Pelo teste F (ANOVA) para a comparagao entre 0s grupos com comparacdes de Tukey;
Obs. Se as letras entre parénteses séo todas distintas, comprova-se diferenca significativa
entre 0s grupos correspondentes.
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Figura 21 - Grafico da média do percentual da area de neoformacao 6ssea em relagdo a area
total do defeito segundo o grupo, considerando-se a média dos tempos de avaliagao.
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Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho objetivou avaliar o uso de Bio-Oss®, Cerabone® e de i-PRF,
isoladamente ou em combinacdo aos xenoenxertos, em defeitos 0sseos de
tamanho critico na calvaria de ratos. Todos 0s espécimes apresentaram
fechamento incompleto do defeito nos periodos de 30 e 60 dias. Nenhum estudo
foi encontrado na literatura até o momento, em animais ou humanos,
comparando ao mesmo tempo a utilizacdo dos trés materiais utilizados nesta
pesquisa.

O modelo experimental utilizado no presente estudo, em que se realizou
dois defeitos 6sseos, com 0 mesmo tipo de enxerto, na calvaria de cada rato,
seguindo as diretrizes do ARRIVE e do CEUA, pareceu adequado para avaliacéo
da regeneracdo 6ssea. Outros autores ja utilizaram este modelo experimental
para essa finalidade (HAYASHI et al., 2016; ZHAO et al., 2020).

Nessa pesquisa se optou pelo i-PRF homdgeno, ja que ao utilizar ratos
doadores se obteve um maior volume de i-PRF. O volume sanguineo possivel
de ser coletado para a producdo do i-PRF autégeno seria bastante reduzido
devido ao pequeno porte dos animais, podendo até ser considerado um
procedimento terminal (PARASURAMAN et al., 2010). Ha relato da utilizacao de
ratos doadores para a obtencdo de concentrados de plaguetas sem
interferéncias nos resultados (OLIVEIRA et al., 2015). O risco de antigenicidade
€ insignificante quando os animais doadores sdo saudaveis, da mesma idade e
espécie dos animais receptores (ASPENBERG; VIRCHENKO, 2004). Assim,
sugere-se que a utilizacdo de animais doadores para a obtencéo de derivados
sanguineos, em pesquisas experimentais com ratos, € viavel (GHANAATI et al.,
2018). No presente estudo, nenhuma reagao de antigenicidade foi observada
nos ratos receptores.

Embora a literatura cientifica sugira um periodo de 60 dias para analise
histologica de neoformacéo 6ssea em modelos experimentais (CARDAROPOLI
et al., 2003; CHOUKROUN et al., 2006), ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos durante as 30 e 60 dias de avaliagao nesse estudo. Outros relatos que
utilizaram materiais de enxerto para avaliar a regeneracao 0ssea, mostraram que
30 dias é um periodo suficiente para observar a formacéo 6ssea e vascular em
modelos experimentais (OZDEMIR et al., 2013; TAMIMI et al, 2006). Por outro
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lado, alguns estudos justificam que é importante avaliar os efeitos dos materais
na regeneracado 0ssea apos 60 dias de pés-operatério (THORAT; PRADEEP;
PALLAVI, 2011). De acordo com Sohn et al. (2011), seria um periodo longo o
suficiente para observar a acdo dos materiais, avaliando a incorporagéao,
remodelacao e reabsorcéo dos enxertos.

Nessa pesquisa, apenas as particulas do enxerto de 0sso autdogeno foram
medidas e incluidas no calculo da porcentagem de neoformacdo éssea em
relagdo a area total do defeito. O xenoenxertos ndo foram contabilizados para
realizacdo do célculo nos defeitos cirargicos. Dessa forma, o osso autégeno
apresentou diferenca estatistica de todos os grupos, apresentando resultados
numericos consideravelmente superiores.

Os grupos BO e CB, utilizados isoladamente nos defeitos 6sseos criticos,
ndo demonstraram diferencas estatisticas, apesar do grupo BO ter apresentado
um resultado numérico consideravelmente inferior. Esses resultados indicaram
gue o Cerabone® é um material téo eficiente quanto o Bio-Oss®, substituto 6sseo
mais comumente usado, com bons resultados clinicos e histolégicos
documentados na literatura (AL-ASKAR et al., 2016; CHA et al., 2019; KIM et al.,
2020).

Mahesh et al. (2020) investigaram a neoformacdo 6éssea com Bio-Oss® e
Cerabone® em procedimentos de levantamento de seios maxilares, através de
analise histologica e histomorfométrica. Comparado aos resultados do presente
trabalho, os xenoenxertos usados também nado apresentaram diferencas
estatisticas e permitiram a neoformacdo 6ssea nos seios enxertados. Assim,
ambos os materiais foram considerados eficazes para aplicagcdo em diferentes
procedimentos clinicos e demonstraram um processo cicatricial semelhante,
envolvendo inflamac¢do minima e resultando em sucesso a longo prazo.

Tawil et al. (2018) demonstraram que a utilizacdo do Cerabone® em
pacientes submetidos a procedimentos de levantamento do seio maxilar,
seguido da instalacdo de implantes, mostrou ser um material osteocondutor
adequado. Além disso, outro estudo em humanos, no qual Cerabone® e Bio-Oss®
foram comparados para avaliar o processo de regeneracdo 0ssea, nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre 0os grupos, assim como os resultados
da presente pesquisa, sendo ambos 0s xenoenxertos eficazes no levantamento
de seios dos maxilares atroficos (PANAGIOTOU et al.,, 2015). Riachi et al.
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(2012) relataram, por meio de analise radiografica de seios maxilares
enxertados, que o Bio-Oss® apresentou perda volumétrica significativamente
maior (33,4 + 3,1%) do tamanho inicial do enxerto em comparacéo ao Cerabone®
(23,4 + 3,6%), sendo a maior quantidade de perda vertical do volume observada
ap6s um ano da cirurgia, ressaltando o uso do Cerabone® como um substituto
0sseo adequado.

Alguns autores também tém pesquisado a acdo do PRF na regeneracao
O0ssea na sua utilizacdo isolada, ja que o i-PRF parece exercer um efeito
prolongado sobre o reparo tecidual, com liberagao lenta e gradual dos fatores de
crescimento (THORAT; PRADEEP; PALLAVI, 2011). Tajima et al. (2013)
mostraram que a utilizacdo do PRF como Unico material de enxerto para
elevacao do assoalho do seio maxilar concomitante a instalacdo de implantes,
permitiu um ganho significativo em altura do rebordo. Hauser et al. (2013)
demonstraram o efeito positivo da utilizacdo isolada do PRF na regeneracéo
0ssea, envolvendo o preenchimento de alvéolos pds exodontia de pré-molares
com este concentrado de plaquetas. Li et al. (2013) relataram o favorecimento
da mineralizagdo do osso alveolar com a utilizagdo somente do PRF,
demonstrando que a fibrina tem acéao significativa na diferenciacdo osteogénica.

Dessa forma, sugere-se que o PRF utilizado isoladamente é capaz de
favorecer a regeneracgdo 6ssea (DU et al., 2018; TAMBELLA et al., 2020; YOU
et al., 2019), situacdo também observada no presente estudo, no qual o i-PRF
foi estatisticamente superior ao grupo CG e néo apresentou diferenca estatistica
dos demais xenoenxertos. Podendo ser utilizado em diversos procedimentos
periodontais e cirdrgicos, mostrando-se versétil, eficaz e de baixo custo para sua
obtencdo (BANSAL; BHARTI, 2013).

Estudos pesquisando a acdo do PRF na regeneracdo 6ssea em associacao
a outros materiais de enxertos 0sseos em defeitos de calvaria, ainda séo
escassos na literatura. Mas essa juncéo parece ser promissora, ja que além da
propriedade osteocondutora do enxerto bovino, as citocinas e fatores de
crescimento disponibilizados pelo PRF aceleram a migracdo celular, a
neovascularizagdo e a resposta inflamatoria, favorecendo ainda mais o reparo
tecidual (MESSORA et al., 2008; MOURAO et al., 2015) e funcionando como
uma conexao biologica, aglutinando as particulas do enxerto (BANSAL; BHARTI,
2013).
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Mu et al. (2020) investigaram a capacidade angiogénica e osteogénica de
particulas de Bio-Oss® embebidas em i-PRF para enxerto de seio maxilar, em
coelhos. O i-PRF associado ao Bio-Oss® acelerou a formagdo vascular e a
remodelacdo 6ssea, sendo observadas fibras coldgenas maduras, mesmo em
estagios iniciais de cicatrizagdo, demonstrando grande potencial de utilizacdo
para levantamento dos seios maxilares, em comparacdo com o uso do Bio-Oss®
de forma isolada. Xie et al. (2019) também demonstraram efeito positivo na
associacdo entre i-PRF e Bio-Oss®, sendo o i-PRF considerado um material
seguro e confiavel, podendo diminuir o tempo de cicatrizacdo e aumentar o efeito
da osteogénese. Assim como nessa pesquisa, em que o grupo BOPRF se
apresentou numericamente superior ao grupo BO, apesar de ndo haver

diferenca estatistica.

O grupo CBPRF também nao apresentou diferenca estatistica com o grupo
CB. Mas nao foi encontrado na literatura estudos in vivo comparando o uso do
Cerabone® com o Cerabone® associado ao i-PRF. Kollati et al. (2019)
demonstraram que o Cerabone® associado ao PRF para preservacéo de rebordo
em humanos é um método confidvel que minimiza a perda Ossea alveolar,
quando comparado ao grupo controle, em que se realizou apenas extracéo
atraumatica. Kyyak et al. (2021), em estudo in vitro, compararam o Cerabone® e
0 Bio-Oss® associados ou ndo ao i-PRF, demonstrando a viabilidade e atividade
metabdlica de osteoblastos humanos. Para os grupos sem i-PRF, os maiores
valores relativos a viabilidade foram observados no grupo Cerabone®, ja nos
grupos em que os enxertos foram associados ao i-PRF, observou-se aumento
da viabilidade nos dois grupos, sendo 0s maiores valores para o0 grupo do

Cerabone® associado ao i-PRF.

Os resultados deste trabalho mostraram que o grupo CBPRF apresentou
valores maiores e estatisticamente significante comparado com o grupo BO. E
apesar de ndo haver diferencas estatisticas, numericamente observou-se maior
quantidade de osso neoformado no grupo CB em comparacao ao grupo BO e
maior quantidade de osso neoformado no grupo CBPRF em comparacdo ao
grupo BOPRF. Apesar do Bio-Oss® ser amplamente utilizado na Odontologia
como substituto 6sseo, um estudo de Grossi-Oliveira et al. (2020) relatou a

utilizacdo de materiais de enxerto, de origem xenogénica e aloplastica, com
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melhores resultados do que o Bio-Oss®. Mesmo o Bio-Oss® exibindo uma taxa
superior de liberagdo de célcio em relagédo ao Cerabone® (BERBERI et al., 2014;
ZHAO et al., 2020), uma das principais desvantagens deste material, é a
reabsorcdo muito lenta e incompleta de suas particulas. Assim, resulta em um
volume consideravel do enxerto que ndo pode ser substituido pelo novo 0sso,
processo denominado por alguns autores de osteobstrucdo (LEE, CHEN,
DARBY, 2012; MORDENFELD et al. 2010).

Por fim, destaca-se a escassez de estudos na literatura, com 0 mesmo
modelo de estudo que esse, para comparacdo com 0S materiais
utilizados. Ressaltando sua importancia e destacando a necessidade de novas
investigacdes entre diferentes substitutos 6sseos e concentrados plaquetarios
com metodologias mais homogéneas. Novas pesquisas devem ser realizadas
para confirmar as reais propriedades do Cerabone® e do i-PRF no processo de
regeneracao 6ssea, além de estudos com periodos de observacfes mais longos
investigando a total substituicdo dos biomateriais por 0sso neoformado. Destaca-
se também que algumas limitacBes estruturais no periodo da pesquisa
impossibilitaram a realizagdo de analises mais refinadas, como analise
microtomografica e imuno-histoquimica, que poderiam fornecer ainda mais

entendimento sobre a investigacao proposta.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e dentro dos limites deste estudo,
observa-se que o Cerabone® e a fibrina rica em plaquetas na forma injetavel,
usada isoladamente ou associada com particulas de 0sso bovino Bio-Oss® e
Cerabone®, apresentam aplicabilidade satisfatoria quando utilizados no
preenchimento de defeitos criticos em calvaria de ratos, favorecendo o processo

de regeneracao 0ssea.
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ANEXO A — Certificado de aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UNIFAL

MINESTERIO DA EDUCAGAD

Univorsidodo Fodoral do Alfonas. Unfal-MG
o Gt Borsadrs in Shsn, 700, ASecasbiG CEF 171H-EN
e (8 S A000. Fax {39) 1233 1011

# i
Comissdo do Etca no Uso do Animals - CEUAUMIFAL unﬂd:

CERTIFICADO

Certificarnos que & proposta intitulsda "Estudo comparativo entre BIO-055E &
Cerabone® associados ou ndo com fibnne rica em plaguetas injetdvel na
regeneracio dases de defedos criticos na calcaria de ratos®, registrada com o
n® 62018, sob a responsabilidade de Moé Vital Ribeiro Janior, que envolve a
producso, manutencio ou ulilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Veriebrata (exceto humanos), para fins de pesguisa clentifica (ou
&nsino) - encontra-se de scondo com 05 preceitos da Led n® 11.784, de 8 de
outubng de 2008, do Decreto n® G899, d& 15 de julho de 2000, & com as
normas editadas pelo Conselho Maconal de Controle de Experimentzgao
Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA MO USD DE
ANIMAIS (CEUA-UMIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFEMAS.

Finalidsde { }Enzino (%) Pesquisa centifica
Viggncia da autorizagdo De 13M202018 a 03122019
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Sexo bachos
Oirigem Biotério Central da UNIFAL
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Frof. Dr. Leonando Augusio de Almeida
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APENDICE A — Organograma do experimento. Divisdo do nimero de ratos e defeitos cirlrgicos nos grupos.
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68 ratos
|
| | | |
Grupos . .
Grupos controle experimentais Doadores i-PRF Obito
16 ratos 40 ratos 8 ratos 4 ratos
|
| | | | |
Autégeno Coagulo Bio-Oss Cerabone i-PRF Bio-Oss + i-PRF Cerabone + i-PRHF
8 ratos 8 ratos 8 ratos 8 ratos 8 ratos 8 ratos 8 ratos
16 def. 16 def. 16 def. 16 def. 16 def. 16 def. 16 def.
Eut. 30 dias Eut. 30 dias Eut. 30 dias Eut. 30 dias Eut. 30 dias Eut. 30 dias Eut. 30 dias
= 4 ratos = 4 ratos 4 ratos = 4 ratos = 4 ratos = 4 ratos = 4 ratos
8 def. 8 def. 8 def. 8 def. 8 def. 8 def. 8 def.
Eut. 60 dias Eut. 60 dias Eut. 60 dias Eut. 60 dias Eut. 60 dias Eut. 60 dias Eut. 60 dias
— 4 ratos — 4 ratos 4 ratos — 4 ratos — 4 ratos — 4 ratos — 4 ratos
8 def. 8 def. 8 def. 8 def. 8 def. 8 def. 8 def.

Fonte: Do autor.

Notas: Def.: defeitos; Eut.: eutanasia.
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APENDICE B - Tabela de Distribuicéo da area total e de neoformac&o éssea e suas respectivas porcentagens segundo 0s grupos e

periodos experimentais.

Distribuicdo da area total e de neoformacéo Gssea e suas respectivas porcentagens segundo os grupos e periodos experimentais.

AUTOGENO COAGULO BIO-0SS CERABONE i-PRF BIO-OSS + i-PRF CERABONE + i-PRF

30Dias | 60 Dias 30Dias | 60 Dias 30Dias | 60 Dias 30Dias | 60 Dias 30Dias | 60 Dias 30Dias | 60 Dias 30Dias | 60 Dias

AT  1578601,12 1138553,14 1795097,84 160964440 1308532,85 2006780,28 213292272 96912524 1124107,04 91726198 2215217,98 4185261,80 852191,70 1562314,54

DI  ANO 624916,73 45544338 26443124 123337,35 90527,71 438214,12 60837556 168249,78 245669,80 10245108 233212,84 1647517,52 11636549 229670,70

Rato 1 % 39,59% 40,00% 14,73% 7,66% 6,92% 21,84% 28,52% 17,36% 21,85% 11,17% 10,53% 39,36% 13,65% 14,70%
AT 132181257 1621129,92 119462929 158354094 1236120,56 1370021,35 1161246,62 1156343,13 789246,04 1860931,40 1227242,09 1235760,40 959106,80 117695164

D2 ANO 528677,37 84049802 10376367 6021636 12481960 13652847 10145806 17147564 133043,04 26278574 222027,23 149237,20 79942,64 23314401

% 40,00% 51,85% 8,69% 3,80% 10,10% 9,97% 8,74% 14,83% 16,86% 14,12% 18,09% 12,08% 8,34% 19,81%

AT 1105276,20 1421507,92 1540830,42 148695158 83854852 2373609,74 952812,23 1774981,66 90463319 1889919,44 2178002,39 179117240 1347764,03 732241,21

D1  ANO 29490890 62727448 11913635 1447916 5599601  350982,34 19994755 303076,75 175673,57 67071044 608936,27 450538,92 12149412 154930,16

Rato 2 % 26,68% 44,13% 7,73% 0,97% 6,68% 14,79% 20,98% 17,07% 19,42% 35,49% 27,96% 25,15% 9,01% 21,16%
AT 1740065,82 2216817,23 1216652,02 116053291 99674533 1039056,04 1366314,00 129856398 624981,74 904124,35 1373847,65 1145419,34 644649,46 146938297

D2 ANO 686816,14 113406563 2814357 105409,13 100343,17 60968,07 20864254 221331,55 96434,68 179849,85 265896,01 88464,34  74688,79  511342,60

% 39,47% 51,16% 2,31% 9,08% 10,07% 5,87% 15,27% 17,04% 15,43% 19,89% 19,35% 7.72% 11,59% 34,80%

AT  1670316,74 1933839,32 1253827,96 153615824 1805357,49 137634564 1011716,82 207054210 1426761,66 116785509 271002042 1758643,95 1332277,08 2250840,93

D1  ANO 774908,98 72118821 3436533 3351814 32894655 111583,98 102570,04 53478556 307254,12 180631,93 438492,86 33334595 487114,77 571529,34

Rato 3 % 46,39% 37,29% 2,74% 2,18% 18,22% 8,11% 10,14% 25,83% 21,54% 15,47% 16,18% 18,95% 36,56% 25,39%
AT  1080068,20 875836,80 1171536,01 1095413,06 1356662,33 1086944,31 939337,56 1542766,70 66063534 1360029,34 1280797,12 1251108,57 1141827,64 1545198,62

D2 ANO 254733,24 17676171 8837274 17613550 90707,84  50146,16  76741,77 137600,90 69316,22 297589,34 154462,16 100700,10 231502,93  302476,70

% 23,58% 20,18% 7,54% 16,08% 6,69% 4,61% 8,17% 8,92% 10,49% 21,88% 12,06% 8,05% 20,27% 19,58%

AT  1716311,69 1784934,01 112640678 1412897,08 358479656 1457828,06 3343686,60 277417212 1323709,20 2263829,87 1985570,41 2087591,94 2897502,66 3289497,16

DI  ANO 42215648 70216477 14147255 6503392 57892401 88619,56 841390,14 39054505 114611,96 246509,65 258404,19 431083,74 463920,06 718234,72

Rato 4 % 24,60% 39,34% 12,56% 4,60% 16,15% 6,08% 25,16% 14,08% 8,66% 10,89% 13,01% 20,65% 16,01% 21,83%
AT  1393170,80 1494227,50 1311737,96 1259719,40 1067644,28 1211811,32 112931120 1124959,52 905921,84 138004969 853434,09 1145307,00 93123229 2436053,16

D2  ANO 389414,60 792447,84 10203833 35897,20 11962024 7212947 200412,89 95399,26  83160,96 287627,24 124711,97 68497,35  95909,20  427977,62

% 27,95% 53,03% 7,78% 2,85% 11,20% 5,95% 17,75% 8,48% 9,18% 20,84% 14,61% 5,98% 10,30% 17,57%

Médias (%) 33,53% 42,12% 8,01% 5,90% 10,75% 9,65% 16,84% 15,45% 15,43% 18,72% 16,47% 17,24% 15,72% 21,85%

Fonte: Do autor.

Notas: D1: Defeito cirtrgico anterior; D2: Defeito cirdrgico posterior; AT: Area total; ANO:

Area de neoformac&o 6ssea.



