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RESUMO

O restabelecimento morfoldgico e funcional de defeitos 6sseos representa um desafio clinico que requer
maiores evidéncias cientificas para uma adequada selecdo do substituto 6sseo pelo profissional. O
objetivo do presente estudo foi realizar avaliacdo imunoistoquimica comparativa de dois substitutos
0sseos xendgenos em defeitos 0sseos de tamanho critico (@ = 5 mm) criados em calota craniana de
ratos. Trinta animais foram randomizados em 3 grupos que receberam um dos seguintes tratamentos:
Grupo C (n=10) denominado de Controle, os defeitos foram preenchidos com coagulo sanguineo; Grupo

Bio-Oss® (n=10), os defeitos foram preenchidos com osso medular bovino (Bio-Oss®), Grupo Bonefill
(n=10), os defeitos foram preenchidos com osso cortical bovino (Bonefill). Todos os defeitos foram
protegidos com uma membrana de cortical 6ssea bovina, antes do fechamento da ferida cirargica. Cinco
animais de cada grupo foram eutanasiados apds 30 e 45 dias de poOs-operatério e 0s espécimes,
submetidos a processamento laboratorial para avaliagdo imunoistoquimica. Foi utilizado
imunomarcador 6sseo para BMP2/4, Osteocalcina (OCN) e Fosfatase 4cida tartarato resistente (TRAP).

Os resultados revelaram que os espécimes do grupo Bio-Oss® demonstraram maior atividade da
BMP2/4 e OCN, revelando a formacdo de tecido 6sseo mais maduro, em ambos os periodos. Os
resultados permitiram concluir que ambos os biomateriais se mostraram biocompativeis; que ndo houve
diferencas estatisticas significantes em comparacdo ao grupo controle; porém entre os biomateriais
avaliados, 0 Bio-Oss® mostrou, em ambos os periodos de avaliagdo, tendéncia a promover melhor reparo
6sseo quando comparado com o Bonefill, com maior evidéncia aos 45 dias.

Palavras-chave: Defeito 6sseo; Enxerto dsseo; Regeneracdo 6ssea; Modelo animal.

ABSTRACT

The morphological and functional restoration of bone defects represents a clinical challenge that requires
more scientific evidence for an adequate selection of the bone substitute by the professional. The aim of
the present study was to perform a comparative immunohistochemical evaluation of two xenogenous
bone substitutes in critical size bone defects (@ = 5 mm) created in the rat skullcap. Thirty animals were



randomized into 3 groups that received one of the following treatments: Group C (n=10) called Control,
the defects were filled with blood clot; Bio-Oss® Group (n=10), defects were filled with bovine
medullary bone (Bio-Oss®), Bonefill Group (n=10), defects were filled with bovine cortical bone
(Bonefill). All defects were protected with a bovine cortical bone membrane prior to surgical wound
closure. Five animals from each group were euthanized 30 and 45 days after surgery and the specimens
were submitted to laboratory processing for immunohistochemical evaluation. Bone immunomarker for
BMP2/4, Osteocalcin (OCN) and resistant tartrate acid phosphatase (TRAP) was used. The results
revealed that the specimens of the Bio-Oss® group showed greater activity of BMP2/4 and OCN,
revealing the formation of more mature bone tissue, in both periods. The results allowed us to conclude
that both biomaterials proved to be biocompatible; that there were no statistically significant differences
compared to the control group; however, among the evaluated biomaterials, Bio-Oss® showed, in both
evaluation periods, tendency to promote better bone repair when compared to Bonefill, with greater
evidence at 45 days.

Keywords: Bone defect; Bone graft; Bone regeneration; Animal model.
INTRODUCAO

A presenca de defeitos 0sseos extensos onde a possibilidade de regeneracdo Ossea
espontanea mostra-se limitada continua sendo um grande desafio a ser vencido, tanto na area
médica quanto odontoldgica. Na maioria dos casos hé a necessidade de recorrer ao uso de um
substituto 6sseo capaz de restabelecé-lo morfofuncionalmente.

Esté claro na literatura que o tecido 6sseo obtido do préprio paciente (enxerto autégeno)
considerado como o material de escolha, o0 “padrdo ouro”. Porém ha situacdes em que seu uso
encontra-se limitado, como diante da necessidade de um grande volume de tecido 6sseo ou
quando h& areas doadoras insuficientes para sua obtencdo. Destaca-se que neste tipo de
procedimento havera a necessidade de realizacdo de duas areas cirargicas, algumas vezes em
ambiente hospitalar, com riscos cirurgicos de hemorragias e infeccdes. Como alternativa, o uso
de tecido 6sseo da mesma espécie, obtidos de bancos de 0ssos (enxertos al6genos) tem sido
proposto, porém o seu uso é pouco aceito e também questionado pelos pacientes por razdes
diversas como a transmissibilidade de doengas (Betz, 2002; Graham et al. 2010).

Nos ultimos anos tém crescido significativamente as pesquisas que empregaram
substitutos Gsseos originados de outras espécies (enxertos xendgenos). Entre suas
caracteristicas destaca-se a de ndo promover nenhuma resposta imune, apresentar propriedades

osteocondutoras e similaridade com o tecido humano, porém, face a diversidade de metodologia



para sua obtencéo, estdo sujeitos a sofrerem interferéncia em sua integracdo no processo de
remodelagdo do tecido dsseo normal (Takami et al. 2009, Tovar et al. 2014, Wang et al. 2017).
Sem duvida, representam uma opg¢do vélida para a solucéo de diferentes condi¢Bes, como na
preservacao das paredes e altura 6ssea em feridas de alvéolos dentais, na recomposicao de
defeitos dsseos periodontais e peri-implantares e em procedimento de levantamento de seio
maxilar (Juodzbalys e Wang, 2007, Ferreira et al. 2009, Mardas et al. 2010, Aradjo et al., 2010,
Sbordone et al. 2016, Maiorana et al. 2017, Stacchi et al. 2017).

Diferentes tipos de tecido 6sseo xendgeno tém sido relatados na literatura. Diferem-se
quanto ao processamento para a sua obtencdo, espécie do animal e local de obtencéo.
Objetivando a remocéo do conteudo organico e celular, seu processamento podera ocorrer, por
exemplo, por extracdo quimica (Bracey et al. 2018), baixa temperatura (<1500°C) ou
temperaturas elevadas (> 1500°C), obtendo cristais de hidroxiapatita longos (Gao et al. 2006).
Diferentes biomateriais xeno6genos tem sido disponibilizados para uso, destacando-se entre
estes 0 0sso cortical seco congelado, hidroxiapatita éssea bovina, matriz 6ssea bovina
desmineralizada (Mahyudin et al. 2017).

A maioria dos estudos tém empregado enxerto xendgeno de origem bovina, porém
recentemente tem sido apresentada uma nova opcao, o tecido 6sseo de porco (Salamanca et al.
2015, Bracey et al. 2018, Bracey et al. 2019, Bae et al. 2019). Deve ser considerando que ambos
possuem caracteristicas anatdmicas, de fisiologia e genética semelhantes a dos humanos (Feng
etal., 2012, Salamanca et al. 2015). Preferencialmente os 0ssos utilizados sdo retirados de areas
distantes de 6rgdos, como tibia e de fémur.

Com um numero significativo de informacfes e de produtos disponibilizados no
mercado, o profissional podera encontrar dificuldade na sele¢do do substituto 6sseo xendgeno
adequado, capaz de contemplar sua necessidade. Por esta razdo estudos comparativos entre 0s

diferentes biomateriais tornam-se necessarios. O presente estudo tem o objetivo avaliar por
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andlise imunoistoquimica o reparo 6sseo em defeitos de tamanho critico (DTC) provocados em
calota craniana de ratos, preenchidos com dois biomateriais de origem bovina, sendo um destes
uma hidroxiapatita bovina desproteinizada (Bio-Oss®) e o outro de origem da matriz 6ssea

inorganica mineralizada (Bonefill).

MATERIAIS E METODOS

Modelo experimental

No presente estudo foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar),
machos, que apresentavam condicGes clinicas saudaveis para a realizacdo do experimento. O
peso médio de cada animal foi de 250-300 gramas e a idade aproximada de 3 meses. Todos 0s
animais passaram por um processo de adaptacdo laboratorial sendo mantidos em ambiente
climatizado com controle constante de temperatura (22 + 24°C), com ciclo de luz de 12 horas.
Durante todo periodo da pesquisa foram mantidos em gaiolas plasticas com cinco animais cada
uma, recebendo alimentacdo adequada e agua ad libitum. A pesquisa foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Ceua) institucional (Unesp) e seguiu o guideline

ARRIVE para estudos em animais (Kilkenny et al. 2010).

Calculo amostral

O célculo do tamanho da amostra foi realizado considerando trés grupos de estudo
avaliados em dois periodos. Foi realizado em um programa gratuito G Power versédo 3.1.9.2,
considerando um valor de alfa (erro tipo 1) de 5%, valor de beta (erro tipo 11) de 90%, e levado
em consideracdo o teste estatistico ANOVA (teste utilizado para 3 ou mais grupos com
medicdes realizadas em intervalos de tempo igualmente espacados), com um tamanho de efeito

considerado elevado (ES=0.5). Foi determinada a necessidade de um total de 30 animais.
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Procedimento cirdargico

Todos os animais receberam anestesia geral com a associacdo de 80 mg/kg de peso
corporal de Cloridrato de Ketamina (Cetamin, Syntec do Brasil Ltd., Cotia, SP, Brazil) e 60
mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Xilazin, Syntec do Brasil Ltd., Cotia, SP, Brazil) aplicados
pela via intramuscular em uma das pernas do animal. Quando necessario a complementacao
anestésica, foi aplicada uma dose equivalente a 50% da dose inicial. Apds assepsia e tricotomia
da calota foi realizada uma incisdo semilunar e um retalho de espessura total foi deslocado. A
seguir foi realizado a criagdo de um Unico defeito dsseo de tamanho critico (d=5mm) na por¢éo
central da calota, realizado com broca trefina (Dentoflex, Sistema de Implantes, S&o Paulo, SP,
Brasil) montada em motor para implante com reduzida velocidade e sob irrigacdo abundante da
area com solucdo salina fisiolégica (0,9%). Foi realizado duas marcagdes em forma de "L" a
partir da margem do defeito criado utilizando uma broca esférica n°. 2, distando 2 mm posterior
e 2 mm anterior & margem do defeito, sendo que o seu eixo maior seguiu 0 plano sagital
mediano do animal e serviam para orientacdo do processamento histolégico e avaliacdo. A
técnica de criacdo dos defeitos 6sseos seguiu 0 protocolo de execucgdo utilizado por outros

autores (Nagata et al. 2009, Garcia et al. 2013, Garcia et al. 2014).

Tratamentos

Os animais foram randomicamente separados em 3 grupos com 10 animais cada um,
que receberam um dos seguintes tratamentos: Grupo C (n=10), os defeitos foram preenchidos
com coagulo sanguineo, denominado como grupo controle; Grupo Bio-Oss® (n=10), os defeitos
foram preenchidos com hidroxiapatita inorganica extraida da por¢do medular da tibia bovina,
Bio-Oss® (Geistlich Pharma AG, Suica); Grupo Bonefill (n=10), os defeitos foram preenchidos
com matriz éssea inorganica extraida de cortical de fémur bovino, Bonefill (Bionnovation, Sao

Paulo, Brasil). Os biomateriais foram inseridos nos defeitos ésseos até o seu completo
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preenchimento, sem condensagdo excessiva. Todos os defeitos foram recobertos com
membrana de cortical dssea bovina (GenDerm®, Baumer, S30 Paulo, Brasil). Ambos os
biomateriais foram hidratados com solucdo salina fisioldgica (0,9%) previamente a sua
implantacdo na cavidade 0ssea. Suturas dos tecidos moles em todos os seus planos foram
realizadas com fio reabsorvivel (Vicryl 4-0, Ethicon, Johnson & Johnson, Somerville, NJ,

EUA).

Processamento laboratorial

Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados ap6s 30 e 45 dias de p6s-operatorio,
as calvérias dos animais contendo o defeito 6sseo criado foram removidas e mantidas durante
48 horas em solucdo de formaldeido a 4%. A seguir foram lavadas em &gua corrente por 24
horas e iniciado o processo de descalcificacio, realizada em solucdo de Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 16%. Constatada a descalcificacdo inicial, as pegas
anatdmicas foram recortadas seguindo a orientacdo das demarcac6es em forma de "L seguindo
até a descalcificacdo final. Concluida a descalcificacdo, as pecas foram lavadas, desidratadas,
diafanizadas e incluidas em blocos de parafina. Foram realizados cortes seriados com 5 pum de
espessura a partir do centro do defeito dsseo. Parte destes cortes foram corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) e serviram para a analise histologica, enquanto a outra parte sofreu

0 processamento para analise imunoistoquimica

Analise imunoistoquimica

Para a analise imunoistoquimica os cortes histoldgicos foram desparafinados em xilol e
hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A recuperagédo
antigénica foi realizada com as laminas histolégicas imersas em solugdo tampéo citrato (Spring

Bioscience), em camara pressurizada (Decloaking chamber, Biocare Medical) a 95°C, por 20
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minutos. No final de cada etapa as laminas histologicas foram lavadas em tamp&o-fosfato salino
(PBS) 0,1M, pH 7,4 (Sigma Aldrich). Posteriormente, as laminas foram imersas em 3% de
peroxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina bovino (Sigma Aldrich) por 12 horas
para bloqueio da peroxidase enddgena (Sigma Aldrich) e bloqueio dos sitios inespecificos,
respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas
em trés lotes, e cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-BMP2/4
do rato gerado em coelho (SC-9003, Santa Cruz Biotechnology), anti-OCN do rato gerado em
camundongo (SC-365797, Santa Cruz Biotechnology) e anti-TRAP do rato gerado em
camundongo (SC-376875, Santa Cruz Biotechnology). Os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado anti 1gG de camundongo/coelho gerado cavalo por 2 horas
(BA-1400, Vector Laboratories) e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada
com a peroxidase da raiz forte - HRP (SA-5004, Vector Laboratories) por 1 hora. A revelacéo
foi realizada utilizando como cromogeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (SK-4105,
Vector Laboratories). Foi realizada a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris, em seguida
foi realizada a desidratacdo em etanol, diafanizacdo em xilol e recobrimento com meio de
montagem (Fisher Scientific) e laminulas de vidro. Como controle negativo, 0s espécimes
foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacdo do
anticorpo primario.

A analise imunoistoquimica foi realizada por um histologista certificado e cego aos
tratamentos realizados (EE). A regido de interesse foi toda a extensdo do defeito 6sseo. Para
BMP2/4 e OCN foi efetuada uma andlise semi-quantitativa utilizando-se de uma seccao
histoldgica do centro do defeito 6sseo de cada animal, no aumento original de 400x. Ao padréao
de imunomarcacdo foi atribuido um escore. O critério adotado para o estabelecimento dos
escores foi baseado e modificados daqueles estabelecidos por Theodoro et al. (2015), onde:

Escore 0 = auséncia de imunomarcagéo; Escore 1 = baixo padrdo de imunomarcagdo (menos
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de 1/3 das células imunorreativas e fraca marcacdo na matriz extracelular); Escore 2 =
moderado padrdo de imunomarcacao (cerca de metade das células imunorreativas e moderada
marcagdo na matriz extracelular); Escore 3 = alto padrdo de imunomarcacao (mais de 2/3 das
celulas imunorreativas e forte marcacdo na matriz extracelular). Para avaliagcdo da TRAP foi
efetuada uma andlise quantitativa utilizando-se de uma secc¢éo histoldgica do centro do defeito
0sseo de cada animal, no aumento original de 400x. As células TRAP-positivas foram expressas

por mm2.

Andlise estatistica

Inicialmente foi avaliado a normalidade e homogeneidade dos dados. Nos dados obtidos
de escores que avaliaram a proteina BMP2/4 e OCN foi aplicado o teste estatistico de Variancia
de Kruskal Wallis; Pos-teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). Aos valores obtidos na
analise da imunomarcagdo da TRAP foram aplicados os testes Testes de normalidade de

Shapiro-Wilk; Analise de Variancia MANOVA,; Pos-teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS

Analise imunoistoquimica
A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccdo de BMP2/4, OCN e TRAP
mostrou alta especificidade na deteccao de tais proteinas, a qual foi comprovada pela auséncia
total de marcagdo no controle negativo da reagdo. As células imunorreativas apresentaram uma
coloragdo marrom escura confinada exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP, e
confinada ao citoplasma e, em menor escala, a matriz extracelular, no caso de BMP2/4 e OCN.
Na andlise da imunomarcacdo da proteina BMP2/4 e da OCN observa-se que as

medianas dos espécimes dos grupos Controle e Bio-Oss® demonstraram similaridade de
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resultados em ambos os periodos de avaliacéo, e que o Bio-Oss® demonstrou imunomarcagdo

no periodo de 45 dias, ligeiramente maior que a do grupo Bonefill (Figuras 1 e 3). A avaliacdo

estatistica dos escores esta evidenciada nas figuras 2 e 4. Estes achados nos remetem a admitir

que ndo houve diferencas significantes entre o grupo controle e os dois biomateriais avaliados,

porém comparativamente, pode ser inferido que o Bio-Oss® resultou na formacéo de tecido

6sseo mais maduro que o Bonefill em ambos os periodos de anélise, com maior evidéncia aos

45 dias.
BMP 2/4 Mediana e
desvio-padrio
30d | 2 2 2 3 3 2(2-3)
L 45d | 2 3 3 2 3 3(2-3)
30d | 2 2 2 2 2 22-2)
BioOss” 254 | 3 3 3 2 3 32-3)
30d | 2 2 2 1 1 2(1-2)
Bonefill” 450 | 2 2 2 2 2 21(2-2)

Figura 1. Escores de imunomarcacdo para BMP2/4 dos espécimes do grupo Controle, Bio-Oss® e

Bonefill, e Mediana e desvio-padréo, nos periodos de 30 e 45 dias.
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Figura 2. Andlise estatistica do padrdo de imunomarcagdo (Escores) para BMP2/4 nos defeitos 6sseos
nos grupos C, Bio-Oss® e Bonefill aos 30 e 45 dias pos-operatdrios. Simbolos: +, diferenca



estatisticamente significante em relagdo ao grupo C aos 30 dias p6s-operatdrios; ¥, diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo C aos 45 dias pds-operatérios, diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo Bio-Oss® aos 30 dias pds-operatorios; §, diferenca
estatisticamente significante em relagéo ao grupo Bio-Oss® aos 45 dias pos-operatorios. Testes
estatisticos: Andlise de Variancia de Kruskal Wallis; Pds-teste de Student-Newman-Keuls.

OCN Mediana e
desvio-padrio

3d [ 2 [T 2T 3 33 ie-9
C 15d 3 3 3 2 3 32-3)
30d 2 2 2 2 2 2(2-2)

. B
30d 1 1 2 2 1 1(1-2)

B
Bonefill 15d ) 2 2 2 2 22-2)

Figura 3. Escores de imunomarcacio para OCN dos espécimes do grupo C, Bio-Oss® e Bonefill,

Mediana e desvio-padrdo, nos periodos de 30 e 45 dias.
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Figura 4. Analise estatistica do padrdo de imunomarcacgdo (Escores) para OCN nos defeitos 6sseos nos
grupos C, Bio-Oss® e Bonefill aos 30 e 45 dias pos-operatdrios. Simbolos: t, diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo C aos 30 dias pés-operatdrios; ¥, diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao grupo C aos 45 dias p6s-operatérios; §, diferenca estatisticamente significante em relagéo

ao grupo Bio-0ss aos 45 dias pos-operatérios.

p=0,05
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Na analise da imunomarcacdo da TRAP observa-se que os especimes do grupo Bonefill

apresentaram as maiores medias de imunomarcagdo em ambos os periodos (33,2 + 4,0; 37,2 +

6,4); quando comparados com os do grupo Bio-Oss® e Controle nos mesmos periodos. Tal fato
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denota que a reabsorcdo do biomaterial é mais demorada e, para isto, exige uma resposta

inflamatoria de maior duracéo (Figuras 5 e 6).

TRAP Meédia e desvio-
padriio
30d 4 7 6 5 9 6,2+1,9
z 45d | 3 2 4 4 7 4,0 1,9
30d | 22 27 19 21 22 222 =29
. B
Ll 45d | 18 14 12 10 16 14,0 = 3,2
30d [ 32 28 34 39 33 33,2+4,0
B
R 45d | 20 32 41 40 44 37,2 £ 6.4

Figura 5. Escores da imunomarcacdo para TRAP dos espécimes do grupo C, Bio-Oss® e Bonefill, e
Média e desvio-padréo, nos periodos de 30 e 45 dias.
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Figura 6. Analise estatistica da quantidade de células TRAP-positivas nos defeitos 6sseos nos grupos
C, Bio-Oss® e Bonefill aos 30 e 45 dias pds-operatorios. Simbolos: +, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo C aos 30 dias pos-operatorios; *, diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao grupo C aos 45 dias pos-operatérios; diferenca estatisticamente significante em relacao
ao grupo Bio-Oss® aos 30 dias pds-operatorios; §, diferenca estatisticamente significante em relacéo ao
grupo Bio-Oss® aos 45 dias pds-operatérios. Testes estatisticos: Teste de normalidade de Shapiro-Wilk;

Anaélise de Variancia MANOVA, Pés-teste de Tukey.

p=0.05



18

DISCUSSAO

O presente estudo estd apresentado de acordo com o guideline ARRIVE para estudos
em animais (Kilkenny et al. 2010) e avaliou imunoistoquimicamente o reparo de defeitos sseos
provocados em calvérias de ratos preenchidos com dois substitutos 6sseo de origem bovina, um
destes, derivado da matriz 6ssea medular de tibia desproteinizada, comercialmente denominado
de Bio-Oss® (Geistlich Pharma AG, Suica) e outro derivado da cortical de fémur bovino
desproteinizado, o Bonefill (Bionnovation, Sdo Paulo, Brasil).

E significativo o nimero de pesquisas que utilizaram animais em experimentos. Isto se
deve ao fato de que eles possibilitam o desenvolvimento de modelos experimentais capazes de
responder satisfatoriamente hipoteses que encontrariam dificuldades éticas para sua realizacdo
em seres humanos. Os animais roedores tém sido empregados, como coelhos, porco-da-india,
camundongos e ratos. Entre estes destaca-se 0 uso de espécies de ratos que possuem sistema
imunolégico normal como o rato Sprague-Dawley e o Wistar (Acarturk and Hollinger, 2006).
O rato € o mais utilizado por constituirem-se em uma espécie de facil obtencdo, de reduzido
custo, possibilitar uma amostra homogénea, ser de facil manuseio e possuirem anatomia e
resposta bioldgica similares a dos humanos (Klausen, 1991; Graves et al., 2008, Oz and Puleo,
2011). Alem disso, estes animais permitem o desenvolvimento de diferentes modelos
experimentais, como o de reparo de alvéolos dentais (Saito et al. 2011, Hassumi et al. 2018),
de doenca periodontal (Garcia et al., 2014, Garcia et al., 2018), fratura 6ssea (Sigurdsen et al.
2011, Reikeras et al. 2015), defeitos em tibias (Garavello-Freitas et al. 2003), fémur (Dubrov
et al. 2019), ramo mandibular (Teixeira et al. 1999) e em calota craniana (Garcia et al. 2013,
Garcia et al. 2014). Permitem avaliar tratamentos, modificacdes sistémicas e uso de drogas
(Garcia et al. 2018, Statkievicz et al. 2018, Ervolino et al. 2019).

Defeitos 6sseos criados em calota craniana de ratos representa um dos modelos mais

utilizados para regeneracdo 0ssea com uso de enxertos 0sseos ou substitutos 0sseos, pois a area
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possui reduzido stress mecanico, sem interferéncia muscular, adequada estabilidade das
estruturas vizinhas, presenca de tecido cortical e medular, reduzido suprimento vascular, pobre
regeneracdo 0ssea, e permite avaliar a interacdo do material implantado com o 0sso original e
0 tecido neoformado (Mankani et al., 2006, Liu and Lv, 2018). Este procedimento foi proposto
por Freeman & Turnbull (1973) que realizou criagdo de defeitos com uma fresa de 2 mm de
didmetro. Este relato despertou entre os pesquisadores a necessidade de se criar defeitos 6sseos
que ndo conseguiriam uma regeneracdo natural e espontdnea no periodo previsto para a
completa regeneracdo, ou seja, um defeito de tamanho critico (DTC) (Schmitz and Hollinger,
1986).

Diferentes pesquisas foram realizadas com defeitos 6sseos criados com diferentes
diametros: de 3,8 mm (Honma et al., 2008), 5 mm (Turonis et al., 2006; Artzi et al., 2008;
Nagata et al., 2013), 8 mm (Lim et al., 2000; Matzenbacher et al., 2003; Pang et al., 2004;
Messora et al., 2008; Park et al., 2009), 8,8 mm (Honma et al., 2008), 12 mm (Herculiani et al.,
2000). Em nossa pesquisa foi utilizado DTC de 5 mm de diametro por ser considerado um
defeito critico que ndo ha regeneracdo 6ssea completa espontanea, podendo ser inclusive ser
realizado bilateralmente em calotas (Vajgel et al., 2014).

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que a imunomarcacao para
BMP2/4 e de OCN nos espécimes do grupo Controle, onde a cavidade 6ssea ndo recebeu
nenhum preenchimento, permanecendo recoberta com membrana de cortical 6ssea bovina,
demonstraram similaridade de resultados com os do grupo Bio-Oss®, nos dois periodos de
avaliacdo. Este fato fortalece a importéncia da neoangiogénese da area apds injlria, a adeséo
de plaguetas e liberagdo de mediadores como o fator de crescimento transformador beta (p-
TGF) e estimulacdo das células mesenquimais, que constituem fatores importantes para que
ocorra a reparacao 0ssea. Na analise comparativa entre os biomateriais pode ser observado que

ambos demonstraram capacidade de neoformacdo Ossea, porém o Bio-Oss® demonstrou
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imunomarcacdo ligeiramente maior que a do Bonefill em ambos os periodos avaliados,
destacando-se no periodo de 45 dias (Fig. 1, 2, 3 e 4). Também neste estudo ficou evidenciado
que o Bonefill mostrou maior atividade de reabsorcdo, caracterizado pelo maior nimero de
células TRAP-positivas em ambos os periodos de avaliagdo. Este fato corrobora os achados de
outros estudos que salientam que a matriz inorganica derivada de 0sso bovino podera sofrer
reabsorcdo lenta, provocando em consequéncia, uma significativa resposta inflamatdria
(Sassioto et al., 2003).

Sabe-se que as proteinas dsseas morfogenéticas sao fontes de crescimento 6sseo que
constituem a grande familia do fator de crescimento transformador beta (B-TGF) sendo que a
BMP 2 e a BMP4 possuem aminoacidos idénticos (92%) e efeitos bioldgicos similares (Lee
1997) destacando-se entre estes sua capacidade osteoindutora, promovendo a osteogénese pela
estimulagdo de células mesenquimais indiferenciadas a diferenciarem-se em osteoblastos
(Cheng et al. 2003).

Diferentes fatores podem ter contribuido para os achados desta pesquisa. Entre estes,
provavelmente se deve ao processo de purificacdo do material biologico, pois um desses €
obtido a partir de sucessivos tratamentos quimicos (Bonefill) enquanto o outro, a partir de
temperatura de 300° C e sinterizado a 1.100° C (Bio-Oss®). A influéncia de outros fatores e
condicdes como tensdo de oxigénio na area, vascularizacdo limitada, fatores proprios das
condicdes do animal (idade, sexo, calcio, fosforo, calciotonina, desnutri¢do proteica, vitaminas)
podem também ter contribuido (Sassioto et al., 2004).

Por outro lado, 0 modelo de DTC em calvaria empregado no presente estudo mostrou-
se efetivo e adequado para os objetivos da pesquisa, que evidenciou que ambos os biomateriais
apresentaram resposta bioldgica semelhante, com ligeiros beneficios para o biomaterial Bio-
Oss®. Dentre as limitagdes do estudo, destaca-se 0 nimero de animais por grupo e 0s periodos

de avaliacbes empregados. O presente estudo procurou seguir 0 numero de animais
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preconizados em pesquisas anteriores, bem como o principio da experimentacdo animal dos 3
Rs “replace; reduction; refinement” (Kilkenny et al. 2010) em relacdo aos periodos de
avaliacdo. Procurou-se avaliar a fase inflamatoria e inicio da fase proliferativa do reparo 6sseo
(30 dias) sem deixar de seguir periodos de avaliacdo frequentemente utilizados na literatura, de
1,2,3,4,8,12, 36 semanas (Freeman &  Turnbull, 1973, Honma et al., 2008,

Matzenbacher et al., 2003, Artzi et al., 2008).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a metodologia utilizada no presente estudo, permitiram
concluir que ambos os biomateriais se mostraram biocompativeis; que ndo houve diferencas
estatisticas significantes em relacdo ao grupo controle; porém entre os biomateriais avaliados,
0 Bio-Oss® mostrou, em ambos os periodos de avalia¢do, resultados com tendéncia de melhor

reparo quando comparado com o Bonefill, com maior evidéncia aos 45 dias.
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ABSTRACT

The success of rehabilitation with implants depends on a global planning, involving procedures in soft
and hard tissues that aim at the possibility of performing a prosthetic rehabilitation with good aesthetic
and functional results. This case is intended to report a clinical case of oral rehabilitation on short
implants, in the posterior region of the mandible, associated with the Digital Workflow and alteration
of the gingival phenotype with Free Gingival Grafts on the right side and Subepithelial Connective
Tissue Graft on the left side. The association between the use of short implants, change in gingival
phenotype and digital flow proved to be favorable procedures in the rehabilitation of the posterior region
of the mandible, resulting in increased predictability of the result and satisfaction with the treatment.

Keywords: Computer Assisted Design; CAD CAM; Workflow; Dental Implants; Connective Tissue;
Tissue Graft; Dental Prosthesis, Implant-Supported.

INTRODUCTION

The rehabilitation of partially edentulous patients is considerably complex and must
combine high predictability and low morbidity, in addition to reaching the patient’s
expectations [1]. The pattern of bone loss after tooth extraction in the posterior region of the

upper and lower arches is quite distinct. In the mandible, this loss occurs mainly in the vertical
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direction [2]. Due to this, and the presence of noble anatomical areas, planning for rehabilitation
of the posterior region of the atrophic arches usually requires specific treatment alternatives [3].

When the residual bone height over the mandibular canal is reduced, studies [3-6]
consider short implants as a preferable option due to the reduction in treatment time, cost and
morbidity in the face of reconstructive and/or more complex surgical procedures. Currently,
those with < 6 mm are defined as short implants [7,8]. However, the importance of maintaining
bone tissue in rehabilitation with this type of implant is highlighted, since its impairment can
lead to a relatively greater impact on support when compared to marginal bone loss in implants
of greater length [2]. In this scenario, attention is focused on procedures aimed at the integrity
of peri-implant tissues. Currently, attention to the gingival phenotype is evidenced in the
literature, considering the quality and quantity of keratinized tissue around the implants and
possible needs for surgical procedures for manipulation of peri-implant tissues, preferably in
pre or trans-surgical stages of installation of the implants, aiming at tissue stability and
treatment longevity [9-13].

In addition to the development of successful surgical processes, it is essential to search
for technological advances that favor a quality rehabilitative result, which deliver safety and
predictability for both the professional and the patient, in order to obtain satisfaction with the
treatment [14,15]. In this context, the use of Digital Flow processes is emphasized, which is
becoming more and more present in the clinical routine [15,16]. CAD/CAM (Computer-aided-
design/Computer-aided-manufacturing) systems offer an alternative to the processing of
indirect dental restorations and fixed dental prostheses. The use of digitized prints eliminates a
series of clinical and laboratory steps, leading to fast and effective delivery of the final

personalized device [14].
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Objective of the Study
The objective of this work is to report a clinical case of oral rehabilitation on short
implants, in the posterior region of the mandible, associated with the Digital Flow and alteration

of the gingival phenotype.

CASE REPORT

A 56-year-old woman, ASA I, attended the clinic of Master in Dentistry at Latin
American Dental Research and Teaching Institute - ILAPEO - (Curitiba, PR, Brazil), with an
indication of prosthetic rehabilitation on implants.

Upon clinical examination and evaluation of the imaging exams of the lower arch,
Morse Cone (CM) type implants (NEODENT™, Curitiba, PR, Brazil) were observed, installed
in the regions of the teeth 35 (TITAMAX® CM Cortical 3.5 x 7 mm) and 36 (TITAMAX WS®
CM Cortical 5 x 5 mm), on which NEODENT™ gingival healers were installed; 44
(TITAMAX® CM Cortical, 3.5 x 7 mm), 46 (TITAMAX WS® CM Cortical 4 x 5 mm) and 47
(TITAMAX WS® CM Cortical 5 x 5 mm). Implants 44, 46 and 47 were submerged. Also
noteworthy was the presence of a thin periodontal phenotype with a predominance of alveolar

mucosa in the right (Figure 1a) and left (Figure 1b) edentulous regions of the lower arch.

Figure 1: (a) Right side: thin periodontal phenotype ad submerged lower implants.
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Figure 1: (b) Left side: thin peridontal phenotype and implants with installed gingival healers.

Through the Diagnostic Planning process, using the assembly of the arch models in a
semi-adjustable articulator, the prosthetic reha- bilitation of the lower arch was defined through
the construction of prostheses on bilateral implants, made of metal-ceramic material, by a
screwed system, through CAD-CAM digital flow. Clinically, the need to change the periodontal
phenotype (autogenous gingival grafts) in the regions of pre-existing lower implants was
identified. For the upper arch, we opted for rehabilitation through prosthesis over dento-
gingival implants of the hybrid type, screwed.

Periodontal surgeries, performed in different stages, were defined according to the
clinical indications on each side of the arch. For the right side (region 44 to 47), where the
implants were submerged, the Free Gingival Graft (FGG) was indicated due to the need to
increase the attached gingival band. In the FGG procedure, it was decided to perform the trans-
operative selection of gingival healers, using them as an auxiliary means of fixation and
immobilization of the grafted tissue. After obtaining the tissue from the palate, with width and
length defined by a surgical map and about 2 mm thick, it was transported to the recipient area
previously prepared in a divided flap. Blades 15¢ were used for both incisions. The position of

the implants was marked in the transplanted tissue before fixation, through perforations, and in
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this place, “X” incisions were made to adapt the gingival healers. Small relaxing incisions were
made on the margins to facilitate the extension and adaptation of the tissue and the gingival
healers on the implants. After the healers were positioned in the tissue, the set was fixed on the
implants and additional stabilization sutures were performed (Figure 2a and 2b). After 10 days,
the sutures were removed and 60 days after the operation, an increase in the keratinized gingiva

band was observed (Figure 2c).

Figure 2: (a) Gingival tissue from the palate, transfixed by the gingival healers and fixed over the connective
tissue of the ridge. Small marginal relaxing incisions facilitate the positioning of the transplanted tissue on the
recipient bed.

Figure 2: . (b) Additional fixation of the transplanted tissue by sutures.
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Figure 2: (c) 60 days after surgery. Note the increase in the width of the keratinized gingiva band.

For the left side (region 35 and 36), where the gingival healers were already installed,
with the presence of a keratinized gingiva band of 2 mm width and 1.5 mm thickness, the
Subepithelial Connective Tissue Graft (SCTG) was indicated with the aim of increasing tissue
thickness. In the SCTG procedure, it was decided to obtain connective tissue using a double-
blade scalpel, with two 15c blades. The donor area chosen was the region of the alveolar crest
of the upper border, on the left side. The upper part of the graft was not de-epithelialized, with
the keratinized gingiva band maintained and juxtaposed to the gingival healers, and the
connective tissue positioned in the recipient area previously prepared by a flap divided and
stabilized by sutures (Figure 3a and 3b). After 10 days, the sutures were removed and 60 days
after the operation, there was a gain in keratinized tissue and a slight increase in tissue volume

(Figure 3c).
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Figure 3: (a) Adaptation of non-de-epithelialized connective tissue, originating from the alveolar ridge and
removed with a double-bladed scalpel, in the receiving bed prepared by a split-flap.

S~

Figure 3: (b) Fixation of the trasplanted tissue by sutures. (c) 60 days after surgery. There is an increase in the
width of the keratinized gingiva band and a slight increase in the thickness of the connective tissue.

Figure 3: (c) 60 days after surgery. There is an increase in the width of the keratinized gingiva band and a
slight increase in the thickness of the connective tissue.
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In both surgical techniques, the gingival healers were maintained for at least 60 days,
before prosthetic rehabilitation began. To make the provisionals, the gingival healers were
removed and the NEODENT™ prosthetic abutments were selected and installed (35 and 44
CM micro abutments); (36, 46 and 47 WS conical mini abutments). Subsequently,
NEODENT™ intraoral scan or scan body transfers, specific for each type of abutment, were
installed (35 and 44 transfer for CM micro abutments); (36, 46 and 47 transfers for CM mini
abutments), to obtain images.

The scanning for making the provisionals was carried out using the TRIOS® intraoral
scanner (3Shape™, Copenhagen, Denmark), obtaining the “STL” type image of the lower arch
(with emphasis on the peri-implant gingiva and prosthetic pillars), lower arch with scan-bodies
in position (Figure 4a), upper arch and, finally, recording of the occlusion. The files were sent
to the digital prosthesis laboratory for digital planning and making provisional prostheses in
milled resin, with four elements joined on the right side (44-45-46-47) (Figure 4b) and two
elements joined on the left side (35-36). The crowns received were repackaged in the mouth on
titanium cylinders, keeping the screw opening with Teflon protection. After being attached to
the cylinders, the crowns were screwed over the micro and mini abutments. At the time of
fitting the provisionals, the upper arch had already been rehabilitated with a full arch prosthesis

on implants (Figure 5a and 5b).
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4a

Figure 4: (a) Digital image for planning temporary crowns, obtained by TRIOS® Scanner, with scanbodies in
position. The abutments analogs are digitally inserted in the Prosthesis Laboratory, through planning software.

Figure 4: (b) Digitally planned prostheses, with the determination of occlusion.

Figure 5: (a) Temporary prostheses from elements 44 to 47, mé[de by milling, already installed in the
mouth, in occlusion with the upper prosthesis. Note the change in the gingival phenotype obtained by the EGL
surgery.
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Figure 5:. (b) Milled provisionéil prosthesés'from eléﬁens‘ég and 36 were installed in the mouth, in occlusion
with the upper prosthesis. Note the change in the gingival phenotype obtained by ECSE

A new intraoral scan and a new digital occlusion record were made for the construction
of the final prosthesis using the VIRTUO VIVO® Scanner (Dental Wings™, Montreal,
Canada), through the steps of scanning the lower arch with the provisional prostheses; removal
of provisionals and scanning of the gingival profile, installation and scanning of scan bodies
(Figure 6a), followed by scanning the upper arch and occlusion (with provisionals in position)
(Figure 6b). The digital files were sent to the digital prosthesis laboratory for the planning and
execution of the definitive elements, made of metal-ceramic. The CrCo metal infrastructures

were carried out using the milling technique (Figure 7) and tested in the mouth.

6a

Figure 6: (a) Digital scanning for making metal-ceramic prostheses. Scan-bodies in position to determine the
exact position of the abutments. (b) Scan with provisionals in position, with the determination of occlusion with
the upper arch.
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6b

Figure 6: (b) Scan with provisionals in position, with the determination of occlusion with the upper arch.

Figure 7: Infrastructure of permanent CrCo prostheses, made by milling, adapted on the model obtained
through 3D printing of the digital scanning file.

Figure 8: (a) Verification of the settlement of the infrastructures on the right side through periapical
radiography. (b) Verification of the settlement of the infrastructures on the left side through periapical
radiography. Note the preservation of peri-implant bone tissue.
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The settlement was verified by periapical radiographs on the left side (Figure 8a) and
the right side (Figure 8b) and the parts were sent to the laboratory for the preparation and
application of feldspathic ceramics. The definitive prostheses were screwed with 10 N/cm
torques on each screw, determined by a Torquemeter ratchet (NEODENT™). Periapical
radiographs were taken to analyze the settlement adaptation and Panoramic radiography for
final documentation (Figure 9) and finally, the access holes were isolated with Teflon and
closed with a temporary light-curing restorative. The follow-up of the patient was carried out
for two months, after which the restoration of the access holes in photopolymerizable resin
and clinical discharge was performed, with satisfactory functional and aesthetic results

(Figure 10a and 10b).

Figure 9: Final Panoramic Radiograph, after installation of the prostheses
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Figure 10: (b) Left metal-ceramic prosthesis installed. Final evaluation after two months of installation.

DISCUSSION

The clinical occurrence of patients seeking rehabilitation in the posterior areas of the
jaws due to early tooth loss is a reality present in daily clinical practice. The absence of the
tooth in the alveolus triggers a cascade of biological bone remodeling events [2,17,18] and
readaptation of specialized soft tissues [19]. In the first three months after extraction, bone
remodeling is characterized by a more pronounced structural loss in the buccolingual direction

[18]. When related to the posterior region of the lower arch, as in the present report, the presence
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of the condition clinical diagnosis of bone loss in height and the predominance of oral mucosa
in substitution to the keratinized gingiva is frequent. This condition has considerable influences
on dental rehabilitation, especially when it involves planning implants and implant-supported
prostheses [20].

The technological evolution of short implants in macro and microstructure seeking
greater primary stability, and the growing demand for procedures with fast, predictable
resolution and lower morbidity and cost, contribute to this type of implant being a predominant
choice compared to reconstructive procedures for rehabilitation in atrophic arches
[2,7,8,21,22].

Specific conditions must be respected when choosing to use short implants, with a view
to tissue preservation and treatment longevity, such as the observation of bone and soft tissue
quality. In this case, the presence of type Il bone was observed, with a thin gingival phenotype
and a predominance of the alveolar mucosa over the mandibular ridge. The use of surgical burs
with high cutting power, the performance of precise surgical technique and the use of implants
with large diameters (> 4 mm) are also important specific conditions to achieve the mentioned
objectives, in addition to considering the systemic conditions of the patient [2,7], which in this
case was favorable, without restrictions, with an ASA |1 classification.

Prostheses on short implants usually result in long teeth, so conditions that promote
prosthetic stability should be sought. The occlusal crown table on short implants should
preferably be reduced, with maximum harmonic contact points, shallow grooves and low cusps,
with an axial distribution of forces. Multiple prostheses are preferably indicated, and they must
be joined. In addition, the use of intermediate pillars at least 1.5 mm in height from the
transmucosal, when feasible, contributes to the stability of the peri-implant tissue, preventing

marginal bone loss, by favoring the restoration of a biological space in the peri-implant gingival
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sulcus [2]. The conditions mentioned were applied in the case in question, as the objective of
optimizing the biomechanical results.

Still paying attention to the maintenance of bone tissue and peri-implant soft tissues,
authors [13,23] emphasize that the presence of keratinized mucosa with a minimum width and
thickness of 2 mm around the prostheses favors biological stability against the evolution of
inflammatory processes and possible tissue recessions, consequently contributing to aesthetics
and better conditions for peri-implant hygiene. Therefore, in view of the unfavorable gingival
clinical feature found in this case, the need to change the phenotype was considered. The
manipulation of soft tissues, such as FGG and SCTG surgeries are the most frequently indicated
for this purpose [24] these being the surgical techniques applied in this case. The determination
of the type of soft tissue graft to be used depends on the location and extent of the recipient area
and the gingival phenotype.

Subepithelial connective tissue is considered the gold standard for procedures to
increase tissue thickness around implants and for aesthetic areas, however, it is limited by the
extension of the recipient area, since obtaining extensive bands of connective tissue is often not
feasible [25]. In the case presented, the SCTG technique was applied on the left side, as it is
less extensive and requires an increase in peri-implant tissue thickness. FGG promotes an
increase in the width of the keratinized gingiva band, replacing the alveolar mucosa. This
procedure results in a change in the color of the gingiva, which may compromise aesthetics,
and is therefore avoided in anterior regions [25,26]. This technique was applied on the right
side of the lower arch, where the demand for gingival extension was greater.

Currently, the use of technological resources is emphasized, in order to increase the
predictability, dynamics, quality and precision of prostheses on implants [16,27,28]. The digital
flow for prosthesis execution involves the use of an intraoral scanner, which depends on a

learning curve [28] or a bench scanner, the latter being used for a digital copy of the model
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instead of the intraoral digital copy. The im- ages obtained are transferred to planning software,
which allows the virtual design of the elements necessary for prosthetic rehabilitation (CAD),
reconfiguring form and function with extreme precision. The virtual planning is then carried
out in the laboratory (CAM), digitally, through a printer (provisional crowns, guides and
models), or a milling machine (structures in feldspar ceramic, zirconia, lithium disilicate or
silicate, titanium, chromium/cobalt and resins, depending on the structure to be milled and its
purpose). In this case, we opted for the milled infrastructure in CrCo metal, overlapped by
feldspathic ceramics, as these materials are highly resistant, durable and result in better
adaptation and a smaller marginal gap when compared to the conventional technique [29,30] in
addition to requiring less cost compared to the all-ceramic prosthesis.

The CAD-CAM system connects a scanner, software, printer and milling machine for
the rehabilitation of the patient in a fast, resistant and precise way, even allowing the
personalization of intermediaries. Therefore, it can be said that the digital flow brings
advantages to the oral rehabilitation process, allowing the execution of cases with benefits, such
as visual and dynamic planning, high level of adaptation of the pieces performed and greater

agility of consultations, leading to a superior treatment outcome.

CONCLUSION

The association between the use of short implants, change in the gingival phenotype and
digital workflow proved to be favorable procedures in the rehabilitation of the posterior region
of the mandible, resulting in increased predictability of the result and satisfaction with the

treatment.
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