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Analise histomorfométrica de dois diferentes
biomateriais instalados em alvéolos de coelhos

Histomorphometric evaluation of two different biomaterials applied to
the rabbit extraction socket model

RESUMO

Objetivo: o objetivo do estudo foi realizar uma avaliacdo histomorfométrica dos tecidos formados
nos alvéolos de extracao de coelhos, preenchidos com dois diferentes tipos de biomateriais, em
diferentes periodos de cicatrizacao. Material e Métodos: foram utlizados 14 coelhos da espécie
Nova Zelandia, onde foram extraidos os dois molares do mesmo lado da mandibula de cada
animal. Um alvéolo foi preenchido com osso mineral bovino (Bio-Oss, grupo A) e o outro com
uma hidroxiapatita sintética (Alobone poros, grupo B). Apés trés meses, sete animais foram
sacrificados e os outros ap6s seis meses. Em sequida, os espécimes foram preparados para andlise
histomorfométrica. Resultados: em ambos os grupos foram observados histologicamente um intimo
contato dos biomateriais com o tecido 6sseo e a presenca de novo tecido 6sseo, biomateriais
remanescentes, tecido conjuntivo e outros tecidos. Os valores da analise histomorfométrica, de
formacao do novo tecido 6sseo, para o grupo A e o grupo B, respectivamente foram de: 28.72
+11.81 e 30.69 + 19.65 no periodo de trés meses e 23.37 + 19.02 e 25.78 + 22.75 no periodo de
seis meses. Foram comparados todos os tecidos formados nos espécimes de trés e seis meses
entre os grupos A e B, e entre o mesmo grupo nos diferentes periodos de tempo. Nao houve
diferenga estatisticamente significante em nenhuma das comparagoes. Conclusao: baseado nos
resultados, os biomateriais mostraram resultados histolégicos e histomorfométricos semelhantes
em alvéolos de extracdo de coelhos.

Unitermos - Histomorfometria; Osso mineral bovino; Hidroxiapatita sintética; Alvéolo de extracao.

ABSTRACT

Purpose: the aim of this study was to perform an histomorphometric evaluation of tissue formed
using the rabbit extraction socket model, with application of two different biomaterials over two
different post-surgical follow-up periods. Materials and Methods: fourteen male, New Zealand
rabbits were used in this study. Two molars were extracted from the same side of the jaw on
each rabbit, having one socket filled with bovine bone mineral (Group A) and the other with
a synthetic hydroxyapatite (Group B). In each group, half of the animals were sacrificed at 3
and 6 months of healing. All samples were prepared for histomorphometric evaluation. Results:
in both groups, direct contact of biomaterial with bone tissue was observed, and the presence
of new bone, remaining biomaterials, fibrous tissue, and other tissues was demonstrated.
Histomorphometric values for new bone tissue formation in Groups A and B were 28.72% + 11.81%
and 30.69% * 19.65%, respectively, at 3 months of healing and 23.37% + 2.19% and 25.78% +
22.75%, respectively, at 6 months of healing time. No statistically significant differences were
seen for intra and intergroup comparisons at three- and six-month healing periods. Conclusions:
these results suggest that the two biomaterials used in this study have similar histologic and
histomorphometric results using the rabbit extraction socket model.

Key Words - Graft substitutes; Hydroxyapatite; Bovine bone mineral; Tooth extraction; New
Zealand rabbits.
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Introducéo

No planejamento cirargico-protético do tratamento
com implantes dentdrios, deve-se avaliar a quantidade e
a qualidade 6ssea da regiao a ser restaurada, que muitas
vezes apresenta uma alteracao significativa, sendo ne-
cessdria a terapia de enxertia 0ssea prévia ou simultanea
a instalacao dos implantes!2.

O processo de reabsorcdo dos alvéolos ap6s exo-
dontia, em ambos os arcos, é mais pronunciado na face
vestibular, apresentando uma reducao mais acentuada
em largura, com uma reducao em volume de 50% no
primeiro ano, sendo que dois tercos desta perda 6ssea
acontecem nos primeiros trés meses®+.

A reconstrucao dos defeitos 6sseos pode ser alcan-
cada com o uso de biomateriais de diferentes origens:
autégenos, xendgenos, alégenos e aloplasticos. Embora
0 0sso autégeno seja descrito como padrao-ouro para
enxertia por apresentar caracteristicas de osteogénese,
osseoinducdo e osteoconducdo, seu uso nem sempre é
viavel devido a existéncia de fatores que limitam a sua
utilizacdo como: o tamanho do defeito 6sseo, a quan-
tidade necessdria do material doador e uma segunda
intervencao cirturgica. Desta maneira, segue-se a busca
por um biomaterial que possa substituir o osso autégeno
na técnica de reconstrucao do rebordo ésseo, e que tenha
menor morbidade ao paciente®.

Devido as suas caracteristicas, os biomateriais inor-
ganicos apresentam-se como uma opc¢ao de tratamento.
A composicao quimica, a porosidade e as estruturas cris-
talinas semelhantes a matriz 6ssea inorganica resultam
em uma ligacao direta entre o material e o tecido 6sseo,
permitindo a osteoconducao, na qual o biomaterial serve
como arcabouco, por onde proliferam vasos sanguineos,
trazendo os componentes necessarios a formacao 6ssea.
Ao serem aplicados, os biomateriais devem manter as
suas propriedades e caracteristicas estruturais durante
as fases iniciais de cicatrizacao e posteriormente serem
absorvidos, de uma maneira progressiva, a tempo de
serem substituidos por um novo osso®. Estudos tém de-
monstrado que os processos de osseointegracao e osteo-
conducao sao influenciados por fatores fisicos e quimicos
do material, que inclui o tamanho e a morfologia dos
granulos, a drea de superficie e a relacdo cdalcio/fésforo
na sua composicao’.

As variacoes na estequiometria das hidroxiapatitas,
apresentadas de acordo com a metodologia emprega-
da na preparacao da amostra, diversas propriedades
precisam ser determinadas para que se assegure seu
adequado comportamento in vivo®®. Existem diversos
biomateriais que apresentam diferentes caracteristicas
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fisico-quimicas que podem interferir no reparo do tecido
6sseo perdido!'®!l. Desta forma, o objetivo do estudo foi
realizar uma avaliagao histomorfomeétrica dos tecidos for-
mados em alvéolos de extracao de coelhos, preenchidos
com dois diferentes tipos de biomateriais em periodos de
cicatrizacao de trés e seis meses.

Material e Métodos

O comité de ética em pesquisa da Unigranrio apro-
vou o projeto de pesquisa, protocolado sob on®001/2010.

Foram usados dois diferentes biomateriais para
enxertia 6ssea: osso mineral bovino (Bio-oss, Geistlich
Pharma AG, Wolhusen, Suica), denominado grupo A; e
hidroxiapatita (HA) sintética (Alobone poros, Osseocon
Biomateriais Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil), denomi-
nada grupo B.

No presente estudo foram utilizados 14 coelhos
albinos da Nova Zelandia, do sexo masculino, pesando
aproximadamente 3,0 kg cada e com idade entre cinco e
seis meses. Os animais foram anestesiados por via intra-
muscular, com uma associacao de cloridrato de cetamina
10% (Cetamin - Laboratério Syntec do rasil Ltda, Cotia/
SP, Brasil), na dose de 10 mg/kg, e cloridrato de xilazina
2% (Xilazin - Laboratério Syntec do Brasil Ltda, Cotia/
SP, Brasil) na dose de 4 mg/kg. Em seguida, foi realizada
tricotomia na regiao de comissura labial e uma incisao
na pele e nos tecidos subcutaneos de cada animal, a fim
de se obter uma boa visualizacdo da 4rea dos molares
(Figura 1a). A insercao dos enxertos, assim como o lado
a ser operado, foi feita de forma aleatéria. Foi realizada
uma incisao intrassulcular nos molares, estendendo-se
uns 5 mm mesialmente ao primeiro molar e uma relaxan-
te. Ap6s o descolamento mucoperiosteal, o primeiro e o
segundo molar da mandibula foram extraidos utilizando
um férceps (Quinelato n° 65, Schobell Industrial Ltd., Rio
Claro/SP, Brasil) com movimento de tracao (Figura 1b). O
alvéolo do primeiro molar foi denominado de alvéolo 1 e
o alvéolo do segundo molar foi denominado de alvéolo 2.
Afim de ndo haver uma mistura entre os materiais, devido
a proximidade dos alvéolos, um alvéolo foi protegido com
gaze durante a insercao dos biomateriais. Apés a insercao
dos materiais de enxertos (Figura 1c), a mucosa alveolar
foi suturada com fio de sutura absorvivel (Vicryl 5.0,
Ethicon, Johnson & Johnson, Sao Paulo/SP, Brasil), Figura
1d, e a pele com fio de sutura nao absorvivel (Seda-Silk
4.0, Ethicon, Johnson & Johnson, Sao Paulo/SP, Brasil).

Os animais receberam, ao final da cirurgia e nos dois
dias subsequentes, anti-inflamatoério ndo esteroidal por
via oral, Cetoprofeno (Ketojet 20mg — Laboratério Agener
Uniao, Brasilia/DF, Brasil); analgésico por via oral, clori-
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Figuras 1

drato de tramadol (DorlessV 12mg — Laboratério Agener
Uniao, Brasilia/DF, Brasil); e antibioticoterapia por via
subcutanea, Enrofloxacino 0,1 ml/ kg (Baytril injetdvel
5% - Laboratério Bayer, Sdo Paulo/SP, Brasil). Apos trés
meses da cirurgia, sete coelhos foram sacrificados com
uma overdose de Tiopental sédico por via endovenosa
(Thiopentax 1 g — Laboratério Cristédlia, Sdo Paulo/SP,
Brasil). Um bloco 6sseo contendo as areas enxertadas
foi removido, no qual foram incluidos os molares rema-
nescentes, como margem de seguranca, a fim de orientar
a localizacao dos alvéolos. Posteriormente, estes blocos
foram radiografados (Figura le). Este procedimento foi
realizado novamente ap6s seis meses da cirurgia nos
demais coelhos operados.

Os tecidos foram fixados em solugao de formol a 10%
tamponado e, em seguida, desmineralizados em solugao
descalcificante de acido cloridrico, tartarato de sédio e
potassio, EDTA sédico e agua deionizada (Allkimia Co-

A. Area cirtirgica (molares). B.
Extracdo dos molares com férceps.
C. Aplicacao dos materiais para
enxerto. D. Sutura da mucosa
alveolar. E. Radiografia do bloco
osseo, (RT) dentes remanescentes,
(A1) alvéolo 1, (A2) alvéolo 2.

mércio para Materiais para Laboratério Ltda., Campinas/
SP, Brasil), durante um periodo de aproximadamente
24 horas.

Ap6és a descalcificacao, os tecidos foram submetidos
aos processos histolégicos de rotina e embutidos em
parafinas.

Cortes em série de 4 pm de espessura foram reali-
zados e corados com hematoxilina e eosina (H&E — Vetec
Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias/RJ, Brasil).

As laminas de cortes histolégicos foram examina-
das em um microscoépio 6ptico (Axio Imager M2m, Carl
Zeiss do Brasil Ltda., Santo Amaro/SP, Brasil). Foram
capturadas imagens, com aumento de 30 vezes, com uma
camera (AxioCam MRc5, Carl Zeiss do Brasil Ltda., Santo
Amaro/SP, Brasil). Os alvéolos foram divididos em terco
corondrio, médio e apical. Em cada imagem foi obser-
vada a ocorréncia dos seguintes tecidos: a) formacao do
tecido 6sseo; b) tecido conjuntivo fibroso; c) biomateriais;
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d) outros tecidos (tecido adiposo, espacos medulares e
vasos sanguineos), Figura 2.

Figura 2
Corte histoldgico do terco apical do alvéolo experimental - (a) osso novo, (b)
tecido fibroso, (c) biomateriais, (d) Outros tecidos (HE; 30 vezes de aumento).

Apbs a calibracdo prévia do operador, as medidas
histomorfomeétricas das areas enxertadas foram quantifi-
cadas pelo sistema automatico de andlise Image Pro Plus
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Foram
quantificadas as areas de tecido 6sseo neoformado, tecido
conjuntivo fibroso, biomateriais remanescentes e outros
tecidos. Os tecidos encontrados nos segmentos de cada
alvéolo foram somados, e a média das areas para cada
tipo de tecido de cada alvéolo calculada.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para compa-
rar as médias entre os grupos A e B e o teste de Wilcoxon
para comparar as médias entre o mesmo grupo, nos dois
periodos de cicatrizacdo. As diferencas foram considera-
das significativas quando P < 0,05.

Resultados

Na anélise microscépica, onde os cortes foram reali-
zados no sentido mesiodistal, foram visualizadas em uma
mesma imagem a presenca do dente remanescente, que
caracteriza que o alvéolo adjacente € o alvéolo 2 e o outro
é oalvéolo 1 (Figura 3). Em todos os grupos experimentais
foram encontradas, no terco cervical, médio e apical, au-
séncia de células inflamatorias, presenca de tecido 6sseo,
tecido conjuntivo, biomateriais remanescentes e espacgo
medular. Foi observada a presenca de aposicdo dssea
em intimo contato com as particulas dos biomateriais,
assim como algumas particulas apresentavam um intimo
contato com tecido conjuntivo (Figura 4).
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Figura 3
Corte histolégico do bloco 6sseo — (RT) dentes remanescentes, (A1) alvéolo 1,
(A2) alvéolo 2 (HE; dez vezes de aumento).

Figura 4
Corte histolégico com particulas do biomaterial (asterisco) em contato direto
com o tecido 6sseo (B) e tecido fibroso (FT) (HE; 40 vezes de aumento).

A média e o desvio padrdao de novo tecido 6sseo,
biomateriais, tecido conjuntivo e outros tecidos para o
grupo A e o grupo Bem trés e seis estao apresentados
nas Tabelas 1 e 2. Apés a andlise dos dados, nao foi ob-
servado diferenca estatisticamente significativa intra e
intergrupos nos dois diferentes periodos de cicatrizacao.

Discussao

O uso de animais em pesquisa experimental deve
ser com base em principios cientificos, éticos e legais.
Neste estudo, o coelho foi escolhido como modelo experi-
mental devido as semelhancas fisiol6gicas e metabolicas
entre o tecido 6sseo desse animal e o de humanos!? e por
apresentar caracteristicas peculiares como: animal de
médio porte, facilitando o transporte e a criacdo, baixo
custo, décil, pode ser criado somente para fins de pes-
quisa e nao é ameacgado de extingdo. Todos os cuidados
no emprego deste animal como modelo experimental
foram baseados em um estudo de conhecimento das
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TABELA 1 - COMPARACAQ ENTRE GRUPOS: MEDIA (x DP) PARA TECIDOS E MUDANGAS AO LONGO DO

TEMPO

- 0Osso novo (%) Tecido fibroso (%) Outros (%)

Trés meses

Grupo A 28,72 = 11,81 12,39 12,80 13,52 £10,30 4535 + 23,04
Grupo B 30,69 19,65 14,54 + 12,06 5,62 £5,08 49,13 £ 22,31
Valor do p 094 048 0,14 0,84
Seis meses

Grupo A 23,31 £19,02 5,76 + 3,85 515 + 5,63 65,70 + 17,62
Grupo B 25,78 £ 22,75 8,70 £ 5,90 791720 57,84 + 17,93
Valor do p 0,87 033 042 0,52

TABELA 2 - COMPARACAO INTRAGRUPOS: MEDIA (+ DP) PARA TECIDOS E MUDANCAS AO LONGO DO

TEMPO

_ 0Osso novo (%) Biomaterial (%) | Tecido fibroso (%) Outros (%)

Grupo A

Trés meses 28,712 = 11,81 12,39 + 12,80 13,52 + 10,30 4535 + 23,04
Seis meses 23,31 £19,02 5,76 + 3,85 5,15 + 5,63 65,70 + 17,82
Valor do p 0,46 0,60 0,24 0,34
Grupo B

Trés meses 30,69 + 19,65 14,54 + 12,06 5,62 5,08 49,13 £ 22,31
Seis meses 25,78 £ 22,75 8,70 £ 590 791720 5784 + 17,93
Valor do p 091 0,75 0,24 0,46

caracteristicas proprias dessa espécie’®. A escolha do
alvéolo de extracao para avaliar os biomateriais foi ao
encontro de estudos realizados em Odontologia'*6. O
ciclo de remodelacao 6ssea desses animais € trés vezes
mais rdpido que o do homem'?; portanto, torna-se dificil
a comparacao dos resultados histomorfométricos de bio-
materiais implantados em diferentes espécies.

Durante a instalacdo dos biomateriais nos alvéolos
de extracao, optou-se por acomodar e nao condensar,
uma vez que as fraturas dos granulos dos biomateriais
geralmente estao relacionadas as tensoes e deformacoes
geradas em funcdo das cargas aplicadas'. A fratura é
uma das mais frequentes causas de degradacao e falha
dos biomateriais, onde se altera o tamanho das particulas
como também as dimensdes dos macro e microporos,
tendo como consequéncia uma diminuicao da area de
superficie, interferindo diretamente na adesdo e na
proliferacdo celular, assim como no resultado clinico
esperado'®.

Os achados histolégicos em ambos os grupos, mos-

traram auséncia de células inflamatérias e um intimo
contato entre as particulas dos biomateriais e o novo
0sso, sendo estas parcialmente ou totalmente envolvidas
por ele e com osteoblastos depositando matriz éssea
diretamente sobre suas superficies, indicando que esses
biomateriais sdo biocompativeis e seguros na sua utili-
zacao®®. A parir desses resultados, podemos afirmar
que ambos os biomateriais apresentam propriedades
osseocondutivas, conforme demonstrado em diferentes
estudos??5-28, O intimo contato das particulas com o te-
cido 6sseo possibilita sua reabsorcao e formacdo de um
novo tecido 6sseo, uma vez que em casos onde ocorre o
encapsulamento do biomaterial por um tecido conjuntivo
fibroso torna-se inviavel o seu remodelamento ao longo
do tempo. Clinicamente, os alvéolos foram totalmente
preenchidos por biomateriais no momento da cirurgia
(Figura 1c) e histologicamente observou-se uma diminui-
cdo do percentual das particulas em ambos os periodos
experimentais.

Apesar dos biomateriais utilizados na pesquisa se-
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rem de origens diferentes, estudos prévios'** sugerem
que as caracteristicas fisico-quimicas de ambos sao se-
melhantes. Corroborando com estudo®, onde se concluiu
que o comportamento dos biomateriais estd diretamente
ligado as suas caracteristicas, a anélise histomorfométrica
do presente estudo comprova essa hipétese ao concluir
que nao houve diferenca estatisticamente significante
em todos os tecidos observados, assim como nos dois
diferentes periodos de cicatrizacao.

Apesar de nao apresentar diferenca estatisticamente
significante entre os tercos de cada alvéolo, o tergo coro-
néario mostrou uma presenca de tecido conjuntivo maior
quando comparados com o terco médio e apical, o que
comprova que houve uma migracao desses tecidos para
o interior do alvéolo. Devido as diferencas no periodo de
cicatrizacao dos tecidos periodontais, o tecido conjuntivo
frouxo e o tecido epitelial migram de forma mais rdpida
para o interior do defeito 6sseo comprometendo rege-
neracgao do alvéolo na sua porgédo cervical®. A auséncia
da utilizacdo de uma membrana, como barreira fisica,
impedindo a proliferacdao das células do tecido conjuntivo
frouxo e epitelial, explica o aumento da quantidade de te-
cido conjuntivo no terco cervical dos alvéolos analisados.
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Conclusao

De acordo com a metodologia empregada, os
resultados mostraram nos dois diferentes periodos de
tempo, respostas teciduais semelhantes para os dois
biomateriais.
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