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RESUMO

Contexto: A perda oOssea alveolar, provocada por lesdes periodontais, tumores e traumas
locais, dificulta ou impossibilita a reabilitagdo oral através de proteses sobre implantes. O
conceito da regeneracdo 6ssea guiada (ROG) tem como objetivo recompor esta perda Ossea
tanto em altura, quanto em largura, chamados de defeito de tamanho critico (DTC). Utiliza
técnicas variadas que estende desde o uso de enxertos autdogenos, heterdgenos até uma
infinidade de substitutos 0sseos sintéticos de custo elevado. Objetivo: Avaliar o uso da alga
Lithothamnium calcareum (LTT) na regeneracdo Ossea guiada em ratos. Métodos: Estudo
experimental, primario, intervencional, longitudinal, prospectivo, analitico e aleatorizado. A
amostra foi constituida por 20 ratos da raga Wistar machos, com idade de 12 semanas,
pesando entre 350 a 450 gramas. Foram produzidos trés DTCs de 3 mm de didmetro na
calvaria dos animais, através de broca trefina, preservando a dura-mater: o GRUPO
CONTROLE (C): DTC Central e anterior da calvaria preenchido com coagulo; GRUPO
DIREITO (D): DTC do lado D e posterior da calvaria preenchido pela alga LTT (Lithonutri®
- Oceana); GRUPO ESQUERDO (E): DTC do lado esquerdo e posterior da calvaria foi
preenchido com S-TCP (Cerasorb” - Reimser). Todos os DTCs foram recobertos por uma
membrana de coldgeno. Apds 8 semanas realizou-se a eutandsia, removeu-se a calvaria e os
espécimes foram preparados para andlises histomorfométrica e histologica. Foram avaliadas 3
areas da regido central de cada grupo denominadas areas A, B e C. Para avaliagdo estatistica,
aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar medianas das medidas das areas A, B e C
nos GRUPO CONTROLE (C), GRUPO DIREITO (D) e GRUPO ESQUERDO (E),
respectivamente. Resultado: Ocorreu formagdo de novo tecido 6sseo nos trés grupos € nao
houve diferenca entre os grupos. Para a média das medidas das areas A (p = 0,533), B (p =
0,403) e C (p = 0,094). Conclusao: A Alga LTT promoveu a regeneracdo 0ssea no modelo

experimental.

Palavras-chave: Transplante Osseo; Regeneracao Ossea; Alga Marinha; Biomateriais; Ratos

Wistar, Implantes Dentérios.
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Context: The Alveolar bone loss, caused by periodontal lesions, tumors and local trauma,
make the oral rehabilitation through implants difficult or impossible. The concept of guided
bone regeneration (GBR) is made to recover this bone loss in both height and width, called a
critical-sized defect, uses a variety of techniques ranging from the use of autogenous,
heterogeneous grafts to a myriad of bone substitutes synthetics. Objective: Evaluate the use
of algae Lithothamnium calcareum (LTT) in guided bone regeneration in rats. Methods:
Experimental, primary, interventional, longitudinal, prospective e analytical study. The
sample consisted of 20 male Wistar rats, aged around 12 weeks, weighing between 350 and
450 grams. It was produced three defects of 3mm diameter in the calvaria's animal, by
trephine drill, preserving the dura mater: CONTROL GROUP (C): Central and anterior of
calvaria filled with clot; RIGHT GROUP (D): on side D and posterior side of calvaria filled
by LTT algae (Lithonutri® - Oceana); LEFT GROUP (E): Left and posterior was calvaria
filled with S-CTP (Cerasorb” - Reimser). All the defects were coated by a collagen
membrane. After 8 weeks euthanasia was performed, calvaria was removed and specimens
were prepared for histomorphometric and histological analyzes. For the statistical evaluation,
the Kruskal-Wallis test was used to compare medians of areas A, B and C in the CONTROLE
GROUP (C), GRUPO DIREITO (D) and GRUPO LEFT (E), respectively. Result: A new
bone tissue was formed in all three groups and there was no difference between then. For the
mean of measurements: A (p = 0.533), B (p = 0.403) and C (p = 0.094). Conclusion: The

LTT algae promoted bone regeneration in the experimental model.

Keywords: Bone Transplantation; Bone Regeneration; Seaweed; Biomaterials; Wistar rats,

Dental Implants.
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1 CONTEXTO

Os ossos alveolares dos maxilares podem sofrer traumas, neoplasias e infecgoes
que determinam destruigdes graves e provocam insuficiéncia da quantidade dssea na cavidade
bucal (CHUNG et al., 2015; ASVANUND e CHUNHABUNDIT 2012; YAZDI et al., 2013).

O osso autogeno € o substituto 6sseo mais efetivo (TADIC et al., 2004; PARK., et
al., 2007, NAKAMURA et al., 2009; ASVANUND e CHUNHABUNDIT 2012; YAZDI et
al., 2013; KAZANCIOGLU et al., 2013; LEE et al., 2013; MESSORA et al., 2013;
BURANAWAT et al., 2014; CHUNG et al., 2015). Ele cumpre todas as propriedades
fisicoquimicas e bioldgicas: a) osteogénica: possuem células progenitoras que sintetizam o
0sso novo; b) osteoindutiva: o novo tecido 6sseo ¢ formado pelo recrutamento ativo de
célulastronco mesenquimais e contém fatores de crescimento principalmente as proteinas
morfogenéticas Osseas € ¢) osteocondutores: vascularizagdao e nova formacao 6ssea (TADIC et
al., 2004).

Entretanto, existem algumas desvantagens como: limitagdo da quantidade de osso
da area doadora e procedimento cirtrgico adicional, resultando em morbidade pds-operatoria
no local da area doadora como dor e desconforto (TADIC et al., 2004; NAKAMURA ef al.,
2009; ASVANUND e CHUNHABUNDIT, 2012; MESSORA et al., 2013; YAZDI et al.,
2013; KAZANCIOGLU et al., 2013). Para superar as desvantagens associadas aos enxertos
autogenos, tem-se desenvolvido substitutos 6sseos como: a) enxertos alogénicos, e adquiridos
em banco de ossos humanos; b) enxertos xenogénicos, exemplo, enxerto de osso bovino € ¢)
enxertos sintéticos, exemplo, as ceramicas. (TADIC et al., 2004; CHUNG et al., 2015).
Contudo, os aloenxertos e xenoenxertos podem desenvolver resposta imune desfavoravel
(TADIC et al., 2004).

Atualmente, os implantes dentarios sdo amplamente utilizados na reabilitagdo oral
(NAKAMURA et al., 2009) e apesar de terem se tornado uma opgao de tratamento confidvel,
com bom indice de sucesso, torna-se um grande desafio instala-los em regides com defeito
0sseo (CHUNG et al., 2015).

A regeneragdo Ossea guiada (ROG) tem como fundamento reabilitar as perdas
osseas (YAZDI et al., 2013), método que utiliza membranas e barreiras. Estas produzem
espaco, ¢ formam um arcabouco, com a finalidade de proteger e promover o crescimento

osseo (KOCHI et al., 2009).



Os substitutos 0sseos utilizados t€m varios formatos: os blocos, que sdo fixados
com parafusos e placas de titanio e os granulos, pastas e pos, que necessitam de barreiras e
membranas (YOUNIS et al., 2014).

Frequentemente, o plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ utilizado, devido a sua
concentracdo autdloga de plaquetas num pequeno volume de plasma e ser considerado uma
fonte rica de fatores de crescimento (MESSORA et al., 2013; YOUNIS et al., 2014) mas,
existem controvérsias quanto aos potenciais beneficios do seu uso (NAGATA et al., 2010).

As proteinas morfogenéticas oOsseas (BMPs) e, principalmente, as proteinas
morfogenéticas Osseas humanas recombinantes do tipo 2 (thBMP-2), embebidas numa
esponja de colageno absorvivel, induzem a formacdo 6ssea (LEE et al., 2013) porém,
apresentam custos elevados (PARK et al. 2007).

Os compostos de fosfato de calcio (CaP) tém sido amplamente estudados devido a
sua estreita semelhanga com o componente inorganico do tecido ésseo e sua excelente
biocompatibilidade in vivo na reparacao de defeitos dsseos (ZHOU et al., 2013). Um dos CaP
estudado ¢ o p-tricalcio de fosfato (5-TCP) que mostra significativa atividade osteogénica
(SHIRATORI et al., 2005).

O chamado defeito de tamanho critico (DTC) ¢ definido como o defeito 6sseo de
menor tamanho que nao cicatrizard completamente ao longo da vida. Isso acontece porque o
tecido conjuntivo fibroso preenche o defeito 6sseo mais rapidamente que o tecido dsseo e
proporciona uma regeneracao Ossea limitada (VUOLA et al., 2001; KAZANCIOGLU et al.,
2013).

A alga Lithothamnium calcareum (LTT) pertence ao grupo das algas vermelhas
ou rodoficeas, da familia das Corallineaceas. Elas sao extraidas de forma manual, por meio de
redes de pesca ou por mergulhadores, ou colhidas de forma mecanica (navio aspirador).
Passam por um processo de lavagem, desidratacdo e moagem e sua renovacao € permanente,
contanto que haja incidéncia de luz natural. Ela cresce em profundidades que variam de 10 a
40 metros. A plataforma continental brasileira detém um dos maiores depositos de algas
calcarias do mundo, numa faixa de 4 mil quilometros, que se estende do litoral do estado do
Paré até o estado do Rio de Janeiro (VASCONCELOS et al., 2012).

A alga LTT ¢ composta basicamente de carbonato de calcio e magnésio e contém
mais de 20 oligoelementos, como ferro, manganés, boro, niquel, cobre, zinco, molibdénio,
selénio, estroncio, entre outros. Nos paises europeus como a Franga, Irlanda e Inglaterra,
assim como no Japao, sua utilizagdo na alimentacdo ¢ praticada ha mais de 200 anos como

suplemento mineral (CARLOS et al., 2011; TADDEIA et al., 2014).



No Brasil a sua utilizagdo se restringia somente a agricultura para correcdo e
fertilizagdo do solo e, nos ultimos tempos, passou a ser utilizada em suplementos para
humanos e em ragdes animais (CARLOS et al., 2011).

Outras algas marinhas como a Corallina officinalis € Amphiroa ephedra, também
foram investigadas em DTCs de animais para verificar a potencialidade de produzirem
substitutos Osseos e demonstraram significativamente a capacidade de promover a
cicatrizagdo 6ssea (ZHOU et al., 2013).

Na literatura encontram-se varios experimentos em animais. Em meio as
pesquisas, os ratos sdo os preferidos e dentre estes, os mais utilizados sdo: os ratos Fischer
(KOCHI et al., 2009); os ratos Wistar (OZDEMIR et al., 2013; KAZANCIOGLU et al.,
2013; VUOLA et al., 2001; NAGATA et al., 2010); os ratos Sprague-dawley (LEE et al.,
2013; LEE et al., 2014; CHUNG et al., 2015; MESSORA et al., 2013); os ratos Rattus
norvegicus albinus ¢ Whister (KAZANCIOGLU et al., 2013) e as cobaias (ASVANUND e
CHUNHABUNDIT, 2012).

Os DTCs, em calvéria de rato, foram utilizados em varios experimentos para
avaliar e estudar a ROG e tem um baixo risco de complicagdes (KOCHI ef al., 2009).

A maioria dos DTCs encontrado nesses estudos, variam entre 4 mm (NAGATA et
al., 2010) e 8 mm (LEE et al., 2013; LEE et al., 2014). Véarios substitutos dsseos foram
utilizados para estudar as suas efetividades como exemplo a Hidroxiapatita (HA) (Apaceram-
AX, Pentax Corp, Toquio, Japao) (OZDEMIR et al., 2013). O substituto 6sseo mais utilizado
nessas pesquisas foi f-tricalcio de fosfato (5-TCP) (LEE et al., 2014).

A HA de conchas marinhas (sHA) e de cascas de ovos (eHA) também foram
investigadas em DTCs, em calvaria de ratos e comparadas entre si. Verificou-se que houve
capacidade de formacao de um novo tecido 6sseo em ambas. (LEE et al., 2014).

O Nacar, conhecido como madrepérola, obtido da camada interna da concha do
molusco (Ostra - Pinctada maxima), foi também utilizado, em alvéolos dentarios de cobaias, e
comparada com o f-TCP, resultando assim na formacdo de um novo tecido 0Osseo
(ASVANUND e CHUNHABUNDIT, 2012).

Todos os experimentos citados acima resultaram em formac¢ao de um novo tecido
0sseo. A auséncia de estudos com a utilizagdo da alga LTT, suportou a ideia da realizagao
deste estudo experimental em DTCs, em calvéria de ratos, para: 1) avaliar a capacidade de
formag¢do de um novo tecido 6sseo e comparar com o S-CTP e codgulo do animal; 2) realizar

as analises histologica e histomorfométrica e 3) desenvolver patente de modelo de utilidade.



2 OBJETIVO

Avaliar o uso da alga Lithothamnium calcareum (LTT) na regeneragdo Ossea

guiada em ratos.



3 METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo a experimental, primario, intervencional, longitudinal,

prospectivo e analitico e aleatorio.

3.2 Caracterizacdo da amostra

A amostra foi constituida por 20 ratos Wistar machos, com idade de 12 semanas,
pesando entre 350 a 450 gramas. O experimento deu-se inicio apos aprovagdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais - CEUA - UNIVAS - Pouso Alegre - MG (ANEXO 1).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais em uma sala com ciclos de 12
horas por dia/noite, temperatura ambiente, dieta padrao e d4gua a vontade.

O Local de experimentacdo foi o laboratério de Bases de Técnicas Cirurgicas da

UNIVAS.

3.3 Procedimentos para coletas de dados

Realizou-se a antibioticoprofilaxia com Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte
24.000 UI Fort Dodge®, Saude Animal Ltda., Campinas, SP (benzilpenicilina benzatina -
600.000UI, benzilpenicilina procaina - 300.000UI, benzilpenicilina potéassica - 300.000UI,
sulfato de dihidroestreptomicina - 250mg e sulfato de estreptomicina 250mg). Iniciou-se 12h
antes do procedimento e manteve-se por 7dias, via intramuscular, na dose de 1mg/kg.

Para a sedacio, os ratos receberam cloridrato de xilazina 6mg/kg (Rompum® 2% -
Bayer SA) via intramuscular. Logo em seguida foi realizada a anestesia com cloridrato de
cetamina 70mg/kg (Ketalar® 10%, Pfizer, SP) - via intramuscular e, em seguida, aplicada a
anestesia infiltrativa local - regido da calvaria 12,5mg/kg de bupivacaina (Neocaina® 5% -
Cristalia).

O animal foi colocado na mesa cirurgica, logo em seguida foi realizada a
antissepsia da calvaria com polivinil pirrolidona iodo (PVPI) e coberto por panos de campo

(TNT) fenestrado e esterilizados (Figuras 1 € 2).



Figura 1- Rato Wistar em decubito ventral Figura 2- Colocagdo de panos de campo

na mesa cirargica e realizagdo a antissepsia (TNT) fenestrado e esterilizados e a
da regido da calvéria com PVPI. deixando a regido da calvaria de ratos
Wistar.

A abordagem da calvaria foi realizada mediante incisdo linear anteroposterior e
na linha sagital, de 20 mm de extensdo, com a ldmina de bisturi n15 (Advantive®), atingindo
a pele, musculo e peridsteo. Em seguida o peridsteo foi descolado com o descolador Molt,

(Figuras 3 e 4) permitindo assim a deflexao dos tecidos moles e exposi¢do de toda calvaria.

Figura 3- Incisdo linear anteroposterior e Figura 4- Descolamento do periosteo com
na linha sagital, na calvaria de rato descolador Molt deflexdo dos tecidos moles
Wistar, de 20 mm de extensdo, com a e exposicao da calvaria de rato Wistar.

lamina de bisturi n*15 (Advantive®),
atingindo a pele, musculo e periosteo.



Foram produzidos trés defeitos de tamanho critico (DTC) sendo dois na porgao
mais posterior da calvaria dos ratos Wistar, um de cada lado da sutura sagital, chamados de
DTCs Direito e Esquerdo; e outro DTC na regido anterior e central, chamado de DTC C. Os
trés DTCs foram realizados com broca trefina de didmetro de 3 mm de didmetro, acoplada a
peca de mao de baixa velocidade (contra-dngulo de redugdo 20:1) com motor elétrico
programado a 1.500 rotagdes por minuto (RPM) e irrigacdo constante com soro fisioldgico

0,9%. Nos trés DTCs, a dura-mater foi preservada (Figuras 5 e 6).

Figura 5- Confec¢do dos DTC em Figura 6- Retirada do tecido 6sseo da
calvaria do rato Wistar, realizada por calvaria do rato Wistar com descolador
uma Broca trefina de 3mm de didmetro, de Molt e pinga Dietrich.

acoplada no contra-angulo de reducao de

20:1.

As calvarias foram limpas e secas com soro fisioldgico e com gaze estéril (Figura
7). O DTC direito e posterior, chamado de GRUPO D, foi preenchido com Lithothamnium
calcareum (Lhithonutri® - Oceana - Brasil) através do descolador de Molt. A quantidade

utilizada foi o suficiente para preencher do DTC. (Figura 8).

Figura 7- Deflexdo dos tecidos moles Figura 8- Inser¢do do Lithothamnium
e exposicio dos DTCs anterior, calcareum (Lhithonutri®) no DTC
posterior direito e posterior esquerdo direito  posterior  através  do
do rato Wistar. descolador de Molt.



O DTC esquerdo e posterior, chamado de GRUPO E, foi preenchido com um
segundo descolador de Molt, pelo S-CTP (S-Tricalcio de Fosfato) (Cerasorb® M 500-1000um
- Riemser - Alemanha) (Figura 9). A quantidade utilizada foi o suficiente para preencher do
DTC E e o DTC central e anterior, chamado de GRUPO C, foi preenchido pelo coagulo do

rato Wistar espontaneamente na quantidade suficiente para preencher do DTC.

Figura 9- Inser¢cdo do p-CTP - Figura 10- Insercdo da membrana de
Cerasorb no DTC esquerdo posterior colageno (Lumina-Coat - Critéria -
através de um segundo descolador de recortada em 5 mm?) através da pinga
Molt. Dietrich, encobrindo os trés DTCs.

Uma membrana reabsorvivel de colageno (Lumina-Coat - 1X20X30 - Critéria),
foi recortada no tamanho 5 mm” e colocada sobre cada DTCs, para evitar a invagina¢io de
tecido conjuntivo reparador nas lojas cirurgicas (Figuras 10 e 11). Em seguida, o periosteo e
tecidos intra-dérmicos e pele foram cuidadosamente reposicionados e suturados por pontos

separados através de fio mononylon (4-0) (Figura 12).

LR GDES .

Figura 11- Os trés DTCs Figura 12- Sutura envolvendo peridsteo,
completamente  encobertos  pelas musculo e pele por pontos separados
membranas de colageno. (Lumina- através de fio mononylon (4-0).

Coat - Critéria).



Imediatamente, apos a cirurgia, foram administradas injegdes intramusculares de
Pentabidtico, 1 mg/Kg a cada animal para prevenir a infec¢do pos-operatoria, a cada 12 horas
e mantidos por 7 dias. Para controle da dor e possivel inflamagao, foram administrados, junto
a ingestdo da agua pela via oral, 30mg/kg o Ibuprofeno e Flunixina meglumine, a cada 12

horas. Apos 7 dias foram removidas as suturas.

3.4 Processamento histologico

Apbs 8 semanas, a eutanasia de todos os animais foi realizada seguindo o
protocolo de sedagdo com Cloridrato de Xilazina - 6 mg/kg - Injecdo intramuscular e
anestesia geral com (Cloridrato de Cetamina) 70 mg/kg - Inje¢do intramuscular. Em seguida,
para evitar sofrimento dos animais, eles foram eutanasiados (Figura 13).

Iniciou-se a remogao da calvaria, com um corte na pele e musculo, feita por uma

tesoura Metzenbaum (Figura 14).

Figura 13- Rato Wistar eutanasiado, Figura 14- Corte linear de 2 mm,
apos injecao intracardiaca de Cloreto de envolvendo pele e musculo, do rato
Potassio 19,1% - 2 ml/kg em decubito Wistar, realizada por uma tesoura
ventral, apds sedacgdo e anestesia geral. Metzenbaum.

Realizou-se uma incisdo no periosteo com ladmina de bisturi n®15 (Advantive®) e
em seguida o seu descolamento com descolador Molt, para a exposi¢ao de toda calvaria. Em
seguida, procedeu-se a dissec¢do cuidadosa da calvaria com uma tesoura Metzenbaum.

(Figuras 15 ¢ 16).



Figura 15- Dissec¢do da calvaria do
rato Wistar realizada com uma tesoura
Metzenbaum.

Figura 16- Remocao total da calvaria,
segurado com uma pinga Addison
expondo toda a regido superior do
encéfalo do rato Wistar.

Os espécimes foram identificados, acondicionados em recipientes contendo

formaldeido tamponado (Figuras 17 e 18).

Figura 17- Calvaria do rato Wistar.
A- Regido anterior da calvaria, D-
regido direita da calvaria, E- regido
esquerda da calvaria e P- regido
posterior da calvaria.

Figura 18- Cada calvaria do rato
Wistar, no total de 20 calvarias,
acondicionadas separadamente em
frascos, identificados e contendo
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As pecas 6Osseas foram fixadas em formol a 10% em tampao de fosfato em pH de
7,2. Em seguida, foram descalcificadas em solugao de EDTA a 10% durante 15 dias.

Os procedimentos histologicos foram realizados no Laboratério de Biologia da
UNIVAS por biologista e especialista em confecgdo de laminas.

Posteriormente, as pecas passaram pelo processo laboratorial para inclusdo em
parafina. Para tanto, foram submetidas a lavagem em agua corrente por 1 hora, seguido do
processo de desidratagdo em bateria alcoolica crescente (Etanol 70%, Etanol 95%, Etanol
Absoluto I, Etanol Absoluto II e Etanol Absoluto III — 1 hora em cada banho). A clarificagao
foi realizada em dois banhos de xilol, e posteriormente procedeu a impregnagdo em parafina
pura em estufa a 65°C por trés banhos consecutivos por 1 hora em cada. E por fim, a inclusao
foi realizada em moldes apropriados.

Obtidos os blocos, foram realizados cortes transversais com espessura de 4
micrometros em micrétomo rotativo, resultando em cortes semi-seriados que foram
submetidos a coloragdo pela hematoxilina e eosina.

Para coloracdo, os cortes foram desparafinizados em trés banhos de xilol e
hidratados em série alcodlica decrescente (Etanol Absoluto I, Etanol Absoluto II, Etanol
Absoluto III, Etanol 95%, Etanol 70% (1 minuto em cada) seguido de lavagem em agua
corrente por 1 minuto. A coloragdo primaria foi realizada em hematoxilina de Harris por 2
minutos. Para contra-coloragdo, foi utilizada Eosina Alcoolica por 2 minutos antecedido da
semi-desidratagao dos cortes em etanol 70%.

Por fim, as laminas foram desidratadas em série etanolica crescente, clarificadas
em xilol, limpadas e montadas permanentemente em verniz com laminula para melhor
visualizagao.

As analises histomorfologica e histomorfométrica foram realizadas no Laboratério

de Histologia da UNIVAS.

3.5 Analise dos resultados

3.5.1 Analise histolégica

As laminas foram individualizadas e as regides dos DTCs, foram analisadas de
forma cega, pela equipe do laboratério de biologia da UNIVAS, por microscopia ptica, afim

de verificar a presenca de processos reacionais de reparo e/ou inflamagdo. A presenga dos
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seguintes constituintes celulares e teciduais também foram considerados: tecido conjuntivo,

fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos € novo tecido 6sseo.

3.5.2 Analise histomorfométrica

A histomorfometria também foi analisada pela equipe do laboratério de biologia
da UNIVAS da seguinte maneira: as imagens das laminas, foram capturadas com a cimera
digital Moticam M1000, acoplada ao microscopio optico, utilizando o software Motic Images
Plus. As imagens foram capturadas em aumento do 100X e exportadas em foram Bitmap.
Para cada amostra, foram selecionadas trés regides distintas para realizacdo das
fotomicrografias.

As areas de reparo foram avaliadas pela mensuragdo manual pelo software
Image J versao 1.51 (National Institute of Health, USA). Para tanto, os arquivos foram
importados para o software. O tecido de reparacdo foi selecionado mediante a fungdo de
Color threshold. Os intervalos de cor, saturacao e brilho foram ajustados a fim de que a maior
area do tecido fosse selecionada, excluindo as areas ndo preenchidas. Os valores de area

foram obtidos pela funcdo Measure e submetidos a analise estatistica.

3.6 Analise estatistica

Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para comparagdo, considerou-se em todos os
testes, o nivel de significancia de 5%. O software utilizado foi o Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS) versao 22.0.0.0.
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4 RESULTADOS/PRODUTO

4.1 Resultados

As medidas de neoformagdo éssea foram analisadas inicialmente na porgao
central das lesdes. Realizou-se trés medidas: Area A, Area B e Area C dos GRUPOS C
(Coagulo), GRUPO D (Lhithotamnium caucarium) e GRUPO E (5-CTP), respectivamente.

As Tabelas 1, 2 e 3 demonstram os resultados dos trés grupos:

Tabela 1. Comparacio das medidas em pixel, das medianas, das Areas de calvaria dos ratos
Wistar, submetidas a defeitos de tamanho critico (DTC) e preenchidos com coagulo (GRUPO
C), Lhithotamnium caucarium (GRUPO D) e f-CTP GRUPO E. Respostas obtidas a partir de
teste de Kruskal-Wallis para a Area A.

Tratamento N Mediana (pixel) Posto médio

GRUPOC 20 494371 32,6
GRUPOD 20 502555 31,7
GRUPOE 20 0 27,1
GLOBAL 60 30,5

C - Grupo Controle; D - Grupo LTT; Grupo E - f-CTP; H = Kruskal — Wallis qui-quadrado;
GL — Graus de Liberdade; P = 0,533.

Tabela 2. Comparacio das medidas em pixel, das medianas, das Areas de calvaria dos ratos
Wistar, submetidas a defeitos de tamanho critico (DTC) e preenchidos com coagulo (GRUPO
C), Lhithotamnium caucarium (GRUPO D) e f-CTP GRUPO E. Respostas obtidas a partir de
teste de Kruskal-Wallis para a Area B.

Tratamento N  Mediana (pixel) Posto médio
GRUPO C 20 522716 33,0
GRUPO D 20 237379 31,9
GRUPO E 20 0 26,5
GLOBAL 60 30,5

C - Grupo Controle; D - Grupo LTT; Grupo E - f-CTP; H = Kruskal — Wallis qui-quadrado;
GL — Graus de Liberdade; P= 0,403.
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Tabela 3. Comparagdo das medidas em pixel, das medianas, das Areas de calvaria de ratos
Wistar, submetidas a defeitos de tamanho critico (DTC) e preenchidos com coagulo (GRUPO
C), Lhithotamnium caucarium (GRUPO D) e f-CTP GRUPO E. Respostas obtidas a partir de
teste de Kruskal-Wallis para a Area C.

Tratamento N Mediana (pixel) Posto médio
GRUPO C 20 413357 36,8
GRUPOD 20 0 28,9
GRUPOE 20 0 25,9
GLOBAL 60 30,5

C - Grupo Controle; D - Grupo LTT; Grupo E - p-CTP; H = Kruskal-Wallis qui-quadrado;
GL — Graus de Liberdade; P= 0,094.

Como pode ser observado as Tabelas 1, 2 e 3, ndo houve diferenga significante
entre os grupos. Para a média das medidas da Area A (P = 0,533), Area B (P = 0,403) ¢ Area
C (P = 0,094). Pode-se dizer que nas trés areas as respostas em relacdo a formacdo Ossea

foram estatisticamente iguais, uma vez que todas apresentaram P> 0,05.
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4.2 Produto

4.2.2 Patente

Foi realizado o deposito de pedido de patente de invengdo, modelo utilidade no INPI
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial) sob o nimero do processo: BR 10 2018 004437,
expedido no dia 06 de margo de 2018, as 12:10h. (Figura 19).

l ‘ mcrrrum 06/03/2018 mm‘maou
[ f oy D i

29409161801710561

Pedido nacional de Invencéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicéo de Invencéo e entrada na fase nacional do PCT

Namero do Processo: BR 10 2018 004437 0

Dados do Depositante (71)
Depositante 1 de 1

Nome ou Razio Soclal: FUNDACAO DE ENSINO SUPERIOR DO VALE DO SAPUCAI
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 23951916000203
Nacionalidade: Brasileira
Qualificaggio Jurfdica: Instituigdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470 - Bairro Fatima |
Cidade: Pouso Alegre
Estado: MG
CEP: 37550-000
Pals: Brasil
Telefone: (35) 3449-9218
Fax:
Emall: nit@univas.edu.br

Wamfapeo Petic: Eletrbnico em 08/03/2018 as

12:10, Petig3o 870180018014

Petigiio 870180018014, de 06/03/2018, pdg. 1/15

Figura 19- Depdsito de pedido de patente de invencao, modelo utilidade
no INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) sob o numero do

processo: BR 10 2018 004437, expedido no dia 06 de margo de 2018, as
12:10h — Petigao 870180018014
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4 DISCUSSAO

A reabilitacdo oral de edéntulos através de implantes dentarios apresenta alto
indice de sucesso (NAKAMURA et al., 2009). Entretanto, o grande desafio deste
procedimento ¢ a sua instalacdo em regides com deficiéncia 6ssea (CHUNG et al., 2015).

A ROG na cavidade oral tem como objetivo reabilitar dreas com falhas 6Osseas,
para que os implantes dentdrios sejam instalados com sucesso (KOCHI et al., 2009). A
regeneragdo ocorre através do preenchimento do DTC, tamanho limitrofe que, a partir dai,
ndo cicatrizara completamente ao longo da vida natural (KOCHI et al., 2009; YAZDI et al.,
2013).

O substituto 6sseo mais efetivo € o osso autdogeno, apesar de ter propriedades
osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutoras, apresentam desvantagens como: limitagcdo da
quantidade de osso da area doadora e morbidade na reparagdo da area doadora (PARK et al.,
2007; NAKAMURA et al., 2009; ASVANUND e CHUNHABUNDIT, 2012; YAZDI et al.,
2013; KAZANCIOGLU et al., 2013; LEE et al., 2013; MESSORA et al., 2013;
BURANAWAT et al., 2014; CHUNG et al., 2015).

Os substitutos 6sseos de materiais alogénicos, xenogénicos e sintéticos, sao
processados em laboratério e dependem principalmente da propriedade osteocondutora para a
ROG. Estes substitutos foram propostos para superar as desvantagens associadas aos
autogenos (TADIC et al., 2004; CHUNG et al., 2015) porém os alogénicos e xenogénicos,
possuem também desvantagens como o potencial em desenvolver resposta imune
desfavoravel (TADIC et al., 2004).

Os substitutos 6sseos nos formatos de granulos, pastas e pds necessitam de
barreiras ¢ membranas (YOUNIS ef al, 2014) com a finalidade de proporcionar um
arcabouco de sustentacdo e recobrir a area do enxerto para garantir a ROG (PARK et al.,
2007; VUOLA et al., 2001; LEE, et al., 2013; CHUNG et al., 2015).

Os DTCs sdo produzidos em varios estudos experimentais com a finalidade de
estudar ¢ avaliar a ROG. Os ratos sdo os animais mais utilizados e dentre eles, os da raga
Wistar, por apresentarem baixo risco de desenvolverem complicacdes (KOCHI et al., 2009;
VUOLA et al. 2001; NAGATA et al., 2010; OZDEMIR et al., 2013; KAZANCIOGLU et al.,
2013).

O B-TCP ¢ o tipo de fosfato de calcio muito utilizado na ROG dos maxilares

(SHIRATORI et al. 2005). Contudo, o fato deste produto ser importado e ter custo elevado,

16



inviabiliza a sua utilizagdo na Saude Publica (valor de 1 frasco de 0,5cc = R$ 220,00) ¢ o
Lithothamniuma calcarium (Lithonutri® - Oceana); utilizado neste experimento e
comercializado no valor médio de mercado R$ 70,00 um saco de 25Kg.

As HA das cascas de ovos e conchas marinhas (LEE et al., 2014), assim como o
Nécar (ASVANUND e CHUNHABUNDIT, 2012) e outras algas marinhas também foram
avaliadas como substitutos 6sseos obtendo resultados em uma nova formagao de tecido 6sseo

na ROG (ZHOU et al., 2013).

5.1 Aplicabilidade

Estes estudos acima mencionados, impulsionaram a realizacdo desta pesquisa
experimental inédita, para investigar as propriedades ostecondutiva da alga LTT,
comparando-a ao codgulo e ao substituto 6sseo S-TCP nos DTCs, produzidas em calvaria de
rato. Os resultados estatisticos, do presente estudo demonstraram houve uma nova formagao
de tecido 0sseo e que ndo ocorreu significancia entre nos trés DTCs.

As constatagdes obtidas com os resultados do presente estudo vislumbram
perspectivas de novos estudos experimentais e futuramente clinicos, com finalidade de definir
o produto (LTT) como biomaterial sintético, indicado para enxerto em maxila e mandibula,
como também depositar patente de modelo de utilidade.

Desta maneira, possibilita a reabilitagdo oral através de prétese suportada em
implantes dentarios 6sseo integraveis aos paciente que tenha uma perda significante de tecido
0sseo nos maxilares.

Considerando ainda que a Plataforma Continental Brasileira: a) detém um dos
maiores depositos de algas calcarias do mundo; b) existe uma grande disponibilidade de alga
LTT no mercado brasileiro e c¢) tem custo acessivel, possibilitando uma relevancia social e

econdmica da presente pesquisa.
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5.2 Impacto para a sociedade

A alga LTT ¢ largamente encontrada no litoral brasileiro, o que proporciona
facilidade para encontrar o produto e o torna acessivel financeiramente.

A potencial possibilidade da utilizagdo da alga LTT como enxerto sintético em
ROG, podera determinar impacto social, porém, a relevancia do seu uso, suplanta o social e
passa a ser socio econdmica. Desse modo, o presente estudo, determinou um avango no
quesito popularizagdo da ciéncia e tecnologia, produzindo tanto conhecimento, quanto

produto para a sociedade.
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6 CONCLUSAO

A Alga Lhithothamnium caucareum (LTT) promoveu a regeneracdo oOssea guiada

(ROG) no modelo experimental estudado.
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8 APENDICE

8.1 APENDICE 1: Produtos Utilizados

Lithothamnium caucarium - Lithonutri® (Oceana - Brasil)
Fonte: site- www.oceanabrasil.com.br

Betafosfato fricdlcio de fose pura reasorbibile para lo implammion.
P-Tricldofostao infose pura issobibile pe riempi
Fosfoto -tricdlcico de fase pura para o implontacio

Amoppognaijo, kabaprg paoms B-guopopixo tiaafeatio na e

Curasan

Cerasorb”™ — S Tricacio Fosfato (8-CTP) Riemser
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9 ANEXO

9.1 ANEXO 1. Parecer de aprovaciao do CEUA

UNIVAS CONCEA

f Conselho Nacional de Control
UNIVERSIDADE DO VALE DO SAPUCAI ogeseExgeri?nggrrziiaoeAn?:\é? ¢

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
PROTOCOLO: 266/17

TiTULO: “AVALIAGAO HISTOLOGICA DO REPARO OSSEO COM A ALGA Lithothamnium Calcareum
e TRICALCIO DE FOSFATO NO PREENCHIMENTO DE FALHA OSSEA: ESTUDO EXPERIMENTAL EM
RATOS.”.

PESQUISADOR: Prof. Dr. José Dias da Silva Neto

Académico: Mestrando FRANCISCO AZEVEDO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Vale do Sapucai,
reunidos em 18 de fevereiro, apds analisar o projeto de pesquisa acima descrito votou por sua

APROVACAO.

Diante deste parecer o pesquisador devera apresentar 01 Relatério Final das atividades da
pesquisa conforme o cronograma apresentado.

Pouso Alegre, 05 de abril de 2017.

N ’ ‘
K{J&gw\,J{' rww 0 waﬁ(w Hm t/{J,i’{Mb‘

Prof2. Dénia Amélia Novato Von Castel Atffnwgen
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Pro-Reitoria de Pés-Graduacio e Pesquisa

Universidade do Vale do Sapucai — CNPJ n.® 23.951.916/0002-03
Unidade Fatima — Av. Prefeito Tuany Toledo, 470 - Fatima I - Tel: (35) 3449-9269/ 9232 - e-mail: posgraduacao@univas.edu..br



FONTES CONSULTADAS

- Dicionario Aurélio de Portugués Online: https://dicionariodoaurelio.com/.

- DeCS — Descritores em Ciéncias da Saude. Disponivel em: http://www.decs.bvs.br.

- Tufano D. Michaelis — Guia Pratico da Nova Ortografia: Saiba o que mudou na Ortografia
Brasileira. 1a edigao Sao Paulo: Melhoramentos; 2008. 32p.

- PubMed: ncbi.nlm.nih.gov.

- Bireme: base.bireme.br.

- Periddicos Capes.

- ScIELO - Scientfic Electronic Library Online: www.scielo.org/.

- Lilacs.
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