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RESUMO



Resumo

Esse estudo avaliou o efeito da associacdo das proteinas derivadas da matriz do esmalte com
0ss0 bovino desproteinizado na formacdo de tecidos mineralizados, por meio de anélise
microtomografica, na face lateral de mandibulas de ratos. Foram utilizados nesse estudo 24
ratos que foram distribuidos em dois grupos de acordo com a associacdo de biomateriais
utilizados no procedimento de enxeria: CTR: Osso bovino desproteinizado. EDM: Associagdo
do osso bovino desproteinizado com as proteinas derivadas da matriz do esmalte. O
procedimento cirdrgico consistiu em abertura de retalno e exposicdo da face lateral da
mandibula dos animais que posteriormente foi submetida a adaptacdo de uma membrana de
teflon em formato de domo que foi preenchida com o 0sso bovino desproteinizado e a proteina
derivadas da matriz do esmalte. Os animais foram eutanasiados em dois periodos experimentais
(30 e 90 dias, n=6 animais), e suas mandibulas foram escaneadas em microtomégrafo. Essa
metodologia foi aplicada para avaliar o volume de tecido mineralizado que se encontrava entre
amembrana de teflon e a mandibula em porcentagem. Foi verificado que grupo CTR apresentou
volume de tecido mineralizado de 63.32 £ 7.15 % aos 30 dias e de 59.69 + 11.24 % aos 90 dias,
enguanto que o grupo EMD apresentou de tecido mineralizado de 60.14 + 3.69 % aos 30 dias
e de 67.62 + 9.74 % aos 90 dias. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre 0s
grupos. As proteinas da matriz do esmalte ndo influenciaram na formacdo de tecidos

mineralizados em areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado.

Palavras-Chaves: Proteinas do Esmalte Dentario, regeneracao, substitutos 6sseos.
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Abstract

This study evaluated the effect of the association of the enamel derivate matrix proteins (EMD)
with deproteinized bovine bone (DBB) in the formation of mineralized tissues, through
microtomographic analysis on rat jaws. In this study, 24 rats were divided into two groups
according to the association of biomaterials used in the grafting procedure: DBB: Deproteinized
bovine bone. EMD: Association of the DBB with EMD. The surgical procedure consisted of
opening a flap and exposing the lateral face of the mandibles, which were later submitted to the
adaptation of a dome-shape Teflon membrane. This membrane was filled with the DBB and
EMD. The animals were euthanized in two experimental periods (30 and 90 days, n=6 animals),
and their jaws were scanned in a micro-CT scanner. This methodology was applied to evaluate
the volume of mineralized tissue that was found between the membrane and the mandible in
percentage. It was verified that the DBB group presented a volume of mineralized tissue of
63.32 + 7.15% at 30 days and 59.69 £ 11.24% at 90 days, while the EMD group presented a
mineralized tissue volume of 60.14 + 3.69% at 30 days and 67.62 £ 9.74 % at 90 days. There
were no statistically significant differences between groups. EMD did not influence the

formation of mineralized tissues in areas grafted with DBB.

key-words: bone substitutes, enamel derivate matrix proteins, regeneration.
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1.INTRODUCAO

Atualmente o tratamento da perda dentaria com implantes osseointegrados tem sido
aplicado de forma corriqueira e com grandes taxas de sucesso independente do tipo de
edentulismo apresentado (Kwon et al., 2014; Ravida et al., 2019). Porém, sabe-se que para 0
sucesso dos implantes dentarios € indispensdvel o processo de osseointegracdo, que é
dependente de muito fatores, incluindo um leito 6sseo que permita boa estabilidade priméria e
conversdo da estabilidade secundaria dos implantes (Malchiodi et al., 2016; Barbosa et al.,
2021). A reabsor¢do dssea € um problema recorrente da perda dentéria (Araujo et al., 2019),
mas € importante lembrar que ela também pode ser resultado de vérias patologias (Abramowicz
et al., 2021), trauma (Kazi et al., 2019) ou consequéncia de procedimentos cirdrgicos (Brown
et al., 2016). Devido a isso, muitos pacientes podem apresentar tecido 0sseo insuficiente para

instalacdo dos implantes (Spin Neto et al., 2015).

Devido isso, se faz necessario a aplicacdo de técnicas de regeneracdo 0ssea guiada que
permitam a instalacdo de implantes em posicdo adequada (Benic & Hammerle, 2014). Varios
materiais substitutos de tecido 6sseo tem sido indicados como componentes nessa técnica
(Mordenfeld et al., 2016; Smith et al., 2018), sendo que enxerto de 0sso autdgeno € considerado
0 padrédo ouro por apresentar maiores propriedades bioldgicas que os outros tipos de enxerto
(Spin Neto et al., 2015), entretanto, embora esse tipo de enxerto seja considerado o padrdo ouro
pela literatura existem algumas limitagdes relacionadas a utilizagdo do mesmo — hé necessidade
de uma area doadora, fonte limitada, altas taxas de reabsorcéo especialmente quando o0 mesmo

é utilizado na forma particulada (Nkenke & Neukam, 2014).

Biomateriais substitutos de tecido Osseo estritamente osteocondutores tem sido
indicados como alternativas a utilizagcdo de enxerto de 0sso autdégeno e vem apresentando bons
resultados clinicos especialmente em defeitos favoraveis tais como em alvéolos pos-extracéo
(Torine et al., 2018) e em cirurgias de elevacdo de soalho do seio maxilar (Li et al., 2018).
Entretanto, existem algumas limitagdes no uso desses biomateriais especialmente em areas com
defeitos ndo-favoraveis (eg. rebordo edéntulo atrofico) (Urban et al., 2013) e reducdo de
formacdo 6ssea em comparacdo a defeitos que cicatrizardo espontaneamente ou enxertados com

enxerto de 0sso autdgeno (Araujo & Lindhe, 2009; Antunes et al., 2013).

Nesse sentido, algumas estratégias tem sido aplicadas com intuito de melhorar a
propriedade bioldgica desses substitutos 6sseos. A mistura de enxertos osteocondutores com

enxerto de 0sso autdgeno tem demonstrado aumentar a previsibilidade em cirurgias de
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regeneracdo 0ssea guiada (Urban et al., 2013) e acelerar a formag&o 6ssea nas areas enxertadas
(Jensen et al., 2013), porém essa associacao ndo € interessante devido as limitagdes supracitadas
em relacdo ao uso do enxerto de o0sso autdégeno (Nkenke & Neukam, 2014; Spin Neto et al.,
2015). Associacao de enxertos osteocondutores com concentrados sanguineos (Pichotano et al.,
2019) e fatores de crescimento tal como da BMP2 (Schmitt et al., 2013) também tem sido
investigados, mas com resultados conflitantes ou com inadequada relagdo custo-beneficio (Kao
etal., 2012; Nizam et al., 2018).

As proteinas derivadas da matriz do esmalte tem sido utilizadas tradicionalmente em
Periodontia para tratamento regenerativo de defeitos intradsseos periodontais (Ogihara &
Tarnow, 2014), lesbes de furca (Queiroz et al., 2016) e recobrimento de retracfes gengivais
(Rocha dos Santos et al., 2017). Essas proteinas sdo produzidas pela bainha epitelial de Hertwig,
um composto do 6rgdo do esmalte e tem funcdo importante na formacao do cimento radicular
durante a fase de formac&o das raizes dentérias (Rocha dos Santos et al., 2017; Miron et al.,
2017). Entretanto, recentemente tem sido proposto que essas proteinas também podem atuar

beneficiando a formacéo de tecido 6sseo (Miron et al., 2016; Miron et al., 2017).
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2.0BJETIVO

O objetivo desse estudo sera de avaliar o efeito da associacdo das proteinas derivadas
da matriz de esmalte sobre a formacdo de tecido mineralizado em areas enxertadas com 0sso

bovino desproteinizado.
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3.HIPOTESE
HO- A proteina derivada da matriz do esmalte ndo ird alterar o padrdo de formacéao de tecidos
mineralizados em areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado;

H1- A proteina derivada da matriz do esmalte ir4 alterar o padrdo de formagdo de tecidos

mineralizados em areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado.
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4.MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi submetido e aprovado junto ao Comité de ética de utilizacdo de animais
da Universidade Federal de Uberlandia — UFU (CEUA 091/18). Para esse estudo foram
utilizados 24 ratos (Rattus novergicus, variagcdo Wistar) com 3 meses de idade, com peso
entre 250-300 g que foram mantidos em um ambiente com temperatura (21+£1°C), humidade
(65-70%), e ciclos de luz (12 horas) controlados. Os animais foram alimentados com racao
apropriada e foi oferecido agua e racdo ad libitum. Esse estudo foi conduzido de acordo com o

protocolo ARRIVE para conduta de estudos pré-clinicos.
4.1 Procedimento Cirurgico

Apo6s um més de aclimatacdo ao ambiente do biotério, 0s animais foram anestesiados por
uma combinacdo de Quetamina com Xilazina, na proporcdo de 8 mg/Kg de massa corporal
(Cloridrato de Quetamina — Francotar — Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) e 4mg/kg massa
corporal (Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda.),
respectivamente. Posteriormente, os animais foram submetidos & tricotomia na regido
massetérica e submandibular bilateralmente e foi realizada antissepsia do campo cirdrgico com
gaze estéril, embebida em solucdo de povidine, com o animal sendo entdo posicionado em

decubito dorsal sobre a mesa cirdrgica.

IncisBes horizontais foram executadas na regido inferior do ramo da mandibula e foi
executado o descolado o tecido muscular e o peridsteo para expor a face lateral do ramo
ascendente da mandibula dos animais. Quatro perfuracbes de 0.5 mm de didmetro foram
executas através de uma broca esférica. Essas perfuracdes foram paralelas a base da mandibula
e foram executadas a 6mm de distancia uma da outra formando as arestas de um quadrado. Uma
capsula de teflon customizada no formato de um domo possuindo didmetro externo de 5mm,
altura de 2.5mm e colar periférico de 1mm foi inserida com sua porc¢do aberta de encontro a
face lateral da mandibula (Duas capsulas por animal sendo uma do lado direito e outra do lado
esquerdo). Foi inserido um volume de 0.032mm?® de osso bovino desproteinizado (Cerabone,
Botiss, Zossen, Alemanha) associado ou ndo com proteinas derivadas da matriz do esmalte
compactado dentro das capsulas, que foi posteriormente fixada na mandibula por meio de
suturas com fio de seda 4.0 que transpassaram a propria capsula e as perfuragdes executadas no
ramo da mandibula. Os tecidos moles foram reposicionados sobre a capsula e suturado com fio
vicryl 4.0. Os animais receberam no pds-operatorio uma dose intramuscular de pentabidtico

(0.1 ml / kg) e de dipirona (0.1 ml / kg) Os animais foram eutanasiados por meio de
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sobredosagem anestésica nos periodos de 30 e 90 dias apds as cirurgias. Um dos lados da
mandibula dos animais foram utilizados para execuc¢do da analise microtomogréfica referente

a esse trabalho de pesquisa.

4.2 Grupos

Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 2 grupos com 12 animais
cada, que foram avaliados em dois periodos experimentais (30 e 90 dias), com 6 animais em
cada grupo e periodo experimental. Os grupos foram divididos de acordo com o tipo de
associacao de enxerto utilizado: Grupo CTR: Cépsula preenchida com o0sso bovino
desproteinizado (OBD); Grupo EMD: Cépsula preenchida OBD associado a proteinas da
matriz do esmalte (EMD).

4.3 Analise Microtomografica

Apds a eutanasia, os ramos das mandibulas foram fixados em paraformaldeido a 4% por
48 horas e depois foram mantidos em alcool 70° até 0 momento dos escaneamentos dos mesmos
no microtomografo. Os ramos das mandibulas foram escaneados por meio do aparelho Skyscan
(SkyScan, Kontich, Bélgica) com os seguintes parametros: Pixel da cAmera: 12.45; Potencia do
tubo de raio x: 65 kVP, intensidade de raio-x: 385 pA, tempo de integra¢do: 300 ms, filtro: Al-
1 mm, e tamanho do voxel: 18 pm?®. As imagens geradas foram posteriormente reconstruidas,
reorientadas espacialmente e analisadas por softwares especificos (NRecon/DataViewer/CTan,
Skyscan, Aartselaar, Belgium). O volume de tecidos mineralizados foi avaliado dentro de uma
regido de interesse (ROI) que englobou todo tecido entre o domo e a face lateral do ramo da
mandibula. Um threshold na faixa de 65-250 de tons de cinza foi utilizado para avaliar o volume
de tecido mineralizado dentro do ROl (BV/TV%).

4.4 Analise Estatistica

Os dados desse estudo se distribuiram de forma normal de acordo com o teste de
Shapiro-Wilk. Dessa forma, o teste t-ndo pareado foi aplicado para avaliacdo dos dados de
BV/TV% desse estudo comparando-se os dois grupos de tratamento dentro de cada periodo
experimental e os dois periodos experimentais dentro de cada grupo de tratamento. O software
GraphPad Prism 6 (San Dego, CA, USA) foi utilizado para aplicacdo de todos os testes

estatisticos que foram utilizados considerando o nivel de significancia de 5%.
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RESULTADQOS

5.RESULTADOS

Foi verificado que grupo CTR apresentou volume de tecido mineralizado de 63.32 + 7.15
% aos 30 dias e de 59.69 + 11.24 % aos 90 dias, enquanto que o grupo EMD apresentou de
tecido mineralizado de 60.14 + 3.69 % aos 30 dias e de 67.62 + 9.74 % aos 90 dias. N&o houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Tabela 1). A imagens representativas

da anélise microtomogréfica estdo expostas na figura 1.

Tabela 1: Dados de média e desvio padrdo da analise de BV/TV% em ambos 0s grupos e

periodos experimentais. Ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos.

BV/TV % 30 dias 90 dias
Controle 63.32+7.15 59.69 + 11.24
EMD 60.14 + 3.69 67.62+9.74

Figura 1. Imagens representativas da analise microtomografica onde é possivel notar
semelhancas no aspecto tomogréafico das areas enxertadas em todos os momento de avaliacéo,
0 que significa que a utilizagcdo do EMD néo influenciou o volume de tecidos mineralizadas de

areas enxertadas com OBD.

30 dias 90 dias

CTR

EMD
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6.DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi de avaliar o potencial das proteinas derivadas da matriz
do esmalte na formacao de tecido mineralizado em combinagdo com um material de enxerto
0sseo xenogeno de origem bovina. A associacdo de fatores de crescimento com substitutos
0sseos osteocondutores tem sido investigado como uma abordagem para acelerar ou melhorar
a cicatrizacdo nas areas enxertadas com esses materiais. Entretanto, no presente estudo, a
aplicacdo da proteina da matriz do esmalte ndo interferiu no volume da area enxerta, dessa

forma a hipdtese nula foi rejeitada.

As proteinas derivadas da matriz do esmalte foram primeiramente indicadas em técnicas
cirurgias de regeneracdo tecidual guiada com objetivo de tratar defeitos intradsseos periodontais
(Fileto Mazzonetto et al., 2021) ou lesdes de furca (Queiroz et al., 2016). De fato, as proteinas
da matriz do esmalte tém demonstrado reduzir a profundidade de sondagem associado a ganhos
de insercdo clinica em estudos clinicos (Ogihara & Tarnow, 2014; Fileto Mazzonetto et al.,
2021). Entretanto, ao se comparar o preenchimento de defeitos periodontais infra-6sseos com
0sso bovino desproteinizado associado ou ndo as proteinas derivadas da matriz do esmalte, foi
verificado que ndo houve diferencas radiograficas no preenchimento dos defeitos e clinicas em
relacdo aos parametros periodontais entre 0s grupos (Scheyer et al., 2002), o que esta de cordo
com o resultado desse estudo que demonstrou que ndo houve alteracdes no volume de tecidos
mineralizados em &reas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado quando a proteina

derivada da matriz do esmalte foi aplicada

A auséncia de interferéncia no volume dos tecidos mineralizados induzidos pela
proteina derivada da matriz do esmalte pode significar que a utilizacdo do osso bovino
desproteinizado ndo depende de associa¢des para promover bons resultados clinicos. Estudos
clinicos anteriores tém demonstrado a eficiéncia do enxerto de 0sso bovino desproteinizado no
tratamento de defeitos dsseos (Sculean et al., 2005; Zhao et al., 2018) devido ao seu bom
potencial osteocondutor (Cordaro et al., 2008) associado a uma taxa de reabsorcéo baixa, que
torna esse material eficiente na obtencdo e estabilidade volumétrica em areas enxertadas
(Sculean et al., 2005; Antunes et al., 2013; Zhao et al., 2018). Dessa forma, a estabilidade
volumeétrica que foi avaliada nesse estudo parece ndo um ponto critico na utilizacdo do 0sso
bovino desproteinizado e pode ser outra justificativa para auséncia de efeitos da proteina

derivada da matriz do esmalte nesse parametro.
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A andlise por micro CT apresenta limitacGes de anélise ja que ndo é possivel separar a
neoformacao 6ssea das particulas de biomateriais ainda existentes. Dessa forma, ndo pode ser
descartado que a aplicacdo de proteina derivada da matriz do esmalte possa ter aumentado a
formacéo de tecido Gsseo nas areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado. De fato, um
estudo pre-clinico onde foi testado a associado da proteina derivada da matriz do esmalte com
0 0ss0 bovino desproteinizado em modelo de calvaria de coelhos demonstrou que a associagdo
desses materiais promoveu maior formacao dssea na area enxertadas apos 8-12 semanas do que

a utilizacdo isolada desses materiais (Shahriari et al., 2012).

Esse estudo apresenta limitacfes que devem ser levadas em consideragdo ao se avaliar
nossos achados. A auséncia da analise histoldgica ndo possibilitou avaliar a qualidade da area
enxertada, separando dentro do volume obtido o percentual ocupado por 0sso e particulas
remanescentes de 0sso bovino desproteinizado. A quantidade de proteina utilizada também
pode ndo ter sido a ideal, apesar de ter sido seguido a recomendacdo do material ser banhado
com a proteina de forma integral. Além disso, outros produtos a base de proteinas derivadas da
matriz do esmalte purificados com a porcdo proteica relacionado especificamente com a
formacéo de osso foram desenvolvidos e podem ter potencial de formacgdo Gssea maior que 0

produto utilizado nessa pesquisa.



23

CONCLUSAO



24

7.CONCLUSAO

As proteinas da matriz do esmalte ndo influenciaram na formacdo de tecidos

mineralizados em areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado.
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ANEXO



Lrj | Universidade Federal de Uberlandia ‘Q

— Comissio de Etica na Utilizacio de Animais — Unizasso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Associacdo da laserterapia em baixa
intensidade e das proteinas derivadas da matriz do esmalte com biomateriais
osteocondutores: Estudo pré-clinico em ratos”, protocolo n°® 091/18, sob a
responsabilidade de Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira — que
envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
(CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 23 de
novembro de 2018.

(We certify that the project entitled intitulado “Associagdo da laserterapia em baixa intensidade e das
proteinas derivadas da matriz do esmalte com biomateriais osteocondutores: Estudo pré-clinico em ratos™,
protocol 091/18, under the responsibility of Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira involving the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th,
2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL
USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of november 23th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/02/2019 Término: 30/12/2021

Espécie/Linhagem/Grupos Taxondémicos Rato heterogénico/ Wistar

Numero de animais 48

Peso/Idade 300g/ 18 semanas

Sexo Macho

Origem/Local Centro de Bioterismo ¢ Experimenta¢do Animal
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia

Local onde serdo mantidos os animais: Centro de Bioterismo ¢ Experimenta¢do Animal
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia

Uberlandia, 30 de novembro de 2018

A.’_q?m

Prof. Dr. Liucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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