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MENDES, V. C. Avaliagdo do reparo 6sseo de cavidades preenchidas por
vidro bioativo ou osso liofilizado desmineralizado: analises
biomecanica, microscopica e histométrica em caes. Aracatuba, 2004.
139p. Tese (Doutorado em Odontologia, area de Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial) - Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista.

Os objetivos do presente estudo foram analisar e comparar, em caes, a
reparacao ossea em defeitos preenchidos com vidro bioativo e osso
desmineralizado liofilizado e comparar com areas que nao receberam
biomateriais, antes e apés a insercao de implantes dentarios de titanio.
Cavidades com 6mm de diametro foram realizadas em ambos os imeros
de 6 caes machos saudaveis e preenchidas com vidro bioativo, osso
liofilizado desmineralizado e coagulo. Apés 5 meses de reparacao, foi
removido tecido o6sseo do centro das cavidades para analise de
microscopia optica. A seguir, implantes dentarios de titdnio foram
colocados no centro dessas cavidades e em areas de osso pré-existente.
Trés meses depois, realizou-se o teste biomecanico de contra-torque dos
implantes. Os caes foram sacrificados e o tecido 6sseo encaminhado para
processamento e analise de microscopia eletronica por retro-
espalhamento de elétrons.

No teste biomecanico nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os 4 grupos. A analise de microscopia Optica

demonstrou a presenca de ambos os biomateriais e tecido o6sseo



neoformado na maioria das amostras do grupo experimental. Na
microscopia eletréonica por retro-espalhamento de elétrons observou-se
neoformacao 6ssea em todos os grupos. Pela analise histométrica, a
quantidade de neoformacao o6ssea no grupo do vidro bioativo foi
estatisticamente maior em relacdo aos outros grupos.

Concluiu-se que o vidro bioativo apresentou os melhores resultados em
porcentagem de neoformacdo Ossea. No entanto, uma reparacao
satisfatoria foi demonstrada em todos os grupos, com adequada

qualidade 6ssea ao redor dos implantes dentarios.

Palavras-chave: Implante dentario endoosseo, Materiais biocompativeis



1 Introducao

O osso € um tecido conjuntivo especializado, vascularizado
e dinamico que se modifica ao longo da vida do organismo (Junqueira &
Carneiro, 1995; Davies, 2003). Cresce por aposicao e possui células
inclusas em sua matriz intercelular calcificada (Junqueira & Carneiro,
1995; Davies, 2003) como resultado desse processo. O metabolismo e
fisiologia 6ssea estao relacionados com 3 tipos celulares (Garg, 1998) que
apresentam diferentes caracteristicas e funcoes.

Os osteoblastos sdo derivados de uma linhagem celular
mesenquimal (Ten Cate, 1988; Hollinger et al., 1999) e responsaveis pela
sintese de matriz 6ssea. Quando da mineralizacdo da matriz, alguns
osteoblastos tornam-se envoltos por ela (Davies, 2003), perdem a
capacidade secretéria e transformam-se em ostedcitos (Junqueira &
Carneiro, 1995; Guyton & Hall, 1997; Garg, 1998). Ja os osteoclastos sao
células grandes, multinucleadas, derivadas dos monocitos (Junqueira &
Carneiro, 1995; Guyton & Hall, 1997) ou de células semelhantes a eles
(Guyton & Hall, 1997) responsaveis pela reabsorcao 6ssea (Junqueira &
Carneiro, 1995; Guyton & Hall, 1997; Garg, 1998).

O tecido 6sseo quando lesado possui uma capacidade Ginica
de regeneracao e reparacao sem a presenca de cicatrizes (Ludwig et al.,
2000). As células da regiao tentam restaurar a forma e a funcao perdidas
através da recapitulacao de eventos embriologicos (Hollinger et al., 1999).

A perda 6ssea alveolar ocorre por varios motivos: doenca

periodontal, cirurgias traumaticas, ou até mesmo por razoes fisiologicas
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devido a falta de funcao do rebordo ou carga protética inadequada. O
interesse na utilizacdo de biomateriais como uma alternativa aos
enxertos 6sseos autégenos tem aumentado, assim como os esforcos para
o entendimento de seus mecanismos biologicos.

Os enxertos 6sseos e implantes sao utilizados para fornecer
arcabouco para a regeneracao 6ssea, minimizar defeitos resultantes de
trauma ou cirurgia e restaurar perdas (Garg, 1999). Seus mecanismos de
acao normalmente dependem da origem e composicao de cada um (Garg,
1999).

E importante que se faca uma distincdo entre enxertos e
implantes. O enxerto, ou transplante, € um tecido ou 6rgao vivo, pois
contém células do doador e portanto, espera-se que sobreviva na regiao
receptora (Bauer & Muschler, 2000). Ja o implante, ao contrario, € um
material sem vitalidade (Bauer & Muschler, 2000).

Apesar dos enxertos 6sseos autéogenos serem amplamente
aceitos como padrao para o tratamento de defeitos 6sseos, os implantes
homoégenos e heterégenos, e os substitutos 6sseos sintéticos tém sido
amplamente estudados como uma alternativa aos enxertos (Cancian et
al., 1999; Ludwig et al., 2000; Cordioli et al., 2001; Von Arx et al., 2001).

Os implantes de osso homoégeno ou heterogeno podem ser
corticais ou trabeculares, osteocondutores e algumas vezes
osteoindutores, dependendo da maneira em que sao fabricados ou de
caracteristicas do doador (Schwartz et al., 1996; Schwartz et al., 1998;
Lohmann et al., 2001). Destacam-se os ossos congelados (Hardin, 1994),
os liofilizados (Hardin, 1994; Piattelli et al., 1996; Garg, 1999; Mellonig,

1999), os liofilizados desmineralizados (Hardin, 1994; Piattelli et al.,
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1996; Garg, 1999; Hall et al.,1999; Mellonig, 1999; Froum et al., 2002) e
0 0SS0 anorganico bovino poroso.

Os implantes  aloplasticos ou  sintéticos  sao
osteocondutores. Estdo disponiveis em uma variedade de texturas,
tamanhos e formas, podendo ser classificados em densos, macroporosos
e microporosos, ou também cristalinos, amorfos, granulares ou
moldaveis (Garg, 1999). As propriedades especificas de cada material
determinam sua utilizacao. Entre eles destacam-se, as ceramicas
sintéticas de fosfato de calcio (hidroxiapatita e fosfato tricalcico) (Piattelli
et al., 1996; Oonishi et al., 1997; Garg, 1999; Furusawa et al., 1998), os
vidros bioativos (Hench & Wilson, 1984; Brink, 1997; Furusawa et al.,
1998; Hench & Polak, 2002) e as ceramicas de vidro bioativo (Hench &
Wilson, 1984; Brink, 1997).

Um biomaterial € considerado osteocondutor quando for
capaz de fornecer um arcabouco para células osteogénicas provenientes
da regido, favorecendo a formacao 6ssea (Bauer & Muschler, 2000; Al
Ruhaimi, 2001) e o crescimento de capilares e tecido perivascular (Al
Ruhaimi, 2001). E osteoindutor quando promover um estimulo biologico
capaz de diferenciar células mesenquimais indiferenciadas em células
osteogénicas (Hardin, 1994; Bauer & Muschler, 2000).

Considera-se, para a regeneracao 6ssea especificamente,
que um biomaterial substituto 6sseo deva possuir propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas semelhantes as do osso, uma vez que essas
influenciarao no crescimento normal e na funcado das células 6sseas
(Spector, 1999). Idealmente, os substitutos o6sseos deveriam ser

incorporados, ou seja, completamente remodelados e substituidos pelo
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tecido 6sseo neoformado quando se planeja a posterior reabilitacdo com
implantes dentarios de titanio nessas regioes (Von Arx et al., 2001).

Hench & Wilson (1984) consideraram que nenhum material
implantado em tecidos vivos seja inerte. Todos induzem algum tipo de
resposta dos tecidos. Os autores mencionaram 4 tipos diferentes de
respostas possiveis: (1) se o material for toxico, o tecido ira morrer, (2) se
o material nao for toxico e dissolver, sera substituido pelo tecido
circundante, (3) se o material nao for téxico e for biologicamente inativo,
sera encapsulado por tecido fibroso, e (4) se o material nao for toxico e
for biologicamente ativo, formara uma interface de uniao com o tecido
circundante (Hench & Wilson, 1984; Brink, 1997).

Para Al Ruhaimi (2001), um substituto 6sseo ideal deve
possuir as seguintes caracteristicas: compatibilidade biologica, evitar a
colonizacao por patogenos locais ou infeccao cruzada, ser osteogénico, ou
segundo o autor, facilitar o crescimento de células Osseas, possuir
composicado fisica e quimica semelhantes ao do osso natural e fornecer
um arcabouco para neoformacao 6ssea, ser absorvivel e osteotropico, ou
melhor, favorecer a formacao 6ssea pelas suas caracteristicas quimicas
ou estruturais, ser fonte de calcio e fésforo, microporoso e de facil
manipulacao.

A duvida que motivou a realizacao desse trabalho relaciona-
se a reparacao 6ssea em grandes defeitos preenchidos por biomateriais e
a qualidade do osso neorformado ao redor de implantes de titanio
colocados no centro destes defeitos, completamente circundados pelo

tecido 6sseo reparado.



31

I nt r oducéo

Para isto, o vidro bioativo (BioGran, Orthovita & 3i Implant

Innovations Inc., Florida, EUA) e o osso liofilizado desmineralizado
humano (Ohio Valley Tissue & Skin Center, Cincinnati, Ohio, USA) foram
implantados em cavidades 0sseas em umeros de caes. Os grupos foram
analisados através de teste biomecanico, microscopia 6ptica e eletronica

por retro-espalhamento de elétrons, e histometria.



2 Revisao da Literatura

2.1 Vidro bioativo

Bioatividade é a capacidade de um biomaterial em interagir
com células e tecidos e induzir uma atividade biologica especifica no
corpo humano, refletida na uniao entre o material e o tecido vivo, cujo
resultado é o reparo ou regeneracao tecidual (Hench et al., 1971; Brink,
1997; Xynos et al., 2000; Gorustovich et al., 2002).

Uma caracteristica inica dos biomateriais com superficies
ativas é a interface com o tecido 6sseo, geralmente mais forte do que o
proprio osso ou o implante (Hench & Wilson, 1984).

Quando vidros reagem com os fluidos, 6 tipos distintos de
reacoes podem ser identificadas na superficie, de acordo com as
diferentes composicoes de cada grupo de materiais (Brink, 1997):

% No primeiro grupo, os vidros desenvolvem uma camada superficial
extremamente fina e hidratada,

+ No segundo grupo desenvolvem uma superficie protetora rica em
silica, mas a estrutura do vidro permanece preservada,

% O terceiro grupo representa o dos vidros bioativos, que desenvolvem
uma camada na superficie rica em SiO. e uma segunda camada
protetora, sobre essa, rica em CaO e P>Os,

 No quarto grupo observa-se cations multivalentes como Al*3, Fe+*3,
Ti+, Zr+ e Ta*5, presentes no vidro ou no meio externo e diferentes
camadas sao formadas. Estes, ao contrario dos bioativos, nao se

unem aos tecidos vivos,
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¢ Os vidros do quinto grupo sao capazes de desenvolver um filme rico

em silica na superficie. No entanto, a concentracao de silica € muito
baixa para evitar a dissolucao do material,

+ Finalmente, os vidros do sexto grupo sao dissolvidos por inteiro. A
composicao de sua superficie € a mesma da base do vidro comum e
uma grande quantidade de ions € perdida para o meio externo.

Em 1997, Brink destacou 3 diferencas principais entre os
vidros comuns e os bioativos: primeiro, os vidros bioativos contém <60
mol % de SiO.. A segunda diferenca é a presenca de grandes quantidades
de Na:O e CaO nesses biomateriais. A presenca do ion Ca*2 leva a um
aumento na durabilidade quimica do vidro pela forte unido a sua
estrutura. Finalmente, a ultima diferenca € a presenca de P.Os na
maioria dos vidros bioativos. O P>Os € liberado apos o implante do vidro,
favorecendo a formacao da camada de fosfato de calcio na superficie do
material (Brink, 1997). A bioatividade dos vidros pode ser comprovada
nos testes in vivo. Se apos a implantacao do material houver a formacao,
na superficie, de uma camada de gel de silica, com fosfato de calcio sobre
ela, a resposta € positiva (Brink, 1997).

Além da capacidade dos vidros bioativos de se unirem ao
osso e favorecerem o crescimento através de suas caracteristicas
osteocondutora (Lindfors & Aho, 2000) e de biocompatibilidade (Shimizu
et al., 1997; Cancian et al., 1999; Lindfors & Aho, 2000; Froum et al.,
2002), nao existe qualquer tipo de resposta imunolégica conhecida
provocada por este biomaterial (Lai et al., 2002) ou efeito de citotoxidade
(Shimizu et al., 1997; Furusawa et al. 1998; Froum et al., 2002). Atribui-

se a boa biocompatibilidade do vidro bioativo a semelhanca da superficie
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ativa do material com a composicdo quimica do tecido 6sseo (Hench &
Wilson, 1984; Gao et al., 1995).

Um tipo de vidro bioativo muito utilizado e pesquisado
atualmente apresenta como composicao quimica: 45% SiOz, 24,5% CaO,
24,5% NaO: e 6% P.Os (porcentagem por peso), € absorvivel (Orthovita &
Implant Innovations, 1998) e os granulos tém formatos irregulares, com
tamanhos em um pequeno intervalo entre 300 a 355 mm (Furusawa &
Mizunuma, 1997; Furusawa et al., 1998; Orthovita & Implant
Innovations, 1998; Schepers et al., 1998).

A adesao dos vidros bioativos ao tecido 6sseo acontece
inicialmente pela sua reatividade quimica com os fluidos corporais
(Shapoff et al., 1997). Ocorrem uma série de reacoes na superficie que
resultam na formacao de uma camada de fosfato e calcio, a qual se une
ao tecido 6sseo (Shapoff et al., 1997).

Trés fatores foram considerados determinantes por Brink
(1997) para controlar a unido do vidro bioativo com o tecido 6sseo:

(1) a presenca de um pH alcalino na superficie do implante,
(2) o tempo necessario para a superficie se tornar alcalina e
(3) a presenca de sitios ativos de fosfato de calcio.

O processo de uniao dos vidros bioativos ao tecido 6sseo €

descrito sinteticamente na literatura como se segue (Brink, 1997; Shapoff

et al., 1997; Radin et al., 1997; Jones et al., 2001):
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Tempo de

implantacao

Etapa do processo

Rapida troca de Na+ ou Kt do vidro por H* ou HzO+ da

solucao.

Perda da silica soluvel na forma de Si(OH)4 para a
solucao como resultado da quebra da unido Si-O-Si e a

formacao de Si-OH na superficie do vidro.

Condensacao e repolimerizacdo de uma camada rica em

SiOz na superficie do vidro.

1 hora

Migracao de ions Ca*? e PO4-3 para a superficie através
da camada de SiO; e formacao de um filme de CaO-P20Os
sobre esta. A seguir, uma camada amorfa rica em CaO-
P,Os surge com a incorporacdao do calcio e fosfato

dissolvidos na solucao.

2 horas

Mineralizacao da camada de CaO-P,Os pela incorporacao
de ions OH-, F- e CO3-2, também presentes na solucao.
Ocorre entao a formacao de uma camada mista de
hidroxiapatita carbonatada ou hidroxiapatita fluoro

carbonada. O pH na superficie aumenta.

10 horas

Aglomeracao e uniao quimica do conteudo biolégico com
as camadas mencionadas acima que estdo em
crescimento. Isto leva a incorporacao de fatores de

crescimento.

20 horas

Acao de macrofagos para a limpeza da regidao e adesao

das células osteogénicas sobre a superficie bioativa.
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100 horas Diferenciacao das células osteogénicas em osteoblastos,

deposicao de matriz extra-celular e mineralizacao.

A estrutura do vidro € instavel, caracteristica proposital,
para permitir a reacao com os fluidos corporais e células da regiao
(Furusawa & Mizunuma, 1997). Os granulos sao transformados por um
processo de troca ionica (Schepers & Ducheyne, 1997) e adsorvem
proteinas do meio (Radin et al., 1997). Inicialmente, uma camada frouxa,
rica em gel de silica é formada (Hench et al., 1971; Brink, 1997; Froum
et al., 2002), sobre a qual se precipita gradualmente uma outra camada
de fosfato de calcio, responsavel pelas propriedades osteocondutoras do
material (Radin et al., 1997; Schepers & Ducheyne, 1997; Furusawa et
al. 1998; Ong et al., 1998; Schepers et al., 1998; Froum et al., 2002), até
que ocorra uma total reacao em todo o granulo (Furusawa & Mizunuma,
1997; Furusawa et al. 1998). Acredita-se que essa camada externa de
fosfato de calcio se una ao tecido 6sseo, pela sua semelhanca com a fase
mineral do osso em estrutura e composicao (Brink, 1997; Radin et al.,
1997; Froum et al., 2002).

A seguir, surgem fissuras nas particulas, provocando uma
comunicacao entre o centro da particula, rico em silicio, e o meio externo
(Schepers & Ducheyne, 1997). As fissuras propiciam a acao fagocitaria
com consequente escavacao da porcao interna do granulo (Furusawa &
Mizunuma, 1997; Furusawa et al., 1998; Schepers et al., 1998). A
camada interna de gel de silica desaparece gradualmente por um

processo combinado entre a acao de macrofagos (Schepers & Ducheyne,
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1997; Schepers et al., 1998; Furusawa et al. 1998; Froum et al., 2002) e
a dissolucao do silico (Furusawa & Mizunuma, 1997).

A medida que a camada interna de gel de silica vai sendo
eliminada, permanece a camada externa de fosfato de calcio, atuando
como uma concha protetora (Schepers et al., 1991; Furusawa et al.,
1998; Lai et al., 2002) que mantém o arcabouco e ira favorecer a futura
neoformacao 6ssea.

Furusawa et al. (1998) observaram, através de analise de
mapeamento elemental dos granulos, arcaboucos, ou conchas de fosfato
de calcio. Isso foi verificado apés 16 semanas de implantacdo do vidro
bioativo em defeitos 6sseos na regido posterior da mandibula de rato. A
concentracao de silicio havia sido reduzida a niveis compativeis com o
fisiologico, o que para os autores, representava o término da primeira
fase de absorcao dos granulos.

O resultado da analise de mapeamento elemental descrito
no trabalho de Furusawa et al. (1998) foi semelhante ao observado por
Furusawa & Mizunuma (1997) em um outro trabalho prévio, apos 7
meses de implantacao do vidro bioativo, para o preechimento do seio
maxilar em humanos, e colocacao imediata ou mediata de implantes
dentarios de titanio.

Apbs a absorcao das areas ricas em silicio, a porcao interna
da camada de fosfato de calcio, que representa um espaco protegido no
interior das particulas (Furusawa & Mizunuma, 1997; Furusawa et al.,
1998; Schepers et al., 1998), fica exposta aos fluidos intersticiais
(Schepers et al., 1998; Froum et al., 2002). Células osteoprogenitoras

penetram os granulos e aderem-se a porcao interna da camada de fosfato
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de calcio (Schepers & Ducheyne, 1997). Diferenciam-se em osteoblastos
(Radin et al., 1997; Schepers & Ducheyne, 1997; Furusawa &
Mizunuma, 1997; Furusawa et al., 1998; Schepers et al., 1998) e iniciam
a deposicao 6ssea na porcao central (Schepers et al., 1991; Schepers &
Ducheyne, 1997; Schepers et al., 1998; Furusawa et al., 1998; Froum et
al., 2002; Lai et al., 2002) A remodelacao das particulas € acompanhada
pela substituicdo do material por tecido 6sseo (Froum et al., 2002).

A diferenciacao de células osteogénicas em osteoblastos é
um processo biologico que pode ser facilmente perturbado (Furusawa &
Mizunuma, 1997). Esta diferenciacao acontece nos sitios escavados e
protegidos no interior das particulas, sugerindo a auséncia de qualquer
efeito adverso resultante da escavacao do material (Furusawa &
Mizunuma, 1997) e das transformacodes sofridas.

A caracteristica osteocondutora peculiar do vidro bioativo
foi denominada “estimulatéria” ou “osteopromotora” por Shepers et al.
(1991) (Schepers & Ducheyne, 1997; Schepers et al., 1991; Furusawa &
Mizunuma, 1997; Furusawa et al., 1998). Como resultado deste
processo, muitas particulas sdo completamente envolvidas por tecido
0sseo, principalmente em areas proximas a superficie dos implantes
(Schepers et al., 1998).

Schepers & Ducheyne (1997) relataram, ap6s 2 meses de
implantacao do vidro bioativo em mandibulas de caes, “um crescimento
osteocondutivo consideravel ao redor de muitos granulos de vidro
bioativo”.

O mesmo foi destacado por Cancian et al. (1999) em um

experimento com defeitos bicorticais na regido de angulo, em mandibulas
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de macacos. Os autores compararam histologicamente, apos 180 dias, a
reparacao dos defeitos entre o vidro bioativo e a hidroxiapatita.
Observaram que no grupo do vidro bioativo os defeitos foram totalmente
reparados e quase todos os granulos haviam sido substituidos por tecido
o0sseo, em contraste com o grupo da hidroxiapatita, no qual nado houve
neoformacao ossea e o material estava envolto por tecido conjuntivo
fibroso.

Schepers et al. (1998) realizaram um experimento no qual
defeitos osseos em mandibula de cao foram preenchidos por vidro
bioativo de um lado e coagulo do outro (controle). Posteriormente, houve
a colocacdao de implantes de titdnio nessas areas. Em um grupo, os
implantes foram mantidos sem carga durante 3 meses. No outro, apos 3
meses, foram submetidos a carga funcional por 7 semanas. Os autores
observaram, histologicamente, apdés a carga funcional no grupo
experimental, um  crescimento 6sseo com  caracteristicas
osteocondutoras, e as particulas do vidro bioativo atuando como
arcabouco. Esse crescimento 6sseo iniciava-se na porcao cortical e
trabecular e proliferava-se em direcdo a superficie do implante de titanio.

Um outro trabalho foi realizado por Gorustovich et al.
(2002) comparando a neoformacao 6ssea ao redor de micro-implantes
laminares de titanio (desenvolvidos pelos autores) em tibia de rato. De
um lado, apenas o implante de titanio foi colocado e do outro, o vidro
bioativo foi implantado junto com o titanio. Observaram,
histologicamente, um aumento na neoformacao 6ssea da regiao medular
no grupo em que o vidro bioativo estava presente com a lamina de

titanio.
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Os implantes de vidro bioativo podem ser absorvidos tanto
por um processo fisico-quimico como celular, ou seja, fagocitose do
material (Radin et al. 2000; Al Ruhaimi, 2001). Para Shimizu et al.
(1997), a degradacao do vidro bioativo € dependente basicamente da acao
dos macrofagos e osteoclastos. No entanto, Schmitt et al. (1997), num
estudo comparando o enxerto 6sseo bovino anorganico e o vidro bioativo
em defeitos Osseos de tamanho critico no radio de coelhos nao
observaram qualquer resposta osteoclastica induzida por ambos os
materiais. Segundo os autores, se nao foram os osteoclastos responsaveis
pela degradacao do vidro bioativo, essa certamente ocorreu por algum
processo mediado por células com fenétipos diferentes, ou através de
processos fisico-quimicos (Schmitt et al, 1997).

Lai et al. (2002) estudaram a excrecao de silicio apos a
implantacao do vidro bioativo em tibia de coelhos. Para isto, realizaram
exames de urina nas primeiras 24h e depois semanalmente, e de sangue
semanalmente, até que a quantidade de silicio excretado pela urina dos
animais do grupo experimental e controle fosse semelhante. Apos o
sacrificio dos animais removeram os rins, figado, pulmées, linfonodos da
regidao poplitea, baco e tecido 6sseo da regido operada para analise
quimica. Verificaram também a funcao renal dos animais através de
exames da taxa de creatinina. O grupo controle foi submetido a cirurgia
mas nao recebeu os implantes. De acordo com os resultados, uma maior
quantidade de silicio foi excretada pelos animais do grupo experimental
em relacao ao controle, sendo que a maior concentracao foi obtida nas
primeiras 24h apos a cirurgia. A quantidade de silicio excretada pelos

animais do grupo experimental foi maior até 24 semanas apos as
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cirurgias e nao se observou acumulo deste elemento em nenhum dos
orgaos avaliados. Segundo Lai et al. (2002), o silicio liberado pelo vidro
bioativo foi excretado pela wurina em concentracoes toleraveis
fisiologicamente, sem o comprometimento da funcao renal.

Radin et al. (2000) realizaram um experimento in vitro
simulando a imersao dos granulos de vidro bioativo do tipo 45S5 nos
fluidos corporais, com a utilizacado de solucao fisioloégica simulada (SBF)
com e sem a adicdo de soro bovino (de neonatais). Os grupos foram
separados pelo tipo de solucdo e pela frequiencia de trocas (trocas
periodicas ou nenhuma troca) da mesma. As solucoes foram analisadas
para a verificacao de mudancas nas concentracoes de silicio, calcio e
fosforo. Os granulos foram analisados através de microscopia eletronica
de varredura (SEM), analise por dispersdao de energia (EDX) e
espectroscopia infra-vermelha de Fourier (FTIR). Foi demonstrado, no
grupo que continha soro bovino e que foi submetido a trocas periédicas
de solucao, um resultado final muito semelhante ao que acontece com os
granulos in vivo, ou seja, todo o silicio foi eliminado, permanecendo uma
concha externa de fosfato de calcio (Radin et al., 2000). Os autores
acreditam que o processo de escavacao dos granulos nao seja apenas o
resultado de um processo celular de fagocitose, mas também de um
processo fisico-quimico paralelo de dissolucao e transporte de silicio
através da camada rica em fosfato de calcio (Radin et al., 1997, Radin et
al., 2000). Isso resultaria no fenémeno observado in vivo, com a presenca
de conchas de fosfato de calcio cuja porcao interna, rica em silica, foi

degradada (Radin et al., 2000).
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Shapoff et al. (1997) destacaram a capacidade do material
de agir como hemostatico e mantenedor do coagulo sanguineo no defeito
0sseo. Atribuiram a essas propriedades os bons resutados clinicos
obtidos no tratamento de bolsa periodontal em humanos com o vidro
bioativo. A coesividade das particulas do vidro bioativo quando
umedecido facilitando a manipulacdao e insercdao do material em
cavidades e suas propriedades hemostaticas também foram consideradas
por Oonishi et al. (1997), Schepers & Ducheyne (1997) e Cancian et al.
(1999).

Outra vantagem para o emprego clinico do vidro bioativo €
que o arcabouco de fosfato de calcio serve para manter o volume da
particula até a substituicao desta por tecido 6sseo (Furusawa et al.,
1998). Isto é importante nos casos onde se precisa de um material de
preenchimento previsivel para a manutencao do volume e altura do
defeito 6sseo (Furusawa et al. 1998).

Clinicamente o vidro bioativo tem sido utilizado tanto na
Medicina quanto na Odontologia (Shapoff et al., 1997). O material, em
suas varias formas, é indicado para as cirurgias ortopédica e plastica, em
otorrinolaringologia em substituicdo aos 3 ossiculos que conectam a
coclea a membrana timpanica (Shapoff et al., 1997). Em odontologia, é
utilizado principalmente em alvéolos dentarios para a manutencao do
rebordo e como tratamento de defeitos 6sseos periodontais (Lovelace et
al., 1998).

O quadro a seguir apresenta uma sinopse de outros artigos

sobre o vidro bioativo considerados para a discussao.
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Autor(es) /
Data

Material e método, resultado e conclusao

Virolainen
et al. (1997)

» Cavidades oOsseas em tibia de 20 ratos foram
preenchidas por viro bioativo (SS3P4), osso autégeno e
coagulo. Sacrificio dos animais: 3, 7, 14, 28 e 56 dias.
Realizada analise histologica e histométrica e de biologia
molecular (colageno tipo I e III, osteonectina e TGF-131)

» Analise histolégica aos 7 dias: formacao de tecido
conjuntivo semelhante ao periosteo ao redor do vidro
bioativo, orientado paralelo a superficie dos granulos.
Esta estrutura foi substituida por osso lamelar aos 28
dias. Nao se observou degradacao dos granulos mediada
por osteoclastos ou reacao de células gigantes. Analise de
biologia molecular apresentou maior diferenca entre os 2
grupos experimentais na producao de colageno tipo I.

» Os resultados demonstraram que o crescimento de
tecido 6sseo neoformado foi mais rapido nos defeitos
preenchidos por osso autéogeno em relacdo ao vidro
bioativo. Os autores sugerem outras analises de biologia
molecular para ajudar no entendimento dos mecanismos

de uniao dos materiais bioativos ao tecido 6sseo.

Tadjoedin et
al. (2000)

» Realizado levantamento de seio maxilar bilateral em 10
pacientes com preenchimento aleatério por osso autégeno
particulado ou osso autégeno/vidro bioativo (1:1). Apos 4,
S ou 6 meses colocou-se, nessa regiao, 3 implantes
dentarios de titanio de cada lado e retirou-se material
para analise histologica e histométrica. Um paciente
retornou apos 14 meses e recebeu implantes dentarios
aos 16 meses. Pacientes receberam 2 doses de
tetraciclina 8 e 4 semanas antes das colocacado dos
implantes de titadnio, para avaliacdo das areas
mineralizadas por microscopia de fluorescéncia.

» Analise histologica do grupo preenchido por osso

autogeno particulado: presenca de osso lamelar aos 4
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meses. No grupo do vidro bioativo predominava ainda
osso imaturo e muitas particulas inclusas num estroma
de tecido conjuntivo vascularizado. Havia, aos 4 meses,
deposicao de tecido o6sseo nas paredes internas das
particulas, a qual aumentou com o passar do tempo. Aos
16 meses nao havia mais evidéncia de particulas de vidro
bioativo.

» Concluiram que, para o aumento de seio maxilar, a
utilizacado de particulas de vidro bioativo (diametro 300-
355um) em associacdo com osso autégeno particulado é
uma alternativa aceitavel a utilizacao do osso autogeno

isoladamente.

Carvalho et
al. (2002)

» Cavidades oOsseas em tibia de 20 ratos foram
preenchidas por vidro bioativo, osso bovino anorganico e
coagulo. Sacrificio dos animais aos 5, 10, 20 e 30 dias
apos as cirurgias. Realizada analise histologica.

» Observou-se presenca dos biomateriais em todos os
tempos de sacrificio. Havia neoformacao 6ssea em todos
os grupos e intimo contato do tecido 6sseo com os
biomaterias nos tempos mais tardios. O vidro bioativo
apresentou trabéculas 0sseas mais maduras em relacao
ao 0sso bovino anorganico.

» Concluiram que os biomateriais utilizados promoveram
adequadamente o reparo das cavidades e nao foram

absorvidos nos tempos poés-operatorios avaliados.

Norton &
Wilson
(2002)

» Alvéolos dentarios de 17 pacientes com indicacao de
exodontias foram curetados vigorosamente e a porcao
cortical perfurada, para a obtencao de um leito
sangrante. Dois tipos de vidro bioativo (Perioglas e
Biogran) foram implantados. Utilizou-se membrana em
casos de auséncia da tabua 6ssea vestibular ou lingual.
O tempo para a colocacao dos implantes dentarios de
titanio foi determinado pela analise radiografica dos

alvéolos. Com uma trefina de 2,5Smm removeu-se osso do
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centro dos alvéolos antes da colocacao dos implantes de
titdnio para analise histologica das amostras.

» Observou-se, nas amostras retiradas antes de 6 meses
a presenca de um tecido conjuntivo aderente intimamente
relacionado com o vidro bioativo e foi relatada auséncia
de tecido 6sseo. Nas amostras retiradas apos 7 meses, o
tecido 6sseo aparecia proximo a superficie das particulas
do vidro. As fissuras nas particulas foram também
relatadas e nao houve possibilidade de distincao
histologica entre os 2 tipos de material.

» Concluiram que o vidro bioativo permitiu a lenta
incorporacao do tecido 6sseo neoformado apos 7 meses
de implantacao. E que a colocacao precoce de implantes

dentarios de titanio nesse tecido em reparacao nao tem

um impacto negativo no resultado clinico.

QUADRO 1: Outros artigos publicados sobre vidro bioativo considerados na discusséo desse
trabal ho.

2.2 Osso Liofilizado Desmineralizado

Atribui-se a ampla utilizacao do osso liofilizado
desmineralizado a capacidade osteoindutora do biomaterial em regioes
ectopicas de tecido mole ou em sitios 6sseos (Lovelace et al., 1998;
Schwartz et al., 1998) e ao conteudo e difusibilidade das proteinas 6sseas
morfogenéticas (BMPs) presentes no material (Ong et al., 1998; Lohmann
et al. 2001).

Osteoinducao, por definicao é a capacidade de um material
em formar osso em tecidos que nao teriam esta capacidade por si so
(Wozney et al. 1988; Lohmann et al. 2001).

O processo de desmineralizacdo expde as proteinas

osteoindutoras localizadas na matriz o6ssea (Mellonig et al., 1992),
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podendo ativa-las (Schwartz et al., 1996). As BMPs, os fatores de
crescimento e as citoquinas interagem com as células mesenquimais ou
precursores osteogénicos indiferenciados e estimulam a diferenciacao
dessas em células osteogénicas (Lohmann et al. 2001).

Diferentes processos sao utilizados para a desmineralizacao
do osso (Hardin, 1994). O processo € iniciado com a remocao do tecido do
doador o mais cedo possivel, para se evitar a contaminacao e garantir a
atividade das BMPs (Hardin, 1994). Geralmente, o osso € imerso em
acido cloridrico e depois sua gordura removida (Hardin, 1994). Apoés
lavagem abundante, realiza-se o processo de liofilizacao, para o
armazenamento do material (Hardin, 1994).

A desmineralizacdo expoe o tecido a produtos quimicos
virucidas e Dbacterticidas, tornando remota a possibilidade de
transmissao de doencas (Mellonig et al., 1992; Hardin, 1994). O osso
desmineralizado também é considerado clinicamente nao-imunogénico
(Hardin, 1994).

Apbs a etapa de desmineralizacdo, o que permanece no
tecido € uma matriz de colageno tipo I (Hardin, 1994; Ludwig et al., 2000)
e proteinas como as BMPs (Hardin, 1994; Ludwig et al., 2000), sendo que
90% das proteinas presentes no tecido 6sseo sdo eliminadas (Hardin,
1994). O colageno no osso desmineralizado € osteocondutivo e as
proteinas morfogenéticas sao osteoindutivas.

O processo de liofilizacao consiste no congelamento do osso
e a seguir, na sublimacao do gelo, através de vacuo ao redor da amostra,
processada em uma camara de vacuo (Hardin, 1994). A antigenicidade

do material € diminuida (Hardin, 1994). A estabilidade final do produto é
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determinada pelo conteuido residual de agua, sendo a maior desvantagem
desse processo a reabsorcao, que ocorre de forma imprevisivel (Hardin,
1994).

Ludwig et al. (2000) afirmaram que apos o processo de
liofilizacdo, as células osteoprogenitoras sao destruidas, mas as
propriedades osteocondutoras permanecem no material. Os autores
acreditam, a partir de resultados obtidos em experimentos com animais,
que a concentracao absoluta dos fatores osteoindutivos na matriz 6ssea
demineralizada seja extremamente baixa e que haja uma diminuicao do
potencial osteogénico em humanos.

Schwartz et al. (1998) relataram a possibilidade das
proteinas O0sseas morfogenéticas estarem presentes no osso liofilizado
desmineralizado em wuma quantidade insuficiente para promover
formacao 6ssea em niveis detectaveis, ou poderiam também estar
inativas. Por este motivo, consideram que a variabilidade nos resultados
apos a utilizacao desse material estaria relacionada as técnicas de
processamento do mesmo ou caracteristicas do doador.

Existem diferencas na capacidade de neoformacao 6ssea
induzida pelo osso liofilizado desmineralizado proveniente de diferentes
bancos de ossos (Schwartz et al., 1996; Schwartz et al., 1998; Ong et al.,
1998; Lovelace et al., 1998; Bauer & Muschler, 2000; Lohmann et al.
2001; Paul et al. 2001). Estas sao atribuidas aos diferentes métodos de
obtencao do osso ou ao tempo para a retirada do osso apos a morte do
doador, resultando na perda da capacidade osteoindutora apos tempos
prolongados (Hardin, 1994; Schwartz et al., 1996). Além disto,

temperaturas de armazenamento (Schwartz et al., 1996), e o
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processamento do material, como por exemplo, o tempo de
desmineralizacao, distribuicao do tamanho das particulas, neutralizacao
das particulas desmineralizadas e diferencas no processo de esterilizacao
(Schwartz et al., 1996; Schwartz et al., 1998; Ludwig et al., 2000;
Lohmann et al., 2001) também podem ter alguma influéncia.

Outra explicacao estaria relacionada com as caracteristicas
do doador (Schwartz et al., 1996; Schwartz et al., 1998; Lohmann et al.,
2001), como a idade, condicdo médica, patologias anteriores, terapia com
drogas ou alteracoes genéticas (Schwartz et al., 1996).

Schwartz et al. (1996) testaram, em sitos ectopicos de
formacao o6ssea, 6 amostras de osso liofilizado desmineralizado
provenientes de diferentes bancos de ossos e também lotes diferentes dos
mesmos bancos. Na analise dos resultados os autores observaram uma
grande variacao na capacidade osteoindutora entre os diferentes bancos
de ossos. No entanto, houve também diferencas entre os lotes
provenientes do mesmo banco, o que levou a hipotese de que a
variabilidade clinica do osso liofilizado desmineralizado poderia
relacionar-se com a idade ou o género dos doadores (Schwartz et al.,
1996; Schwartz et al., 1998).

A influéncia da idade em relacdo a capacidade indutora do
osso liofilizado desmineralizado foi demonstrada em outro experimento
realizado por Schwartz et al. (1998) com ratos atimicos. O osso liofilizado
desmineralizado foi proveniente de bancos de ossos de doadores
humanos. Foram comparados 27 lotes de um mesmo banco de ossos,
considerado altamente capaz de induzir formacao 6ssea (Schwartz et al.,

1996). A metodologia utilizada foi a mesma do trabalho realizado pelos
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autores em 1996 e descrita anteriormente (Schwartz et al., 1996). De
acordo com os resultados obtidos, os autores verificaram que nem todos
os lotes apresentaram a mesma capacidade de osteoinducao e
concluiram que essa capacidade nao estaria relacionada com a resposta
dos animais, uma vez que foram utilizados animais com caracteristicas
uniformes. A diferenca na capacidade osteoindutora dos materiais estava
relacionada com a idade do doador. Doadores com mais de 50 anos
apresentaram os piores resultados. No entanto, diferencas relativas ao
género dos doadores nao foram detectadas. Concluiram, portanto, que
apesar do osso liofilizado desmineralizado possuir capacidade
osteoindutora, essa pode variar consideravelmente entre amostras do
mesmo banco de ossos, dependendo da idade do doador (Schwartz et al.,
1998).

Mais tarde, em 2001, Lohmann et al. realizaram um outro
experimento com metodologia semelhante, comparando implantes de
osso liofilizado mineralizado e desmineralizado obtidos de pacientes com
menos de 42 anos e mais de 70 anos de idade. Observaram que apenas o
osso liofilizado demineralizado proveniente de pacientes com menos de
42 anos apresentou propriedades osteoindutivas. Como todas as
amostras de osso liofilizado desmineralizado foram preparadas da mesma
maneira, os autores também atribuiram o resultado encontrado as
diferencas na faixa etaria dos doadores.

Para Lohmann et al. (2001), uma controvérsia ainda
permanece em relacao a idade do doador, uma vez que a fisiologia pode

variar em individuos mais velhos, e nestes casos, outros fatores além da
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idade poderiam também confundir a analise a respeito da capacidade
osteoindutora desses biomateriais.

Haas et al. (2002a) acreditam que o potencial osteogénico
do osso desmineralizado depende também da espécie doadora e que esse
potencial diminui a medida que aumenta a hierarquia evolutiva. No
entanto, apesar de alguns ossos liofilizados desmineralizados
apresentarem pequena ou nenhuma capacidade osteoindutora, eles
podem agir como osteocondutores (Piattelli et al., 1996; Schwartz et al.,
1996; Schwartz et al., 1998; Ludwig et al., 2000) e mantenedores de
espaco (Schwartz et al., 1998).

Segundo Piattelli et al. (1996) os mecanismos de
neoformacao 6ssea provocados pelo osso liofilizado desmineralizado
estariam relacionados as mudancas bioquimicas sofridas pelas
particulas que levariam a calcificacdo dessas. Essa remineralizacao
estimularia a absorcao por osteoclastos presentes na regido, os quais
seriam capazes de atrair osteoblastos para a superficie do material,
permitindo a deposicao 6ssea sucessiva (Piattelli et al, 1996).

A sequéncia de eventos histolégicos descrita para a
incorporacao dos implantes 6sseos homogenos ou heterégenos ao leito
receptor € a mesma descrita para os enxertos 60sseos autéogenos, mas
ocorre de forma mais lenta e menos completa do que a observada nos
enxertos (Ludwig et al., 2000; Bauer & Muschler, 2000). Quando
totalmente incorporados, os implantes 6sseos homoégenos ou heterogenos
comportam-se de maneira semelhante ao osso autoégeno, sofrendo

remodelacao de acordo com os estimulos mecanicos (Ludwig et al., 2000).
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Em um experimento com o osso liofilizado mineralizado e
desmineralizado em humanos, Piattelli et al. (1996) observaram, apos 6
meses de implantacao, melhores resultados de neoformacao 6ssea no
grupo do osso mineralizado.

Von Arx et al. (2001), em um estudo piloto com 3 caes,
testaram o fosfato tricalcio (TCP) e o osso liofilizado desmineralizado
homoégeno na reparacdao de defeitos alveolares de 2 paredes. Os
biomateriais foram mantidos em posicdo por membranas de
politetrafluoroetileno expandido (ePTFE) e parafusos de suporte. No
grupo controle foi utilizado o osso autégeno em bloco com e sem
membrana. Apesar de nao terem encontrado diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, os autores observaram que o grupo do
enxerto autégeno em bloco em associacdo com a membrana propiciou os
melhores resultados clinicos, histologicos e histomorfométricos de
aumento o6sseo. A utilizacdo de particulas de osso liofilizado
desmineralizado e fosfato tricalcio nao favoreceu a neoformacao o6ssea
nos defeitos criados.

Xiao et al. (1996) investigaram, através de analise
histolégica e imunohistoquimica, a resposta tecidual as particulas de
osso liofilizado desmineralizado implantadas para o aumento de rebordo
em  defeitos o6sseos em humanos. Uma membrana de
politetrafluoroetileno expandido (ePTFE) foi colocada sobre os defeitos
para a manutencdo dos biomateriais em posicao. Os autores
descreveram, na analise apos 9 a 13 meses de implantacao, que a maior

parte das particulas estava cercada por tecido conjuntivo fibroso com
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minima evidéncia de neoformacao 6ssea. Concluiram, portanto, ser
questionavel a utilizacdao desse material com a finalidade proposta.

Haas et al. (2002a,b) realizaram um experimento para
comparar o osso liofilizado desmineralizado de origem homogena e
heterégena para o levantamento de seio maxilar e colocacdo simultanea
de implantes cilindricos de titdnio com superficie de plasma spray de
titanio. Utilizaram como controle o osso medular retirado da crista iliaca
e colocacao do implante de titanio sem preenchimento do seio maxilar.
Os resultados foram avaliados por analises histolégica, histométrica e
biomecanica. Observaram, nas analises histologica e histométrica, que o
osso liofilizado desmineralizado nas 2 formas testadas nao foi capaz de
melhorar a interface com o implante de titanio em relacdo aos grupos
controles. O osso autégeno apresentou os melhores resultados em todas
as analises (Haas et al., 2002a). Na analise biomecanica, o osso liofilizado
desmineralizado homoégeno, surprendeu os autores, apresentando o
segundo melhor resultado (Haas et al., 2002b).

Nao se sabe o significado clinico da resposta imunologica
provocada pelo enxerto homoégeno ou heterégeno (Hardin, 1994).
Acredita-se que a antigenicidade seja eliminada durante o processo de
liofilizacao ou de desmineralizacao do tecido 6sseo (Hardin, 1994; Bauer
& Muschler, 2000), no entanto em testes mais sensiveis, pode-se verificar
que o osso liofilizado desmineralizado provoca uma resposta imunologica
bem reduzida (Hardin, 1994).

Uma das desvantagens apontadas por alguns autores (Hall
et al., 1999; Von Arx et al., 2001) para a utilizacdo dos implantes

homogenos e heterégenos seria o risco, mesmo que remoto, de
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transmissao de doencas. No entanto, sabe -se que os implantes de ossos
liofilizados mineralizados ou desmineralizados possuem o menor risco
para a transmissao viral em relacao aos ossos frescos congelados, devido
a maneira pela qual sdo processados (Mellonig et al., 1992).

Dois casos de transmissao do virus HIV através de
implantes de osso homogeno foram relatados na literatura (Mellonig et
al., 1992). No entanto, ambos tratavam-se de implantes de ossos frescos
e congelados sem nenhum método adicional de processamento (Mellonig
et al., 1992).

Mellonig et al. (1992) realizaram um trabalho com 2 tipos de
amostras: as que foram expostas ao virus HIV apés a retirada do doador
(e contaminadas) e as provenientes de doador com sorologia positiva para
o virus HIV. Os resultados demonstraram que apds o processo de
desmineralizacéo e liofilizacao, as amostras nao continham mais o virus.
Isto indica que mesmo que um doador infectado escape da deteccao do
virus nos exames laboratoriais realizados pelo banco de ossos, o
processamento do material o tornara seguro para o implante em
humanos (Mellonig et al., 1992).

Os quadros a seguir apresentam uma sinopse de outros

artigos considerados para a discussao.

Autor(es) / Material e método, resultado e conclusao

Data

Caplanis et | » Defeitos periodontais bilaterais (caninos da maxila)
al. (1998) foram realizados em 6 caes. Um lado foi aleatoriamente
implantado com osso liofilizado desmineralizado e ambos

os lados cobertos com membrana (ePTFE). Sacrificio dos
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animais apos 4 semanas da cirurgia. Realizou-se analise
histolégica e histométrica.

» Particulas do osso desmineralizado liofilizado foram
observadas envoltas por tecido conjuntivo denso com
limitada, quando existente, atividade 6ssea ao seu redor.
Observou-se nova adesao de tecido conjuntivo em ambos
os grupos e neoformacao 6ssea limitada a porcao apical e
coronal.

» Concluiram que o osso desmineralizado liofilizado nao
apresentou qualquer efeito adicional a regeneracao 6ssea

guiada nos defeitos criados.

Kohal et al.
(1998)

» Defeitos nos alvéolos de 6 caes foram confeccionados
imediatamente apds exodontia e implantados com
implantes dentarios de titanio (3 em cada lado). Havia
apenas 3 a 4mm de insercao da porcao apical dos
implantes em tecido 6sseo. Os defeitos foram preenchidos
aleatoriamente com hidroxiapatita bioabsorvivel e osso
liofilizado desmineralizado homogeno. Um deles
permaneceu sem biomaterial. Todos foram revestidos com
membranas. Sacrificio dos animais apos 6 meses. Os
implantes de 4 animais foram submetidos a teste de
contra-torque e os outros 2, a analise histologica e
histomeétrica.

» Nao foram observados remanescentes de particulas do
osso liofilizado desmineralizado.

» Concluiram que a exposicdo da membrana diminuiu
significantemente o valor de contra-torque nos implantes
dentarios; que nao houve diferencas estatisticamente
significantes entre os biomateriais com relacao aos
valores de contra-torque; e que a combinacdo de
regeneracao oOssea guiada com um substituto oOsseo

aumentou o contato osso-implante.

QUADRO 2: Artigos publicaods sobre osso liofilizado desmineralizado considerados na discusséo

desse trabal ho.
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Autor(es) /
Data

Assunto

Misch &
Dietsh
(1993)

» Revisao de literatura sobre os enxertos oOsseos e
biomateriais utilizados como substitutos 6sseos de acordo
com o mecanismo de acao de cada grupo e suas
aplicacoes. Consideraram que em defeitos 6sseos de 5
paredes espera-se o completo preenchimento da cavidade
por crescimento aposicional de osso. No entanto, para a
manutencao da espessura do rebordo pode-se preencher
o defeito com osso autégeno ou um biomaterial

absorvivel.

Carvalho et

al. (2002)

» Abordaram a histofisiologia 6ssea e os biomateriais
aplicados a Implantodontia. Sobre a utilizacdo dos
biomateriais em  defeitos o6sseos, o0s autores
acrescentaram sua experiéncia clinica as consideracoes
de Misch & Dietsh (1993). Acreditam que em defeitos
o0sseos de S paredes o processo de reparo resultaria em
novo 0sso, sem necessidade da utilizacao de biomateriais.
No entanto, um biomaterial de preenchimento poderia

auxiliar na manutencao do volume alveolar.

Branemark

et al. (1997)

» Foram instalados 3 implantes de titanio em cada tibia
de 26 ratos para analise biomecanica da osseointegracao.
Testes de contra-torque e de tracdo vertical foram
realizados em 2 implantes (individuais) de cada lado
imediatamente apos sua instalacao e depois de 2, 4, 8 e
16 semanas. Os animais foram sacrificados e as pecas
encaminhadas para analise histologica e histométrica.

» Os autores consideraram que os resultados do teste de
contra-torque estariam relacionados a biomecanica da
interface. Em contraste, os resultados do teste de tracao
vertical estariam mais relacionados com o tecido 6sseo

circundante.




57

Revi sdo da Literatura

Boyde
Wolfe
(2000)

&

» Estudaram o padrao espacial e temporal do
crescimento 6sseo ao redor de cilindros e parafusos,
confeccionados com 2 materiais diferentes, comumente
utilizados como implantes dentarios. Para isso, as
amostras de implantes inseridos em tibias de coelhos
foram analisadas em microscopia optica com visualizacao
direta em 3 dimensoes e microscopia eletronica por retro-

espalhamento de elétrons.

QUADRO 3: Outros srtigos publicaods e considerados na discusséo desse trabal ho.



3 Proposicao

Foi proposito deste trabalho avaliar a reparacao em
cavidades oOsseas preenchidas por vidro bioativo, osso liofilizado
desmineralizado e coagulo antes e apdés a instalacdo de implantes de
titanio.

Para isto foram feitas analises biomecanica, microscopica
(microscopia de luz e eletronica por retro-espalhamento de elétrons) e

histométrica.



4 Material e Método

4.1 Modelo experimental

4.1.1 Animais

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados 6
caes, machos, sem raca definida, com peso corporal variando entre 25 a
30kg. Durante o periodo experimental os animais receberam racao solida
e agua a vontade.

Os animais foram mantidos em canil particular na cidade
de Uberlandia — MG. Como parte do preparo pré-operatorio, realizou-se
hemograma e exame de urina dos animais. Também permaneceram em

observacao no canil por um periodo de uma semana antes das cirurgias.

4.1.2 Protocolo de anestesia e medicacao
complementar

Os caes foram anestesiados por um professor de anestesia
animal do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia.

A medicacao pré-anestésica foi iniciada 20 minutos antes
da anestesia propriamente dita. Foram utilizados Sulfato de Atropina
(0,044 mg/kg IM) e Acepromazina 0,2% (0,5 mg/kg) associada a
Midazolan (0,2 mg/kg) pela via endovenosa. Apos 10 minutos injetou-se,
também por via endovenosa, Meperidina (0,3 mg/kg).

Realizou-se anestesia geral dos caes com Thiopental 2,5%

(dose 12-25 mg/kg EV) através da inducao “em bolus” (de uma s6 vez).

" Projeto de pesquisa aprovado pela Comissao de Etica em Experimentagdo Animal na Faculdade
de Odontologia de Aragatuba - UNESP.
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Os animais foram intubados e monitorados durante todo o procedimento
cirargico.

Como medicacdo complementar, o veterinario optou pela
administracao de Cefazolina (20mg/kg IM), repetido a cada 2 horas
durante a cirurgia e Dipirona (25 mg/kg IM) no inicio da recuperacao do

animal.

4.2 Biomateriais

4.2.1 Vidro bioativo

O vidro bioativo utilizado foi o BioGran (Orthovita & 3i
Implant Innovations Inc., EUA). Este biomaterial apresenta a seguinte
composicao quimica por peso: 45%SiO: 24,5%Na20 24,5%Ca0 6%P.0s e
o tamanho das particulas entre 300-355um.

Antes da implantacao na cavidade, o material foi umedecido

em solucao salina estéril conforme recomendacao do fabricante.

4.2.2 Osso liofilizado desmineralizado

O osso liofilizado desmineralizado humano foi fabricado
pela empresa Ohio Valley Tissue & Skin Center, Ohio, EUA.

De acordo com informacdes fornecidas pelo fabricante, o
lote utilizado era proveniente de cadaver de um homem branco com 50
anos de idade que apresentava testes sorologicos negativos. As particulas

tinham tamanho de 250 um e o material ndo possuia capacidade
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osteoindutora. O protocolo de processamento do material descrito pelo
fabricante e consiste de:

Desmineralizacao: Utilizacao apenas da porcao cortical
que é separada da medular e moida. A seguir adiciona-se solucao de 6N
HCL em temperatura de 1°C-10°C. Sucessivas trocas de HCI e lavagem
com agua destilada pura sao realizadas até que o pH atinja 5,5. A seguir
mistura-se PBS a solucao e aguarda-se a decantacao das particulas em
uma peneira com poros do tamanho desejado. Faz-se um teste para a
presenca de ions Ca*2 e o material € encaminhado para a liofilizacao
apenas se a quantidade desse ion no material for menor do que 8%.

Liofilizacao: O material passa por 5 fases no interior do
aparelho de liofilizacao. Na primeira, permanece a -20°C por 12-24h.
Depois, a -10°C por 22-26h, 0°C por 6-12h, 20°C por 6-12h e finalmente
40°C por 2-7 horas. Todo o procedimento € realizado a vacuo.

O produto € embalado em condicoes assépticas e enviado

para irradiacao ? a 20-30 kGy.

4.2.3 Implantes dentarios de titanio

Os implantes dentarios de titanio utilizados foram
fabricados pela empresa 3i (Implant Innovations Inc., EUA). O
comprimento foi 7,0mm e o didmetro 3,75mm e a superficie nao

apresentava tratamento.
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4.3 Procedimento cirargico

4.3.1 Guias cirargicos

Guias cirurgicos (Figura 3) de metal flexivel e autoclavavel
foram confeccionados para permitir a padronizacao das perfuracées com
trefina na primeira fase. O objetivo era que se pudesse garantir a
colocacao exata dos implantes de titanio no centro das cavidades 6sseas
reparadas, durante a segunda etapa do experimento. Havia um guia
cirurgico para cada lado operado, os quais foram identificados apos a

utilizacdo na primeria fase cirargica.

4.3.2 Cirurgias experimentais

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.

A anestesia dos animais e a medicacdo complementar foram
realizadas de acordo com o protocolo descrito anteriormente. Procedeu-se
a tricotomia na regiao dos dois imeros, abrangendo toda a area entre as
articulacoes, anti-sepsia com povidine degermante e topico e colocacao

de campos cirargicos estéreis.

Primeira fase experimental

Uma incisao linear vertical, com cerca de 10cm de
comprimento, foi feita na pele e tecido subcutaneo no sentido do longo
eixo do iimero (Figura 1). Utilizou-se como referéncia anatémica para a

incisao a articulacado com a escapula e a crista 6ssea articular do umero.



FIGURA 1: Incisdo no Umero do céo.
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A localizacao da incisao foi
preconizada mais lateralmente,
por se tratar de um local de
insercao muscular, o que
facilitou o acesso ao tecido 6sseo
e favoreceu a diminuicao da

morbidade do animal no periodo

pos-operatorio. Além disso, nao

existiam vasos sanguineos importantes nessa regiao.

FIGURA 2: Exposicdo do tecido 6sseo.

FIGURA 3: Guiacirargico em posicao.

FIGURA 4: Perfuragéo da cavidade.

A musculatura foi
divulsionada e o periésteo incisado
e descolado visando adequada
exposicdo da regido 6ssea a ser
operada (Figura 2).

Adaptou-se o guia

cirurgico de forma passiva e esse

foi fixado com parafusos de titanio (1,5mm - 3i Implant Innovations,

EUA) um em cada extremidade (Figura 3).
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O tecido 6sseo foi perfurado com uma trefina de 6mm de
diametro nos orificios do guia (Figura 4). A cortical 6ssea interna
determinou o limite da profundidade das perfurtacoes e sua manutencao
teve o objetivo de evitar areas de fragilidade no osso e consequentes
fraturas.

Algumas cavidades do guia cirurgico nao foram perfuradas.
Na segunda fase, o implante de titanio foi colocado diretamente sobre o
0sso pré-existente nessas areas, seguindo-se o mesmo protocolo para as
cavidades preenchidas por biomateriais e coagulo. Este grupo
representou o controle positivo.

O pequeno bloco contendo a cortical externa e o osso
medular subjacente foi removido apos cada perfuracao e as cavidades
foram preenchidas com osso liofilizado desmineralizado (LH), vidro
bioativo (BG) e coagulo (C) (controle negativo), de acordo com o quadro a

seguir. No grupo dos biomateriais utilizou-se soro como veiculo.

ANIMAL LADO DIREITO LADO ESQUERDO
01 LH I BG I BG C
02 BG C LH C LH I
03 C LH I BG C LH
04 I BG C LH I BG
05 LH I BG I BG C
06 BG C LH C LH I

Quadro 4 Distribuicdo dos grupos: osso liofilizado desmineralizado (LH), vidro bioativo (BG),
coagulo (C) eimplante em area de osso pré-existente (1).

Removeu-se os guias cirurgicos apés o preenchimento das

cavidades (Figura 5). Membranas de titanio (3i Implant Innovations Inc.,
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EUA) foram colocadas sobre os defeitos 6sseos (Figura 6) e mantidas em

posicao pelos parafusos utilizados para a fixacdo do guia cirurgico. Estes

parafusos permaneceram em posicao durante o processo de reparo para

servirem de referéncia para o reposicionamento do guia cirurgico na

segunda fase do experimento.

FIGURA 5: Preenchimento da cavidade com
vidro bioativo.

FIGURA 6: Membrana de titanio sobre a
cavidade.

Suturou-se o periésteo, planos musculares e pele com fio

Mononylon 40 (Ethicon). Para a protecdo dos ferimentos colocou-se

povidine topico (Figura 7) e bandagem.

FIGURA 7: Suturano pds-operatdrio imediato.
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Segunda fase experimental
Foi realizada ap6s S meses da primeira seguindo-se o
protocolo ja descrito para anestesia e medicacdo complementar,

tricotomia, anti-sepsia e colocacao dos campos estéreis.

Uma nova incisao
foi realizada sobre a anterior, os
tecidos foram descolados e a
area  previamente operada,

exposta. O guia cirurgico foi

reposicionado, seguindo-se a

FIGURA 8: Reinstalagdo do guiacirdrgico.

referéncia determinada pelos

parafusos de fixacdo que permaneceram em posicao (Figura 8). A funcao
do guia nesta fase era direcionar a instalacao dos implantes de titanio
exatamente no centro das cavidades reparadas, sem contato com o tecido
Osseo pré-existente.

O protocolo para a instalacdao dos implantes de titanio foi
determinado pelo fabricante. A tunica diferenca foi na primeira
perfuracao, onde utilizou-se uma trefina com 2mm de diametro ao inveés
da broca de 2mm de diametro fornecida pelo fabricante. O objetivo era
retirar material do centro das cavidades para analise histolégica da

reparacao (Figuras 9 e 10).
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FIGURA 9: Trefina de 2mm de didmetro
pararetirada do material.

FIGURA 10: Material encaminhado para
processamento histol gico.

O tecido removido foi imediatamente fixado em formol 10%

e encaminhado para processamento histolégico no laboratério de

patologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Foram instalados implantes de titanio no centro de todos os

orificios do guia cirargico (Figuras 11 e 12), inclusive nas areas de osso

pré-existente que premaneceram sem perfuracao na primeira fase.

As etapas posteriores de sutura, curativos e medicacao

foram semelhantes as da primeira fase.

— _cadlill
FIGURA 11: Implantes de titanio no
centro das cavidades.

FIGURA 12: Posi¢éo dosimplantes de
titénio apds remocao do guia.
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Terceira fase experimental
A terceira fase foi realizada apos 3 meses da instalacao dos
implantes de titanio. Os caes foram novamente anestesiados para o teste
biomecanico.
Este teste constituiu na mensuracao da forca de contra-
torque necessaria para o rompimento da interface entre o osso e o
implante de titanio. Para isto utilizou-se um torquimetro digital (Mark 10
Corporation — série BG/BGI, EUA) (Figura 13). Os implantes de titanio
foram desrosqueados em cerca de 400 e no momento em que se observou
a fratura da interface, o movimento foi interrompido e os implantes foram

reposicionados e mantidos no interior do tecido 6sseo (Figura 14).

FIGURA 13: Torquimetro digital.

FIGURA 14: Teste
biomecénico.

Os animais foram sacrificados por sobredosagem de
anestésico e as pecas removidas e fixadas em formol 10%. As amostras
foram radiografadas na Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP

(Figura 15) e enviadas a Universidade de Toronto, onde foi realizado o
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processamento laboratorial, analise de microscopia eletronica por retro-

espalhamento de elétrons e analise de microscopia Optica.

FIGURA 15: Radiografias apés sacrificio dos animais e remocdo das
pecas.

4.4 Processamento para microscopia
eletronica e optica

Inicialmente as pecas foram removidas em blocos Uinicos
com as 3 amostras de cada lado. A seguir, os blocos foram cortados e as
cavidades com os implantes de titanio individualizadas para a inclusao
em resina acrilica.

Verificou-se uma grande quantidade de gordura na porcao
medular do tecido 6sseo que precisou ser removida para nao interferir no

processo de polimerizacao da resina.



2

Materi al e Método

4.4.1 Remocao de gordura das pecas

FIGURA 16: Soxhlet Extraction
Apparatus.

Seguiu-se o protocolo
de remocao de gordura descrito

por Goldman et al. (1998) e

Goldman (2001). ApoOs

desidratacdo das pecas em

concentracoes gradativas de alcool

durante 11 dias, os autores

preconizavam a utilizacdo de uma

mistura de 50:50 Theptano-

isopropanol como solvente em um

aparelho denominado Soxhlet

(Soxhlet Extraction Apparatus, Lab Glass, E.U.A.) (Figura 16). O

procedimento durava 14 dias e consistia de ciclos repetidos de lavagem

das amostras no interior do aparelho pelo solvente.

4.4.2 Microscopia eletronica por retro-

espalhamento de elétrons

Finalizado o processo de remocao de gordura, as pecas

foram preparadas para inclusdo em resina. Primeiro, foram colocadas em

alcool absoluto por 2 dias com uma troca apdés 24h. O objetivo era

completar o processo de desidratacao quimica e remover o solvente

utilizado para a extracao de gordura. A seguir, trocas diarias de solucao

de alcool absoluto e xilenol foram realizadas durante 5 dias, com

concentracoes decrescentes de alcool e crescentes de xilenol para que
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houvesse uma infiltracao gradativa no tecido o6sseo e remocao de
qualquer residuo do solvente. Trocas gradativas também foram feitas
para a transicao entre o xilenol e o monomero de polimetil-metacrilato
(Osteo-Bed, Polysciences Inc., E.U.A.), primeiro passo para a infiltracao
com resina.

As pecas permaneceram imersas no monomero durante 6
dias a 4°C, com uma troca apés 3 dias. O protocolo de infiltracao com
resina preconizava a imersao em 2 soluc¢oes com catalizador (peroxido de
benzoil) e monomero, com concentracoes crescentes durante 6 dias em
cada solucao e com uma troca apos 3 dias. Para a inclusao, as pecas
foram colocadas em recipientes individuais de plastico. Os recipientes
foram mantidos em estufa a temperatura de 37°C até a polimerizacao da
resina. Depois permaneceram a temperatura de 60°C durante cerca de
24h para a finalizacao do processo de polimerizacao.

Os blocos foram seccionados ao meio com um disco
diamantado (Saw Buehler) fixado a um aparelho rotatétio (Precision Saw
Buehler Isomet 1000) com velocidade de 875 rpm e sob irrigacao
abundante. A seguir foram polidos com lixas de diferentes granulacoes
(180, 320, 4000 respectivamente) e rotacao de 300 rpm. O polimento
final foi feito com Alumina utilizando-se diferentes tamanhos de
particulas (1um, 0,3 um e 0,05 um respectivamente) em velocidade de
600 rpm.

As amostras foram cobertas por uma camada de 2nm de
platina para a visualizacdo no microscopio eletronico (HITACHI),

calibrado para 20Kv.



74

Material e Metodo

Como nao foi possivel obter uma imagem de toda a area de

interesse devido ao tamanho dos blocos, padronizou-se a obtencao de 5
imagens (2 do lado direito, 1 da porcao apical e 2 do lado esquerdo) em
um aumento de 25 vezes. As imagens foram sobrepostas e montadas no

software Sigma Scan Pro 4.

4.4.3 Microscopia optica

O material removido imediatamente antes da colocacdo dos
implantes de titanio na segunda fase cirurgica foi fixado em formol 10%
tamponado e encaminhado para processamento histologico no
laboratotio de patologia do Hospital de Clinicas da UFU.

As pecas foram incluidas em parafina, cortadas com
espessura de 5 um e coradas em HE. Algumas laminas do grupo do osso
liofilizado desmineralizado e vidro bioativo foram selecionadas e coradas
em Tricromico de Masson no laboratério de histologia do Bone Interface
Group - Universidade de Toronto e laboratéorio de histologia do
Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da FOA-UNESP.

Alguns blocos em resina, de amostras dos grupos
experimentais foram corados com Azul de Toluidina e van Gieson apoés a

analise de microscopia eletronica.

4.5 Analise histométrica

A analise histométrica das imagens obtidas por microscopia
eletronica de retro-espalhamento de elétrons foi realizada através do

software Sigma Scan Pro 4. A unidade de medida utilizada para o calculo
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das areas foi “pixels”. Excluiu-se dessa analise o grupo no qual o
implante de titanio foi inserido diretamente em osso pré-existente.

Inicialmente o defeito O6sseo foi delimitado. Apesar do

processo de reparacao estar bem adiantado era possivel identificar as

paredes do defeito pela diferenca de intensidade em relagcdo ao osso

maduro da regido. Determinou-se o limite inferior do defeito no apice do

implante de titanio (Figura 17).

FIGURA 17- Delimitac8o da area de interesse para analise histométrica.

A imagem foi cortada, restando apenas a area selecionada
(Figura 18), que representava a drea total do defeito. Os valores dessa

area total foram entao obtidos.
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FIGURA 18- Areatotal do defeito. I

A seguir, a drea ocupada pelo implante foi demarcada e
também mensurada. Da subtracao entre a drea total do defeito (Figura
19) e a drea ocupada pelo implante (Figura 19), em verde, obteve-se a

possivel area de neoformacdo 6ssea do defeito (em vermelho).
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FIGURA 19 Software Sigma Scan Pro 4. Figurano centro representando a areatotal do defeito
sobreposta pela &rea ocupada pelo implante de titanio (verde).

A drea de possivel neoformagdo 6ssea era de maior interesse
para a analise histomeétrica, pois desejava-se calcular a porcentagem de
neoformacao 6ssea nesta.

Para que a mensuracao do tecido 6sseo fosse feita da forma
mais precisa possivel, a figura foi transportada para o software Corel
Photo Paint 10. Todas as imagens que nao representavam o tecido 6sseo
foram apagadas, restando apenas o osso em evidéncia (Figura 20), que

foi mensurado pelo software Sigma Scan Pro 4.
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FIGURA 20m paracélcul o da porcentagem d ormac_;éo ssea

Os valores foram transformados em porcentagem de
neoformacao O6ssea. A seguir, calculou-se a média das medidas de
histometria de cada lado dos blocos (estes haviam sido seccionados ao
meio). Os valores finais da porcentagem de neoformacao 6ssea relativos a
cada amostra foram representados em um grafico em linhas (Figura 54) e

analisados estatisticamente para a comparacao entre os grupos.

4.6 Analise estatistica

A prova estatistica adequada a analise de dados relativos a
duas amostras que se apresentem em escala intervalar ou de razao, € o

“Teste t de Student”. Quando se tém mais de duas amostras, a prova
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estatistica adequada € o “Teste F de Snédecor”, também denominado
ANOVA - Analise de Variancia.

No entanto, estas provas paramétricas s6 podem ser
aplicadas quando alguns requisitos sdo preenchidos. E necessario que se
verifique se a distribuicao dos valores € normal e se ha homogeneidade
entre as variancias.

A primeira analise efetuada foi a verificacao da
normalidade, ou nao, da distribuicao dos dados, através da prova “An
analysis of variance test for normality” (Shapiro & Wilk, 1965).

Como as distribuicoes apresentaram-se nao-normais, foi
aplicado um teste nado parameétrico, o teste U de Mann-Whitney (Siegel,

1975).



5Resultado

5.1 Teste biomecanico e analise

estatistica
O cao numero 1 fraturou a pata direita cerca de vinte dias
apos a primeira fase cirurgica e foi eliminado do trabalho.
Os valores do teste biomecanico, representando a forca de
contra-torque para romper a interface do tecido 6sseo com o implante

estdo demonstrados no quadro a seguir.

ANIMAL LADO DIREITO LADO ESQUERDO
1 2 3 1 2 3
LH T BG T BG C
2 BG C LH C LH I
21,5 | 18,8 | 18,8 | 24,1 | 28,9 | 38,3
3 C LH T BG C LH
32,5 | 12,8 | 41,7 | 30,1 | 7,1 | 32,8
4 I BG C LH I BG
18,4 | 21,7 | 6,3 1,1 | 172 | 1,7
5 LH T BG T BG C
4,7 | 183 | 43,7 | 25,5 | 29,0 | 28,3
6 BG C LH C LH I
17,6 | 11,2 | 24,8 | 29,9 | 42,8 | 69,6

Quadro 5: Representacdo de cada amostra com seu respectivo valor de contra-torque em Ncm.

Os valores absolutos para o teste biomecanico mostrados
no quadro anterior foram representados no grafico (Figura 21), que se

segue.
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FIGURA 21- Representacdo dos val ores de contra-torque obtidos nos 4 grupos.

A prova “An analysis of variance test for normality” (Shapiro
& Wilk, 1965) para a verificacao da normalidade foi feita sobre os valores
de torque obtidos com o grupo do implante em osso pré-existente
(controle positivo). O resultado encontrado foi w = 0,831 sendo que, para
n = 7, o valor critico de w € 0,963. O valor de w, sendo menor do que o
valor critico, indica que a distribuicao é “nao-normal”.

A seguir, efetuou-se a transformacéao logaritmica dos dados
e aplicou-se novamente a prova “An analysis of variance test for
normality”. O valor encontrado foi w = 0,888 indicando, ainda, nao-
normalidade da distribuicéo.

Em vista desses resultados optou-se, na analise estatistica,
por um teste nao-parameétrico, adequado a 2 amostras independentes.
Com o objetivo de verificar a existéncia ou nao de diferencas significantes
entre os resultados, foi aplicado o teste U de Mann-Whitney (Siegel,
19735) aos valores relativos aos grupos tratados com o vidro bioativo, o
osso liofilizado desmineralizado, e os grupos controle implante em osso

pré-existente e coagulo, comparadas as séries de valores, duas a duas.
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O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05, em uma

prova bilateral. Os resultados estdao demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Probabilidades associadas aos valores de U, obtidas apés aplicacao
do teste de Mann-Whitney aos valores relativos aos grupos do vidro bioativo,
osso liofilizado desmineralizado, implante em osso pré-existente e coagulo,

comparadas as séries de valores, duas a duas.

Variaveis Analisadas Probabilidades
Vidro bioativo x DFDBA 0,6434
Vidro bioativo x Implante 0,6434
Vidro bioativo x Coagulo 0,6547
DFDBA x Implante 0,3545
DFDBA x Coagulo 0,8747
Implante x Coagulo 0,2472

De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 1,
nao foram encontradas diferencas significantes entre as variaveis

analisadas.

5.2 Microscopia optica

As amostras retiradas aos 5 meses, imediatamente antes da
colocacao dos implantes de titanio, foram encaminhadas para
processamento histologico com inclusao em parafina e coloracaioem HE e

Tricromico de Masson.
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5.2.1 Vidro bioativo

Numa analise de microscopia 6ptica em pequeno aumento
observa-se, na maioria das amostras, a presenca de trabeculado 6sseo
com interposicao de osso medular (Figura 22). Em alguns animais esse
tecido 6sseo ocupa boa parte da amostra (Figura 23).

Remanescentes do material estao presentes em todas as
amostras desse grupo (Figuras 22, 23 e 24). Os granulos mais integros
sao observados principalmente envoltos por um tecido de aspecto fibroso
e denso (Figura 23). Nas areas de tecido 6sseo compacto quase nao se
observa granulos e quando presentes, estdao bem diminuidos pois foram
substituidos em grande parte pelo osso circundante (Figura 23).

Verifica-se, também, a presenca de fissuras e escavacoes
nos granulos com a comunicacao da parte interna com a externa (Figura
24). Em alguns casos, ha deposicao de tecido 6sseo neoformado no

centro das particulas (Figura 24).
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FIGURA 22- Grupo vidro bioativo. Tecido 6sseo com trabeculado denso e
espacos medulares. Presenca de remanescentes do material. Tricrémico de
Masson. Original 100X.

FIGURA 23- Grupo vidro bioativo. Tecido 6sseo ocupando boa parte da amostra.
Tricrdmico de Masson. Original 100X.
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Numa outra lamina observa-se, adjacente aos granulos do

material e proximo ao tecido 6sseo com caracteristica histolégica

evidente, um tecido com aspecto fibroso, denso e irregular (Figura 24).

FIGURA 24- Grupo vidro bioativo. Tecido denso eirregular em continuidade
com o tecido ésseo. Tricrdmico de Masson. Original 100X.

Num maior aumento nota-se a continuidade desse tecido
de aspecto fibroso com o osso e intimo contato com a interface do
material (Figura 25). As células em contato ou imersas neste tecido
apresentam morfologia arredondada (Figura 26).

Percebe-se também a degeneracdo dos granulos, com

escavacao e formacao 6ssea no interior (Figura 25).
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FIGURA 26- Grupo vidro bioativo. Areado tecido denso eirregular dafigura
anterior em maior aumento mostrando células arredondadas na regi&o.
Tricrémico de Masson. Original 1000X.
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A cavitacao do vidro bioativo € observada em praticamente

todos os granulos, assim como o crescimento de tecido 6sseo em seu
interior (Figura 27). Esse tecido 6sseo € depositado sobre a superficie
interna do granulo, evidenciando o fenomeno de osteogénese por contato,

descrito por Davies (1998, 2003).

FIGURA 27- Grupo vidro bioativo. Granulo de vidro bioativo em maior aumento
mostrando cavitacdo e crescimento de tecido 6sseo em seu interior. Tricrémico
de Masson. Original 1000X.

As imagens demonstram a continuidade entre os tecidos do
interior e exterior da particula, através das cavitacoes e fissuras nos
granulos (Figura 28), os quais muitas vezes parecem ter sido

parcialmente absorvidos ou incorporados ao tecido 6sseo (Figura 29).
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FIGURA 29- Grupo vidro bioativo. Incorporacéo dos granulos de vidro bioativo
ao tecido 6sseo. Tricromico de Masson. Original 250X.
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5.2.2 Osso liofilizado desmineralizado

No grupo do osso liofilizado desmineralizado, assim como
no do vidro bioativo, observou-se tecido 6sseo maduro, com trabeculado

espesso e interposicao de osso medular (Figura 30).

FIGURA 30- Grupo osso liofilizado desmineralizado. Tecido 6sseo com
pequenas areas interpostas por medular. HE. Original 100X.

Nesse grupo também havia a presenca de remanescentes do
material nas amostras, mas em tamanho menor do que o das particulas
implantadas originalmente, sugerindo a absorcado e incorporacdo do
material pelo tecido 6sseo (Figuras 31 e 32). As particulas eram
evidenciadas por nao apresentarem-se com células inclusas como no

osso vital.
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FIGURA 31- Grupo 0sso liofilizado desmineralizado. Poucos remanescentes do
material no tecido 6sseo. HE. Original 250X.

FIGURA 32- Grupo osso liofilizado desmineralizado. Detalhe da figura anterior
em maior aumento paraa visualizagdo de remanescentes do material. HE.
Original 1000X.
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Verificou-se também, em algumas amostras, grande

quantidade de tecido conjuntivo (figura 33) bastante celularizado,

envolvendo o material (Figura 34). Um dos animais que apresentava este

tecido obteve o menor valor de contra-torque registrado: 1,1 Ncm.
Nesses casos, os granulos do osso liofilizado

desmineralizado mostravam-se praticamente intactos (Figuras 33 e 34).

FIGURA 33- Grupo o0sso liofilizado desmineralizado. Tecido conjuntivo denso
observado em alguns animais. HE. Original 100X.
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FIGURA 34- Grupo osso liofilizado desmineralizado. Particulas do material
eram observadas envoltas por tecido fibroso. HE. Origina 250X.

Com aspecto diferente do observado no grupo do vidro
bioativo, o tecido presente ao redor dos granulos apresentava
caracteristicas histolégicas de tecido conjuntivo fibroso com células
alongadas, possivelmente fibroblastos (figura 35).

Ao redor das particulas foram evidenciadas células gigantes

(Figura 3595).
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FIGURA 35- Grupo osso liofilizado desmineralizado. Presenca de fibroblastos
no tecido conjuntivo e células gigantes ao redor do implante. HE. Original
1000X.

5.2.3 Coagulo
No grupo do coagulo observou-se o tecido 6sseo trabecular
bem organizado, interposto por tecido medular em todas as amostras
(Figuras 36 e 37). A Unica diferenca entre os animais foi a presenca de
tecido medular em maior quantidade em umas amostras do que em

outras.
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FIGURA 36- Grupo coagulo. Tecido ésseo trabecular bem organizado interposto
por medular. HE. Original 100X.

FIGURA 37- Grupo coégulo. Figura anterior em maior aumento para observacéo
da organizagdo do osso trabecular e medular. HE. Original 250X.
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5.2.4 Osso pré-existente

As amostras de osso pré-exitente também apresentaram

osso trabecular bem organizado e tecido medular (Figura 38).

HE. Original 100X.

Em um animal, havia grande quantidade de medular em
relacado ao osso trabecular, que apresentava-se mais delgado em
comparacao com as outras amostras. Curiosamente, o valor de contra-
torque desta amostra foi maior do que o de outras amostras do mesmo
grupo com osso trabecular mais espesso e em maior quantidade em

relacdao ao medular (Figura 39).
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FIGURA 39- Grupo 0sso pré-existente. Grande quantidade de medular em
relacdo ao 0sso trabecular. HE. Original 100X.

O maior valor de contra-torque (69,6 Ncm) foi obtido neste
grupo. Observou-se nessa amostra apenas tecido 6sseo bem compacto e
organizado sem interposicao de medular (Figura 40). Era um tecido 6sseo

maduro com sistemas Haversianos presentes.
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FIGURA 40- Grupo 0sso pré-existente. Amostra que apresentou o maior valor de contra-torque
(69,6 Ncm). Observarse o tecido 6sseo compacto sem medular. HE. Original 100X.

5.3 Microscopia eletronica
por retro-espalhamento
de elétrons

Como descrito no Material e Método, os blocos em resina
foram seccionados e as duas metades analisadas. Eram muito grandes
para visualizacdo no microscopio eletrénico em uma s6 imagem.
Portanto, cinco fotos com um aumento de 25X foram obtidas de toda a
regiao (2 do lado esquerdo, 1 da porcéao apical do defeito e 2 do lado

direito). Posteriormente estas fotos foram sobrepostas e montadas com o
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software Sigma Scan Pro 4 para a obtencao de apenas uma imagem da

area total de interesse. A seguir observa-se as imagens obtidas e

representadas em cada grupo.

5.3.1 Vidro bioativo
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FIGURA 41- Imagem de microscopia el etronica por retro-espalhamento de elétrons das
amostras do grupo do vidro bioativo. Original 25X.

5.3.2 Osso liofilizado desmineralizado
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FIGURA 42- Imagem de microscopia el etrénica por retro-espalhamento de elétrons das
amostras do grupo do osso liofilizado desmineralizado. Original 25X.
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5.3.3 Coagulo
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FIGURA 43- Imagem de microscopia el etronica por retro-espalhamento de elétrons das
amostras do grupo do coégulo. Original 25X.

5.3.4 Osso pré-existente
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FIGURA 44- Imagem de microscopia €l etrdnica por retro-espalhamento de el étrons das
amostras do grupo do osso pré-existente. Original 25X.

Numa observacao de todas as imagens, observa-se que nao
existem grandes diferencas na neoformacao 6ssea entre os 4 grupos

estudados.
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Em maior aumento observa-se, na porcado cortical um

tecido o6sseo com caracteristica lamelar, apresentando sistemas
Harvesianos.

As maiores diferencas entre os grupos estao relacionadas ao
padrao de reparacao de cada animal e as diferencas anatdémicas entre os
animais, que acabaram refletidas nas cavidades e consequentemente, na

insercao dos implantes de titanio.

5.4 Microscopia optica X

eletronica

Alguns blocos dos grupos cujas cavidades foram
preenchidas por biomateriais foram corados com Azul de Toluidina e Van
Gieson. O objetivo foi analisar por microscopia 6ptica o tecido formado na
area do defeito 6sseo e ao redor dos biomateriais.

Foi colocado 6leo de imersao para ajudar na estabilizacao
da lamina sobre os blocos, para que esses pudessem ser fotografados em
um microscopio de disseccao. A lamina de vidro tem importante papel na
difracao da luz e a visualizacao dos blocos sem ela é insatisfatoria. As
imagens de microscopia 6ptica foram comparadas com as de microscopia

eletronica da mesma regiao.
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5.4.1 Vidro bioativo

No bloco cujas imagens sao vistas a seguir, observa-se
remanescentes do material incorporados ao tecido 6sseo na regiao do
defeito reparado (Figuras 45 a 48). Observa-se também que a maior parte
do tecido que reparou na porcao lateral do implante de titanio era
cortical. No entanto, verifica-se, nesse animal, que nas roscas do
implante de titanio nao ha o contato direto com o osso (Figuras 45 a 48).
Esta amostra apresentou o valor de contra-torque mais baixo do grupo:

1,7 Ncm.

FIGURA 45- Vidro Bioativo. Imagem de microscopia éptica (Original 10X) e eletrénica
por retro-espalhamento de elétrons (Original 22X).
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FIGURA 46- Vidro bioativo. Microscopia 6ptica do bloco mostrando ainterface do implante
detitanio com o tecido 6sseo (lado direito). Original 20X. Imagem correspondente de
microscopia el etronica por retro-espal hamento de elétrons. Original 22X.

FIGURA 47- Vidro bioativo. Imagem anterior em maior aumento para observacgao de
remanescentes do biomaterial implantado. Original 40X.
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FIGURA 48- Vidro bioativo. Microscopia éptica do bloco mostrando ainterface do
implante de titanio com o tecido 6sseo (lado esquerdo). Original 20X. Imagem de
microscopia el etronica por retro-espalhamento de elétrons correspondente. Original 22X.

E possivel perceber que os remanescentes dos granulos
apresentam-se degradados e que houve a incorporacao e substituicao
desses pelo tecido 6sseo circundante. O osso neoformado na regiao peri-
implantar € basicamente cortical. Nesse caso, houve a interposicao de
tecido conjuntivo, impedindo que o tecido 6sseo chegasse até as roscas
do implante dentario. Isto aconteceu provavelmente devido a deiscéncia
de sutura ocorrida no cao durante o pés-operatorio imediato da segunda

fase cirargica.
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5.4.2 Osso liofilizado desmineralizado

o

FIGURA 49- Osso liofilizado desmineralizado. Imagem de microscopia Optica (Origina 10X)
e eletronica por retro-espalhamento de elétrons (original 25X).

FIGURA 50- Osso liofilizado desmineralizado. Microscopia 6ptica do bloco mostrando a
interface do implante de titdnio com o tecido 6sseo (lado direito). Original 20X. Imagem
correspondente de microscopia el etronica por retro-espalhamento de el étrons. Original 22X.
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FIGURA 51- Osso liofilizado desmineralizado. Microscopia 6pticado bloco mostrando a
interface do imp lante de titénio com o tecido 6sseo (lado esquerdo). Original 20X. Imagem
correspondente de microscopia eletrénica por retro-espalhamento de el étrons. Original 22X.

Na amostra de osso liofilizado desmineralizado em questao
observa-se o contato do tecido 6sseo com as roscas do implante na
interface (Figuras 49 a 51). Nao foi possivel perceber a presenca de
remanescentes de osso liofilizado desmineralizado na microscopia
eletronica ou optica. Provavelmente porque o biomaterial ja havia sido

totalmente absorvido ou incorporado ao osso neoformado.

5.5 Analise histométrica e

estatistica

Apesar do protocolo seguido para o preparo dos blocos para
microscopia eletrénica ter sido o mesmo, nao foi possivel se obter um

padrao de corte com o disco de diamante idéntico para todas as
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amostras. Por este motivo, a comparacao entre grupos e até mesmo entre

elementos do mesmo grupo ficou comprometida através de qualquer tipo
de analise. Optou-se entdo pela analise histométrica através da
comparacao da porcentagem de neoformacao 6ssea em cada amostra. Os
valores obtidos estdo representados no quadro (Quadro 6) e grafico

(Figura 52) a seguir.

ANIMAL PORCENTAGEM DE NEOFORMACAO OSSEA
LADO DIREITO LADO ESQUERDO

BG LH C BG LH C

2 42% 34% 30% - 36% 30%

3 - 38% 43% 51% 50% 47%

4 46% - 31% 47% 25% -

5 63% 31% - 54% - 37%

6 53% 58% 40% - 45% 51%

Quadro 6: Representacdo dos val ores de porcentagem de neof ormagéo 6ssea de cada amostra
do grupo experimental.
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FIGURA 52- Porcentagem de neoformag&o dssea nos defeitos criados em himero de céo e
preenchidos pel os biomateriais e coagul o.




112

Resul t ado
A mesma prova “An analysis of variance test for normality”

(Shapiro & Wilk, 1965) para a verificacao da normalidade foi aplicada aos
valores relativos a histometria obtidos com o coagulo, para verificacao.

O resultado encontrado foi w = 0,940, sendo que, para n =
14 o valor critico de w € 0,947. O valor de w encontrado, sendo menor do
que o valor critico, indica que a distribuicdo € nao-normal. Apos a
transformacao logaritmica, a prova foi reaplicada e o resultado foi w =
0,936, indicando, ainda nao-normalidade da distribuicao.

Com interesse em se verificar a existéncia ou nao de
diferencas significantes entre os resultados obtidos com a histometria,
aplicou-se o teste U de Mann-Whitney (Siegel, 1975), aos valores relativos
aos grupos tratados com vidro bioativo, osso liofilizado desmineralizado e
coagulo, comparadas as séries de valores, duas a duas.

O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05, em uma

prova bilateral. Os resultados estdao demonstrados na tabela a seguir.

TABELA 2 - Probabilidades associadas aos valores @& U, obtidas quando da
aplicacao do teste de Mann-Whitney aos valores relativos aos grupos tratados
com Vidro bioativo, DFDBA e Coagulo, comparadas as séries de valores, duas a

duas.

Variaveis Analisadas Probabilidades
Vidro bioativo x DFDBA 0,0011%
Vidro bioativo x Coagulo 0,0011"
DFDBA x Coagulo 0,6153

(*)p<0,05
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De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 2, foram

encontradas diferencas significantes entre as medidas de histometria
obtidas com o grupo do vidro bioativo e osso liofilizado desmineralizado e
também, entre as medidas obtidas com o grupo do vidro bioativo e

coagulo, sendo que os valores mais elevados foram os relativos ao grupo

do vidro bioativo, nos dois casos.



6 Discussao

Carvalho et al. (2002a) acrescentando a sua experiéncia
clinica consideracoes de Misch & Dietsh (1993) para os tratamentos de
diferentes tipos de defeitos 6ssos, propuseram que defeitos 6sseos de 5
paredes sao favoravelmente tratados apenas com a manutencdo do
coagulo na regidao, sem a necessidade de enxertos ou materiais
substitutos 6sseos. No entanto, acrescentaram que um biomaterial de
preenchimento estaria indicado para o tratamento desse tipo de defeito
o0sseo com a finalidade de auxiliar na manutencao do volume e altura
ossea (Misch & Dietsh, 1993; Carvalho et al., 2002a).

A idéia da utilizacdo de biomateriais para o tratamento de
defeitos 6sseos é ampla e engloba ndo apenas a manutencao ou o ganho
de volume 6sseo, mas também a restauracao funcional e estética, com
implantes de titanio, de areas previamente reparadas por substitutos
o0sseos. Surgiu entao a proposta para a realizacao desse trabalho, cujos
objetivos eram analisar e comparar a qualidade da neoformacao 6ssea
em areas implantadas com vidro bioativo e osso liofilizado
desmineralizado com areas que nao receberam substitutos 6sseos.

O modelo experimental proposto foi o Umero de cao.
Experimentos com biomateriais em caes (Schepers & Ducheyne, 1997;
Caplanis et al., 1998; Kohal et al., 1998; Schepers et al., 1998; Hall et
al., 1999; Von Arx et al., 2001) estao consagrados no meio cientifico,
principalmente em estudos nos quais se necessita criar defeitos 6sseos
amplos. A razdo para a escolha do umero foi o tamanho, largura e

espessura desse 0sso, uma vez que planejava-se a confeccao de
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cavidades com 6mm de diametro e nao se desejava correr o risco de
fratura 6ssea. No entanto, um dos caes fraturou o iumero direito 21 dias
apos a cirurgia e foi eliminado do trabalho.

Durante a instalacdo dos implantes de titanio a atencao foi
direcionada para que eles nao mantivessem qualquer contato com o 0sso
pré-existente na regidao. A Unica excecao foi para o grupo no qual o
implante de titanio foi inserido diretamente sobre o osso pré-existente
(controle positivo), sem a confeccao prévia de cavidades. Preocupava-se
com a possibilidade de obtencao de um valor falso no teste biomecanico
dos implantes de titdnio, caso houvesse o reparo nos grupos
experimentais e de controle do coagulo, de parte do implante em contato
com o osso pé-existente. Por este motivo, os guias cirurgicos foram
idealizados de forma a serem utilizados individualmente.

Sabe-se que o vidro bioativo e osso liofilizado
desmineralizado apresentam boa resposta bioloégica quando implantados
em cavidades ossea (Carvalho et al. 2002b; Shimizu et al., 1997; Cancian
et al., 1999; Hall et al., 1999; Lindfors & Aho, 2000; Froum et al., 2002).
As observacoes histologicas do presente trabalho apdés S5 meses de
implantacao destes biomateriais também ratificam o descrito na
literatura em termos de biocompatibilidade.

Na analise histologica das amostras retiradas
imediatamente antes da insercao do implante de titanio, verificou-se uma
boa reparacdo em todos os grupos. Remanescentes dos biomateriais
ainda estavam presentes em ambos grupos experimentais. No entanto,

nas areas de neoformacéao 6ssea mais intensa estes apresentavam-se em



117

Di scusséo
tamanho bem menor sugerindo que foram reabsorvidos ou incorporados
pelo osso circundante.

Na avaliacao microscopica do grupo do vidro bioativo, os
granulos apresentavam fissuras e cavitacoes e havia uma comunicacao
do meio interno com o externo. Na maioria deles, havia neoformacao
O0ssea em seu interior. Um aspecto curioso nesse grupo foi a observacao,
ao redor dos granulos, de um tecido de aspecto fibroso denso e pouco
celularizado, em intimo contado com o material. Um trabalho, ainda néao
publicado’, indica que este tecido seja o proprio osso em uma fase mais
imatura a reconhecida histologicamente. Existem evidéncias de uma
quantidade aumentada de ions calcio, principalmente, e fosfato em niveis
semelhantes ao do osso, neste tecido em areas préximas aos granulos de
vidro bioativo. Isso foi observado através de analise por dispersao de
energia (EDX) e mapeamento elemental. No entanto ainda nao se sabe
explicar porque apos S meses da implantacao esse tecido ndo adquiriu o
aspecto histologico convencional de tecido 6sseo e apresenta-se de forma
imatura. Muitos autores (Virolainen et al., 1997; Schepers & Ducheyne,
1997; Tadjoedin et al., 2000; Norton & Wilson, 2002) observaram esse
tecido em seus experimentos e o interpretaram e descreveram de diversas
formas.

Virolainen et al. (1997) apos a analise histologica aos 14
dias da implantacao do vidro bioativo em tibias de ratos descreveram-no

como conjuntivo fibroblastico com aparéncia semelhante a do periosteo,

" MENDES, V. C., CARVALHO, P. S. P, DAVIES, J. E. Evaluation of the early rapid bone
formation around bioactive glass particles— no prelo.
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orientado paralelo a superficie dos granulos. Aos 28 dias verificaram a
reposicao desta estrutura por osso lamelar.

Schepers & Ducheyne (1997) implantaram o vidro bioativo e
2 diferentes tipos de hidroxiapatita em cavidades 6sseas na mandibula
de caes. De forma semelhante a Virolainen et al. (1997) relataram, pela
analise histologica apos 1 més de implantacao, que as particulas do vidro
bioativo estavam cercadas por um tecido fibroso que foi substituido por
0sso com o passar do tempo.

Tadjoedin et al. (2000) analisaram 72 biopsias de pacientes
submetidos a levantamento bilateral de seio maxilar. Um lado era
experimental, no qual o seio maxilar foi preenchido por osso autogeno de
crista iliaca particulado e vidro bioativo (1:1) e o outro lado o controle,
com o preenchimento apenas por osso autogeno de crista iliaca
particulado. Os autores observaram que apos 16 meses da cirurgia, a
quantidade de tecido 6sseo nos dois grupos era semelhante. Com o
passar do tempo, o tecido ao redor dos granulos inicialmente “fibroso e
rico em células” foi substituido por tecido 6sseo.

Norton & Wilson (2002) também mencionaram um tecido
que denominaram “conjuntivo aderente”, intimamente relacionado a
superficie de dois diferentes tipos de vidro bioativo, numa analise de
microscopia Optica aos 6 meses apos implantacao dos biomateriais em
alvéolos humanos. Relataram que aos 6 meses havia apenas este tecido,
sem formacao 6ssea aparente, mas verificaram deposicao de tecido 6sseo
proximo a superficie dos biomateriais a partir do 7° més de implantacao.

Na avaliacdo microscopica do grupo do osso liofilizado

desmineralizado, as particulas do implante foram identificadas pela
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auséncia de osteocitos, assim como também descrito por Xiao et al.
(1996). Em algumas amostras havia tecido conjuntivo circundando o
biomaterial com caracteristicas diferentes do observado no grupo do
vidro bioativo. Era bastante celularizado e em um maior aumento
verificava-se a abundante presenca de fibroblastos ao redor dos
granulos. Nesse grupo também foi possivel a visualizacao de células
gigantes ao redor dos granulos.

O teste biomecanico foi realizado para se verificar a
qualidade do osso neoformado nos grupos controle, vidro bioativo e osso
liofilizado desmineralizado por meio da aplicacdo de uma forca de contra-
torque sobre os implantes fixados 8 meses apos a confeccao das
cavidades. O movimento de desrosqueamento foi interrompido logo apés
o rompimento da interface, pois desejava-se que ela fosse mantida o mais
integra possivel, para posterior analise da regido. Pelos valores obtidos
com esta analise, nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos. O grupo no qual os implantes de titanio
foram inseridos em osso pré-existente apresentaram os maiores valores
de contra-torque, como era de se esperar, seguido do vidro bioativo.

A explicacao para os bons resultados e uma uniformidade
entre os grupos estaria relacionada com a estabilidade primaria e
secundaria adquiridas pelo implante no momento da insercao e
reparacdo, respectivamente. Este resultado indica que a neoformacao
O0ssea dos grupos em que se utilizou o vidro bioativo, o osso liofilizado
desmineralizado apresentou qualidade compativel com o grupo do

coagulo e do osso pré-existente.
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Branemark et al. (1997), a partir da experiéncia com testes
biomecanicos em implantes de titanio, mencionaram existir uma
correlacao entre os testes de torque e a porcentagem de contato 6sseo na
interface com o implante. Segundo os autores, o tecido 6sseo localizado
numa area até S0um proxima ao implante pode influenciar nos valores
do teste.
De acordo com o observado na literatura, Froum et al.
(2002) relataram que as taxas de sucesso de implantes dentarios
colocados em areas de osso reparado por biomateriais podem ser
equivalentes as de implantes colocados em areas de osso pré-existente.
Isto corrobora o observado nesse trabalho através do teste biomecanico.
Pelos resultados encontrados em um trabalho experimental
em defeitos oOsseos de caes preenchidos por vidro bioativo e que
posteriormente receberam implantes dentarios de titanio, Schepers et al.
(1998) concluiram que os granulos de vidro bioativo propiciaram uma
melhora na estabilidade primaria dos implantes e também na
secundaria. Os autores acreditam que esses efeitos benéficos sao
resultantes das propriedades osteocondutoras e “osteoestimulatorias”
dos granulos de vidro bioativo com particulas de 300-355 um.
Segundo Boyde & Wolfe (2000) muitas técnicas foram
utilizadas para a avaliacdo da interface osso-implante, uma vez que o
entendimento da natureza desta interface, bem como da sequiéncia dos
eventos de reparacdo que ocorrem nesta regido apos a colocacao dos
implantes, em curto e longo prazo, é fundamental para a analise do
sucesso e do fracasso dos biomateriais utilizados durante a reabilitacédo

do paciente.
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Dentre os métodos empregados para essa avaliacao, como
microscopia optica e utilizacao de raios X e de elétrons, Boyde & Wolfe
(2000) acreditam que a microscopia eletronica por retro-espalhamento de
elétrons seja o mais adequado pela sua precisao, pela possibilidade de
investigar a area de interesse de forma bastante abrangente, e também
por manter a interface intacta durante a fase de preparo laboratorial das
pecas a serem analisadas.

Na analise de microscopia eletronica por retro-
espalhamento de elétrons no presente estudo verificou-se, no local do
defeito 6sseo criado, que os granulos de vidro bioativo foram substituidos
por tecido 6sseo em grande parte ou ainda estdo sendo absorvidos. No
entanto, em areas medulares isoladas, podia-se encontrar granulos
praticamente integros e aglomerados.

A mesma observacao foi descrita por Schepers et al. (1998)
num experimento semelhante com o vidro bioativo e implantes de titanio
em mandibluas de caes. Os autores acreditam que os granulos
permanecem praticamente intactos nestes locais por se tratarem de
areas com uma atividade limitada de remodelacao 6ssea (Schepers et al.
1998).

Furusawa & Mizunuma (1997) e Furusawa et al. (1998)
verificaram em 2 experimentos diferentes, um com humanos e o outro
com ratos, que nos estagios mais precoces, particulas localizadas
proximas as paredes dos defeitos apresentaram uma caracteristica
osteocondutora de formacao 6ssea, iniciando na superficie dos granulos
e depois, espalhando-se para a matriz circundante. No entanto, nos

granulos localizados longe das paredes, ou seja, na regiao central do
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defeito, a neoformacao 6ssea parecia iniciar no interior dos granulos
(Furusawa & Mizunuma, 1997; Furusawa et al., 1998). Os autores
afirmaram que este processo “duplo” de formacao 6ssea distingue o vidro
bioativo dos outros biomateriais. A mesma caracteristica de reparacao foi
observada no experimento de Schepers & Ducheyne (1997) apds 2 meses
da implantacao do vidro bioativo em mandibulas de caes.

Relatos na literatura (Xiao et al., 1996; Schepers &
Ducheyne, 1997; Ong et al., 1998) consideram, para a reparacao de
cavidades O0sseas implantadas com biomateriais particulados, que um
fator importante para a neoformacao 6ssea ideal seria a manutencao de
um espaco adequado entre as particulas dos implantes. Isto permitiria a
migracao celular e a formacao 6ssea. A utilizacdo de particulas com
tamanhos que variam em um pequeno intervalo, como por exemplo de
300-350um para o vidro bioativo e 250um para o osso liofilizado
desmineralizado utilizados no presente trabalho, favorecem essa
manutencao do espaco entre elas (Schepers & Ducheyne, 1997; Ong et
al., 1998). Quando ha um grande intervalo no tamanho das particulas,
as de menor tamanho preenchem os espacos entre as maiores,
dificultando o crescimento 6sseo entre elas (Schepers & Ducheyne, 1997;
Ong et al., 1998).

Para a analise histométrica, tentou-se contornar as
diferencas anatomicas no proprio imero alternando-se a distribuicao das
amostras nas cavidades. No entanto, os problemas encontrados para esta
analise foram: a diferenca anatomica e de reparacao entre os animais e a

falta de padronizacdo no corte dos blocos durante o preparo para a
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analise por microscopia eletronica, apesar da constante tentativa para
que os blocos fossem cortados mantendo-se sempre o mesmo plano.

Outros fatores que contribuiram para a nao padronizacao
das amostras analisadas, além do posicionamento dos blocos em relacao
ao disco de diamante, foram o local de confeccdo das cavidades durante
as cirurgias e a inclinacao dos implantes de titanio nas mesmas, devido
as diferencas anatdémicas entre os animais.

A Uinica forma encontrada para comparacao entre os grupos
foi através da porcentagem de neoformacao 6ssea nos defeitos criados. O
grupo controle positivo foi excluido desta analise por razoes oObvias.
Inicialmente delimitou-se a area do defeito 6sseo e fez-se o calculo da
mesma. Depois, calculou-se a area ocupada pelo implante de titanio no
defeito. Da subtracao entre a area total do defeito e a area do implante,
obteve -se a possivel area para neoformacao 6ssea. Calculou-se, entao, a
porcentagem de neoformacao 6ssea nesta area.

A analise estatistica dos resultados histomeétricos
demonstrou uma diferenca significante no grupo do vidro bioativo em
relacdo aos outros grupos. A explicacdo para isto seria a maior
capacidade osteocondutora desse biomaterial em relaciao aos outros
grupos, resultando em um aumento no volume de neoformacao 6ssea.

Os resultados desse estudo nao corroboram os encontrados
por Hall et al. (1999), em defeitos o6sseos peri-implantares em
mandibulas de cao. O osso liofilizado desmineralizado homoégeno foi
comparado com 2 tipos de vidro bioativo (um com particulas entre 300-
355um e o outro, entre 90-710um). O osso liofilizado desmineralizado

apresentou os maiores valores histométricos em porcentagem de contato
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com o implante de titanio e de altura de neoformacao 6ssea no defeito.
Na mensuracao da area total de neoformacao 6ssea, o grupo do osso
liofilizado desmineralizado apresentou nao apenas a maior taxa, como
seus valores foram estatisticamente significantes em relacao ao vidro
bioativo com particulas de 300-355um.

A explicacdao para a discrepancia entre os resultados
descritos por Hall et al. (1999) e os encontrados nesse estudo poderia ser
devido a utilizacdo de um osso liofilizado desmineralizado com
capacidade osteoindutiva por aqueles autores. Hall et al. (1999) também
consideram esta possibilidade, apesar de nao afirmarem que o material
empregado por eles, especificamente, apresente esta propriedade.

Sabe-se que o osso liofilizado desmineralizado pode ou nao
apresentar propriedades osteoindutivas, de acordo com o seu processo de
fabricacao e as caracteristicas do doador como a idade (Lohmann et al.
2001; Schwartz et al., 1996; Schwartz et al., 1998). O doador do osso
liofilizado desmineralizado utilizado no presente estudo, segundo
informacoes do fabricante (Ohio Valley Tissue & Skin Center, EUA), era
branco, do género masculino, com 50 anos de idade. De acordo Schwartz
et al. (1998) esse lote teria minima ou nenhuma capacidade
osteoindutiva, pela idade do paciente, o que foi comprovado
posteriormente pela porcentagem neoformacao 6ssea na analise dos
resultados de microscopia eletronica por retro-espalhamento de elétrons.

Num experimento com implante de vidro bioativo e osso
liofilizado desmineralizado em alvéolos humanos, Froum et al. (2002)
obtiveram resultados semelhantes aos do presente estudo na analise

histomeétrica apos 6 a 8 meses de implantacao. Apos as exodontias, os
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alvéolos foram curetados e decorticados com uma broca esférica sob
irrigacdo abundante. O grupo do vidro bioativo apresentou a maior taxa
de neoformacao ossea (59,5%), seguido do osso desmineralizado
liofilizado (34,7%) e coagulo (32,4%).

No entanto, um aspecto importante considerado por Froum
et al. (2002) é a dificuldade de comparacao entre diferentes trabalhos de
pesquisa e até mesmo de se chegar a uma conclusao proveniente desta
comparacao. Isso ocorre devido as inumeras variaveis, dentre algumas, o
tipo e tamanho do defeito 6sseo, tipo de retalho utilizado, implantes ou
membranas utilizados, tempo de reparacao, fechamento do retalho e
diferencas na resposta do individuo ou animal.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho e pelo
descrito na literatura, é valido indicar o vidro bioativo ou o o0sso
liofilizado desmineralizado para o preenchimento de defeitos 6sseos de 5
paredes e posterior reabilitacdo com implantes de titanio.

Sugere-se também a necessidade de realizacdo de outros
estudos para o entendimento das propriedades biologicas do vidro

bioativo e seus mecanismos de acdo endosseos.



7 Conclusao

Diante do exposto, foi possivel concluir que:

<> Os biomateriais implantados foram biocompativeis e
incorporados pelo organismo,

X A reparacao 6ssea foi satisfatoria nos defeitos criados
em todos os grupos, indicando uma adequada qualidade 6ssea ao redor
dos implantes dentarios de titanio, como comprovado pelo teste
biomecanico. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os valores de contra-torque nos 4 grupos
experimentais.

X O vidro bioativo mostrou os melhores resultados na
analise histométrica da neoformacado 6ssea, realizada a partir das
imagens obtidas por microscopia eletronica por retro-espalhamento de
elétrons. Houve uma diferenca estatisticamente maior desse material em

relacao ao osso liofilizado desmineralizado e ao coagulo,
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The objectives of the present study were to analyze and compare, in dogs,
the bone healing in large areas grafted with bioactive glass and DFDBA to
areas without any grafting, before and after the insertion of titanium
dental implants.

Cavities (bmm diameter) were drilled in both humeri of 6 healthy male
dogs. The cavities were filled in with bioactive glass, DFDBA and clot.
After 5 months, bone was removed from the centre of the cavities and
processed for light microscopy analysis. Titanium dental implants were
placed in these sites and in areas not previously drilled. Three months
later, a biomechanical test was performed and the force necessary to
unscrew the titanium implants was measured. Dogs were sacrificed and
the bone removed. After embedding in PMMA, calcified samples were cut
in half and polished for back-scattering SEM analysis.

No statistically significant differences were observed among the 4 groups
concerning the biomechanical test, according to the test U of Mann-
Whitney. Light microscopy analysis showed the presence of both
biomaterials among the regenerated bone. In the back-scattering
analysis, regenerated bone was seen in all groups, and DFDBA presented

the least volume. Remnants of granules of bioactive glass were still
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present, but in a smaller size. Because granules of DFDBA have the same
image density of bone, if present, they couldn’t be identified. According to
the test U of Mann-Whitney, the amount of bone formation in the
bioactive glass group was statistically higher compared to the other
groups.

Based on the findings of this study, it was concluded that the bioactive
glass showed best results in terms of bone volume. However, a
satisfactory regeneration of bone in large defects with adequate bone

quality was observed around dental implants in all groups.

Keywords: endosseous dental implant, biocompatible materials
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