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Resumo

FURLANETO, F.A.C. Processo de cicatrizacdo 6ssea em defeitos cirurgicos de tamanho
critico tratados com particulas do novo vidro bioativo associadas ou ndo a barreira de
sulfato de célcio: estudo histoldgico e histométrico em calvérias de rato [tese]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2008.

Este estudo avaliou, histologicamente e histometricamente, a influéncia das particulas
esféricas do novo vidro bioativo (NVB), associadas ou ndo a barreira de sulfato de calcio
(SC), na cicatrizacdo 6ssea de defeitos de tamanho critico (DTC) cirurgicamente criados em
calvéarias de rato. Um DTC de 5 mm de didmetro foi realizado na calvaria de 60 ratos,
divididos em trés grupos: C (controle) - defeito preenchido apenas com coagulo sangiiineo;
NVB - apenas NVB; e NVB/SC - NVB coberto por barreira de SC. Cada grupo foi sudividido
para eutanasia em 4 ou 12 semanas pos-operatorias (n=10). As quantidades de 0sso
neoformado e de remanescentes dos materiais implantados foram calculadas como
porcentagens da area total do defeito original e os dados foram analisados estatisticamente
(Kruskal-Wallis, teste da soma dos postos de Wilcoxon, p<0,05). Nenhum defeito regenerou
completamente com tecido dsseo. A espessura da area do defeito foi similar a da calvaria
original nos Grupos NVB e NVB/SC. O Grupo C apresentou um tecido conjuntivo fino na
area central do defeito. Particulas de NVB foram observadas nos Grupos NVB e NVB/SC em
ambos os periodos de andlise. Ap6s 4 semanas, 0 Grupo C apresentou neoformacdo 6ssea
significativamente maior do que o Grupo NVB/SC. Ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre o Grupo NVB e 0 Grupo C ou 0 Grupo NVB/SC. Ap6s 12 semanas, 0 Grupo
C apresentou formacdo 6ssea significativamente maior do que os Grupos NVB e NVB/SC. A
area de NVB remanescente foi significantemente maior no Grupo NVB/SC do que no Grupo
NVB em 12 semanas. As particulas de NVB, associadas ou ndo & barreira de SC, mantiveram

0 volume e o contorno das areas tratadas em DTC. A presenca de particulas remanescentes de



Resumo

NVB pode ter contribuido para a menor quantidade de osso neoformado observada nos
Grupos NVB e NVB/SC em 12 semanas p0s-operatorias.

Palavras-chave: regeneragdo dssea; substitutos dsseos; vidro; sulfato de célcio.



Abstract

FURLANETO, F.A.C. Bone healing in critical-size defects treated with new bioactive
glass/ calcium sulfate: a histologic and histometric study in rat calvaria [thesis]. Aracatuba:
UNESP - S&o Paulo State University; 2008.

This study analyzed histologically and histometrically the influence of new spherical
bioactive glass (NBG) particles with or without a calcium sulfate (CS) barrier on bone healing
in surgically created critical-size defects (CSD) in rat calvaria. A 5 mm diameter CSD was
made in each calvarium of 60 rats. They were divided into three groups: C (control): defect
filled with blood clot only; NBG: NBG only; and NBG/CS: NBG covered by a CS barrier.
These groups were divided into subgroups and euthanized at 4 or 12 weeks (n=10). Amounts
of new bone and remnants of implanted materials were calculated as percentages of the total
area of the original defect. Data were statistically analyzed (Kruskal-Wallis, exact Wilcoxon
rank sum tests, p<0.05). No defect completely regenerated with bone. The thickness
throughout the defects in Groups NBG and NBG/CS was similar to the original calvarium,
while Group C had a thin connective tissue in the center of the defect. NBG particles were
observed in Groups NBG and NBG/CS at both periods of analysis. At 4 weeks, Group C had
significantly more bone formation than Group NBG/CS. No significant differences were
found between Group NBG and either Group C or Group NBG/CS. At 12 weeks, Group C
had significantly more bone formation than Group NBG or NBG/CS. The area of remaining
NBG was significantly greater for Group NBG/CS than for NBG at 12 weeks. NBG particles,
used with or without a CS barrier, maintained the volume and contour of the area grafted in
CSD. The presence of remaining NBG particles might have accounted for the smaller amount
of newly formed bone observed in Groups NBG and NBG/CS at 12 weeks post-operative.

Key words: bone regeneration; bone substitutes; glass; calcium sulfate.
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Resumo

Introducdo e Objetivo: Este estudo avaliou, histologicamente e histometricamente, a
influéncia das particulas esféricas do novo vidro bioativo (NVB), associadas ou ndo a barreira
de sulfato de célcio (SC), na cicatrizagdo 0Ossea de defeitos de tamanho critico (DTC)
cirurgicamente criados em calvérias de rato. Métodos: Um DTC de 5 mm de didmetro foi
realizado na calvaria de 60 ratos, divididos em trés grupos: C (controle) - defeito preenchido
apenas com coagulo sangiiineo; NVB - apenas NVB; e NVB/SC - NVB coberto por barreira
de SC. Cada grupo foi sudividido para eutanasia em 4 ou 12 semanas pds-operatérias (n=10).
As quantidades de osso neoformado e de remanescentes dos materiais implantados foram
calculadas como porcentagens da area total do defeito original e os dados foram analisados
estatisticamente (Kruskal-Wallis, teste da soma dos postos de Wilcoxon, p<0,05).
Resultados: Nenhum defeito regenerou completamente com tecido ésseo. A espessura da
area do defeito foi similar a da calvéria original nos Grupos NVB e NVB/SC. O Grupo C
apresentou um tecido conjuntivo fino na area central do defeito. Particulas de NVB foram
observadas nos Grupos NVB e NVB/SC em ambos os periodos de analise. Apds 4 semanas, 0
Grupo C apresentou neoformacdo Ossea significativamente maior do que o Grupo NVB/SC.
Né&o foram encontradas diferencas estatisticas entre 0 Grupo NVB e o Grupo C ou 0 Grupo
NVB/SC. Apds 12 semanas, 0 Grupo C apresentou formagdo dssea significativamente maior
do que os Grupos NVB e NVB/SC. A area de NVB remanescente foi significantemente maior
no Grupo NVB/SC do que no Grupo NVB em 12 semanas. Conclusdo: As particulas de
NVB, associadas ou ndo a barreira de SC, mantiveram o volume e o contorno das areas
tratadas em DTC. A presenca de particulas remanescentes de NVB pode ter contribuido para a
menor quantidade de osso neoformado observada nos Grupos NVB e NVB/SC em 12

semanas pos-operatorias.
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Introducéo

Diversos tipos de enxertos e substitutos 6sseos tém sido colocados no interior de defeitos
Osseos a fim de facilitar e/ou promover a cicatrizacdo (1). Dentre eles, destacam-se 0s
materiais sintéticos ou alopléasticos pela disponibilidade ilimitada e por dispensarem o
procedimento cirdrgico em um sitio doador (2,3).

Dentro do grupo dos materiais sintéticos usados como substitutos 6sseos, o0 vidro bioativo
(VB) particulado, que age formando uma unido quimica com os tecidos circunjacentes (4,5),
tem sido alvo de considerdvel investigagdo. Tem sido demonstrado que, além de serem
altamente osteocondutivas (6-8), as particulas de VB possuem um efeito osteoestimulatorio
(3,6,7,8,9). Esta propriedade permite a formagdo de novo tecido ¢sseo dentro das particulas
internamente escavadas, sem conexdo com 0 0ssO pré-existente do sitio cirdrgico (6). As
propriedades osteocondutiva e osteoestimulatoria sdo decorrentes de uma série de reacBes que
acontecem apds a implantacdo e contato das particulas com os fluidos teciduais (6).
Entretanto, periodos de cicatrizacdo prolongados podem ser necessarios para permitir a
completa reabsorcao das particulas e substituicdo das mesmas por tecido 6sseo (10).

Diversas modificacfes tém sido realizadas com o propésito de acelerar as reacdes das
particulas de VB (11,12). As formas granular e esférica do Biogran® (BIOMET 3i, Inc., Palm
Beach Gardens, FL, EUA) foram convertidas em hidroxiapatita in vitro (Biogran 11°), por
meio da imersdo das mesmas em solugfes de K,HPO,4, no estudo de Fang & Neidt (11). A
forma esférica do Biogran 11° pré-ativado, um novo vidro bioativo (NVBY), exibiu diferencas
no processo de crescimento dos cristais e nas micro-fissuras observadas na superficie externa
das carapacas de hidroxiapatita. Acredita-se que, dos 11 estigios de reacBes que sdo
necessarios para a formacdo da ligacdo entre o Biogran® e os tecidos circunjacentes, 0s

primeiros 5 estagios sdo obtidos in vitro, resultando em uma neoformagédo 6ssea mais rapida
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ao redor do novo material (11). Quando as formas esférica e granular do Biogran 11® foram
usadas para preencher defeitos de tamanho critico (DTC) ao redor de implantes em tibias de
coelho, o volume dsseo total, hem como o desenvolvimento de novo tecido dsseo dentro das
particulas, foram maiores quando comparados a outros estudos em que o Biogran® foi
utilizado. A dissolucdo da carapaca externa e 0 consegliente crescimento de novo 0SS0 no
interior dos centros escavados foram observados somente nas particulas esféricas (13).
Atualmente, o Biogran 11® é um novo produto disponivel apenas para uso experimental.

O uso do VB com barreiras, como a de sulfato de célcio (SC), também tem sido sugerido
(14,15,16). Demonstrou-se que a combinagdo de particulas de VB com uma barreira de SC foi
benéfica para preservar as dimens6es do rebordo alveolar ap6s exodontias (14). Melo et al.
(16) realizaram um estudo histomorfométrico, em tibias de ratos, para avaliar esta
combinagdo de materiais. Defeitos 0sseos cirurgicamente criados foram tratados com VB e a
barreira de SC, usados isoladamente ou associados. Os defeitos do grupo controle,
preenchidos somente com coadgulo sanguineo, apresentaram formagdo  Ossea
significativamente maior que os defeitos dos grupos experimentais. Esses resultados foram
atribuidos a natureza ndo critica dos defeitos cirurgicamente criados. Assim, em um outro
estudo histomorfométrico, Furlaneto et al. (17) criaram DTC em calvérias de rato para avaliar
0s mesmos materiais. Os autores concluiram que as particulas de VB, associadas ou ndo a
barreira de SC, mantiveram o volume e o contorno da area enxertada. Contudo, esses
materiais ndo levaram a diferencas significativas na formacdo 6ssea em relagcdo ao grupo
controle em 12 semanas pos-operatorias.

O propédsito do presente estudo foi avaliar, histologicamente, a influéncia das particulas
esféricas do novo vidro bioativo (NVB), associadas ou ndo a barreira de SC, na cicatrizacao

Ossea de DTC cirurgicamente criados em calvérias de ratos.
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Material e métodos

Modelo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista — UNESP. Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) adultos
machos, com 3 a 4 meses de idade e peso variando de 350 a 400 g (Biotério da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba, UNESP). Os animais foram mantidos sob temperatura
ambiente variando de 22 a 24°C, com ciclos de 12 horas de luz por dia. Eles foram
aleatoriamente divididos em 3 grupos: Grupo C (controle), Grupo NVB (implante de NVB;
Biogran 11®, BIOMET 3i, Inc.) e Grupo NVB/SC (implante de NVB e barreira de SC;

Calcigen™ Oral, BIOMET 3i, Inc.).

Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de cloridrato de quetamina (70
mg/kg de peso corporal) associado a xilazina (6 mg/kg de peso corporal). Apds tricotomia e
anti-sepsia da area a ser operada, foi realizada uma incisdo semilunar na regido anterior da
calvaria e um retalho de espessura total foi elevado em direcdo posterior. A seguir, um DTC
de 5 mm de didmetro foi criado no osso da calvéria, envolvendo a sutura sagital. O defeito foi
realizado usando uma broca trefina (BIOMET 3i, Inc.) acoplada a uma peca de méo de baixa
rotacdo, sob irrigacdo continua com solugdo salina estéril. Com auxilio de um guia cirdrgico
previamente confeccionado e uma broca “carbide” tronco-cénica, uma marcacdo no formato
de “L” foi feita 2 mm anterior e outra 2 mm posterior as margens do defeito cirdrgico. O
maior eixo de cada “L” localizou-se sobre uma linha imaginaria longitudinal cranio-caudal

que dividia o defeito cirargico ao meio. As marcag¢Ges foram preenchidas com améalgama (18;
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Fig. 1). Essas marcacOes foram Uteis para permitir a identificagdo do centro do defeito
cirdrgico original durante o processamento laboratorial e, também, para localizar as margens
0Osseas originais do defeito durante a analise histométrica.

No Grupo C, o defeito cirdrgico foi preenchido somente com coagulo sangiiineo. No Grupo
NVB, o defeito cirtrgico foi preenchido com 0,1875 g de particulas esféricas de NVB
(Biogran 11®). No Grupo NVB/SC, ele foi preenchido com 0,1875 g de particulas esféricas de
NVB (Biogran II®) e coberto por uma barreira de SC (Calcigen™ Oral). O SC foi preparado
seguindo a proporcdo recomendada pelo fabricante (0,09375 g de p6 e 0,05 ml de agente
catalisador).

Os tecidos moles foram entdo reposicionados e suturados, de modo a obter fechamento
primério da ferida (Seda 4.0, Ethicon, Sdo Paulo, SP, Brasil). Cada animal recebeu uma
injecdo intramuscular de 24.000 unidades de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico™

Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge® Satide Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil).

Processamento tecidual

Cada grupo de animais foi subdividido em dois para realizacdo de eutanasia em 4 ou 12
semanas pos-operatorias. A area do defeito cirdrgico original e os tecidos circunjacentes
foram removidos em bloco. As pecas foram fixadas em solucdo de formol neutro a 10%,
lavadas em &gua corrente e descalcificadas em solugio de Acido Etilenodiaminotetracético
(EDTA) a 16%. Apds descalcificacdo inicial, cada peca foi dividida longitudinalmente em
dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito cirdrgico original, usando-se 0 maior
eixo de ambas as marcaces de amalgama em formato de “L” como referéncias. Foram
realizados, também, cortes transversais que tangenciaram o eixo menor de cada marcagdo em

“L”, de modo que cada espécime apresentou-se com 9 mm de extensdo no sentido
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longitudinal. Assim, foi possivel identificar as margens do defeito cirdrgico original durante
as analises histologica e histométrica (18). Ap6s um periodo de descalcificacdo adicional, as
pecas foram processadas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados
longitudinais, com 6 pm de espessura, iniciados a partir do centro do defeito cirlrgico
original. Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E.) ou

Tricrédmico de Masson para analise por microscopia 6ptica.

Anélise histomorfométrica

Antes da analise, foram estabelecidos critérios para realizar uma avaliacdo mais objetiva dos
infiltrados inflamatorios agudo (neutrofilos) e cronico (linfocitos, plasmacitos, histidcitos). Os
infiltrados inflamatdrios agudo e crénico foram graduados em uma escala de 1 a 4, sendo que
0 escore 1 representava uma quantidade minima de células e o escore 4 representava uma
guantidade muito grande de células. Caso nenhuma célula fosse observada, o escore O era
utilizado. Apos a andlise de todos os espécimes, obteve-se um escore médio para cada grupo.
Quatro cortes histologicos, representando o centro do defeito cirdrgico original, foram
selecionados para as analises histologica e histométrica com o objetivo de aumentar a
confiabilidade dos dados usados na andlise estatistica. As imagens dos cortes histolégicos
foram capturadas por meio de uma camera digital acoplada a um microscopio éptico, com
aumento de 10x do original. As imagens digitalizadas foram salvas em um computador e
transferidas para o “software” Image-Pro Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics, Silver Springs,

Maryland, EUA), que foi usado para a analise histomorfométrica.

Os seguintes critérios, baseados nos estudos de Furlaneto et al. (17) e Messora et al. (18),

foram utilizados para padronizar a analise histomorfométrica das imagens digitalizadas:

1) A Area Total (AT) a ser analisada correspondeu a érea total do defeito cirtirgico

original. Esta area foi determinada, primeiramente, pela identificacdo das superficies
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externa e interna da calvaria original nas margens direita e esquerda do defeito
cirargico. Essas superficies foram conectadas com linhas desenhadas seguindo suas
respectivas curvaturas. Considerando o comprimento total do espécime histoldgico,
foram medidos 2 mm, a partir das extremidades direita e esquerda do mesmo, em
direcdo ao centro do defeito, com o objetivo de localizar as margens do defeito
cirrgico original. A Area de Osso Neoformado (AON), bem como as areas ocupadas
pelos remanescentes dos materiais implantados, denominadas de Area de Novo Vidro
Bioativo (ANVB) e Area de Sulfato de Calcio (ASC), foram delineadas dentro dos

limites da AT.

2) A AT foi medida em mm? e considerada 100% da area a ser analisada. A AON, a
ANVB e a ASC também foram medidas em mm? e calculadas como porcentagens da

AT.

Analise estatistica

Os valores de AON de cada animal foram representados pela porcentagem média dos 4 cortes
histol6gicos. A significancia das diferencas entre 0s grupos em relagdo a AON foi
determinada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste da soma dos postos de
Wilcoxon, com correcdes de Bonferroni quando o teste de Kruskal-Wallis mostrou diferengas
significativas entre os grupos (p < 0,05). Os valores de ANVB nos Grupos NVB e NVB/SC e
o0s valores de ASC no Grupo NVB/SC, de cada animal, foram representados pela porcentagem
média dos 4 cortes histoldgicos. O teste dos sinais de Wilcoxon foi usado para comparar 0s
valores de ANVB entre 4 e 12 semanas no Grupo NVB e no Grupo NVB/SC (p < 0,05). Os
valores de ASC no Grupo NVB/SC, nos periodos de 4 e 12 semanas, foram praticamente

zero. Portanto, ndo foi realizada andlise estatistica para este parametro.
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Resultados

Analise histoldgica qualitativa

Nenhum defeito cirlrgico regenerou completamente com tecido dsseo em nenhum dos
grupos.

Grupo C (Controle): Em 4 e 12 semanas, observou-se neoformagdo Ossea restrita as
proximidades das margens originais do defeito cirdrgico. Todos 0s espécimes apresentaram
0sso neoformado circundado por matriz ostedide rica em osteoblastos. O nivel de atividade
osteoblastica diminuiu de 4 para 12 semanas. Em todos os espécimes, tanto em 4 como em 12
semanas pds-operatdrias, a espessura do tecido conjuntivo que ocupava a parte central do
defeito era menor que a do tecido ésseo original da calvaria (Fig. 2). O tecido conjuntivo era
bem vascularizado e rico em fibroblastos, com fibras colagenas orientadas. Em 12 semanas, 0
tecido conjuntivo fibroso era mais maduro do que o observado em 4 semanas. Ndo foram
observadas células inflamatérias agudas. Os escores médios de 1,9 e 2,1 foram atribuidos ao
infiltrado inflamatorio crénico em 4 e em 12 semanas, respectivamente.

Grupo NVB e Grupo NVB/SC: Observou-se tecido ésseo neoformado, circundado por matriz
ostedide, restrito as margens originais do defeito cirdrgico, em ambos os periodos de analise.
No Grupo NVB, alguns espécimes apresentaram grande quantidade de particulas de NVB,
enquanto outros apresentaram poucas particulas. Tanto no Grupo NVB, como no Grupo
NVB/SC, os espécimes de 4 semanas apresentaram uma quantidade maior de particulas de
NVB dentro do defeito do que os espécimes de 12 semanas. Em 12 semanas, as particulas de
NVB eram menores do que em 4 semanas. A maioria dos espécimes apresentava particulas de
NVB embebidas em o0sso neoformado nas areas proximas as margens originais do defeito
cirurgico (Fig. 3). Na maior parte do defeito, as particulas de NVB estavam circundadas por

tecido conjuntivo denso, com fibras colagenas orientadas e elevado nimero de fibroblastos.
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Em algumas é&reas, principalmente nos espécimes de 4 semanas, o tecido conjuntivo
circundante era frouxo e pouco organizado. A maioria das particulas de NVB apresentava
fissuras, sendo que varias delas demonstravam invaginacdo de tecido conjuntivo em suas
fissuras e centros escavados, em ambos os periodos de analise. Outras particulas
apresentavam material amorfo em seus centros escavados. Na maioria dos espécimes dos
Grupos NVB e NVB/SC, observou-se limitada formagdo 6ssea ou matriz ostedide rica em
osteoblastos ao redor ou no interior das particulas de NVB (Figs. 4, 5 e 6). Em todos o0s
espécimes, as particulas de NVB, juntamente com o tecido conjuntivo circunjacente,
formavam uma faixa com espessura similar a do tecido ésseo original da calvéria (Figs. 7 e
8), apesar de poucos espécimes do Grupo NVB terem apresentado areas localizadas onde as
particulas de NVB ndo estavam presentes. No Grupo NVB/SC, foram observados residuos
minimos de SC em todos o0s espécimes em 4 semanas € na maioria dos espécimes em 12
semanas. Ndo foram observadas células inflamatérias agudas. No Grupo NVB, o infiltrado
inflamatorio crénico foi classificado com os escores médios de 3,4 e 2,6 em 4 e 12 semanas,
respectivamente. No Grupo NVB/SC, este infiltrado foi classificado com os escores médios

de 3,6 € 2,4 em 4 e 12 semanas, respectivamente.

Andlises histométrica e estatistica

As médias e os desvios-padrdo de AON para cada grupo, bem como os resultados da
comparacdo entre eles, em 4 e 12 semanas pds-operatorias, estdo apresentados na Tabela 1. A
Tabela 2 mostra a reabsorcédo das particulas de NVB, de 4 para 12 semanas, nos Grupos NVB

e NVB/SC.
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Discussao

Este estudo avaliou a influéncia das particulas de NVB associadas ou ndo a barreira de SC na
cicatrizacdo de DTC em calvarias de rato.

O resultado de qualquer tipo de terapia regenerativa é fortemente dependente do espago
disponivel sob o retalho mucoperiosteal (19). No presente estudo, observou-se um colapso do
retalho no Grupo C, o que ndo ocorreu nos Grupos NVB e NVB/SC, provavelmente pelo uso
de particulas de NVB, semelhante ao que foi observado por Furlaneto et al. (17) e Sculean et
al. (20). Uma das vantagens do VB é a formacdo in situ de uma carapaca externa de calcio e
fosfato, que serve para manter o volume global da matriz particulas/osso (7). Esta é uma
propriedade extremamente vantajosa para um material de aumento 6sseo quando uma
modificacdo previsivel do defeito ou deficiéncia é desejada (7). Poucos espécimes do Grupo
NVB apresentaram areas localizadas onde as particulas de NVB estavam ausentes. Elas
podem ter sido perdidas muito precocemente durante o processo de cicatrizagdo. Entretanto, o
volume e contorno globais das areas enxertadas foram mantidos.

No presente estudo, foram observados matriz ostedide rica em osteoblastos e tecido
conjuntivo fibroso circundando a maioria das particulas de NVB. Essas fibras colagenas
podem indicar desenvolvimento de matriz para futura mineralizacdo e formagao dssea (21).
De fato, limitada formacdo dssea foi observada circundando algumas particulas de NVB,
confirmando suas propriedades osteocondutivas. Mineralizacdo e formagdo Ossea mais
extensas poderiam ter sido observadas se o presente estudo tivesse incluido um periodo de
cicatrizacdo mais longo (22).

O efeito osteoestimulatério, descrito em outros estudos histolégicos em humanos e em
animais (3,6,7,8,9), também foi observado em algumas particulas na maioria dos espécimes

do presente estudo, em ambos os periodos de analise. Essas particulas de NVB apresentaram



53

fissuras e centros escavados com matriz ostedide ou 0sso neoformado. A maioria das
particulas de NVB, no entanto, apresentava fissuras e centros escavados com invasdao de
células, provavelmente células mesenquimais indiferenciadas, como observado em outros
estudos realizados (7,10,23).

Foram observadas particulas de NVB nos Grupos NVB e NVB/SC em ambos os periodos
analisados, demonstrando um lento processo de reabsor¢do, como foi observado com o
Biogran® em estudos histolégicos em humanos (3,10,23,24) e em animais (17,25,26). O
Biogran® foi modificado para criar o Biogran 11, em uma tentativa de acelerar suas reacdes in
vivo (11). Contudo, isso ndo foi observado no modelo animal utilizado no presente estudo.
Schepers et al. (27) demonstraram evidéncias de que a remodelacdo das particulas de VB é
influenciada pela atividade remodeladora do osso circundante. De acordo com esses autores,
as reacOes quimicas das particulas acontecerdo mais rapidamente em um local com alta
atividade remodeladora do que em um local com atividade mais baixa, tal como a calvaria
usada no presente estudo (28). Proximo a uma superficie de implante dental, onde ocorre alta
atividade remodeladora, a maioria das particulas foi reduzida em didmetro e mostrou uma
entrada aumentada ao l0men interno. A certa distancia, onde ha limitada atividade
remodeladora, as particulas eram maiores e menos reduzidas internamente (27).

Em 4 semanas pés-operatérias, o Grupo C apresentou formacdo éssea significativamente
maior do que o Grupo NVB/SC. N&o foram encontradas diferencgas entre o Grupo NVB e o
Grupo C ou entre 0 Grupo NVB e o Grupo NVB/SC (Tabela 1). De acordo com MacNeill et
al. (29), materiais de enxerto que requerem longos periodos de tempo para completa
reabsorcéo reduzem a quantidade total de osso neoformado devido a sua presenga continua.
Dessa forma, a lenta reabsorcdo das particulas de NVB, também observada em estudos que

avaliaram o Biogran® (16,17), provavelmente contribuiu para uma quantidade maior de 0sso
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neoformado observado no Grupo C quando comparado ao Grupo NVB/SC. Por outro lado,
Veis et al. (13) observaram que o volume 6sseo total, bem como o desenvolvimento de novo
0ss0 no interior das particulas de Biogran 11°, foram maiores quando comparados a outros
estudos nos quais o Biogran® foi usado. As diferencas entre os resultados do presente estudo e
os de Veis et al. (13) podem ser explicadas, em parte, por varios fatores relacionados a
caracteristicas especificas dos diferentes modelos animais utilizados nos dois estudos. Além
das diferencas em relacéo a localizac&o dos sitios experimentais e as espécies animais usadas,
a cicatrizacdo aconteceu ao redor de implantes no estudo de Veis et al. (13), uma area com
alta atividade remodeladora (27). Entretanto, deve-se considerar que a presenca de um
material de lenta reabsor¢do ndo necessariamente prejudica o resultado do tratamento. De
acordo com o estudo de Norton & Wilson (3), apesar das particulas de VB terem sido
lentamente substituidas por tecido 6sseo, ndo houve impacto negativo no sucesso clinico de
implantes dentais inseridos na massa de tecido/VB.

Em um estudo similar onde o Biogran® foi utilizado para tratar DTC em calvarias de rato, o
grupo tratado com particulas de VB e barreira de SC recebeu menor quantidade de particulas
do que o grupo tratado somente com as particulas de VB, devido ao espaco ocupado pela
barreira (17). No presente estudo, a quantidade de particulas de NVB implantadas em cada
defeito dos Grupos NVB e NVB/SC foi cuidadosamente padronizada. Contudo, o Grupo
NVB/SC apresentou uma quantidade muito maior de particulas de NVB remanescentes do
que o Grupo NVB, em ambos os periodos de analise, embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa em 4 semanas pos-operatérias (Tabela 2). E possivel que a
barreira de SC tenha prevenido a perda de particulas de NVB no Grupo NVB/SC. A perda
parcial de particulas de enxerto no p6s-operatorio € um evento adverso comum no tratamento
de defeitos 0sseos periodontais (30). Portanto, a presenga de uma maior quantidade de um

material lentamente reabsorvido no Grupo NVB/SC pode ajudar a explicar por que, embora
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sem diferenca estatisticamente significativa, a quantidade de osso neoformado neste grupo foi
muito menor do que no Grupo NVB em 4 semanas pos-operatorias (Tabela 1).

Em 12 semanas, o Grupo C apresentou formagdo dssea significativamente maior do que os
Grupos NVB e NVB/SC. Né&o foram encontradas diferencas entre os Grupos NVB e NVB/SC
(Tabela 1). A diminuicdo nos valores percentuais da ANVB nos Grupos NVB e NVB/SC, de
4 para 12 semanas, indica uma clara tendéncia, embora a diferenca tenha sido estatisticamente
significativa somente no Grupo NVB/SC. Entretanto, remanescentes das particulas ainda
estavam ocupando areas consideraveis dos defeitos, tanto no Grupo NVB como no Grupo
NVB/SC, em 12 semanas pos-operatdrias (Tabela 2). 1sso pode ajudar a explicar por que o
Grupo C apresentou significativamente maior formacao 6ssea do que 0s grupos tratados com
particulas de NVB. Porém, embora tenha ocorrido maior formagdo 6ssea no Grupo C, 0
contorno das areas enxertadas ndo foi mantido.

Um achado interessante no Grupo NVB foi a diminuicéo significativa na quantidade de 0sso
neoformado observada neste grupo de 4 para 12 semanas pos-operatdrias. Uma hipdtese é que
este fendmeno tenha ocorrido devido ao processo de remodelacdo 6ssea (31). E possivel que,
no periodo de 12 semanas pds-operatdrias, a reabsorcdo tenha predominado no processo de
remodelacao.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que as particulas de NVB, associadas ou
ndo a barreira de SC, mantiveram o volume e o contorno das areas enxertadas em DTC. A
barreira de SC pareceu prevenir a perda de particulas de NVB. A presenca de particulas
remanescentes de NVB pode ter contribuido para a menor quantidade de 0sso neoformado

observada nos Grupos NVB e NVB/SC em 12 semanas pds-operatorias.
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Fig. 1. Defeito de tamanho critico (5 mm de diametro) e as duas marcagdes de
referéncia criados na calvaria.

Fig. 2. Grupo C (controle). 12 semanas. Defeito cirurgico com tecido conjuntivo
fibroso de espessura inferior a da calvaria original (H.E., aumento original 20x).
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Fig. 3. Grupo NVB (novo vidro bioativo). 12 semanas. Particulas de NVB (setas)
embebidas em osso neoformado (Tricromico de Masson, aumento original
100x).

MO

Fig. 4. Grupo NVB (novo vidro bioativo). 12 semanas. Particula de NVB
apresentando fissuras e centros escavados com matriz ostedide (MO) (H.E.,
aumento original 200x).
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ON

Fig. 5. Grupo NVB/SC (novo vidro bioativo/sulfato de calcio). 4 semanas. Osso
neoformado (ON) no interior de uma particula de NVB (H.E., aumento original
200x).

ON
ON

Fig. 6. Grupo NVB/SC (novo vidro bioativo/sulfato de célcio). 12 semanas.
Particulas de NVB circundadas por osso neoformado (ON) (H.E., aumento
original 200x).
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Fig. 7. Grupo NVB (novo vidro bioativo). 4 semanas. Particulas de NVB e tecido
conjuntivo circunjacente formam uma faixa com espessura similar a da calvaria
original (H.E., aumento original 20x)

Fig. 8. Grupo NVB/SC (novo vidro bioativo/sulfato de calcio). 4 semanas.
Particulas de NVB e tecido conjuntivo circunjacente formam uma faixa com

espessura similar a da calvaria original (Tricromico de Masson, aumento original
20x).
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TABELAS

Tabelal.  Porcentagem média da Area de Osso Neoformado (AON) na area do defeito
cirurgicamente criado, com comparacdo entre 0s grupos. 4 e 12 semanas pés-

operatorias

Grupo n Meédiasde AON (%) Desvios-padrdo Meédias de AON (%) Desvios-padrao

4 semanas 4 semanas 12 semanas 12 semanas
C 10 16,95 ac +5,16 18,17 c +7,04
NVB 10 15,30 ab £6,41 7,75d +4,83
NVB/SC 10 9,34 be +4,76 8,76 de +7,19

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05).
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Tabela 2.  Porcentagem média da Area de Novo Vidro Bioativo (ANVB) na area do defeito
cirurgicamente criado, com comparacgao entre 0s grupos. 4 e 12 semanas pos-

operatérias

Grupo n Meédias de Desvios- Médias de Desvios- p valor
ANVB (%) padrédo ANVB (%) padréao
4 semanas 4 semanas 12 semanas 12 semanas
NVB 10 38,65 ab + 14,40 28,85h + 14,82 0,248
NVB/SC 10 53,15a +9,53 46,22 c + 12,09 0,043

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05).
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