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EPiIGRAFE

“A imaginagao € mais importante que a
ciéncia, porque a ciéncia € limitada, ao
passo que a imaginagao abrange o mundo
inteiro”. (Albert Einstein)



RESUMO

Os enxertos de origem autdgena séo osteogénicos e possuem como vantagens a
producdo de tecido 6sseo originario do préprio organismo. A sua limitagéo € a
grande morbidade cirargica. O biovidro €& uma ceramica bioativa com
disponibilidade ilimitada que leva a uma cirurgia com menor morbidade. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o biovidro teste durante o reparo
0sseo e compara-lo com outros substitutos Osseos, em defeitos cirurgicos
experimentais em tibia de ratos. O biovidro teste (CEELBIO, Belo Horizonte,
Brasil), previamente caracterizado foi comparado com o Biogran® (Biomet 3i
Inovattions Inc., Palm Beach Gardens, USA), através de espectroscopia na regiao
do infravermelho, microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de
dispersao em energia (EDS) e fluorescéncia de Rx. Apds as analises estruturais,
deu-se inicio ao estudo in vivo. Foram utilizados 120 ratos (rattus norvegicus
albinus, Wistar) machos, com aproximadamente 7 a 8 semanas. Os defeitos
osseos foram realizados na tibia direita dos animais e preenchidos de acordo com
a seguinte divisao: Grupo |- controle negativo, sem preenchimento; Grupo II- foi
preenchido por Biogran®; Grupo lllI- preenchido por biovidro teste; Grupo V-
controle positivo, com preenchimento com osso autdogeno. Nos periodos de 7, 14,
21, 28, 49 e 70 dias pds-operatério, os animais foram eutanasiados e os
processos de mineralizacdo Ossea e reparo foram analisados através de
histomorfometria (% de osso neoformado no sitio do defeito). Niveis de BMP-2
foram mensurados através de ensaio de ELISA. Analise estatistica foi realizada
utilizando programa SPSS (versao 20.0, SPSS Inc., Chicago, USA). Os resultados
da analise histolégica demonstraram que, no controle negativo, houve
neoformagéao 6ssea até os 14 dias (20,40%, p<0,001) e depois houve reabsorgéo
em até 21 dias (6,60%, p<0,001). No grupo de Biogran®, houve uma neoformagao
0ssea junto aos graos em 7 dias (34,20%, p= 0,019) e que se manteve enquanto
o material estava presente nos defeitos em 70 dias (15,67%, p= 0,048). O biovidro
teste foi reabsorvido totalmente até 21 dias e os picos de osso neoformado foram
observados em 7 (21,00%, p= 0,019) e 49 dias (15,60%, p= 0,036). Nesse grupo,
células semelhantes a macréfagos, dispostas em lengol, foram visualizadas junto
a tecido 6sseo neoformado. Quanto ao controle positivo, o osso autdégeno foi
totalmente reabsorvido em até 14 dias e o pico de formacéo dssea se deu nesse



mesmo momento, em 14 dias, (40,80%, p<0,001), mostrando-se, nos tempos
subsequentes, similar ao controle negativo. Células gigantes multinucleadas
foram encontradas em areas de remodelacdo dssea, junto ao Biogran® e ao
biovidro teste. Os niveis de BMP-2 no grupo controle negativo se mostraram
maiores nos tempos de 7 (418,80pg/mL, p= 0,871) e 28 dias (346,36 pg/mL, p=
0,035). No grupo Biogran® o pico de BMP-2 se deu em 7 dias (471,95 pg/mL, p=
0,871). O biovidro teste teve seu pico de liberagdo de BMP-2 em 7 dias também
(471,39 pg/mL, p= 0,871). Ja o controle positivo apresentou nivel de BMP-2 em
maior quantidade nos tempos de 7 (346,55 pg/mL, p= 0,871) e 21 dias (407,57
pg/mL, p= 0,300). O biovidro € um material degradavel, e com caracteristicas
bioldgicas de osteoindugéo e osteocondugéo.

PALAVRAS-CHAVE: osteoconducao, reparagao 0ssea, vidro bioativo.



ABSTRACT

The autogenous origin grafts are osteogenic and have the advantage of producing
bone tissue originated from the body itself. Its limitation is the great surgical
morbidity. The bioglass is a bioactive ceramic with unlimited availability that leads
to a surgery with less morbidity. This study aimed to evaluate the bioglass test
during bone repair and to compare it with other bone substitutes in experimental
surgical defects in the tibia of rats. The bioglass test (CEELBIO, Belo Horizonte,
Brazil), has been characterized and compared to the Biogran® (Biomet 3i
Inovattions Inc., Palm Beach Gardens, USA) by spectroscopy in the infrared,
scanning electron microscopy (SEM), EDS spectroscopy and Rx fluorescence.
The study in vivo has been started after the structural analysis. 120 rats (Rattus
norvegicus albinus, Wistar rats), with approximately 7 to 8 weeks, were used. The
bone defects were performed in the right tibia of animals and filled according to the
following breakdown: Group |- negative control without filling; Group II- filled by
Biogran®; Group llI- filled with bioglass test; IV- positive control group, with filling of
autogenous bone. At 7, 14, 21, 28, 49 and 70 postoperative days, the animals
were euthanized and bone mineralization processes and repair were analyzed by
histomorphometry (% of newly formed bone in the defect site). BMP-2 levels were
measured by ELISA assay. Statistical analysis was performed using SPSS
(version 20.0, SPSS Inc., Chicago, USA). The results of the histological analysis
showed that in the negative control there was no bone growth up to 14 days
(20.40%, p <0.001) and after reabsorption, within 21 days (6.60%, p <0.001). In
Biogran® group, there was new bone formation along the grain in 7 days (34.20%,
p = 0.019) and that was maintained as the material was present in shortcomings in
70 days (15.67%, p = 0.048) . The test bioglass was completely reabsorbed within
21 days; new bone formation and peaks were observed in 7 (21.00%, p = 0.019)
and 49 days (15.60%, p = 0.036). In this group, macrophage-like cells arranged in
sheets, were viewed with the newly formed bone. On the positive control,
autologous bone was completely reabsorbed within 14 days, and the peak bone
formation occurred at the same moment, within 14 days (40.80%, p <0.001),
showing, in subsequent occasions, similar to control negative. Multinucleated giant
cells were found in areas of bone remodeling, with the Biogran® and test bioglass.
BMP-2 levels in the negative control group were higher in 7 (418,80pg / ml, p =
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0.871) and 28 days (346.36 pg / ml, p = 0.035). In Biogran® group peak BMP-2
occurred within 7 days (471.95 pg / ml, p = 0.871). The test bioglass had its peak
BMP-2 release in 7 days as well (471.39 pg / ml, p = 0.871). The positive control
showed BMP-2 level in greater quantities in 7 (346.55 pg / ml, p = 0.871) and 21
days (407.57 pg / ml, p = 0.300). The test bioglass is a biodegradable material,
with biological characteristics of osteoinduction and osteoconduction.

Key words: osteoconduction, bone healing, bioglass.
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1. INTRODUGAO

O tecido 6sseo tem uma habilidade unica de se remodelar e se reparar apés uma
fratura. Contudo, defeitos segmentares, sequelas de trauma, ressecgdes, ou
presenca de patologias, apresentam um grande desafio para os cirurgides
maxilofaciais’. Uma atencdo consideravel tem sido dada a substitutos dsseos
sintéticos, tais como hidroxiapatita, tricalcio-fosfato, vidros bioativos?.

Existem trés processos de formagao éssea utilizando substitutos 6sseos. O
primeiro € a osteoconducdo, processo no qual o material serve de arcabouco
para a neoformacgao 6ssea. O segundo seria a osteoindugéo, que é o processo de
inducdo da diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em
osteoblastos. Por fim temos o processo de osteogénese, em que o substituto
dsseo carrega células dsseas vidveis dentro de um enxerto®.

O enxerto de osso autdogeno € o padrado ouro, pois possui capacidade
osteogénica, produzindo formacdo Ossea derivada de tecido do proprio
organismo“. Esse tecido apresenta a capacidade de reabsorcdo e/ou
remodelagdo, sem provocar reagdes tipo corpo estranho, podendo ser obtido de
fontes intra ou extrabucais. No entanto, ha a necessidade de uma segunda area
cirurgica doadora, aumentando a morbidade cirurgica, limitando a quantidade de
substituto dsseo disponivel para o uso®®.

Devido as limitagdes relacionadas aos enxertos biologicos, a engenharia
tecidual tem surgido como alternativa para se obter materiais que possuam
propriedades capazes de induzir ou auxiliar no processo de neoformacéo 6ssea’.
Nesta busca por alternativas ao enxerto autdogeno, surgiram materiais de

preenchimento, dentre estes os materiais aloplasticos ou sintéticos?.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Etapas para o desenvolvimento de novos substitutos 6sseos dentais®

O o6rgao de Estado responsavel pela aprovagcao de novos biomateriais nos

Estados Unidos é a Food and Drug Administration — FDA. Esse departamento de

estado dita as recomendacgdes para o desenvolvimento de novos biomateriais que

serdao comercializados naquele pais. Dentro dessas normas relevantes temos os

seguintes ensaios:

Caracterizacdo dos materiais:

* Composigao quimica:

(@)

(@)

Composicao quimica completa, incluindo todos os aditivos.
Descricdo da composi¢ao, incluindo a analise dos elementos

presentes e identificando tragos de impurezas.

* Propriedades fisicas:

(@)

(@)

(@)

Fotos magnificadas, micrografias em MEV (Microscopia Eletrénica
de Varredura), dispositivo que demonstre o tamanho da particula,
forma e porosidade.

Um grafico da reabsorcdo do material em fungcdo do tempo, que
demonstre o tempo para a depuracédo total ou integragdo no ambito
de um modelo representativo.

Tempo de cicatrizacdo e em que momento o implante pode ser
carregado com sucesso.

Porcentagens de peso relativas as fases cristalinas e amorfas (%).
Raz&o de calcio e Fosforo.

Porosidade Volumétrica (% de espacgo vazio).

Grafico de distribuicdo do tamanho da particula (u).

Temperatura de sinterizagéo (°C).

Resisténcia a compresséao (Mpa).

Maodulo de elasticidade (Gpa).

Mdédulo de Cisalhamento.

pH.

Solubilidade em agua a 20°C (ug/mm3).

* Desempenho in vivo, estudos em animais:
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o Um modelo animal representativo das indicagbes e do uso que
envolvem sitios anatébmicos propostos para o uso do material.

o Uso de animais com esqueletos maduros.

o Uso de osso autégeno como controle positivo e um defeito vazio
como controle negativo.

o Uso de radiografia, histologia, histomorfometria para avaliar
formagdo Ossea, reabsor¢do do material e geragdo de material
residual, se presente, a intervalos relevantes ao longo do periodo de
cicatrizagao.

o Testes biomecanicos de apoio para demonstrar a qualidade do 0sso
recém-formado.

* Biocompatibilidade:

o Citotoxicidade.

o Sensibilidade.

o Genotoxicidade.

o Toxicidade cronica.

o Carcinogenicidade.

2.2 Substitutos 6sseos

Substitutos 6sseos tém trés mecanismos de agao, a osteogénese, osteoindugao e
a osteoconducdo. A compreens&o desses mecanismos ajuda no desenvolvimento
de novos materiais. Esses, por sua vez, ttm como vantagens diminuir ou eliminar

0 uso de 0sso autégeno e alégeno®.

2.2.1 Osteogénese
Osteogénese € a formagdo de o0sso mineralizado pelos osteoblastos
transplantados, carreados por enxertos autégenosg.

Enxertos 0sseos osteogénicos tém a capacidade intrinseca de estimular a
cicatrizagcdo Ossea pela presenga de células. Em geral essas células sé&o
mesenquimais indiferenciadas, ou osteoprogenitorasm.

A vantagem do enxerto autdgeno € que desencadeia baixa resposta imune,
mas tém como desvantagem a morbidade cirdrgica e quantidade Ossea
disponivel®. O ramo e o mento mandibular, a crista iliaca, a calota craniana e até o

0sso ulnar podem ser utilizados como possiveis areas doadoras para um enxerto
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autégeno ®'"'2. Os sitios extra bucais fornecem consideravel quantidade 6ssea,
mas a morbidade cirurgica € grande devido ao sitio doador e a presenga de duas
areas operadas. Um acompanhamento de 6 anos demonstrou que houve, em
média, 87% de perda do volume enxertado de osso autdgeno proveniente de
crista iliaca'".

Estudos realizados em modelos animais, utilizando-se defeitos em tibia de
ratos, sem a utilizagdo de barreiras mecanicas, obtiveram um resultado no qual o

0sso autdégeno ja era totalmente reabsorvido e substituido em 10 dias'®.

2.2.2 Osteoinducao

A osteoindugédo é definida como o mecanismo pelo qual o tecido mesenquimal é
induzido a alterar sua estrutura celular para se tornar osteogénico, ou seja, formar
0sso. Apods a identificagao das proteinas morfogenéticas (BMP’s), esse processo

vem sendo largamente elucidado *°.

2.2.2.1 Proteinas Morfogenéticas (BMP’s)

As proteinas morfogenéticas (BMP’s) sdo citocinas da familia do fator de
crescimento transformador beta TGF-B. Algumas BMP’s, tais como a BMP-2 e
BMP-7, sdo responsaveis pela maior parte do crescimento do esqueleto e a
manutencdo da homeostase no processo de remodelagdo 6ssea’.

Proteinas morfogenéticas (BMP’s) estdo associadas a diferenciagdo de
células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, que tém papel
fundamental no processo de neoformacédo 6ssea. Essas mesmas proteinas tém
acao direta e indireta (RANKL e osteoprotegerina) nas células osteoclasticas,
modulando o processo de reabsorgdo 6ssea'.

Osteoclastos sdo células multinucleadas originarias do tecido
hematopoético. Essas células ativas produzem uma acidificacdo da superficie
Ossea através de bombas H'-ATPase, que dissolvem os cristais de apatita.
Enzimas proteoliticas, tais como a catepsina K e metaloproteases (MMP’s), sao
secretadas no compartimento de reabsor¢cdo para quebrar a fase organica da
matriz O0ssea. Duas citocinas sao necessarias para induzir a diferenciagcao
osteoclastica através de seus precursores: o fator de estimulacdo de colbnias
macrofagicas (M-CSF), e o receptor ativador NF-kB ligante (RANKL). RANKL esta

relacionado com o fator tumoral de necrose (TNF), expresso pelos osteoblastos e
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células estromais que se liga em seu receptor ligante, RANK, expresso pelos
precursores osteoclasticos de osteoclastos maduros. A osteoprotegerina (OPG) é
conhecida também como fator inibidor de osteoclastogénese (OCIF), é um
membro da familia do receptor TNF com nenhum dominio transmembranico. E
como se fosse um receptor chamariz expresso pelo osteoblasto/células
estrémicas que reorganiza o RANKL, e com isso bloqueia a interagao entre RANK
e RANKL, levando a uma inibicdo de diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos
(Figura 1)

Osteoclast

Osteoblast

= Bone matrix

Figura 1 — Modulacéo pela BMP, osteoprotegerina e RANKL, do processo de reabsorgéo ossea'.
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2.2.2.2 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
O plasma rico em plaquetas (PRP) foi usado na implantodontia com o intuito de
potencializar a osteoinducio, através de fatores de crescimento presentes em sua
composic¢ao, tais como:

* PDGF- Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas,

* |GF- Fator de Crescimento Semelhante a Insulina,

* TGFpB- Fator de Crescimento Transformador Beta.

Com a avaliagao clinica mais criteriosa, notou-se que a presenca ou
auséncia desse preparado ndo modificava a resposta final da formacéo dssea’.

A evolugao da técnica que se utilizava de PRP acarretou a utilizagdo de um
preparado de plaquetas ricas em fibrina (PRF) associado ao osso alégeno
congelado. Esse material, que foi usado para enxertos em seio maxilar,
demonstrou, em analise histolégica, um tempo menor de maturagdo Ossea,
podendo diminuir o tempo de instalacdo de implantes no local®.

Concentragbes de fatores de crescimento exdgenos, acima das
fisiologicas, s&o necessarias para um resultado de reparagdo 0ssea mais eficaz.
Matrizes cultivadas com células mesenquimais indiferenciadas embebidas em
fatores de crescimento, podem levar a processos de formagdo Ossea mais
efetivos'’.

Questionamentos sobre os fatores de crescimento Osseo incluem
acompanhamento a longo prazo e possivel carcinogénese provocada por esses
materiais através do estimulo de proliferagao celular, em individuos susceptiveis a
neoplasias malignas. Basicamente a imprevisibilidade desses mecanismos ainda

& o0 maior fator contrario ao seu uso clinico'®.

2.2.2.3 Aloenxertos

Bancos de ossos humanos também sdo uma alternativa para enxertos 6sseos na
implantodontia. Esse material apresenta trés formas basicas: aloenxerto fresco
congelado, aloenxerto seco congelado e osso desmineralizado. As vantagens
desse substituto € possuir os fatores de crescimento presentes em seu interior e
seu uso ndo necessitar de outro sitio doador cirurgico, como no uso de 0sso
autogeno, e com quantidade ilimitada de material. Mas, por outro lado, por n&o
ser passivel de esterilizagdo, pode carrear certas doengcas como hepatite,
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Sindrome da
19,20

Imunodeficiéncia Humana e outras doencas ainda néo
conhecidas

Comparando-se enxertos alégenos frescos e congelados com enxertos
autogenos, nota-se uma maior reabsor¢éo no grupo do osso alégeno. Isso ocorre
possivelmente por causa da menor vascularizagdo e celularizagdao dos blocos

alégenos?’.

2.2.3 Osteoconducgao

Osteoconducéao pode ser definida como a habilidade de um material servir como
arcabougo, mantendo as dimensdes dos espagos para que haja a formagéo
dssea nos espacos adjacentes a esse material ®. Muitos materiais sdo passiveis
de serem usados como substitutos 6sseos, com vantagens e desvantagens

conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1- Materiais usados para a reparagao 6ssea

Material de enxerto dsseo Exemplos Vantagens Desvantagens
Naturais -Proteina: colageno, fibrina, -Biodegradagao -Baixa resisténcia mecéanica
gelatina, fibra de seda -Biocompatibilidade -Grandes taxas de
-Polissacarideos: acido -Bioatividade degradacéo
hialurénico,  sulfato  de -Fonte inesgotavel (alguns -Grandes variagdes de lotes
condroitina, celulose, deles) fabricados.
amido, alginato, agarose,
Polimeros quitosana, pulano,
dextrano.
Sintéticos -Acido pologlicolico (PGA) -Biodegradagao Baixa resisténcia
-Acido polilatico (PLA) -Biocompatibilidade mecanica
-Poli e-caprolactona (PCL) -Versatilidade -Grande concentragdo de
-Poli-hidroximetilmetacrilato produtos acidos da
(poli-HEMA) degradacéo.
Fosfato de calcio -Coralina ou hidroxiapatita -Biocompatibilidade -Fragilidade
sintética (HA) -Biodegradagao -Baixa resisténcia a fratura
-Silicato-substituto de HA -Bioatividade -Dificil previsdo das taxas
-B-tricélcio fosfato (B-TCP) Osteocondutividade de degradagao
-Dicalcio fosfato dihidratado
Ceramicas (DCPD)
Biovidros e ceramicas de -Vidros bioativos silicatos -Osteocondutividade
vidro (4585, 13-93) (sujeito a estutura e
-Borato/borosilicato  vidros propriedades quimicas)
bioativos  (13-93B2, 13-
93B3, Pyrex®)
Outros -Ceramica alumina (Al,O3)
-Titanio e suas ligas -Excelentes  propriedades -Grande quantidade de
-Tantalo mecanicas (alta resisténcia adeséo de tecido
-Ago inoxidavel e resisténcia ao desgaste, -Corrosédo
Metais -Magnésio e suas ligas ductilidade) Risco de toxicidade devido
-Biocompatibilidade a liberagdo de ions
metalicos
-Coberturas de célcio -Combinagao dos acima. - Combinagéo dos acima.
- fosfato nos metais
Compésitos

-HA/poli (D,L latico)
-HA/Quitosan-gelatina

Adaptado de Garcia-Gareta et al., 2015

2.2.3.1 Materiais aloplasticos

Os materiais aloplasticos tém origem sintética, sdo biocompativeis, bioinertes e
apresentam-se como alternativas promissoras frente a eminente necessidade de
se encontrar um composto com todas as caracteristicas ideais para um substituto

6sseo ?2. As vantagens do uso desses materiais é que se apresentam disponiveis
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em quantidade, além de dispensarem a necessidade de um sitio doador. Dentre
estes compostos encontram-se os vidros bioativos, os polimeros e as

ceramicas?®.

2.2.3.2 Vidros bioativos

Os vidros bioativos ou biovidros foram desenvolvidos por Hench (1969) e a
composicao de 45% SiO,, 24,5% Na,0, 24,5% CaO, 6% P,0%, chamada 45S5 foi
a que melhor reagiu ao ser implantada ao tecido 6sseo 2>242°2¢,

O vidro bioativo teve seus potenciais de neoformagao o0ssea e resisténcia
mecanica testados em varios estudos animais, comprovando o potencial
promissor como substituto 6sseo, pelas propriedades bioativas e osteocondutivas
27,28.

Além de serem altamente osteocondutivas, as particulas de vidro bioativo
possuem propriedades de osteoestimulacdo. Este efeito estimulatorio € visto
como uma eroséao interna das particulas de vidro bioativo. Células mesenquimais
indiferenciadas penetram nas particulas de vidro erodidas e sao estimuladas pelo
meio interno a diferenciarem-se em osteoblastos. Essas ilhas de tecido 6sseo
recentemente formadas funcionariam como areas de nucleagdo para reparo
dsseo subsequente?’.

Estudos em alvéolos de caes foram realizados e demostraram a grande
capacidade de osteoconducdo dos vidros bioativos e ceramicas bioativas. As
particulas desses materiais foram envolvidas por matriz 6ssea calcificada e
juntamente com o implante instalado nesses alvéolos, houve um bom contato
entre 0sso neoformado e o implante®.

A capacidade de se conduzir a formacao éssea utilizando biovidro, levou
alguns pesquisadores a utiliza-lo como veiculo de substancias que pudessem
melhorar ou estimular a neoformacéo 6ssea®. Dessa maneira, novos materiais
podem ser desenvolvidos com caracteristicas osteocondutoras e osteoindutoras.
Um trabalho associou o biovidro Biogran® (Biomet3i Inovattions Inc., Palm Beach
Gardens, USA) com o alendronato para reparo de defeitos de bordo inferior de
mandibula de ratos. Os resultados mostraram que uma dose unica local de
alendronato melhorou a formac&o éssea local *'.

O material Fiber Max FM® (fibra de vidro) produzido sob baixas
temperaturas foi tratado em solugdo de tetraetoxisilano e depois submerso em
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um meio simulado de fluido corporeo (SBF). A fibra, apds esse tratamento,
demonstrou baixa citotoxicidade em meio de cultura de células fibroblasticas®.

Matrizes de vidro bioativo se mostraram eficazes para deposicao de
hidroxiapatita quando submergidas em meio SBF, e depois, expostas a
substancia Tris-HCI, foram parcialmente reabsorvidas. Isso abre uma
possibilidade de fabricacdo de matrizes de biovidro reabsorviveis uteis para o
processo de osteoconducgéo®.

Na periodontia o uso de biovidro juntamente com osso autdogeno e
membrana de colageno em regeneragdes teciduais guiadas, demostrou a mesma
efetividade do uso do osso autdbgeno e membrana. Dessa forma, pode-se usar
menos 0sso autdgeno se for adicionado o biovidro ao sistema®*.

Alguns estudos in vitro ja apresentam a associagdo do biovidro sendo
utilizado como veiculo de algumas substancias. Foi testada na endodontia, a
associagdo desse material com a hidrocortisona e tetraciclina, com o objetivo de
ser um capeador pulpar *.

Em outro estudo in vitro com a mesma associagao, utilizou-se de cepas
bacterianas para analisar a efetividade da liberagdo de antibidtico pelo biovidro,

tendo-se conseguido a inibicdo de crescimento bacteriano *.

2.2.3.3 Polimeros

Polimeros naturais tém como grande vantagem a biocompatibilidade e
bioatividade, mas, em contrapartida, ndo possuem grande resisténcia mecanica e
se degradam muito rapidamente. Ja os polimeros sintéticos sdo versateis e
biocompativeis, mas, como os polimeros naturais, ndo tém resisténcia mecanica
e seus produtos, apdés degradacgdo, sdo acidos o que prejudica o meio em que
estdo presentes pelo baixo pH'®.

2.2.3.4 Ceramicas

As ceramicas se apresentam como uma opg¢ao viavel de substitutos Osseos
sintéticos de fonte inesgotavel. Como vantagens sdo biocompativeis, bioativas
como materiais osteocondutores, embora tenham a sua degradagdo demorada

além de serem consideradas frageis'®.
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2.2.3.5 Metais

Os metais podem ser usados como substitutos Osseos porque sao
biocompativeis e resistentes. Ha que se considerar, no entanto, como
desvantagens, a grande aderéncia aos tecidos adjacentes, o que pode dificultar a
funcdo do osso associado, e também a corrosido, que pode levar a liberagao de
jons téxicos aos tecidos adjacentes’®.

2.2.3.6 Compositos
Os compositos sao a conjugagdo dos materiais supracitados. Como eles,

carregam em si as mesmas vantagens e desvantagens de cada grupo '®.

2.2.3.7 Enxertos Xenégenos

Enxertos xendgenos de origem bovina sdo muito usados na implantodontia. A
associagdo de blocos autdbgenos com o0sso bovino particulado, desproteinizado,
ajuda a manter o volume inicial do bloco *. Esse mesmo material, quando usado
em cirurgias de enxertia de seio maxilar, se assemelha ao resultado do osso

autégeno 8.

O osso bovino desmineralizado usado juntamente com uma
membrana de colageno, ajuda a preservar as dimensdes de alvéolos apds

exodontias *°.

2.2.4 Bioatividade

Bioatividade pode ser descrita como a ocorréncia de uma interacdo entre o
biomaterial e o tecido circundante. Nos substitutos 6sseos, bioatividade descreve
a influéncia de um material na formagado 6ssea. Em uma perspectiva celular,
bioatividade reflete a adesédo e diferenciagdo das células osteogenéticas nas

superficies ceramicas '°.

2.3 Estudos de biomaterias em animais experimentais

O uso de animais para o desenvolvimento de novos materiais ainda € o principal
meétodo cientifico para a sua validagdo antes do seu uso em humanos. Alguns
modelos de estudo, para se avaliar tecido 6sseo, tém sido descritos na literatura.
Eles podem ser divididos em defeitos criticos e nao criticos. O defeito critico foi

definido como tendo um tamanho tal que seria impossivel sua total regeneragéo
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durante a vida do animal. Ja o defeito ndo critico permite a regeneragéo total do
mesmo durante a vida do animal *°. O modelo critico para ratos, bem descrito na

18,40,43
0 ele

literatura, seria o de calota’*"*2. Quando o defeito é realizado na tibia
pode ser considerado nao critico, e dessa maneira pode ser reparado no periodo
de vida do animal.

Garcia-Gaeta et al.'® descreveram certas vantagens em se usar a tibia
frente a calota, porque o modelo de calota propicia a formacao de tecido epitelial,
0 que pode atrapalhar a formagao 6ssea por processo de competicdo. Outra
vantagem levantada seria a quantidade de células osteoprogenitoras presentes
nesse sitio, que inclui medula éssea, e leva a uma facilidade de se ter a

diferenciacdo das mesmas em células da linhagem éssea (osteoindugao).
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO
A utilizacdo de um biomaterial capaz de ser biocompativel e ser sintetizado a
temperatura ambiente, pode trazer beneficios reais para o desenvolvimento da
substituicdo 0ssea na area meédico-odontolégica. Primeiramente, a sintese em
temperatura ambiente pode propiciar a adicdo de substancias diversas, para
melhorar a neoformacgado dssea, sem que elas sofram modificagcdes estruturais
pela temperatura. O segundo fator a ser considerado € o custo da sintese ser
menor do que a dos biovidros sintetizados em altas temperaturas.

O Departamento de Quimica da UFMG (CEELBIO), desenvolveu um
biovidro com essas caracteristicas, sendo primordial o estudo do seu

comportamento in vivo. Dai o ineditismo desse estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar, in vivo, um biovidro teste sintetizado em baixas temperaturas (CEELBIO,
Belo Horizonte, Brasil). O mesmo foi comparado com um grupo controle negativo,
controle positivo (osso autégeno) e um biovidro ja comercializado para uso na

implantodontia (Biogran®, Biomet3i Inovattions Inc., Palm Beach Gardens, USA).

4.2. Especificos
* Avaliar por histologia e em defeitos 6sseos realizados em tibia de ratos, os
grupos: controle negativo, grupo Biogran®, grupo biovidro teste e controle
positivo;
* Quantificar o osso neoformado nos quatro grupos;
* Quantificar a manutengao dos substitutos 6sseos;

* Quantificar BMP-2 nos quatro grupos avaliados.
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5. HIPOTESE

A hipotese levantada foi a de que esse biomaterial ndo provoca acentuadas
reacdes inflamatdrias nos tecidos vivos dos animais, sendo indicado para o uso
em seres humanos. A grande vantagem do biovidro teste seria a de que, por ser
sintetizado a temperatura ambiente, certas substancias poderiam ser
incorporadas a ele no processo de sintese. A liberacdo dessas substancias
poderia ser constante durante a degradagéo do biovidro. Dessa maneira além de
ser um material osteocondutor, o0 mesmo poderia carrear e apresentar uma
caracteristica de osteoindug¢do, dependendo dos niveis de BMP-2 encontrados

nas amostras.
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6. MATERIAIS E METODOS
O tipo de estudo foi classificado como experimental laboratorial, com utilizagao de

animais experimentais.

6.1 Biovidro teste (CELLBIO)

O material testado no experimento foi o biovidro Ceelbio UFMG.

6.1.1 Sintese

Em um béquer de plastico polietleno de 2000 mL, foram adicionados
respectivamente, 51,25 mL de solugdo de HCI g.s.p até atingir pH 1,50, 390 mL
de alcool etilico 99,5% (Synth, S&o Paulo, Brasil) e 375 mL de
Tetraethylorthosilicate (TEOS, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil). A solugao foi
agitada por 2 horas. Posteriormente foram adicionados 38,25 mL de triethyl
phosphate (PACK, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), agitados por mais 2 horas,
seguido pela adigdo de 145 g de cloreto de calcio dihidratado (Vetec, Séo Paulo,
Brasil). A solugdo foi agitada até completa formacdo da fase gel. O gel foi
colocado em uma bandeja de plastico e deixado a temperatura ambiente para
secagem por 24 horas. Apos o periodo a amostra foi lavada por 3x com acetona,
em seguida com solugédo tampé&o TRIS e deixada secar novamente a temperatura
ambiente, para completa secagem. A amostra foi fracionada e acondicionada.

6.1.2 Caracterizagao
As caracterizagdes do biovidro e do Biogran® foram realizadas pelo departamento
de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

As anadlises foram realizadas em presenga de liquido corporal simulado
(SBF), somente para os ensaios de espectroscopia para a regidao do
infravermelho e de fluorescéncia de Rx. Esse liquido foi sintetizado da seguinte
maneira:

Em um béquer de 2000 mL foram adicionados sequencialmente 800,00 mL
de agua destilada, 7,996 g de NaCl; 0,350 g de NaHCO3; 0,224 g de KCI, 0,288 g
de KoHPO4; 0,305 g de MgCl,.2H,0; 20,00 mL de solugao de HCI 1,00 mol/L;
0,376 g de CaCl,.2H,0; 0,071 g de Na;SO4 e 6,057 g de Trishidroxiaminometano.
O pH da solugao foi acertado com solugdo de HCI 1,00 mol/L para 7,40 a
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temperatura de 37°C. A solugdo foi adicionada a um baldo volumétrico de
1000,00 mL e o volume completado.

As amostras foram pesadas nas proporgdes 0,1000 g de amostra para
cada 50,00 mL de solucao Tris pH 7,40 e adicionadas a tubos Falcon por periodo
de 72 horas. Apos o periodo desejado, a amostra foi retirada da solu¢do e seca a
temperatura ambiente.

Os testes realizados foram os seguintes:

6.1.2.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Espectros de IV com transformada de Fourier foram obtidos em um espectrémetro
(Perkin Elmer FTIR GX, Wellesley, MA, USA). Os sélidos foram homogeneizados
em KBr (2% m/m) e prensados em discos. Os espectros foram obtidos com
resolugcado de 4 cm-1 com 16 scans por espectro no intervalo de 4000 a 400 cm-1.

6.1.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A amostra foi colocada em um porta amostra de aluminio e foi depositada uma
fina camada de ouro de aproximadamente 45 ym por técnica de sputtering sobre
as mesmas para analise por MEV em Microscopio Eletrénico de Varredura (FEG -
Quanta 200 FEI, Hillsboro, Oregon, USA).

6.1.2.3 EDS (Energy Dispersive Spectroscopy)
A espectroscopia por dispersédo de energia foi realizada nas amostras do MEV no

mesmo momento da aquisicdo das imagens utilizando-se 0 mesmo equipamento.

6.1.2.4 Fluorescéncia de Raios X

As analises de fluorescéncia de Raios X foram feitas em um equipamento
(SHIMADZU, Modelo XRD-7000 X-RAY difractometer, Kyoto, Japan) com tubo de
cobre.
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6.2 Animais

O presente estudo utilizou 120 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) adultos
machos, com 7 a 8 semanas de idade aproximadamente e em bom estado de
saude.

Os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO/ICB/UFMG). Os animais foram acondicionados em gaiolas separadas
com no maximo 5 animais, com luminosidade e temperatura controladas e com
acesso ad libitum a agua e ragao para animais de laboratério. O experimento foi
realizado em conformidade com o Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
UFMG. (CEUA, protocolo n° 103/2014).

6.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididas da seguinte maneira:
Grupo I: Controle negativo — sem preenchimento,
Grupo lI: Defeito preenchido com Biogran® (Biomet3i Inovattions Inc., Palm
Beach Gardens, USA),
Grupo lll: Defeito preenchido com Biovidro teste (CEELBIO, Belo
Horizonte, Brasil),
Grupo IV: Controle positivo — preenchimento com osso autdogeno coletado

da tibia direita da propria cobaia (tabela 2).

Tabela 2- Distribuigdo dos animais de acordo com os grupos experimentais

Tempo Grupos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
de experimentais Controle Biogran® Biovidro teste Controle
eutanasia negativo positivo

7 dias n=5 n=5 n=5 n=5

14 dias n=5 n=5 n=5 n=5

21 dias n=5 n=5 n=5 n=5

28 dias n=5 n=5 n=5 n=5

49 dias n=5 n=5 n=5 n=5

70 dias n=5 n=5 n=5 n=5
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6.4 Procedimento ciruargico

Primeiramente os animais receberam uma dose de 0,1ml de solugao Penicilina G-
benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal
Ltda., Campinas, SP) por via intramuscular, 24 horas antes do procedimento. O
esquema de antibidtico foi profilatico para se evitar infecgdes pds-operatoérias. Os
ratos foram entdo anestesiados com uma mistura de ketamina 10% e xilazina 2%
(cloridrato de xilazina 15mg/kg e cloridrato de ketamina 100 mg/kg; fabricante:
Rhobifarma industria Farmacéutica Ltda, Hortolandia, S&o Paulo, Brasil) e
submetidos a cirurgia para a realizagdo de dois defeitos na tibia direita. Apds a
tricotomia da perna direita do rato e assepsia com alcool iodado 0,1%
(Rioquimica, Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil), uma incisao de 10mm foi
realizada com lamina de bisturi n°15 (Solidor, Barueri, Sdo Paulo Brasil) sobre a
crista tibial de extensao de 10 milimetros. O descolamento dos tecidos moles foi
realizado com o auxilio de um instrumento de Hollembeck 3S (Sswhite / Duflex,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os defeitos foram realizados com broca helicoidal de
1,6mm de didametro (Neodent, Curitiba, Brasil), sob abundante irrigagdo com soro
fisiologico gelado, até trespassar a tibia.

O primeiro defeito foi realizado a 15 mm de distancia da articulagdo do
joelho, ja o segundo defeito foi realizado a 5 mm de distancia do primeiro.
Posicionou o material no defeito, dependendo de cada grupo experimental (tabela
2). O osso autogeno foi coletado da propria tibia operada, através de uma
raspagem com a lamina de bisturi. O biovidro e o Biogran® foram pesados e
inseridos nos defeitos. Cada defeito recebeu 10 mg de biovidro ou Biogran®, ja a
quantidade de osso autogeno foi colhida o suficiente para preencher o defeito
sem que houvesse condensagao do material. Logo apos, a ferida foi suturada
com fio de seda 5.0 (Ethicon®, Johnson & Johson, Sdo José dos Campos, Séo

Paulo, Brasil) (Figura 2).
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Figura 2 — Incis&o (A), perfuracao dos defeitos 6sseos (B), defeitos finalizados (C) e sutura (D)
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Terminado o procedimento cirurgico, cada animal recebeu uma dose de
0,17ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP), para se completar a profilaxia e uma
dose de 0,1 ml de flunixina 50mg/ml (Banamine, Schering- Ploug Animal Helth,
Brasil), via intramuscular, para se proporcionar conforto pés-operatério ao animal.

No pdés-operatério nenhuma restricdo alimentar ou de movimentagao foi
imposta aos animais, os quais foram mantidos em gaiolas de 5 ratos cada,

durante todo o experimento.

6.5 Eutanasia e coleta do material

Os animais (n=120) sofreram a eutanasia em 7, 14, 21, 28, 49 e 70 dias poés-
operatérios. No procedimento de eutanasia, os animais foram anestesiados
utilizando-se 0 mesmo processo usado por ocasido da cirurgia e uma incisao
ventral foi realizada. O diafragma foi rompido e foi realizada uma pungéo
intracardiaca para a coleta de sangue do animal, para estudos futuros, tais como
dosagem de BMP-2 no soro. Apds esse procedimento, a artéria aorta do animal
foi seccionada. O soro sanguineo obtido pela centrifugagao foi acondicionado e

congelado em uma temperatura de 70° Celsius negativos.
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A tibia direita foi entdo removida e desarticulada do fémur. Todo o tecido
mole foi removido e, com um disco diamantado (KG Sorensen, Brasil), os dois
defeitos foram separados. O mais proximal foi fixado em solugdo de formalina
neutra tamponada a 10% (pH 7,2) e, posteriormente, processado. O defeito mais
distal foi acondicionado em solugcdo especifica para a extracdo de citocinas
(0,4mM NaCl, 10mM NaPO,, pH 7,4), em proporgédo de 0,1ml de solugédo para
cada 10 mg de tecido. As amostras foram congeladas a -70°C, para a realizag&o

do ensaio ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) *.

As amostras em formalina foram desmineralizadas em solu¢cao na seguinte
proporgao: agua destilada 1,125ml, acido nitrico (pré analise) 125 ml e uréia (pré
analise) 1,25g. A desmineralizagao foi realizada em 24 horas e as pegas foram
lavadas em agua corrente, desidratadas em alcoois de concentra¢des crescentes,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes longitudinais seriados (4 um
de espessura) foram submetidos a coloracdo de hematoxicilina e eosina (HE),
para avaliagao histologica qualitativa (processo inflamatdério e tipos celulares) e de
Tricomico de Masson para avaliagdo histométrica quantitativa (melhor
visualizagao do colageno do tecido 6sseo).

6.6 ELISA

As amostras congeladas a -70°Celsius, foram processadas em um
homogenizador e o ensaio foi realizado com um kit para ELISA (R&D, Systems,
Mineapolis, MN, USA).

6.7 Forma de analise dos resultados

Previamente a realizagdo da histometria, as amostras foram codificadas e dois
examinadores, duplo cego, realizaram as analises. Apds essa etapa, o teste
estatistico de coeficiente de correlagao intraclasse, para analise da confiabilidade,
foi realizado através do programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS
para Windows, versao 20.0, SPSS Inc., Chicago, USA).
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6.7.1 Analise histologica

Os cortes histolégicos corados com hematoxicilina e eosina foram analisados,
qualitativamente, por microscopia 6ptica (Axio Scope A1, Carl Zeiss, Gottingen,
Germany). Os itens considerados foram: a intensidade do processo inflamatério, a
area de tecido 6sseo na regiao central dos defeitos 6sseos, a relagéo entre o 0sso
neoformado e os tecidos moles e a relagao dos substitutos 6sseos com o0 0sso ao
redor do defeito cirtirgico®. O infiltrado inflamatério foi classificado como: nenhum,
suave, moderado e severo, metodologia usada por Schallenberger et al.(2014)*.

6.7.2 Analise histométrica

As laminas foram analisadas através de microscopia otica (Standard 25, Carl
Zeiss, Gottingen, Germany). A coloragéo escolhida para se realizar a analise
histométrica foi o tricromio de Masson. A histometria foi quantificada com o auxilio

do programa ZEN 2 (Carl Zeiss, Microscopy, Jena, Alemanha). (Figura 3)

Figura 3 — Tela do programa ZEN 2, demonstrando como as areas de osso neoformado e material

foram obtidas

Foram feitas medidas das areas ocupadas por osso neoformado na regido do
defeito. E, uma vez que nos grupos do biovidro, do biomaterial e do osso
autogeno existe a presenga do material de preenchimento, comparando com o

controle negativo, procedeu-se a uma nova analise apenas da area nao ocupada
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por material. Foi realizado o calculo da proporcdo de osso neoformado
descontando a area do material. Para isso, foi subtraido do valor total da area do
defeito, o valor da area ocupada por material. O valor obtido deste calculo
representou a area total (100%) em que poderia haver neoformagao Ossea. A
partir desse resultado, foi calculada a porcentagem desta area ocupada por 0sso
neoformado.

 Area disponivel para neoformagéo = ADN

* Area total do defeito = ATD

 Area ocupada pelo material = AOM

 Area de osso neoformado = AON

* % osso neoformado = %ON

ADN = ATD - AOM

% ON = AON x 100
ADN

A presencga dos biomateriais também foi medida através de uma férmula

matematica semelhante.

* Area total do defeito = ATD
 Area ocupada pelo material = AOM

* % de material remanescente = %Mat

% Mat = AOM x 100
ATD
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6.8 Analise estatistica

Primeiramente, os dados foram tabulados e avaliados quanto a sua distribuicao,
normal ou ndo, através de uma analise de Shapiro-Wilk. Os dados que obtiveram
distribuicdo normal, foram avaliados pelo método paramétrico ANOVA com pés-
teste de Tukey (p<0,05). Ja com os dados que nao obedeceram a uma
distribuicdo normal, foi realizada uma analise descritiva. Um teste de correlagéo
de Spearman foi aplicado entre os grupos de porcentagem de osso neoformado e
a porcentagem de material remanescente. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa computacional Statistical Package for Social
Sciences (SPSS para Windows, verséo 20.0, SPSS Inc., Chicago, USA)
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7.

RESULTADOS

7.1 Caracterizagao

A

caracterizacao do biovidro e do Biogran® compreendeu 0Os ensaios de

espectroscopia na regiao do infravermelho, microscopia eletrénica de Varredura

(MEV), EDS e fluorescéncia de Rx. Esses experimentos foram realizados apds o

biovidro ser imergido em uma solu¢do de SBF.

7.1.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

A

espectroscopia na regido do infravermelho das amostras de Biogran® e de

biovidro expostas a 72 horas SBF demostraram bandas entre 560 a 600 cm-1,

compativeis com a formagao de hidroxiapatita nas amostras. (Figura 4 e 5)
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Figura 4 - Espectroscopia na regido do infravermelho, Biogran® 72 h, demonstrando a presenga de

bandas entre 560 a 600 cm-1, compativeis com a presenga de hidoxiapatita.
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Figura 5 — Espectroscopia na regido do infravermelho, biovidro 72 h, demonstrando a presenca de

bandas entre 560 a 600 cm-1, compativeis com a presenga de hidoxiapatita.

7.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia Eletronica de varredura demonstrou que a superficie do biovidro €,

de certa maneira, mais porosa do que a do Biogran® que, por sua vez, apresenta

uma superficie mais granular. (Figura 6)
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Figura 6 — Micrografias eletrénicas de varredura (MEV) do biovidro teste (A a D) e do Biogran® (EaH)
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7.1.3 EDS (Energy Dispersive Spectroscopy)
O teste de espectroscopia por dissipagao de energia demonstrou que o Biogran®

apresentou picos de calcio, carbono, oxigénio, sodio, silicio, e fosforo nesse
ensaio. (figura 7)
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Figura 7 — Resultado de EDS do Biogran®

O ensaio de espectroscopia por dispersao de energia, demonstrou que o

biovidro apresenta picos de carbono, célcio, cloro, oxigénio e fésforo. (figura 8).
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Figura 8 — Resultado EDS do biovidro teste
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7.1.4 Fluorescéncia de Raios X
A fluorescéncia de Rx detectou grande porcentagem de SiO; no biovidro (90,1%)
enquanto no Biogran® o valor foi de 41,4%. Ja a quantidade de CaO foi bastante

superior no Biogran®(27,2%) em comparac&o ao biovidro (3,0%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultado da fluorescéncia de Rx do Biogran® e do biovidro

ELEMENTO Biogran®(%) Biovidro (%)
CO, 0,74 1,9
Na,O 24,8 0
MgO 0,07 0
Al,O3 0,024 0,011
SiO, 41,4 90,1
P,0s 5,6 2,3
SO3 0,018 0,02

Cl 0,009 2,7
K20 0 0,003
CaO 27,2 3,0
Cr,03 0 0

Fe20s3 0,009 0,03
NiO 0,004 0,004
SrO 0,006 0,004
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7.2 Analise Histolégica

As laminas coradas por hematoxicilina e eosina (HE) foram analisadas por
microscopia Optica (Axio Scope. A1, Carl Zeiss Microlmaging Gmbh 37081,
Gottingen, Alemanha) de acordo com os tempos de eutanasia.

7.21 7 dias

As imagens das laminas do grupo controle negativo, de uma semana de
eutanasia, demonstraram que, da periferia para o centro, encontramos tecido
0sseo lamelar/maduro, tecido ostedide (osso imaturo) e, bem ao centro, tecido

conjuntivo celularizado (tecido de reparo) (figura 9).

Figura 9 — Histologia do defeito 6sseo com 7 dias, controle negativo. TEC REP - tecido de
reparagdo e OST — material ostetide. Coloragdo HE. Aumento A - 50X e B — 100X

Laminas do grupo Biogran® apresentaram imagem negativa do local
preenchido pelo material, e uma formagao de osso imaturo em contato com os
graos do material. Fissuras dentro dos graos sugerem estar sendo ocupadas pelo

tecido conjuntivo (figura 10).
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Figura 10 - Histologia do defeito 6sseo com 7 dias, Biogran®. Setas pretas indicam as fissuras do
biomaterial e a seta azul indica o tecido ostedide em contato com o grédo do material. Coloragéo HE.
Aumento A - 50X e B — 100X

O biovidro teste apresentou histologia com a presenga de osso trabeculado
na periferia do defeito, material basofilico ao centro (biovidro teste) entremeado
por tecido conjuntivo celularizado, pouco vascularizado, presenga de células

grandes, com citoplasma claro e granular, nucleo central (figura 11).

Figura 11 - Histologia do defeito 6sseo com 7 dias, Biovidro. BIO — biovidro presente no defeito. Seta
preta indica células grandes com citoplasma granular. Coloracdo HE. Aumento A - 100X e B — 400X
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O osso autégeno nos primeiros 7 dias tem caracteristicas muito
semelhantes ao controle negativo, se diferenciando pela presenga de particulas
de osso enxertado (figura 12).

Figura 12 - Histologia do defeito 6sseo com 7 dias, Controle positivo (autégeno). Setas pretas
indicam osso autdégeno enxertado no defeito. Coloragdo HE. Aumento A - 50X e B — 100X

7.2.2 14 dias
No grupo do controle negativo temos um quadro parecido com o tempo de 7 dias,
mas com menos lamelas 0sseas e mais tecido conjuntivo.

Aos 14 dias, os grdos de Biogran® continuam presentes e junto aos
mesmos podemos notar o contato direto com osso um pouco mais maduro.

Quanto ao biovidro teste as laminas revelaram a presenca de 0sso
neoformado com caracteristicas mais maduras. As trabéculas ésseas nao estéo
em contato tdo intimo com o material quando comparadas ao Biogran®.

O osso autdgeno ja néo é encontrado com muita facilidade aos 14 dias de

eutanasia (figura 13).
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Figura 13 - Histologia do defeito ésseo com 14 dias, A - Controle negativo, B - Biogran® (seta
indicando osso neoformado), C — Biovidro teste ( seta indicando osso neoformado), D — Controle
positivo (autégeno). Coloragdo HE. Aumentos de 50X

7.2.3 21 dias
No controle negativo o tecido dsseo praticamente ja foi totalmente remodelado e o
local apresenta somente tecido hematopoiético nativo da regido da medula da
tibia.

O Biogran® ainda esta presente e o tecido conjuntivo j& aparece sendo
substituido pelo tecido hematopoiético local.

No tempo de 21 dias o biovidro ja se apresenta bastante degradado e um
lencol de células semelhantes a macréfagos se forma no defeito.

Nesse tempo de eutanasia o 0osso autdgeno ja foi totalmente reabsorvido e
0 0sso neoformado esta presente em pequena quantidade (figura 14).

51



Figura 14 - Histologia do defeito 6sseo com 21 dias, A - Controle negativo, B - Biogran®, C — Biovidro
teste ( seta indicando lencol de células semelhantes a macréfados), D — Controle positivo
(autégeno). Coloragdo HE. Aumentos de 50X

7.2.4 28 dias

Os grupos de controle negativo e positivo, nesse tempo, apresentam laminas que
se parecem muito com o tecido primitivo hematopoiético, enquanto imagens
negativas de granulos de Biogran® aparecem, com trincas intragranulares
povoadas por células 6sseas. O osso neoformado aparece em intimo contato com
esses granulos. Nesse estagio o grupo do biovidro, ja quase todo degradado,
apresenta ainda uma imagem compativel com lengdis de células semelhantes a

macroéfagos (figura 15).
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Figura 15 - Histologia do defeito 6sseo com 28 dias, A - Controle negativo, B - Biogran®, C — Biovidro
teste, D — Controle positivo (autdégeno). Coloragdo HE. Aumentos de 50X

7.2.5 49 dias

Como ja descrito no tempo anterior, os grupos de controle positivo e negativo

apresentam nas laminas um aspecto de tecido hematopoiético similar ao original.
O grupo do Biogran® continua com osso em intimo contato com seus

granulos, e o do biovidro apresenta uma diminuigdo das células semelhantes a

macroéfagos (figura 16).
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Figura 16 - Histologia do defeito 6sseo com 49 dias, A - Controle negativo, B - Biogran®, C — Biovidro
teste (seta indicando a presenca do lengol de células semelhantes a macréfagos), D — Controle

positivo (autégeno). Coloragdo HE. Aumentos de 50X

7.2.6 70 dias

Com 70 dias de eutanasia os grupos controle estdo inalterados, ja o do Biogran®
apresenta osso em intimo contato com o material. O grupo de biovidro apresenta
raras lamelas dsseas em intimo contato com o que restou do lencol de células

semelhantes a macrofagos (figura 17).
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Figura 17 - Histologia do defeito 6sseo com 70 dias, A - Controle negativo, B - Biogran®, C — Biovidro
teste ( seta indicando lencol de células semelhantes a macréfados), D — Controle positivo
(autégeno). Coloragdo HE. Aumentos de 50X

7.2.7 Andlise de infiltrado inflamatério
O infiltrado inflamatoério se mostrou de suave a moderado em todos os grupos e
tempos cirurgicos onde havia a presencga de substitutos 6sseos. Naqueles sitios
onde ja ndo havia material ou osso neoformado, o infiltrado inflamatério estava
classificado como nenhum.
A presenga de células gigantes (figura 18) e multinucleadas foram

visualizadas em algumas laminas dos grupos:

* Controle negativo (7 dias),

* Biogran® (7, 14, 28 e 49 dias),

* Biovidro teste (7, 14, 21 e 28 dias),

* Controle positivo (7 e 14 dias).
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Figura 18- Histologia das células multinucleadas (setas) A- Biogran®, 49 dias, B- Biovidro 14 dias

7.3 Analise histométrica

As laminas para essa analise foram coradas com tricromio de Masson e foram
analisadas por microscopia 6tica (Standard 25, Carl Zeiss Microlmaging Gmbh
37081, Gottingen, Alemanha). A andlise histométrica foi realizada medindo-se a
area de osso neoformado e sua porcentagem, frente a area disponivel no defeito
para sua formacdo. Os resultados foram tabulados de acordo com os tempos de

eutanasia.

7.3.1 7 dias

Nas analises de uma semana, a maior porcentagem de formagdo 6ssea nas
areas disponiveis nos defeitos, retirando-se as areas preenchidas por substitutos
0sseos, foi a do grupo controle negativo, seguido pelo grupo do controle positivo.
Os grupos de biomateriais ficaram com menos formagéo dssea (tabela 4).

Tabela 4- Porcentagens das areas de osso neoformado com desvio padréo em 7 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 54,40 (11,63)% A

Biogran® 34,20 (11,45)% B 0.019
Biovidro teste 21,00 (16,57)% A ’
Controle positivo 37,20 (17,71)% C

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
Letras iguais representam diferencas estatisticamente significativas entre as médias na comparagéo pareada
entre cada grupo
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7.3.2 14 dias

Quando os grupos foram analisados no tempo de 14 dias, a porcentagem de
formacdo Ossea nas areas disponiveis nos defeitos, retirando-se as areas
preenchidas por substitutos Osseos, apresentou um comportamento diferente
(tabela 5). A maior porcentagem foi do Biogran®, seguido pelo controle positivo,

controle negativo e biovidro teste.

Tabela 5- Porcentagens das areas de osso neoformado com desvio padrdo em 14 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 20,40 (8,32)% AD

Biogran® 49,20 (5,49)% AC <0.001
Biovidro teste 17,80 (7,79)% BCE ’
Controle positivo 40,80 (17,11)% DE

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
Letras iguais representam diferencas estatisticamente significativas entre as médias na comparagéo pareada
entre cada grupo

7.3.3 21 dias

O tempo de eutanasia de 21 dias demonstrou, em relagdo as porcentagens de
osso0 neoformado em espagos disponiveis, que o Biogran® teve maior
porcentagem, seguido pelo biovidro teste e controles negativo e positivo (tabela
6).

Tabela 6- Porcentagens das areas de osso neoformado com desvio padrdo em 21 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 6,60 (3,85)% A

Biogran® 22,20 (4,65)% ADE <0.001
Biovidro teste 9,00 (5,79)% BD ’
Controle positivo 6,60 (2,70)% CE

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
Letras iguais representam diferencas estatisticamente significativas entre as médias na comparagéo pareada
entre cada grupo

7.3.4 28 dias

Na analise das areas de neoformacgao 6ssea, obteve-se um resultado onde
a presenca 6ssea do grupo do Biogran® foi a maior, seguida da do biovidro teste
(tabela 7). Todavia observamos que essa relagao, nesse tempo de eutanasia, néo
produziu uma significancia estatistica p>0,05.

57



Tabela 7- Porcentagens das areas de osso neoformado com desvio padrdo em 28 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 2,24 (1,92)%

Biogran® 20,71 (27,22)% 0.255
Biovidro teste 12,06 (7,71)% ’
Controle positivo 7,39 (4,64)%

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)

7.3.5 49 dias
No tempo de eutanasia de 49 dias, foi encontrado uma maior quantidade 6ssea
no grupo de Biogran®, seguido pelo grupo de biovidro. Os grupos controles

tiveram similaridade numérica (tabela 8).

Tabela 8- Porcentagens das areas de osso neoformado com desvio padrdo em 49 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 6,09 (5,81)% A

Biogran® 23,58 (7,27)% BE 0.036
Biovidro teste 15,60 (17,62)% C ’
Controle positivo 5,30 (4,18)% DE

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
Letras iguais representam diferencas estatisticamente significativas entre as médias na comparagéo pareada
entre cada grupo

7.3.6 70 dias

No ultimo tempo de eutanasia, foi observado que o Biogran® ainda estava
relacionado com a maior quantidade de osso presente no defeito, seguido pelos
outros grupos estatisticamente semelhantes (tabela 9).

Tabela 9- Porcentagens das areas de osso neoformado com desvio padrdo em 70 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 4,48 (2,20)% A

Biogran® 15,67 (13,84)% BE 0.048
Biovidro teste 5,31 (2,80)% C ’
Controle positivo 2,72 (1,98)% DE

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
Letras iguais representam diferencas estatisticamente significativas entre as médias na comparagéo pareada
entre cada grupo
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7.3.7 Neoformacgao 6ssea por material no decorrer dos tempos de eutanasia
Os materiais também foram comparados entre os grupos de eutanasia, quanto a

porcentagem de formagao no espacgo disponivel (figura 19).
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Figura 19- Gréafico comparando a formacdo 6ssea nos defeitos por porcentagem de osso
neoformado, com desvio padrdo médio. (*) representa as curvas que apresentaram

significancia estatistica [Controle negativo, Biogran® e Controle positivo]

A formagdo déssea no controle negativo atingiu seu ponto maximo em 7
dias, sofrendo uma diminuigéo crescente nos outros tempos. O grupo de Biogran®
alcancou sua maior formacado em 14 dias, expressando uma queda em 21 dias,
mantendo-se estavel até os 70 dias. O biovidro teste manteve sua formacao
Ossea até 14 dias apresentando uma queda até 21 dias e um crescimento até 49
dias, evoluindo para uma queda até 70 dias. Ha que se considerar que as
amostras nao tiveram um padrao com diferencas estatisticas nessa comparacao
(p>0,05). Ja o controle positivo apresentou um aumento da porcentagem até 14
dias e subsequente diminuicido até 21 dias, estabilizando-se até os 70 dias.

7.4 Manutenc¢ao dos substitutos 6sseos nos defeitos

Foram colocados 10 mg de Biogran® e de biovidro nos defeitos. Quanto ao grupo
de osso autdgeno, os defeitos foram preenchidos por osso raspado do local. Para
se acompanhar a degradagdo dos mesmos, foram medidas as areas ocupadas
pelos substitutos 6sseos. A porcentagem dessas areas ocupadas nao apresentou
uma distribuicdo normal segundo o teste de Shapiro-Wilk. Consequentemente,
somente uma analise descritiva foi realizada (tabela 10).
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Tabela 10- Tabela descritiva das porcentagens de materiais apresentadas em cada grupo referente aos
tempos de eutanasia

Grupos Mediana (Intervalo interquartil)
7 dias

Biogran® 48 (40)%
Biovidro teste 40 (63)%
Controle positivo 3 (3)%

14 dias

Biogran® 28 (43,50)%
Biovidro teste 23 (41)%

21 dias

Biogran® 29 (35,50)%
Biovidro teste 0 (18)%

28 dias

Biogran® 20 (31,50)%
49 dias

Biogran® 15 (13,00)%
70 dias

Biogran® 0(0,18)%

O Biogran® fez-se presente em todos os tempos de eutanasia, mas sua
quantidade diminuiu drasticamente aos 70 dias. Ja o biovidro teste esteve
presente até os 21 dias. O osso autégeno somente foi encontrado no tempo de 7

dias de eutanasia.

7.5 Correlagdao entre osso neoformado e substituto 6sseo presente no
defeito

Apos o teste de correlagdo de Spearman, constatou-se que somente o Biogran® e
0 0SSO autdgeno apresentaram correlagdo com a area de osso neoformado no

defeito.
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@) Biogran®, em relagdo ao osso neoformado, demonstrou uma correlagéo
positiva moderada, onde p = 0,490 e p=0,006. Ja o osso autégeno apresentou
uma correlagdo positiva moderada em relagdo ao osso neoformado, onde p =
0,483, p=0,007.

7.6 ELISA

Os resultados do ensaio ELISA para BMP-2 obteve resultados de acordo com os
tempos de eutanasia. Os valores encontrados se mostraram em um padrao de
normalidade, mas, dentro dos tempos de eutanasia, os valores de p ficaram

superiores a 0,05.

7.6.1 7 dias
No tempo de eutandsia de uma semana, o Biogran® e o biovidro teste se
mostraram mais eficazes para a liberacdo de BMP-2, seguidos pelo controle

negativo e por ultimo pelo controle positivo (tabela 11).

Tabela 11- Quantidade de BMP-2 nas amostras com desvio padréo em 7 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 418,80 (301,83)pg/mL

Biogran® 471,95 (238,40)pg/mL 0.571
Biovidro teste 471,39 (238,50)pg/mL ’
Controle positivo 346,55 (263,64)pg/mL

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)

7.6.2 14 dias
O biovidro teste se mostrou mais eficaz em duas semanas, seguido pelo controle

negativo, Biogran® e pelo controle positivo (tabela 12).

Tabela 12- Quantidade de BMP-2 nas amostras com desvio padréo em 14 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 274,45 (193,94)pg/mL

Biogran® 169,15 (88,09)pg/mL 0.157
Biovidro teste 402,65 (218,63)pg/mL ’
Controle positivo 89,42 (63,41)pg/mL

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
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7.6.3 21 dias

Em 21 dias foram encontrados os maiores niveis de BMP-2 no grupo de controle
positivo, seguido do grupo de controle negativo, biovidro teste e Biogran® (tabela
13).

Tabela 13- Quantidade de BMP-2 nas amostras com desvio padréo em 21 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 305,19 (12,38)pg/mL

Biogran® 120,67 (111,31)pg/mL 0.300
Biovidro teste 163,93 (70,88)pg/mL ’
Controle positivo 407,57 (355,39)pg/mL

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)

7.6.4 28 dias

No tempo de eutanasia de 28 dias, houve uma significancia estatistica frente aos
outros grupos, mas somente entre o Controle negativo e o Biogran®. O controle
negativo obteve os maiores niveis de BMP-2, seguido do biovidro teste, controle
positivo e Biogran® (tabela 14).

Tabela 14- Quantidade de BMP-2 nas amostras com desvio padréo em 28 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 346,36 (226,99)pg/mL A

Biogran® 75,46 (16,63)pg/mL A 0.035
Biovidro teste 106,47 (1,17)pg/mL B ’
Controle positivo 84,05 (26,84)pg/mL C

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)
Letras iguais representam diferencas estatisticamente significativas entre as médias na comparacgéo pareada
entre cada grupo

7.6.5 49 dias

Os niveis de BMP-2, foram decrescendo em relagdo aos tempos anteriores, ja
nesse, o Biogran® apresentou o maior nivel, seguido pelo controle negativo,

biovidro teste e controle positivo (tabela 15).
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Tabela 15- Quantidade de BMP-2 nas amostras com desvio padréo em 49 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo 117,82 (57,06)pg/mL

Biogran® 157,80 (92,64)pg/mL 0.133
Biovidro teste 88,40 (8,44)pg/mL ’
Controle positivo 33,10 (35,56)pg/mL

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)

7.6.6 70 dias

O ultimo tempo de eutanasia apresentou pequenos niveis de BMP-2; no controle
negativo a quantidade foi omitida em virtude de sua pequena concentragdo na
amostra. O Biogran® atingiu o maior nivel no tempo de eutanasia de 70 dias,
seguido pelo biovidro teste e o controle positivo (tabela 16).

Tabela 16- Quantidade de BMP-2 nas amostras com desvio padréo em 70 dias

Grupo Média (DP) Valor de p*
Controle negativo Omitida

Biogran® 50,50 (45,77)pg/mL 0.198
Biovidro teste 31,68 (27,46)pg/mL ’
Controle positivo 12,46 (11,89)pg/mL

*ANOVA e pés-teste de Tukey (p<0,05)

7.6.7 Niveis de BMP-2 no decorrer dos tempos de eutanasia.

Comparados os niveis de BMP-2 no decorrer dos tempos de eutanasia, foi
achado que os mesmos sao muito variaveis. O controle negativo teve seus picos
em 7 e 28 dias. O Biogran®, por sua vez, estimulou mais a produc¢ao da proteina
aos 7 e 49 dias, mas em niveis um pouco inferiores dos do biovidro teste que
obteve maiores concentragcbes em 7 e 14 dias. O osso autégeno demonstrou
picos em 7 e 21 dias (figura 20).
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Figura 20- Grafico comparando nives de BMP-2 nos defeitos com desvio padrdo médio. (*)
representa as curvas que apresentaram significancia estatistica. [Biogran® e Biovidro teste]
8. DISCUSSAO

E fato incontestavel que muitos testes que devem ser realizados antes da
liberagdo do uso de novos materiais em humanos®. Neste estudo foram realizados
alguns desses ensaios. O biovidro teste usado s6 foi submetido a estudos in

3. 36 sendo avaliado como carreador de hidrocortisona, tetraciclina entre

vitro
outras substancias. Dessa maneira esse foi o primeiro estudo in vivo desse
material especifico.

A caracterizacdo comparativa demonstrou que o biovidro teste se
assemelha ao Biogran®, ja comercializado e estudado 3" ** *3. Na espectroscopia
na regido do infravermelho, os dois materiais demonstraram que, apos 72 horas
de contato com SBF, houve formagao de material semelhante a hidroxiapatita. As
imagens obtidas por MEV mostraram que o biovidro possui mais porosidade que
o Biogran®, o que pode indicar a possibilidade de ancoragem celular nessas areas
e que substancias diversas, adicionadas no momento de sua sintese, podem ser
armazenadas nesses locais. No ensaio de EDS, elementos como calcio, carbono,
oxigénio e fésforo foram encontrados em ambos. Na fluorescéncia de Rx foi

observado que a composicdo do Biogran® (41,4% SiOz, 24,8% NayO, 27,2 CaO,
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5,6% P205), ficou mais proxima da composi¢ao do Biovidro 45S5 de Hench (45%
SiOz, 24,5% NaxO, 24,5% CaO, 6% P,0s5) do que o biovidro (90,1% SiO,, 0%
Na;O, 3,0% CaO, 2,3% P,05)% ?* 2 %6 Com mais calcio e fosforo em sua
composi¢cdo basica, houve uma maior area de formagédo o6ssea no grupo do
Biogran® em comparagao ao biovidro. Isso se explica, em parte, pela presenca
dos ions de calcio e fésforo que podem ter participado desse processo de
ossificagao.

Experimentos com animais tém grande dificuldade de apresentar
reprodutibilidade em seres humanos. A escolha do modelo experimental é de
grande importancia para que haja essa reprodutibilidade. O modelo escolhido

para esse estudo se utilizou de defeitos de tibia '

pois, de acordo com
Borrasca et al. (2015)"°, esse seria 0 modelo mais préximo de um defeito 6sseo
alveolar, em comparacdo com um defeito critico de calota.

As imagens das laminas do trabalho de Ribeiro et al. (2008)*®, sdo muito
similares as imagens reveladas no presente estudo. No citado trabalho, os
tempos de eutanasia foram de 10 e 30 dias, e a coloragao realizada foi de
hematoxicilina e eosina (HE). Quanto aos grupos experimentais, somente foram
realizados grupos de controle negativo e Biogran®. A histologia de 7 dias desse
estudo demonstrou as mesmas caracteristicas do grupo de 10 dias do referido
artigo. Ja o tempo de 21 e 28 dias demonstraram semelhanga com o grupo de 30
dias do trabalho de Ribeiro et al. (2008)*. Frente ao exposto a reprodutibilidade
foi conseguida.

A histologia desse estudo apresentou um ciclo no controle negativo onde
houve neoformacgéo 6ssea em 7 a 14 dias e depois em 21 dias, esse 0sso estava
praticamente reabsorvido. No controle positivo as particulas de enxerto estavam
presentes até os 7 dias, de acordo com o relatado por Borrasca et al. (2015)'%. A
presencga de 0sso esteve em maior grau nos 14 dias, mas em 21 dias 0 mesmo ja
estava praticamente todo reabsorvido, o que foi de encontro ao relatado por esse
mesmo autor'?,

O uso de biomateriais parece retardar um pouco esse processo,
principalmente nos grupos de Biogran® e biovidro teste.

O grupo de Biogran® mostrou o inicio de neoformagéo 6ssea em 7 dias,
tendo seu pico em 14 dias e uma queda em 21 dias com estabilidade até 70 dias.

Foi observado em comparagdo com a porcentagem de material remanescente,
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que a presencga desse material no defeito, de certa maneira, mantinha o 0sso
neoformado no sitio. Quando esses grdos foram degradados, o osso local foi
reabsorvido também.

No biovidro a maior formacao 6ssea se deu em dois momentos, 7 dias e 49
dias. Em uma semana houve a formagao 6ssea no defeito sem muito contato com
o material. Em 28 dias foi possivel observar que um lencol de células
semelhantes a macrofagos se formou no defeito. Em 49 dias e até em 70 dias, foi
visualizado osso neoformado em contato com essas células. A hipétese levantada
foi a de que essas células participaram ou induziram a ossificagéo no local. Em 70
dias quase nao se viu osso neoformado nesse grupo. A migracdo de células
semelhantes a macrofagos no sitio do defeito 6sseo preenchido pelo biovidro
teste, pode ser explicada pela sua degradagédo. Produtos desta degradagao
podem ter atuado como irritantes dos tecidos adjacentes, produzindo uma reagao
de recrutamento desses tipos celulares para o local.

A degradacdo dos substitutos Osseos e a remodelacdo do o0sso
neoformado podem estar relacionados com a presenga das células gigantes
multinucleadas presentes na histologia dos grupos.

Os resultados do ensaio ELISA obtiveram distribuicdo normal, mas nao
obtiveram significancia estatistica quando comparados dentro dos tempos de
eutanasia. Isso se deu, possivelmente, pelo pequeno numero de amostras
realizadas (3 por grupo). Mesmo assim, tais resultados foram usados para se ter
uma idéia do que se pode obter em relagao a liberagao de BMP-2 nos defeitos, e
se algum material apresentou papel osteoindutor.

O grupo do controle negativo obteve maiores niveis de BMP-2 em 7 e 28
dias. A proteina liberada em 7 dias, possivelmente participou na neoformacéao
o0ssea de 14 dias. Ja a liberacdo de 28 dias, ndo parece estar associada a
nenhum tipo de ossificagdo, pois ndao ha osso neoformado nos tempos
subsequentes de acordo com a histomorfometria.

Niveis de BMP-2 no grupo de Biogran® obtiveram o seu pico maximo em 7
dias, tendo uma queda até 28 dias e um ligeiro pico em 49 dias que decaiu em 70
dias. A producdo de BMP-2 em 7 dias possivelmente participou da formagao da
maior area de osso desse grupo em 14 dias. Nos outros tempos, possivelmente
nao houve influéncia da BMP-2 na neoformacéao éssea.
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O biovidro obteve maior liberagdo de BMP-2 nos tempos de 7 e 14 dias.
Esse estimulo participou possivelmente na neoformacao de 14 e 21 dias, mas nao
no pico de 49 dias. Nesse tempo a teoria seria que a neoformacao se deu pela
presenca do lencgol de células semelhantes a macrofagos.

No grupo do controle positivo os niveis de BMP-2 se mostraram maiores
em 7 e 21 dias. Em 14 dias a area de osso neoformado pode ter sido
consequéncia dos niveis de BMP-2 de 7 dias, ja depois de 21 dias nao foi
encontrado muito osso nos defeitos e possivelmente a BMP-2 presente no sitio
nao foi suficiente para que houvesse um novo pico de neoformacéo éssea.

A sintese do biovidro teste, por ser realizada a temperatura ambiente, pode
viabilizar a incorporacdo de diversas substancias®*(Andrade, 2009), sem alteragéo
de suas caracteristicas pelas altas temperaturas de sintese dos biovidros. Se isso
for realizado, pode-se ter a liberagdo lenta e constante dessas substancias no
meio adjacente, podendo levar a uma melhora qualitativa e quantitativa da
reparagao 6ssea local. Por esse motivo é interessante que o biovidro se degrade
em um tempo determinado. Nesse estudo, notou-se que a degradagao do biovidro
teste no sitio 6sseo durou o tempo de 14 a 21 dias, sendo que o Biogran® nao se
degradou totalmente, pois foram detectados grédos de material em algumas
amostras de 70 dias. Outra grande vantagem observada foi que o biovidro se
degradou totalmente em 21 dias, e com isso, foi conquistado um maior espago
para que a formacado O0ssea se dé naquele local. Ja o Biogran® nao se degrada,
ocupando esse possivel espaco. Desse modo, se um implante metalico for
realizado no local tratado com biovidro, ndo havera a possibilidade do contato
desse metal com particulas de biomaterial, pois ele ja estara reabsorvido. O
contato do metal sera somente em tecido 6sseo ou hematopoiético.

Apesar de 0 0sso xendgeno ser uma opgao excepcional para enxertia na

odontologia, *" % *° o biovidro com capacidade de carrear substancias® *® com
posterior liberagao lenta e constante das mesmas, pode ser uma melhor op¢ao de

terapia.

67



9. CONCLUSAO

O biovidro teste desse estudo tem particularidades benéficas. Na histologia se
mostrou degradavel e substituido por um tecido 6sseo local, o que mostra que
esse é um material osteocondutor, da mesma maneira que o Biogran®. As células
gigantes encontradas na histologia, podem estar associadas a degradac&o do
biovidro, do Biogran® e do osso local.

A histomorfometria demonstrou que nos grupos experimentais a maior
neoformagéo Ossea se deu no grupo do Biogran®, e a manutencdo desse 0sso
esta ligada diretamente a manutencdo do material. J& o biovidro teve sua
neoformacédo Ossea mais tardia, e a mesma se deu sem a necessidade da
presenca do material.

A liberacdo de BMP-2 no sitio, pode mostrar que o biovidro tem uma
caracteristica de osteoinducéo, principalmente em 7 e 14 dias.
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RESUMO

Objetivo: o presente artigo teve como objetivo fazer uma andlise epidemiolégica dos pacientes
submetidos a cirurgia ortogndtica no Servigo de Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Métodos: por meio
da avaliacao de prontudrios, foram coletadas informacoes referentes aos dados demogrificos,
ao perfil clinico e ao tratamento de pacientes submetidos a cirurgia ortognatica em um perfodo
de cinco anos, entre julho de 2008 e julho de 2013. Resultados: foram analisados os pron-
tudrios de 132 pacientes submetidos 4 cirurgia ortognética. A média de idade foi de 29,6 anos,
e 0s pacientes do sexo masculino e feodermas foram os mais prevalentes. Os pacientes Classe
III e aqueles de Padrao Facial III foram maioria na amostra. Houve, por parte dos pacientes,
229 queixas relatadas, sendo preponderantes aquelas relacionadas 2 estética facial e a funcae
mastigatéria. Entre as cirurgias maxilares, 40 foram expansées rdpidas da maxila, 81 osteoto-
mias do tipo Le Fort I, 3 osteotomias do tipo Le Fort I com segmentagées, e 5 osteotomias do
tipo Le Fort III. Entre as cirurgias mandibulares, 68 foram osteotomias sagitais bilaterais dos
ramos, 2 osteotomias verticais bilaterais dos ramos, e 2 osteotomias vértico-sagitais bilaterais
dos ramos, além das 28 mentoplastias realizadas. Conclusae: o continuo desenvolvimento da
cirurgia ortognatica e o aumento do nimero de pacientes que buscam esse tipo de tratamento
faz necessario um maior conhecimento, por parte dos cirurgiées, sobre o perfil epidemioldgico
desses pacientes. Tais dados poderao influenciar nos planos de tratamento orto-cirtirgicos e na
estruturacio dos Servicos que prestam esse tipo de atendimento.

Palavras-chave: Cirurgia ortognditica. Estudos epidemiolégicos. Anormalidades maxilo-
mandibulares.
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espaco submandibular
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RESUMO

A instalacdo de implantes dentarios osseointegraveis é considerada um procedimen-
to cirargico previsivel e seguro. No entanto, sem um adequado planejamento do tra-
tamento cirargico, vdrias complicacdes trans-operatérias e pés-operatérias podem
ocorrer. O presente artigo objetiva relatar o caso de uma paciente, com 48 anos de
idade, que compareceu com histérico de deslocamento de implante dentdrio durante
sua instalagao, com queixa algica e de desconforto psicoldgico. Avaliacdes clinicas in-
trabucais e extrabucais nio apontaram alteracoes significativas, e o exame tomografico
revelou deslocamento do implante para o espaco submandibular. Em um segundo tem-
po cirdrgico, o implante foi removido via acesso submandibular. As complica¢des com
implantes dentdrios podem ser trans-operatdrias, como hemorragias e danos neuros-
sensoriais, ou pos-operatdrias, como falta de osseointegracio e peri-implantite. O des-
locamento de implantes ou materiais relacionados € raro e, em geral, relatado como sua
movimenta¢do para o interior do seio maxilar. Fatores de risco para essa complica¢io
estdo diretamente relacionados a caracteristicas anatomicas locais. A decisio quanto
a sua remocao envolve questdes fisioldgicas, funcionais, psicolégicas e médico-legais.
Nao existem casos relatados na literatura de deslocamento de implante para o espaco
submandibular. Um minucioso planejamento clinico e radiografico de todas as etapas
do tratamento cirtrgico é necessario para evitar esse tipo de complicacio.

Palavras-chave: Implantes. Complicagdes. Deslocamento. Submandibular.
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