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RESUMO

O presente trabalho se propds a avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a
biocompatibilidade do biovidro desenvolvido pelo departamento de Quimica da
UEPG (Biovidro UEPG) e compara-lo com o PerioGlas® e Biogran®. Realizou-se a
caracterizagao fisico-quimica através da microscopia eletronica de varredura (MEV)
(tamanho e morfologia das particulas); microscopia eletrénica de varredura/ energia
dispersiva de Raios X (MEV/EDX) (elementos quimicos); difratometria de Raios X
(DFR) (estrutura); fluorescéncia de Raios X FRX (elementos quimicos). Para o teste
de biocompatibilidade utilizou-se 100 ratos, sendo: G- PerioGlas® - 25 animais; GlI-
Biogran® - 25 animais; Glll- Biovidro UEPG - 25 animais; GIV- Controle
(procedimento cirurgico sem implantagao do biomaterial) - 25 animais. Avaliou-se os
animais em 7, 15, 21, 45 e 60 dias. Através de histomorfometria determinou-se o
tamanho da reagao inflamatéria, tamanho dos granulos, presenca e quantidade de
células polimorfonuclear (PMN), mononuclear (MN) e fibroblasto (F). Os resultados
mostraram que as particulas dos trés materiais apresentaram-se nao uniformes e
com rugosidade superficial. Os granulos de PerioGlas® apresentaram-se com
tamanho médio de 222,00+40,64pm. O Biogran® com 385,09+68,51um. E o
Biovidro-UEPG com 102,86+36,22um. Houve diferenga significativa no tamanho dos
granulos (p<0,001- ANOVA). Identificou-se nas trés amostras calcio, oxigénio, sddio,
fosforo e silica, agrupados em oxido de silica, 6xido de sodio, 6xido de calcio e 6xido
de fosforo. Os materiais mostraram-se nao cristalinos e com pontos de cristalizacao.
Houve diferenga significativa no tamanho da reagéo inflamatoria entre os grupos,
tempos e interacdo (grupo*tempo) (p<0,001). Na contagem de MN nao houve
diferenca significativa entre os grupos (p=0,117), havendo entre os tempos
(p<0,001) e interacdo (p=0,022). Houve diferenca significativa (p<0,001) na
contagem de PMN entre os tempos, grupos e interagdo. A contagem de F n&o
mostrou diferenga significativa entre os grupos (p=0,131) e interagdo (p=0,665),
havendo diferenga entre os tempos (p=0,008). Houve diferenga significativa no
tamanho dos granulos entre os grupos, tempo e interagdo (p<0,001). Concluiu-se
que os trés materiais apresentaram-se biocompativeis e bioreabsorviveis, sem
indicio de capacidade osteoindutora.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis/ vidro/ substitutos dsseos



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate physic-chemical characteristics and the
biocompatibility of the bioglass, developed by the UEPG Chemistry Department,
(UEPG Bioglass) and compare it with the PerioGlas® e Biogran®. The physic-
chemical characterization was made by scanning electron microscopy (SEM) (size
and morphology of particles); scanning electron microscopy/energy dispersive X Ray
(MEV/EDAX) (chemical elements); X Ray diffractometry (DRX) (structure); X Ray
fluorescence (FRX) (chemical elements) For the biocompatibility test was used 100
rats: Gl-PerioGlas® - 25 animals; Gll — Biogran® - 25 animals; Glll — Biovidro UEPG —
25 animals; GIV — Control (surgical procedure without implantation of biomaterial) —
25 animals. The animals were evaluated at 7, 15, 21, 45 and 60 days. It was used
histomorphometric analysis to determine the size of inflammatory reaction, size of
granules, the presence and quantity of polymorphonuclear cells (PMN), mononuclear
(MN) and fibroblast (F). The results shown that the particles of the three materials
were irregular with superficial roughness. The medial size of PerioGlas® granules
was 222,00+40,64 uym. The Biogran® granules with 385.09+68.51um. And the UEPG
Bioglass was 102.86+36.22um. There was significant difference in the size of
granules (p<0.001-ANOVA). The three samples presented calcium, oxygen, sodium,
phosphorus and silica, aggregated on silica oxide, sodium oxide, calcium oxide and
phosphorus oxide. The materials were no crystalline and with crystalline points in
their surfaces. There was significant difference on size of inflammatory reaction
between groups, times and interaction (group*time) (p<0.001). There was not
significant difference between on the count of MN between groups (p=0.117), there
was difference between times (p<0.001) and interaction (p=0.022). There was
significant difference (p<0.001) on the count of PMN between the times, groups and
interaction. There was not significant difference on the count of F between the groups
(p=0.131) and interaction (p=0.665), with significant difference between the times
(p=0.008). There was significant difference on granules size between the groups,
time and interaction (p<0.001). It was concluded that the three materials were
biocompatible and bioreabsorbable, without sign of osteoinducture capacity.

Key-words: Biocompatible materials / glass / bone substitutes
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Introducdo

1 INTRODUCAO

q)rocedimentos de enxerto O6sseo sao frequentemente
necessarios em cirurgias bucais. O aumento e/ou manutengao do tecido 6sseo pode
ser necessario no tratamento de perdas Osseas em traumas, defeitos Osseos
periodontais, lesdes cisticas, deficiéncias congénitas, aumento de rebordo alveolar,
lesdes apicais e preparagao de leito para a colocagao de implantes osteointegrados.
(CHAN et al., 2002; GRANJEIRO et al., 1992).

A busca de um material ideal para ser utilizado como substituto 6sseo
vem sendo objeto de pesquisa por anos. Quanto a sua origem, estes podem ser
classificados em: Autégeno - obtido do proprio individuo, podendo ser de sitios
intrabucais ou extrabucais. Aldgeno ou homogeno - obtido de individuos da mesma
espécie, contudo geneticamente diferentes. Xenégeno ou heterégeno - advém de
doadores de espécie diferente do receptor, como o0sso bovino. Aloplastico - material
sintético, de natureza polimérica, metalica ou ceramica. (CANCIAN, 1998; CHAN et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 1993; SANTOS, 2000).

Os enxertos/implantes &sseos tradicionais incluem materiais
autdégenos e homégenos (AL RUHAIMI, 2001; SCHMIT et al., 1997). Enquanto o
0sso autdgeno apresenta-se como uma excelente alternativa bioldgica pelas suas
propriedades osteocondutora e osteoindutora, possui alguns fatores desfavoraveis
bem significativos, como a necessidade de uma area doadora, maior periodo de
convalescenca, morbidade e susceptibilidade de infecgdo no sitio doador, limitada
quantidade de tecido ésseo, custo elevado (especialmente de sitios extrabucais) e

um procedimento cirurgico adicional. (AL RUHAIMI, 2001; CHAN et al.,, 2002;
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FURUSAWA et al., 1998; GRANJEIRO et al., 1992; KAUFMANN et al., 2000; NARY
FILHO; OKAMOTO, 1996; SANADA et al., 2003; SCHEPERS et al., 1991;
WHEELER et al., 1997; 1998).

Por outro lado, os enxertos homogenos e heterégenos, apesar de
terem sido ha muito tempo utilizados, apresentam limitacbes como a necessidade de
um banco de o0ssos, reabsor¢cdo prematura (especialmente o osso medular) alta
variabilidade das propriedades de osteoindugdo (variam de acordo com a area
obtida, tipo de tecido 6sseo, idade do doador, processamento do tecido 6sseo e
técnica de esterilizagdo empregada) (HALL et al., 1999; PINHEIRO, 2001) e o
potencial de transmissdo de doencgas infectocontagiosas e pridnicas. (AMERICAN
ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2001; PINHEIRO, 2001; SOGAL; TOFE,
1999).

Quanto ao mecanismo de acgao, os substitutos ésseos podem ser
agrupados em: Osteoindutores - capazes de estimular células ectomesenquimais
indiferenciadas a  diferenciar-se em  osteoblastos e/ou condroblastos.
Osteocondutores - servem como um arcabouco para a proliferacdo de vasos
sanguineos, tecido perivascular e células osteoprogenitoras do leito, que trardo os
componentes necessarios a formacgao e deposigao 6ssea. O substituto 6sseo pode
ficar incorporado a matriz 6ssea neoformada ou sofrer um processo de reabsorcao
e/ou dissolugdo. Osteogenitores - capazes de formar tecido ésseo por si mesmo
(apresentam osteoblastos viaveis). (AL RUHAIMI, 2001; CHAN et al., 2002,
SANTOS, 2000).

Como uma alternativa a utilizagdo do enxerto ésseo autégeno,
alégeno e heterdogeno vem tentando-se empregar uma variedade significativa de

materiais aloplasticos. A aplicabilidade destes materiais em organismos humanos
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depende de suas propriedades, especialmente biocompatibilidade, estabilidade
enzimatica e hidrolitica, além de propriedades quimicas, fisicas e mecanicas
similares ao tecido que esta sendo substituido. (STRNAD, 1992).

Os materiais a base de ceramica (naturais ou sintéticos) vem sendo
largamente empregados em procedimentos de enxertos ésseos. Dentre os naturais
estdo as hidroxiapatitas (HA) — Ca1o(PO4)s(OH),, obtidas a partir de estruturas de
coral ou de matriz mineral de tecido 6sseo bovino. De origem sintética tem-se
hidroxiapatita, beta fosfato tricalcio (B-TCP) - Ca3(PO,),, fosfato de calcio bifasico
(HA+R-TCP) e os vidros bioativos. Os biovidros representam materiais promissores
(STRNAD, 1992) por apresentar elevada biocompatibilidade e possuir propriedades
osteocondutivas. (AL RUHAIMI, 2001; CANCIAN, 1998; FETNER et al., 1994;
FURUSAWA; MIZUNUMA, 1997; FURUSAWA et al., 1998; JOHNSON et al., 1997;
KAUFMANN et al.,, 2000; KARATZAS et al., 1999; SILVER; DEAS; ERICINSKA,
2001; VOGEL et al., 2001; WHEELER et al., 1997; 1998).

A composicdo quimica dos biovidros usualmente inclui fésforo,
célcio, sodio, silica e oxigénio (AMARAL et al., 2002; COSTA et al., 2003; SILVER et
al.,, 2001; STRNAD, 1992; VOGEL et al.,, 2001), sendo similar a composi¢céao
inorganica do tecido ésseo, formado principalmente por calcio e fosfato, além de
hidroxilas, carbonatos, citratos, e pequena quantidade de sddio, magnésio e fluor.
(GLIMCHER, 1990).

A preparagao dos vidros bioativos abrange a fundicdo de diferentes
pos de vidro e formacado de produtos com cristalizacdo controlada. De acordo com
0s componentes utilizados e a técnica de fabricagcdo empregada, os biovidros podem
apresentar variacdo nos elementos constituintes, na quantidade dos mesmos,

tamanho e superficie da particula. Estas caracteristicas fisico-quimicas estao



Introducdo 24

intimamente relacionadas com o desempenho biolégico destes materiais, como
bioatividade e osteoconducdo. (AMARAL et al.,, 2002; COSTA et al., 2003;
ROSENGREN et al., 2003; STRNAD, 1992).

Estudos tém comprovado que os biovidros a base de 45% de 6xido
de silica (SiOy), 24,5% de 6xido de sodio (Na20), 24,5% de oxido de calcio (CaO) e
6% de oxido de fosforo (P2Os ) apresentam bioatividade in vitro em solucao de fluido
corporal simulado (AMARAL et al., 2002; BRANDA et al., 2002; COSTA et al., 2003;
SILVER; DEAS; ERECINSKA, 2001; STRNAD, 1992) e in vivo (FURUSAWA;
MIZUNUMA, 1997). Sugere-se que in vivo ocorra a formagdo de uma camada
externa rica em hidroxiapatita, enquanto internamente ha perda de silica para o
meio, 0 que permitiria a inser¢cao e proliferacdo de osteoblastos na superficie do
vidro e osteointegracdo. Este evento é importante para que o processo de
dissolucado do biovidro se estabilize, e possibilite que os processos fisico-quimicos
ocorram e formem ligagdes quimicas entre a superficie vitrea e o tecido recém-
formado. (STRNAD, 1992). Além de determinar o grau de reabsor¢do ou de
incorporacao das particulas vitreas na matriz 6ssea neoformada.

Trabalhos na literatura tém destacado a importancia da composigao,
porosidade, densidade, nivel de entrelagamento dos cristais e tamanho das
particulas de biovidro como caracteristicas que afetam grandemente a capacidade
de dissolugdo destes biomateriais e sua atividade nos tecidos. (ALIZADEH;
MARGHUSSIAN, 2002; AMARAL et al., 2002; BRANDA et al., 2002; COSTA et al.,
2003; KAUFMANN et al., 2000; SILVER DEAS; ERECINSKA, 2001; STRNAD, 1992;
VOGEL et al., 2001).

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento e aplicabilidade de

novos substitutos désseos para reducdo de custos, aumento da quantidade de
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materiais seguros e surgimento de alternativas de tratamentos, o presente trabalho
teve o propésito de analisar um biovidro desenvolvido pelo Departamento de
Quimica - DEQUIM-CIPP da Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG e

compara-lo com dois biovidros disponiveis no comércio (Biogran® e PerioGlas®).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Com o intuito de abranger trabalhos pertinentes aos propésitos
deste estudo, encontram-se na revisao de literatura trabalhos sobre reparo ésseo,
testes de biocompatibilidade, alteragdes decorrentes da composicdao e forma de
fabricacdo de biovidros, influéncia das propriedades fisico-quimicas de biovidros e

hidroxiapatitas sobre a resposta bioldgica.

2. 1 CARACTERISITCAS FiSICO-QUIMICAS E TESTES IN VITRO

Granjeiro et al. (1992) avaliaram algumas caracteristicas fisico-
quimicas das hidroxiapatitas: Biohidroxi-lnodon®, Osteosynt®, HA-40®, Osteogen®
e HA-Padrao Sigma. Através da analise por microscopia Optica de campo escuro
observou-se que a Biohidroxi-Inodon® apresentou contornos irregulares, pequena
espessura, superficie lisa e permitiu passagem de luz. Os demais materiais
analisados apresentaram-se na forma de particulas densas, superficie irregular, néo
permitindo passagem de luz. A analise de microscopia eletrbnica de varredura
determinou o tamanho médio das particulas, sendo: Biohidroxi-Inodon: 10-50um;
Osteosynt®: 400-600um; HA-40®: 1000-2000um e Osteogen®: 200-300um. O perfil
espectrofotométrico determinou o grau de pureza dos materiais, sendo que a HA-
40® apresentou contaminantes como o titanio, estréncio, ferro, enxofre e potassio. A

Biohidroxi-Inodon® foi o unico material que liberou totalmente o calcio e fosfato no
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teste de dissolugao acida. Segundo os resultados da difracdo de Raios X todos os

materiais foram identificados como hidroxiapatita.

Strnad (1992) realizou testes in vitro e in vivo com intuito de verificar
a influéncia do parametro estrutural Y no comportamento biolégico de implantes
aloplasticos vidros-ceramicas. Este parametro pode ser definido como o numero
médio de pontes de oxigénio por poliedro na cadeia do vidro. Utilizou-se quatro
diferentes composi¢des de biovidro. Dois corpos de prova de cada tipo de material
permaneceram dois meses imersos em solugao de fluido corporal simulado (SBF-
0,2g cloreto de potassio, 8g cloreto de sédio, 0,2g cloreto de calcio, 2g 6xido de
hidrogénio, 0,05g dihidrogeno fosfato de sédio, 1g bicarbonato de sddio, 0,1g cloreto
de magnésio hidratado e 1g glicose para 1000ml de agua). A analise in vivo ocorreu
por meio da implantagcdo dos materiais em tibias e fémur de caes. Sacrificou-se os
animais apds dois meses e analisou-se as biopsias através do microscopico
eletrbnico de varredura (MEV). Os resultados mostraram que uma composi¢cao
apropriada da fase vitrea residual dos vidros-ceramicas bioativos pode ser
controlada com base no calculo do parametro estrutural Y. Quando Y € maior que 3,
os vidros perdem sua bioatividade. O valor de Y ideal é igual a 2. Conclui-se que o
parametro estrutural de Y pode ser usado como uma ferramenta para teorizar

bioatividade.

O objetivo desse trabalho de Kaufmann et al. (2000) foi determinar o
efeito da porosidade e tamanho de poro de vidro bioativo (45S5) na expresséo e
manutencdo de fendtipo osteoblasticos. Células ROS 17/2.8 foram cultivadas em

substratos com diferentes tamanhos de poros e porosidades por um periodo de sete
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e quatorze dias. Analisaram-se as caracteristicas das células e matriz extracelular.
Os resultados demonstraram que substrato do vidro suportou a proliferacdo e
crescimento de células tipo osteoblastos. A morfologia da célula diferiu nos varios
substratos. O formato e a extensdo da membrana celular sugeriu alta atividade
metabdlica. Células em todos substratos expressaram altos niveis de atividade de
fosfatase alcalina e produgdo de matriz extracelular. A porosidade de 44% do
tamanho do poro nao dirigiu nem modulou a expressao de fendtipos osteoblastico in
vitro. Por outro lado, a porosidade afetou a funcido celular. A média de poro de
92um, como a porosidade de 35 a 59%, reduziu a atividade osteoblastica. Um
aumento na porosidade ocasiona um aumento na area total dos espécimes. Com
aumento da porosidade e area superficial, a reagcdo do biovidro com o meio pode
apresentar longa duragdo e altas intensidades, afetando a composicdo do meio

local.

Com propésito de determinar o efeito das reagdes que ocorrem na
superficie das particulas de Bioglass® na viabilidade de bactérias supra e
subgengivais Allan; Newman e Wilson (2001) analisaram as seguintes bactérias:
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatun e Prevotella intermedia. Os resultados mostraram efeito
antibacteriano contra os espécimes supra e subgengivais. As medi¢gdes de pH
mostraram que houve aumento do mesmo em todos os meios de cultura
empregados. Concluiu-se que as particulas do Bioglass® exerceram consideravel
efeito antibacteriano contra as bactérias bucais, incluindo as causadoras das

doencas carie e periodontal.
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Utilizando modelo de cultura de osteoblasto, Silver, Deas e Erecinska
(2001) avaliaram as alteragdes metabdlicas, viabilidade celular, mudangas nas
concentracodes intracelulares de ions, proliferagao e diferenciagao celular, através do
uso dos seguintes biovidros: Bioglass® 45S5 (forma fundida), 58S e 77S (ambos na
forma de gel). Empregou-se como controle soda-silica-cal e vidro de boro silicato.
Tanto os materiais teste quanto controle apresentavam particulas com tamanho de
90-150um. Os resultados mostraram que o Bioglass® 45S5 promoveu alcalinizagao
extra e intracelular. Apresentou uma pequena membrana hiperpolarizada. E também
aumentou a producdo de lactato. A atividade glicolitica foi estimulada tanto através
de células em contato direto com as particulas do Bioglass® 45S5 como através da
comunicacgao pelo meio. O Bioglass® 45S5 nao afetou a viabilidade, proliferagcéo e
diferenciacao osteoblastica. Os biovidros 77S e 58S n&o alteraram os niveis de ions
e a atividade metabdlica. Concluiu-se que o Bioglass® 45S5 promoveu acentuada
alcalinizagcédo externa e interna, a qual foi responsavel pelo aumento da glicélise e
producao de ATP celular. Alteragbes na concentragao de ions hidrogénio podem
contribuir para alteracbes na concentracdo de outros ions. O aumento na

concentracao de ions calcio pode influenciar a atividade de enzimas intracelulares.

O objetivo deste trabalho de Alizadeh e Marghussian (2002) foi
investigar as propriedades mecanicas e bioatividade de vidros contendo éxido férrico
(Fe203) e 6xido de tungsténio (WO3) como agentes de nucleagdo. Prepararam o
vidro com pés de 6xido de silica (SiO3), carbonato de calcio (CaCOs), hidréxido de
magneésio (Mg(OH),), Fe,03 (6xido férrico) e WO;3 (6xido de tungsténio). Realizaram
analise de difracdo de Raios X (identificacdo dos elementos da fase cristalina),

medi¢ao da resisténcia a fratura e flexural (teste SENB-S), analise microestrutural
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(MEV e espectroscopia infra-vermelho) e teste in vitro com SBF. A analise de Raios
X demonstrou que a fase cristalina era formada basicamente por wollastonita
(CaSiO3) e diopsida (CaMgSi,Og), € uma quantidade menor de cristobalita. A
presenca de fibras de diopsida e particulas de wollastonita aumentaram os valores
de forca e dureza dos materiais. A resisténcia flexural e a fratura de amostras
contendo 3%, em peso, de 6xido de magnésio (MgO) foi 116 MPa e 1,48MPa.m’z%,
respectivamente. Os resultados do teste in vitro indicaram a formagao da camada
superficial de hidroxiapatita. Concluiu-se que a presenca do Fe;O3 e WO3; como
agentes de nucleagao provocou a formagao de diopsida e wollastonita, retardando a
formacao de cristobalita. As amostras com grandes quantidades de MgO (>6%) n&o

sdo aceitaveis.

Amaral et al. (2002) realizaram este trabalho com intuito de descrever
0 processo utilizado para preparagao de biovidro de alta densidade, contendo nitreto
de silicio (SizN4). Incluindo descricdo do mecanismo de densificagao, caracterizagéao
mecanica e micro-estrutural. Os resultaram mostraram que a densificagao obtida em
vinte amostras foi de 97,01£0,9%. O processo utilizado na preparagao do material
resultou em um produto altamente poroso. Através da analise de difratometria de
Raios X verificou-se que ndo houve formacao de fase cristalina adicional. Os
resultados da caracterizacdo mecanica foram: resisténcia a fratura Kic= 4,4MPa;
dureza Vickers Hy=10,3GPa; moédulo de Young E=197GPa; resisténcia a torgcéo
R=383MPa. Concluiu-se que os valores obtidos representam propriedades atrativas
deste novo biomaterial, com propriedades biolégicas e consideravel resisténcia

mecéanica.
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Branda et al. (2002) com intuito de relatar o efeito da substituicdo do
oxido de calcio (CaO) por M;0O3 (M = La, Y, In, Ga, Al) na bioatividade do vidro
2,5Ca0.2Si0,, realizaram este trabalho. Preparou-se o biovidro através da fundigao
dos seguintes reagentes: CaCOs3, 6xido de gadolinio (Gay0O3), 6xido de alumina
(Al203), In,03 e SiO,. Avaliou-se a bioatividade através da colocagao das amostras
de molho em SBF. Analisou-se a capacidade de formar a camada de apatita através
de MEV, equipado com sistema de energia de dispersdo de Raios X (EDX) para
anadlise de elementos, e espectroscopia de infravermelho. Verificou-se que a
substituicdo do CaO por M203 reduziu progressivamente a capacidade de formagéao
da camada de calcio-fosfato na superficie exposta ao SBF. Tal fato pode ser

atribuido ao efeito desta substituicdo nas propriedades acidas dos grupos com silica.

Costa et al. (2003) propuseram preparar um vidro na forma de
espuma que apresentasse bioatividade e poros que permitissem osteoconducao em
seu interior. Preparou-se um biovidro com a seguinte composi¢cao: 12% Ooxido de
sédio (Na0), 28% oxido de calcio (CaO), 10% oxido de fésforo (P20s) e 50% oxido
de silica (SiOy), a partir de 6xidos puros via fusdo. Combinou-se este biovidro com o
aditivo de carbeto de boro (B4C), resultando no vidro tipo espuma. Realizou-se
caracterizagcao do novo material por fluorescéncia de Raios X, difratometria de Raios
X, picndmetro de hélio, andlise termogravimétrica e microscopia eletrbnica de
varredura. Também se fez ensaios in vitro em meio de SBF. Os resultados
mostraram que a mistura de aditivos ao biovidro provocou a formacéo de poros de
tamanhos variados e interconectados. A caracterizacdo quimica por fluorescéncia de
Raios X indicou que o material, segundo o diagrama de fases, apresentou-se na

faixa de bioatividade. Os ensaios in vitro das amostras resultaram na formacao de
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uma pelicula a base de fosfato de calcio na superficie, indicando bioatividade do

material.

Rosengren et al. (2003) estudaram, através de cromatografia e gel de
eletroforese bidimensional, a adsor¢cdo de proteinas de plasma humano em dois
vidros-ceramicas bioativos: -AP40 (44,00% SiO2, 32,16% CaO, 2,84% MgO, 5,00%
CaF,, 4,60% Nay0, 0,2 K;0, 11,20% P20s5) e -RKKP (43,94% SiO,, 31,93% CaO,
2,79% MgO, 4,94% CaF,, 4,55% Naz0O, 0,19 K0, 10,27% P20s5, 0,99% Ta.0s,
0,50% Lay03). A andlise quantitativa mostrou que os dois biomateriais apresentaram
boa capacidade de adsorcao de proteinas, entretanto os melhores resultados foram
obtidos com o AP40 (auséncia de Ta,Os5 e LayOs) Encontrou-se correlagéo entre a
composi¢cao quimica e a quantidade de proteinas adsorvidas. Concluiu-se que a

presenca de Ta (Tantalo) e La (Lantanio) diminuiram a adsorgéo de proteinas.

2.2 TESTES IN VIVO

Utilizando defeitos 6sseos criados em rebordo de caes, Schepers et
al. (1991) avaliaram o Calcite®, Interpore 200® e o Biogran® como material de
preenchimento 6sseo. Em um més as particulas de biovidro, proximas a parede do
defeito, estavam incorporadas com o tecido 6sseo. O centro das particulas
apresentava-se com fissuras. Através da analise microquimica das particulas de
Biogran® verificou-se a formacdo de uma camada externa rica em calcio e fosforo,
enquanto o centro apresentava-se rico em silica. Observou-se, com dois meses,

tecido 6sseo formado nas fissuras do biovidro sem conexdo com o tecido 6sseo
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externo. Em trés meses as particulas de Calcite®, no centro do defeito,
apresentavam-se encapsuladas por tecido fibroso. Todos os materiais foram
melhores que o grupo controle (sem implantacdo de biomaterial). O Biogran®

apresentou os melhores resultados.

Utilizando ratos como modelo experimental, Oliveira et al. (1993)
analisaram a resposta tecidual de microparticulas de hidroxiapatitas implantadas em
tecido subcutaneo. Utilizaram-se trinta animais divididos em tempos de trés e vinte e
quatro horas e sete, vinte e um, trinta e sessenta dias de pds-operatério. Em trés e
vinte e quatro horas verificou-se reacao inflamatéria aguda, principalmente em vinte
e quatro horas. Em sete dias houve formacéo de granulomas do tipo corpo estranho
envolvendo as particulas de material. Aos vinte e um e ftrinta dias a resposta
inflamatdria era semelhante aos sete dias, porém o granuloma apresentava-se mais
duro. Apds sessenta dias percebeu-se redugao aparente no volume dos granulomas.
A auséncia de resposta inflamatéria exacerbada no tecido subcutidneo de ratos

reforcou a biocompatibilidade do material.

Através de defeitos periodontais criados em primatas, Fetner et al.
(1994) examinaram, clinica e histologicamente, as propriedades do PerioGlas®
(biovidro- BV), hidroxiapatitas (HA), fosfato tricalcio (TCP) e controle (nao
implantado) no processo de reparo. Empregou-se duas formulagdes diferentes de
PerioGlas®, 45S5 e 45S5-F (alto conteudo de fluor). Selecionaram-se materiais com
duas variagdes de tamanho de particulas: 90-310um (Syntograft® - TCP, PerioGlas®
- BV e Periograf® - HA), e de 500-710um (PerioGlas® - BV, Alveolograft® - HA e

Augmen® - TCP). Apés um més, ndo houve formacdo de osso ou cemento em
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nenhum dos defeitos. Percebeu-se pequena reabsorgéo radicular em todos os sitios,
sendo mais significativa no grupo do PerioGlas® em ambas formulagdes. Os
espécimes tratados com PerioGlas® apresentaram pequena migragao do epitélio
juncional para apical. As avaliagdes histométricas dos sitios com PerioGlas®, em
quatro e seis meses, apresentaram 68% de nova inser¢gdao no defeito. O TCP
apresentou 55%, HA 38% e controle 34%. O reparo 6sseo do PerioGlas® foi de 47%
da altura do defeito, TCP 31%, HA 18% e controle 21%. Em relagdo ao tamanho das
particulas, ndo houve diferenca no processo de reparo entre os materiais. Todos os

materiais foram bem tolerados histologicamente.

Greghi e Campos Junior (1994) compararam a biocompatibilidade da
hidroxiapatita FOB-USP com Interpore 200®, Bioapatite®, esmalte dental humano
em po e particulado, e esponja de PVC (cloridrato de polivinil), através da
implantacdo em subcutdneo de ratos. As ceramicas fosfato de calcio foram
analisadas apds um, dois e doze meses, enquanto os outros materiais apenas em
um e dois meses. Realizou-se andlise histoldgica qualitativa (analise histopatoldgica)
e quantitativa (volumetria de pontos). Em relacdo a esponja de PVC verificou-se
grande quantidade de macréfagos e células gigantes multinucleadas apds um e dois
meses. O grau de fibrosamento variou entre discreto e moderado. Para o esmalte
particulado, tanto em um e dois meses, todos os parametros mostraram-se
discretos, exceto o fibrosamento que evoluiu de discreto/moderado para
moderado/intenso. Contrariamente, o esmalte em p6 apresentou grande quantidade
de linfécitos, macrofagos e células gigantes multinucleadas. A Interpore 200®
apresentou uma reagao muito discreta em trinta dias, tornando-se ainda menor (dois

e doze meses). Apenas o fibrosamento aumentou, passando de discreto (um e dois
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meses) para intenso (doze meses). A Bioapatite® apresentou varios macrofagos e
células gigantes multinucleadas, sendo que esta apresentou os piores resultados. A
HA FOB-USP mostrou inicialmente escore alto para macréfagos, células gigantes e
proliferacdo vascular. Aos sessenta dias houve reducado deste quadro e aos doze

meses a reacao apresentou-se semelhante a Interpore 200®.

Macedo et al. (1995) realizaram a implantagdo da HA-40® (sintética)
e hidroxiapatita obtida a partir de coral (natural) no tecido subcutédneo de ratos, com
intuito de verificar a reagao tecidual apds sete, quatorze, vinte e um e trinta dias. O
grupo HA-40® apresentou pigmentos escuros, de natureza granular, que poderiam
representar contaminantes ou impurezas. Os dois materiais induziram resposta
inflamatdria que persistiu por todo periodo de avaliagdo, sendo menor no grupo

hidroxiapatita coral. Ambos materiais ndo mostraram potencial osteoindutivo.

Pollick et al. (1995) compararam a degradagdo de implantes de
ceramica porosa, implantados em tecido mole (subcutdaneo e muscular) e em tecido
0sseo. Utilizaram Interpore-200® e Pro Osteon-500®. Os implantes para
preenchimento 6sseo apresentaram 15mm de comprimento e 8mm de didmetro.
Para tecido mole utilizaram blocos de 8mm. Criaram trés defeitos 6sseos em cada
fémur de dois caes, resultando em doze defeitos. Colocaram vinte e um implantes
intramusculares, através da dissecagcdo do musculo e criagdo de um envelope.
Inseriram vinte e cinco implantes no subcutaneo do dorso dos animais. Sacrificaram
0s animais apo6s quatro meses. Os resultados mostraram reabsorcdo dos implantes
no tecido ésseo de 16,7-24,4%, no tecido muscular de 4,9-10,1% e de 5,0-9,7% no

subcutédneo. Sendo estatisticamente significativa apenas no tecido désseo. Os
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autores observaram crescimento ésseo em 67% dos implantes colocados no tecido

mole.

Utilizando alvéolo dental de ratos, Nary Filho e Okamoto (1996)
avaliaram a biocompatibilidade do Hapset® (sulfato de caélcio associado a
hidroxiapatita densa). Extraiu-se o incisivo superior direito de vinte animais.
Imediatamente apds a extragdo implantou-se um tubo de polietileno, com guta-
percha (controle) em uma extremidade e Hapset® na outra. Sacrificou-se os animais
sete, quinze, vinte e um e trinta dias ap6s a cirurgia. Os resultados mostraram
resposta inflamatéria desde os periodos iniciais, sendo maior para o grupo teste.
Houve atraso na organizagao dos tecidos préximo ao Hapset®, com persisténcia do

infiltrado e atraso na formacéao do trabeculado ésseo.

Com a proposta de avaliar a bioatividade e osteocondutividade do
Biogran® em procedimentos de elevagdo da mucosa do seio maxilar Furusawa e
Mizunuma (1997) realizaram o procedimento cirurgico em vinte pacientes. Avaliou-se
a formacgédo Ossea através de radiografias, tomografias computadorizadas, analise
histoldgica, distribuicdo dos elementos, analise bioquimica e de microdureza. Os
resultados foram obtidos apds sete meses de cicatrizagdo. As radiografias e
tomografias mostraram que os sitios preenchidos com biomaterial apresentaram
altura desejavel. Segundo a analise histolégica houve crescimento 6sseo e 0s
granulos apresentaram dissolugdo na parte central e desenvolvimento de fissuras.
Nao observaram células inflamatérias. A analise de microdureza mostrou diminuicao
na dureza dos granulos apés o periodo de implantagdo. Os resultados sugerem que

o biovidro apresenta propriedades osteocondutivas.
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Johnson et al. (1997) determinaram a interface entre PerioGlas®,
implantes de titdnio e tecido 6sseo em coelhos. Cada animal recebeu quatro
implantes de 3,3x8mm de titanio. Um foi colocado sem a criacdo de defeito dsseo.
Os outros trés receberam defeitos 6sseos periféricos, adjacentes a porgao coronaria.
Preencheu-se dois defeitos com PerioGlas® e um n&o foi preenchido (controle). Em
uma semana os defeitos do grupo controle estavam preenchidos com tecido
fibrovascular com minima formacdo ossea. Os preenchidos com PerioGlas®
apresentavam abundante formag¢ao de matriz ostedide ao redor do material. Com
duas semanas o grupo teste demonstrou calcificacdo parcial, com formacédo de
matriz ostedide através do defeito. O grupo controle apresentava minima formagao
O0ssea, com auséncia de contato com o implante. Em trés semanas, os defeitos do
grupo controle apresentavam poucas mudangas, enquanto os do PerioGlas®
estavam quase completamente preenchidos com osso imaturo. Com seis semanas o
grupo controle estava quase totalmente preenchido por tecido 6sseo e o grupo
PerioGlas® estava completamente preenchido com osso cortical imaturo. Na décima
segunda e vigésima quarta semana, observou-se o0sso maduro formado
preenchendo tanto os defeitos do grupo controle quanto no teste. Entretanto, o osso
formado nos defeitos com biomaterial apresentavam-se mais densos e com melhor
adaptacao a superficie do implante. Nao se observou reacédo de corpo estranho para

0 grupo tratado com PerioGlas®.

Schmitt et al. (1997) realizaram um estudo em osso radio de coelhos
com intuito de comparar a capacidade de regeneragcdo 6ssea do Bio-Oss® (0sso

poroso mineral) e PerioGlas® (biovidro), através de analise radiografica e
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histomorfométrica. Dividiu-se os vinte e quatro animais em tempos de cicatrizagao
de quatro e oito semanas. Fizeram as analises radiograficas a cada duas semanas.
Utilizou-se modelo de defeito de tamanho critico, que n&o cicatriza
espontaneamente, com 20mm. Imediatamente ao pds-operatério e duas semanas
apoés, ambos materiais mostraram similar radiopacidade, entretanto, em quatro
semanas o Bio-Oss® foi significativamente mais radiopaco, mantendo-se assim em
seis e oito semanas. Com oito semanas os defeitos tratados com Bio-Oss®
mostraram uma consolidacdo de suas caracteristicas radiopacas e contorno
semelhante ao pré-operatério, ndo ocorrendo o mesmo com o PerioGlas®.
Histologicamente, os defeitos tratados com Bio-Oss® mostraram crescimento 6sseo
uniforme, enquanto que para o PerioGlas® o crescimento se deu das margens para
o centro do defeito. N&do houve evidéncia de reabsorgdo osteoclastica para nenhum
material, embora as particulas de biovidro diminuiram seu tamanho de quatro para
oito semanas. O PerioGlas® apresentou maior atividade fibroblastica que o Bio-
Oss®. Houve significativamente mais formacdo 6ssea nos defeitos tratados com

Bio-Oss® do que com PerioGlas®.

Turunen et al. (1997) utilizaram coelhos como modelo experimental
para comparar biovidro (BV) com carbonato de calcio Biocoral® (CC) como material
de preenchimento ao redor de implantes de titdnio e de biovidro, no interior de
defeitos 6sseos. Os quinze animais receberam quatro defeitos em cada tibia
totalizando cento e vinte defeitos. Avaliaram-se os tempos de trés, seis e doze
semanas de poés-operatdrio. Os resultados histolégicos demonstraram discreta
reacao inflamatoria (células mononucleares) ao redor dos granulos de BV e CC em

trés semanas, para todos os grupos. A reagao inflamatdria ndo persistiu nos demais
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tempos de anadlise. Todas as particulas de CC foram reabsorvidas apos doze
semanas. Nao houve reabsor¢do das particulas de BV Segundo a analise
histomorfométrica, foi significativamente maior (p<0,001) a area de tecido Gsseo
formada ao redor do grupo de implantes de titanio com o BV do que com o CC. Nao
houve diferenga significativa (p=0,227) nos grupos de implantes de BV. Melhores
resultados foram obtidos com os implantes de BV, comparado com os de titanio,
avaliando-se o contato entre o tecido 6sseo formado e o implante, independente do

biomaterial utilizado.

Com objetivo de determinar a capacidade do Bioglass® em promover
reparacdo O0ssea em defeitos de 20mm, unilaterais, no osso radio de coelhos,
Wheeler et al. (1997) utilizaram quarenta e oito animais divididos em tempos de
quatro e oito semanas de cicatrizagdo. Um grupo recebeu Bioglass® e outro nao foi
tratado (controle). A formagdo o&ssea foi determinada através de medidas
histomorfométricas e mecanicas. Através da microscopia de fluorescéncia verificou-
se que a quantidade de osso formado dos defeitos tratados foi significantemente
maior (p=0,04) em quatro semanas. Nao houve diferenga em oito semanas (p=0,23).
O Bioglass® mostrou-se mais efetivo nos periodos iniciais da cicatrizagdo. A analise

biomecanica nao mostrou diferenga significativa entre o grupo tratado e controle.

Utilizando doze cavidades Osseas cirurgicamente criadas em
mandibula de macacos, Cancian (1998) avaliou histologicamente a efetividade do
Calcite® (Hidroxiapatita densa) e do Biogran® (Biovidro) no reparo dsseo. As
cavidades foram preenchidas com Calcite®, Biogran® e deixadas sem implantagao

do biomaterial (controle). Os animais foram sacrificados apds cento e oitenta dias.
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Os resultados demonstraram que nao ocorreu formagao éssea no grupo controle. O
Biogran® propiciou neoformacao dssea com reparacao total do defeito. A maioria das
particulas foi reabsorvida e substituida por tecido 6sseo. O Calcite® no permitiu

formacéao Ossea, e suas particulas apresentaram-se envoltas por tecido fibroso.

Através de defeitos 6sseos criados na mandibula de ratos Furusawa
et al. (1998) avaliaram as propriedades de osteoconducdo do Biogran®. Criaram
defeitos com 2mm de didmetro e 1-1,5mm de profundidade em dezoito animais.
Aplicaram o biovidro nos sitios e cobriram com uma membrana reabsorvivel.
Dividiram a amostra em seis grupos: um, dois, trés, quatro, oito e dezesseis
semanas de cicatrizagdo. Os resultados da analise histolégica mostraram apés uma
semana redugdo das bordas agudas, por reabsor¢ao dos granulos. Observou-se
células osteoprogenitoras nos espacgos entre os granulos. Em duas semanas notou-
se dissolugdao adicional das particulas e aparecimento de fissuras. Na terceira
semana observaram fissuras atingindo o centro dos granulos, preenchidas por
células osteogénicas. Apos quatro semanas houve reabsorgéo do centro do granulo,
fagocitose e formagao de matriz ostedide. Com oito semanas notou-se fagocitose e
invasdo de célula osteogénicas nos granulos. Em dezesseis semanas muitos

granulos apresentavam-se incorporados por tecido ésseo.

Com objetivo de determinar a eficacia do Biogran® no tratamento de
defeitos 6sseos previamente a colocacdo de implantes de titanio, Schepers et al.
(1998) realizaram um estudo com caes. Os animais tiveram todos os pré-molares e o
1° molar extraidos de ambos os lados da mandibula. Imediatamente apds, um lado

recebeu implantes de Biogran® e o outro serviu como controle. Apds quatro meses,
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colocou-se trés implantes em cada lado da mandibula. No grupo controle, o
crescimento 6sseo deu-se das margens do alvéolo em diregdo ao implante,
enquanto que com Biogran® este crescimento ocorreu ao redor das particulas em
diregdo ao implante. Observou-se maior crescimento 0sseo para o grupo teste.
Proximo a superficie do implante praticamente todos os granulos sofreram
reabsor¢ao e aumento do didmetro interno. Alguns granulos foram completamente
reabsorvidos. Este estudo demonstrou alta atividade de remodelacdo em

decorréncia do uso do Biogran®.

Wheeler et al. (1998) analisaram as caracteristicas biomecanicas e
histoldgicas do PerioGlas® e Biogran® implantados em defeitos 6sseos de fémur de
coelhos, verificando se o tamanho da particula afeta o reparo. Utilizaram doze
animais divididos em dois grupos com tempos de reparo de quatro e doze semanas.
Removeu-se um cilindro 6sseo medular do fémur (6x1x2mm) dos espécimes. O
PerioGlas® foi implantado no membro direito e o Biogran® no esquerdo. Um grupo de
dez animais foi utilizado para os testes biomecanicos. Verificou-se que a
porcentagem de novo osso dentro do defeito foi maior com a utilizagdo do
PerioGlas® em quatro e doze semanas. Nao se observou diferenca na deposicao
mineral entre os dois materiais. As particulas de Biogran® dentro do defeito
apresentaram areas significativamente maiores (p<0,05) que as de PerioGlas®, em
ambos os tempos. Nao se verificou diferenga na por¢cao de material reabsorvido nos
dois grupos. Havia mais particulas de biovidro nos defeitos preenchidos com
PerioGlas®. No grupo do Biogran® a média do tamanho das particulas variou de

626um, 333um e 299um, para os tempos zero, quatro e doze semanas,

respectivamente. No grupo do Perioglas® diminui de 416um para 168um (quatro
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semanas) e 137um (doze semanas). Histologicamente os granulos de biovidros
mostraram-se néo cristalinos, alguns com fissuras, especialmente apds 12 semanas.
Observou-se infiltrado de células ectomesenquimais dentro destas fissuras em 4,5 %
das particulas de Perioglas® no tempo de quatro semanas e 32,5% em doze
semanas. Para o Biogran®, observou-se 6% e 16%, respectivamente em quatro e

doze semanas.

Hall et al. (1999) avaliaram a cicatrizagdo de defeitos 6sseos em
caes. Os defeitos foram criados ao redor de implantes de titanio e tratados com dois
biovidros de diferentes tamanhos (NRG 300-355um e BRG 90-710um), osso
desmineralizado seco e congelado de cdo (DFDBAc) e deixados vazio (controle).
Extrairam-se os pré-molares e o 1° molar inferior dos animais. No terceiro més de
cicatrizacdo os caes receberam quatro implantes. Previamente a colocagdo do
implante, criou-se um defeito intra-0sseo (3x5x5mm). Apds trés meses de
cicatrizagdo e integracdo dos implantes as cavidades receberam os tratamentos.
Sacrificou-se os caes apds quatro meses. Através da histomorfometria, observou-se
diferenca significativa (p=0,0379) na média da porcentagem de osso em contato com
o implante entre o grupo DFDBAc e controle. N&o houve diferenga significativa
entre os grupos controle, BRG e NRG. Quando comparado a porcentagem de novo
osso preenchendo o defeito na area implantada, DFDBAc mostrou resultados
significativamente melhores (p<0,05) que o grupo controle. N&do houve diferenca
significativa entre o grupo controle, BRG e NRG. A quantidade de particulas
remanescentes de material no tecido mole foi estatisticamente maior (p=0,0304) nos
sitios tratados com NRG do que com DFDBAc. Ndo houve diferenga significativa

entre BRG e DFDBAc. Conclui-se que a porcentagem de osso em contato com o
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implante e a porcentagem de preenchimento 6sseo no defeito ao redor do implante
foram estatisticamente melhores com o uso do DFDBAc comparado com os

biovidros.

Utiizando macacos como modelo experimental, Karatzas et al.
(1999) determinaram histologicamente o efeito das particulas de PerioGlas® na
cicatrizacio de defeitos periodontais. Removeu-se o osso palatino e interproximal na
regido dos pré-molares e dois primeiros molares superiores. Criou-se oito defeitos
em cada um dos dois animais. Apds oito semanas de cronicidade, preencheu-se
metade dos defeitos com PerioGlas® e metade no foi preenchida com biomaterial
(controle). Sacrificou-se os macacos apos oito semanas. Os resultados mostraram
auséncia de reabsorgao radicular e anquilose nos grupos teste e controle. Havia
particulas remanescentes de PerioGlas® em todos os espécimes. Estas
aparentavam estarem envoltas por uma camada de tecido conjuntivo, sem sinais de
inflamagcdo ou de reacdo de corpo estranho. A quantidade de osso e cemento
formada, bem como inibicdo da migracdo apical do epitélio juncional foi

estatisticamente maior no grupo do biovidro do que controle.

Oliveira et al. (1999) avaliaram microscépica e bioquimicamente a
resposta celular de dois materiais obtidos a partir de osso cortical bovino, através da
implantacdo no tecido subcutidneo de ratos. Os animais foram divididos em trés
grupos: GI- capsulas de colageno vazias; Gll- capsulas com particulas de osso
cortical microgranular desproteinizado a 100°C (Gen-Ox®); Glll- capsula com
particulas de osso cortical microgranular desproteinizado a 1000°C. Os animais

foram sacrificados apds dez, vinte, trinta e sessenta dias. Os resultados mostraram
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que a implantagcdo do tecido O6sseo mineralizado e desproteinizado induziu a
formagdo de granuloma com recrutamento de macrofagos e células gigantes
multinucleadas, independentemente da temperatura. Os autores concluiram que

estes biomateriais podem ser empregados como substitutos ésseos.

Carvalho (2000) avaliou a matriz é6ssea humana desmineralizada em
forma de gel (Grafton DBM Gel) colocada em cavidades cirurgicamente
confeccionadas em tibias de ratos e no interior de tubos de polietileno, no tecido
subcutaneo do dorso dos mesmos animais. As cavidades cirurgicas foram cobertas
com membrana de politetrafluoretileno ndo-expandido (Teflon-membrana Dentoflex).
Os animais foram sacrificados aos sete, quinze, trinta e sessenta dias poés-
operatorios. Na cavidade cirdrgica houve aceleragdo da formacédo de trabéculas
Osseas e as particulas do osso implantado foram incorporadas. O material atuou
como osteocondutor. Conclui-se que o material ndo induz a formagao 6ssea em

contato com o tecido conjuntivo e causa reacao inflamatdria de leve a moderada.

Santos (2000) se propbés a avaliar o comportamento biolégico de
quatro biomateriais, sendo duas hidroxiapatitas sintéticas (Osteogen® e Bioapatita®),
uma hidroxiapatita natural (Bio-Oss®) e um biovidro (Biogran®), implantados em
alvéolos de caes. Extraiu-se os primeiros e terceiros pré-molares, de ambas arcadas
e ambos os lados, de dez animais. Avaliou-se a cicatrizagao em trinta, sessenta e
duzentos dias. Os resultados histoldgicos mostraram que a maioria das particulas de
Osteogen® estava em intimo contato com tecido 6sseo neoformado, porém algumas
estavam envoltas por tecido conjuntivo. As particulas de Bio-Oss® n&o foram

totalmente reabsorvidas e apresentaram deposicdo direta de tecido 6sseo. Os
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granulos de Biogran®, em alguns espécimes, estavam ausentes sugerindo
reabsor¢cdo. Em outros espécimes as particulas estavam recobertas por tecido
calcificado e este circundado por tecido conjuntivo. Conclui-se que a resposta
histolégica foi semelhante para todos os materiais. O Bio-Oss® apresentou maior
numero de particulas envolvidas por tecido 6sseo, seguido pelo Osteogen® e
Biogran®. Nao se observou Bioapatita® nos alvéolos, sugerindo completa reabsorgao

ou expulsdo. Todos os materiais retardaram o processo de reparo.

Al Ruhaimi (2001) investigou o potencial de reparo de seis materiais
osteocondutivos: HTR (polimetil metacrilato /polihidréxido metil metacrilatoo/
hidroxido de calcio/sulfato de bario-sintético), BOP (copolimero de metilmetacrilato-
sintético), Biogran® (biovidro—sintético), Laddec® (hidroxiapatita-natural), Dembone®
(hidroxiapatita-humana) e Osteograf® (hidroxiapatita-sintética), em defeitos 6sseos
criados em tibia de coelhos de 8mm de didmetro. Utilizou-se vinte e oito coelhos,
sendo quatro do grupo controle e vinte e quatro do grupo tratado. Os vinte e quatro
animais foram divididos em seis grupos. O periodo de reparo foi de oito semanas.
Metade do numero de defeitos destinou-se a andlise histolégica com microscopia
Optica através de coloragcdo de Hematoxilina e Eosina e metade por meio de
microscopia eletronica de varredura. Verificou-se que o Laddec® possuiu o melhor
potencial para osteocondugdo, seguido do Biogran® e do Osteograf®. Os piores
reparos 6sseos foram demonstrados pelo HTR e BOP, sendo que o Dembone® nao

apresentou atividade de reparo dsseo.

Schliephake e Kage (2001) avaliaram o uso de implantes

reabsorviveis para reparo de defeitos 6sseos no osso parietal de ratos. Utilizaram-se
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oitenta animais divididos em quatro grupos, sendo trés tratados e um controle (n&o
implantados com biomaterial). Utilizou-se implante de cerdmica porosa (a -tricalcio
fosfato), ceramica porosa com superficie tratada com vidro-ceramica, e um implante
de compdsito solido com superficie tratada com vidro ceramico e acido polilatico, de
8mm de diametro por 2mm de espessura. Avaliou-se os tempos de seis, treze, vinte
e seis e cinquenta e duas semanas. O grupo controle mostrou regeneragao
incompleta, com formacédo de osso de 1,66mm em média apds cinquenta e duas
semanas. O grupo de a -tricalcio fosfato mostrou que o osso formado durante os
estagios iniciais sofreu reabsorg¢ao posterior. O reparo 6ésseo apds cinquenta e duas
semanas foi de 1,83mm. O implante de vidro-cerdmica exibiu extensiva formacao
Ossea, quase preenchendo o defeito criado, com 3,9mm de crescimento 6sseo em
média. A degradacdo da ceramica foi quase total, com poucas particulas
circundadas por tecido mole. O implante de compdsito mostrou um crescimento na
média de 0,63mm. A degradagao do polimero nao foi completa em cinquenta e duas

semanas.

Vogel et al. (2001) investigaram particulas de Bioglass® de trés
diferentes composicboes - 45S5, 52S, 55S - para avaliar o efeito da variagdo de
solubilidade na reparacao 6ssea em defeitos criados em coelhos. De acordo com o
fabricante, os tamanhos de particula variam de 90-710um. A medi¢cdo de cento e
sessenta e duas particulas de material mostrou a média de 507+180um. Uma
cavidade de 4mm de didmetro com 8mm de profundidade foi criada anterior-
posteriormente na epifise distal do fémur. Dos doze sitios criados, preencheu-se
onze com 100mg de material e um serviu como controle (ndo preenchido com

biomaterial). Sacrificaram os animais depois de sete, vinte e oito e oitenta e quatro
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dias. Dos sitios tratados, analisou-se seis com microscopio Optico, trés com
hibridizagao in situ, um com microscopia eletrénica e um permaneceu congelado em
nitrogénio liquido. Verificou-se que todos os materiais foram reabsorvidos e
mostraram incorporagdo com o tecido 6sseo. Regeneragdo Ossea ocorreu da
periferia para o centro do defeito. O material 45S5 mostrou os melhores resultados

de incorporacdo com o tecido dsseo e de reabsorcgao.

Zendron (2001) investigou a formagao Ossea vertical em torno de
implantes osteointegrados, em céaes. Através de acesso cirurgico expbs-se e
aplainou-se a base da mandibula. Inseriu-se parcialmente quatro implantes,
permitindo que a rosca de trés implantes ficassem posicionadas acima da cortical
Ossea. Parafusou-se dispositivos de exclusao tecidual a cortical 6éssea, cobrindo a
porcao exposta dos implantes. Os dispositivos haviam sido previamente preenchidos
com o0s seguintes materiais: Osso autégeno; Controle (ndo preenchido com
biomaterial); Biogran® (biovidro) e Bio-Oss® (0sso bovino inorganico). Sacrificou-se
0s animais apos trés meses de acompanhamento. Os resultados mostraram que a
formagao Ossea vertical foi significativamente maior no grupo de osso autégeno. O

resultado obtido com o emprego do Biogran® foi similar ao Bio-Oss® e controle.

Utilizando modelos de reparacdo ossea em defeitos criados em
coelhos, Chan et al. (2002) avaliaram o efeito da adigdo de dextrano (polissacarideo
formado por residuos de glicose) ao Bioglass® 45S5 no comportamento bioldgico
deste material. O dextrano foi adicionado ao material para melhorar as propriedades
de manipulacdo, aumentando a consisténcia. Foram preparados defeitos de 7-8 mm

na porcao lateral do condilo do fémur e preenchidos com os materiais, sendo
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divididos em grupos: Gl - osso autégeno (obtido durante a confecgéo do defeito), GlI
- Bioglass® 45S5, Glll - Bioglass® 45S5 associado com dextrano, GIV - Bioglass®
4585 em associagdo com o0sso autdgeno, GV - Bioglass® 45S5 em conjunto com
0sso autodgeno e dextrano. Utilizaram-se oito animais em cada tempo e os dois
fémures de cada espécime, totalizando dezesseis sitios por periodo, sendo trés
sitios para cada material e um reserva. Os periodos de reparo foram de dois dias,
uma, duas, trés, seis e doze semanas. Os resultados ndo mostraram evidéncia de
toxicidade do material contendo dextrano. Todos os defeitos, independente do
material, mostraram total preenchimento 6sseo apds seis semanas. Concluiu-se que
a adicdo de dextrano de médio peso molecular ndo alterou o comportamento

bioldgico do Bioglass®.

Por meio de defeitos criados em tibia de ratos Holzhausen et al.
(2002) compararam a eficacia de duas hidroxiapatitas para regeneragcédo éssea, nos
tempos de sete, quinze, trinta, sessenta e cento e vinte dias. Sessenta animais
receberam defeitos em ambas as tibias, perfazendo cento e vinte defeitos que
receberam os seguintes tratamentos: Gl- cavidade 6ssea sem implante de material
(controle); Gll- cavidade éssea preenchida com Osteogen® (controle positivo); GllI-
cavidade preenchida com hidroxiapatita experimental (HAF). A utilizacdo de ambas
hidroxiapatitas provocou uma regeneragcao mais lenta do defeito 6sseo em relagao
ao grupo controle. A hidroxiapatita Osteogen® apresentou maior eficacia em relagéo

a HAF, no que se refere a capacidade de reparar os defeitos 6sseos.

Sanada et al. (2003) realizaram avaliagdes histoldgicas, radiograficas

e de imunoglobulinas (IgG e IgM) apds implantagdo de enxerto de 0sso esponjoso
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bovino desmineralizado em blocos (Gen-Ox®) no musculo abdutor da coxa de ratos.
O material foi cortado em cilindros de 5mmx12mm. Realizou-se as analises aos trés,
sete, quatorze, vinte e um e vinte e oito dias de pds-operatério. Os resultados
histolégicos mostraram em trés e sete dias reagao inflamatéria aguda com
predominancia de neutrdfilos. No décimo quarto dia observou-se reabsorgao das
particulas de biomaterial, aumento de macréfagos, células gigantes multinucleadas e
de fibrosamento. Aos vinte e um dias observou-se intensa e extensa angiogénese e
reabsorcdo do material. Em vinte e oito dias ndo houve variacdo dos tipos e
quantidades celulares. As analises radiograficas e histolégicas nao detectaram
osteogénese no tecido muscular. As concentracbées de IgG e IgM foram similares
entre os periodos experimentais. Concluiu-se que o material € biocompativel,

bioabsorvivel sem capacidade osteoindutora.

O objetivo deste trabalho de Stvrtecky et al. (2003) foi avaliar
histologicamente a resposta de alvéolo humano ao uso de particulas de Biogran®,
previamente a colocagéo de implante metélico e a performance clinica e radiografica
apos a colocacdo do mesmo. Apds a extragcao de dente e colocagao do Biogran®
aguardou-se seis meses de cicatrizacdo. O exame radiografico deste periodo
mostrou que o sitio estava quase completamente preenchido por tecido dsseo.
Realizou-se a bidpsia e colocagcdo do implante. Apés nove meses expds-se 0
abutment e confeccionou-se a coroa provisoria. A analise histolégica demonstrou
tecido 6sseo maduro e particulas do biovidro em intimo contato com o tecido 6sseo

e outras rodeadas por tecido fibroso, sem sinais de resposta inflamataria.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho se propbs a avaliar caracteristicas fisico-
quimicas e a biocompatibilidade de um biovidro desenvolvido pelo Departamento de
Quimica — DEQUIM - CIPP da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG e
compara-lo com dois biovidros disponiveis no comércio (PerioGlas® e Biogran®),

através da implantagcao no tecido subcutaneo de ratos.
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4 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado pela Pro-reitoria de pesquisa -

PROPESP da Universidade Estadual de Ponta Grossa (01205/2003).

A pesquisa se dividiu em analise das caracteristicas fisico-quimicas e

avaliagao da biocompatibilidade dos biovidros, através da implantagcdo dos materiais

no tecido subcutaneo de ratos.

Utilizaram-se trés biovidros, sendo dois disponiveis no comércio e

outro desenvolvido pelo Departamento de Quimica — DEQUIM - CIPP da

Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG:

PerioGlas® (US Biomaterials Corporation, Alachua - Florida,
lote 3156T2) adquirido junto a revendedora no Brasil-
Promodent.

Biogran® (Orthovita Palm Beach Gardens - Flérida, lote
1203598) adquirido junto a revendedora no Brasil - Implant
inovations.

Biovidro - UEPG preparado através da mistura de p6 de vidro
(45% SiO,, 24,5% CaO, 24,5% Na,O e 6% P,05, por peso) e
fundicdo em recipiente de platina a 1350°C. As particulas foram
limpas com ultra-som e esterilizadas em autoclave (Crist6foli®,
Brasil) a 130°C por 2 horas. Nao se realizou nenhum

tratamento na superficie das particulas.

Os materiais foram pesados em camara de fluxo laminar com balanca

analitica e acondicionados em frascos plasticos codificados por cor sem o

conhecimento prévio do operador. O desenvolvimento de toda a pesquisa
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(caracterizagao fisico-quimica e analise de biocompatibilidade) caracterizou um

estudo cego (operador nao tinha conhecimento do material a ser analisado).

4.1 ANALISE FiSICA

4.1.1 Microscopico eletrénico de varredura (MEV)

Determinou-se o tamanho das particulas e sua morfologia original
(previamente a implantagdo nos animais) através do MEV JEOL JSM T330
(Shimadzu, Kyoto, Japédo). Utilizou-se uma pequena quantidade de material,
suficiente apenas para cobrir o porta-amostra do microscépio. Fixou-se a amostra
com uma fita adesiva especifica para esta analise. As amostras foram recobertas
com ouro puro até a deposicdo de uma camada de 20-25nm de espessura.
Realizaram-se micrografias com aumento de 100 vezes para determinagdo do
tamanho e morfologia das particulas e 5000 vezes para analise da superficie das
particulas.

As imagens foram digitalizadas com uma camara digital. O tamanho
do granulo foi determinado através do software de analise de imagens Mocha®
versao 1.2 (Jandel Corporation, USA), medindo-se os pontos mais equidistantes da

particula. Mediu-se todos os granulos presentes na micrografia eletrébnica de

varredura. Prancha 2 - figura 1.4.
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4.2 ANALISE QUIMICA

4.2.1 Fluorescéncia de Raios X (FRX)

Utilizando o aparelhno de fluorescéncia de Raios X EDX-700
(Shimadzu, Kyoto, Japao) identificou-se os elementos quimicos presentes.
Empregou-se uma pequena quantidade de material, suficiente apenas para cobrir o

porta-amostra.

4.2.2 Difratometria de Raios X (DRX)

Através do aparelho de difratometria de Raios X XRD-6000
(Shimadzu-XRD-6000, Kyoto, Japédo) determinou-se a estrutura das amostras,
verificando se eram ou nao cristalinas.Empregou-se uma pequena quantidade de

material, suficiente apenas para cobrir o porta-amostra.

4.2.3 Microscépico eletrbnico de varredura/ Energia dispersiva de Raios X (MEV-
EDX)

Utilizando o MEV-EDX JEOL SEM 8400 (Shimadzu, Kyoto, Japao)
determinou-se a composicdo quimica dos materiais. Utilizou-se uma pequena

quantidade de material, suficiente apenas para cobrir o porta-amostra do
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microscopio. Fixou-se a amostra com uma fita adesiva especifica para esta analise.

O tempo de aquisi¢cao dos dados foi de 300 segundos, utilizando 20Kv.

4.3 ANALISE DE BIOCOMPATIBILIDADE

Para a realizacdo deste estudo utilizou-se 100 ratos (Norvergicus
albinus wistar), machos e fémeas (COSTA, 2001), com idade variando de 2-3 meses
e peso de 200-300 gramas. Os animais procederam do biotério da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, onde os mesmos mantinham-se em condigdes de saude
satisfatoria, recebendo alimentacido adequada (Nuvilab®, Nuvital Nutrientes Ltda,
Colombo - Brasil), sendo que dez dias durante o més esta alimentagao recebeu
vermifugo (Nuvilab SBZ®, Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo - Brasil) e agua “ad
libitum”.

Dividiu-se os animais em quatro grupos:

" Gl - PerioGlas® - vinte e cinco animais

" Gll - Biogran® - vinte e cinco animais

" GllI - Biovidro UEPG - vinte e cinco animais

" GIV - Grupo controle (procedimento cirurgico sem implantacao

do biomaterial) - vinte e cinco animais
Subdividiu-se esses quatro grupos em cinco tempos para analise do
material implantado, sendo sete, quinze, vinte e um, quarenta e cinco e sessenta

dias. Esquema 1 e 2.
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4.3.1 Estudo piloto

Previamente a execucao da parte experimental realizou-se um estudo
piloto para determinacdo da dose anestésica ideal para os animais, treinamento dos

procedimentos cirurgicos e determinagao do protocolo cirurgico a ser empregado.

4.3.2 Procedimento cirurgico

Inicialmente pesou-se e identificaram-se os ratos. Os animais foram
anestesiados com 10mg/ml de Rompun® (cloridrato de 2-(2,6 xilidino)-5, 6-dihidro-4H
1, 3- tiazina a 2% - Bayer do Brasil) em agua destilada associado a 30mg/ml de
Vetanarcol® (cloridrato de 2-(0-clorofenil)-2(metilamino) ciclohexanona — Kdnig do
Brasil) em agua destilada, via intraperitonial, aplicando 0,2ml da solugao final por 100
gramas de peso do animal.

Realizou-se a tricotomia da regido dorsal (COSTA, 2001; OLIVEIRA et
al., 1999) e anti-sepsia com alcool iodado (95% de alcool a 70% em 5% de iodo).
Fez-se a incisdo e divulsdo através de uma tesoura de ponta romba (COSTA, 2001)
Metzenbaum-14 Duflex® (SS White, Brasil). A incisdo ocorreu na linha sagital
mediana no terco médio do dorso (GREGHI; CAMPOS JUNIOR, 1994; PESCININI,
1995), com cerca de 15mm. Prancha 1 - figura 1.1. A divulsdo ocorreu tanto do lado
direito como do esquerdo com aproximadamente 18mm de extensdo com 15mm de
largura. Se durante o procedimento de divulsdo ocorresse sangramento o animal

seria descartado da pesquisa.
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Cada animal recebeu somente um material, sendo implantados 30mg
(OLIVEIRA et al., 1993) de cada lado, por meio de uma cureta Duflex® n® 85 (SS
White, Brasil). Prancha 1 - figura 1.2. Para melhorar as propriedades de manipulagao
dos biovidros e facilitar a implantacdo no tecido subcutaneo, acrescentou-se uma
gota de solugao salina 0,9%. A sutura foi realizada com pontos isolados utilizando-se
fio agulhado mononylon 5-0 Shalon® e porta-agulha Duflex® (SS White, Brasil).

Prancha 1 - figura 1.3.

4.3.3 Cuidados pos-operatoérios

No pés-operatério os grupos de animais permaneceram em suas
respectivas caixas, mantendo-os desta forma separados de acordo com o tempo de
pos-operatorio. Os animais receberam alimentagdo convencional e agua “ad libitum”.
Nao foi dado nenhum medicamento aos animais, tendo em vista que no trabalho

piloto ndo se observou sinais clinicos de infecgdo ou inflamacéo.

4.3.4 Obtencgao das pecas

A bidpsia ocorreu depois de transcorrido o tempo determinado para
cada subgrupo. Anestesiou-se novamente os animais. Feita a anti-sepsia, conforme
ja descrito, procedeu-se a bidpsia da regido implantada. Prancha 1 - figura 1.4.
Posteriormente, sacrificou-se o animal por meio de deslocamento cervical.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados por um unico

operador treinado.
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4.3.5 Processamento histoldgico

Obteve-se duas amostras em cada animal (uma do lado direito e
outra do esquerdo). Fez-se duas laminas para cada amostra, sendo uma corada com
Hematoxilina e Eosina (HE) e outra com Tricrbmico de Masson. Cada lamina
apresentou trés cortes. Fixou-se as pecas com solugao de Alfac (alcool 80% - 85ml,
formol - 10ml, acido acético - 5ml) por 12 horas. Lavou-se em &gua corrente.
Manteve-se as biopsias acondicionadas em alcool 70% até o momento da
desmineralizagdo. Em seguida desmineralizou-se com solugdo de Morse (acido
férmico a 50% e citrato de sédio a 20%, em partes iguais) por 14 dias, em média. As
pecas foram desidratadas em solugdo de alcool etilico 70% por 12h, alcool 90%
durante 1h e alcool absoluto por 20h. Incluiu-se as peg¢as em parafina e cortou-se em
micrétomo manual. Os cortes foram realizados transversalmente a regido implantada,
com 5um de espessura, e semi-seriados com espagamento de 150um. Esticou-se os

cortes em banho-maria a 45°C e colocou-se em laminas de vidro.

4.3.6 Analise histologica

Através de microscopico Optico analisou-se as laminas

confeccionadas, avaliando-se os granulos dos materiais, tecido conjuntivo, tipos

celulares e resposta inflamatéria adjacente aos granulos.
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4.3.7 Determinacao do tamanho da reagao inflamatéria

Realizou-se uma anadlise prévia das laminas histoldgicas,
selecionando-se as uniformemente isotrépicas (apresentam as mesmas
caracteristicas em todas as dire¢des). As laminas isotrépicas foram aleatoriamente
selecionadas e empregadas para determinacdo do tamanho da reagéo inflamatoria,
tamanho do granulo e determinagéo das células.

Para determinacdo do tamanho da reacgao inflamatdria analisaram-se
quatro laminas coradas por HE e quatro coradas com Tricrémico de Masson, para
cada tempo e cada grupo experimental, através de microscopia optica (MO) com
aumento final de 100x. Obtiveram-se cinco medidas de cinco diferentes areas, de
cada uma das laminas histolégicas analisadas.

A medicao da reacao inflamatdria ocorreu com auxilio de uma lamina
objeto apresentando uma régua ocular previamente calibrada com coeficiente
micrométrico, conforme método preconizado por Mandarim-de-Lacerda (2003) para
medidas lineares. Para esta analise, utilizou-se como paréametro posicionar a régua
ocular sobre a primeira camada de células em contado com o biovidro introduzido no
subcutaneo e medir o tamanho do tecido conjuntivo, com a reacgao inflamatdria, até a
primeira camada de células musculares estriadas presentes na derme do animal.
Prancha 2 - figura 2.1. No grupo controle mediu-se a reagéo inflamatéria presente

entre os tecidos musculares.
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4.3.8 Determinacéao de polimorfonuclear (PMN), mononuclear (MN) e fibroblasto (F)

Para esta analise utilizaram-se cinco laminas coradas por HE, para
cada grupo experimental e cada tempo pds-operatério. Realizou-se a contagem
destas células em cinco diferentes areas de cada lamina histologica, através de
microscopia Optica com aumento final de 400x.

Para quantificar o numero das respectivas células presentes em torno
do material implantado no tecido subcutédneo dos ratos, criou-se um sistema teste
linear com dez pontos de referéncia. O sistema baseou-se em uma lamina objeto
apresentando uma régua ocular previamente calibrada. A régua era posicionada
paralelamente e perpendicularmente as particulas, delimitando uma area com
tamanho conhecido. Contou-se o numero de células mononuclear (MN),
polimorfonuclear (PMN) e fibroblasto (F), presentes no tecido conjuntivo no interior da
area delimitada. As células que tocavam na régua eram excluidas da contagem.

Prancha 2 - figura 2.2.

4.3.9 Determinag&o do tamanho do grénulo

Para mensuragdo do tamanho dos granulos, utilizaram-se as
mesmas laminas selecionadas para a determinagao das células. Mediram-se cinco
granulos aleatorios de cada lamina histologica, através de microscopia 6ptica com
aumento final de 100x.

Realizou-se a medicdo do tamanho das particulas dos biovidros com

auxilio de uma lamina objeto apresentando uma régua ocular previamente calibrada
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com coeficiente micrométrico. A régua era colocada sobre a particula e efetuava-se

a medida. Prancha 2- figura 2.3.

4.4 ANALISE DOS DADOS

A analise de reprodutibilidade dos dados obtidos com as variaveis:
tamanho dos granulos, previamente a implantagdo (MEV), tamanho da reagao
inflamatdria (MO), tamanho dos granulos nos varios tempos pos-operatoérios (MO) e
contagem das células PMN, MN e F (MO), foi realizada em dois momentos distintos,
em ordem aleatéria, pelo examinador. Os dados foram analisados obtendo-se as
diferencas entre as medidas em dois momentos, testando-se a reprodutibilidade
através do coeficiente de correlacao intraclasse.

As comparacbes dos resultados para as variaveis dependentes:
tamanho dos granulos previamente a implantagao, reagao inflamatéria, contagem das
células e tamanho dos granulos foram realizadas através de analise de variancia
(ANOVA com um e dois critérios). Foram considerados fatores fixos (variaveis
independentes) o tempo e material, sendo analisados os resultados individuais, bem
como as interacdes entre os fatores.

Realizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os
dados apresentavam distribuicdo normal. Verificou-se se os dados apresentavam
equivaléncia de variancia através do teste de Levene.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05, desta forma se p>0,05 a
hipétese nula (Ho), na qual ndo haveria diferenga significativa entre os grupos seria

aceita. Caso p=<0,05, Ho n&o seria aceita, indicando diferengas significativas entre os
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grupos. Diante desta condigdo a comparacao entre os valores médios das variaveis
foi realizada através do teste de Tukey HSD, com o objetivo de determinar entre
quais grupos havia as diferencgas significativas. Aos dados que nao apresentaram
equivaléncia entre as variancias foi aplicado o teste de comparacdes multiplas de
Games-Howell. Os dados de contagem de PMN, MN e F foram transformados em
percentagem. Os dados de tamanho da reacao inflamatéria foram transformados
através de logaritmo na base natural. Todos os calculos foram realizados através do
software estatistico SPSS® (Statistical Package for the Social Science), versao

11.5.1 for Windows (SPSS Inc. Chicago, lllinois).
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7 dias
15 dias
21 dias
45 dias
60 dias

25 Perioglas®

o1 01 ‘01 01 01

7 dias
15 dias
21 dias
45 dias
60 dias

2 Biogran®

o1 ‘01 01 ‘01 01

7 dias
15 dias
21 dias
45 dias
60 dias

100 ratos 25 BiOVidI’O
UEPG

g1 01 01 O1 01

7 dias
15 dias
21 dias
45 dias
60 dias

25
Controle

g1 01 ‘01 01 01

Esquema 1- Os 100 animais da pesquisa foram divididos em 4 grupos, com 25 animais em cada. Os
grupos foram divididos em cinco subgrupos de tempo, como 5 animais em cada.



Material e Método

63

FEEEEEEE

aaaaaaaaay

LR I R I R I T I R O O IO O O O R o IO IO I O I IO O O I IO O O O T R N R |

*LLLI.I.I.I.I.I.I.

a
a
a

-

5 animais (07 dias)

5 animais (15 dias)
GRUP@ 5 animais (21 dias)

5 animais (45 dias)

5 animais (60 dias)

10 amostras

10 amostras

LSl S S SN SR S S R R R R R A

JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ\/ loamostras

10 amostras

10 amostras

(07 dias)
(15 dias)
(21 dias)
(45 dias)

(60 dias)

Esquema 2- Cada animal recebeu o tratamento nos dois lados do dorso, resultando em duas amostras
por animal. Assim, cada grupo apresentou cinco animais por tempo operatério, resultando

em 10 amostras por tempo operatério em cada grupo.
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PRANCHA 1- Procedimentos cirurgicos.

Figura 1.1

Figura 1.3

Figura 1.1-
Figura 1.2-
Figura 1.3-
Figura 1.4-

Figura 1.4

Incisdo de aproximadamente 15mm realizada com tesoura de ponta romba.
Implantacao do biomaterial no tecido subcutaneo do rato.
Dorso do animal, apds o tratamento, suturado com fio mononylon agulhado Shalon®.

Remocéao da pega contendo o material implantado.
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PRANCHA 2- Microscopias 6pticas e eletrénicas empregadas na metodologia.
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Figura 2.3 Figura 2.4

Figura 2.1- Lamina corada com HE, aumento de 100x. Medigdo do tamanho da reagéo inflamatdria.
Figura 2.2- Lamina corada com HE, aumento de 400x. Contagem de PMN, MN e F.

Figura 2.3- Lamina corada com HE, aumento de 100x. Medigdo do tamanho dos granulos dos
biovidros, apds implantagao nos animais.

Figura 2.4- Microscopia eletrénica de varredura, aumento de 100x. Medigdo do tamanho dos granulos
dos biovidros previamente a implantagao (seta).
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5 RESULTADOS

O teste de biocompatibilidade é considerado um pré-requisito para
materiais que estdo em processo de desenvolvimento, como neste caso o Biovidro-
UEPG. O Perioglass® e o Biogran® produtos comercialmente disponiveis, de
eficacia clinica e histologica cientificamente comprovada foram utilizados como
controles positivos.

Apresentaremos os resultados divididos em observagdes clinicas,

analise fisico-quimica e analise de biocompatibilidade.

5. 1 OBSERVACOES CLINICAS

Nenhum animal da pesquisa apresentou problemas de saude
durante os procedimentos cirurgicos, bem como no tempo de pds-operatorio. Da
mesma forma, durante a divulsdo, ndo ocorreu sangramento e/ou perfuragdo do
peritbnio. Deste modo, nenhum rato foi descartado durante a pesquisa.

Todos os materiais testados apresentaram boas caracteristicas de

manipulagao.
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5. 2 ANALISE FiSICA

5.2.1 MEV

Por meio do microscépico eletrébnico de varredura determinou-se o
tamanho e morfologia das particulas dos biovidros previamente a implantagdo nos
animais. O coeficiente de correlacéo intraclasse para a determinacdo do tamanho
das particulas através do MEV foi a=0,99, mostrando adequada reprodutibilidade por
parte do pesquisador. Prancha 9 - grafico 9.1 (ANEXO). Os resultados apresentam-

se divididos de acordo com os materiais.

* PerioGlas®

O PerioGlas® apresentou-se como blocos grandes, ndo uniformes
com bordas pontiagudas e arredondadas. O tamanho médio das particulas foi de
222,00+40,64pm. Prancha 3 - figura 3.1. Tabela 16 (ANEXO). As faces
apresentaram rugosidade superficial.

A microscopia eletrébnica de varredura com aumento de 5000x
confirmou a rugosidade superficial, através da presenga de pequenas particulas

(0,5-1um) com faces planas na superficie dos granulos. Prancha 3 - figura 3.2.
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= Biogran®
Conforme se observa na prancha 3 - figura 3.3, o Biogran® exibiu
particulas na forma de blocos irregulares, pontiagudos e arredondados com tamanho
médio de 385,09+68,51um. Tabela 16 (ANEXO). A superficie das particulas
apresentou-se rugosa. Em aumento de 5000x comprovou-se a rugosidade superficial

através de dendritos com tamanho de 1,5-2um. Prancha 3 - figura 3.4.

= Biovidro — UEPG

As particulas do biovidro-UEPG apresentaram-se n&o uniformes
com bordas pontiagudas, arredondadas e superficie rugosa. O tamanho médio dos
granulos foi de 102,86+36,22um. Prancha 3 - figura 3.5. Tabela 16 (ANEXO).
Através do aumento de 5000x comprovou-se a rugosidade superficial. Prancha 3 -
figura 3.6.

De acordo com o teste estatisico ANOVA um critério, houve
diferenca significativa no tamanho dos gréanulos (p<0,001). Tabela 1 e 2. Prancha 7 -
grafico 7.1. Tabela 37, 38 e 39 (ANEXO).

Os trés materiais apresentaram estrutura nao cristalina com pontos

de cristalizacao.

Tabela 1- Estatistica descritiva - Tamanho dos granulos previamente a implantagéo.

Grupos N Média Desvio padréo Erro padrao
PerioGlas® 20 221,996 40,644 9,08845
Biovidro UEPG 30 102,868 36,224 6,61361
Biogran® 10 385,086 68,506 21,66362
Total 60 189,613 112,029 14,46299

p<0,001 fator tempo, grupo e interagédo (tempo*grupo)
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Tabela 2- Pos-teste Tukey HSD. Comparacgao entre os grupos - Tamanho dos granulos previamente
a implantagao.

Grupos Diferenca entre as médias Erro padréo Valor de p
PerioGlas® X Biovidro UEPG 119,128 12,777 <0,001*
PerioGlas® X Biogran® -163,090 17,143 <0,001*
Biovidro UEPG X Biogran® -282,218 16,162 <0,001*

* Diferencgas significativas

5. 3 ANALISE QUIMICA

5. 3. 1 Fluorescéncia de Raios X (FRX)

Utilizando FRX identificou-se na amostra dos trés biovidros calcio,
oxigénio, sodio, fésforo e silica. Os resultados demonstraram que os elementos
quimicos presentes estdo na forma de: 6xido de silica (SiO3,) 6xido de sédio (Naz0)),

oxido de calcio (CaO) e 6xido de fésforo (P20s).

5. 3. 2 Difratometria de Raios X (DRX)

Os resultados da DRX comprovaram que as trés amostras sao

materiais nao cristalinos. Prancha 8 - graficos 8.1, 8.2, 8.3 e 8 4.
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5.3. 3 MEV/EDX

Os resultados do MEV/EDX indicaram a presenca de silica, calcio,
fésforo e sodio nas trés amostras. Nenhum dos materiais apresentou impurezas,
sendo visualizados somente os elementos participantes segundo informagdes dos

fabricantes. Prancha 4 - figuras 4.1,4.2, 4.3 e 4.4.

5. 4 ANALISE DE BIOCOMPATIBILIDADE

5. 4. 1 Analise histolégica — Microscopico optico

= SETE DIAS

Em sete dias os granulos de todos os biomateriais apresentaram-se
sem fissuras. Observaram-se células polimorfonucleares e mononucleares ao redor
das particulas. O tecido conjuntivo apresentava fibroblastos e alguns fibrdcitos.
Notou-se vasos sanguineos e capilares na area analisada. O tecido do grupo

controle estava semelhante ao dos grupos teste. Prancha 5 - figura 5.1 € 5.2.

= QUINZE DIAS

O tecido conjuntivo apresentava-se semelhante para os quatro

grupos experimentais, com a presenca de fibroblastos e alguns fibrécitos. Notou-se
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vasos sanguineos e capilares na area analisada. Observou-se alguns
polimorfonucleares e mononucleares em maior quantidade. Encontrou-se células
gigantes multinucleadas, entretanto em pouca quantidade. Houve inicio a formagéao

de fissuras nos granulos. Prancha 5 - figura 5.3 e 5.4.

= VINTE E UM DIAS

Os granulos apresentaram quantidade significativa de fissuras.
Observou-se tecido conjuntivo no interior destas. Notou-se células
polimorfonucleares e mononucleares ao redor das particulas. O tecido conjuntivo
apresentava fibroblastos e poucos fibrocitos. Havia vasos sanguineos e capilares na
area analisada. Os resultados do grupo controle foram semelhantes. Prancha 5 -

figura 5.5 e 5.6.

= QUARENTA E CINCO DIAS

Em quarenta e cinco dias observou-se células polimorfonucleares,
mononucleares, fibroblastos, fibrocitos, vasos sanguineos e capilares nos quatro
grupos analisados. Os granulos apresentaram muitas fissuras, preenchidas por
tecido conjuntivo. Houve grande variagdo no tamanho das particulas dos biovidros.

Prancha 6 - figura 6.1 € 6.2.
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= SESSENTA DIAS

Em sessenta dias, os granulos apresentaram grandes fissuras. A
maioria dos granulos estava dividida em varias partes em decorréncia das fissuras,
que estavam preenchidas por tecido conjuntivo. Observou-se, nos grupos teste e
controle, células polimorfonucleares € mononucleares em menor quantidade. O
tecido conjuntivo apresentava fibroblastos e fibrocitos. Prancha 6 - figura 6.3, 6.4, 6.5

e 6.6.

5. 4. 2 Determinacao do tamanho da reacgao inflamatéria

O coeficiente de correlagao intraclasse para a determinagdao do
tamanho da reacdo inflamatéria foi a=1, mostrando boa consisténcia na obtencao
dos dados pelo pesquisador. Prancha 9 - grafico 9.2 (ANEXO). Os resultados do
tamanho da reagao inflamatdria dos quatro grupos experimentais nos cinco tempos
de analise estdo agrupados na prancha 7 - grafico 7.2.

Segundo o teste estatistico ANOVA dois critérios houve diferencga
significativa (p<0,001) no tamanho da reacao inflamatoria entre os grupos, tempos e
interagcédo (grupo e tempo). Tabela 3, 4 e 5. Tabela 17, 18, 19, 20, 21, 33, 40 e 41

(ANEXO).
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Tabela 3- Estatistica descritiva - Tamanho de reagao inflamatéria (valores transformados log). Fator
interagao grupos * tempo (dias).

Grupos Tempo (dias) Média Desvio Padrao N
PerioGlas® 7 dias 4,5163 0,46363 8
15 dias 3,0918 0,35441 8
21 dias 3,9116 0,89386 8
45 dias 4,9401 0,50781 8
60 dias 4,2990 0,23054 8
Total 4,1518 0,81354 40
Biovidro-UEPG 7 dias 4,7973 0,48035 8
15 dias 5,2588 0,42523 8
21 dias 5,0867 0,31617 8
45 dias 5,1643 0,88060 8
60 dias 4,5542 0,48694 8
Total 4,9723 0,58547 40
Controle 7 dias 4,6052 0,00000 8
15 dias 4,5185 0,24506 8
21 dias 4,4319 0,32086 8
45 dias 4,6052 0,00000 8
60 dias 3,9987 0,24506 8
Total 4,4319 0,30397 40
Biogran® 7 dias 4,6523 0,34006 8
15 dias 4,3207 0,37270 8
21 dias 4,4955 0,54595 8
45 dias 4,7927 0,53037 8
60 dias 4,7997 0,29700 8
Total 4,6122 0,44716 40
Total 7 dias 4,6428 0,37072 32
15 dias 4,2974 0,86050 32
21 dias 4,4814 0,68743 32
45 dias 4,8756 0,58317 32
60 dias 4,4129 0,43636 32
Total 4,5420 0,63820 160

p<0,001 fator tempo, grupo e interagédo (tempo*grupo)
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Tabela 4- Pés-teste Games Howell. Comparacgéo entre os grupos - Tamanho da reagéo inflamatéria
(valores transformados log).

Grupos Diferenca entre as médias Erro padréo Valor de p
PerioGlas® X Biovidro UEPG -0,820 0,158 <0,001*
PerioGlas® X Controle -0,280 0,137 0,187
PerioGlas® X Biogran® -0,460 0,146 0,014*
Biovidro UEPG X Controle -0,540 0,104 <0,001*
Biovidro UEPG X Biogran® -0,360 0,116 0,015*
Controle X Biogran® -0,180 0,85 0,161

* Diferengas significativas

Tabela 5- Pés-teste Games Howell. Comparagado entre os tempos (dias) - Tamanho da reagao
inflamatéria (valores transformados log).

Tempo Diferenca entre as médias Erro padréo Valor p
7 dias X 15 dias 0,345 0,165 0,246
7 dias X 21 dias 0,161 0,138 0,769
7 dias X 45 dias -0,232 0,122 0,327
7 dias X 60 dias 0,229 0,101 0,169
15 dias X 21 dias -0,184 0,194 0,878
15 dias X 45 dias -0,578 0,183 0,022*
15 dias X 60 dias -0,115 0,170 0,960
21 dias X 45 dias -0,394 0,159 0,110
21 dias X 60 dias 0,068 0,143 0,989
45 dias X 60 dias 0,462 0,128 0,006*

* Diferengas significativas
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5. 4. 3 Contagem de PMN, MN e F

O coeficiente de correlagao intraclasse para contagem das células
selecionadas foi =0,99, mostrando boa reprodutibilidade dos dados obtidos pelo
pesquisador. Prancha 9 - grafico 9.3 (ANEXO).

Os valores das contagens de polimorfonucleares, mononucleares e
fibroblastos presentes na reacdo tecidual dos cinco tempos de avaliacdo estao

apresentados em percentuais na prancha 7 - graficos 7.3, 7.4 e 7.5.

= Polimorfonuclear (PMN)

Segunda a analise estatistica através do teste de ANOVA dois
critérios houve diferengca significativa (p<0,001) no percentual de células
polimorfonucleares nos fatores grupo, tempo e interacdo (tempo e grupo). Porém,
nao houve diferenga significativa entre os grupos de biovidro, havendo apenas entre

esses e o grupo controle. Tabela 22, 23, 24, 25, 26, 34, 42, e 43 (ANEXO).
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Tabela 6- Estatistica descritiva - Contagem de PMN (valores transformados em percentagens).

Grupos Tempo (dias) Média Desvio padrao N
7 dias 4,532 2,543 5
15 dias 6,410 7,400 5
PerioGlas® 21 dias 20,246 13,177 5
45 dias 19,378 9,767 5
60 dias 8,538 2,416 5
Total 11,820 10,105 25
7 dias 8,324 1,555 5
15 dias 4,642 3,535 5
Biovidro UEPG 21 dias 19,212 6,658 5
45 dias 23,304 4,523 5
60 dias 16,560 3,384 5
Total 14,408 8,064 25
7 dias 0,000 0,000 5
15 dias 2,968 4,068 5
Controle 21 dias 4,444 7,244 5
45 dias 0,000 0,000 5
60 dias 2,858 6,390 5
Total 2,054 4,644 25
7 dias 5,214 1,748 5
15 dias 11,870 4,840 5
Biogran® 21 dias 21,558 4,818 5
45 dias 13,498 7,630 5
60 dias 8,550 3,383 5
Total 12,138 7,172 25
7 dias 4,517 3,438 20
15 dias 6,472 5,861 20
Total 21 dias 16,365 10,602 20
45 dias 14,045 10,894 20
60 dias 9,126 6,301 20
Total 10,105 9,0032 100

p<0,001 fator tempo, grupo e interagédo (tempo*grupo)
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Tabela 7- Pés-teste Games Howell. Comparagao entre os grupos - Contagem de PMN (valores

transformados em percentagens).

Grupos Diferenca entre as médias Erro padrao Valor p
PerioGlas® X Biovidro UEPG -2,587 2,5857 0,75
PerioGlas® X Controle 9,766 2,2243 0,001*
PerioGlas® X Biogran® 0,317 2,4784 0,999
Biovidro UEPG X Controle 12,354 1,8612 <0,001*
Biovidro UEPG X Biogran® 2,270 2,1585 0,720
Controle X Biogran® -10,084 1,7090 <0,001*

* Diferencgas significativas

Tabela 8- Pos-teste Games Howell. Comparagéao entre os tempos (dias) - Contagem de PMN (valores

transformados em percentagens).

Tempo Diferenca entre as médias Erro padrao Valor p
7 dias X 15 dias -1,955 1,519 0,701
7 dias X 21 dias -11,847 2,492 0,001*
7 dias X 45 dias -9,527 2,554 0,009*
7 dias X 60 dias -4,609 1,605 0,054
15 dias X 21 dias -9,892 2,709 0,008*
15 dias X 45 dias -7,572 2,766 0,072
15 dias X 60 dias -2,654 1,924 0,644
21 dias X 45 dias 2,320 3,399 0,959
21 dias X 60 dias 7,238 2,757 0,090
45 dias X 60 dias 2,814 2,814 0,421

* Diferencgas significativas

= Mononuclear (MN)

De acordo com o teste estatistico ANOVA dois critérios ndo houve

diferenga significativa na contagem de células mononucleares nos fatores grupo

(0,117). Houve diferenga significativa na interagdo (p=0,022) e tempo (p<0,001).

Tabela 22, 23, 24, 25, 26, 35, 44 e 45 (ANEXO).
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Tabela 9- Estatistica descritiva - Contagem de MN (valores transformados em percentagens).

Grupos Tempo (dias) Média Desvio padréo N
7 dias 38,910 15,481 5
15 dias 46,656 6,583 5
PerioGlas® 21 dias 16,650 6,533 5
45 dias 18,778 2,896 5
60 dias 25,048 11,684 5
Total 29,208 14,852 25
7 dias 44,712 6,786 5
15 dias 38,838 15,926 5
Biovidro UEPG 21 dias 32,940 15,325 5
45 dias 13,960 6,861 5
60 dias 4,670 2,055 5
Total 27,024 18,408 25
7 dias 34,320 8,832 5
15 dias 23,486 6,436 5
Controle 21 dias 14,446 13,475 5
45 dias 18,254 25,961 5
60 dias 16,858 20,513 5
Total 21,4728 16,874 25
7 dias 46,8580 6,245 5
15 dias 27,1720 8,417 5
Biogran® 21 dias 21,0920 3,178 5
45 dias 21,6980 8,676 5
60 dias 23,4500 16,021 5
Total 28,0540 13,11802 25
7 dias 41,200 10,502 20
15 dias 34,038 13,260 20
Total 21 dias 21,282 12,349 20
45 dias 18,172 13,321 20
60 dias 17,506 15,491 20
Total 26,439 15,977 100

p=0,117 grupo
p<0,001 tempo
p=0,022 interagao
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Tabela 10- Pés-teste Games Howell. Comparacgao entre os tempos (dias) - Contagem de MN (valores
transformados em percentagens).

Tempo Diferenca entre as médias Erro padrao Valor p
7 dias X 15 dias 7,162 3,782 0,339
7 dias X 21 dias 19,918 3,624 <0,001*
7 dias X 45 dias 23,028 3,793 <0,001*
7 dias X 60 dias 23,694 4,185 <0,001*
15 dias X 21 dias 12,756 4,051 0,025*
15 dias X 45 dias 15,865 4,202 0,005*
15 dias X 60 dias 16,531 4,559 0,007*
21 dias X 45 dias 3,109 4,061 0,939
21 dias X 60 dias 3,775 4,430 0,912
45 dias X 60 dias 4,568 4,568 1,000

* Diferencgas significativas

= Fibroblastos (F)

Em relagdo a contagem de fibroblastos, através do teste ANOVA dois critérios nao
houve diferenca significativa nos fatores grupo (p=0,131) e interagdo (p=0,665).
Houve diferencga significativa no fator tempo (p=0,008). Tabela 22, 23, 24, 25, 26, 36,

46 e 47 (ANEXO).
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Tabela 11- Estatistica descritiva - Contagem de F (valores transformados em percentagens).

Grupos Tempo (dias) Média Erro padréo N
7 dias 56,552 16,552 5
15 dias 46,932 4,795 5
PerioGlas® 21 dias 63,106 13,555 5
45 dias 58,178 13,564 5
60 dias 66,414 13,390 5
Total 58,236 13,666 25
7 dias 45,964 7,408 5
15 dias 56,520 16,875 5
Biovidro UEPG 21 dias 47,846 18,570 5
45 dias 62,736 8,691 5
60 dias 78,770 4,520 5
Total 58,567 16,480 25
7 dias 64,722 10,564 5
15 dias 73,546 6,704 5
Controle 21 dias 61,110 34,507 5
45 dias 61,746 41,968 5
60 dias 80,284 21,054 5
Total 68,281 21,495 25
Biogran® 7 dias 47,926 6,828 5
15 dias 60,916 12,532 5
21 dias 57,350 4,335 5
45 dias 64,804 13,125 5
60 dias 68,000 16,141 5
Total 59,799 12,685 25
Total 7 dias 54,041 12,539 20
15 dias 59,478 14,271 20
21 dias 57,353 20,054 20
45 dias 61,866 21,627 20
60 dias 73,367 15,257 20
Total 61,221 18,023 100

p=0,131 grupo
p=0,008 tempo
p=0,665 interacao
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Tabela 12- Pds-teste Games Howell. Comparacédo entre os tempos - Contagem de F (valores
transformados em percentagens).

Tempo Diferenca entre as médias Erro padréo Valor de p
7 dias X 15 dias -5,437 4,248 0,705
7 dias X 21 dias -3,312 5,288 0,970
7 dias X 45 dias -7,825 5,590 0,632
7 dias X 60 dias -19,326 4,416 0,001*
15 dias X 21 dias 2,125 5,503 0,995
15 dias X 45 dias -2,387 5,794 0,994
15 dias X 60 dias -13,888 4,671 0,039*
21 dias X 45 dias -4,513 6,595 0,959
21 dias X 60 dias -16,014 5,634 0,054
45 dias X 60 dias -11,501 5,918 0,315

* Diferencgas significativas

5. 4. 4 Determinagao do tamanho dos granulos dos biovidros

O coeficiente de correlacdo intraclasse para determinagcao do

tamanho dos granulos de biovidros apés implantagdo nos animais foi a=1. Prancha 9

- grafico 9.4. Segundo o teste estatistico ANOVA dois critérios houve diferenca

significativa (p<0,001) nos fatores grupo, tempo e interacdo (grupo e tempo).

Prancha 8 - grafico 8.1. Tabela 27, 28, 29, 30, 31, 32, 37 e 48 (ANEXO).
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Tabela 13- Estatistica descritiva - Tamanho dos granulos. Fator interagdo grupos * tempo (dias).

Grupos Tempo (dias) Média Desvio padréo N

7 dias 299,600 54,22914 S

15 dias 299,600 63,34667 3

PerioGlas® 21 dias 269,200 39,30903 5
45 dias 376,400 23,19483 9]

60 dias 240,800 48,05414 5

Total 270,2400 50,96182 25

7 dias 145,600 42,27056 S

15 dias 217,000 43,93177 5

Biovidro UEPG 21 dias 207,600 4930314 5
45 dias 165,600 35,33836 S

60 dias 150,000 24,97999 S

Total 177,1600 47,42861 25

7 dias 418,800 22,20811 3]

15 dias 394,000 66,79820 S

Biogran® 21 dias 369,200 48,42727 S
45 dias 286,400 57,98965 S

60 dias 272,800 60,14316 5

Total 348,2400 76,98987 25

288,0000 122,03278 15

303,5333 92,60428 15

Total 282,0000 80,97619 15
231,3333 64,32803 15

221,2000 69,06643 15

265,2133 91,92966 75

p<0,001 fator tempo, grupo e interagao

Tabela 14- Pés-teste de Tukey HSD. Fator Grupos - Tamanho dos granulos.

Grupos Diferenca entre as médias Erro padréo Valor de p
PerioGlas® X Biovidro UEPG 119,960 13,672 <0,001*
PerioGlas® X Biogran® -51,120 13,672 0,001*
Biovidro UEPG X Biogran® -171,080 13,672 <0,001*

* Diferencas significativas
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Tabela 15- Pds-teste de Tukey HSD. Fator Tempo - Tamanho do granulo.

Tempo Diferenca entre as médias Erro padréo Valor p
7 dias X 15 dias -15,533 17,651 0,903
7 dias X 21 dias 6,000 17,651 0,997
7 dias X 45 dias 11,866 17,651 0,962
7 dias X 60 dias 66,800 17,651 0,003*
15 dias X 21 dias 21,533 17,651 0,740
15 dias X 45 dias 27,400 17,651 0,533
15 dias X 60 dias 82,333 17,651 <0,001*
21 dias X 45 dias 5,866 17,651 0,997
21 dias X 60 dias 60,800 17,651 0,009*
45 dias X 60 dias 54,933 17,651 0,023

* Diferencgas significativas
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PRANCHA 3- Microscopias eletronicas de varredura.

Ifiéura 3.1

Figura 3.5

Figura 3.1-
Figura 3.2-
Figura 3.3-
Figura 3.4-
Figura 3.5-
Figura 3.6-
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Figura 3.
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Micrografia eletronica de varredura do PerioGlas®. Aumento de 100x.
Micrografia eletronica de varredura do PerioGlas®. Aumento de 5000x.
Micrografia eletrénica de varredura do Biogran®. Aumento de 100x.
Micrografia eletrénica de varredura do Biogran®. Aumento de 5000x.
Micrografia eletrénica de varredura do Biovidro-UEPG. Aumento de 100x.

Micrografia eletrénica de varredura do Biovidro-UEPG. Aumento de 5000x.
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PRANCHA 4- Resultados do MEV/EDX.
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Figura 4.3 Figura 4.4

Figura 4.1- MEV/EDX. PerioGIas®, indicando presencga de sodio, calcio, silica e fosforo.
Figura 4.2- MEV/EDX. Biogran®, indicando presenca de sadio, calcio, silica e fosforo.
Figura 4.3- MEV/EDX. Biovidro — UEPG, indicando presenga de sédio, calcio, silica e fésforo.

Figura 4.4- Elementos quimicos encontrados nos biomateriais, segundo MEV/EDX e fluorescéncia
de Raios X.
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Figur 5.5

Figura 5.1-
Figura 5.2-

Figura 5.3-

Figura 5.4-
Figura 5.5-

Figura 5.6

Figura 5.6

Biogran®. Aumento de 100x. Granulo sem fissura aos sete dias.
Biogran®. Aumento de 400x. Presenga de PMN aos sete dias (seta).

PerioGlas®. Aumento de 100x. Inicio de formacao de fissuras aos quinze dias.

PerioGlas®. Aumento de 400x. Presenca de PMN aos quinze dias (seta).
Biovidro-UEPG. Aumento de 100x. Granulo com fissuras aos vinte e um dias.

PerioGlas®. Aumento de 400x. Predominancia de célula MN aos vinte e um dias (setas).
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PRANCHA 6- Laminas histologicas.

S

Figura 6.5 | Figura 6.6

Figura 6.1- Biovidro-UEPG. Aumento de 400x. Presenca de fibrécitos aos 45 dias (setas).

Figura 6.2- Biogran®. Aumento de 100x. Fissuras e degradacao do granulo aos 45 dias (setas).
Figura 6.3- Biovidro-UEPG. Aumento de 400x. Vasos sanglineos e capilares aos 60 dias (setas).
Figura 6.4- PerioGlas®. Aumento de 100x. Presenca de fissuras aos 60 dias (setas).

Figura 6.5- Biovidro-UEPG. Aumento de 400x. Presenca de fibroblastos aos 60 dias (setas).

Figura 6.6- Biogran®. Aumento de 40x. Aspecto geral das particulas aos 60 dias (setas).
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PRANCHA 7- Gréficos.
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Grafico 7.1- Tamanho dos granulos previamente a implantagao.

Gréfico 7.2- Tamanho da reagéo inflamatéria.

Gréfico 7.3- Contagem de PMN nos quatro grupos e cinco tempos de analise.
Gréfico 7.4- Contagem de MN nos quatro grupos e cinco tempos de analise.
Gréfico 7.5- Contagem de F nos quatro grupos e cinco tempos de analise.
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PRANCHA 8- Gréficos.
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Gréfico 8.3

Grafico 8.1- Determinagéo do tamanho dos granulos dos biovidros apds implantagdo nos animais nos

cinco tempos de analise.

Grafico 8.2- Difratograma da amostra de PerioGlas®, indicando fase cristalina.
Grafico 8.3- Difratograma da amostra de Biogran®, indicando fase cristalina.
Gréfico 8.4- Difratograma da amostra de Biovidro-UEPG, indicando fase cristalina.
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6 DISCUSSAO

q)rocedimentos de enxerto Osseo s&o realizados com
frequéncia em cirurgias bucais e maxilofaciais. Em decorréncia deste fato, a busca
de um material ideal como substituto 6sseo vem sendo objeto de pesquisa por anos.
O substituto ésseo ideal deveria apresentar composi¢cao quimica e fisica similar ao
tecido 6sseo que esta sendo implantado, ser fonte de calcio e fosfato, apresentar
porosidades, ser de facil manipulagdo, ser degradado, biocompativel e nao
apresentar potencial de transmissdo de doencgas pribnicas e infecto-contagiosas.
(COSTA et al.,, 2003; HALL, 1999; PINHEIRO, 2001; SANTOS, 2000; STRNAD,
1992).

Com intuito de suprir as limitacbes de técnica e tentar alcancgar a
exceléncia biolégica do osso autéogeno, vem tentando-se empregar uma quantidade
significativa de materiais aloplasticos. (AL RUHAIMI, 2001). A aplicabilidade desses
materiais em organismos humanos depende de suas propriedades bioldgicas,
quimicas, fisicas e mecanicas. (ALIZADEH; MARGUSSIAN, 2002; BRANDA et al.,
2002; COSTA et al., 2003; STRNAD, 1992).

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento e emprego de
materiais novos e ao mesmo tempo seguros e eficazes, para tratamento de perdas
0sseas, juntamente com a relevancia de se avaliar as caracteristicas fisico-quimicas
e a biocompatibilidade dos substitutos 6sseos aloplasticos, no presente estudo
avaliou-se as caracteristicas fisico-quimicas do PerioGlas®, Biogran® e Biovidro-

UEPG, com intuito de determinar o tamanho das particulas previamente a



Discussdo 91

implantacdo em tecidos vivos, concentragao e estrutura dos elementos presentes,
morfologia das particulas e caracteristicas superficiais dos granulos. Através da
implantacdo dos materiais no tecido subcutaneo de ratos, avaliou-se também o
tamanho da reagdo inflamatéria gerada, presenca e numero de células
polimorfonucleares, mononucleares, fibroblastos e degradag¢ao dos granulos.

Em relagao as caracteristicas fisicas, os resultados desta pesquisa
mostraram, através de MEV, que as particulas de Biogran® apresentaram-se com
tamanho de 385,09+68,51um, enquanto o PerioGlas® com 222,00+40,64um e o
Biovidro-UEPG com 102,86+36,22um (diferenga significativa p<0,001). A
microscopia eletrébnica de varredura mostrou ainda que as particulas dos trés
materiais apresentaram-se irregulares e com rugosidade superficial, especialmente o
PerioGlas®. Esta rugosidade superficial sugere que algum tratamento de superficie
foi realizado, podendo ser condicionamento acido da superficie das particulas ou
cristalizagao superficial da massa vitrea. Trabalhos como os de Rosengren et al.
(2003), Kaufmann et al. (2000) e Silver, Deas; Erecinska (2001) tem mostrado que a
superficie dos biovidros influencia a resposta biolégica. Costa et al. (2003) afirmam
ainda que a natureza da superficie dos granulos influencia as propriedades
osteocondutoras. Cho et al. (1997) e Salinas et al. (2001) comprovaram que o
condicionamento da superficie de biovidros, com acido cloridrico, melhora a
bioatividade desses materiais. Deste modo, a realizacdo de tratamentos superficiais
nas particulas de biovidros visam melhorar as propriedades desses quando
implantados em tecidos vivos.

A uniformidade das particulas que compde o material também se faz
importante, uma vez que alguns materiais podem apresentar grande variagdo no

tamanho de particula, enquanto outros se apresentam uniformes. Quando o material
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apresenta particulas uniformes e pequenas, 0s espagos entre os granulos ndo sao
preenchidos. Entretanto, se ha particulas grandes e pequenas no mesmo material,
as menores ocupam 0s espagos entre as grandes, culminando com uma infiltragéo
celular e regeneragao tecidual mais lenta. (SCHEPERS et al., 1998). Segundo a
microscopia eletronica de varredura utilizada nesta pesquisa, o PerioGlas® e o
Biogran® apresentaram particulas mais uniformes, comparados com o Biovidro-
UEPG.

O tamanho e morfologia das particulas de materiais aloplasticos
estdo ainda diretamente relacionados a degradacédo sofrida por estas quando
implantadas em tecidos vivos. Em algumas intervengbes a degradagao do material é
desejavel, como em procedimentos ortopédicos que suportam carga. Em outras
indesejaveis, como os onlays de osso craniofacial. (AL RUHAIMI, 2001). Trabalhos
como os de Al Ruhaimi (2001), Fetner et al. (1994), Hall et al. (1999), Johnson et al.
(1999), Wheeler et al. (1997) e Wheeler et al. (1998) tém destacado a importancia de
que, em procedimentos de implantes Osseos, o processo de degradagdo das
particulas ocorra concomitantemente a formacdo Ossea, uma vez que estes
materiais devem atuar como um arcabouco, permitindo a formacéo 6ssea. Os vidros
bioativos podem ser degradados completamente ou parcialmente. Segundo Fetner
et al. (1994), Hall et al. (1999) e Schepers et al. (1998) o ideal € que as particulas
degradadas sejam substituidas por tecido 6sseo e as particulas remanescentes
estejam em intimo contato com o tecido 6sseo neoformado. Al Ruhaimi (2001)
concorda com esses autores e acrescenta que a degradacado sofrida pelos
substitutos dsseos pode ocorrer por dois processos: - hidrolise enzimatica, mediado

por solugdo e — fagocitose, mediado por células. Segundo Schepers et al. (1991) a
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de troca ibnica, entre as particulas de biovidros e o meio, pode levar a uma
dissolucao parcial da particula resultando em particulas menores.

Pesquisas como as de Al Ruhaimi (2001), Holzhausen et al. (2002) e
Pollick et al. (1995) tem mostrado que além do tamanho e morfologia, a composi¢ao
e concentracdo dos elementos quimicos presentes nos materiais sintéticos também
sdo muito relevantes na degradagao das particulas. Os resultados da fluorescéncia
de Raios X e do MEV/EDX indicam que as trés amostras apresentaram a mesma
composicao: calcio, sédio, oxigénio, silica e fésforo, na forma de 6xido de silica
(SiO,)) oxido de sdédio (Nay0O), oxido de calcio (CaO) e o6xido de fosforo (P20s).
Biovidros com formulacbes semelhantes a essas vem mostrando resultados
satisfatérios quando implantados em tecido dsseo de acordo com observacdes de Al
Ruhaim, (2001), Cancian (1998) Chan et al. (2002), Furusawa; Mizunuma, (1997),
Furusawa et al. 1(998), Johnson et al. (1997), karatzas et al. (1999), Santos (2000),
Schepers et al. (1991), Wheleer et al. (1997) e (1998). Através da composicao
quimica dos materiais consegue-se também teorizar, por meio do diagrama de
fases, se 0s mesmos s&o biocompativeis e bioativos. Comparando-se as
concentragbes dos elementos quimicos nas amostras empregadas neste trabalho
com os dados de Strnad (1992) pode-se teorizar que as trés amostras sao bioativas
e biocompativeis.

Ainda em relagdo a degradagao dos biomateriais, Holzhausen et al.
(2002) afirmam que a fase cristalina também é uma caracteristica quimica que pode
influencia-la. Sendo que materiais ndo cristalinos apresentam degradagcdo mais
rapida. Partindo-se do fato dos trés materiais estudados nesta pesquisa serem nao
cristalinos e apresentar basicamente a mesma composicdo quimica, o Biovidro-

UEPG seria mais rapidamente degradado, por apresentar as particulas menores.
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Rosengren et al. (2003) afirmam que a composicao quimica,
processo de dissolugdo, grau de cristalizagdo, hidrofobicidade, caracteristica e
reatividade de superficie dos biovidros sao fatores que podem influenciar na
adsorcdo de proteinas nestes materiais e consequentemente influenciar no
comportamento biolégicos dos mesmos.

Partindo do fato de que segundo os testes fisico-quimicos os
materiais apresentaram potencial de serem bioativos e biocompativeis realizou-se o
teste de biocompatibilidade em ratos. Esses testes tém por objetivo a avaliacéo de
materiais experimentais, permitindo assim sua segurancga de aplicagao clinica em
seres humanos. (COSTA, 2001).

O protocolo para testes de biocompatibilidade recomenda que esse
seja executado no tecido subcutaneo de ratos através da implantacdo do material
em tubos de polietileno. (COSTA, 2001). O propdsito da utilizagdo destes tubos é
determinar a localizacdo do material a ser analisado. Tal fato é relevante quando se
avaliam materiais pastosos ou géis, que poderiam ser espalhados no tecido do
animal, ndo sendo possivel precisar se o local avaliado é realmente o que recebeu o
tratamento. Todavia, a localizagdo de materiais granulares parcialmente degradaveis
é facilmente determinada, como se observou no estudo piloto e na execucao desta
pesquisa. Além deste fato, a introdugcdo dos materiais em tubos de polietileno
permitiria a avaliacdo da resposta tecidual frente a implantacdo dos materiais, mas
nao o comportamento das particulas frente ao tecido que foi implantado, como
degradacgao e formacgéao de fissuras. Portanto, neste trabalho preferiu-se implantar os
materiais diretamente no tecido subcutaneo, sem auxilio dos tubos. Trabalhos como
os de Greghi e Campos Junior (1994), Macedo et al. (1995) e Pollick et al. (1995)

também ndo utilizaram o tubo de polietiieno ao avaliarem biocompatibilidade de
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biomateriais em tecido subcutaneo. Da mesma forma que Sanada et al. (2003) ao
avaliar biocompatibilidade, em tecido muscular. Contrariamente, Pescinini (1995) e
Carvalho (2000) empregaram o tubo de polietileno em sua metodologia. Convém
salientar que ambos trabalhos avaliaram materiais pastosos que poderiam se
espalhar pelos tecidos.

Como ja salientado, através da implantacdo do material no tecido
subcutaneo dos ratos avaliou-se o tamanho da reacao inflamatdria, o tamanho dos
granulos e a contagem de PMN, MN e F. Em relagcdo ao tamanho da reacéao
inflamatdria observou-se uma diminuigdo nos grupos do Biogran® e Perioglas® até
0os quinze dias e um aumento posterior, que pode ser explicada pelo provavel
tratamento superficial ocorrido nestas particulas (observado no MEV com aumento
de 5000x). Assim, esse tratamento superficial poderia ter influenciado a resposta
inflamatdria. Possivelmente, a partir de quinze dias o organismo dos animais
modificou e/ou eliminou as alteragdes causadas por este tratamento e a reacao
inflamatdria aumentou.

Partindo-se do fato de que as trés amostras apresentaram em sua
composicado 0s mesmos elementos quimicos e basicamente as mesmas
concentragdes, poderiamos sugerir que a resposta inflamatoéria esta na dependéncia
de outros fatores como tamanho dos granulos, morfologia, caracteristicas
superficiais e uniformidade das particulas. Concordando com Alizadeh e
Marghussian (2002), Al Ruhaimi (2001), Amaral et al. (2002), Costa et al. (2003),
Granjeiro et al. (1992), Greghi e Campos Junior (1994), Holzhausen et al. (2002),
Kaufmann et al. (2000), Macedo et al. (1995), Oliveira et al. (1993), Silver; Deas;
Erecinska (2001), Strnad (1992), Wheeler et al. (1997) e (1998). Novamente € valido

salientar que o Biovidro-UEPG apresentou-se como particulas menores e nao
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uniformes, enquanto o PerioGlas® e Biogran® apresentaram-se com provavel
tratamento de superficie. Schepers et al. (1998) afirmaram que a resposta
inflamatdria causada pela degradagao de particulas de biovidro menores impede a
estimulacdo de células osteoprogenitoras em contato com as particulas maiores.
Acrescenta-se o trabalho de Rosengren et al. (2003) que afirmam que os biovidros
tém potencial de sofrerem adsorcgéo por diferentes glicoproteinas e proteoglicanas e
em variadas composicdes, as quais poderiam interferir na resposta inflamatéria.

Os resultados da contagem de PMN mostraram nao haver diferencga
significativa entre os biovidros, havendo apenas diferenga significativa (p<0,001)
entre os materiais € o grupo controle. A contagem de F ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p=0,131) e interagao (0,665), havendo apenas entre os
tempos (p=0,008). Por sua vez, a contagem de MN nao apresentou diferenca
significativa (p=0,117) entre os grupos, incluindo controle, havendo diferenga apenas
entre os tempos (p<0,001) e interagado (p=0,022). Partindo-se do fato de que o
PerioGlas® e o Biogran® vem sendo utilizados com éxito como substitutos 6sseos
em procedimentos clinicos (FROUM et al., 1998; LOVELACE et al., 1998;
SCHEPERS et al., 1993; STVRTECKY et al., 2003; ZAMET et al., 1997), ndo haver
diferenca significativa na contagem de células inflamatdrias e fibroblastos entre estes
dois materiais disponiveis comercialmente e o Biovidro-UEPG é um fator bem
favoravel para este biomaterial em fase experimental.

Costa (2001) afirma que a interpretacdo dos resultados de
biocompatibilidade deve ser feita de acordo com a evolugdo do quadro reacional,
podendo ser considerada aceitavel ou nao aceitavel. Sendo nao aceitavel quando a
reacao aos 60 dias apresenta-se moderada ou intensa, mesmo estando discreta ou

insignificante aos sete dias. Por sua vez, a reacédo é aceitavel quando se encontra
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insignificante ou discreta aos sessenta dias, seja insignificante/discreta desde os
periodos iniciais, ou estando moderada/intensa e reduzindo posteriormente. A
interpretacado dos resultados histomorfométricos de tamanho da reagao inflamatéria
deste trabalho mostram que apesar de ter havido diferenga significativa entre os
grupos (p<0,001), os trés biomateriais apresentaram resposta inflamatéria aceitavel,
mostrando serem biocompativeis.

Os resultados observados nos estudos revisados neste trabalho
mostraram que as particulas de biovidro sdo bem toleradas pelos tecidos, induzindo
reacao inflamatéria transitéria. (AL RUHAIMI, 2001; CANCIAN, 1998; FETNER et al.,
1994; FURUSAWA; MIZUNUMA, 1997; FURUSAWA et al., 1998; HALL, 1999;
JOHNSON, 1997; KARATZAS et al., 1999; SANTOS, 2000; SCHEPERS, 1991;
SCHEPERS et al., 1998; TURUNEN et al., 1997; VOGEL et al., 2001; WHEELER et
al., 1997; 1998). Concordando com os achados do presente estudo.

Em relagdo ao tamanho dos granulos houve diferenga significativa
(p<0,001) entre todos os grupos. Sendo que em todos os tempos o tamanho médio
das particulas foi maior no grupo do Biogran®, seguido pelo PerioGlas® e Biovidro-
UEPG. O tamanho médio das particulas de Biogran® e PerioGlas® diminuiram desde
sete até sessenta dias. Houve um aumento do tamanho médio dos granulos de
Biovidro-UEPG de sete até quinze dias e posteriormente uma reducido dos mesmos,
provavelmente pelo fato das particulas menores serem degradadas mais
rapidamente que as maiores, concordando com Holzhausen et al. (2002). Assim,
provavelmente ocorreu degradagcdo completa das particulas menores entre sete e
quinze dias, fazendo com que em quinze dias o tamanho médio dos granulos fosse
maior do que em sete. Apds quinze dias as particulas menores ja haviam sido

completamente degradadas. Entdo a degradagdo dos granulos remanescentes
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culminou com diminuicdo do tamanho médio das particulas. Trabalhos como os
Cancian (1998), Fetner et al. (1994), Furusawa e Mizunuma (1997), Furusawa et al.
(1998), Hall et al. (1999), Johnson et al. (1997), Schepers et al. (1991), Schmitt et al.
(1997), Turunen et al. (1997), VogelL et al. (2001), Wheeler et al. (1997) e (1998)
mostraram que as particulas de biovidros tendem a ser parcialmente degradadas.
Resultados similares aos encontrados em nossa pesquisa. Greghi e Campos Junior
(1994) afirmam que o tamanho das particulas de biomaterial pode influenciar a
biocompatibilidade dos mesmos.

Quando os vidros bioativos s&o colocados no interior de tecidos
vivos ocorre o aparecimento de fissuras nos granulos atingindo o centro dos cristais,
como observado por Cancian (1998), Furusawa; Mizunuma (1997), Furusawa et al.
(1998) e Santos (2000). Essa dissolugdo das particulas forma um arcabougo de
célcio fosfato, liberando um gel rico em silica, que Furusawa; Mizunuma (1997) e
Furusawa et al. (1998) sugerem ter propriedades de atrair células osteogénicas.
Utilizando defeitos dsseos criados em rebordo de cides como modelo experimental
Schepers et al. (1991) verificaram que muitas particulas de Biogran® apresentaram-
se com erosao internamente através de pequenas crateras. Nestas crateras centrais
foi detectado tecido 6sseo neoformado com auséncia de comunicagdo com o tecido
osseo externo. Concordando com a literatura citada, em nossa pesquisa verificou-se
a presenca de fissuras nas particulas a partir de quinze dias, para os trés biovidros.
Em estagios tardios houve aumento do numero e do tamanho destas fissuras e as
mesmas estavam preenchidas por tecido conjuntivo, similar ao que envolvia os
granulos.

Outra importante propriedade dos biovidros, com composicao similar

aos testados neste trabalho, € que quando expostos a solugdes fisioldgicas, ou
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fluidos corporais eles perdem ions sddio para o meio e formam uma camada
superficial rica em 6xido de silica, o que provoca a formagédo de uma camada de gel
de fosfato de calcio, inicialmente amorfo e gradualmente evolui para uma camada
policristalina de hidroxiapatita, comprovado por Costa et al. (2003), Furusawa,;
Mizunuma (1997), Johnson et al. (1999), Kaufmann et al. (2000), Schepers et al.
(1991) e Strnad (1992). Rosengren et al. (2003) afirmam que esta camada é
importante para a adsorg¢ao de glicoproteinas na superficie dos biovidros, mas ainda
nao se sabe exatamente como influencia o reparo 6sseo. Além da formacio de
hidroxiapatita externa, outro fendbmeno observado nos biovidros quando imersos em
fluidos teciduais é a transformacéo de silica soluvel em silica acida e consequente
alcalinizagao externa; que segundo Silver; Deas; Erecinska (2001) pode influenciar o
metabolismo celular, a atividade de enzimas intracelulares, promover sintese de
colageno, formacdo de hidroxiapatita e influenciar a atividade de enzimas
intracelulares. Essas mudancas no pH destes materiais podem trazer
consequéncias, até mesmo, nos potenciais benéficos do uso dos biovidros.
(SILVER; DEAS; ERECINSKA 2001). Allan et al. (2001) comprovaram esta
alcalinizagdo ao avaliarem o efeito antibacteriano de particulas de Bioglass® em
bactérias supra e subgengival. Os autores observaram efeito antibacteriano das
particulas. Contudo, ndo é possivel concluir que esta atividade bacteriana dependa
exclusivamente do aumento do pH.

Considerando-se as  caracteristicas fisico-quimicas e a
biocompatibilidade dos biovidros, com mesma formulagcdo analisada neste trabalho,
pode-se afirmar que estes materiais tém futuro promissor como substitutos ésseos
na area médico-odontolégica. Havendo ainda a vantagem de ser prontamente

disponivel, apresentar composicdo quimica compativel com o tecido 6sseo, ser de
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facil manipulacao, parcialmente degradado, ndo apresentar potencial de transmissao
de doencgas infecto-contagiosas e pribnicas, dispensar um procedimento cirurgico

adicional e todos os inconvenientes que o acompanham.



Conclusdo

7 CONCLUSAO

= QOs trés materiais testados apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com biocompatibilidade e bioatividade;

= Através da analise da implantacdo dos materiais no tecido subcutidneo de
ratos os trés materiais mostraram-se biocompativeis e bioabsorviveis, sem
indicio de capacidade osteoindutora;

» Apesar de haver diferenga estatisticamente significativa no tamanho dos
granulos dos trés materiais, sendo o Biovidro-UEPG menor, seguido do

PerioGlas® e Biogran®, todos se mostraram biocompativeis.
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Tabela 16- Tamanho dos granulos (um) previamente a implantagéo.

PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran®
173,10 53,72 305,09
175,20 126,37 317,87
181,10 141,43 349,81
181,10 164,32 395,96
189,70 174,35 423,26
193,26 177,61 514,69
197,24 181,63 317,87
205,08 100,54 372,89
205,08 110,73 468,97
212,41 111,25 384,45
217,24 116,99
223,64 119,74
229,30 121,44
231,63 125,46
233,24 61,45
242,55 66,36
245,12 67,12
277,98 68,00
295,90 92,67
325,87 92,87

95,45
97,15
65,49
72,36
73,21
75,36
77,10
82,14
82,26

91,47
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Tabela 17- Média do tamanho da reacao inflamatéria (um) em sete dias de pés-operatério.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle

(n&o preenchido)

1 200 94 110 100
2 110 100 80 100
3 90 50 80 100
4 104 130 90 100
5 46 104 184 100
6 54 226 116 100
7 80 182 70 100
8 120 178 154 100

Tabela 18- Média do tamanho da reagao inflamatéria (um) em quinze dias de pds-operatorio.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle

(n&o preenchido)

1 38 320 98 100
2 30 300 70 100
3 18 180 100 100
4 24 170 44 50
5 14 210 98 50
6 26 80 106 100
7 14 210 78 100
8 22 180 42 100

Tabela 19- Média do tamanho da reagao inflamatéria (um) em vinte e um dias de pds-operatério.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle

(ndo preenchido)

1 100 222 110 100
2 154 230 108 100
3 10 180 40 100
4 40 100 35 100
5 38 110 124 100
6 44 140 120 50

7 30 108 120 100
8 126 160 140 50
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Tabela 20- Média do tamanho da reacao inflamatéria (um) em quarenta e cinco dias de pds-

operatorio.
Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
(ndo preenchido)
1 290 140 54 100
2 190 154 80 100
3 210 164 134 100
4 190 132 96 100
5 84 80 170 100
6 94 80 100 100
7 70 184 154 100
8 120 158 308 100

Tabela 21- Média do tamanho da reagao inflamatéria (um) em sessenta dias de pos-operatorio.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
(n&o preenchido)
1 46 48 214 50
2 74 144 128 50
3 100 68 88 100
4 86 134 84 50
5 66 134 120 50
6 70 48 140 50
7 84 144 104 50
8 76 100 134 50

Tabela 22- Média da contagem de PMN, MN e F presentes na regiao de intervengcédo em sete dias de
pos-operatorio.

PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
PMN MN F PMN MN F PMN MN F PMN MN F
1 25 64 3 21 18 3 18 20 0 13 15
2 17 43 4 23 24 2 16 22 0 12 18
4 45 22 4 16 23 2 17 11 0 9 20
3 12 23 3 17 24 1 14 14 0 6 14
2 18 21 6 30 21 2 25 28 0 7 22
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Tabela 23- Média da contagem de PMN, MN e F presentes na regido de intervengcdo em quinze dias
de pés-operatorio.

PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
PMN MN F PMN MN F PMN MN F PMN MN F
0 16 14 3 13 42 1 4 14 0 2 7
3 21 17 4 23 14 4 10 13 1 2 10
6 12 14 0 29 26 3 7 11 1 4 9
1 1 14 2 14 45 3 5 10 0 5 11
1 23 23 2 16 22 2 4 18 0 2 8

Tabela 24- Média da contagem de PMN, MN e F presentes na regido de intervengdo em vinte e um
dias de pds-operatério.

PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
PMN MN F PMN MN F PMN MN F PMN MN F
4 5 11 5 5 15 13 0 0 0
3 3 12 5 14 5 10 10 25 1 0 5
3 4 12 4 7 20 0 4 10
2 3 25 6 12 21 0 3 11
8 2 9 2 18 13 1 4 8

Tabela 25- Média da contagem de PMN, MN e F presentes na regido de intervengdo em quarenta e
cinco dias de pds-operatorio.

PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
PMN MN F PMN MN F PMN MN F PMN MN F
6 3 11 6 2 13 2 5 12 0 0 0
3 6 18 6 3 28 2 5 8 0 5 4
5 5 15 5 2 13 1 2 15 0 5 9
2 5 18 5 4 13 6 5 12 0 0 3
5 3 10 6 6 13 3 4 18 0 0 7
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Tabela 26- Média da contagem de PMN, MN e F presentes na regido de intervencdo em sessenta
dias de pés-operatorio.

PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran® Controle
PMN MN F PMN MN F PMN MN PMN MN F
3 10 12 5 2 20 1 7 0 1 1
2 6 17 5 1 37 1 4 20 1 1 5
3 4 26 6 2 28 2 6 8 0 0 4
1 4 7 7 1 26 2 2 16 0 1 4
1 3 15 6 2 31 1 1 8 0 0 4
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Tabela 27- Mensuracéo do tamanho (um) dos granulos em sete dias de pds-operatdrio.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran®
360 130 430
280 120 400
1 250 70 300
130 200 620
210 200 400
média 246 144 430
400 120 280
340 90 360
2 620 210 450
340 130 430
240 70 400
média 388 124 384
400 150 450
300 200 350
3 210 180 460
280 180 520
170 60 280
média 272 154 412
300 70 330
470 130 420
4 220 150 640
280 100 290
150 30 450
média 284 96 426
400 200 420
300 200 380
5 280 300 390
200 220 600
360 130 420

média 308 210 442
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Tabela 28- Mensuracdo do tamanho (um) dos granulos em quinze dias de pds-operatério.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran®
450 170 420
] 550 200 370
350 350 420
150 230 550
200 180 350
média 340 223 422
560 180 350
5 430 300 220
170 80 350
400 170 320
100 320 200
média 332 210 288
200 200 420
3 400 190 450
50 300 430
200 270 400
450 310 300
média 260 254 400
380 160 550
4 410 240 320
410 130 400
530 110 330
60 a0 750
média 358 146 470
310 250 420
120 370 470
> 180 170 230
130 290 330
300 180 500

média 208 252 390
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Tabela 29- Mensuragdo do tamanho (um) dos granulos em vinte e um dias de pds-operatdrio.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran®
380 250 460
1 420 310 320
300 330 440
200 210 440
200 330 200
média 300 286 372
320 300 530
5 430 100 230
500 120 420
200 80 470
140 200 400
média 318 160 410
350 230 310
3 100 150 230
320 180 230
140 220 360
320 250 300
média 246 206 286
280 270 380
4 240 100 550
260 200 530
220 180 280
300 110 210
média 260 172 390
250 160 490
280 100 400
> 210 230 350
120 330 250
250 250 450

média 222 214 388




Apéndice 115

Tabela 30- Mensuracgdo do tamanho (um) dos granulos em quarenta e cinco dias de pés-operatério.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran®
300 230 450
1 220 270 210
320 230 470
130 130 160
150 250 160
média 220 222 260
170 110 430
5 180 120 430
250 180 150
230 120 370
400 100 450
média 246 126 366
200 110 500
3 170 180 350
300 100 400
180 250 160
300 130 210
média 230 154 324
450 270 150
4 320 110 320
280 100 250
200 180 300
150 120 80
média 280 156 220
450 100 420
5 130 130 350
90 270 180
250 230 100
250 120 260

média 234 170 262
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Tabela 31- Mensuracdo do tamanho (um) dos granulos em sessenta dias de pds-operatério.

Lamina PerioGlas® Biovidro UEPG Biogran®
300 150 330
320 120 280
1 200 250 400
210 110 350
290 150 120
média 264 156 296
160 190 160
2 320 200 240
170 80 130
160 230 300
320 180 250
meédia 226 176 216
210 160 450
3 180 170 150
200 50 230
300 60 190
60 160 250
média 190 120 254
530 50 230
4 430 70 250
370 150 480
120 120 470
110 250 400
média 312 128 366
150 70 100
5 100 160 340
70 190 310
560 200 110
180 230 300

média 212 170 232
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Tabela 32- Teste de normalidade - Tamanho dos granulos previamente a implantagéo.

Kolmogorov-Smirnov

Grupos Estatistica Graus de liberdade Valor p
PerioGlas® 0,141 20 0,200
Biovidro UEPG 0,129 30 0,200
Biogran® 0,137 10 0,200

Tabela 33- Teste de normalidade - Tamanho da reacao inflamatéria (valores transformados log).

Kolmogorov-Smirnov

Grupos Estatistica Graus de liberdade Valor p
PerioGlas® 0,122 40 0,134
Biovidro UEPG 0,138 40 0,053
Controle 0,466 40 <0,001
Biogran® 0,109 40 0,200

Tabela 34- Teste de normalidade - Contagem de PMN (valores transformados em percentagens).

Kolmogorov-Smirnov

Grupos Estatistica Graus de liberdade Valor p
PerioGlas® 0,207 25 0,007
Biovidro UEPG 0,125 25 0,200
Controle 0,471 25 <0,001
Biogran® 0,113 25 0,200

Tabela 35- Teste de normalidade - Contagem de MN (valores transformados em percentagens).

Kolmogorov-Smirnov

Grupos Estatistica Graus de liberdade Valor p
PerioGlas® 0,139 25 0,200
Biovidro UEPG 0,142 25 0,200
Controle 0,178 25 0,039

Biogran® 0,152 25 0,141
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Tabela 36- Teste de normalidade - Contagem de F (valores transformados em percentagens).

Kolmogorov-Smirnov

Grupos Estatistica Graus de liberdade Valor p
PerioGlas® 0,091 25 0,200
Biovidro UEPG 0,120 25 0,200
Controle 0,198 25 0,013
Biogran® 0,231 25 0,001

Tabela 37- Teste de normalidade - Tamanho dos granulos.

Kolmogorov-Smirnov

Tempo (dias) Estatistica Graus de liberdade Valor p
7 0,184 15 0,182
15 0,148 15 0,200
21 0,133 15 0,200
45 0,163 15 0,200
60 dias 0,105 15 0,200

Tabela 38- Teste Levene para equivaléncia de varidncia - Tamanho dos granulos previamente a
implantagéo.

F Graus de liberdade 1 Graus de liberdade 2 Valor p

3,110 2 57 0,052

Tabela 39- Anova (um critério) - Tamanho dos granulos previamente a implantagéo.

Causas de Soma dos Graus de Quadrados
F Valor de p
variacao gquadrados liberdade meédios
Tratamentos 628811,0 2 314405,481 160,469 <0,001*
Residuos 111679,8 57 1959,294
Total 740490,7 59

* Diferencas significativas

Tabela 40- Teste Levene para equivaléncia de varidncia - Tamanho da reagao inflamatéria (valores
transformados log).

F Graus de liberdade 1 Graus de liberdade 2 Valor p

2,956 19 140 <0,001
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Tabela 41- Anova (dois critérios) - Tamanho da reacéo inflamatéria (valores transformados em log).

Causas de Soma dos Graus de Quadrados
F Valor de p
variacdo quadrados liberdade médios

Grupos 14,178 3 4,726 22,943 < 0,001*
Tempos 6,450 4 1,613 7,828 < 0,001*
Grupos x Tempo 15,293 12 1,274 6,187 <0,001*
Tratamentos 35,9212 19 1,891 9,178 <0,001*
Residuo 28,839 140 0,206

Total 64,760 159

* Diferencgas significativas
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Tabela 42- ANOVA (dois critérios) - Contagem de PMN (valores transformados em percentagens).

Causas de Soma dos Graus de Quadrados
F Valor de p

variacdo quadrados liberdade médios
Grupos 2260,373 3 753,458 22,952 < 0,001*
Tempos 2001,677 4 500,419 15,244 < 0,001*
Grupos x Tempo 1136,416 12 94,701 2,885 < 0,001*
Tratamentos 5398,466 19 284,130 8,655 < 0,001*
Residuo 2626,231 80 32,828
Total 8024,696 99

* Diferencgas significativas

Tabela 43- Teste Levene para equivaléncia de variancia - Contagem de PMN (valores transformados
em percentagens).

F Graus de liberdade 1 Graus de liberdade 2 Valor p

2,309 19 80 0,005

Tabela 44- ANOVA (dois critérios) - Contagem de MN (valores transformados em percentagens).

Causas de Soma dos Graus de Quadrados
F Valor de p

variacao quadrados liberdade médios
Grupos 882,135 3 294,045 2,025 0,117
Tempos 9007,318 4 2251,830 15,507 < 0,001*
Grupos x Tempo 3766,524 12 313,877 2,161 0,022*
Tratamentos 13,655,977 19 718,736 4,949 <0,001*
Residuo 11617,308 80 145,216
Total 25273,285 99

* Diferencgas significativas

Tabela 45- Teste Levene para equivaléncia de variancia - Contagem de MN (valores transformados
em percentagens).

F Graus de liberdade 1 Graus de liberdade 2 Valor p

4,318 19 80 <0,001
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Tabela 46- ANOVA (dois critérios) - Contagem de F (valores transformados em percentagens).

Causas de Soma dos Graus de Quadrados
F Valor de p

variacdo quadrados liberdade médios
Grupos 1695,602 3 565,201 1,935 0,131
Tempos 4349,829 4 1087,457 3,723 0,008*
Grupos x Tempo 2748,299 12 229,025 0,784 0,665
Tratamentos 374802,309 1 374802,309 1283,264 < 0,001*
Residuo 23365,559 80 292,069
Total

* Diferencgas significativas

Tabela 47- Teste Levene para equivaléncia de varidncia - Contagem de F (valores transformados em
percentagens).

F Graus de liberdade 1 Graus de liberdade 2 Valor p

2,979 19 80 <0,001

Tabela 48- Teste Levene para equivaléncia de varidncia - Tamanho dos granulos.

F Graus de liberdade 1 Graus de liberdade 2 Valor p

0,883 14 60 0,581
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Prancha 9: Graficos de coeficiente de correlagao intra-classe.
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Grafico 9.1- Reprodutibilidade dos dados de tamanho dos granulos (um), obtidos em duas analises
feitas em dois momentos distintos (48h) - Coeficiente de correlagéo intraclasse.

Grafico 9.2- Reprodutibilidade dos dados de tamanho da reagéo inflamatéria (um), obtidos em duas
analises feitas em dois momentos distintos (48h) - Coeficiente de correlagéo intraclasse.

Grafico 9.3- Reprodutibilidade dos dados de contagem de células, obtidos em duas analises feitas
em dois momentos distintos (48h) - Coeficiente de correlagdo intraclasse.

Grafico 9.4- Reprodutibilidade dos dados de tamanho dos grénulos (um) apds implantagdo nos

animais, obtidos em duas analises feitas em dois momentos distintos (48h) - Coeficiente
de correlagao intraclasse.
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