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Resumo

A busca por novos materiais para regeneracdo Ossea incentiva o estudo dos biomateriais; sabe-se que suas
caracteristicas fisicas, como forma, aspecto superficial e drea, bem como as radiograficas, principalmente a
densidade, podem influenciar nos resultados obtidos quando de sua utilizagdo clinica. O objetivo deste estudo foi
avaliar o tamanho, a forma, o aspecto superficial e a densidade radiografica de granulos de alguns dos principais
biomateriais utilizados para regeneragio dssea. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, permitindo
a detecgdo das diferengas entre os biomateriais testados. Os resultados radiograficos mostraram que todos os
biomateriais avaliados apresentaram densidades radiograficas estatisticamente iguais, porém maiores do que a
densidade radiografica do tecido 6sseo da calvaria de ratos, regido normalmente usada para seu teste. Nas andlises
fisicas, o PTCP e a HAP apresentaram maior rugosidade superficial, enquanto que para os parametros didmetro
e area dos granulos, os resultados foram heterogéneos, com o osso bovino liofilizado apresentando as maiores
medidas. Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que os biomateriais testados apresentaram densidade
radiografica maior do que a regido 6ssea onde sdo normalmente implantados e diferengas significativas na forma,
no tamanho e na rugosidade dos granulos, caracteristicas estas que podem estar diretamente relacionadas com o
seu desempenho clinico.

Palavras-chave: Biomateriais; enxertos dsseos; caracteristicas fisicas; avaliagdo radiogréfica.

Abstract

The search for new alternatives used in bone regeneration pushes the biomaterials’ development, and characteristics
such as form, superficial roughness and size, allied to the radiographic bone density of those biomaterials can
influence their clinical use. The objective of this study was to evaluate the shape, the size, the superficial aspects
and the radiographic density of some of the most used bone-regenerating biomaterials grains. Radiographic results
showed that all evaluated biomaterials had statistically equal radiographic densities, but all of them were higher than
the radiographic bone density of rats calvaria, which is the region normally used for its test. On the physical analysis,
B-TCP and HAP showed the higher superficial roughness, while the grains’ diameter and area showed heterogeneous
results, with the lyophilized bovine bone showing the higher measures. Based on the results, it is concluded that the
tested biomaterials presented higher radiographic density than the region where they are normally applied, and that
significant differences in the shape, size and surface roughness could be seen, characteristics which can interfere in
their clinical performance.
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INTRODUCAO

Diversas técnicas tém sido usadas na tentativa de corrigir
defeitos dsseos na regido craniofacial' e, dentre estas, o enxerto
6sseo autologo transformou-se no método mais previsivel e
melhor documentado, sendo, portanto, considerado o método
padrdo para correcdo desse tipo de defeito.” O grande problema,
porém, é que tal técnica, além de associada com morbidade, dor
e perda de fung¢do temporaria, também fica limitada a quantidade

de material doador disponivel, bem como a necessidade da
criagdo de uma drea cirdrgica adicional.’

Para minimizar esses problemas, ha o desenvolvimento
de novos biomateriais, sejam estes homologos, xendégenos ou
aloplasticos, capazes de substituir o tecido dsseo sem a necessidade
da cria¢do de um sitio doador.* Porém, tais materiais também
apresentam limitaces quando comparados ao osso autdlogo,
como maior susceptibilidade a infec¢do e possibilidade de nao
integracgdo; outra limitagdo ¢ a auséncia de estudos longitudinais
de longo prazo que comprovem sua completa interagdo com o
hospedeiro.!

Novas tecnologias e biomateriais, para auxiliarem
nos complexos processos de reparo oOsseo, dependem do
conhecimento das vias moleculares que cercam a formagéo dssea,
e, em particular, da relagdo existente entre as células progenitoras
e o ambiente especifico na qual irdo diferenciar-se em suas células
de destino, bem como a interagdo com biomateriais que sejam

usados no preenchimento de tais defeitos.

Além disso, varias condigdes podem influenciar os resultados
obtidos quando da utilizagio destes materiais, como tipo e
tamanho do defeito, regido a ser tratada, drea exposta ou ndo
ao meio bucal e, conforme o enfoque principal deste estudo, as
caracteristicas do material, principalmente de seus granulos,
aplicados de maneira rotineira para os cirurgides-dentistas que

trabalham com regeneracéo tecidual.®®

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de microscopia
Optica e eletronica, o tamanho, a forma e o aspecto superficial
dos granulos de alguns dos principais biomateriais granulados
utilizados como enxerto para regeneracio Ossea e periodontal
(Biovidro genérico, PerioGlass, Osso bovino liofilizado, f-Fosfato
Tri-Calcio e Hidroxiapatita), bem como a sua densidade
radiogréfica, em comparagdo com o modelo de defeito dsseo
aonde sdo normalmente aplicados em pesquisas.

MATERIAL E METODO

Neste estudo, foram utilizadas amostras de cinco biomateriais
granulados - Biovidro genérico (Procell, Sao Carlos, Brasil),
PerioGlass (Novabone products, EUA), Osso bovino liofilizado
(Procell, Sao Carlos, Brasil), B-Fosfato Tri-Célcio (Procell,
Sao Carlos, Brasil) e Hidroxiapatita (Procell, Sdo Carlos, Brasil)
- obtidas de lotes variados e randomizados de maneira a cegar o
avaliador em relacio ao biomaterial avaliado.
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1. Andlise da Densidade Radiogrdfica

Para a avaliacdo radiografica, 25 microtubos pldsticos
(Eppendorf do Brasil, Sio Paulo, Brasil) com 2,5 mm de
didmetro, simulando a espessura Ossea da calvdria de ratos,
regido normalmente usada para testes de biomateriais, foram
preenchidos com os biomateriais testados e radiografados
em um sistema digital, com cinco amostras para cada um dos
biomateriais. As imagens obtidas foram relativizadas com um
padrao metalico inserido em cada uma das imagens no momento
da tomada radiografica, fornecendo a densidade radiografica
relativa dos biomateriais, em uma area de 1000 pixels quadrados
no interior dos microtubos.

Radiografias da calvéria de cinco ratos (controle positivo) e
de cinco microtubos vazios (controle negativo) foram avaliadas
da mesma forma, permitindo as comparagdes estatisticas. As
calvarias de ratos utilizadas para as tomadas radiograficas foram
gentilmente cedidas por empréstimo pelo Laboratério Didético
da Disciplina de Anatomia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP.

2. Anadlise com Microscopia Comum

Utilizando-se de um estéreo microscépio marca Leica MZ-6
de luz incidente, conectado a um microcomputador com um
programa de andlise de imagem (Sistema Leica Q-win), uma
pequena quantidade de cada biomaterial foi posicionado em uma
lamina de vidro e fotografado para avaliagao. Para cada material,
foram analisados 15 granulos obtidos de lotes diferentes, dos
quais foram obtidos a drea e 0 maior didmetro de cada um. Esse
procedimento foi realizado por dois examinadores, calibrados e
treinados.

3. Andlise com Microscopia Eletronica

Os biomateriais foram colados com esmalte incolor e grafite
em po em plataformas metdlicas proprias para microscopia
eletronica de varredura e colocados em dissecadores a vacuo para
perderem totalmente a umidade para possibilitar a metalizagao
em ouro com 99,99% de pureza. A metaliza¢do foi realizada em
um aparelho Bal-Tec, SCD-050, com tempo de 100 segundos, o
que resultou em uma pelicula de ouro de 25 nm. Um microscopio
eletronico de varredura (JEOL JSM-T330A) foi utilizado para
obten¢do das fotomicrografias com o objetivo de verificar a
superficie dos materiais utilizados.

As fotomicrografias foram obtidas de dez granulos de cada
biomaterial. Estas foram analisadas por dois examinadores
previamente treinados, que avaliaram duas vezes cada uma
das amostras, utilizando o Indice de Rugosidade: Grau 0 (sem
irregularidade); Grau 1 (minima irregularidade); Grau 2 (média
irregularidade); Grau 3 (méxima irregularidade).” Esse indice
de rugosidade foi desenvolvido inicialmente para a avaliagdo
da rugosidade de superficies radiculares pds-raspagem e,
desde entdo, foi utilizado para a avaliacdo de superficies em
geral, sempre por microscopia eletrénica de varredura, devido
a sua facilidade de aplicagdo e de padronizacdo da técnica de
aplicacio.
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AVALIACAO DOS RESULTADOS

Os avaliadores receberam treinamento prévio para a rea-
lizagdo de cada uma das avaliagdes referentes ao estudo, sendo
que para todos os parametros utilizados o indice de concordincia
Kappa apresentou valores superiores a 0,9, tanto na comparagio
intra-avaliador como interavaliadores.

Para a realizacdo da andlise estatistica, foi utilizado o teste
de DAgostino & Pearson (pardmetros fisicos) e o teste de
Kolgomorov-Smirnov (pardmetros radiograficos), para avaliagao
da normalidade dos dados. Na sequéncia, foi utilizado o teste de
ANOVA, seguido pelo teste de comparac¢do multipla de Tukey,
para comparagdo entre os grupos (quando dados paramétricos
foram avaliados) e o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de comparagdo multipla de Dunn, para comparagdo entre os
grupos (quando dados ndo paramétricos foram avaliados). Para
comparagdo dos escores de rugosidade, também foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagao mdltipla
de Dunn. Para que fosse feita a correlagdo entre as medidas dos
dois avaliadores, para os dados paramétricos, foi utilizado o teste
de correlagao de Pearson; e, para os dados ndo paramétricos, o
teste de correlagao de Spearman.

RESULTADO

1. Densidade Radiogrdfica

Os resultados obtidos da avaliagdo feita nas radiografias
(Figura 1) estdo representados graficamente (Figura 2). Os dados
foram considerados paramétricos e sua avaliagdo foi feita pelo
teste de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.

Os resultados, avaliados estatisticamente, mostraram que todos
os biomateriais avaliados apresentaram densidades radiograficas
estatisticamente maiores (p < 0,001) do que a regiao de controle
positivo e menores (p < 0,001) do que o controle negativo. O
biomaterial Osso bovino liofilizado foi estatisticamente igual ao
PerioGlass, enquanto que a Hidroxiapatita foi igual ao Biovidro
genérico.

2. Microscopia Comum

Apos a avaliagdo das imagens (Figura 3a-e), os pardmetros
avaliados através da microscopia convencional retornaram
resultados paramétricos para as variaveis “didmetro” e “drea’,
com correlacdo elevada entre os observadores (Indice de Pearson
maior do que 0,95 em todos os casos) para cada uma das medidas.
As Figuras 4 e 5 representam graficamente o que foi observado.

Os resultados, avaliados pelo teste de ANOVA, seguido pelo
teste de Tukey, mostraram-se heterogéneos, com prevaléncia
estatistica de maiores valores para o Osso bovino liofilizado.

3. Microscopia Eletronica de Varredura

A avaliagdo por microscopia eletronica foi realizada e, apos
a avaliagdo das imagens (Figura 3f-]), os escores obtidos foram
comparados através do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de comparagdo multipla de Dunn (Figura 6).
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Os resultados demonstraram maior rugosidade superficial nos
biomateriais -TCP e HAP; para os grupos Biovidro e PerioGlass,
embora diferentes entre si, os resultados foram estatisticamente

iguais ao Osso bovino liofilizado.

DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados o tamanho, a forma e o aspecto

superficial dos granulos de alguns dos principais biomateriais

Figura 1. Avaliacdo radiografica. a) Microtubos preenchidos com
os biomateriais avaliados, prontos para serem radiografados.
b) Microtubo posicionado sobre o sensor radiografico digital, com
destaque para o padrdo metalico no canto superior direito do sensor.
¢) Radiografia de um dos microtubos preenchidos. d) Radiografia
de um microtubo vazio - controle negativo. e) Radiografia de uma
calvaria de rato, com regiao central que foi utilizada como controle
positivo.
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Figura 2. Resultados da avaliagdo da densidade radiografica,
expressos em médias + desvio-padrdo. Letras iguais indicam
igualdade estatistica.
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Figura 3. Biomateriais, sob avaliacdo do estéreo microscopio (a-e) e do microscdpio eletronico (f-j). a) e f) Hidroxiapatita. b) e g) PerioGlass.
c) e h) Osso bovino liofilizado. d) e i) B-Fosfato Tri-Clcio. e) e j) Biovidro genérico.

utilizados como enxerto para regeneracao Ossea e periodontal
(Osso bovino liofilizado, B-Fosfato Tri-Calcio (B-TCP), Biovidro
4585 (genérico), PerioGlass e Hidroxiapatita), assim como a sua
densidade radiografica.

Os resultados obtidos a partir da densidade radiografica das
particulas estudadas demonstraram que todos os biomateriais
avaliados apresentaram densidades radiogrificas maiores que
o controle negativo utilizado, deixando claro, dessa forma, que
os resultados finais foram exclusivamente dos biomateriais, nao
havendo interferéncia dos microtubos. Além disso, a densidade
radiografica dos biomateriais avaliados foi, em todos os casos,
estatisticamente maior que o controle positivo. Artigos recentes
indicam a baixa correlagdo dos exames de densidade radiografica

com os histologicos/histométricos, embora associagdes erradas

entre esses resultados possam ainda ser vistas. A literatura
normalmente relata altas densidades radiograficas com um
pior comportamento bioldgico dos biomateriais, visto que seria
a correta taxa de reabsor¢do do material em relagdo a taxa de
neoformagédo 6ssea que determinaria sua caracteristica bioldgica
nos eventos de regeneragao tecidual; ou seja, quanto mais préxima
adensidade radiografica do biomaterial inserido no defeito estiver
da densidade radiografica dssea, maior a probabilidade de que a

regeneracdo Ossea ja tenha ocorrido naquela drea.'*!

\

Em relagdo a avaliagio microscopica dos granulos - e
considerando tamanho, area e didmetro grandezas diretamente
proporcionais -, sabe-se que quanto maior for o tamanho da
particula do biomaterial, maior serd a sua area e o seu didmetro.

Os resultados obtidos em relacdo a drea de cada biomaterial
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Figura 4. Resultados da avaliagdo fisica da 4rea dos granulos,
expressos em médias * desvio-padrdo. Letras iguais indicam
igualdade estatistica.
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Figura 5. Resultados da avaliagdo fisica do didmetro dos granulos,
expressos em médias * desvio-padrdo. Letras iguais indicam
igualdade estatistica.
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Figura 6. Resultados da avalia¢édo fisica da rugosidade dos granulos,
expressos em medianas + o limite maximo e minimo dos dados
obtidos. Letras iguais indicam igualdade estatistica.
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demonstraram que os granulos de PerioGlass (+ 180.000 pm?
de area e didmetro de * 500 um) sdo estatisticamente iguais
aos granulos da HAP e B-TCP e que os grinulos de Biovidro
(£ 50.000 um? de drea e + 300 pm de didmetro) sdo estatistica-
mente iguais as particulas da HAP. As particulas de osso
bovino liofilizado mostraram-se significativamente maiores
(£ 1500.000 um? de drea e + 1200 pm de didmetro).

Aspectos como porosidade, rugosidade superficial e tamanho
de particula vém sendo citados constantemente na literatura. O
tamanho dos granulos dos biomateriais que melhor se ajusta para
aplicagdes odontoldgicas, de acordo com aliteratura, tende a ser os
granulos de aproximadamente 0,5 a 0,7 m%.g™'. Além disso, entre
outros aspectos, a porosidade de um biomaterial pode estabelecer
avelocidade de formagao de osso, com uma 6tima granulagao que
corresponderia ao volume total de poros proximos de 60%, sendo
a maior parte de macroporos entre 150 e 300 um e microporos
(<5 um) entre 5 e 10%."2

Em um estudo feito em macacos," os autores consideraram
que a porosidade e o tamanho das particulas do biomaterial
para enxerto sdo importantes porque tém efeitos no seu indice
de reabsor¢do e que o enxerto tem a capacidade de promover
crescimento 0sseo em sua dire¢do. Neste estudo, observou-se que,
em fémures de macacos, particulas de 100 a 300 pm resultaram
em melhor formagao dssea do que particulas de 1000 a 2000 pm
de tamanho. Partindo-se dessa premissa, é possivel supor que os
granulos de HAP e de Biovidro genérico mostrados neste estudo
seriam os mais favoraveis para preenchimento desses defeitos.

Considerando-se que a reabsor¢ao do material e o crescimento
6sseo sao eventos que podem ocorrer simultaneamente, estudos
mostraram que 0 menor espaco entre particulas de enxerto é
necessario para permitir vascularizagdo propria e formagio
Ossea.'* Ainda analisando esse aspecto, a literatura relata que
o Biovidro, em estagio inicial de implantagdo, une-se com
tecido dsseo e inibe crescimento de fibroblastos, favorecendo a
neoformacéo de tecido dsseo.”” Outros estudos, que analisaram
varios biomateriais em relacdo a sua velocidade de reabsorgao,
deram muito enfoque ao Fosfato Tri-Calcio. Tais estudos
afirmam que este material é biodegradavel e biocompativel,
sendo parcialmente reabsorvido entre 6 e 15 semanas apos sua
enxertia, dependendo da porosidade da superficie dos granulos.
Em relagdo a hidroxiapatita, esses mesmos estudos relatam que o
seu uso clinico ¢ limitado devido a sua lenta biodegradagio, que

somente teria inicio 4 ou 5 anos apds a sua implantac¢do.'®1?

Em relagdo especificamente ao didmetro das particulas dos
biomateriais, tamanhos regulares de particulas (300 a 355 pm)
sdo Otimos para tratamento de defeitos dsseos periodontais.?*?!
Especificamente em relagio ao Biovidro, especula-se que
particulas no tamanho médio de 300 a 355 um seriam superiores
clinicamente em comparagdo a uma variagdo de maior tamanho
dessas particulas (90 a 710 pm) para regeneragio Ossea, porque,
nesta variagao de maior tamanho, existiriam mais espagos entre as
particulas.”*** Ainda focada nessa caracteristica fisica, a literatura
relata que, apds periodo de remodelagio, clinicamente sio
encontradas particulas de biovidro (300 a 355 um) predominando
dentro de tecido osteoide e particulas maiores (até 710 pm), em
tecido conjuntivo fibroso.**
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Estudos relacionando o tamanho dos granulos com o
crescimento Osseo relataram que a formagdo de osso é mais
extensa e possivel para particulas de Biovidro variando de
tamanho de 300 a 355 pm. Particulas excedendo essa variagdo nao
reagem completamente com o tecido 6sseo, sdo circundadas por
tecido fibroso e suas superficies sio gradualmente reabsorvidas
por células gigantes. Particulas menores de 300 a 355 pm sao
reabsorvidas completamente, causando uma resposta inflamatoria
que pode prejudicar a regeneragdo 6ssea.”> Além disso, a maioria
das particulas de biovidro residuais foi encontrada na drea central
dos defeitos preenchidos e essas particulas apresentam pequenas

erosdes na superficie ou rupturas.

A andlise de rugosidade feita neste estudo demonstrou
superficie mais rugosa para os biomateriais p-TCP e HAP, e menos
rugosa para o PerioGlass e osso bovino liofilizado. Apesar dos
estudos com os outros fatores fisicos dos biomateriais granulados e
de estudos feitos com superficies de Titanio**?° — que levam a crer
que o fator rugosidade possa desempenhar papel significativo no
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desempenho clinico de um biomaterial granulado -, a literatura
ainda é pobre em correlacionar essa caracteristica aos resultados
obtidos com cada um dos materiais aqui avaliados; dessa forma,

ndo ha dados que ratifiquem os valores obtidos neste estudo.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que os
biomateriais testados apresentaram densidade radiografica
elevada e variagdes relevantes quanto a forma, ao tamanho e a

rugosidade dos granulos.
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