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1. RESUMO

Atualmente hd uma grande busca pelo desenvolvimento de novos biomateriais,
para uso biomédico, que tém como fungdo a substituicdo de tecidos vivos perdidos ou
danificados. Esses materiais devem possuir caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas
biocompativeis aos tecidos do receptor. A aplicacdo das ceramicas fosfato de célcio
bifasica (CFCB) tem recebido consideravel atencdo devido a sua biocompatibilidade e
bioatividade. Com a composicdo quimica semelhante ao osso natural, as cerdmicas
calcio fosfato sdo ndo toxicas, reabsorviveis e ndo inflamatorias. Elas ndo causam
reagdo imunoldgica ou resposta irritativa e possuem excelente habilidade
osteocondutiva. Os fatores mais importantes a serem avaliados para se obter
previsibilidade no processo de reparo dsseo sdo o comportamento osteocondutivo e de
reabsor¢do, a histocompatibilidade, a bioatividade e o tempo de remodelamento.
Baseado na andlise histomorfométrica, este estudo avaliou o comportamento biologico
da ceramica fosfato de célcio bifasica em relagdo ao tecido 6sseo, apos o preenchimento
de defeitos 6sseos cirurgicos alveolares de ratos. Foram utilizados neste estudo 12 ratos
machos Wistar e a amostra foi composta de 24 defeitos Osseos cirurgicos alveolares,
sendo 12 para o grupo controle e 12 para o grupo experimental, em um modelo de boca
dividida. Os defeitos 6sseos cirirgicos alveolares do grupo experimental foram
preenchidos com a ceramica fosfato de calcio bifasica e os do grupo controle foram
preenchidos naturalmente por codgulo. Apds os periodos de 7, 15 e 60 dias foram
realizados os sacrificios dos animais e o protocolo de rotina histologica. Segundo os
resultados, o material demonstrou ser biocompativel e osseointegravel, apesar de que no
periodo final experimental foi observada pouca redugdo em seu volume. De maior
importancia, este estudo concluiu que a presenga da cerdmica fosfato de calcio bifésica
ndo aumentou a densidade Ossea e causou um atraso no tempo de reparo e formagao

Ossea no grupo experimental.

Palavras Chave: Implantes dentarios. Biomateriais. Ceramica fosfato de célcio bifésica



2. ABSTRACT

There has been a continuous search for the development of new materials for
medical use, aiming to replace damaged or lost living tissues. These materials and their
chemical, physical and biological properties must be biocompatible. Nowadays,
calcium phosphate ceramics have received especial attention due to their bioactivity and
biocompatibility. Their chemical composition has similarities to the natural bone and
they are nontoxic, reabsorbable and non inflammatory. They cause no immunological
reaction or irritation and have excellent osteoconductive ability. The most important
factors to evaluate the predictability of achieving bone repair are the osteoconductivity
and absorbability behavior of the biomaterial, its histocompatibility, bioactivity, and
remodeling period. In this context and based in the histomorphometric analyses, this
study evaluated the biological behavior of a biphasic calcium phosphate ceramics, in
relation to the bone tissue after filling the surgical alveolar bone defects created in rats.
Twelve male Wistar rats were used and the sample consisted of 24 alveolar defects:
control group (n=12) and test group (n=12), in a split mouth design. In the test group,
the alveolar defects were filled with biphasic calcium phosphate ceramic and in the
control group, they were naturally filled with blood clot. At the 7th, 15th and 60th days,
the animals were sacrificed and the protocol for histological routine completed.
According to the results, the material proved to be biocompatible and it was
osteointegrated, although it the final experimental period little reduction of its volume
was observed. Most importantly, this study concluded that the use of biphasic calcium
phosphate ceramic caused a delay in the alveolar healing process and failed to promote

an increase in bone density.

Key words: Dental implants. Biomaterials. Biphasic calcium phosphate ceramics.



3. INTRODUCAO GERAL

A reposicao da perda dental com objetivo da otimizagdo da reabilitagdo bucal
estética e funcional, vem apresentando mudangas no planejamento, nas técnicas e nos
biomateriais aplicados. A exodontia sem uma abordagem conservadora ou reparadora
pode resultar em danos ao osso alveolar remanescente, como sua reducdo em altura e
largura, dificultando ou até mesmo impossibilitando o procedimento cirGrgico de
instalagdo de implantes osseointegraveis.

A atrofia fisioldégica do rebordo apds exodontia ¢, segundo Atwood (1971),
crOnica, progressiva, lenta, irreversivel e de causas multi-fatoriais, e pode ser dividida
em trés categorias: fatores anatomicos, que incluem tamanho e formato do rebordo, tipo
do osso e do peridsteo; fatores metabolicos, como idade, sexo, condigdes hormonais e
minerais sistémicas; e fatores mecanicos, como freqiiéncia, direcdo e quantidade da
forca aplicada ao rebordo, tipo de oclusdo, e formato e tipo dos dentes. Defeitos ou
atrofia do rebordo alveolar na maxila e mandibula, resultantes de uma perda 6ssea em
volume, podem ser causados por varios fatores, dentre eles a grave destruicdo por
doenga periodontal, perda dental prematura ou trauma (HOWELL et al., 1997). Em
casos de atrofia grave, para se reabilitar o paciente, se faz necessario o aumento ou
reconstrucdo do rebordo alveolar, porém o ideal é que sejam utilizados métodos
preventivos em relagdo a reabsorcdo do rebordo. O reconhecimento destas potenciais e
significativas mudangas clinicas do processo alveolar ap6s a remog¢do dos dentes tém
determinado o uso de varios materiais e técnicas, com o intuito de prevenir ou
minimizar o colapso destes tecidos (HOWELL et al., 1997; FUGAZZOTTO, 2005),
além de restaurar defeitos 6sseos existentes no momento das exodontias (GAUTHIER
et al., 1999).

O preenchimento alveolar imediato com osso autégeno ou biomateriais apds a
exodontia, associado ou ndo ao uso de membranas, apresenta-se como uma das técnicas
mais utilizadas na tentativa de preservacdo do volume 6sseo, podendo também ser
utilizada para acelerar ou melhorar o processo de reparo. (FUGAZZOTTO,1997;
PINTO et al., 2000; OKAMOTO e TRENTO, 2002 )

De acordo com Misch (2006), a quantidade de perda dssea que ocorre no
primeiro ano apos a perda dental é quase dez vezes maior do que a que ocorre nos anos

seguintes.



Para Lindhe (1999), Misch (2006) e Okamoto e Trento (2002), a neoformagao
6ssea pode ocorrer através dos mecanismos de osteogénese, osteoinducdo ou
osteocondu¢do. A osteoconducdo ¢ caracterizada pelo crescimento 6sseo por meio de
aposicdo de osso circunjacente, porém ¢ necessaria a presenca de células Osseas ou
mesenquimais diferenciadas locais. Dentre os materiais osteocondutores ha os materiais
aloplasticos e os xenogenos. A osteoinducdo ¢ o processo pelo qual células
indiferenciadas sdo induzidas a transformacdo em osteoblastos, responsaveis pela
neoformacdo dssea, sob a influéncia de um ou mais agentes indutores. Os materiais
osteoindutores mais comuns sdo os enxertos autdégenos. A osteogénese refere-se ao
crescimento Osseo derivado das células viaveis, transferidas dentro do enxerto. O 0sso
autdogeno ¢ o unico material osteogénico e o melhor material para enxerto. Para que
estes mecanismos ocorram faz-se necessario o uso de materiais de preenchimento, para
auxiliar a unido das corticais dsseas vestibular e palatina e para estimular a regeneracao.

Ha vérios materiais que sdo utilizados no preenchimento de defeitos 6sseos,
como enxertos 6sseos autdogenos, alogenos, xendogenos ¢ os biomateriais. (LEONEL et
al., 2003)

Segundo Okamoto e Trento (2002) e Santos et al. (2003), do ponto de vista
biologico, o enxerto dsseo autdogeno (tecido dsseo do proprio receptor, retirado de outra
regido doadora) ¢ o melhor material de preenchimento, porém sua utilizacdo se torna
menos vidvel, devido a necessidade de uma cirurgia em outra area adicional, para
remocdo do material, tornando a cirurgia de maior morbidade para o paciente. Outro
fator, ¢ que de acordo com Fellah, Gauthier, Weiss, et al (2008), os enxertos 6sseos
autdgenos sao altamente reabsorvidos e sdo frequentemente degradados antes do total
periodo de cicatrizagao ter finalizado.

Outra técnica que vem sendo utilizada por muitos profissionais ¢ o enxerto
alégeno ou homogeno (obtido de outro individuo da mesma espécie do receptor). Ha
também os enxertos heterogenos ou xendgenos (retirados de uma espécie diferente do
receptor, como 0 0sso bovino) que atuam principalmente como uma matriz para
neoformagao 6ssea (osteocondutores).

Atualmente hd uma grande busca pelo desenvolvimento de novos biomateriais
(aloplasticos) que, de acordo com Leonel et al. (2003), sdo materiais artificiais criados
para uso biomédico e tém como fun¢do a substituicdo de tecidos vivos perdidos ou
danificados. Esses materiais precisam possuir caracteristicas quimicas, fisicas e

bioldgicas compativeis com os tecidos do receptor, no local onde forem inseridos.
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Dentre os diversos biomateriais ja citados em artigos, hd os metais inertes, as
ceramicas, os polimeros (LEONEL et al., 2003), as matrizes dentindrias (OKAMOTO;
TRENTO, 2002) ¢ os cimentos de iondmero de vidro (BALABANIAN et al., 2003).

Segundo Santos et al. (2003) os biomateriais ceramicos podem ser divididos em
ceramicas fosfato de célcio, como por exemplo, o calcio hidroxiapatita (HA), os
tricalcio-fosfatos e o fosfato de calcio bifasico (Boneceramic®), materiais fosfato de
calcio obtidos de estruturas naturais como a HA coralina e a HA bovina (como exemplo
o Bio-Oss ®), e materiais a base de ceramicas de vidro, que também s3o compostos por
fosfato de cdlcio, mas apresentam a silica em sua composi¢cdo (os chamados biovidro).

A ceramica fosfato de calcio bifasica (CFCB), é uma associagdo de
hidroxiapatita e beta-fosfato tricalcio em propor¢des adequadas. Esse biomaterial tem
demonstrado alta biocompatibilidade e boas propriedades osteocondutivas.
(GAUTHIER et al., 1999).

Diversos autores como Pinto et al. (2000), Okamoto e Trento (2002), Alves-
Rezende e Okamoto (1992), Carvalho; Okamoto e Garcia Junior (1998), Howell et al.
(1997), Yilmaz; Efeoglu e Kilig, (1998), Carvalho et al. (2004), Becker; Becker e
Caffesse (1994), Kwon (1986) e Misch (2006), tém mostrado estudos onde biomateriais
tém sido utilizados no preenchimento de alvéolos pods-exodontia com o objetivo de
intensificacdo da neoformacdo 6ssea, manutencdo do volume do rebordo alveolar apos
exodontias e, utilizando alguns tipos de enxertos, a aceleragdo do processo de reparo.

Clinicamente, o uso destes variados materiais ou o uso de membranas oclusivas
em alvéolos frescos resultou geralmente em menores perdas teciduais nos sentidos
apico-corondrios e _estibulo-linguais dos processos alveolares, comparando-se a
controles onde ndo foram realizadas quaisquer das técnicas regenerativas (LEKOVIC et
al., 1997; ARTZI et al., 2000; IASELLA et al., 2003; SERINO et al., 2003). No
entanto, alguns autores (Camargo et al., 2000; Zubillaga et al., 2003) ndo obtiveram tais
resultados clinicos.

Exames histologicos em alvéolos frescos preenchidos com biomateriais
mostraram frequentemente remanescentes residuais ndo degradados ou reabsorvidos,
mesmo apds longos periodos transcorridos (NORTON et al., 2003; FROUM et al.,
2004; THOMPSON et al., 2006; BECKER et al.,1996; ARTZI et al.,2000; FROUM et
al.,2002; CARMAGNOLA et al.,2003).
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5. OBJETIVOS DO ESTUDO

Gerais
* Avaliar histomorfometricamente o biomaterial ceramica fosfato de célcio
bifasica utilizado como substituto 6sseo quando implantado em defeitos
Osseos cirurgicos alveolares de ratos.
Especificos

O proposito do presente estudo ¢ avaliar, baseado em andlise

histomorfométrica, a resposta do biomaterial utilizando-se os seguintes parametros:

* comportamento de biodegradacao,
* tempo de reabsor¢do e

* qualidade do osso formado (densidade Ossea).
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6. Artigo I

Ceramica fosfato de calcio bifasica: conceituacio, composicao, propriedades

e aplicacoes.

Mariana Faria de Pinho, Juliana Maia da Silveira, Paulo Eduardo Alencar de Souza,

Elton Gongalves Zendbio.

RESUMO

Atualmente hd uma grande busca pelo desenvolvimento de novos biomateriais,
para uso biomédico, que tém como fungdo a substituicdo de tecidos vivos perdidos ou
danificados. Esses materiais devem possuir caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas
biocompativeis aos tecidos do receptor. A aplicagdo das ceramicas fosfato de célcio
bifasica (CFCB) tem recebido consideravel atencdo devido a sua biocompatibilidade e
bioatividade. Com a composicdo quimica semelhante ao osso natural, as cerdmicas
calcio fosfato sdo ndo toxicas, reabsorviveis e ndo inflamatorias. Elas ndo causam
reagdo imunoldgica ou resposta irritativa e possuem excelente habilidade
osteocondutiva. Os fatores mais importantes a serem avaliados para se obter
previsibilidade no processo de reparo dsseo sdo o comportamento osteocondutivo e de
reabsorcdo, a histocompatibilidade, a bioatividade ¢ o tempo de remodelamento. Por
meio de uma revisdo literaria, este estudo avaliou a formacgdo e composi¢do da CFCB,
os mecanismos de dissolucdo, biodegradacdo e reabsorcdo e a porosidade e
microarquitetura dos poros. Também foi avaliada a influéncia da temperatura de
sinterizagdo e como estes fatores interferem nas propriedades fisicas e quimicas da

CFCB e nas reagdes celulares geradas por este material.

Palavras Chave: Implantes dentarios. Biomateriais. Ceramica fosfato de célcio bifésica
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INTRODUCAO

Devido aos avangos da biotecnologia, maior acessibilidade econdmica e
conhecimento da técnica por parte dos profissionais, assim como a informacdo aos
pacientes, a implantodontia apresenta-se como uma realidade na Odontologia atual.

A reposicdo da perda dental, objetivando a otimizagdo da reabilitagdo bucal
estética e funcional, vem apresentando mudangas no planejamento, nas técnicas e nos
biomateriais aplicados. Existem varios materiais que sao utilizados no preenchimento de
defeitos d6sseos, como enxertos Osseos autdgenos, alogenos e xendgenos, além dos
biomateriais '.

Do ponto de vista bioldgico, o enxerto 6sseo autdgeno ¢ o melhor material de
preenchimento, visto seu alto potencial osteogénico *. Porém, sua utilizagdo se torna
menos viavel, devido a necessidade de uma cirurgia em outra area adicional, tornando o
procedimento de maior morbidade para o paciente, além da quantidade de osso ser
limitada em média a 20cm’. Outro fator, ¢ que estes sio altamente reabsorvidos e
frequentemente degradados antes do total periodo de cicatrizagdo ter finalizado °.

Outra técnica, que vem sendo utilizada por muitos profissionais, sdo o0s enxertos
alégenos ou homogenos, porém pode-se avaliar como desvantagem de seu uso o risco
de transmissdo de infecgdes, além da sua baixa compatibilidade imunologica *

Podem ser relatados também, os enxertos heterdgenos ou xendgenos que atuam
principalmente como uma matriz para neoformagao dssea (osteocondutores).

Dentre os diversos biomateriais existem ainda os metais inertes, as ceramicas, 0s
polimeros ', as matrizes dentinarias *e os cimentos de iondmero de vidro’.

Os biomateriais ceramicos podem ser divididos em ceramicas fosfato de célcio,
como por exemplo, a hidroxiapatita (HA), o tricalcio-fosfato (TCF) e a ceramica fosfato
de calcio bifasica (CFCB), materiais fosfato de calcio obtidos de estruturas naturais
como a HA coralina ¢ a HA bovina e materiais a base de cerdmicas de vidro, que
também sdo compostos por fosfato de cdlcio, mas apresentam a silica em sua
composicio’.

A CFCB vem sendo utilizada rotineiramente como substituto dsseo e apresenta
perspectivas promissoras no reparo € regeneragdo Ossea em Implantodontia. Ela ¢

composta pela HA e -tricilcio-fosfato (B-TCF) em diferentes concentragdes * .

A formagdo 6ssea in vivo € resultado de um complexo processo que pode ser
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influenciado pelo material implantado, por parametros hospedeiro-dependente e
também pelas células doadoras. Além disso, pode ser influenciada pelo tipo e forma do
biomaterial, pelo tamanho dos poros e sua distribui¢do, pela interconectividade entre os

poros e pelo comportamento de biodegradagio do material .

Historico e Composicao

Em 1920, Albee relatou a primeira aplicagdo com sucesso do TCF para reparo
de defeitos Osseos em humanos °. Mais tarde, apdés varios estudos envolvendo
experimentos cirargicos de defeitos 6sseos e periodontais com o TCF °, ¢ do uso da HA
para preenchimento alveolar apés exodontias ' ''| a HA sintética ¢ o B-TCF se
tornaram materiais substitutos 6sseos bem aceitos para aplicagdes dentais e médicas.

O constante desenvolvimento das cerdmicas fosfato de calcio e outros
biomateriais tem por objetivo melhorar o processo de reabsor¢do desses materiais € a
sua substituicdo por um novo 0sso.

Os biomateriais sintéticos ceramicos mais utilizados sdo as ceramicas fosfato de
calcio e, dentro desta categoria, estdo a HA, os a e B TCF e a CFCB. Esses materiais
diferem entre si na composi¢ao, propriedades fisicas e quimicas ,e isso deve ser levado
em consideracdo ao se utilizar esses materiais para um crescimento 6sseo mais eficiente
12

Le Geros ° iniciou nos Estados Unidos os primeiros estudos envolvendo as
CFCB in vitro em 1986, ¢ mais tarde Daculsi e colaboradores '* induziram um
significativo aumento no uso e comercializacdo desse material. Atualmente o uso da
CFCB ¢ autorizado comercialmente na Europa, Estados Unidos, Japdo, Brasil e
Australia como um substituto 6sseo para enxertos nas areas de ortopedia e odontologia.

A concepcdo da CFCB estd baseada num 6timo equilibrio entre a fase mais
estavel da HA e a fase mais soluvel do TCF, e consiste numa mistura de HA = Cayg
(PO4)s (OH), e B-TCF = Caz (PO4), >'**®.

A proporgdo inicial da mistura identificada por Le Geros era de 20% de HA e
80% de B-TCF, e seus estudos demonstravam que a bioatividade desta ceramica estaria

. \ ~ . 12,8
ligada as proporg¢des de cada componente na mistura ~° .
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A CFCB ¢ obtida quando uma apatita deficiente em calcio (sintética ou
bioldgica) ¢ sintetizada em temperaturas acima de 700° C. A extensdo da deficiéncia do
calcio depende do método de preparacdo (por precipitacdo, hidrélise ou mistura
mecanica), e da reacdo pH e temperatura da preparacdo da apatita. A deficiéncia do
calcio determina a propor¢io de HA e B-TCF na mistura que formara a CFCB '%. De
acordo com o mesmo autor, a propor¢do de HA e B-TCF na CFCB determina a
reatividade da ceramica. Quanto menor a propor¢do, maior a reatividade. Além desse
fator, o tamanho da particula e as macro e microporosidades sdo fatores de reatividade
nas CFCB, e a temperatura de sintese e outras condigdes podem afetar essa propriedade.

Uma das caracteristicas mais importantes das CFCB ¢ a capacidade de formacao
de uma interface direta ¢ efetiva com o osso receptor '>. Essa interface efetiva é
creditada a uma seqiiéncia de eventos, como reagdes celulares e formagdo de carbonato
de hidroxiapatita pelo processo de dissolu¢do e precipitacdo, que sera mais bem
detalhado nas propriedades fisico-quimicas. Essa caracteristica ¢ chamada de
bioatividade *.

Ha no mercado véarias marcas comerciais disponiveis das CFCB, como BCP®,
MBCP®, Triosite®, Hatric®, Biceram®, Biosel®, Boneceramic®™ e outros. Sua
formulagdo pode ser encontrada em blocos, granulos e como material injetavel com um
polimero carreador ',

A CFCB da marca comercial Straumann Bone Ceramic® (Basiléia, Suica),
consiste em um composto de 60% de HA (100% cristalina) e 40 % de B-TCF;
sintetizados a uma temperatura de 1100° a 1500° C. Além disso, o Straumann Bone
Ceramic® tem 90% de porosidade, com interconexdes entre os poros de 100 a 500

) in 13, 14, 15
microns de diametro " 7

. Sua formulacdo ¢ em granulos. Este material ¢ um
substituto dsseo totalmente sintético, com médio grau de pureza e seus granulos tém
entre 400 e 700pm ou 500 a 1000um '**°.

A aplicagdo deste material deve ser feita misturando os granulos a uma solugao
de cloreto de sodio estéril ou osso autdgeno. Deve-se evitar comprimir ou esmagar os

granulos e ao preencher um defeito 6sseo, deve-se obter o0 maximo de contato com o

. . 13
osso vital vascularizado .

Propriedades Fisico-quimicas
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A HA ou apatita 6ssea mineral contém carbonato nao apatitico e grupos fosfato,
que sdo fisicamente e estruturalmente instaveis e muito reativos. Essa alta reatividade
gera caracteristicas importantes na formacdo e dissolugdo dos cristais nos tecidos
biologicos. As apatitas bioldgicas contém tracos de varios elementos de origem
intrinseca, como o fluoreto, que estd presente na apatita dental e confere ao esmalte
baixa dissolugdo, e outros tragos de elementos de origem extrinseca, como minerais
ingeridos na dgua que ficam presentes nos fluidos extracelulares e podem interferir na
qualidade 6ssea. Os biomateriais a base de HA tém sido um dos materiais mais usados
para substituigdo ossea '°.

Os cristais TCF existem sob as fases B e o, dependendo da temperatura de
sinterizagdo ¢ umidade e, apesar da semelhante composi¢do quimica, e de ambas as
formas apresentarem dissolucio e reabsorgdo celular '’ suas diferentes caracteristicas
cristalograficas conferem diferentes caracteristicas de reabsorgdo '°. Os a-TCF sdo mais
soluveis do que os B-TCF e sdo obtidos ap6s o aquecimento do B-TCF acima de 1170°
C . Ja 0 B-TCF ¢é mais estavel e menos soluvel .

As HA e os TCF sdo os unicos sais de célcio fosfato totalmente estaveis acima
de 1000° C. A fase mais estavel das HA ¢ acima de 1000° C e para o TCF acima de
1125°C '°.

As CFCB sao constituidas da mistura da HA com B-TCF. A combinagdo dessas
duas diferentes fases de sais célcio fosfato com diferentes solubilidades permite ao
material degradagdo cinética para ser envolvido in vivo ou in vitro '°. A extensdo da
degradagdo da CFCB esta relacionada a quantidade de p-TCF na mistura '’. Diferengas
nas propriedades fisico-quimicas das cerdmicas cdalcio fosfato influenciam no
comportamento osteocondutivo e na biodegradacdo, ambos importantes na regeneracao

ossea.

Dissolucao

As CFCB sdo solaveis e se dissolvem gradualmente nos tecidos, liberando ions
de célcio e fosfato no meio bioldgico previamente a formag¢do do novo osso. Essa
liberagdo de ions eleva a saturacdo dos fluidos intersticiais e precipita a apatita
bioldgica na superficie da cerdmica. Essa camada de apatita serve como substrato para
os osteoblastos, promovendo um intimo contato entre o osso e o material, e

promovendo o crescimento do tecido 6sseo ao longo da superficie do material.
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(osteocondugdo) > * %, Além disso, a macroporosidade torna a colonizagio Ossea
possivel no centro da cerdmica, enquanto a microporosidade promove a mineralizagao,
a absor¢do de proteinas e a adesdo celular *'.

Apods a implantagdo da CFCB, ocorre a formacdo de micro cristais com
concentragdo de célcio fosfato similar aos cristais de apatita 6ssea observados apds a
implantacdo. A abundancia desses cristais estd diretamente relacionada a concentragdo
inicial de HA e B-TCF na mistura. O processo de reabsor¢do envolve a dissolucao dos
cristais de célcio fosfato e a precipitagio do carbonato de hidroxiapatita.
Subsequentemente, o osso neoformado vai progressivamente substituindo o carbonato
de hidroxiapatita formado devido a reabsor¢io dos granulos '>°.

O processo de colonizacdo celular, adesdo, fagocitose, reabsor¢do osteoclastica,
elabora¢do e mineralizagdo da matriz 6ssea extracelular, crescimento e remodelacio
Ossea associados a precipitacdo da apatita bioldgica durante o processo de dissolugao
das CFCB sdo continuos e progressivos; com isso, a interface ¢ dindmica e esta em
constante evolugdo, sendo influenciada pelo metabolismo dsseo, fatores biomecanicos e
maturagio Ossea = * .

A maioria dos sais calcio fosfato sdo pouco soliveis na agua e alguns sdo
insolaveis, mas todos dissolvem em acidos. A formacgao, dissolugdo e transformacao
dos sais célcio fosfato dependem de varios fatores, como: natureza do corpo do célcio
fosfato (tamanho da particula, caracteristicas dos cristais e densidade) e natureza da
solugdo (composicdo, pH e temperatura). A solubilidade dos sais calcio fosfato diminui
com o aumento da temperatura e do pH '®. A dissolugdo das CFCB depende também da
concentracdo de HA e B-TCF na mistura. Quanto maior a concentragdo de B-TCF maior
a solubilidade '> °.

As CFCB suportam a formacdo Ossea enquanto dissolvem e degradam
parcialmente no meio. Essas propriedades estdo relacionadas as caracteristicas fisicas e
quimicas e a microestrutura, e dependem da temperatura de sinterizagdo que ¢ crucial
para obter substitutos 6sseos com propriedades dsseas reproduziveis. A temperatura de
sinterizagdo modifica a microestrutura, a area de superficie especifica e as
caracteristicas de dissolugdo das CFCB. Grande microporosidade e cristais
pequenos sdo essenciais para adesdo, proliferacdo e diferenciagdo de células
osteogénicas que irdo produzir matriz 6ssea extracelular. Logo, altas temperaturas de

sinterizagdo diminuem a area de superficie e a dissolugdo > "”.
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Fellah e cols ° relatam que os grinulos da CFCB sinterizados a 1200° C
(temperatura mais alta das trés comparadas em seu estudo) apresentavam baixa
microporosidade, menor area de superficie, pouca dissolucdo, pouca absorcdo de
proteinas e baixa colonizagdo celular, fatores que podem explicar bem a auséncia de

formagdo dssea neste grupo estudado.

Porosidade

A porosidade ideal da CFCB ¢ a que mais se aproxime da porosidade do osso.
Quanto maior a macro e microporosidade, maior a solubilidade. A microporosidade
representada por poros menores que 10um permite que haja uma circulagdo de fluidos
intersticiais; ja a macroporosidade representada por poros maiores que 100um promove
um arcabougo para a colonizac¢do de células 6sseas. O tamanho e o percentual de poros
nas CFCB irdo interferir nas suas propriedades mecanicas °.

A temperatura de sinterizag¢do esta diretamente relacionada a microestrutura e a
area de superficie especifica das CFCB. Fellah e cols * em seu estudo compararam
granulos de CFCB compostos de 60% HA e 40% B-TCF, sinterizados em diferentes
temperaturas (1050° C, 1125° C e 1200° C). Os granulos sinterizados a 1050° C
apresentavam uma superficie grosseira com pequenos cristais de aproximadamente 0,5
um e numerosos microporos de tamanho maximo de 0,36 pm indicando que a sintese
estava incompleta. Aumentando a temperatura de sinterizacdo para 1125° C, os cristais
e 0s microporos aumentaram de tamanho para 0,45 um, enquanto diminuiram em
numero. Apos a sinterizacdo a 1200° C, os graos cresceram muito em tamanho, mas a
superficie ficou densa e com poucos poros residuais. Nesse estudo todas as ceramicas
eram compostas de HA e B-TCF. A porosidade nos grupos sinterizados a 1050° C e
1125° C era similar, e de aproximadamente 65%. Para os granulos sinterizados a 1200°
C a porosidade diminuiu para 54%. A diminuicdo da area de superficie especifica
resultada do decréscimo no numero de microporos € no aumento do tamanho dos graos
ocorreu devido ao aumento da temperatura de sinterizagdo. Os granulos sinterizados a
1050° C sdo os mais microporosos e reabsorviveis, os sinterizados a 1125° C s@o pouco
reabsorviveis e os sinterizados a 1200° C por quase ndo serem porosos, Sao
praticamente ndo reabsorviveis. Logo, altas temperaturas de sinterizacdo diminuem a

, . . ~ 3
area de superficie e consequentemente a dissolucdo °.
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A temperatura de sinterizacdo pode influenciar também as propriedades
osteoindutivas das cerdmicas **. Em seu estudo, Yuan e cols. ** constataram que uma
alta temperatura de sinteriza¢do reduz o potencial osteoindutivo da CFCB. A analise
com animais (cdes, coelhos, camundongos e ratos) comparou a formagdo ectdpica
induzida pelos materiais HA e CFCB sinterizadas em diferentes temperaturas e
implantados em bolsas intramusculares e subcutaneas. A HA utilizada foi sinterizada a
temperatura de 1150° C por 3 horas, e tinha macroporosidade de 52% e microporos em
maior tamanho e menor nimero comparado ao outro material, j4 a CFCB sinterizada a
temperatura de 1100° C por 8 horas, possuia macroporosidade de 40% e os microporos
apresentavam alta densidade e menor tamanho, comparado a HA. Neste estudo, os
implantes de HA induziram a formagdo dssea ectopica apenas nos cdes, ja a CFCB
induziu a formacdo 6ssea ectopica nos caes, coelhos e camundongos. Pdde-se concluir,
segundo o autor, que a CFCB sinterizada a uma temperatura relativamente baixa ¢ mais
osteoindutiva que a HA sinterizada a uma alta temperatura. Essa diferenca da
temperatura interfere diretamente na microporosidade e na taxa de dissolugdo do
material; uma menor temperatura de sinterizacdo resulta em mais microporos,
aumentando a area de superficie e concentrando mais proteinas, como proteinas 6sseas
morfogenéticas (POM) no interior da ceramica, que induzem a uma maior formagao
Ossea. Outro fator ¢ a alta dissolugdo do célcio e do fosfato presentes na CFCB que
podem promover a mineralizagdo da matriz 6ssea em concentragdes especificas > *%.

Uma das principais caracteristicas das ceramicas ¢ a microarquitetura dos poros
. Quando interconectados, para formar uma rede, os canais que interligam os poros
favorecem a penetragdo vascular e celular, assim assegurando o crescimento Osseo
dentro dos poros. Ao se avaliar as propriedades das cerdmicas, deve ser analisado o
crescimento 6sseo dentro dos poros, mas igualmente importante sdo as interconexdes
entre os poros, que podem alterar significativamente as caracteristicas das cerdmicas. O
didmetro, o tamanho e a tortuosidade desses canais de interconexao podem alterar a
capacidade de penetragdo de fluidos e células, limitando a osteocondugdo até mais do
que o tamanho dos poros, além de influenciar na degrada¢ao dos ions calcio fosfato. Em
seu estudo, Lecomte e cols ** testaram um método para quantificar o grau das
interconexdes dos poros na CFCB. Foram feitas andlises para determinar a
permeabilidade, a sinuosidade, o didmetro dos poros, a porcentagem de porosidade total
e o didmetro das interconexdes. Nesse estudo foram utilizadas CFCB divididas em

grupos A e B, que se diferenciavam apenas nas particulas utilizadas para provocar a
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porosidade na ceramica; sendo que no A foi utilizado o p6d de sacarose calibrado e no B
foi utilizado o p6 de naftalina calibrado. Ambas as cerdmicas apresentavam a proporcao
de 50% HA e 50% B-TCF e foram sinterizadas a 1050° C por 4 horas. Os resultados
mostraram que a permeabilidade foi 12 vezes maior na cerdmica B do que na A. Foi
constatado que a cerdmica com maior permeabilidade, a B, demonstrou um menor fator
de sinuosidade. Com relagdo a porosidade total, esta foi de 54% para o grupo A, e 60%
para o grupo B. A mesio e microporosidade dos granulos e o maior didmetro dos canais
de interconex@o do grupo B promoveram maior penetracdo de fluidos para o interior do
material. Com os resultados desse estudo, pode-se concluir qudo importantes sdo os
parametros que devem ser levados em conta para se aumentar a permeabilidade e a
capacidade de difusdo de fluidos e células em uma cerdmica. E importante se avaliar a
sinuosidade e o diametro dos canais de interconexdo entre os poros, além disso, o
didmetro dos poros. Todos esses fatores interferem na dissolugdo da matriz e no
crescimento 0sseo.

Apesar do mecanismo bioldgico da osteoindugdo pelas ceramicas ser ainda
desconhecido, alguns autores demonstram que a presenga de microporos na superficie
das ceramicas seja um pré-requisito para a formacgdo ectopica. A microporosidade pode
influenciar na coesdo do material e na dissolucdo dos graos das margens. A dissolucdo
desses graos nos fluidos biologicos poderia guiar a liberacdo de microparticulas nas
proximidades das cerdmicas; essas particulas iriam entdo ativar macréfagos, células
gigantes e linfocitos, liberando citocinas especificas que iriam ativar células
indiferenciadas circulantes a diferenciarem-se em osteoblastos produzindo tecido 6sseo
25

Guehennec e cols *' em seu estudo compararam a formagio 6ssea da CFCB
macroporosa em diferentes sitios (fémur, tibia e calvaria) em ratos e coelhos. A CFCB
utilizada era composta de 60% HA e 40% B-TCF, com 50% de macroporosidade e
poros de 300 a 600 um; e 30% de microporosidade e poros de 1 a 10 um. Foi utilizado
o modelo de defeito critico com implantagdo do material por 21 dias e defeitos sem
preenchimento nos grupos controle; e posterior sacrificio dos animais e avaliagdo
histologica dos defeitos. Foram realizadas marcacdes oOsseas com injecdes de
Tetraciclina nos animais. Essa técnica torna possivel a determinacdo da taxa de
crescimento 6sseo sob microscopia de fluorescéncia. Segundo os resultados, a taxa de
crescimento 0sseo nos ratos foi maior do que nos coelhos, e o autor atribui esta

diferenca ao metabolismo mais répido dos ratos. No grupo dos ratos e coelhos o
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crescimento 6sseo foi mais rapido e em maior quantidade no fémur e tibia do que na
calvaria. Os autores concluiram que nas regides em que 0 0sso € mais cOrtico-esponjoso
a formacao foi maior do que nas regides de osso medular, pois nas areas medulares ha
menor estimulagdo mecanica, que favorece a formagdo dssea devido a uma maior
atividade muscular, elevando a vascularizacdo, proliferacio e atividade de osteoblastos

21

locais Além disso, nas regides com abundancia de medula 6ssea hd menor

quantidade de células osteogénicas.

Reacoes Celulares

As CFCB geram respostas das células 6sseas in vivo e in vitro que sdo similares
as geradas pelo osso. Essas ceramicas permitem a ligacdo celular, proliferagdo e
expressdo de proteinas '*. Isso se deve porque a sua semelhanga de composi¢do com o
osso mineral induz uma resposta biologica similar a gerada durante a remodelagio
Ossea. Essa renovagdo consiste na reabsor¢ao de todo material e a formacdo de novo
osso e durante este evento, os produtos de degradagdo das ceramicas fosfato de calcio
(ions calcio e fosfato) sdo naturalmente metabolizados e ndo induzem niveis anormais
de célcio e fosfato na urina, 6rgdos ou sangue '° .

O primeiro evento biologico apds a implantagdo da CFCB ¢ a difusao de fluidos
biologicos, seguida pela colonizacdo por células como macrdéfagos, depois por células
mesenquimais, osteoblastos e osteoclastos para o interior dos macroporos dos granulos
1216 " Apos alguns meses ocorre a remodelagio Ossea, com reabsorgdo do biomaterial
por osteoclastos e substitui¢io por novo o0sso'”.

A velocidade de reabsor¢cao da CFCB esta entre a da HA pura, que ¢ pouco
soluvel, e do B-TCF puro, que ¢ bem reabsorvido; além disso, estd ligada a
microporosidade dos granulos, quanto mais microporos, mais reabsorviveis. Pode-se
concluir que o método de preparacdo das bioceramicas ¢ um aspecto critico que
influencia até nas propriedades osteogénicas do material. Esta diferenca de
osteogenicidade pode estar relacionada a propriedade de dissolugdo nos fluidos
corporais. A CFCB ¢ osteocondutiva e suporta aposicdo Ossea e crescimento, mas ¢é
lentamente degradada pelo corpo °.

As ceramicas calcio fosfato podem ser degradadas por mecanismos como

desintegracdo fisica do material, dissolu¢do quimica e reabsorcdo por atividade celular.
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Idealmente, as ceramicas se degradam devido a dissolu¢do controlada com intervengdo
celular, com os produtos da degradacdo exercendo um efeito osteopromotor. O
principio da reabsorcdo celular ¢ baseado na fragmenta¢do do material ou dissolucdo.
Pequenos fragmentos da ceramica podem ser fagocitados, enquanto células gigantes
multinucleadas atacam fragmentos maiores para iniciar uma dissolu¢do extracelular em
um microambiente altamente 4acido gerado por produtos de secre¢do. As células
envolvidas sio macréfagos e osteoclastos '’

Kauschke e cols '* relatam em seu estudo uma anélise in vitro onde foi avaliada
a reacdo de fibroblastos aos materiais NanoBone® e Boneceramic®. O NanoBone®,
segundo o fabricante ARTOSS Gmbh, ¢ um substituto 0Osseo, osteoindutivo e
biodegradavel, totalmente sintético, granular, altamente poroso composto de
nanocristais de HA ndo sinterizada (76%) e gel de silica (Si0O,) (24%). O outro material,
Straumann Boneceramic® ¢ uma CFCB utilizada como substituto 6sseo, totalmente
sintético, composto de 60% de HA e 40 % de B-TCF. Neste estudo foram utilizados
meios de cultura com fibroblastos humanos (HFIB; oligene) incubados com e sem o
material NanoBone® por 24 dias, e fibroblastos de tecido conjuntivo de ratos (L — 929;
DSMZ Gmbh Germany) incubados com e sem o material Boneceramic® por 28 dias.
Foi avaliada a cada trés dias a viabilidade e a proliferacdo celular. Nos quatro grupos
estudados os resultados demonstraram que apesar dos fibroblastos de ratos e humanos
se diferenciarem na morfologia, ambos proliferaram e cresceram na superficie dos
materiais adicionados as culturas e ndo afetaram a viabilidade das células fibroblasticas.
No entanto, a atividade metabdlica das células cultivadas com os biomateriais foi
reduzida quando comparada ao grupo controle, do 1° ao 4° dia. Porém, segundo o autor,
ndo se pode dizer que os materiais ndo causaram um efeito toxico sobre os fibroblastos,
pois apds a 1* semana de cultura, a viabilidade das células foi tdo alta nos quatro
grupos, sendo maior do que 90% até o final do experimento. De acordo com a
metodologia utilizada neste estudo, existe uma dificuldade em comparar os grupos
testados, visto que foram utilizados fibroblastos de origem diferente, mesmo que os
processos de interconexdo celular formados tenham sido semelhantes em ambos os
grupos. Em estudos futuros, o ideal é que sejam usados fibroblastos humanos de origem
do processo alveolar em ambos os grupos, para um melhor entendimento das reagdes
entre as células humanas e os materiais sintéticos substitutos 6sseos e para ser possivel

comparar melhor os grupos.
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Propriedades Osteocondutoras X Osteoindutoras

Diversos tipos de materiais sdo utilizados para enxerto, porém como oS
sintéticos tém baixa capacidade osteogénica, sua aplicacdo clinica ¢ limitada. Algumas
modificagdes fisico-quimicas nos materiais poderiam tornar esses materiais
osteoindutivos e induzir a formacdo ossea em tecidos ndo dsseos 2 *2. Os mesmos

2. 2 relatam estudos onde amostras da CFCB foram

autores, em dois trabalhos
implantadas em sitios ectdpicos, como na regido subcutanea e em bolsas
intramusculares, e foi observada a formacao dssea.

A formagdo de um tecido ostedide em sitios ndo Osseos sugere que os granulos
da CFCB sao capazes de apreender células mesenquimais e induzir a sua diferenciacao
em células de linhagem 6ssea '*; porém, apesar dessa capacidade ser bem reconhecida
do osso autogeno, ela é motivo de controvérsia com relagdo aos biomateriais >. Em seu
estudo, Fellah e cols * ndo observaram a formagdo 6ssea ectopica apos a implantagio
intramuscular de cilindros de CFDB. Da mesma forma, Fellah e cols *° avaliaram em
seu estudo a resposta inflamatoria 8 CFCB na propor¢do de 50% HA e 50% B-TCEF,
sinterizada a 1200° C por 5 horas, divididas em trés grupos com tamanho de particulas
<20 pm, entre 40-80 um e entre 80-200 pm implantadas em bolsas intramusculares de
ratos. Foi observada nos trés grupos a formacdo de uma céapsula de tecido fibroso
envolvendo as particulas, com inducdo de resposta inflamatoria superior no grupo <20
um e moderada nos grupos entre 40-80 um e 80-200 pm. Também ndo foi observada
formagdo dssea ectopica.

No entanto, Yuan e cols > em seu estudo relatam que as CFCB implantadas em
sitios ectopicos poderiam absorver proteinas dos fluidos teciduais circundantes, como
fatores de crescimento, POM, que induziriam cé¢lulas indiferenciadas a se diferenciarem
em cé¢lulas de linhagem osteogénica. A adigdo de micro e macroporos na superficie das
cerdmicas poderia torna-la osteoindutiva **. Além disso, o célcio e o fosfato presentes
nas ceramicas fosfato de calcio poderiam promover a mineraliza¢do da matriz 6ssea em
determinadas concentragdes %%,

Alguns autores ° sdo enfiticos ao dizer que as cerdmicas fosfato de calcio sdo
osteocondutivas, mas ndo sdo osteoindutivas. A osteoindugdo, que alguns autores

atribuem a ceramica implantada em sitios ndo dsseos, se deve a uma conseqiiéncia da

geometria porosa dos granulos, que permite a concentragdo de POM enddgenas, que
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possuem capacidade osteoindutiva em quantidade suficiente para induzir a
diferenciagdo celular, e nio a uma propriedade osteoindutiva da ceramica ®.

A formacgado dssea em locais ectdopicos ndo ocorre com a mesma freqiiéncia em
todas as espécies animais **, em animais de maior tamanho ela ocorre mais do que em
animais de menor porte. Segundo o mesmo autor, mais que a espécie do animal, o que
mais influencia na formagao 6ssea induzida por materiais em tecidos moles € o tipo do
material utilizado. Em estudo realizado por Yuan e colaboradores ** foi comparada a
formacdo oOssea ectopica induzida pelos materiais HA e CFCB sinterizadas em
diferentes temperaturas e foi constatado que uma alta temperatura de sinterizagao reduz
o potencial osteoindutivo da CFCB, pois hd uma redu¢do no numero de microporos e na
area de superficie, concentrando menos proteinas no interior da ceramica, induzindo a
uma menor formagdo ossea. Segundo os mesmos autores, ndo estd clara a razao pela
qual a espécie do animal interfere na osteoindu¢do com um mesmo material. Pode estar
relacionada aos niveis de proteinas dsseas e células indiferenciadas presentes nos
fluidos corporais, varidveis entre espécies ou por fatores sistémicos. Porém ndo ha

estudos aprofundados sobre essas diferengas entre espécies.

CONSIDERACOES FINAIS

A cada dia sdo desenvolvidos e aprovados novos tipos de biomateriais, nos
permitindo selecionar o melhor material para ser utilizado. No entanto, a utilizagdo de
substitutos Osseos deve-se adequar as limitacdes do local receptor e ao tipo de
procedimento que serd realizado, respeitando as propriedades especificas e riscos de
cada material.

Apos avaliacdo dos estudos pertinentes na literatura, concluiu-se que varios
fatores podem auxiliar na definicdo de um substituto 6sseo adequado, como a
integridade mecanica e o tempo de degradacdo do material, conjugado com a
simultdnea velocidade de substituicdo pelo osso neoformado. As caracteristicas de
formagdo, dissolug¢do e reabsorcdo dos sais calcio fosfato sdo influenciadas por fatores
como tamanho dos granulos, porosidade, caracteristicas dos cristais, pH, temperatura de
sinteriza¢do e sitio de implantagdo do material, devendo estes serem conhecidos e

compreendidos pelos profissionais para sua utilizagdo. Apesar dos diversos estudos e
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desenvolvimento de modernos biomateriais, ainda ndo hd um substituto ideal para o

0ss0 autogeno.

ABSTRACT

There has been a continuous search for the development of new materials for
medical use, aiming to replace damaged or lost living tissues. These materials and their
chemical, physical and biological properties must be biocompatible. ~Nowadays,
calcium phosphate ceramics have received especial attention due to their bioactivity and
biocompatibility. Their chemical composition has similarities to the natural bone and
they are nontoxic, reabsorbable and non inflammatory. They cause no immunological
reaction or irritation and have excellent osteoconductive ability. The most important
factors to evaluate the predictability of achieving bone repair are the osteoconductivity
and absorbability behavior of the biomaterial, its histocompatibility, bioactivity, and
remodeling period. Through a literary revision, this study evaluated the formation and
composition of the biphasic calcium phosphate ceramics, the mechanisms of
dissolvability, biodegradation and reabsorbability, the porosity and micro architecture of
the poros. The influence of the sintering temperature and how these factors interfere in
the physical and chemical properties of the biphasic calcium phosphate ceramic and in

the cellular reactions caused by this material were also evaluated.

Key words: Dental implants, Biomaterials, Biphasic calcium phosphate ceramics.
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7. Artigo II

Ceramica fosfato de calcio bifasica: avaliacdo histomorfométrica apés implantacio

em defeitos osseos cirurgicos alveolares de ratos.

Mariana Faria de Pinho, Elton Gongalves Zenobio, Juliana Maia da Silveira, Paulo

Eduardo Alencar de Souza, Aécio Abner Campos Pinto Junior.

RESUMO

Este estudo avaliou, baseado na analise histomorfométrica, a ceramica fosfato de
calcio bifasica em relacdo ao tecido Osseo, apds o preenchimento de defeitos Osseos
cirargicos alveolares de ratos. Foram utilizados neste estudo 12 ratos machos Wistar e a
amostra foi composta de 24 defeitos 6sseos cirtirgicos alveolares, sendo 12 para o grupo
controle e 12 para o grupo experimental, em um modelo de boca dividida. Os defeitos
Osseos cirurgicos alveolares do grupo experimental foram preenchidos com a ceramica
fosfato de calcio bifasica e os do grupo controle foram preenchidos naturalmente por
coagulo. Apos os periodos de 7, 15 e 60 dias foram realizados os sacrificios dos animais
e o protocolo de rotina histologica. Segundo os resultados, o material demonstrou ser
biocompativel e osseointegravel, apesar de que no periodo final experimental foi
observada pouca redugdo em seu volume. De maior importancia, este estudo concluiu
que a presenca da ceramica fosfato de calcio bifasica ndo aumentou a densidade dssea e

causou um atraso no tempo de reparo e formacdo 6ssea no grupo experimental.

Palavras Chave: Implantes dentarios. Biomateriais. Ceramica fosfato de célcio bifésica
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INTRODUCAO

A reposi¢do da perda dental objetiva a otimizacdo da reabilitagdo bucal
estética e funcional. Mudangas no planejamento, nas técnicas e nos biomateriais
aplicados sdo uma constante na odontologia atual.

A cada dia s3o desenvolvidos e aprovados diversos novos tipos de biomateriais.
No entanto, a utilizagdo de substitutos 6sseos deve-se adequar as limitacdes do local
receptor, tipo de procedimento que serd realizado, respeitando as propriedades
especificas e riscos de cada material. Apesar dos estudos e do desenvolvimento atual
dos biomateriais, ainda ndo ha um substituto ideal para o osso autdgeno.

O enxerto 6sseo autdégeno ¢ o melhor material de preenchimento, visto seu alto
potencial osteogénico '. Porém, sua utilizagio se torna menos viavel, devido a
necessidade de uma cirurgia em outra 4rea adicional, tornando o procedimento de maior
morbidade para o paciente, além da quantidade de osso ser limitada em média a 20cm’ e
destes serem altamente reabsorvidos e frequentemente degradados antes do total periodo
de cicatrizagdo ter finalizado .

Existem intimeras técnicas utilizadas no preenchimento de defeitos dsseos, como
enxertos 6sseos autdgenos, aldgenos e xendgenos, além dos biomateriais °

Os biomateriais ceramicos podem ser divididos em ceramicas fosfato de calcio,
como por exemplo, a hidroxiapatita (HA), o tricalcio-fosfato (TCF) e a ceramica fosfato
de calcio bifasica (CFCB), materiais fosfato de calcio obtidos de estruturas naturais
como a HA coralina e a HA bovina e materiais a base de cerAmicas de vidro *.

A aplicacdo das CFCB como substituto 6sseo tem recebido recentemente
consideravel atengio, devido a sua biocompatibilidade e bioatividade °, e apresenta
perspectivas promissoras no reparo e regeneragao dssea em Implantodontia.

A CFCB é composta pela HA e B-TCF em diferentes concentragdes °. Com a
composi¢do quimica semelhante ao osso natural ', as cermicas célcio fosfato sdo
6timos materiais para substituicdo Ossea, por serem ndo toxicos, reabsorviveis, nao
inflamatoérios, ndo causarem reacdao de corpo estranho ou resposta irritativa, por terem
excelente habilidade osteocondutiva, e por formarem uma interface direta e efetiva com

o osso receptor. Essa interface efetiva ¢ creditada a uma seqiiéncia de eventos como
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reacdes celulares e formacao de carbonato de hidroxiapatita pelo processo de dissolugdo
e precipitagio °.

Apbs avaliagdo dos estudos pertinentes na literatura * > "% 10 111213, 2. 14. 15, 16 ¢
7. concluiu-se que fatores especificos devem ser avaliados para se obter previsibilidade
no processo de reparo 6sseo € podem auxiliar no momento de definir um substituto
6sseo ideal, como a integridade mecanica e o tempo de degradacdo do material,
conjugado com a simultdnea velocidade de substituicdo pelo osso neoformado, o
comportamento osteocondutivo, a histocompatibilidade e bioatividade do material.
Além disso, a formagdo, dissolucdo e reabsorcdo dos sais calcio fosfato sdo
influenciados por varios fatores como: tamanho dos granulos, porosidade,
caracteristicas dos cristais, pH, temperatura de sinterizacdo e sitio de implantagdo do
material.

Estudos experimentais tém sido realizados em alvéolos dentais de ratos para
avaliagdo da biocompatibilidade, reagdes celulares e formacdo dssea com diferentes

18,19,20,21 e 22

biomateriais, previamente a realizagdo em humanos . Isto se deve, pois este

leito receptor ¢ uma area onde se conhece bem a sucessdao dos fendmenos biologicos
que compreendem o processo de reparo 6sseo > °'% .

Neste contexto avaliou-se por meio de uma andlise histomorfométrica a
formacdo Ossea apds implantagdo de granulos da CFCB em defeitos 0sseos cirtirgicos

alveolares de ratos.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Neste estudo foram utilizados 12 Ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, de
quatro meses de idade, pesando entre 250 e 400 gramas. Os animais foram mantidos em
ambiente climatizado com controle de ciclo de luz, com agua filtrada e ra¢do para
roedores (Labina — Purina) a vontade, até o dia da realizagcdo do experimento cirrgico,
no Biotério do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)
da UFMG. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal
da UFMG sob o protocolo numero 233/08.

2. Procedimentos cirurgicos

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados no Laboratério de
Biologia do Desenvolvimento do ICB — UFMG. Os animais foram submetidos a
anestesia geral, com inje¢do intramuscular de uma combinag¢do de Cetamina e Xilazina.
(1:1, 0,1 ml/100g de peso corporal, IM). Primeiramente foi aplicado Cloridrato de
Xilazina 2,3% (Xilazin - Syntec), na proporc¢ao de 0,1ml/100g de peso corporal, cujos
efeitos sdo analgésico, miorrelaxante e sedativo. Imediatamente apds foi injetado
Cloridrato de Cetamina 10% (Cetamin - Syntec), na propor¢do de 0,1ml/100g de peso
corporal, cujo efeito ¢ anestésico.

Os animais foram colocados em uma mesa cirargica desenvolvida
especialmente para cirurgias em ratos. A técnica cirirgica consistiu do levantamento de
um retalho mucoperidstico nos lados vestibular e palatino do rebordo alveolar,
adjacentes aos primeiros molares superiores, com os objetivos de melhorar a
visibilidade do campo operatorio e garantir o fechamento total da ferida cirurgica,
proporcionando assim uma cicatrizacdo por primeira intengdo. (Fig. 1A)

As exodontias dos primeiros molares superiores foram realizadas por via
alveolar, com técnica atraumatica, evitando-se a fratura da tabua Ossea vestibular. Os

alvéolos correspondentes as raizes foram unidos (usando-se uma broca esférica niimero
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1, sob irrigagdo com soro fisioldgico), a fim de criar uma loja cirtrgica que pudesse
acomodar o biomaterial. Os defeitos 6sseos cirirgicos alveolares dos primeiros molares
superiores direitos foram os grupos controles, e os esquerdos, os testes. (Fig. 1B - 1F)

Os defeitos 6sseos cirurgicos alveolares do grupo teste foram preenchidos com
Straumann Bone Ceramic® (Basiléia, Suica), que consiste em um composto de 60% de
HA (100% cristalina) e 40 % de B-TCF sintetizados a uma temperatura de 1100° a 1500°
C. Este material ¢ um substituto 6sseo totalmente sintético, com médio grau de pureza e
seus granulos tém entre 500 a 1000 um. Além disso, tem 90% de porosidade, com
interconexdes entre os poros de 100 a 500 microns de didmetro e sua formulagdo ¢ em
granulos ** ©*. Os defeitos dsseos foram preenchidos até a margem da crista Ossea ¢ a
ferida cuidadosamente suturada com fio de nylon 5-0 BioSut (Belo Horizonte, Brasil)
por meio de sutura com pontos isolados. Os defeitos 6sseos do grupo controle foram
preenchidos naturalmente por codgulo sanguineo e suturados de forma semelhante ao
lado teste. (Fig. 1G e 1H)

Apds serem operados, os animais receberam dieta pastosa constituida de
Mucilon® (Nestl¢, Brasil), que vem a ser uma farinha de milho pré-cozida, e racio

moida, diluidos em é4gua, até a data do sacrificio.

3. Analise histomorfométrica

Os animais foram sacrificados através de decapitacdo, sob anestesia,
como descrito anteriormente, nos dias 7, 15 e 60 apds as extracdes, para a analise
histomorfométrica.

As maxilas dos animais foram dissecadas e fixadas em formaldeido a 10%
tamponado por 48 horas a temperatura ambiente. Apods fixacdo, as pecas foram
desmineralizadas em solucdo aquosa de EDTA a 10%, pH 7,3. As pecas foram
avaliadas semanalmente até apresentarem consisténcia macia, indicando correta
desmineralizagdo 6ssea. Em seguida, as maxilas foram desidratadas gradativamente em
solu¢des de concentragao crescente de etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em
parafina (Histosec® pastilhas, Merck). Foram obtidos cortes seriados de 4 um de

espessura, em microtomo, e estes estendidos sobre laminas de vidro pré-tratadas com
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silano 2% em acetona (3-aminopropyltriethoxy-silane, Sigma). Os cortes foram
realizados com orientacdo no plano sagital e corados com Hematoxilina-eosina para
andlise histologica.

Foram realizadas capturas de imagens dos defeitos 6sseos cirurgicos alveolares
utilizando camera digital acoplada a microscopio Optico Olympus BX41 com objetiva
de 4x. As imagens obtidas foram avaliadas morfometricamente utilizando-se software
Image Tool 3.0. A andlise da regido, definida como campo de interesse para avaliagdo,
refere-se a area de formacdo 6ssea compreendida entre quatro pontos: 1- cortical basal,
referente ao seio maxilar, 2- parede distal referente a cortical adjacente a raiz do
segundo molar (como dire¢do para o centro do alvéolo cirurgico, 3- parede mesial e 4 -
limite de formagdo Ossea maxima em altura). A area de interesse de estudo foi
demarcada, utilizando-se ferramenta contida no software, mensurada e sobreposta a
todas as areas de mensuragdo, para que ndo ocorressem discrepancias quanto a area de
avaliagdo. (Fig. 3) A mensuracdo foi realizada por um tUnico examinador treinado e
calibrado.

Foram avaliados em 04 campos, referente a cada area de interesse, a mensuragao
em porcentagem da presenca de tecido Osseo neoformado, matriz de tecido nao
mineralizado, e no grupo teste a area correspondente aos cristais de Boneceramic

remanescentes. (Fig. 4)

4. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software BioEstat 5.0, com
testes paramétricos. As variaveis avaliadas foram o indice de densidade de matriz 6ssea
e o indice de cristais Boneceramic. Foram utilizados os testes T de student com

amostras pareadas e Teste de correlagdo Linear de Pearson.
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RESULTADOS

A anélise histomorfométrica dos defeitos dsseos cirurgicos alveolares do grupo
de 7 dias, tanto no grupo experimental quanto no controle, demonstrou ndo haver
formagao de matriz 6ssea mineralizada neste periodo, portanto este grupo foi descartado
das andlises estatisticas. (Fig. 2)

Os percentuais de tecido dsseo mineralizado, tecido ndo mineralizado e cristais
residuais de Boneceramic foram mensurados e comparados nos grupos experimentais e
controle nos periodos 15 e 60 dias.

Comparando-se o indice de densidade de matriz 6ssea nos grupos 15 dias
controle, 55,42% (£14,88), e 15 dias experimental, 22,09% (£ 4.81), os resultados
demonstraram que ha diferenga entre os grupos estatisticamente significante.
Comparando-se o indice de densidade de matriz 6ssea nos grupos 60 dias controle,
68,69% (+11,00), e 60 dias experimental, 39,50% (+ 9,52), os resultados demonstraram
haver uma diferenga entre os grupos estatisticamente significante. (Tabela 1)

Em ambos os periodos o grupo controle demonstrou maior densidade Ossea,

podemos concluir que a presenca do biomaterial retarda o tempo de formagao ossea.

Tabela 1. Relagdo da densidade 6ssea nos grupos controle e experimental nos tempos 15

e 60 dias.

Tempo-dias Densidade Ossea | Densidade Ossea

Controle Experimental
15 55.42% (£14.88) | 22.09% (= 4.81) p<0,05*
60 68,69% (+11,00) 39,50% (+9,52) p <0,05%

Comparando-se o indice de densidade de matriz 6ssea nos grupos 15 dias

controle, 55,42% (£14,88), ¢ 60 dias controle 68,69%, (+ 11,00), os resultados
demonstraram ndo haver diferenga entre os grupos estatisticamente significante. E

comparando-se o indice de densidade de matriz 6ssea nos grupos 15 dias experimental,
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22,09% (£ 4.81), e 60 dias experimental, 39,50% (£ 9,52), os resultados demonstraram
haver uma diferenga entre os grupos estatisticamente significante. (Tabela 2)

Podemos observar que do periodo de 15 dias para 60 dias no grupo controle nao
houve altera¢do da densidade de matriz 6ssea mineralizada estatisticamente significante,
isso significa que no periodo de 15 dias o processo de reparo ja atingiu um nivel de
reparagdo e formagdo Ossea, ja no grupo experimental somente apds 60 dias houve uma

maior quantidade de osso mineralizado.

Tabela 2. Evolucdo da densidade 6ssea nos tempos 15 e 60 dias nos grupos controle e

experimental.

Densidade Ossea 15 dias 60 dias

Controle 55,42% (£14,88) 68,69% (£11,00) p>0,05
Experimental 22,09% (£ 4.81) 39,50% (+9,52) p<0,05*

Comparando-se o indice de Boneceramic nos grupos 15 dias experimental,
43,33% (= 15,06), e 60 dias experimental, 45,89% (£11,32), os resultados
demonstraram ndo haver diferenga entre os grupos estatisticamente significante. (Tabela
3)

Logo nos grupos de 15 e 60 dias o material manteve-se praticamente estavel,

com pouca reabsorcao e substituicdo por matriz 6ssea mineralizada.

Tabela 3. Quantidade de cristais de Boneceramic nos tempos 15 e 60 dias.

Tempo 15 dias 60 dias

Cristais boneceramic 43,33% (£ 15,06) 45,89% (£11,32) p> 0,05

No Teste de correlagdo Linear de Pearson, comparando-se o indice de densidade
de matriz dssea e o indice de Boneceramic no grupo 15 dias experimental, podemos
concluir que hd uma correlagdo inversa entre o indice de densidade de matriz dssea e o
indice de Boneceramic no grupo 15 dias experimental, sendo que r (Pearson) = - 0,9559
e p = 0,04. Portanto, quanto maior a quantidade de Boneceramic ocupando a érea,

menor a quantidade matriz dssea formada.
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Utilizando-se também o Teste de correlagdo Linear de Pearson e comparando-se
o indice de densidade de matriz dssea e o indice de Boneceramic no grupo 60 dias
experimental, sendo que r (Pearson) = - 0,9101 e p = 0,089 pode-se concluir que a
correlagdo entre o indice de densidade de matriz 6ssea e o indice de Boneceramic no

grupo 60 dias experimental ndo € significativa.

DISCUSSAO

A capacidade de um biomaterial em acelerar e intensificar a regeneragdo e o
reparo 0sseo, quando implantados em alvéolos dentais, deve sempre ser testada e

. . . 2,12, 11, 26, 13, 17, 10, 9, 18, 19, 20, 21 ¢ 22
avaliada em estudos animais, como nos trabalhos de > "= > > ¢

;
previamente a sua utilizagdo em alvéolos dentais humanos como no estudo de
Ajdukovic e cols *’ .

As analises histomorfométricas deste estudo demonstraram em ambos os
periodos de 15 e 60 dias intimo contato entre os cristais residuais de Boneceramic® e o
osso neoformado comprovando a osseointegracdo do material.

Em ambos os periodos, o grupo controle demonstrou maior densidade Ossea,
logo a presenca do biomaterial dificultou e atrasou o tempo de formagdo Ossea. Este

11e12
¢ “. Estes autores em

resultado estd de acordo com os obtidos por Develioglu e cols
seu estudo avaliaram o efeito da CFCB composta de 65% HA e 35% B-TCF com
granulos de 900 a 1200um, implantada em defeitos dsseos na calvéria de ratos por 180,
360 e 540 dias. Em todos os periodos ndo houve formacdo oOssea, segundo o autor,
provavelmente pelo grande tamanho dos granulos da CFCB utilizada no estudo, que
dificultou e atrasou sua dissolugao e reabsorgao.

Pode-se observar que, do periodo de 15 dias para 60 dias, no grupo controle nao
houve alteracdo da densidade de matriz 6ssea mineralizada. Isso significa que no
periodo de 15 dias o processo de reparo ja atingiu um alto nivel de reparagdo e formagao
6ssea. Ja no grupo experimental somente apos 60 dias houve uma maior quantidade de

osso mineralizado. Esses dados divergem dos resultados obtidos por Ajdukovic e cols

*’_Em seu estudo, um composto de CFCB ¢ do polimero (poli-DL-lactide-co-glicolide)
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foi implantado em alvéolos dentais humanos osteoporoticos pds exodontia e foram
comparados aos alvéolos sem preenchimento. Foi avaliada a altura e densidade Ossea
radiograficamente. Os resultados mostraram que ap6s 42 dias houve uma diminui¢ao da
densidade Ossea e leve reabsor¢do 0ssea no grupo experimental. No entanto, apds 168
dias houve um significativo aumento na densidade Ossea no grupo experimental,
comparando-se ao grupo controle. De acordo com o autor, o composto facilita a
osteogénese e melhora a densidade 6ssea nos alvéolos osteoporoticos.

Avaliando-se a quantidade de cristais de Boneceramic® nos grupos 15 dias
experimental, 43,33% (+ 15,06), e 60 dias experimental, 45,89% (+11,32), os resultados
demonstraram ndo haver diferenca entre os grupos estatisticamente significante. Com
isso pode-se concluir que nos grupos de 15 e 60 dias o material manteve-se estavel. Este
resultado diverge dos encontrados por Manjubala e cols **. Neste estudo foi utilizada a
CFCB para preenchimento de defeitos dsseos em caes, e apds 84 dias foi observada
total remodelacdo Ossea e substituicdo do material implantado. Porém, os nossos
resultados estdo de acordo com os obtidos por Cordaro e cols *, onde os autores
compararam a CFCB (Boneceramic®) e 0sso bovino inorganico (Bio-Oss®) utilizados
para preenchimento de seio maxilar em humanos. Apos 180 a 240 dias foram retiradas
amostras das areas e os resultados demonstraram haver 21,6% de tecido 0sseo
mineralizado, 46,4 % de tecido nao mineralizado e 26,6% de cristais residuais de
Boneceramic.

Ap0s avaliagdo dos estudos pertinentes na literatura, concluiu-se que diferengas
nas propriedades fisico-quimicas das ceramicas calcio fosfato influenciam no seu
comportamento e nas reagdes de reparo Osseo, alterando as propriedades
osteocondutivas, integridade mecénica e o tempo de biodegradacdo do material,
conjugado com a simultdnea velocidade de substituicdo pelo osso neoformado. As
caracteristicas de formacdo, dissolugdo e reabsorcdo dos sais calcio fosfato sdo
influenciadas por fatores como natureza do corpo do calcio fosfato (tamanho da
particula, caracteristicas dos cristais, porosidade e densidade) e natureza da solugdo
(composi¢do, pH e temperatura) % 1> 72,

A solubilidade dos sais célcio fosfato diminui com o aumento da temperatura de
sinterizagdo.’, devido a redugdo da porosidade e da area de superficie especifica > °. A
microporosidade permite que haja uma circulagdo de fluidos intersticiais; ja a
macroporosidade promove um arcabouco para a colonizagio de células dsseas °.

A alteracdo da propor¢ao dos componentes (HA e B-TCF) na mistura de CFCB
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pode alterar a sua resposta biologica (Bioatividade) ° e dissolugdo. Quanto maior a
concentragio de B-TCF maior a solubilidade >*. A resposta histologica do osso 3 CFCB
foi avaliada por Farifia '* em seu estudo, utilizando-se dois grupos, variando apenas a
propor¢do dos seus componentes. Foram implantados na mandibula de caes Beagle
cilindros compostos de: grupo um, 85% HA e 15% B-TCF e grupo dois, 15% HA e
85% PB-TCF. Ambas as ceramicas foram sinterizadas a 1000° C por 1 hora. Os
resultados histologicos indicaram que ambos os materiais foram biocompativeis, porém
uma maior quantidade de osso e em menor tempo foi formado no grupo dois, sugerindo
que o material com maior concentragdo de B-TCF teve maior potencial osteogénico.

Bodde e cols. ° compararam a ceramica B-TCF ¢ a CFCB implantadas no osso
trabecular femoral de nove carneiras, por 3, 12, e 26 semanas. A ceramica B-TCF
utilizada era pura, e a CFCB era composta de 75% HA e 25% B-TCF. Os resultados
demonstraram que no periodo de 12 semanas houve formacdo e presenca de tecido
Osseo apenas nas areas onde o B-TCF e CFCB estavam presentes, ficando evidente a
osteocondu¢do na superficie de ambos os materiais, porém a cerdmica -TCF teve uma
degradagdo bem maior do que a CFCB. Os autores concluiram que a ceramica B-TCF ¢
mais vantajosa como substituto 6sseo do que a CFCB, pois tem uma degradacdo maior
e uma formacao e distribuicdo 6ssea mais homogénea.

O tamanho dos granulos também pode interferir na velocidade de reabsor¢ao da
CFCB. Em estudo de Develioglu e cols. ', foi avaliado o efeito da CFCB na
osteogénese em defeitos dsseos criados bilateralmente na calvaria de ratos, sacrificados
apos 180 dias e 360 dias. Os defeitos do grupo teste foram preenchidos com a CFCB,
composta de 65% HA e 35% B-TCF, com granulos de 900 a 1200 um e os do grupo
controle deixados vazios. Os resultados mostraram que em ambos os grupos e periodos
a CFCB ndo exibiu propriedades osteocondutivas. Segundo o autor, esse resultado
ocorreu provavelmente pelo grande tamanho dos granulos da CFCB utilizada no estudo
que dificultou e atrasou sua dissolugdo e reabsorgdo. Os mesmos autores > realizaram
outro estudo, com a mesma metodologia, porém o periodo de cicatrizagdo foi de 540
dias. Os resultados histologicos demonstraram, em ambos os grupos que ndo houve
evidéncias de formagdo dssea, e para eles ha indicios de reagdo cicatricial contra o
material.

Além disso, o sitio de implantagdo do material pode interferir diretamente nos
resultados clinicos. Guehennec e cols > em seu estudo com ratos e coelhos utilizando

diferentes sitios, concluiram que nas regides em que 0 0SS0 € mais cOrtico-esponjoso a
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formagdo Ossea ¢ maior do que nas regides de osso medular, pois ha um maior
estimulagdo mecanica, que favorece a formagao dssea devido a uma maior atividade

muscular, elevando a vascularizagdo, proliferagio e atividade de osteoblastos locais '°.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que a
ceramica fosfato de calcio bifasica implantada em defeitos 6sseos cirtrgicos alveolares
de ratos gerou um decréscimo na densidade 0ssea, ocasionando um retardo no tempo de
reparo e menor formagao 6ssea no grupo experimental. Além disso, entre os periodos de
15 e 60 dias ocorreu a estabilidade dos cristais presentes na matriz 6ssea do modelo
experimental proposto.

De acordo com as propriedades fisico-quimicas das cerdmicas fosfato de célcio

8,9,13,7,5,11,2
, os fatores que podem

bifasica presentes em diversos estudos da literatura
ter influenciado no comportamento do biomaterial avaliado e nas reagdes de reparo
Osseo apresentadas neste estudo sdo o tamanho dos granulos utilizados, entre 500 a
1000 pm (considerados grandes, de dissolugdo mais lenta), a temperatura de
sinterizagdo 1100° a 1500° C (considerada alta, onde ha um decréscimo da area de
superficie especifica dos granulos, com consequente lenta dissolug@o) e a proporc¢ao dos
componentes no material de 60% de HA e 40 % de B-TCF (com grande concentragio
de HA na mistura, o que reduz a solubilidade do composto).

Sao necessarios novos estudos para avaliagdo do tempo total de degradacdo e

substitui¢do do material estudado.
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ABSTRACT

Based in the histomorphometric analyses, this study evaluated the biological
behavior of a biphasic calcium phosphate ceramics, in relation to the bone tissue after
filling the surgical alveolar bone defects created in rats. Twelve male Wistar rats were
used and the sample consisted of 24 alveolar defects: control group (n=12) and test
group (n=12), in a split mouth design. In the test group, the alveolar defects were filled
with biphasic calcium phosphate ceramic and in the control group, they were naturally
filled with blood clot. At the 7th, 15th and 60th days, the animals were sacrificed and
the protocol for histological routine completed. According to the results, the material
proved to be biocompatible and it was osteointegrated, although it the final
experimental period little reduction of its volume was observed. Most importantly, this
study concluded that the use of biphasic calcium phosphate ceramic caused a delay in

the alveolar healing process and failed to promote an increase in bone density.

Key words: Dental implants, Biomaterials, Biphasic calcium phosphate ceramics.

Figura 1. Fotografias dos procedimentos cirtrgicos. (A) Mesa cirurgica. (B) Exodontia
do primeiro molar superior. (C) Primeiro molar extraido. (D) Alvéolos pds-exodontia.
(E) Criagdo do defeito alveolar. (F) Defeito alveolar. (G) Defeito alveolar preenchido
com particulas de Straumann Boneceramic®. (H) Sutura.
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FIGURA 2. Aspecto histologico dos defeitos dsseos 7 dias apos as exodontias.
Grupo controle (A) e experimental (B).
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Ferramenta de demarcacgdo das areas de interesse do estudo.

FIGURA 3. Aspecto histologico dos defeitos osseos 15 dias apos as exodontias.
Grupo controle (A e B) e experimental (C e D).
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Tecido Conjuntivo

Tecido Osseo

Imagem negativa dos
cristais de Boneceramic

FIGURA 4. Aspecto histologico dos defeitos dsseos 60 dias apds as exodontias.
Grupo controle (A e B) e experimental (C e D).
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8. ANEXO
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Tabela 1. Mensuragao da porcentagem de Tecido 6sseo, Tecido Conjuntivo (tecido

mole e outros componentes) e Cristais de Boneceramic na regido de interesse.

(continua)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
\Y% VI VII VIII IX X XI X1I
15 dias | 15 dias | 15 dias 15 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias
Teste Teste Teste Teste Teste Teste Teste Teste
% de Tecido 16,23 22,80 21,42 27,94 44,47 25,23 43,64 44,68
Osseo
% de Tecido
Conjuntivo 22,41 30,43 38,45 47,00 18,26 13,22 18,47 8,48
% de
Boneceramic| 61,36 46,77 40,14 25,05 37,27 61,55 37,89 46,85
(conclusao)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
\Y% VI VII VIII X X X1 X1I
15 dias 15 dias | 15 dias | 15 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias
Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle
% dg: Tecido 46,78 69,78 66,11 39,01 56,53 76,06 79,73 62,45
Osseo
% de Tecido
Conjuntivo 53,22 30,22 33,89 60,99 43,47 23,94 20,27 37,55
% de 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Boneceramic




