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RESUMO

Zanferrari, Fernando Luiz. Rea¢fes 6sseas a implantes de cimento Portland em
fase soélida. Prof.Dr. Wilson Denis Martins. Curitiba: PUCPR 2006, Mestrado em
Odontologia, area de concentragdo em Estomatologia.

Objetivos: Os objetivos do presente estudo foram investigar experimentalmente a
osteotransdutividade do cimento Portland e testar a hipotese de que este material,
na fase solida, € adequado para substituicdo 6ssea. Método: foram utilizados 30
ratos Wistar. Corpos de prova de cimento Portland, em fase solida, foram
implantados na calvaria dos animais, em posi¢cao subperidéstea e justapostos ao
0sso. Os animais foram mortos aos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias. Os espécimes
foram removidos em bloco da regido da calvaria e processados para exame
microscopico. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina, hematoxilina
fosfotungstica, alizarina 4.2, e picrosirius red sob luz polarizada. Resultados:
Observou-se osteointegragdo do implante sem a formagdo de fibrose na interface
osso cortical/implante. Aos 120 dias ocorreu osteotransducéo (implante totalmente
substituido por osso neoformado normal). O tecido 6sseo neoformado contém
carbonato e fosfato de calcio, tal como ocorre no tecido 6sseo maduro e sadio. A
presenca de ostedide e colageno jovem denotam atividade de deposi¢cao de matriz
0ssea nao mineralizada. Conclusdes: Pela analise dos resultados obtidos foi
possivel concluir que o cimento Portland solido integrou-se totalmente e foi
substituido por osso lamelar compacto. Parece licito concluir que o cimento Portland
em estado soélido tem potencial para ser usado como substituto ésseo.

Palavras-chave: Cimento Portland; Osteoinducéo; Osteoconducgéo;
Osteointegracao; Osteotransdugao.
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ABSTRACT

Zanferrari, Fernando Luiz. Bone reactions to solid Portland cement implants.
Wilson Denis Martins PhD. Curitiba: PUCPR 2006, Dentstry MsC in Stomatology.

Objectives: The aim of the present study was to experimentally investigate the
osteotransductive of the Portland cement. The hypothesis was that this material, in
the solid phase, is appropriate for bone substitution.

Method: 30 adult, male, Wistar rats were used for this study. Solid alloplastic grafts
made of prehardened Portland cement were implanted in the calvaria, under the
periosteum and in contact with bone. The animals were killed at 15, 30, 45, 60, 90
and 120 post operative days. The specimens containing the implant and bone were
removed in bloc from the calvaria and processed for microscopic examination.
Histologic sections were stained with hematoxylin and eosin, fosfotungstic
hematoxylin, alizarin 4.2, and picrosirius red under polarized light. Results:
Osteointegration of the grafted material was observed, without formation of a gap
between material and bone. Osteotransduction was observed at 120 days (cement
was totally replaced by healthy newly formed bone). The newly formed bone contains
calcium carbonate and phosphate, components of the mature and healthy bone. The
presence of osteoid and immature collagen reveals deposition activity of non
mineralized bony matrix. Conclusion: It was possible to conclude that solid Portland
cement was osteointegrated and was replaced by compact new bone tissue. It was
generally concluded that solid Portland cement has the potential to be used as a
bone substitute.

Keywords: Portland cement; Osteoinduction; Osteoconduction; Osteointegration;
Osteotransduction.

Xii



1. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O cimento agregado triéxido mineral (ATM) constitui-se de uma mistura de
componentes em forma de po, predominando o cimento Portland *

O cimento Portland é uma mistura de silicato dicalcico, silicato tricalcico,
aluminato tricalcico, aluminoferrita tetracalcico e sulfato de calcio dihidratado
(gesso). Esta composicao é denominada clinquer e esta presente em todos os tipos
de cimento Portland 3.

Desde a introducdo do ATM por Lee et al *, como material para reparacédo de
perfuracdo lateral em Endodontia, a sua utilizacdo expandiu-se em varias

aplicagdes, principalmente no selamento de canais radiculares e no tratamento de

insucessos de origem endoddntica e periodontal >°,

O ATM apresenta biocompatibilidade’'?, toxicidade e irritacdo tissular
minima™ ' nao mutagenicidade '°, auséncia de neurotoxicidade '® aderéncia e
crescimento celular ' '8 atividade antimicrobiana e antifangica %' e atividade

mitogénica %.

Estas propriedades biolégicas encorajaram a pesquisa destes materiais como
substitutos 6sseos no complexo bucomaxilofacial. Entretanto, os estudos estédo
direcionados para a utilizagdo do ATM na fase gel coloidal (pastosa), realizando a
reacao de presa ja em contato com os tecidos 2325 Pouca atencdo tem sido dada a
pesquisa da fase sélida do cimento Portland.

A interacdo entre enxertos 6sseos € 0 0sso hospedeiro € definida pelos
fendbmenos da osteoindugdo, osteoconducdo e osteointegragdo. Osteoindugéo
caracteriza-se pelo recrutamento e estimulagao de células primitivas, indiferenciadas
e pluripotentes para se desenvolverem em células formadoras de 0sso;
osteoconducgao significa crescimento de tecido 6sseo na superficie, poros ou canais
de um implante e esta diretamente interligada ao fenbmeno da osteoindugao, pois
células indiferenciadas somente transformam-se em osteoblastos produtores de
matriz 6ssea desde que estejam aderidos a superficie do implante; osteointegragao
€ descrita histologicamente como o contato direto entre implante e osso sem a
formacdo de fibrose nesta interface; osteotransdugdo caracteriza-se pelo
comportamento in vivo do implante, que apds a osteointegragdo, € lenta e

gradualmente substituido por osso neoformado.



Fundamentado no excelente resultado biolégico acima descrito, avulta a
hipotese da possibilidade de utilizacdo do cimento Portland na fase sélida, resultado
final da reagdo de hidratagdo do cimento, na cirurgia estética (plastica e
bucomaxilofacial), nos casos em que seja necessario aumento de volume &ésseo
como nas mentoplastias e malarplastias e nas cirurgias reparadoras, principalmente
nas substituicdes 6sseas em defeitos de continuidade.

Ampla revisdo de literatura ndo encontrou pesquisa da utilizacdo do material
na fase solida, investigacédo de respostas tissulares, bem como dos mecanismos de
integracéo Ossea.

A hipotese é que o cimento Portland em fase sélida integre-se ao tecido
0sseo, 0 que pode indica-lo como material adequado para implantes e enxertos.

Os objetivos do presente estudo s&o investigar experimentalmente a
osteotransdutividade ?° do cimento Portland e testar a hipétese de que este material,

na fase sodlida, € adequado para enxertia éssea.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O ATM foi desenvolvido por Lee et al * causando impacto no estudo dos
materiais utilizados em Endodontia.

Torabinejad et al %’

apresentaram a composicao quimica, pH, radiopacidade,
tempo de presa, resisténcia a compressao e solubilidade. A maior parte das
moléculas presentes no ATM sao Ca e P. O pH inicial € 10,2 aumentando para 12,5
apos trés horas da manipulagao. Os autores observaram que o ATM apresenta duas
fases especificas. Uma fase é cristalina e outra amorfa. A fase cristalina constitui-se
de Oxido de calcio e a fase amorfa de fosfato de calcio. Relataram que o ATM é um
po constituido de finas particulas hidrofilicas que endurecem na presencga de agua.
Os principais componentes do material sao: silicato tricalcico, aluminato tricalcico,
oxido tricalcico, 6xido silicato e pequenas quantidades de alguns outros minerais,
responsaveis pelas propriedades quimicas e fisicas do agregado. O o6xido de
bismuto foi acrescentado para fornecer radiopacidade ao ATM. A hidratagcdo do ATM
resulta num gel coloidal, que resulta em estrutura soélida, dura, apds 2 horas e 45
minutos.

A similaridade do ATM com o cimento Portland foi inicialmente apontada por
Wucherpfennig & Green ', que demonstraram ser os principais ingredientes: Ca, P e
Si, composicdo idéntica a do cimento Portland. Macroscopicamente,
microscopicamente e na analise por difracdo de raios X, ambas as substancias sao
quase idénticas. Ambas sdo misturadas com agua, processando-se reagcao de
hidratagdo que conduz a fase sodlida.

Estrela et al '° também demonstraram que o cimento Portland contém os
mesmos elementos quimicos do ATM, com excecdo do Bi. Os autores compararam
o Proroot MTA®', cimento Portland, pasta de hidroxido de calcio, Sealapex® e

Dycal®

quanto a capacidade antimicrobiana, bem como sua formulagdo quimica. O
cimento Portland apresentava componentes nas seguintes porcentagens: CaO
(58,5%), SiO, (17,7%), Al03 (4,5%), MgO (3,3%), SO3(3,0%), Fe203(2,9%), KO

(0,9%), Na2O (0,2%).

! Proroot MTA®" Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, Ok - USA.
2 Sealapex®- Sybron-Kerr-Romulus, Ml - USA.
3 Dycal® - Dentsply — USA.



Apbés o primeiro estudo de Wucherpfennig & Green

a respeito da
similaridade entre ATM e cimento Portland, Funteas; Wallace; Fochtman?®
constataram também que a diferenca entre os dois materiais esta apenas no
acréscimo de Bi no ATM. Constataram que 14 elementos quimicos eram 0s mesmos
para os dois cimentos e ndo apresentavam diferengas quanto as quantidades.

Recentemente, Camilleri et al %°

estudaram a composicdo de duas versdes
comerciais de ATM, antes e apds a manipulagdo com agua. Demonstraram que o
ATM branco € composto primariamente de Ca, Si, Bi e O. O ATM cinza apresenta
tracos de Fe e Al e é composto principalmente de silicato tricalcico e silicato
dicalcico. Concluiram que as versdées comerciais de ATM possuem composi¢cao
similar ao cimento Portland comum, com exce¢ao da adicdo de compostos de Bi. O
ATM branco nao contém Fe. Os autores afirmaram que os principais constituintes,
silicato tricalcico e silicato dicalcico, reagem com a agua para produzir um sal
hidratado pobremente cristalizado e Ca(OH),. A interpretacdo dos autores € que o
ATM na fase sdlida pode ser considerado como Ca(OH), contido em uma matriz de
silicato. A presenca de Ca(OH); justifica seu pH alcalino (12,5), que possivelmente
contribui para sua biocompatibilidade.

Islam et al * compararam as propriedades fisicas e mecanicas entre ProRoot
MTA®, cimento Portland branco e cimento Portland convencional. Os resultados
demonstraram que o ProRoot MTA® e o cimento Portland apresentam propriedades
fisicas similares. A radiopacidade do cimento Portland € muito menor do que a do
ProRoot MTA®; a resisténcia & compressdo do cimento Portland é menor apds 28
dias. O principal constituinte do ProRoot MTA® & cimento Portland. O cimento
Portland pode ser facilmente esterilizado tanto por gas como por autoclave,
entretanto ndo existem sugestdes de que o cimento Portland esteja pronto para ser
usado na clinica em seu estado nativo.

| 3" apresentaram a formula do ProRoot MTA®: pé - cimento

Pelliccioni et a
Portland (silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico, aluminoferrita
tetracalcico) - 75%; 6xido de Bi — 20%; sulfato de Ca dihidratado (gesso) — 5%;
tracos de elementos (silica cristalina, 6xido de calcio, potassio e sulfato de sédio) —
acima de 0,6% e liquido: agua.

Segundo Gobbo 3 industrialmente o processo de fabricagdo do clinquer
Portland consiste na mineragdo e britagem das matérias-primas, seguido da

preparagao adequada da mistura crua com posterior queima por volta de 1.400 °C



em forno rotativo. O material utilizado para a fabricacdo deve conter em sua
composigao quimica os principais 6xidos componentes do clinquer: Ca0O, SiO; Al,O3
e Fe;0s. O calcario e a argila sdo as matérias-primas mais comuns como fonte de
CaO, SiO;, Al,03 sendo o minério de ferro, a principal fonte de Fe;Os. No caso da
fabricagdo de cimentos brancos, a presenga de Fe;O3 € restringida. Os
componentes do clinquer Portland podem ser subdivididos em trés grupos distintos:
Os silicatos calcicos (silicato tricalcico e silicato dicalcico), a fase intersticial
(aluminoferrita tetracalcico, aluminato tricalcico) e os compostos menos frequentes
como MgO, CaO, K,0 e NayO. O gesso € o produto de adi¢ao final no processo de
fabricacdo do cimento Portland, com a finalidade de regular o tempo de presa por
ocasiao das reacdes de hidratagao.

No Brasil, a qualidade do cimento Portland é aferida pela Associacio
Brasileira de Cimento Portland (ABCP) 2 com base nas normas da Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e nos principios do Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO). O cimento Portland
branco apresenta matérias-primas com baixo teor de Fe;O3, Mn e por condi¢cdes
especiais durante a fabricacdo, especialmente com relacdo ao resfriamento e a
moagem do produto. No Brasil o cimento Portland branco atende a norma NBR
12989, sendo classificado em dois subtipos: cimento Portland branco estrutural e
cimento Portland branco ndo estrutural, este ultimo com o cédigo de identificagdo
(sigla+classe) CPB e pela norma brasileira NBR 12989.

Abdullah et al * compararam a biocompatibilidade in vitro de dois tipos de
cimento Portland de presa rapida, cimento ionémero de vidro, ATM e cimento
Portland ndo modificado, por meio de observacao: das caracteristicas da superficie
dos cimentos Portland de presa rapida, citomorfologia em cultura de células de
osteosarcoma na presenga dos materiais testados, avaliacdo do efeito destes
materiais na expressao de marcadores de remodelagdo 6ssea. A morfologia celular
foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura. Do meio de cultura coletou-se
material para quantificagdo de citocinas, usando o exame de enzimaimunoensaio
(ELISA). A microscopia eletrébnica de varredura mostrou a aderéncia de células
sadias de osteosarcoma na superficie das variantes de cimento Portland de presa
rapida, cimento Portland ndo modificado e ATM. Em contraste, observaram-se
células arredondadas e mortas no cimento ionébmero de vidro. Usando ELISA os

niveis de interleucinas IL-1pB, IL-6, IL-18 e osteocalcina foram significativamente altos



nas variantes de cimento Portland de presa rapida comparado com os controles,
porém nao estatisticamente significativos comparados com o ATM. Os autores
ressaltam que os defeitos dentarios e a restauracédo do tecido ésseo requerem um
material capaz de se integrar com este ambiente biolégico. Materiais em contato
direto com o osso devem atuar como materiais osteocondutores capazes de
promover remodelagcao 6ssea normal. O estudo sustenta evidéncias de que as duas
variantes do cimento Portland de presa rapida ndo apresentam toxicidade e tem
potencial para promover cicatrizagcao 6ssea. Acrescentam que o ATM é derivado do
cimento Portland com propriedades quimicas similares e apresenta formidaveis
propriedades, tais como: biocompatibilidade, boa capacidade de selamento e a
capacidade para promover regeneragdo do tecido original quando colocado em
contato direto com a polpa dental e tecidos periradiculares.

Schwarz et al

comentaram que varias pesquisas sugerem que o ATM
permite, quando implantado, o crescimento de tecidos similares ao osso, bem como
ao cemento.

| 24, em estudo comparativo entre materiais de retro obturacéo

Torabinejad et a
endodoéntica, constataram a formacao de tecido duro na presenca de implantes de
ATM. Observaram microscopicamente a aposicdo de novo osso adjacente ao
implante de ATM, na fase pastosa, em defeitos 6sseos na tibia em modelo animal.

A resposta do tecido 6sseo a implantacdo do ATM foi estudada por Torreira et

al 11

, que demonstraram o potencial osteocondutivo do material em estudo
histolégico em ratos. A implantagdo do material na fase pastosa em defeitos dsseos
resultou em regeneracgao 6ssea apos quatro semanas da cirurgia. Porém, os autores
nao consideraram significante a quantidade de novo osso formado, considerando-a
limitada.

Cintra et al **

implantaram ATM na fase pastosa em alvéolos de dentes recém
extraidos em ratos. Apos 30 dias, constataram a presencga de tecido mineralizado
em contato direto com o material. O tecido conjuntivo estava bem organizado, porém
0 0sso ainda nao apresentava completa cicatrizagdo. Os autores sugerem um
periodo mais longo de observacao, para melhor avaliagdo da mineralizagao Ossea
completa.

A reacao do tecido 6sseo ao cimento Portland na fase pastosa foi estudada
por Saidon et al ® que classificaram a reagdo em dois tipos: tipo |, onde ocorreu

aposicdo de novo osso em contato direto com o material; tipo Il, onde ocorreu



formacgao de novo osso separado do material por fina camada de tecido conjuntivo
fibroso. A resposta tipo |, constatada apds 12 semanas, demonstra osteointegracao
do material. A analise microscépica demonstrou que o osso neoformado em contato
direto com o cimento Portland é sadio. No mesmo estudo, comparou-se a resposta
tissular 6ssea entre o cimento Portland e o ATM, sendo que os resultados foram
idénticos.

As bases fisico-quimicas das propriedades biolégicas do ATM foram
demonstradas em recente estudo *°. Demonstrou-se a interagdo do ATM com fluidos
tissulares sintéticos, ambiente escolhido para simular condi¢des in vivo, no qual o
ATM é usado. O material apresenta uma camada apatitica na sua superficie, em
proximidade com tecidos calcificados, forma uma unido quimica com os mesmos.
Devido a exposigao do ATM aos fluidos bioldgicos sintéticos, forma-se uma camada
de hidroxiapatita. A firme unido com o osso reflete esta unido quimica. O ATM nao é
um material inerte, pois em contato com fluidos bioldgicos libera seus principais
componentes catibnicos, disparando a precipitacao de hidroxiapatita em sua
superficie e nos fluidos adjacentes presentes no ambiente bucal.

Estudando compostos (cimentos de fosfato de Ca) em fase sélida, Yokoyama

et al 3¢

implantaram corpos de prova soélidos entre o peridosteo e o osso parietal de
ratos. Apos 30 dias, constataram a neoformacido Ossea oriunda do osso parietal,
parcialmente aderida ao cimento. Muitas partes da superficie do material implantado,
que estavam aderidas ao osso neoformado, apresentaram estruturas semelhantes a
lamelas e formagao de osso medular.

Guarnieri & Bovi ¥ utilizaram sulfato de calcio hemihidratado (gesso) em fase
solida para levantamento de seio maxilar e apds 8 meses realizaram implantes na
regido. No mesmo ato operatorio da colocagdo dos implantes, realizaram bidpsia
incisional para coleta de material para avaliagdo histolégica da area receptora do
enxerto de sulfato de calcio hemihidratado (gesso). A microscopia mostrou completa
reabsorcdo do sulfato de calcio hemihidratado e o0 o0sso apresentou-se
primeiramente como estrutura lamelar. O material enxertado apresentava
reabsorcdo em direcdo centripeta detectavel aos 60 dias. Oito meses apds a
realizacdo do enxerto, o tecido 6sseo regenerado mostrou-se de boa consisténcia
(variando entre os tipos 6sseos | e IlI). Nao ocorria invaginagéo de tecidos moles
para o interior do osso neoformado. Os implantes foram colocados e apresentaram

100% de osteointegracao. Ressaltam que o sulfato de calcio hemihidratado, quando
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usado como material de enxerto para levantamento de seio maxilar, conduz para
uma adequada osteointegracédo de implantes dentarios.

Em estudo realizado por Holland et al *

comparou-se a resposta tecidual do
ATM com o hidroxido de célcio. Os materiais formam granulag¢des de calcita (CaCOs3
— carbonato de calcio) e uma ponte de tecido mineralizado subjacente. O
mecanismo de acado do ATM seria 0 mesmo do hidroxido de calcio. O oxido de calcio
do p6 do ATM, ao reagir com agua, converte-se em hidroxido de calcio. Uma vez em
contato com os fluidos tissulares, dissocia-se em ions Ca ™" e (OH)". Os ions calcio
reagem com O gas carbbnico dos tecidos e originam os graos de calcita. Junto
dessas granulagbes ocorre acumulo de fibronectina que permite  adeséao,
diferenciagao celular e em consequéncia ocorre formacdo de uma ponte de tecido
duro. O comportamento do hidroxido de calcio pro-analise em contato com o tecido
pulpar produz cauterizagado superficial, determinando a ocorréncia de zona de
necrose pela penetragao de ions hidroxila. Essa area cauterizada eliminaria eventual
contaminacgao superficial (pelo pH 12,5) bem como a porgéo pulpar superficial mais
alterada. A deposigao das granulagdes de calcita e consequente formagao da ponte
de tecido duro ocorreriam a partir do limite entre a zona de necrose e o tecido pulpar
vital. Com o ATM praticamente ndo ocorre formagao de zona de necrose, 0 que
sugere pouca penetragao de ions calcio e hidroxila.

Partindo do principio de que o ATM é semelhante ao cimento Portland,

23 astudaram o cimento Portland, ATM e o hidroxido de calcio

Holland et al
quimicamente puro, implantando-os em tecido subcutaneo de ratos. Os resultados
foram semelhantes entre o ATM e o cimento Portland, ou seja, foram observadas
granulagcdes de calcita em contato com os materiais estudados. Diante dos
resultados obtidos os autores sugerem que o mecanismo de agao dos trés materiais
estudados ¢é similar. Os autores ressaltaram que todos o0s experimentos
mencionados apdiam os resultados relatados por Wucherpfennig & Green ' e Estrela

etal '°

, que sugerem que o ATM e o cimento Portland s&o materiais similares.

Em estudo realizado por Koh et al ” na acdo do ATM na produgao de citocinas
em osteoblastos humanos e na adesdao das células a superficie do material,
utilizando meio de cultura para osteoblastos (MG-63), observou-se: crescimento
celular na superficie do ATM em 6 horas e aumento deste crescimento até 144
horas. Os ensaios de ELISA demonstraram niveis elevados de interleucinas (IL-1q,

IL-18 e IL6) na presenca do ATM. Os niveis de citocinas aumentados
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demonstraram-se favoraveis para a estimulacdo da atividade de osteoclastos;
porém, o ATM apresentou-se como um estimulador de osteoblastos e parece ser a
fase de fosfato de calcio do ATM a responsavel pelo favorecimento da estimulagao.
Esta fase, enquanto nao é representada pela formacao de hidroxiapatita, poderia ser
responsavel pela mudanga no comportamento celular que estimula o crescimento
celular sobre o ATM.

Em outro estudo realizado por Koh et al ® para analisar a resposta celular ao
ATM, os autores observaram a citomorfologia dos osteoblastos na presenga do
material, bem como a produgdo de citocinas. As citocinas sdo glicoproteinas de
baixo peso molecular secretadas como resultado de estimulagéo celular que
interagem com os receptores celulares, levando a modificagdo na sintese do RNA
celular, proteinas e no comportamento celular. As citocinas estdo diretamente
relacionadas com o processo de coordenagdao do metabolismo 6sseo. O estudo
abordou ainda a capacidade pela qual o ATM parece induzir a cementogénese,
investigando a capacidade celular de produzir matriz que posteriormente poderia ser
calcificada. As interleucinas estudadas foram (IL-12, IL-1B, IL-6), além do fator
estimulador da colbnia de macrofagos. A citomorfologia foi observada em
microscopia eletrénica de varredura e os resultados foram: diferengas marcantes na
morfologia celular entre as células cultivadas na presenga do ATM, sendo que estas
células apresentavam morfologia normal, aparéncia achatada e estavam aderidas ao
cimento, em contato direto com o mesmo. As células controle cresceram em
confluéncia e as células na presenca do IRM estavam arredondadas e esparsas,
indicando que o IRM é toxico. O teste ELISA mostrou niveis elevados de todas as
interleucinas, em todos os periodos de tempo quando as células cresceram na
presenca do ATM. Quando as células cresceram sozinhas, sem estar em contato
com o cimento, os niveis de interleucinas ndo foram detectados. O fator estimulador
de macrofagos foi produzido pelas células independentemente do material que
estava sendo testado, mostrando que o ATM atua como substrato biologicamente
ativo para as células ésseas e estimula a producédo de interleucinas. A formagéao
O0ssea pode ser dividida em duas fases. A primeira envolve o recrutamento e
diferenciagdo de precursores de osteoblastos. A segunda €& a produgéo e
mineralizagdo da matriz éssea por osteoblastos perfeitamente desenvolvidos. As
citocinas envolvidas na formacado 6ssea podem ser divididas em dois grupos. O

primeiro inclui as citocinas que estimulam a proliferacao de células ésseas, mas
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inibem osteoblastos perfeitamente desenvolvidos (IL-1 e fator estimulador de
macrofagos). O segundo estimula ambos, proliferagdo de precursores de
osteoblastos e atividade de osteoblastos perfeitamente desenvolvidos (IL-6). A
estimulagcédo do precursor do osteoblasto € guiada em preparagdo para a préxima
fase da formagao dssea.

Mitchell et al '? avaliaram a biocompatibilidade de trés variantes do ATM, trés
materiais para enxerto 6sseo sintético e hidroxido de calcio; por meio de cultura de
células de osteossarcoma (MG 63) e observaram a citomorfologia, crescimento
celular e a producédo de citocinas (IL-1a, IL-6, IL-8, IL-11 e fator estimulador de
colénias de macréfagos — principais citocinas envolvidas no fendmeno de
remodelagdo 6ssea). Os testes foram comparados com controles onde ndo havia
material presente. Os resultados demonstraram que ocorreu crescimento celular
com as trés variantes do ATM e muitas destas areas estavam totalmente recobertas
ao final do segundo dia. O crescimento celular também foi observado nos materiais
para enxerto sintético, o que foi pobremente observado no hidroxido de calcio. A
expressdo da IL-6 foi representativa somente com o ATM e uma variedade de
enxerto 6sseo sintético. A expressao da IL-8 somente foi observada no ATM. Néao
foram observadas expressoes da IL-1a e IL-11 em nenhum dos materiais estudados.
A producgado de fator estimulador de colénias de macrofagos foi expressiva para
todos os materiais e em menor quantidade para o hidroxido de calcio e 0 gesso
paris. O fator estimulador de col6nias de macrofagos € importante na maturagéo e
desenvolvimento de osteoclastos, atraindo osteoclastos para os locais de
reabsorc¢ao e controlando o seu funcionamento. O estudo sugere que este é um fator
secretado por osteoblastos sadios e ndao requer a ativacdo dos osteoblastos. O
processo pelo qual osteoblastos sdo ativados pelo ATM é ainda obscuro. Os autores
relataram que a solubilidade do ATM é pequena, mas é possivel que ocorra alguma
diluicdo superficial do material que estimule os osteoblastos a sintetizarem IL-6 e IL-
8. Existe ainda a possibilidade de que a microestrutura cristalina do ATM possa
fornecer o estimulo necessario para a adesao, crescimento celular e expressao de
citocinas. A IL-8 também estimula a angiogénese. A proliferacdo de vasos
sanguineos & de fundamental importancia para a cicatrizagdo do tecido conjuntivo e
provavelmente explica porque o ATM tem sucesso in vivo, pois neste estudo

somente este material produziu IL-8.
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Safavi & Nichols *° avaliaram os efeitos do ATM e cimento Portland na
secrecdo de prostaglandinas PGE; pelos mondécitos. Utilizaram mondcitos
provenientes de sangue fracionado e incubados a 37°C na presenca de 5% de CO»
por 2 horas. Fez-se outra incubagao, desta vez por 24 horas, agora contendo os
materiais a serem testados. Os resultados mostraram diminuicdo da producgao de
PGE; em contato com os materiais. Concluiram que tanto o cimento Portland como
o ATM inibe a formagao de prostaglandinas secretadas pelos mondcitos, o que seria

devido a solubilidade de produtos contidos nestes cimentos.
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3. MATERIAL E METODO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
PUCPR (Protocolo 75/05/CEPA-PUCPR) (ANEXO A). Foram observadas as normas
para a pratica didatico-cientifica da vivissecgédo de animais (Lei 6.638 de 08 de maio
de 1979) *° (ANEXO B).
A pesquisa é experimental, descritiva, dentro do paradigma tradicional quantitativo.
3.1 Amostra selecionada
Constituida de 30 ratos (Rattus norvegicus albinus) — Rodentia — Mammalia,
linhagem Wistar, machos, adultos, pesando cerca de 250g +/- 50g, alimentados com
ragao e agua ad libitum. Os animais foram divididos em seis grupos, de acordo com

os periodos de tempo de morte (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicao e morte dos animais por periodo de tempo.

Grupos I 1 11| v Vv VI
Morte dos Animais 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 90 dias 120 dias
NGmero de Animais 05 05 05 05 05 05

n = 30 animais

3.2 Método.
3.2.1 Corpos de prova.

Confeccionados em cimento Portland branco n3do estrutural ¢, na proporgdo de
1:3 (dgua destilada estéril e pd). Manipulagcdo em placa de vidro estéril; espatula
para cimento também estéril, até obter-se consisténcia pastosa. O material foi

acondicionado em moldes do elastdmero odontoldgico Xantopren® e Optosil®, n

a
forma de calotas esféricas, obtendo-se corpos de prova medindo 6,06 mm de

diametro por 1,10 mm de espessura e conferidos com paquimetro digital *.

* Irajazinho — Cimento Rio Branco — Companhia de cimento Portland Itat — Votorantin — NBR 12989
da ABNT — Brasil.

® Heraeus — Kulzer, Bayer® - Alemanha.
5 Heraeus - Kulzer, Bayer". Alemanha.
" Mitutoyo® - Japan.
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Os corpos de prova foram esterilizados em 6xido de etileno por ocasido das
cirurgias experimentais (Figuras 1 a 6).

FIGURA 1 - Proporgéao po e liquido (3:1).

FIGURA 2 - Cimento manipulado

FIGURA 3 - Material acondicionado no molde.
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FIGURA 4 - Detalhe do molde.

[ ccils

ORIGIN

Mitutoyo

FIGURA 5 - Corpo de prova. FIGURA 6 - Corpo de prova.

3.2.2 Procedimentos cirurgicos.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de Ketamina® e cloridrato de 2-
(2,6 — xilidino)-5,6—dihidro-4H-1,3-Tiazina (5:1)9; 0,1 ml/100g intramuscular
(protocolo do Biotério da PUCPR supervisionado pelo Médico Veterinario Dr.
Indalécio Mainardes Sutil — CRMV 3-0283).

8 Vetanarcol® - Konig — Argentina.
® Rompun® - Bayer — Alemanha.
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Protocolo cirurgico:

a) tricotomia na regido da calvaria; assepsia do campo operatério com PVPI

tépico;

b) incisdo reta de 2 cm com lamina n° 15 ao longo da sutura sagital; divulsao
do couro e tecido subcutédneo; acesso ao periésteo; retalho dividido
(Figura 7);

c) incisado reta parasagital, descolamento e afastamento do periosteo; acesso
direto aos ossos da calvaria (Figura 8);

d) aposicdo do implante de cimento Portland em fase sodlida na regido
subperiostea da calvaria (Figuras 8 e 9);

e) sutura simples com fio mononylon 4-0"°;

f) pds-operatorio: administracéo de 0,1ml de Banamine®'" IM;

g) remogao da sutura apés sete dias.

FIGURA 7 — Incisdo e acesso ao peridsteo.

19 Nylon 4-0 - Monofilamento preto-Shalon®- Brasil.
1 Schering-Plough® - USA.



FIGURA 9 — Implante in situ coberto pelo peridsteo.
Notar a incisdo parasagital (seta).
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3.2.3 Morte dos animais.
Seguindo-se o cronograma da Tabela 1, os animais foram mortos utilizando-se
cloridrato de ketamina e cloridrato de 2-(2,6 — xilidino)-5,6—dihidro-4H-1,3-tiazina em

dose letal (superior a 0,2ml/100g), por via intraperitonial.

3.2.4 Processamento dos espécimes.

Os espécimes foram obtidos por osteotomia e remogao em bloco da regiao da
calvaria contendo o implante (Figuras 10 e 11) e processados de acordo com as
técnicas padronizadas para histologia em tecidos duros.

Os cortes histolégicos foram obtidos da parte central do implante, com espessura
de 4 um (Figura 12).

De cada grupo de animais - | a VI, classificados na Tabela 1, foram obtidas
laminas coradas com hematoxilina e eosina, hematoxilina fosfotungstica, alizarina

4.2, picrosirius red, totalizando 120 laminas.

e 30 (Grupo I a VI) com hematoxilina e eosina (HE);

e 30 (Grupo I a VI) com hematoxilina fosfotungstica;

e 30 (Grupo I a Vl) com alizarina 4.2;

e 30 (Grupo I a VI) com picrosirius red
(A coloracdo hematoxilina fosfotungstica foi acrescentada em face dos
resultados iniciais observados na coloragao por HE, que sugeriam adeséao

celular ao material).



FIGURA 10 - Espécime contendo o implante (vista superior).

FIGURA 11 - Espécime contendo o implante (vista inferior).
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Peridsteo

Cortical externa

— = > — o
I C ortical interna

FIGURA 12 — Desenho do plano de corte do espécime.

3.2.5 Macroscopia.
Em todos os espécimes os implantes apresentaram-se cobertos pelo

peridsteo e aderidos a cortical da calvaria, portanto sem apresentarem mobilidade.

3.2.6 Microscopia.

Utilizou-se microscopio de luz Olympus®'? acoplado a uma camera Sony®"®

com aumentos de 40x, 200x e 400x. As fotomicrografias das laminas representativas

de cada grupo foram obtidas com filme Fujicolor®'* .

2 BX50 — Japan.
3 CCD - Iris color video camera — Japan.
¥ Quality Il — ASA 100 — Brasil.
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4. RESULTADOS
Os resultados foram uniformes para todos os grupos em seus respectivos

periodos de tempo. As laminas apresentadas a seguir s&o representativas de cada

grupo.

4.1 Grupo | - 15 dias — HE.

Fotomicrografia com visdo panoramica da area do implante () aposto a
cortical externa (CE). Area central representada pelo implante, parcialmente
removido devido a técnica histoldgica (l). Na parte superior do implante, observa-se
o periosteo (P); subjacentes, faixa de fibrose (Fo) (colageno), faixa de tecido de
granulacdo (Tg) e faixa com depdsito de fibrina (Fi), sugerindo organizagéo
centripeta. Na parte inferior observa-se a mesma organizagédo, igualmente
centripeta: cortical interna (Cl) revestida pelo endésteo (E), suprajacentes, faixas de
fibrose, granulacao e fibrina (Figura 13). Na area destacada, observa-se area de
fibrose penetrando a cortical externa, faixa de fibrina (Fi), faixa de tecido de

granulacédo (Tg) e faixa de fibrose (Fo) (Figura 14).
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FIGURA 13 — Implante (I) de cimento Portland aposto na cortical externa (CE)
fibrina (Fi), tecido de granulagdo (Tg), fibrose (Fo), periésteo (P), enddsteo (E)
cortical interna (Cl). (15 dias, HE 40X).

FIGURA 14 — Area destacada mostrando as faixas centripetas. Fibrose (Fo)
tecido de granulagao (Tg), fibrina (Fi), implante (I) e cortical externa (CE)
(15 dias, HE 200X).
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4.2 Grupo Il — 30 dias HE.

Na parte inferior esquerda do implante, observa-se o enddsteo (E) revestindo
a cortical interna (Cl); suprajacentes, faixa de fibrose (Fo) (colageno), faixa de tecido
de granulagdo (Tg) e faixa com depdsito de fibrina (Fi), sugerindo organizagao
centripeta. As faixas de fibrina e de tecido de granulagdo apresentam-se mais
espessas e a faixa de fibrose mais delgada (Figura 15). Na parte inferior direita e
superior observa-se a mesma organizacao, igualmente centripeta: Peridsteo (P);
subjacentes, osso lamelar neoformado (ON) (trabécula éssea circundada por anel de
osteoblastos), faixa de fibrose, tecido de granulacdo e faixa de fibrina. O osso
neoformado nao circunda totalmente o implante (Figura 16).

No destaque observa-se o0 osso lamelar neoformado circundado pelo anel de
osteoblastos e subjacente, a fibrose, tecido de granulagéo e faixa de fibrina (Figura
17).

FIGURA 15 — Regiéo inferior esquerda. (30 dias, HE 40X).
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FIGURA 16 — Tecido 6sseo lamelar neoformado (ON) na regiéo inferior
direita que se estende para a parte superior do implante. (30dias, HE 40X).

FIGURA 17 - Destaque mostrando o tecido dsseo lamelar neoformado (ON),
anel de osteoblastos (seta), faixa de fibrose (Fo), tecido de granulagao
(Tg), faixa de deposigao de fibrina (Fi) (30 dias, HE 200X).
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4.3 Grupo Il — 45 dias HE.

A organizagdo em faixas € a mesma observada aos 15 e 30 dias. O osso
lamelar neoformado apresenta-se compacto e organizado. Observa-se diminui¢ao
da area do implante (Figuras 18 e 19). O osso lamelar neoformado circunda o
implante.

Na area destacada observam-se as faixas de fibrina, granulagao, fibrose e o
tecido 6sseo neoformado, de aspecto lamelar, com ostedcitos aprisionados na
matriz mineralizada. Observa-se a formacgao de ostedide, denotando deposicdo de
matriz 6ssea ndao mineralizada. Observa-se igualmente o anel de osteoblastos em
torno das trabéculas 0sseas e areas de colageno entremeadas no tecido conjuntivo

adjacente a area de deposicéo de fibrina. (Figura 20).

FIGURA 18 - Tecido 6sseo lamelar neoformado (ON) em toda a extensao do
implante: superior, inferior e na lateral esquerda (45 dias, HE 40X).



FIGURA 19 — Tecido ésseo lamelar neoformado (ON) em toda a extensao do
implante: superior, inferior e na lateral direita (45 dias, HE 40X).

w

FIGURA 20 — Fibrina (Fi), colageno (Co) na area de granulagao,
fibrose (Fo), ostedide (Os) e ostedcito (seta). (45 dias, HE 200X).
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4.4 Grupo IV — 60 dias HE.

Observa-se deposigao de tecido 6sseo neoformado de aspecto lamelar, mais
organizado e compacto. E visivel faixa de deposicdo de fibrina, tecido de granulacéo
e estreita faixa de fibrose. Observa-se o padrao centripeto de formagao dssea, com
o anel de osteoblastos circundando as trabéculas 6sseas neoformadas.

Na interface implante/osso, nao ha fibrose (Figuras 21 e 22).

Na area destacada, observam-se as faixas de fibrina, tecido de granulacéao,
fiborose e neoformagdo Ossea (ostedide depositado pelo anel de osteoblastos
adjacentes a trabécula éssea neoformada), os ostedcitos estdo aprisionados na
matriz é6ssea mineralizada com manuteng¢ao dos nucleos e formagéao de vasos (V) no

tecido de granulacéao (Figura 23).

FIGURA 21 - Tecido 6sseo lamelar neoformado na interface osso/implante
(seta) sem a formacgao de fibrose (60 dias HE 40X).



FIGURA 22 - Tecido 6sseo lamelar neoformado na interface osso/implante
(seta) sem a formacgao de fibrose (60 dias HE 40X).

FIGURA 23 - Fibrina (Fi), tecido de granulagdo (Tg), fibrose (Fo),
vaso (V), anel de osteoblastos (Ob), ostedide (Os), osso lamelar
neoformado (ON), ostedcito (seta), implante (1) (60 dias, HE 400X).
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4.5 Grupo V — 90 dias HE.

O osso lamelar neoformado apresenta-se perpendicular a cortical externa
substituindo quase que totalmente o implante por novo tecido 6sseo. Observa-se
formagdo de osso de aspecto lamelar circundado pelo anel de osteoblastos e o
periésteo cobre totalmente a superficie do implante. (Figuras 24 e 25). Na area
superior, em destaque, observa-se trabécula o&ssea circundada por anel de
osteoblastos, ostedcitos nucleados aprisionados na matriz 6ssea mineralizada,
formacao de colageno e presenga de vasos sanguineos no periésteo (Figura 26). Na
area destacada inferior vé-se claramente a interface osso/implante sem a formacéao
de fibrose, juntamente com tecido Osseo neoformado lamelar, ostedcitos

aprisionados na matriz mineralizada. Sao visiveis canais vasculares (Figura 27).

FIGURA 24 — Formagéao de vasos no peridsteo (seta), osso lamelar
neoformado com diregao vertical (ON), cortical externa com diregéao
horizontal (CE) (90 dias, HE 40X).



FIGURA 25 — Formagéao de vasos no peridsteo (seta), osso lamelar
neoformado com diregao vertical (ON), cortical externa com diregéao
horizontal (CE) (90 dias, HE 40X).

FIGURA 26 — Vaso (V), osso lamelar neoformado (ON) circundado
por anel de osteoblastos, ostedcitos (seta) (90 dias, HE 200X).
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FIGURA 27 — Interface osso/implante: auséncia de fibrose (seta),
osso lamelar neoformado (ON), cortical externa (CE), canal vascular
(CV) (90 dias, HE 400X).

4.6 Grupo VI — 120 dias HE.

Observa-se tecido 6sseo lamelar neoformado; diminuicdo dos espacos
medulares; padrdo 6sseo compacto. A cortical externa apresenta-se sem areas de
reabsorcdo ou necrose. Persisténcia do padrao de deposicdo Ossea vertical em
relacédo a cortical externa (Figura 28).

No destaque superior observam-se as trabéculas Osseas fortemente
compactas e o anel de osteoblastos na periferia. Presenca de ostedcitos nucleados
na matriz Ossea mineralizada e peridosteo apresentando aspecto normal
caracterizado pela camada fibrosa e a camada osteogénica (Figura 29). Na figura 30

apresenta-se o destaque inferior com a interface osso/implante sem fibrose.



FIGURA 28 — Compactacdo do tecido 6sseo neoformado sem fibrose
na interface osso/implante. (120 dias, HE 40X).

osteogénica (CO), osso lamelar neoformado (ON) (120 dias,HE 200X).
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FIGURA 30 — Interface osso/implante sem a formacgao de fibrose (setas),
osso lamelar neoformado (ON), cortical externa (CE) (120 dias, HE 200X).

4.7 Outras coloragoes.
4.7.1 Hematoxilina fosfotungstica (cora fibrina) Grupo Il - 45 dias.

A faixa de fibrina é corada em azul escuro, seguida pela faixa de tecido de
granulagcdo em tom azulado e por tecido 6sseo neoformado em roxo (Figura 34).

No destaque observa-se claramente a formagao da rede de fibrina (seta). As
areas claras sao proprias do material. Observam-se ainda pequenas particulas
birrefringentes proprias do material sendo entrelagadas pela rede de fibrina (Figura
35).



FIGURA 31 — Faixa de fibrina (Fi), tecido de granulacao (Tg), fibrose (Fo),
osso lamelar neoformado (ON), periésteo (P) (45 dias, Hematoxilina
fosfotungstica 40X).

Implante

FIGURA 32 — Rede de fibrina (setas) e particulas do material sendo
entrelacadas (45 dias, hematoxilina fosfotungstica 200X).
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4.7.2 Alizarina 4.2 (cora Ca) — Grupo V - 90 dias.

Observa-se a cortical corada em castanho (Fosfato de Ca e Carbonato de Ca)
o anel de osteoblastos em vermelho adjacente ao osso lamelar marcado em tons de
verde e, principalmente, areas entremeadas no osso lamelar denotando presenca de

fosfato de calcio e carbonato de calcio, corados em castanho (Figura 36).

FIGURA 33 — Alizarina 4.2 corando carbonato de calcio e fosfato de calcio.
(90 dias, Alizarina 4.2 40X).

4.7.3 Picrosirius red (evidencia ostedide) — Grupo VI -120 dias.

Observa-se o corte sem luz polarizada, onde o colageno total € corado em
bordd escuro, ndo se diferencia o colageno jovem e ostedide. O peridésteo cobre o
implante e a cortical aparece corada em tom mais claro (Figura 37). Sob luz
polarizada observa-se a marcagao do colageno jovem em tom amarelo birrefringente
e, em tom vermelho birrefringente, o ostedide. Em tom verde observa-se 0 0sso
compacto, tanto na cortical como na area do implante, de maneira organizada,
disposta em diregao paralela ou concéntrica em torno de um canal vascular (Figura
38).



FIGURA 34 — Peridsteo (P), colageno total (Ct), cortical (C) (120 dias,
picrosirius red 40X).

< ‘ﬂ ';-*‘:}QME- -

FIGURA 35 — Picrosirius red sob luz polarizada: Ostedide (seta),
periésteo (P), colageno jovem amarelo birrefringente, canal vascular (CV),
cortical (C) (120 dias, picrosirius red sob luz polarizada 40X).
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5. DISCUSSAO
5.1 Espécimes analisados em HE.
15 dias HE.

A adaptacgdo inicial do implante sélido a cortical resulta em estratificagdo
centripeta, constituida por trés camadas distintas: fibrosa, granulosa e fibrinosa.
Nesta fase, ainda ndo é evidente a neoformacao Ossea. Estas trés camadas sao
resultantes do processo de osteoindugédo e estdo presentes em todos os grupos, a
partir dos 15 dias, com excec¢do do grupo de 120 dias, onde ja ocorreu substituigao
do implante por tecido ésseo neoformado. Esta estratificagdo foi observada tanto na
parte superior, na interface peridsteo/implante, como na inferior, na interface
cortical/implante.

Holland et al %, trabalhando com cimento em fase pastosa, demonstraram
que o CaO, do p6 do cimento, ao ser preparado com H,0O, é convertido em Ca(OH),
que, em contato com os fluidos tissulares, dissocia-se em ions Ca** e (OH)". Os ions
Ca™, reagindo com o CO, dos tecidos, originam a granulagées de CaCOs. Junto a
estas granulagbes, acumula-se fibronectina permitindo a adesdo e diferenciagcéo
celular. A deposicdo de fibronectina na superficie € no interior do implante, leva
ao fendbmeno de adesao celular permitindo assim a diferenciacdo das células
precursoras de osteoblastos e osteoclastos.

O inicio do processo de osteogénese é explicado pela dissolugdo, em meio
aos fluidos tissulares, dos ions Ca’", fosfato e hidroxila, formando hidroxiapatita
conforme demonstrado por Sarkar et al 3 em estudo in vitro, usando cimentos em
fase pastosa. O processo continua ndo somente na superficie do implante como em
seu interior, pois sua natureza porosa permite a penetracdo e adesao das células
indiferenciadas (osteocondugdo) levando a precipitagdo de ions Ca'", fosfato e
hidroxila com subsequiente precipitacdo de hidroxiapatita. A formacao de tecido
0sseo € um processo dinamico e continuo; a mineralizacdo do tecido ésseo
acontece pela mineralizacdo das fibrilas de colageno da matriz 6ssea né&o
mineralizada (osteside)*" 4% %3,

30 dias HE.

As faixas de fibrina e de tecido de granulagédo apresentam-se mais espessas
comparando-se com os 15 dias. E evidente a neoformacdo 6ssea lamelar,
evidenciada pelas trabéculas circundadas por osteoblastos. Isto significa que os

osteoblastos sofreram diferenciagao celular, estdo aderidos ao implante e secretam
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matriz dssea ndo mineralizada (ostedide), processo fisioldgico da osteogénese ** 43
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Yokoyama et al *®, aos trinta
dias.

45 dias HE.

O aspecto aos 45 dias é semelhante ao de 30 dias. Ocorreu maior deposigcao
de tecido 6sseo neoformado, circundando todo o implante, bem como é evidente a
deposicdo centripeta. A area do implante esta parcialmente preenchida pela
substituicdo do cimento por tecido dsseo lamelar neoformado. Este padrao lamelar
também foi observado por Yokoyama *, trabalhando com implantes sélidos de
cimento de fosfato de Ca apostos em calotas cranianas de ratos.

Os ostedcitos apresentam-se nucleados, significando que o osso é viavel, ao
contrario da auséncia nuclear observada na necrose 0ssea.

O padrao da estratificacdo observado nas laminas de 45 dias (Figura 20)
sugere fortemente o fendbmeno de metaplasia 6ssea, que vai completar-se aos 120
dias, com a compactagao ossea total.

60 dias HE.

Observa-se relacdo de contato direto entre o osso neoformado e a cortical
externa, sem presenca de fibrose, o que caracteriza a osteointegragao, confirmando
9

os resultados obtidos por Saidon et al A osteointegragdo foi definida,

histologicamente, como “a ancoragem direta de um implante por formagao de tecido
6sseo sem o crescimento de tecido fibroso na interface osso/implante” **

Ao mesmo tempo, o fendmeno de osteocondugdo® continua ativo,
centripetamente, como demonstrado pela figura 23, bem como a flagrante

diminui¢ao da area do implante por substituicdo por osso lamelar.

90 dias HE.

Surgem evidéncias de um padrdo de neoformacédo Ossea caracterizado por
0sso lamelar em trabéculas perpendiculares a cortical e ao peridsteo. Este padrao
colunar perpendicular nao foi previamente descrito na literatura, (Figura 24). A area
referente ao implante aparece quase totalmente preenchida por tecido 6sseo
neoformado. Confirma-se o fendmeno da integracdo 6ssea sem fibrose *,
observada anteriormente na interface cortical/osso neoformado.

O periésteo apresenta-se bem vascularizado, adjacente a interface

periosteo/osso neoformado, sugerindo suprimento de células osteoprogenitoras
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(Figura 24). Subjacente ao peridsteo, observa-se camada de tecido conjuntivo
vascularizado, com anel de osteoblastos circundando as Ilamelas Osseas
neoformadas. O fendmeno da osteotransdugdo®® comeca a ficar claro neste periodo
onde acontece a neoformacgao de tecido 6sseo lamelar por metaplasia éssea (Figura
26).

O osso neoformado proximo a interface com a cortical externa apresenta
canais vasculares, sugerindo osso maduro e saudavel *' (Figuras 24 e 25).

120 dias HE.

O osso neoformado preenche toda a area anteriormente ocupada pelo
implante. O osso apresenta-se compacto, com presenga de canais vasculares,
marginados por osso em forma concéntrica, osteoblastos na periferia e ostedcitos no
interior do tecido ésseo mineralizado, caracteristicas de osso normal e sadio.

O periésteo apresenta-se menos vascularizado quando comparado com as
fases anteriores. A camada osteogénica do periosteo continua presente; porém, a
camada fibrosa € mais fina, estrutura esta compativel com o periésteo normal nao

estimulado *" *? (Figura 29).

5.2 Outras coloracdes.
Hematoxilina fosfotangstica.

Utilizou-se esta coloragdo para corar fibrina*®. O grupo selecionado Il (45
dias), onde os estratos apresentam-se bem distintos. A fibrina € uma glicoproteina
de baixo peso molecular e estabelece ligacdo (adesdo celular) com outras
moléculas, principalmente colageno. Além de favorecer a adesao celular, promove a
diferenciacdo das células dsseas. E encontrada em estagios de remodelagdo
tecidual e cicatrizagéo de feridas *'.

Inicialmente, o peridsteo esta em contato direto como o implante. Por estimulo
do periésteo e do préprio material implantado (fonte de ions calcio e fosfato) & %,
ocorre a formacdo de fibrina que, pelo mecanismo acima citado, promove
diferenciacdo e crescimento celular 7 3% 32 3% 38 A rede de fibrina adere aos cristais
amorfos do cimento (Figura 32).

Estes resultados estdo acordes com Mitchell et al '2

, sugerindo que, mesmo
sendo pequena a solubilidade do cimento sodlido, ocorre diluicdo superficial do

material, estimulando assim os osteoblastos a sintetizarem citocinas. Parece
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confirmada a possibilidade levantada por estes autores de que a microestrutura
cristalina do cimento possa fornecer o estimulo para a adesao e crescimento celular.

Mesmo ndo sendo o ensaio de biocompatibilidade objetivo deste trabalho, a
adesdo celular mediada pela fibrina corrobora o conceito de nao aderéncia de
células a superficie de materiais téxicos, conforme demonstrado por Abdullah et al *
em estudo especifico da toxicidade do material.

Alizarina 4.2.

Alizarina 4.2 é uma coloragdo pH dependente que pode diferenciar a
formacao de oxalato de calcio, carbonato de calcio e fosfato de calcio. Oxalato de
calcio cora-se em tom laranja em pH 7, mas nao se cora em pH 4.2. O carbonato de
calcio e o fosfato de calcio coram-se em castanho, tanto em pH 7 como em pH 4.2
6 Utilizou-se para pesquisa destes componentes do tecido dsseo, componentes
estes presentes na HA. A lamina selecionada foi do grupo V, fase em que o implante
foi quase totalmente substituido por tecido 6sseo neoformado. E evidente a
presenca de carbonato de calcio e fosfato de calcio, componentes do osso normal e
da HA, comprovando que a estrutura do implante sélido é fonte de ions capazes de
estimular a formacéo dssea, acorde com Mitchell et al ® ™ (Figura 36).

Picrosirius red.

O tecido 6sseo é inicialmente produzido na forma de matriz ndo calcificada,
composta de fibras colagenas casualmente orientadas, finas, curtas, associadas a
substancia fundamental amorfa: este material € chamado ostedide.

Utiliza-se o picrosirius red para marcagao de colageno total. Porém, quando
utilizado sob luz polarizada, o ostedide mostra-se como uma rede tridimensional
casualmente orientada, fina, curta, fracamente birrefringente, contra um fundo
negro®’. Observa-se na figura 38 que coladgeno jovem e ostedide ainda estdo
presentes na area do implante, mesmo aos 120 dias, indicando processo de
deposicdo de matriz 6ssea ndo mineralizada, o qual posteriormente € mineralizada,

originando osso compacto, processo normal de formagao de tecido 6sseo saudavel
41,42



6. CONCLUSOES

45



46

6. CONCLUSOES
Pela analise dos resultados obtidos no presente trabalho, parece licito

concluir que:

1. O cimento Portland, em forma de corpos de prova sélidos, justapostos a
cortical externa e sob o periésteo em calotas cranianas de ratos, integrou-se
totalmente e foi substituido por osso lamelar compacto. O osso neoformado
tem aspecto normal, como sugere a presenga de ostedcitos nucleados, canais
vasculares, integridade do periésteo e do enddsteo. Ocorreu contato direto,

sem fibrose - osteointegragao — na interface osso neoformado/cortical externa.

2. O cimento Portland apresentou osteotransdutividade, que pode ser atribuida
principalmente a sua atividade osteoindutora e osteocondutora, similar ao

processo de remodelagao éssea.

3. Embora n&o sendo objetivo deste trabalho a investigagcdo da
biocompatibilidade do material, a presenga de fibrina é evidéncia de
atoxicidade, pois ocorreram osteoinducdo e osteoconducdo, seguidas de

adesao e diferenciacéo celular.

4. O cimento Portland em estado sélido tem potencial para ser usado como

substituto 6sseo.
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8. ANEXOS
ANEXO A

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacgao

Curitiba, 29 de setembro de 2005.
PARECER N. 78/05/CEPA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (a),

Informo a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
PUCPR, em reunido realizada no dia 26 de setembro do corrente ano avaliou o
Projeto Intitulado “Implantes de cimento de fosfato de calcio”, sob o registro no
CEPA /PUCPR n° 107

O experimento classificado como de categoria C sera realizado com o numero de 50
Ratos Wistar, os quais apds o experimento serdo eutanasiados.

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as
normas eticas vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:

APROVADO

Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que é obrigatério encaminhar relatério
anual parcial e relatorio final da pesquisa a este CEPA.,

Atenciosamente,

Secretario’do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR

limo Sr.
Wilson Denis Benato Martins

Rua Imaculada
Tel
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ANEXO B

Normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccao
de Animais

Brasil

Lei 6638, de 08 de maio de 1979

Art. 1 - Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissecgéo de animais, nos termos desta Lei.

Art. 2 - Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragcdées com animais vivos deverao ser
registrados em 6rgdo competente e por ele autorizados a funcionar.

Art. 3 - A vivisseccgdo nao sera permitida:

| - sem o emprego de anestesia; Il - em centros de pesquisas e estudos nio registrados em 6rgao
competente;

Il - sem supervisdo de técnico especializado;

IV - com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 (quinze) dias em biotérios legalmente
autorizados;

V - em estabelecimento de ensino de 10. e 20 graus e em quaisquer locais freqientados por menores
de idade.

Art. 4 - O animal s6 podera ser submetido as intervengdes recomendadas nos protocolos das
experiéncias que constituem a pesquisa ou os programas de aprendizagem cirdrgico, quando,
durante ou apds a vivissecgao, receber cuidados especiais.

Paragrafo 1 - Quando houver indicagao, o animal podera ser sacrificado sob estrita obediéncia as
prescri¢cdes cientificas;

Paragrafo 2 - Caso nao sejam sacrificados, os animais utilizados em experiéncias ou demonstragdes
somente poderdo sair do biotério 30 (trinta) dias apds a intervengdo, desde que destinados a pessoas
ou entidades idéneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 5 - Os infratores desta Lei estarao sujeitos:

| - as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei 3.688, de 03/10/41, no caso de ser a
primeira infragao;

Il - & interdigdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de pesquisas, no caso de
reincidéncia.

Art. 6 - O Poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a presente Lei,
especificando:

| - 0 6rgdo competente para o registro e a expedi¢do de autorizacdo dos biotérios e centros de
experiéncias e demonstragbes com animais vivos;

Il - as condi¢des gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos biotérios;

Il - 6rgao e autoridades competentes para fiscalizagao dos biotérios e centros mencionados no inciso
I

Art. 7 - Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.

Art. 8 - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.

Diretrizes e Normas de Pesquisa
Pesquisa em Saude e Direito dos Animais
Pagina de Abertura - Bioética
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