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RESUMO

Este estudo analisa histologicamente o efeito do Cimento de Fosfato de Calcio
(CFC) reforcado com fibras de nailon, carbono e polipropileno utilizado como
implante supra-cortical em fémur de ratos. Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos,
com cerca de 300g cada. Sendo confeccionadas placas de CFC com fibras, no
tamanho de 2 mm de espessura por 6 mm de diametro, os quais foram
aparafusados no fémur dos animais. E estes foram eutanasiados em 30, 60, 90 e
120 dias ap06s o implante sendo as pecas removidas e submetidas ao processo de
rotina para confeccdo de laminas, coradas com Hematoxilina e Eosina. Foram
avaliados nos diferentes tempos a biocompatibilidade, o grau de reabsorcédo do
material e a sua capacidade de osteoconducdo. Em todos os tempos estudados os
cortes histolégicos revelam formacdo de tecido conjuntivo denso, pouco
celularizado, apresentando discretamente vascularizado e discreto infiltrado
inflamato6rio mononuclear. No entorno do implante, observam-se discretas areas de
reabsorcdo, e inducdo de hialinizacdo das fibras colagenas periféricas. O tecido
apresenta inclusdo do material do implante. Aos 120 dias chama a atencdo a
formacao de material ostedide, O grau de reabsorcdo éssea na periferia do implante
foi menor ndo apresentando significancia estatistica. Podendo-se concluir que: O
CFC com fibras é biocompativel, promove a osteoconducdo e neoformacdo éssea
contornando o cimento. O CFC com fibras, na forma de placas pré-fabricadas é
adequado para ser utilizado como implante e substituto 6sseo, dentro dos
parametros deste experimento.

Palavras-chave: Biomateriais; Substitutos 6sseos; Cimento de Fosfato de Calcio.



ABSTRACT

This study examines histologically the effect of cement Calcium Phosphate (CFC)
reinforced with nylon fibers, polypropylene and carbon used as implant supra-cortical
femur of rats. We used 20 male Wistar rats, approximately 300g each. Being
prepared plates CFC with fibers, on the size of 2mm thick and 6 mm in diameter,
which were tightened in the femur of animals. These were euthanized at 30, 60, 90
and 120 days after the implant. These pieces were removed and subjected to a
routine process for preparing slides slides, stained with Hematoxilyn and Eosin. The
biocompatibility, the degree material’s resorption anda its ability to osteoconduction
were evaluated at the different times. At all diferents times studied, the histological
sections showed formation of dense tissue, few cellularized, showing slightly
vascularized and discrete mononuclear infiltration. In the area around the implant,
there are discrete reabsorption areas, and hyalinization induction of collagen fibers
peripheral. The tissue includes the material of the implant. After 120 days, may be
observed a formation of osteoid material. The degree of bone reabsorption in the
periphery of the implant was less, and without statistical significance. Can be
concluded that: The CFC with fiber is biocompatible promotes bone conduction and
bone neoformation rounding the cement. CFC with fibers in the form of prefabricated
plates is suitable for use as implants and bone substitute, within the parameters of
this experiment.

Keywords: Biomaterials. Bone replacements. Calcium Phosphate Cement.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo tem a funcdo primordial e essencial no metabolismo do
calcio, sendo o maior reservatorio do organismo desse elemento, além de servir de
ancoragem para origem e insercdo dos musculos e realizar a protecao de estruturas
nobres. Os tecidos mineralizados do esqueleto possuem um importante papel na
locomocéao e na funcdo estrutural de suporte do corpo, possuindo certa resisténcia a
quebra, flexibilidade e elasticidade estrutural (FEINBERG et al., 1997).

Muitas vezes procedimentos cirargicos em tecido ésseo, como remocao de
cistos, principalmente de grandes propor¢cdes, enucleacdo de lesdes tumorais,
tratamento de processos inflamatérios crbénicos, exodontias, bem como fraturas e o
proprio processo de envelhecimento levam a perda de estrutura calcificada e a
formacao de espacos intra-6sseos (PETERSON et al., 2000; ROBERTS; GARETTO,
2000).

Em virtude disso, sdo inUmeras as pesquisas em busca de materiais
alternativos para recuperar e/ou manter o volume e a qualidade 6ssea em regides
gue perderam suas conformacdes anatdmicas adequadas (SANTOS, 2002).

Os enxertos 6sseos podem ser classificados de acordo com sua origem em
autdgenos, quando removidos do préprio individuo, homélogos, também conhecidos
como enxertos halogénicos ou aloenxertos, formados por materiais tratados e
processados, de individuo da mesma espécie, os heterélogos, chamados de
enxertos xendgenos ou xenoenxertos, sdo obtidos de individuos de diferentes
espécies, e os aloplasticos, também conhecidos como enxertos sintéticos, divididos
na classe dos polimeros e das bioceramicas (NASR et al., 1999).

Muitos autores recomendam a utilizacdo dos auto-enxertos devido a
resposta imunoldgica favoravel, ndo possuir potencial de transmissao de doencas e,
acima de tudo, possuir propriedades osteogénicas (ALDERMAN, 1969; PETERSON
et al.,, 2000; PRADO; SALIM, 2004), porém muitas sdo as desvantagens, como:
necessidade de cirurgia adicional em éarea doadora, aumento da morbidade,
complicacBes pos-operatdrias, aumento do tempo cirdrgico, dificuldade de uma
conformacdo exata ao defeito 6sseo e, em alguns casos, a indisponibilidade da
quantidade 6ssea necessaria (CONSTANTINO et al., 1991; MUTING et al., 1993).
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O material de enxerto ideal teria as qualidades descritas do osso autdégeno
sem as desvantagens relacionadas com o sitio doador (BECKER et al., 1995). Até o
presente momento nao existe tal material. Entretanto, diversos materiais e técnicas
tém sido propostos.

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origem natural ou
sintética que sdo tolerados de forma transitéria ou permanente pelos diversos
tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos. Eles sao utilizados como um todo
ou parte de um sistema que trata, restaura ou substitui algum tecido, 6rgdo ou
funcéo do corpo (MIRTCH et al., 1989).

Muitos sdo os biomateriais disponiveis para utilizacdo como implantes
0sseos, tais como: os cimentos 0sseos baseados no polimetilmetacrilato (PMMA), o
cimento de fosfato de calcio, cimento de fosfato de zinco, as bioceramicas,
hidroxiapatita, alumina, zirconia, vidros bioativos, vitroceramicas, entre outros; porém
todos apresentando vantagens e desvantagens, as quais devem ser consideradas
conforme os objetivos de seu uso.

Dentre as vantagens encontradas nos implantes aloplasticos, podem-se
destacar a disponibilidade comercial em grande quantidade, a auséncia de
necessidade de um segundo procedimento cirirgico para remoc¢ao de material da
area doadora, facil manipulacdo, reducdo do tempo operatorio, possibilidade de
confeccdo de uma peca individual sob medida, além de boas chances de favorecer
uma unido fisica e quimica com o meio inserido (OUSTERHOUT; STELNICKI,
1996).

As cirurgias de remodelacéo e reconstrucdo 6sseas usam materiais como a
ceramica a base de fosfato de calcio e o cimento de fosfato de calcio. Essa
ceramica, conhecida como “0sso sintético”, tem como principal caracteristica a
biocompatibilidade, o que favorece o crescimento 6sseo para o local onde ele se
encontra. Por ser encontrada na forma de blocos e granulos, ndo permite
modelacdes, dificultando assim a sua adequacédo ao local do implante. O cimento de
fosfato de célcio convencional ndo impde essa limitacdo, pois se trata de uma pasta
passivel de modelagem, obtida a partir da mistura de um p6 de fosfato de calcio com
uma solucdo aquosa. Apesar de apresentar essa vantagem sobre a ceramica de

fosfato de calcio e de ser absorvivel, dando lugar a um novo tecido 6sseo, o cimento
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de fosfato de célcio convencional tem uma baixa resisténcia mecanica, que € de
cerca de um quinto do osso cortical (0sso denso) humano (SANTOS, 2002).

Com o objetivo de aumentar a resisténcia mecanica e tenacidade desse
material, fazendo com que ele mantenha suas propriedades positivas Santos, em
2002, criou um cimento de fosfato de calcio de dupla-pega, resultado da adicdo de
sistema de polimerizagdo in situ ao cimento tradicional, permitindo um aumento de
150% na resisténcia mecanica que, ainda, com a adicdo de fibras obteve um
aumento da tenacidade a fratura para valores similares aos do 0sso cortical humano.

A incorporacdo de fibras ao cimento de fosfato de célcio contribui para
aumentar a capacidade de suportar esfor¢cos. A carga € transferida através da matriz
para a fibra, ampliando a resisténcia a impactos. Estas fibras utilizadas para o
refor¢co do cimento de fosfato de calcio s@o materiais comerciais e de uso cotidiano,
como microfibras de nailon e polipropileno, utilizadas na confec¢do de roupas, e
fibras de carbono, empregadas na industria aeronautica (SANTOS, 2002).

Composi¢cdes mais resistentes de CFC estenderiam consideravelmente o
campo de aplicacdes potenciais, onde além da aplicacdo em cirurgias odontoldgicas
e craniomaxilofaciais, podem ter grande valia em ortopedia e neurocirurgia, como
alternativa para consolidacdo de fraturas mdultiplas de ossos longos, fixacdo de
préteses articulares cimentadas e substituicdo de discos intervertebrais e corpos
vertebrais.

Em vista disso, este trabalho visa avaliar histologicamente os efeitos das
placas de cimento de fosfato de célcio com adicdo de fibras de nailon, carbono e
polipropileno implantadas supracorticalmente em fémur de ratos, verificando sua

biocompatibilidade, capacidade osteocondutora e o grau de reabsor¢cao do material,
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever histologicamente o comportamento do CFC associado com fibras

utilizado como implante 6sseo supracortical.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a biocompatibilidade do CFC com fibras de nailon, carbono e

polipropileno, em contato com cortical 6ssea;

b) Avaliar o grau de reabsorcdo do CFC com fibras de nailon, polipropileno

e carbono em contato com a cortical 6ssea;
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3 REVISTA DA LITERATURA

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS COMO SUBSTITUTOS DE TECIDO OSSEO

Em 1995, Begley et al. realizaram um estudo comparando as propriedades
osteoindutivas de seis diferentes substitutos de transplante ésseo: Pyrost®, coral
natural, Callopat®, Surgibone® Surgibone® desmineralizado e osso de rato
desmineralizado. Os materiais foram implantados heterotopicamente, na
musculatura abdominal de ratos, e os resultados foram avaliados histologicamente
em 3 e 6 semanas poés-implante. Os resultados mostraram que ambos, 0 0sso
desmineralizado de rato e Surgibone desmineralizado foram menos osteoindutivos
do que podia se basear pela literatura. Os enxertos mineralizados ndo apresentaram
sinal de nova formacdo 6ssea e demonstraram padrdes variaveis de reabsorcéo.
Uma camada do que parecia uma calcificacdo muito densa foi vista ao redor do
implante de coral. As reages inflamatérias mais intensas foram demonstradas com
0s xenoimplantes Surgibone e Surgibone desmineralizado, indicando reacoes
imunes persistentes. Coral e Pyrost ndo provocaram qualquer reacéo inflamatéria, e
isto foi atribuido &s quantidades insignificantes de proteina presente nestes
materiais.

No mesmo ano Yamaguchi et al. avaliaram blocos de hidroxiapatita no
preenchimento de defeitos 6sseos em 7 pacientes, defeitos estes formados por
curetagem de tumor ésseo ou remocao de dentes para colocacdo de implantes. A
observacéo radiogréfica foi realizada de 78 a 109 meses. A formacéo 6ssea ao redor
dos blocos HA atingiu o ponto maximo dentro de 1 ano apés o implante, e entdo
desapareceu gradualmente. Porém, formas de blocos HA foram raramente
modificadas em todos os casos. Nunca foi observada uma zona clara ao redor dos
blocos HA. Os blocos foram biocompativeis e demonstraram um carater resistente a
degradacéo.

Krishnan e Johnson (1997) citam diferentes materiais que podem ser
utilizados como enxertos na reconstru¢do de fraturas da parede inferior orbitaria,
como os aloplasticos, os alogénicos e os autdégenos, sendo que, para 0s autores, 0S
ultimos sao mais bem tolerados pelos tecidos ao redor da regido receptora.
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Snyders Jr. et al., (1993) relataram que o sulfato de calcio possui a
habilidade de se moldar ao formato do defeito 6ésseo, adquirindo, com firmeza, a
forma do osso, além de ser resistente ao deslocamento e possuir a habilidade de
aumentar a cicatrizacdo 0ssea, através da atracao dos ions de célcio. Os autores
realizaram um estudo com a utilizacao do sulfato de calcio hemiidratado granular de
grau médio (SCQG) isolado, dextran (polissacarideo de alto peso molecular) isolado,
SCG + dextran e coagulo sangtiineo (controle), para preenchimento de cavidades
confeccionadas em calota craniana de ratos. Na andlise microscopica pbde-se
observar uma maior formacédo de tecido fibroso em relacdo ao tecido 6sseo em
todos os grupos e, nenhum defeito apresentou completo reparo 6sseo apos os 135
dias. Os melhores resultados da restauracdo da espessura do 0SSO craniano
original, por tecido de reparo fibro-6sseo, foram encontrados nas cavidades
preenchidas somente com SCG, pelo dextran isolado e por udltimo, o controle
(coagulo sanglineo). Para os autores os materiais de preenchimento utilizados nao
somente preveniram o colapso do defeito durante a fase de cicatrizacdo, mas
também, agiram como um suporte e uma fonte de veiculo para o crescimento tecidu

Em um estudo de casos realizado por Baptista et al., 1997 no periodo
compreendido entre marco e julho de 1995, oito pacientes foram submetidos a
cirurgia com a utilizacdo de enxerto ésseo liofilizado para tratamento de diferentes
lesbes Osseas, Na avaliacdo dos resultados os autores consideraram parametros
clinicos (dor, deformidade, fistulizacdo) e radiogréaficos (integracdo ou nao do
enxerto). Consideraram como bom resultado os pacientes que nao apresentavam
dor ou deformidade, além de integracdo total do enxerto; regular aqueles com ou
sem dor, mas com integracéo parcial do enxerto; mau, os pacientes com dor e sem
sinais de integracdo, ou com complica¢des do procedimento, como a fistulizacdo. No
entanto, os resultados ndo foram animadores, sendo que, dos oito pacientes
avaliados, quatro (50%) evoluiram com fistulizacdo, um (12,5%) com reabsorcédo do
enxerto, um (12,5%) sem integracdo e dois (25%), com integracdo e sem
complicacdes. Baseados nisso, os autores afirmam que, a melhor alternativa € o
enxerto 0sseo autdlogo e quando ndo existe a disponibilidade deste, os melhores
resultados sédo obtidos com o enxerto homoélogo e até mesmo heterdlogo.

Bakr et al. (2000), pesquisaram a osteogenecidade da matriz 6ssea
desmineralizada (DBM) preparada a partir do osso intramembranoso (IM) e,
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avaliaram quantitativamente o novo 0sso formado pelos enxertos 6sseos autdbgenos
IM com ou sem DBM. Foram criados quarenta e dois defeitos em 42 coelhos
brancos da Nova Zelandia. Vinte e um defeitos foram enxertados com osso IM
sozinho, e os outros 21 defeitos foram enxertados com IM-DBM;,, composto. Em
onze coelhos, 22 defeitos foram utilizados como controles, onde 11 defeitos foram
deixados vazios (controle passivo) e os outros 11 defeitos foram preenchidos com
coldgeno de pele de coelho (controle ativo). Os tecidos foram removidos nos dias 1,
2,3,4,5, 6, 7, e 14 para andlise qualitativa e quantitativa. Foram identificadas as
células envolvidas na cicatrizacdo dos enxertos 6sseos compostos IM e IM-DBMIM.
A andlise quantitativa foi realizada através da analise de imagem sobre 100 secdes
de tecidos removidos apés 14 dias. Aproximadamente mais 204% de 0sso novo foi
formado em defeitos enxertados com IM-DBM;y composto do que naqueles
enxertados com 0sso IM sozinho (P < .0001). Nenhum osso foi formado ao longo
dos defeitos nos controles ativo ou passivo. Os autores concluiram que, DBMIM
aumenta significantemente a osteogenicidade dos enxertos ésseos IM.

Para Baptista et al. (2003), os substitutos 6sseos como hidroxiapatita e
sulfato de célcio, entre outros, encontram-se em fase de experimentacdao quanto as
suas propriedades biomecanicas, de osteointegracdo e osteoinducdo, ndo sendo
ainda uma alternativa definitiva. Os autores citam como uma boa op¢éo 0s enxertos
homélogos (aloenxertos), devido ao advento dos bancos de tecidos e da ampliacédo
e melhora das técnicas de preservacao.

Kosaka et al. (2004) relatam que enxertos autdgenos de costela, crista iliaca
e calota craniana séo descritos na literatura, contudo complica¢cdes como dor no sitio
doador, cicatrizes e dores associadas aos movimentos de respiragdo e caminhadas,
tem sido um fator negativo.

Ainda em 2004, Mazzonetto et al. realizaram um estudo para verificar a
cicatrizacdo 6ssea de alvéolos de ratas com osteoporose utilizando o vidro bioativo
(PerioGlas®). Ratas ovariectomizadas receberam uma baixa dieta de Ca a partir do
dia da cirurgia até o dia do sacrificio enquanto animais simuladamente operados
foram alimentados com uma comida padrdo de laboratério. Duas semanas apds a
cirurgia, os incisivos superiores foram extraidos e os alvéolos em ambos 0s grupos
foram parcialmente preenchidos com PerioGlas®. Os animais foram sacrificados em

1, 2, 3 e 9 semanas ap0s a extracdo do dente e a fracdo relativa de volume dos
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componentes de cicatrizacdo (0sso trabecular, tecido conectivo e vestigios de
coagulo) foi estimada em seccdes histologicas de parafina por um método
histométrico diferencial de contagem de ponto. As particulas de PerioGlas®
persistiram dentro do alvéolo dentario durante todos os periodos experimentais e,
como 0 reparo 0sseo prosseguiu, elas foram progressivamente cercadas por 0SSO
trabecular recentemente formado, que em alguns casos estabeleceu um contato
estreito com suas superficies. A fracdo de volume do osso trabecular neoformado,
comparada a fracdo de volume do tecido conectivo e vestigios de coagulo foi maior
nos alvéolos de animais ovariectomizados implantados com PerioGlas®, do que
naqueles dos grupos de ovariectomizados néo implantados.

Miranda et al. (2005) realizaram um estudo em coelhos comparando enxerto
0sseo autdgeno proveniente de crista iliaca e enxerto 6sseo inorganico Osteosynt,
constituido de hidroxiapatita sintética e fosfato de célcio, nos aspectos histoldgicos e
radiograficos. Os autores afirmam que tanto na avaliacdo radiografica quanto
histoldgica o grupo de animais que recebeu enxerto 0sseo inorganico (Osteosynt)
apresentou processo de reparacao mais rapido, afirmando que este pode ser usado
como rotina propiciando uma cicatrizacdo 6ssea precoce.

Ainda em 2005, Silveira observou o reparo 6sseo com a utilizacdo de dois
biomateriais de forma isolada e associada entre si em cavidades confeccionadas em
calota craniana de ratos, num periodo maximo de 120 dias. Os materiais usados
foram o vidro bioativo (PerioGlas® ) isolado, o sulfato de célcio (Capset®) também
isolado, a associacao dos dois materiais e um grupo controle onde as cavidades
eram apenas preenchidas por coagulo sanguineo. O autor concluiu que todos os
materiais possuem biocompatibilidade, porém o PerioGlas® isolado interfere de
forma negativa no processo de reparo 6sseo enquanto o Capset® realiza
manutencado do espaco e permite a migracdo de células osteogénicas, sendo que 0s
melhores resultados foram obtidos com a associacdo dos dois materiais,
apresentando maior capacidade de osteoinducdo do que as formas isoladas. No
grupo controle onde as cavidades eram apenas preenchidas por coagulo ndo houve
reparo espontaneo das lesdes.

Conz et al. (2005) realizaram caracterizacdo de seis hidroxiapatitas
disponiveis no mercado para utilizacdo na area médico-odontol6gica como material

de enxerto Osseo. A caracterizacao fisico-quimica foi realizada por meio de
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microscopia eletrbnica de varredura, difracdo de raios-X, espectroscopia de
infravermelho e area superficial especifica (BET). Os resultados mostraram que
apenas um dos produtos teve a caracterizacao perfeitamente de acordo com a
especificacdo do fabricante. Os parametros de cristalinidade, area superficial e
composicao podem ser usados para estimar a biodegradabilidade da hidroxiapatita e
como critério de controle de qualidade desses materiais.

Xie et al. (2007) pesquisaram a efichcia e seguranca de um material
derivado dos ossos humanos no reparo de defeitos segmentais criticos do 0sso em
um modelo do macaco rhesus. Ossos humanos congelados foram processados
quimica e fisicamente em um material parcialmente desmineralizado e
desproteinizado. O material foi pré-semeado com células tronco da medula éssea
(alogénicas). O material sozinho e o osso com células tronco foram respectivamente
implantados para recobrir os defeitos criticos de 2.5 cm de comprimento em radio
direitos e esquerdos de 15 macacos. Nas semanas 1, 2, 3, 6 e 12 pds-implante, os
enxertos foram coletados de trés animais e avaliados para a expressao local de
marcadores osteogénicos, caracteristicas histolégicas e roentgenograficas, e
reacOes imunes. Mostrou-se que os defeitos foram bem reparados com ambos os
tratamentos visto que os defeitos 6sseo em 2 animais adicionais nao tratados
permaneceram no mesmo tamanho apés 12 semanas. Nos radios implantados com
0s o0ssos tratados com células tronco, o0s processos de reparo foram
aproximadamente 3 semanas mais rapidos e novos ossos foram formados em
multiplos pontos. Ndo houve efeito toxico observavel nem uma rejeicdo imune
declarada nos animais. Estas observac6es reunidas sugerem que os blocos de 0sso
alogénico ou xenogénico e com células tronco da medula éssea (alogénicas) podem

fornecer um método ideal para reparar grandes defeitos segmentais do 0sso.

3.2 CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO

Brown e Chow (1985) desenvolveram o primeiro cimento de fosfato de
calcio, quando misturaram poés de fosfato tetracalcico (TTCP) e fosfato dicélcico
(DCPD) e observaram que davam pega quando adicionavam agua, devido a
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dissolucéo dos fosfatos de calcio constituintes e a precipitacdo de finos cristais de
hidroxiapatita, cujo entrelacado proporciona a resisténcia mecéanica do material
resultante.

Segundo Lemaitre et al. (1987), os cimentos de fosfato de célcio devem
poSSsuir 0s requisitos necessarios aos cimentos biomédicos para a aplicacéo clinica,
tais como: auséncia de toxicidade, perfeita adesdo ao tecido duro, auséncia de
propriedades alergénicas ou carcinogénicas, facil manipulacdo, dar pega e
endurecer “in vivo” dentro de um tempo razoavel, resisténcia mecanica apropriada e
permanente, reabsorbilidade, condutor e estimulador da formagcado de novo tecido
0sseo e tempos de pega e endurecimento controlaveis.

Segundo Mirtchi et al. (1990), o termo “cimento de fosfato de célcio” foi
introduzido por Gruninger e colaboradores no final da década de 80, onde os quais
preconizavam a formula¢do desse cimento misturando-se um sal de fosfato de célcio
com agua ou com uma solucdo aquosa para que se forme uma pasta que possa
reagir em temperatura ambiente ou corporal dando lugar a um precipitado que
contenha um ou mais fosfato de calcio e ocorrendo a pega pelo intercruzamento dos
cristais deste precipitado.

De acordo com Driessens et al. (1997), os requisitos ideais de um cimento
de fosfato de calcio para preparacfes 6sseas sdo: tempo requerido para a mistura
deve ser curto (1 minuto ou menos); tempo de pega deve ser tal que permita a
manipulagéo apropriada do material sem ser demasiadamente longo (a pega deve
iniciar-se por volta de 5 min e finalizar-se entre 15 e 20 min); o tempo de preparo da
massa (tempo durante o qual se pode moldar o material sem afetar sua resisténcia
final) deve ser proximo ao tempo de pega inicial, por volta de 5 min; o tempo de
coesdo (momento a partir do qual o cimento ndo se incha nem se desintegra em
contato com os fluidos corporais) deve ser mais curto que o tempo de preparo e de
pega inicial; a resisténcia a compressao final deve ser pelo menos similar a do tecido
reparado; ndo deve ser produzido calor durante a pega; e por fim o ph deve ser
neutro (6,5- 8,5) durante e depois da pega, para evitar efeitos citotoxicos.

A substituicao de silicio (Si) nas estruturas de cristal da ceramica de fosfato
de célcio (CaP) tal como hidroxiapatita (HA) e fosfato tricalcio (TCP) geram materiais
com superior desempenho biologico. Silicio, um elemento essencial, necessario para

0 0sso saudavel e para tecidos conectivos, influencia a atividade biol6gica de
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materiais a base de fosfato de célcio, através da modificacdo das propriedades do
material e por efeitos diretos sobre os processos fisioldgicos no tecido esqueletal
(PIETAK et al., 1997).

Santos (2002) afirma o cimento de fosfato de célcio com fibras de néilon,
polipropileno e carbono, por ele desenvolvido obteve a conjugacdo de trés
caracteristicas distintas: a bioatividade da ceramica, a maleabilidade do cimento e a
elevada propriedade mecéanica, o que possibilitou o desenvolvimento de tecnologia
para obtencdo de formula¢cBes de cimento de fosfato de calcio, técnica dominada por
poucos paises, a partir de matérias-primas nacionais, permitindo futuramente, uma
reducado de precos ao consumidor. Além disso o CFC utilizado caracteriza-se por ser
uma modificacdo do a-fosfato tricalcico (Ca3(P04)2) em sua composicao através da
adicdo de um sistema de polimerizagao in situ baseado na acrimilamida e de redutor
de liquido, poliacrilato de aménia, resultando em um novo tipo de cimento de fosfato
de célcio, o cimento de fosfato de calcio de dupla-pega.

O efeito do fosfato de célcio bifasico (HA) e do vidro bioativo (60S) foi
avaliado por Valério et al., (2004), através da viabilidade celular, nos osteoblastos
gue produzem matriz 0ssea extracelular, secrecdo de coldgeno e atividade da
fosfatase alcalina. Para isto foram utilizados osteoblastos isolados de calvaria de
ratos neonatais, possuindo de 1 a 5 dias de vida. Foi observada uma maior
producdo de colageno (cerca de 25%) no grupo do vidro bioativo, uma igual
producao de fosfatase alcalina e uma proliferacéo de 35% a mais de osteoblastos na
presenca dos produtos idnicos da dissolucédo do vidro bioativo, quando comparado
aos produtos de dissolucdo da HA e de um controle. Houve também a presenca de
vacuolos nas células cultivadas no vidro bioativo. Além da presenca de calcio nas
células desse grupo, foi observado uma concentracao oito vezes maior de ions de
Si, havendo uma relacdo entre o contelddo do Oxido de silicio e os vacuolos
formados. Concluiram que osteoblastos, na presenca dos produtos ibnicos do VB,
apresentam alta proliferacao e secre¢éo de colageno quando comparado ao controle
e a HA, e o aumento de atividade parece estar relacionado ao Si contido na
dissolucéo, sendo que as células observadas com vacuolizacdo ndo tém relacéo
com morte celular.

No mesmo ano, Stanton et al. reportaram um caso clinico de utilizacdo de

Cimento 6sseo de fosfato de célcio injetavel (Norian)® utilizado na reconstrucéo de
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um grande defeito 6sseo em mandibula resultante da enucleacdo de um ceratocisto
odontogénico. Apds trés anos de acompanhamento os autores afirmam que havia
indicios radiograficos de integracdo e bons resultados clinicos, demonstrando que
este cimento pode ser uma boa alternativa na reconstrucdo de defeitos dsseos.

Uma avaliacdo in vivo do cimento de fosfato de calcio de dupla pega com e
sem fibras, foi realizada por Santos et al. (2005), através do implante destes
materiais em radios de coelhos, observando-se ao final de 12 semanas que o
cimento de fosfato de célcio de dupla pega € biocompativel, apresentando absorcao
parcial do material, tanto do CFC com e sem fibras, com formacédo de tecido
conjuntivo de espessura reduzida junto a todos os implantes. Os autores
observaram ainda que parte das fibras liberadas pela absor¢édo do cimento foram
envoltas por tecido fibrosos, exceto as fibras de carbono; entretanto, nenhum
processo inflamatério foi observado.

Para Alves et al. (2005) o desafio atual é colocar o cimento 6sseo de fosfato
de célcio no local de enxerto pelo método menos invasivo possivel. Os autores
testaram formulacdes de cimento 0sseo injetavel pela incorporacdo de aditivos,
buscando, no entanto preservar propriedades como reduzido tempo de cura, limitada
dissolucdo em meio liquido e resisténcia mecanica. Os aditivos avaliados em
conjunto com o fosfato tricalcico foram: CMC (carboximetilcelulose), polimero de
agar (polissacarideo de algas marinhas) e glicerina (C3H803) em concentracfes de
0.5, 1,15, 2, 3, 6 e 10% em peso. Os resultados demonstraram que todas as
formulacbes estudadas apresentaram reducdo da resisténcia mecéanica a
compressdo e aumento da porosidade com o aumento da quantidade de aditivos. Os
resultados apontam que as formulagcoes com 1% de CMC e 1% de agar sao
promissores para a composi¢ao de cimento injetavel.

Em 2005, Xu e Simon realizaram um estudo sobre o Cimento de fosfato de
Célcio (CPC), levando em consideracao a baixa resisténcia que limita sua utilizacao
para aplicacdes apenas de nao-esforco, e sua falta de macroporosidade que dificulta
a infiltracdo celular, o desenvolvimento ésseo e a fixacdo do implante. O objetivo
deste estudo foi desenvolver fortes e macroporosos suportes de CPC, por meio da
incorporacdo de chitosan e manitol solidvel em agua, examinando a
biocompatibilidade do novo transplante com uma linha celular de osteoblastos e um

teste enzimatico. Os autores concluiram que substancial reforco e macroporosidade
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foram conferidos a um enxerto de hidroxiapatita moldavel, biocompativel, de rapida
fixacdo, e reabsorvivel. O material altamente poroso pode facilitar o encravamento
0sseo e a fixacdo do implante in vivo. Além disso, o aumento de duas a trés vezes
na resisténcia pode auxiliar a ampliar o uso de CPC para reparos maiores em
localizacbes de comportamento moderado de esforco.

Ainda em 2005, Carey et al. realizaram um estudo a fim de desenvolver um
Cimento de Fosfato de Caélcio (CPC) pré-misturado com rapido endurecimento
quando imerso em uma solucdo fisiolégica, visando diminuir o tempo de cirurgia e
melhorar as propriedades do enxerto. Os CPCs pré-misturados foram formulados
utilizando o seguinte método: CPC pré-misturado = CPC p6 + liquido ndo aquoso +
agente de gelacao + acelerador de endurecimento. Trés CPCs pré-misturados foram
desenvolvidos: CPC-monohidrato de fosfato de monocélcio (MCPM), CPC-chitosan,
e CPC-tartarico. Os autores afirmaram que, as pastas endureceram rapidamente
uma vez imersas em solucdo fisiolégica e formaram hidroxiapatita. Os cimentos
tiveram forcas semelhantes aquelas do osso poroso e da hidroxiapatita sinterizada
porosa e apresentaram nao citotoxicidade similar ao CPC convencional nao-pré-
misturado.

Em 2006, Lerouxel et al. avaliaram a reconstrucéo de defeitos realizados em
tecido ésseo irradiado de ratos, utilizando um fosfato de célcio injetavel (ICPS) e
transplante de medula 6ssea (BM) A irradiacao externa foi feita para 12 dos 27 ratos
congénitos. Trés semanas depois, quatro defeitos 6sseos foram criados por animal e
foram mantidos vazios ou somente com ICPS, transplante BM sozinho ou com uma
mistura de BM e ICPS. Trés semanas ap0s o implante, os espécimes de osso foram
estudados sob microscopia 6tica e por microscopia eletrénica. Defeitos irradiados
preenchidos com ICPS sozinho n&do foram acompanhados pela formagéo de novo
osso. O transplante BM associado com ICPS aumentou significantemente a
degradacéo ceramica (p<0.01) e o crescimento 6sseo (p<0.01) nas areas irradiadas.
Demonstrando que os resultados séo evidéncias para o significado do BM em
direcionar o reparo 6sseo em animais irradiados.

Wong e Rabie (2006) compararam a quantidade de novo o0sso produzido por
Naringin® na matriz de coldgeno aquele produzido por enxertos 6sseos e matriz de
colageno. Naringin® é um flavonéide normalmente disponivel em frutas citricas e é

também um inibidor da reductase HMG-CoA. Foram criados 20 defeitos 6sseos, de
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5 mm x 10mm no osso parietal de 14 coelhos No grupo experimental, 5 defeitos
foram enxertados com solucéo de Naringin® misturada com matriz de colageno e 5
defeitos foram transplantados com o0sso endocondral autégeno. Nos grupos de
controle, 5 defeitos foram enxertados com matriz de colageno sozinha (controle
ativo) e 5 foram deixados vazios (controle passivo). Os animais foram sacrificados
no décimo quarto dia e os defeitos foram dissecados e preparados para a avaliagao
histoldgica. Sec¢Bes em série foram cortadas através de cada defeito. Foi feita a
analise quantitativa da nova formacdo 6ssea sobre 150 secdes (50 secdes para
cada grupo) utilizando a analise de imagem. Um total de 284% e 490% de mais 0SSO
novo estava presente nos defeitos enxertados com Naringin® na matriz de colageno
do que naqueles transplantados com 0sso e colageno, respectivamente. Nenhum
osso foi formado no grupo passivo de controle. Concluiram que, Naringin® na matriz
de colageno tem o efeito de aumentar a nova formacao de osso localmente, e pode
ser utilizado como um material de enxerto 0sseo.

Ainda em 2006, OGOSE et al. avaliaram o material fosfato beta-tricalcio
disponivel comercialmente (B-TCP, Osferion®) como enxerto em 0sso humano, com
relacdo aos aspectos histolégicos, por meio da rotineira coloracdo de eosina e
hematoxilina, impregnacdo de prata, imunohistoquimica e hibridizacéo in situ. Os
autores verificaram que Osferion® proporciona bioreabsocdo precoce pelos
osteoclastos, invasao vascular de macro-poros e ligacao celular osteoblastica sobre
a superficie da ceramica, 14 dias apos o transplante. A proeminente formacéo éssea
e a conexdo 6ssea direta entre 0 0sso pré-existente e Osferion® foram evidentes 28
dias ap0s o transplante. Quase todo a superficie TCP foi coberta por osso lamelar.
Adicionalmente, revestimento ativo osteoblastico e ligacdo das células gigantes
semelhantes a osteoclastos ndo foram observadas 72 semanas ap0s 0 enxerto. A
impregnacao de prata revelou a presenca de fibrilas de colageno dentro de micro-
poros de Osferion®.

Zorica et al. (2007) realizaram um trabalho avaliando a capacidade de
regeneracao 6ssea do compodsito de Fosfato de Céalcio Bifasico/Poly-DL-Lactide-
Coglycolide (BCP/PLGA). A pesquisa foi realizada em 30 mulheres em fase de pos-
menopausa, com idade de 46 a 62 anos, com diagndstico de osteoporose e defeitos
nos 0ssos alveolares, causados por extracdes dentarias, enucleacdo de cistos com

alteracdes periapicais ou trauma. O compdésito (BCP/PLGA) foi implantado nestes



24

defeitos, sendo que apds 24 semanas houve um aumento significativo da densidade
0ssea, quando comparada com o grupo controle. Segundo os autores, os resultados
indicam um aumento direto da osteoregeneracdo e da atividade osteoblastica,
conferindo ao compdsito (BCP/PLGA) a preferéncia como material para substituicao
0ssea, devido suas caracteristicas osteocondutivas.

Okuda et al., (2007) analisaram a reacao das células 6sseas a um fosfato -
tricalcio poroso recentemente desenvolvido e composto de particulas em formato de
vareta (RS B-TCP), B-TCP composto de particulas convencionais sem formato de
vareta (CB-TCP), e hidroxiapatita (HA). Os autores utilizaram implantacdo in vivo e
sistemas in vitro de osteoclastogénese. O implante dos materiais dentro do fémur de
coelho mostrou que RSB-TCP e CB-TCP eram bioreabsorviveis, mas HA ndo. Até 12
semanas apés o implante, a bioreabsorcdo de RSB-TCP e CB-TCP acompanhados
pela formacdo de o0sso novo ocorreu satisfatoriamente. Nas 24 semanas ap0s o
implante, muito do RSB-TCP tinha sido absorvido, e a osteogénese ativa foi
preservada na regido. Porém, nos espécimes implantados com CB-TCP, a
quantidade de tecido 6sseo recentemente formado foi diminuido, e um tecido
medular dominou a regido. A HA implantada n&o foi bioreabsorvivel durante o
periodo experimental. Quando os osteoclastos foram gerados sobre discos RS-
TCP, CB-TCP, ou HA, foi formada uma aparente lacuna de reabsorcdo sobre RSG-
TCP, CB-TCP, mas nédo sobre discos de HA. A quantificacdo da concentracdo de
calcio na comunicacdo da cultura apresentou uma liberacdo precoce e mais
constante de calcio do RSB-TCP do que do CB-TCP. Segundo eles, estes resultados
demonstraram que a micro-estrutura de B-TCP afeta a atividade de células 6sseas e
a subsequente reposicao ossea.

Yuan et al., (2007) realizaram um estudo para avaliar o reparo de defeitos
0sseos com células estromais da medula éssea e fosfato de B-tricalcio poroso. O
defeito segmental mandibular de 30 mm de comprimento através de enxerto 6sseo
composto de células estromais da medula Ossea (BMSCs) induzidas
osteogenicamente e semeadas sobre fosfato B-tricalcio poroso (B-TCP, n=5). O
reparo de defeitos foi comparado com aqueles tratados com B-TCP sozinho (n = 6)
ou com segmento mandibular autélogo (n = 4). No grupo de BMSCs/ B-TCP, foi
observada uma nova formacdo 6ssea de 4 semanas poOs-operacdo, e foi obtida a
unido 6ssea apls 32 semanas, 0 que foi detectado por exame radiogréfico e
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histol6gico. Ao contrario, a minima formacdo 6ssea com conexdo quase fibrosa foi
observada no grupo tratado com B-TCP sozinho. O mais importante é que 0 0SSO
construido com BMSCs/ B-TCP obteve uma propriedade biomecanica satisfatoria em
termos de resisténcia a carga de flexdo, deslocamento da curvatura, esforco de
flexdo, em 32 semanas poOs-operacdo, resultado muito proximo aqueles de
mandibula contralateral desdentada e osso de autoenxerto (p > 0.05). Baseado
nestes resultados, os autores concluiram que o0 o0sso construido de BMSCs
induzidas osteogenicalmente e de B-TCP biodegradavel podem reparar bem os

defeitos mandibulares segmentais de tamanho critico.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi realizado apds aprovacéo pelo CEEA (Comissdo de Etica
em Experimentacdo Animal) da Universidade Federal de Pelotas, Protocolo
027/2006 (Anexo 4) em observéancia da lei 6638, de 08 de maio de 1979 (Anexo 1)
bem como dos principios éticos na experimentacdo animal, COBEA — Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (Anexo 2). Foi também aprovado pela
Comissdo Cientifica e de FEtica da Faculdade de Odontologia da PUCRS,

protocolado sob o nimero 0009/09 (Anexo 6).

4.2 PROBLEMA

- O CFC com fibras de nailon, carbono e polipropileno, no formato de
placas pré-fabricadas é adequado para a utilizagdo como implante para
aumento de volume 0sse0?

- Qual o comportamento histolégico desse material em contato com o

tecido 6sseo cortical?

4.3 HIPOTESES
- O CFC é uma alternativa viavel como implante para aumento de volume
0sseo, conferindo volume e compatibilidade celular.
- O CFC apresenta biocompatibilidade e propriedades osteocondutivas.

4.4 POPULACAO E AMOSTRA

Foram utilizados 20 ratos, machos, da espécie Rattus novergicus linhagem

Wistar, com aproximadamente trés meses de vida e 300g de peso corporal médio,



27

procedentes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas, onde também foram
realizados os experimentos.

Os modelos biologicos foram distribuidos em quatro grupos, (para avaliacdo
em 30, 60, 90 e 120 dias), contendo cinco animais cada (n=5 por grupo). Todos
foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, onde placas de Cimento de
Fosfato de Calcio com incorporacéo de fibras de néilon, carbono e polipropileno de
2mm de espessura por 6mm de diametro, confeccionadas pela Promm, foram
implantadas no fémur dos ratos visando a posterior avaliacdo histologica do

implante.

4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

ApoOs anestesia geral realizada com Cloridrato tiletamina associado ao
cloridrato de zolazepam (Zoletii 50%®) 20mg/Kg, injetados intraperitonialmente
utilizando seringa e agulha descartaveis para aplicacdo de insulina (Injex ®). Os
animais foram submetidos a tricotomia da regido coxofemural direita por
arrancamento dos pélos. A anti-sepsia da regiao foi realizada com PVPI.

Com um cabo de bisturi n° 3 (Duflex®) montado com lamina de aco inox n®
15 (BD®), uma incisdo continua (longitudinal, de aproximadamente 2 cm de
extensdo) foi realizada na pele da regido lateral do fémur direito. Os tecidos
subcutaneo e muscular foram divulsionados com o auxilio de uma tesoura romba
(Quinelato®), permitindo, assim, acesso ao peridésteo, o qual foi incisado e
descolado com um descolador tipo Molt ( Quinelato®) permitindo acesso direto a
face exposta da diéfise do fémur (Fig.1).

A placa de CFC com fibras, previamente confeccionada, foi instalada sobre o
0Sso cortical, com broca acoplada (Promm, sistema 1.5) a um micromotor (Driller®)
baixa rotacdo, sob refrigeracdo constante com solucéo fisiologica estéril de Cloreto
de Sdadio a 0,9%, fixada com o auxilio de um microparafuso de titanio sistema 1.5 da
Promm® ! com 5 mm de comprimento. (Fig.2 e 3) Em seguida, os tecidos incisados

e divulsionados foram reaproximados e suturados com fio de nylon 4-0 Ethicon®
(Fig. 4).

! Promm - Industria e Comércio de Materiais Cirrgico LTDA.
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Figura 1. Divulsao dos tecidos até exposicao da diafise do fémur.
Fonte: Programa de Pos graduagédo em Odontologia-CTBMF-FO/PUCRS, 2009.

Figura 2: Placa de CFC reforcada por fibras aparafusada no fémur do rato.
Fonte: Programa de P6s Graduacdo em Odontologia- CTBMF- FO/PUCRS, 2009.
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s . -
Figura 3: Visao lateral da placa de CFC refor¢ada por fibras aparafusada no fémur do rato.
Fonte: Pos Graduacédo em Odontologia -CTBMF- FO/PUCRS, 2009.

Figura 4: Sutura em pontos isolados.
Fonte: P6s Graduacédo em Odontologia- CTBMF- FO/PUCRS, 2009
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4.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS

Os animais foram eutanasiados aos 30, 60, 90 e 120 dias apG8s a cirurgia,
pela injecdo intraperitonial de Cloridrato tiletamina associado ao Cloridrato de
zolazepam (Zoletil 50%) 50mg/kg (que se constitui em dose letal), de acordo com a
Resolucdo do CRMV n° 714 de 20 de 06 de 2002.

A remocdao das pecas foi realizada ap6s dissecacéo e localizacao da regiéo,
segmentando a area de interesse com tesoura de tecido, e com disco flexivel
diamantado de dupla face, com margem de seguranca de 5 mm, acoplado em
micromotor, utilizando-se refrigeracdo constante (solucao fisiolégica de Cloreto de
Sadio 0,9%).

As pecas foram acondicionadas em vidros previamente preparados e
etiquetados, contendo solucédo de formalina tamponada a 10%. As amostras, foram
encaminhadas ao Laboratério do Centro de Diagnéstico de Doencas da Boca
(CDDB), da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
para processo de rotina na preparacao de laminas.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras foram processadas no Laboratério do Centro de Diagnéstco de
Doencas da boca, CDDB (Anexo 3), onde foram analisadas histologicamente.

Apoés a fixacdo em formalina tamponada 10% (pH 7.0) por 24 horas, 0s
espécimes, compostos de tecido 6sseo e tecido mole, foram descalcificados em
solucdo de acido nitrico a 5% sob agitacdo e temperatura ambiente. Posteriormente,
iniciou-se 0 processamento de desidratacdo, diafanizacédo e inclusdo em parafina.
Os espécimes foram processados submetidos & microtomia?, com cortes no sentido
longitudinal. Foi selecionado somente o primeiro corte em que apareceu o tecido
0sseo, a placa e o tecido mole, para cada peca.

A seguir, todas as laminas obtidas foram submetidas a técnica de coloracao
histoquimica de hematoxilina-eosina (HE), para tal, foram submetidos a dois banhos

de xilol, de 5 minutos cada. Apés, sofreram desidratacdo em dois banhos de alcoois,

2 Microtomo Leica RM 2165.
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absoluto e a 96° de cinco minutos cada e lavagem em &gua corrente, por 10
minutos. Coloracdo com a hematoxilina por incubacéo de oito minutos e a lavagem
em agua corrente, por 10 minutos. A coloracdo com eosina é feita pela a incubacao
por 2 minutos, seguida de lavagem das laminas em agua corrente, por 5 minutos. O
processo de desidratacdo das amostras é iniciado com imersdo destas por 1 minuto
em alcool 96°, 2 minutos em alcool absoluto e 3 banhos em xilol, sendo de 5 minutos
cada. A partir deste momento, as laminas foram montadas com Entellan®?.

A andlise microscopica e a descricdo histoldgica das seccbes dos fémures e
tecidos moles adjacentes dos ratos foram feitas utilizando-se um microscopio
6ptico’, em aumentos de 40X, 100X e 400X, no Laboratério de Histopatologia do
CDDB - FO/UFPel.

Para avaliacdo dos resultados, procedeu-se uma andlise descritiva. Houve
calibracdo da pesquisadora pela patologista responsavel, as quais obedeceram aos
critérios de identificacdo das caracteristicas envolvidas no processo de reparo, tais
como: densidade, vascularizacdo e celularidade do tecido conjuntivo, tipo e
densidade do infiltrado inflamatério, reabsorcdo do implante e possibilidade de

osteoconducao.

® Entellan, Merk KGaA, Darmstadit, Germany.
* Microscopio éptico Olympus BX® 50 F3.
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5 RESULTADOS

Todos os tempos mostraram semelhangca entre os aspectos observados,

assim como: densidade, vascularizacéo e celularidade do tecido conjuntivo, tipo e

densidade do infiltrado inflamatorio, reabsorcdo do implante e possibilidade de

osteoconducao.

Figura 5A. 30 dias: Os cortes histolégicos revelam formacdo de tecido
conjuntivo denso, pouco celularizado, apresentando discretamente
vascularizado e discreto infiltrado inflamatério mononuclear. No entorno
do implante, observam-se discretas areas de reabsorcdo, além de
inducdo de hialinizacdo das fibras colagenas periféricas. O tecido
apresenta inclusdo do material do implante.

Figura 5B. 60 dias: Os cortes histolégicos revelam formacéo de tecido
conjuntivo denso, discretamente vascularizado contornando o material do
implante. Hialinizag&o das fibras colagenas da periferia € observada.
Figura 5C. 90 dias: Os cortes histoldgicos revelam formacédo de tecido
conjuntivo denso, apresentando vascularizacdo e celularidade discreta.
Inducdo de hialinizagdo das fibras colagenas periféricas é observada,
além de lacunas de reabsorcdo do implante.

Figura 5D. 120 dias: Os cortes histologicos revelam formacao de tecido
conjuntivo denso apresentando intensa colagenizagéo periférica, além da
presenca de lacunas de reabsorcdo do material do implante.

Figura 5E. 120 dias: Sugere formacao de material ostedide e inclusao do
material exdgeno (implante) no tecido em reparo em intimo contato com o
implante e tecido 6sseo adjacente.

Figura 5F. 120 dias: Intensa hialinizacdo das fibras colagenas na
proximidade do implante e inclusdo do material exdgeno, sdo observadas,

bem como, formacéo de material oestoide.



Figura 5A. Observa-se presenga de tecide  Figura 5B. Observa-se presenca de
conjuntive dense pouce vascularizado hialinizag3o intensa das fibras colagenas
e celularizado apresentando inclusdo na periferia do implante (*).

de material do implante {*).

Figuras 5C e 8D. Formagao de lacunas de reabsorcéo do material do implante (*).

Figuras 5E e 5F. Observa-se nitida inclusio do material do implante junto ao tecido
conjuntive denso (*), além de sugerir formagao de material ostecide (+).

Figura 5: Cortes histoldgicos

A e B: Magnificagdo de 200X;
C e F: Magnificacao de 400X;
D e E: Magnificagcdo de 100X
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6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados, o cimento de fosfato de célcio com fibras
mostra-se bioacompativel, como afirma Santos (2002). Ser biocompativel significa
gue o material e seus possiveis produtos de degradacao sao tolerados pelos tecidos
envoltorios e ndo causam prejuizo ao organismo a curto e longo prazo (PETERSON,
2000).

Sabe-se que, paralelamente a biocompatibilidade, € importante que o
implante permita o desempenho imediato e com éxito da funcéo especifica (estatica
e dindmica) da parte do corpo que esta sendo substituida. Esta caracteristica esta
embutida no conceito de biofuncionalidade (RAVAGLIOLI, 1992). Nesse conceito
estdo incorporados, também, os problemas associados a degradacdo quimica dos
materiais, visto que o meio fisiologico pode ser bastante agressivo - mesmo aos
materiais considerados extremamente inertes quimicamente, levando a reducédo da
eficiéncia do implante.

Quanto a permanéncia ou reabsor¢do do material nos periodos de 30 a 120
dias, observou-se em todos os grupos estudados, auséncia de células gigantes
atuando na superficie, o que justifica o baixo indice de degradacdo do material
utilizado, o que é expresso por pequenas areas de reabsorcdo nas bordas do
implante, porém de forma praticamente insignificante, ndo havendo diminuigdo do
volume da placa enxertada.

A osteoconducao, representada pela neoformacdo éssea contornando o
implante aos 120 dias € sugerida no presente estudo pela presenca de material
semelhante a ostedide, principalmente em areas de proximidade com o tecido 6sseo
preexistente. Lemaitre et al. (1987) relataram que os cimentos de fosfato de célcio
devem possuir 0s requisitos necessarios aos cimentos biomédicos para a aplicacéo
clinica, tais como: auséncia de toxicidade, perfeita adesdo ao tecido duro, auséncia
de propriedades ou alergénicas ou carcinogénicas, facil manipulacéo, e endurecer in
vivo dentro de um tempo razoavel, ter resisténcia mecéanica apropriada e
permanente, reabsorbilidade, ser condutor e estimulador da formacao de novo tecido
0sseo e apresentar tempos de pega e endurecimento controlaveis.

Em 2005, Xu e Simon em seu estudo sobre o Cimento de fosfato de Célcio,

ja levaram em consideracdo a baixa resisténcia que limita sua utilizacdo para



35

aplicacbes apenas de nao-esforco, e sua falta de macroporosidade que dificulta a
infiltracdo celular, o desenvolvimento 6sseo e a fixacdo do implante. Caracteristicas
que diferem das encontradas neste trabalho, com excecdo da resisténcia a qual néo
foi alvo do presente estudo. No entanto, Santos (2002) afirma que a incorporacgéo
de fibras ao cimento de fosfato de calcio contribui para aumentar a capacidade de
suportar esfor¢cos. A carga € transferida através da matriz para a fibra, ampliando a
resisténcia a impactos. Estas fibras utilizadas para o reforco do cimento de fosfato
de célcio sdo materiais comerciais e de uso cotidiano, como microfibras de nailon e
polipropileno, utilizadas na confeccdo de roupas, e fibras de carbono, empregadas
na inddstria aeronautica.

Grandes avanc¢os no campo dos biomateriais tém ocorrido e, em funcéo do
aumento da populagéo e da expectativa de vida, além do aumento dos acidentes e,
por consequéncia dos traumatismos decorrentes, estes materiais tém sido cada vez
mais pesquisados como substitutos de perdas teciduais.

Os cimentos de fosfato de calcio estdo sendo objeto de intenso estudo nos
altimos anos, devido a sua potencial utilidade em aplicacbes biomédicas (CHOW,
1991, DRIESSENS et al., 1997)

Cabe ressaltar que um material biocompativel e resistente como o Fosfato
de Calcio, pode ser considerado de grande valia, ja que uma opc¢ao ainda bastante
utiizada sé@o os auto-enxertos, devido a resposta imunoldgica. Porém estes
apresentam limitagbes, como estado do paciente, localizacdo e tamanho do defeito
0sseo, além claro, das desvantagens de uma segunda intervencdo cirargica para
remocao do enxerto, complicacbes pOs operatorias, aumento do tempo cirdrgico,
conformacao exata ao defeito e, em alguns casos a indisponibilidade da quantidade
de osso necessaria (CONSTANTINO et al., 1991; MUTING et al., 1993).

Segundo Santos (2002) os cimentos de fosfato de célcio reanem uma série
de vantagens que permitem seu uso como preenchimento e substituto de partes
danificadas do osso, dentre as quais estdo: ndo é necesséario dar forma ao
preenchimento; minima cavidade do preenchimento; preparacao realizada durante o
ato cirargico; 6timo contato entre 0sso e implante; biocompatibilidde e bioatividade.

O autor se refere ao cimento de fosfato de calcio na forma pura e pastosa, e
ainda ressalta que a principal desvantagem desses cimentos € a baixa resisténcia

mecanica, que no melhor dos casos consegue igualar-se a do osso trabecular, ou a
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um quinto do osso cortical. Esse fato foi corrigido com a adi¢éo de fibras de nailon,
polipropileno e carbono (mesma composicdo do material utilizado no presente
estudo), aumentando a resisténcia a compressao em até 149%.

Neste trabalho foram observadas caracteristicas favoraveis do cimento de
fosfato de célcio, como um 6timo contato entre o 0sso e o implante, a baixa
degradacdo do material nos tempos estudados, biocompatibilidade e bioatividade,
demonstradas pelos resultados, principalmente pela discreta de resposta
inflamatéria mononuclear inicial, auséncia de infiltrado aos 120 dias e pela sugestéo
de formacédo de material ostedide.

E importante ressaltar que material bioativo é aquele em que ocorrem
ligacBes de natureza quimica entre o material e tecido ésseo (osteointegracédo). Em
funcdo da similaridade quimica entre estes materiais e a parte mineral 6éssea, 0s
tecidos 6sseos se ligam a eles, permitindo a osteoconducdo por meio do
recobrimento por células ésseas. Os principais materiais desta classe sao os vidros
e vitroceramicas a base de fosfato de calcio, a hidroxiapatita e os compostos de
fosfato de célcio (SANTOS, 2002).

Assim h& uma crescente necessidade na realizacdo de trabalhos
experimentais utilizando o cimento de fosfato de calcio com fibras, verificando todas

suas vantagens em tempos de estudo mais prolongados.
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7 CONCLUSOES

1) O cimento de fosfato de célcio com fibras se mostrou biocompativel neste
estudo, pelo fato de desde os 30 dias de experimento até aos 120 dias
nao apresentar diferenca significativa quanto ao infiltrado inflamatério
presente, 0 que aponta para a possibilidade de sua utilizacao in vivo;

2) Pode-se observar a pouca significancia de sua reabsorc¢éo ao final de 120
dias, o que indica sua estabilidade no caso de ser utilizado como
substituto 6sseo;

3) A sugestdo de formacdo de matriz ostedide observada contornando o
implante e na proximidade com o tecido 6sseo preexistente aos 120 dias,
mostra seu efeito osteocondutivo;

4) Dentro dos parametros e limites deste experimento, pode-se afirmar que o
cimento de fosfato de calcio na forma de placas pré-fabricadas é

adequado para ser utilizado como implante e substituto ésseo.
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ANEXO 1

Lei n.°6.638, de 08 de Maio de 1979°.
Estabelece normas para a pratica Didatico-Cientifico da vivisseccao de animais
e determina outras providéncias.
ART. 1° - Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissec¢do de animais, nos
termos desta Lei.
ART. 2° - Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstracdes com animais
vivos deverdo ser registrados em Orgdo competente e por ele autorizados a

funcionar.

ART. 3° - A vivisseccdo nao sera permitida:

1. Sem o emprego de anestesia;

2. Em centros de pesquisas e estudos nao registrados em 6rgdo competente;

3. Sem a supervisao de técnico especializado;

4. Com animais que ndo tenham permanecido mais de quinze dias em biotérios
legalmente autorizados;

5. Em estabelecimento de ensino de primeiro e segundo graus e em quaisquer
locais frequientados por menores de idade.

ART. 4° - O animal s6 podera ser submetido as intervencdes recomendadas nos
protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou 0s programas de
aprendizado cirdrgico quando, durante ou apds a vivissec¢ao, receber cuidados
especiais.

1. Quando houver indicacdo, o animal podera ser sacrificado sob estrita
obediéncia as prescri¢cdes cientificas.

2. Caso nado sejam sacrificados, os animais utilizados em experiéncia ou
demonstracdes somente poderdao sair do biotério trinta dias apds a
intervencado, desde que destinados a pessoas ou entidades idoneas que por
eles queiram responsabilizar-se.

ART. 5° - Os infratores estéo sujeitos:

1. As penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto Lei n° 3.688 de

03.10.1941, no caso de ser a primeira infracao;

® Fonte: Disponivel em: http://www.cobea.org.br/etica.htm#topo#topo. Acesso em: 21 marco 2006.
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2. Ainterdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de pesquisa,
no caso de reincidéncia.
ART. 6° - O poder Executivo, no prazo de noventa dias, regulamentara a pres:
Lei, especificando:
1. O 6rgdo competente para o registro e a expedicdo de autorizacdo dos
biotérios e centros de experiéncias e demonstracdo com animais vivos;
2. As condigBes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos biotérios;
Il - Orgdo e autoridades competentes para a fiscalizagcdo dos biotérios e
centros mencionados no inciso |I.

ART. 7° - Esta Lei entrard em vigor na data publicada.
ART. 8° - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.
Assinado:

Joao Figueiredo, Petrénio Portella, E. Portella e Ernani Guilherme Fernandes da
Motta.



ANEXO 2

Principios éticos na experimentacéo animal®
A evolucdo continua das areas de conhecimento humano, com especial énfase
aquelas de biologia, medicinas humana e veterinaria, e a obtencdo de recursos de
origem animal para atender necessidades humanas bésicas, como nutricao, trabalho
e vestuario, repercutem no desenvolvimento de acfes de experimentacdo animal,
razdo pela qual se preconizam posturas éticas concernentes aos diferentes
momentos de desenvolvimento de estudos com animais de experimentagao.
Postula-se:
Artigo | - E primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela
contribuicéo cientifica que ele proporciona.
Artigo Il - Ter consciéncia de que a sensibilidade do animal € similar & humana no
que se refere a dor, memoria, angustia, instinto de sobrevivéncia, apenas Ihe sendo
impostas limitacées para se salvaguardar das manobras experimentais e da dor que
possam causar.
Artigo lll - E de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos e
acOes de experimentacao animal
Artigo IV - E relevante considerar a importancia dos estudos realizados através de
experimentacdo animal quanto a sua contribuicdo para a saude humana em animal,
0 desenvolvimento do conhecimento e o bem da sociedade.
Artigo V - Utilizar apenas animais em bom estado de saude.
Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos alternativos,
como modelos matematicos, simulacées computadorizadas, sistemas biolégicos "in
vitro", utilizando-se o menor numero possivel de espécimes animais, se
caracterizada como Unica alternativa plausivel.
Artigo VII - Utilizar animais através de métodos que previnam desconforto, angustia
e dor, considerando que determinariam 0s mesmos quadros em seres humanos,

salvo se demonstrados, cientificamente, resultados contrarios.

® Fonte: Disponivel em: http://www.cobea.org.br/etica.htm#topo#topo. Acesso em: 21 marco 2006.




Artigo VIl - Desenvolver procedimentos com animais, assegurando-lhes sedacéo,
analgesia ou anestesia quando se confirmar o desencadeamento de dor ou
angustia, rejeitando, sob qualquer argumento ou justificativa, o uso de agentes
quimicos e/ou fisicos paralisantes e ndo anestésicos.

Artigo IX - Se os procedimentos experimentais determinarem dor ou angustia nos
animais, ap0os o uso da pesquisa desenvolvida, aplicar método indolor para sacrificio
imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condicBes adequadas de saude e
conforto, conforme as necessidades das espécies animais mantidas para
experimentacado ou docéncia.

Artigo Xl - Oferecer assisténcia de profissional qualificado para orientar e
desenvolver atividades de transportes, acomodacéo, alimentacdo e atendimento de
animais destinados a fins biomédicos.

Artigo XlI - Desenvolver trabalhos de capacitacdo especifica de pesquisadores e
funcionarios envolvidos nos procedimentos com animais de experimentacao,
salientando aspectos de trato e uso humanitario com animais de laboratério.

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.



ANEXO 3

Porto Alegre, 25 de margo de 2007.

A Comisséo Cientifica e de Etica
Faculdade de Odontologia
PUCRS

Prezados Senhores:

Vimos, por meio desta, informar que a pesquisadora Taiane Coutinho de
Oliveira solicitou apoio para a realizagcdo da sua pesquisa intitulada: Avaliacéo
histolégica do comportamento do Cimento de Fosfato de Calcio (CFC)
enriguecido por fibras como implante supra-cortical em fémur de ratos, que
sera desenvolvida no Programa de Doutorado da Pés-Graduacédo de Odontologia da
PUCRS, que uma vez aprovado pelo Comité de Etica de sua instituicdo, podera ser
desenvolvida nas instalacdes do laboratorio do Centro de Diagnostico de Doencas
da Boca da UFPel.
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ANEXO 4

Comissdo Cientifica e de Etica
Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 20 de agostc de 2008

O Projeto de: Tese

Protocelado seb n®: 0009/09

Intituiado: Avaliagio histolégica do cimento de fosfato de cileio (CFC)
reforcado por fibras como implantes supre-cortical em @mur
de ratos

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Claiton Heitz

Pesquisadores Associados Taiane Coutinho de Oliveira; Marcos Antonio Torriani;
Adriana Etges

Mivel: Doutorado

Foi aprovade pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em [9de ugosto de 2009,

Esie projeio deverd Sev imedigiamente encaminhado ae CEUAFPUURS

5
Frof. Dr. Eraldo Luiz Batista Junior
Presidente da Comissao Cientifica e de Etica da
' Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 200 Fone/Fax: (31) 3320-3538
Porto Alegre /RS - Brasil - Cx. Postal: 1429 e-mail: odoniologia-pg@pucrs.br

906 19-900



ANEXO 5

Pelotas, 10 de julho de 2009.

A Comissao Cientifica e de Etica
Faculdade de Odontologia
PUCRS

Prezados Senhores:

Vimos, por meio desta, informar que a pesquisadora
Taiane Coutinho de Oliveira solicitou apoio para a
realizacdo da sua pesquisa intitulada: Avaliagao
histolégica do comportamento do Cimento de Fosfato
de Calcio (CFC) enriquecido por fibras como implante
supra-cortical em fémur de ratos, que sera desenvolvida
no Programa de Doutorado da Pés-Graduagdo de
Odontologia da PUCRS, que uma vez aprovado pelo
Comité de Etica de sua instituicdo, podera ser desenvolvida
nas instalacdes do Biotério da UFPel.

Prof. MiltonAmado
Especialista em Ciéncia de Animais de Laborat6rio/USP

Diretor do Biotério Central/UFPel




ANEXO 6

UFPel

ComissGo de Etica em Experimentacao Animal

De: Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva
Pres. da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA)

Ao: Prof. Dr. Marcos Torriani

Senhor Professor:

Vimos, por meio deste, informar-lhe que seu projeto intitulado “Awvaliacio
histolégica e histomorfométrica de um cimento de fosfato de cilcio com fibras em
fémeas de ratos®, (Protocolo 027/2006) obteve parecer favoravel pela Comissdo de
Etica em Experimentacio Animal da UFPel, o qual foi homologado em reunifo
realizada em 12/09/2007 (Ata 027/2007). Em anexo, estamos encaminhando o parecer
do consultor. Qutrossim, solicitamos que uma cépia do projeto seja encaminhada para o
e-mail ceeaulpel.edu.br, para que seja armazenado no banco de dados da CEEA.

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atenciosamente.

Prof. Dr. mir Padilha da Silva
Presidente da CEEA



De: Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva

A: Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA)

Prezados senhores:

Apbs avaliagdo do projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo histologica e
histomorfométrica de um cimento de fosfato de cilcio com fibras em fémeas de
ratos®, (Protocolo 012/2006), contatou-se que este segue as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal, portanto, sou de parecer FAVORAVEL a sua
execucio.

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atenciosamente.

\

\
\

Prof. Drx\dadxmir Padilha da Silva



