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RESUMO

Os defeitos 6sseos podem decorrer de fatores como patologias, traumas e cirurgias.
Dependendo de sua extensdo, o reparo 0sseo nao acontece de forma espontanea,
necessitando o uso de enxertos. Os biomateriais tém sido uma alternativa viavel como
substitutos 6sseos. Dentre eles, destacam-se as biocerdamicas pela sua
biocompatibilidade, atoxicidade e propriedades osteocondutoras. Este estudo analisou
comparativamente dois tipos de bioceramicas, cimento de a-fosfato tricalcico (a—-TCP) e
granulos de B-fosfato tricalcico-HA (B-TCP/HA), inseridas em defeitos 0sseos criticos
confeccionados em calotas cranianas de 50 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
machos, adultos, com peso corporal médio de 300 a 400g. Os animais foram divididos
em dois grupos com 25 animais: grupo-a e grupo-/HA. Na calota craniana de cada
animal, foram confeccionadas duas cavidades medindo 4 mm de diametro cada. A
cavidade esquerda foi preenchida pelo material correspondente de cada grupo e a
cavidade direita foi preenchida por coagulo sanguineo autégeno, correspondendo ao
grupo controle. Os animais foram mortos aos 7, 21, 60, 90 e 120 dias de pds-operatdrio.
Os ossos parietais contendo as cavidades foram removidos e as pegas operatorias
submetidas a processamento histologico pela técnica de HE. Com auxilio do software
Image Pro Plus 6.2, foi realizada analise histomorfométrica que permitiu mensurar a area
de osso neoformado dos defeitos nos diferentes periodos de observagao. Os resultados,
expressos em porcentagem media de area do defeito preenchido por osso neoformado,
no grupo a-TCP foram: 1,6% (+ 2,37) aos 7 dias, 5,24% (+ 5,58) aos 21 dias, 24% (+
14,5) aos 60 dias, 30,21% (+ 6,84) aos 90 dias e 50,59% (+ 5,42) aos 120 dias. No
grupo B—-TCP/HA, os resultados foram de 1,94% (+ 3,10) aos 7 dias, 2,53% (+ 1,19) aos
21 dias, 12,47% (+ 3,87) aos 60 dias, 26,84% (+ 2,80) aos 90 dias e 38,82% (+ 8,76) aos
120 dias de pés-operatério. No grupo controle, as médias dos resultados foram de 0,15%
aos 7 dias, 10,12% aos 21 dias, 15,10% aos 60 dias, 18,94% aos 90 dias e 48,50% aos
120 dias. Conclui-se que o cimento a-TCP e os grénulos B-TCP/HA promovem
osteoconducao; o cimento a-TCP é mais soluvel e apresenta maior porcentagem de area
de neoformagao o0ssea. Os granulos B—TCP/HA s&o reabsorvidos mais lentamente, o que
parece promover manuten¢do do volume da regido implantada.

Palavras-Chave*: Cicatrizacdo, Reparo, Tecido 6sseo, Substitutos 6sseos, Biomateriais,
Fosfatos

*DeCS - Descritores em Ciéncias da Saude, disponivel em http://decs.bvs.br
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ABSTRACT

Osseous defects can be the result of pathologies, traumas and surgeries. Depending on
its extension, the bone repair does not occur spontaneously therefore, fillings are
necessary. Biomaterials have been a viable alternative as bone substitutes. Among them,
emphasis is given on bioceramics due to their biocompatibility, atoxicity and
osteoconduction properties. This study has comparatively analyzed two types of
bioceramics, a- tricalcium phosphate (a-TCP) and B-tricalcium phosphate-HA (3-TCP/HA)
inserted in critical osseous defects performed on 50 rat calvariae (Rattus norvegicus
albinus, Wistar) male, adults, with an average body weight of 300 to 400 g. The animals
were divided in two groups with 25 animals each: a- group and B/HA group. On the
calvaria of each animal, two cavities were made measuring 4 mm of diameter each. The
left cavity was filled with the correspondent material of each group and the right one was
filed with autogenous bloodclot corresponding to the control group. The animals were
sacrificed 7, 21, 60, 90 and 120 days after surgery. The parietal bones containing the
cavities were removed and the parts were submitted to a histological processing by the
HE technique. By using software Image Pro Plus 6.2, a histomorphometric analysis was
performed which allowed the measurement of the defect neoformed bone area in different
observation periods. The results expressed in mean percentage of the defect area filled
by the neoformed bone, in the a- TCP group were: 1,6% (+ 2,37) on day 7 , 5,24% (+
5,58) on day 21 , 24% (+ 14,5) on day 60 , 30,21% (+ 6,84) on day 90 and 50,59% (+
5,42) on day 120. In the B - TCP/HA group, the results were 1,94% (+ 3,10) on day 7 ,
2,53% (+ 1,19) on day 21, 12,47% (+ 3,87) on day 60, 26,84% (+ 2,80) on day 90 and
38,82% (+ 8,76) on day 120 post-surgery. In the control group , the mean results were
0,15% on day 7, 10,12% on day 21, 15,10% on day 60, 18,94% on day 90 and 48,50% on
day 120. The study concluded that the cements o-TCP e B-TCP/HA promote
osteoconduction; the cement a-TCP is more biosoluble and presents a higher percentage
of bone neoformation area, and the B-TCP/HA is reabsorbed more slowly promoting
volume maintenance of the implanted area.

Key words*: Healing, Repair, Bone Tissue, Bone substitutes, Biomaterials, Phosphate

*National Library of Medicine — Medical Subject Headings, available at http://www.nIm.nih.gov/mesh
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1 INTRODUGAO

A perda de tecido 6sseo pode ocorrer por diversos fatores, como trauma
seguido de fraturas, patologias e procedimentos cirurgicos. Muitas vezes, devido a
perda de substancia 6ssea, ndo ha reparo completo, resultando em um defeito que
pode implicar em comprometimento da estética e perda parcial ou total da fungao da
estrutura lesada. Essas alteracbes sdo especialmente importantes quando
acometem o esqueleto craniofacial, pois, além de proteger diversas estruturas
nobres, os 0ssos do cranio e da face contribuem para a composigao estética do
individuo.

Com o intuito de instituir, recuperar e/ou manter volume e qualidade éssea em
regides que perderam suas conformagdes anatdbmicas, diversas pesquisas tém
procurado desenvolver ou aperfeicoar novos e promissores materiais
biocompativeis, que favorecam o reparo dos defeitos 6sseos.

Na literatura mundial, existe unanimidade em designar o enxerto autdégeno
como o melhor e mais bem aceito material para tratamento dos defeitos Gsseos.
Contudo, a necessidade de uma cirurgia adicional em area doadora, diferente da
area receptora, torna-se um inconveniente para muitos pacientes que nao aceitam a
intervencdo em outras regides do corpo. Além disso, em muitos casos, a quantidade
de enxerto disponivel ndo € suficiente para o preenchimento da area receptora
(MACEDO et al., 2004).
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As desvantagens ou limitagdes do enxerto autdbgeno estimulam a busca por
materiais alternativos, substitutos 6sseos que mantenham ou auxiliem a capacidade
regenerativa do tecido 6sseo de forma relativamente inalterada, e os enxertos
aloplasticos ou sintéticos vém sendo apresentados como uma alternativa viavel.

O preenchimento de defeitos 6sseos por enxertos aloplasticos é facilitado
pela osteocondugdo, uma vez que o material fornece um suporte que guiara a
formagao 6ssea. Para isso, algumas condigbes devem ser cumpridas: esse suporte
deve ser constituido por um material bioinerte ou bioativo; sua forma e dimensdes
devem favorecer o crescimento ésseo pelo seu interior e a deposi¢cao 0ssea deve
ocorrer por substituigdo (SHIRATORI et al., 2005). Os materiais osteocondutores
nao tém capacidade de induzir a citodiferenciacdo de osteoblastos, mas preenchem
a falha, orientando as novas células originadas por proliferacdo das
osteoprogenitoras, provenientes das margens do defeito, a promoverem a
neoformacéo de tecido 6sseo (COOK e RUEGER, 1996).

Dentre as vantagens encontradas nos enxertos aloplasticos, podem-se
destacar a disponibilidade comercial em grande quantidade, caracteristicas de facil
manipulagao, além da possibilidade de uma integragéo fisica e/ou quimica no meio
inserido (SANTOS, 2002).

O fosfato tricalcico e a hidroxiapatita sdo substitutos 6sseos aloplasticos da
classe das bioceramicas que tém larga aplicagdo na area biomédica. Nos ultimos
anos, tém sido usados em cirurgias 0sseas, apresentando uma série de vantagens
de utilizacdo em ortopedia e traumatologia, sendo as mais destacadas a
biocompatibilidade e a bioatividade, que permitem a osteoconducao dos tecidos, e 0
endurecimento in situ, que oferece maior facilidade de manipulagcdo e aplicacdo no
caso de cimentos de fosfato de calcio (LIKE e MONROE, 1991).

Os materiais a e B-TCP tém sido usados isoladamente, associados entre si
ou combinados com hidroxiapatita (HA) (CHOW, 1998). A HA, o a—- TCP e o B-TCP
possuem formulacdo quimica semelhantes, diferindo na estrutura cristalina de seus
granulos, que leva os materiais a apresentarem caracteristicas de absorgéo
diferentes. O indice de solubilidade do B-TCP €& menor do que o do a-TCP, isso
implica na permanéncia do 3-TCP por mais tempo no organismo (CHOW, 1998; LI et
al., 2006).
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No momento, o cimento a-TCP utilizado nesta pesquisa encontra-se em
fase de testes laboratoriais pré-clinicos, enquanto o B-TCP/HA ja vem sendo
comercializado, com autorizacdo da ANVISA, para uso em humanos.

Diante do exposto, o presente estudo propde-se a avaliar
microscopicamente o efeito do cimento a-TCP e dos gréanulos B-TCP/HA, no reparo

o0sseo em defeitos criticos em calota craniana de ratos, com relacdo a
condutibilidade dssea.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € um dos mais resistentes do corpo humano. Constituinte
principal do esqueleto, serve de suporte para as partes moles e protege 6rgaos
vitais, como os contidos no cranio. Além dessas fungdes, os ossos funcionam como
depdsito de calcio, fosfato e outros ions, armazenando-os ou liberando-os de
maneira controlada para manter constante sua concentragao nos liquidos corporais.
A hidroxiapatita e o colageno sao responsaveis pela dureza e resisténcia do tecido
0sseo, permitindo que ele resista a compressdao e a tensdao (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

2.1.1 Histologia 6ssea

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo, formado por
células e material intercelular calcificado, a matriz 6ssea. As células componentes do
tecido 0sseo s&o os osteoblastos, os osteodcitos e os osteoclastos (ROSS et al.,
1993).

Os osteoblastos sdo células que sintetizam a parte organica da matriz 6ssea,
que é composta por colageno do tipo |, proteoglicanas e glicoproteinas. Sdo capazes
de concentrar fosfato de calcio, participando da mineralizagdo da matriz. Quando em
intensa atividade sintética, sao cubdides, apresentando citoplasma muito basdfilo;
porém, em estado pouco ativo, tornam-se achatados e a basofilia citoplasmatica

diminui. Os osteoblastos se comunicam por prolongamentos citoplasmaticos, que se
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tornam mais evidentes quando estdo envolvidos pela matriz. Uma vez aprisionado
pela matriz recém sintetizada, o osteoblasto passa a ser chamado de ostedcito
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O osteoblasto pertence a uma linhagem de células, da qual participam as
células progenitoras do osteoblasto e os ostedcitos, os quais constituem o estagio
final da diferenciagcédo das células desta linhagem. As osteoprogenitoras sao células
mesenquimais pluripotentes, indiferenciadas e primitivas. Elas possuem alta
capacidade proliferativa e sdo capazes de se especializar em células Osseas
maduras, condroblastos ou mesmo fibroblastos, de acordo com a natureza ou o grau
do estimulo que recebem. Sdo comumente achatadas e encontradas inicialmente
em tecidos conjuntivos perivasculares e nas superficies dos tecidos 0sseos,
endosteo e periosteo (CARVALHO e BUZATO, 2005).

Os ostedcitos encontram-se no interior da matriz 6ssea, ocupando as lacunas
das quais partem canaliculos com seus prolongamentos. Como n&o existe difuséo
de substancias através da matriz 6ssea, a nutricdo dos ostedcitos depende destes
canaliculos presentes na matriz. Eles possibilitam a passagem de nutrientes e
permitem a comunicacdo dos ostedcitos com seus vizinhos, com peridsteo e
endosteo e com os canais vasculares da matriz. Estes canais estabelecem contatos
através de jungdes comunicantes permitindo o fluxo intercelular de ions e pequenas
moléculas, como hormdnios, que controlam o crescimento e o desenvolvimento dos
0ssos. Os ostedcitos sao células achatadas com caracteristicas ultra-estruturais que
indicam pequena atividade sintética, mesmo assim, sdo essenciais para a
manutencdo da matriz 6ssea, pois sua morte & seguida por reabsor¢ao da matriz
(ROSS et al., 1993, JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos s&o células méveis, gigantes, extensamente ramificadas, com
partes dilatadas que contém de seis a 50 ou mais nucleos e que derivam da fuséo
dos mondcitos do sangue circulante. Frequentemente, nas areas de reabsorgédo do
tecido Gsseo, encontram-se porcoes dilatadas dos osteoclastos, localizadas em
depressdes da matriz, escavadas pela agdo enzimatica e conhecidas como lacunas
de Howship. Os osteoclastos secretam acido (hialuronidase), colagenase e outras
enzimas que atacam a matriz e liberam ions calcio. Também participam da
eliminagao dos restos de tecido 6sseo que se formam durante a reabsor¢éo do osso
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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O tecido Osseo cortical é de revestimento, podendo estar coberto
externamente por cartilagem articular ou periésteo. O peridsteo possui uma camada
externa constituida por fibras colagenas e fibroblastos e, uma porgao celular, mais
profunda, constituida por células osteoprogenitoras. As estruturas fibrosas que
aderem o periosteo a superficie O0ssea sdo denominadas fibras de Sharpey
(KESSEL, 2001; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O tecido 6sseo esponjoso compreende a medula Ossea, depositada em
espacgos constituidos por uma rede de placas finas e irregulares, denominadas
trabéculas, separadas por espacgos intercomunicantes. Nestes espacos, a medula
O0ssea é vermelha, nos ossos jovens, e amarela, nos adultos. As trabéculas s&o
recobertas pelo enddsteo e, assim como o peridésteo, o endosteo contém células da
série osteogénica responsaveis pelo crescimento, reparo 0sseo e remodelamento
continuos (ROSS et al., 1993; YOUNG e HEATH, 1994).

2.1.2 Dinamica do tecido 6sseo

Os osteoblastos sdo capazes de secretar sua matriz e formar tecido 6sseo
por dois diferentes processos de ossificacdo: intramembranosa e endocondral;
ambas resultam em um tecido histologicamente semelhante. A ossificagéo
intramembranosa ocorre a partir de um tecido mesenquimal vascularizado. As
células mesenquimais indiferenciadas que compdem este tecido se diferenciam em
osteoprogenitoras e, posteriormente, em osteoblastos. Certas regiées do tecido
0sseo em formagao nao calcificam, correspondendo as regides do endosteo e do
periosteo (TEN CATE, 1985; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A ossificagdo endocondral, por outro lado, ocorre, sobretudo, em 0ssos
longos e inicia-se pela formagcdo de um molde cartilaginoso, em area pouco
vascularizada, onde o0 osso sera formado, uma vez que as células mesenquimais,
em condi¢des de baixas tensdes de oxigénio, diferenciam-se preferencialmente em
condroblastos (CARVALHO e BUZATO, 2005).

O tecido 6sseo sofre trés processos ao longo da vida: o modelamento, que se
caracteriza pela aquisicao de forma; o reparo, que responde ao processo cicatricial,
e 0 remodelamento onde ocorre um processo 0sseo continuo que reduz seu ritmo
durante o envelhecimento (SCHWAN e SOUZA, 2000). Segundo Carvalho e Buzato
(2005), a modelagao pode ser precedida ou ndo por um molde de cartilagem e
envolve tanto formacdo Ossea (atividade de osteoblastos), quanto reabsorgéo
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(atividade de osteoclastos). A remodelagcdo € um processo fisioldgico dindmico cujo
objetivo € manter constantes os niveis idnicos do sangue, tornando disponiveis as
reservas de calcio e fosforo e colaborando para a homeostase mineral.

Na presenca de um defeito ésseo, como uma fratura, por exemplo, 0 0sso
pode ser completamente reconstituido pela reativacdo de processos que sé ocorrem
na embriogénese. Imediatamente apds a ocorréncia do defeito, forma-se um coagulo
e uma rede de fibrina que preenche o espaco do defeito. Células inflamatérias
migram para o local e liberam mediadores quimicos e fatores de crescimento
capazes de ativar as células osteoprogenitoras e de revestimento 6sseo. A formagéo
O0ssea estara na dependéncia da formacdo de uma ampla rede vascular e de
estabilidade mecanica dos fragmentos 6sseos (CARVALHO e BUZATO, 2005).

Christian (1996) afirmou que a cicatrizagdo de uma fratura pode, na verdade,
nao ser absolutamente um processo de consolidagdo, mas um processo de
regeneragcdo Ossea. Consolidagdo significa tornar novamente inteiro ou sdlido,
significa curar. Na pele ou 6rgao interno, a consolidagdo deixa uma cicatriz
produzida por tecido conjuntivo novo, que substitui o tecido lesado. Regeneracgao,
por outro lado, significa formar-se novamente, tomar novamente uma forma.

O osso, quando lesado, tem a capacidade de regenerar e retornar a estrutura
tecidual original, sem a formacdo de tecido cicatricial (HOLLINGER et al., 1997;
REMEDIOS, 1999). Apesar desse potencial, a regeneragao necessita de auxilio em
varias ocasides, como nas unides retardadas, nas nao-unides, em fraturas multiplas
ou cominutivas, nas osteotomias e no preenchimento de cavidades ou defeitos
segmentares extensos (COOK e RUEGER, 1996).

Existem controvérsias na literatura quanto a terminologia para designar o
processo de reparacdo do tecido 6sseo frente a perda tecidual. O presente estudo
seguira as definigdes preconizadas por Mitchell et al. (2006). De acordo com os
autores, a regeneragdao ou reparo € O processo pelo qual o tecido lesado é
substituido por células parenquimais nativas, ocorrendo proliferacdo do mesmo tipo
de célula. A regeneragéo envolve a restituicdo de tecidos idénticos aos que foram
perdidos, como por exemplo, o reparo 6sseo, onde o tecido pode ser completamente
reconstituido apos lesao tecidual.

2.2 DEFEITO OSSEO CRITICO
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Defeitos criticos s&o aqueles cujas dimensdes nao permitem cicatrizagéo
espontanea ao longo da vida. O padrdo e o tempo de reparo variam de acordo com
a espécie animal e com a localizagdo anatébmica, havendo, portanto, diferenga no
tamanho do defeito 6sseo considerado critico. A capacidade regenerativa da calvaria
de animais experimentais como ratos e coelhos, pode ser considerada melhor do
que em humanos. Devido a grande area de inser¢bes musculares, o suprimento
sanguineo da calvaria de humanos € inferior comparando-se a calvaria de animais.
Como resultado, defeitos pequenos na calvaria de humanos adultos n&o reparam
espontaneamente (SIROLA, 1960; SCHMITZ e HOLLINGER, 1986).

Turnbull e Freeman (1974) observaram que defeitos de 2 mm de diametro,
confeccionados em calvaria de ratos Wistar, falharam na cicatrizagdo em um periodo
de 12 semanas.

Mulliken e Glowacki (1980) testaram e avaliaram diferentes implantes 6sseos
em defeitos experimentais de 4 mm em parietais de ratos, sendo que alguns dos
implantes testados n&o apresentaram reparo completo dos defeitos 6sseos em um
periodo de 6 meses.

Tagaki e Urist (1982) determinaram que defeitos de 8 mm criados em
calvarias de ratos Sprague-Dawley reduziram para 5 mm em 4 semanas e nao

obtiveram mais cicatrizac&o ao longo de 12 semanas.

2.3 SUBSTITUTOS OSSEOS

Para manter ou auxiliar a capacidade reparativa do tecido 6sseo, podem ser
utilizados substitutos 6ésseos osteoindutores e osteocondutores (HOLLINGER et al.,
1997). Uma das vantagens desses substitutos 6sseos é ndo produzir trauma
adicional ao paciente, o que ocorre na obtencdo de enxerto autégeno. O material
osteoindutor estimula as células indiferenciadas da ferida a converterem-se
fenotipicamente em osteoblastos, responsaveis pela neoformacao éssea. Por outro
lado, os osteocondutores ndo tém capacidade de induzir a citodiferenciacdo de
osteoblastos, mas preenchem a falha, orientando as novas células originadas por
proliferagdo de células osteoprogenitoras das bordas do defeito a promoverem a
neoformacéo de tecido 6sseo (COOK e RUEGER, 1996; KEATING e McQUEEN,
2001).

Para Carvalho e Buzato (2005) osteoindugéo é a habilidade em induzir o osso

hospedeiro a produzir novo tecido ésseo, levando a transformacdo do tecido



28

conjuntivo mesenquimal em tecido 6sseo, enquanto a osteocondugéo consiste na
habilidade de guiar e conduzir o desenvolvimento de novo tecido 6sseo através de
sua matriz de suporte (arcabougo), que sera reabsorvida e substituida por tecido
0Sseo0.

O processo de osteoinducdo pode ser exemplificado pelo uso de células-
tronco na formacgéo d6ssea. Zago e Covas (2006) explicaram que a medula déssea
contém, além das células-tronco hematopoiéticas e endoteliais, uma populagao rara
de células-tronco multipotenciais capaz de suportar a hematopoiese e se diferenciar
em diversas linhagens celulares, como adipdcitos, condrocitos e ostedcitos. Essas
células tém sido denominadas de células-tronco mesenquimais, cuja diferenciagéo
osteogénica requer a presenga de indutores para adquirirem a morfologia de
osteoblastos e passarem a expressar fosfatase alcalina e depositar matriz
extracelular rica em calcio.

Segundo Den Boer et al. (2003), varios tipos de compostos de hidroxiapatita
tém sido testados como carreadores para a osteoconducdo, apresentando
resultados satisfatorios, semelhantes aos encontrados com o uso de enxertos
autogenos. Os substitutos Osseos devem apresentar caracteristicas como
biocompatibilidade, atoxicidade e resisténcia a deformacgao, para serem implantados
no organismo. Resisténcia ou n&o a reabsorgéo € uma condigao que varia conforme
a aplicagdo desejada e, caso sejam reabsorviveis, estes biomateriais devem ser
metabolizados pelo organismo ou excretados por uma via normal fisiolégica
(OUSTERHOUT e STELNICKI, 1996; VALERIO et al., 2004; KNABE et al., 2005).

Os enxertos autdégenos, também denominados autdlogos ou auto-enxertos,
sdo compostos por enxertos removidos do proprio individuo, constituidos por osso
cortical e/ou medular, provenientes de regides variadas, como crista iliaca, calota
craniana, fibula, tibia, além de regides faciais como mento, tridngulo retro-molar e
regides edentadas (NASR et al., 1999). As vantagens dos enxertos autdégenos
reafirmam seu potencial como um o6timo material para reconstrugdes e
preenchimentos 6sseos. No entanto, ha dificuldade para dar ao enxerto a forma da
regiao receptora, a quantidade de osso disponivel é limitada e seu uso repercute, na
maioria das vezes, em acesso a um novo sitio operatério, além do leito receptor
(MULLIKEN e GOWACKI, 1980; OUSTERHOUT e STELNICKI, 1996; MACEDO et
al., 2004).
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Os enxertos aloplasticos, também chamados sintéticos, sao divididos na
classe dos polimeros e das bioceramicas. Essas ultimas sdo formadas por calcio e
fésforo em proporgdes similares a do osso. Os materiais bioceramicos sao o fosfato
tricalcico, a hidroxiapatita e o vidro bioativo (NASR et al. 1999).

Estes biomateriais devem possuir determinadas caracteristicas como:
biocompatibilidade, ndo serem alergénicos, nem carcinogénicos, possuirem
resisténcia a deformagado, além da resisténcia ou ndo a reabsor¢do conforme a
aplicacdo desejada (SANTOS, 2002; VALERIO et al., 2004).

Hench e Wilson (1993) classificaram os biomateriais de acordo com o seu
comportamento fisiologico:

a) Biotoleraveis: materiais isolados dos tecidos adjacentes por meio da formagéao
de camada envoltéria de tecido fibroso. O material induz a formagao dessa
camada por meio da liberacdo de compostos quimicos, ions, produtos de
corrosao e outros. Os materiais biotoleraveis s&o praticamente todos os
polimeros sintéticos assim como a grande maioria dos metais;

b) Bioinertes: materiais também tolerados pelo organismo, em que formagéo de
envoltorio fibroso € minima. O material ndo libera componentes em
quantidade minimas. Sdo exemplificados pela alumina, zircbnia ,titanio, ligas
de titanio e carbono;

c) Bioativos: ocorrem ligagcdes de natureza quimica entre material e tecido 6sseo
(osteointegracdo). Em funcdo da similaridade quimica entre estes materiais e
a parte mineral Ossea, os tecidos O0sseos se ligam a eles, permitindo a
osteoconducdo por meio do recobrimento por células 6sseas. Os principais
materiais desta classe sdo os vidros e vitroceramicas a base de fosfatos de
calcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de calcio;

d) Absorviveis: materiais que, apds certo periodo de tempo em contato com os
tecidos, acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo

organismo, como o fosfato tricalcico (TCP) e o poli acido latico.

2.4 FOSFATO DE CALCIO

Desde seu surgimento no mercado, no inicio dos anos 80, os fosfatos de
calcio, especialmente a hidroxiapatita, foram consideradas os materiais por
exceléncia para a remodelacdo e reconstrugdo de defeitos Osseos. Isto se deve
principalmente as suas propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e
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osteocondutividade, o que denota que, ao serem implantadas no sitio, ndo induzem
resposta imunoldgica, sdo capazes de ligar-se diretamente ao tecido Osseo e
permitem o crescimento do 0sso ao longo de sua superficie (LeGEROS, 1988).

Podem ser encontrados nas formas de po e liquido, blocos ou gréanulos. Os
cimentos de fosfato de calcio (CFCs) constituidos por pdé e liquido, ao serem
misturados, formam uma pasta que endurece espontaneamente a temperatura
ambiente ou corporal como resultado da precipitacdo de um ou varios fosfatos de
calcio. Os blocos sao fabricados com formas pré-determinadas e normalizadas. Os
granulados apresentam o risco de migrarem além do sitio de implantagdo podendo
alcangar o tecido mole e provocar reagbes granulomatosas e até mesmo sua
expulsdo para fora do organismo. As caracteristicas que determinam os CFCs como
biomateriais atrativos para a reconstrucdo ou remodelagao 6ssea sédo: facilidade de
manipulagdo e moldagem sem ter de dar forma prévia ao enxerto, adaptando-se
totalmente a forma da cavidade 6ssea e obtendo um intimo contato entre o 0sso e o
cimento desde os primeiros estagios da implantacdo. Além disso, os CFCs
diferenciam-se dos outros cimentos 6sseos ndo aquecendo durante o processo de
endurecimento, evitando assim a necrose tecidual no sitio receptor (DRIESSENS et
al., 1997).

De acordo com Santos (2002) esses materiais reunem uma série de
vantagens que permitem seu uso como preenchimento e substituto de partes
danificadas do sistema Osseo, dentre as quais estdo, além das ja citadas por
Driessens et al. (1997): preparagdo realizada durante o ato cirurgico,
biocompatibilidade e bioatividade. O autor cita como principal desvantagem dos
CFCs sua baixa resisténcia mecanica que, no melhor dos casos, consegue igualar-
se a do osso trabecular, ou a um quinto do osso cortical.

Segundo Chow (1998), a cimentacdo pode ocorrer distintamente em
diferentes sistemas de cimentos que contenham fosfato de calcio como o
componente majoritario. Esses sistemas podem ser divididos em categorias: (1)
cimentos compostos por fosfatos e agua ou que haja na solugdo usada como liquido
um calcio ou um fosfato; o endurecimento desse cimento é resultado da formacgao de
um ou mais fosfatos de calcio compondo o cimento; (2) cimentos que contenham
essencialmente fosfato de calcio em seu componente soélido e que no componente
liquido haja um acido organico; (3) cimentos similares ao anterior, mas o liquido &

uma solugéo de polimero; o endurecimento desse cimento € resultado da formagao
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de hidroxiapatita ou uma formacdo complexa de fosfato de calcio e solugdo de
polimero; (4) cimentos compostos por fosfato de calcio e polimeros, onde o fosfato
de calcio age como preenchimento e ndo atua no mecanismo de endurecimento.
Dentre os cimentos incluidos na primeira categoria destacam-se, por ordem
decrescente de indice de Ca/P: Cimento de fosfato tetracalcico (TTCP), alfa fosfato
tricalcico (a-TCP), beta fosfato tricalcico (B—TCP), fosfato de calcio amorfo (ACP),
fosfato octacalcico (OCP), fosfato dicalcico (DCP) e fosfato monocalcico
monoidratado. O autor ainda classificou os cimentos de fosfato de calcio de acordo
com sua aplicagao e fungédo no organismo. Implantes de cimento que sofrerdo carga,
como, por exemplo, enxertos alveolares, que receberdo carga oclusal durante a
mastigacéo, e implantes de cimento que n&o sofrerdo carga, ou seja, serdo usados
somente para preenchimento de defeitos ou modelamento de estruturas 6sseas. Em
algumas dessas aplicagbes os implantes devem permanecer no organismo do
individuo para o resto de sua vida, enquanto que, em outros casos, o material
podera ser reabsorvido desde que seja simultaneamente substituido por tecido

0sseo.

2.4.1 Microestrutura

Os CFCs apresentam-se na forma de cristais que sao resultado de reacdes
em série. O primeiro cimento 6sseo de fosfato de calcio a ser sintetizado foi o tipo
cristalino, cujo resultado foi um precipitado de hidroxiapatita; desde entdo, muitas
outras formas cristalinas tém sido sintetizadas. Os principais tipos de cimento que
podem ser obtidos de precipitados cristalinos de fosfato de calcio sdo o cimento de
hidroxiapatita, de fosfato dicalcico diidratado (DCPD), de hidroxiapatita deficiente em
calcio (CDHA) ou hidroxiapatita carbonada em composi¢des variaveis. Sistemas
mais complexos também sao possiveis, por exemplo, a-fosfato tricalcico e carbonato
de calcio (CaCOs3), em que ambos, DCPD e CDHA precipitam (DRIESSENS et al.,
1998).

2.4.2 Propriedades quimico-mecanicas
Os fosfatos de calcio, de modo geral, sdo materiais que podem ser facilmente
fabricados sob varias composi¢gbes (denso, micro ou macroporosos), tamanhos e

formas, de acordo com sua aplicacdo especifica. Suas caracteristicas principais
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constituem relativamente baixa tens&o superficial e baixa resisténcia a fadiga
(CHOW, 1988).

Os indices de absorcédo do fosfato de calcio sdo ajustados a varios tipos de
aplicacao: preenchimento, revestimento, cimento ésseo e regeneragéo tecidual. As
taxas de solubilidade de um fosfato de calcio de uma fase ndo podem ser variadas
ou moduladas, ja, se duas fases do fosfato de calcio forem combinadas, esses
valores podem ser aumentados. Fosfato de calcio bifasico, composto por B-TCP e
HA, tém sido intensamente investigado, devido aos seus indices de biodegradagao,
bioatividade e osteocondutividade (SANTOS, 2002).

A solubilidade e/ou indice de absor¢cdo do a-TCP sao muito maiores que os
do B-TCP. No entanto, a combinagdo de ambos pode levar a formagdo de um
fosfato de calcio altamente soluvel (LI et al., 2006).

Segundo Santos (2002), os principais parametros que determinam a
resisténcia dos cimentos sao a porosidade total, a distribuicdo de tamanho de poros,
a presenca de defeitos no sistema e a homogeneidade ou heterogeneidade do
sistema.

Quanto maior a proporgcdo de poros pequenos para uma dada porosidade
total, mais resistente sera o material (MINDESS, 1985). Os poros na massa atuam
como concentradores de tensdo, e uma redugao de seu tamanho reduzira também a
magnitude do campo de intensidade de esforgo associado (ALFORD e McN, 1981).
Shima et al. (1979) observaram que a presenga de poros tornava o cimento mais
fragil, para corrigir essa limitagdo reduziu-se o tamanho dos granulos do cimento.

Os CFCs séao tao estaveis no organismo que o tempo para serem substituidos
por osso é muito longo. Para acelerar a reabsorgdo e substituicdo do cimento,
muitos autores tém aperfeicoado a macroporosidade do material, aumentando o
tamanho e a quantidade dos poros. Em estudo experimental, Fernandez et al. (2005)
adicionaram sulfato de calcio diidratado (CSD) ao cimento a-TCP no intuito de
aumentar sua porosidade, facilitando sua substituicdo por tecido 6sseo ao longo do
tempo. Ocorreu uma dissolugdo do CSD, deixando espacgos, ou porosidades, no
interior do cimento de fosfato de calcio. Essas porosidades permitem que as células
osteoprogenitoras penetrem no interior do cimento, acelerando o processo de

integragao Ossea.

2.4.3 Interagdo com o tecido 6sseo
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Genericamente, os CFCs sao reabsorvidos devido a atividade osteoclastica,
formando, ao mesmo tempo, novo tecido ésseo na interface osso-cimento. Desta
forma os CFCs nao atuam como substitutos permanentes do o0sso, apenas
temporarios, sendo lentamente substituidos por tecido ésseo neoformado. Este
comportamento tipico tem sido denominado de osteotransdutividade. A velocidade
com que esse fendmeno ocorre depende fortemente, dentre outros fatores, do tipo
de CFC, do sitio de implantagdo e da idade do individuo receptor (DRIESSENS et
al., 1998).

Kurashina et al. (1997) avaliaram a agdo do CFC com implantagdo de uma
pasta de a-TCP, fosfato dicalcico dibasico e fosfato mondxido de tetracalcio em
tecido mole e em tecido 0Osseo. Os resultados histologicos no tecido dsseo
revelaram que a massa de cimento apresentou contato direto com o0 0sso
neoformado, o qual apresentou-se claramente diferenciado do osso mais distante do
cimento. A analise microrradiografica, os achados histolégicos foram confirmados:
contato direto entre cimento e 0sso, sem intervengao de tecido mole. Quanto ao
periodo, ndo houve diferenga entre as analises de 3 e 6 meses, a ndo ser no grau de
maturagdo do osso neoformado. Os autores concluiram ser esse um material
promissor como substituto 6sseo embora haja necessidade de mais estudo na area.

Segundo Driessens et al. (1986), dois tipos de reabsorgéo do fosfato de calcio
e seus cimentos podem ser distinguidos: um material pode ser biorreabsorvivel
devido a falta de estabilidade nos fluidos corporais, sem consideragdes de atividade
celular. Essa forma de biorreabsorcdo pode ser chamada de passiva em
comparagao com o tipo ativo, mediado por atividade celular. Também se espera uma
reabsorcdo passiva em cimentos de fosfato de calcio diidratado, no entanto, de
CFCs dos tipos OCP e CDHA espera-se apenas um tipo ativo de reabsorgio, ou
seja, a atividade dos osteoclastos € necessaria e suficiente para fazé-los reabsorver.
E questionavel que cimentos do tipo PHA sejam bioabsorviveis, uma vez que néo é
evidenciada atividade osteoclastica.

2.4.4 Cimento de Alfa Fosfato Tricalcico (a-TCP)

Os estudos de Kessler et al. (2002) sobre o efeito do cimento a-TCP no
reparo 0sseo, utilizando ovelhas como modelo animal, demonstraram presenca de
osteoconducdo com formagdo homogénea de osso, além de trabeculado 6sseo
servindo como pontes conectando as extremidades dos defeitos 6sseos. A superficie
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de osso neoformado apresentou-se delineada por osteoblastos. Formacdo de
ostedide resultante da atividade dessas células foi observada muito raramente.
Percebeu-se uma matriz residual de ceramica degradada em pequenas particulas
distribuidas entre o trabeculado 6sseo. N&o foram identificadas células gigantes
multinucleadas nas sessdes de 100um observadas.

Nagase et al. (1991) e Kosino et al. (1992) revelaram que esse cimento é
conhecido por elevar seu pH quando dissolvido em agua, esse aumento de pH
resulta na presenca de células inflamatorias em torno do cimento por varias
semanas apos sua implantacgao.

A presencga de sulfato de calcio hemihidratado na composi¢do do cimento
de a-TCP permite redugcdo no tempo de presa, aumento nos valores do pH e
ocorréncia de poros no cimento para facilitar a osteoconducdo (SANTOS, 2002). De
acordo com Driessens et al. (1997), o a-TCP acrescido de sulfato de calcio
hemiidratado cumpre com o requisito referente ao pH, entre 6,5 e 8,0, para permitir
atividade celular. Dentre outras propriedades, esse cimento ndo incha nem
desintegra quando exposto a fluidos corporais depois de 3 ou 4 minutos do inicio da
mistura; ndo apresenta retracdo nem expansao e ndo ha liberacao de calor durante
a pega.

Segundo Hirakata (2003), o a-TCP nao tem aplicabilidade como biomaterial
devido a sua solubilidade, a qual é marcadamente mais alta do que o B-TCP. O
cristal de ao-TCP na fase de cimento demanda muitos dias para realizar sua
transformacgao em hidroxiapatita, portanto, os cristais permanecem no tecido por um
longo periodo de tempo.

Santos (2002) pesquisou a insercédo de fibras poliméricas ou ceramicas na
composi¢ao do cimento, com a finalidade de melhorar suas propriedades mecanicas,
obtendo um novo tipo de cimento de fosfato de calcio, o de dupla-pega, que
apresentou valores de resisténcia a compressdo 150% superiores a composicao
sem o sistema de polimerizagao introduzido. Os resultados demonstraram que as
fibras adicionadas aumentam mais acentuadamente a resisténcia a tracdo e a
tenacidade a fratura dos cimentos, sendo obtidos valores proximos aos do 0sso
cortical humano. A avaliagdo biolégica in vivo e in vitro demonstrou a

biocompatibilidade dos compdsitos obtidos, ampliando a gama de possiveis
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aplicagdes médicas e odontolégicas no reparo de defeitos amplos e o uso em locais
solicitados por carga.

Jansen et al. (1995) inseriram um cimento bifasico composto por 85% de a-
TCP e 15% de B-TCP em 16 defeitos cirurgicos criados em tibias de cabras. Exames
radiograficos e de espectroscopia mostram que apds trés meses de implantagdo, o
o-TCP foi transformado em hidroxiapatita. Avaliagdo histologica revelou que a
presenca do cimento estimulou o crescimento de osso quando comparado com
cavidades nao preenchidas. Observou-se reabsor¢cdo ativa e remodelamento das
particulas de cimento, que ndo promoveu reacgao inflamatoria. Apds seis meses da
implantacdo, nenhuma alteracdo na composicdo do cimento ocorreu. Todo o

material inserido encontrou-se envolvido por tecido 6sseo maduro.

2.4.5 Beta fosfato Tricalcico (B-TCP)

O grénulo B-TCP combina a propriedade de solubilidade ativa com a
osteocondutividade, sendo que o processo de absorgcido € exatamente o mesmo que
também favorece a neoformacao 6ssea. Por essa razao, essa combinacédo deve ser
chamada de “propriedades bioldgicas de osteocondutividade”. Com base no seu
envolvimento natural na renovagcdo mineral do o0sso, espera-se a mesma
osteotransductividade com materiais de fosfato de calcio do tipo OCP e CDHA
(DRIESSENS et al., 1998).

Para Shiratori et al. (2005), qualquer tipo de defeito 6sseo envolve a liberagao
de fatores e indutores de crescimento. O osso € rico em fatores de crescimento, e
muitos deles podem ser encontrados no proprio tecido, como: IGF (insulin like
growth factor), TGF (transforming growth factor), FGF (fibroblast growth factor),
PDGF (platelet derived growth factor), além de alguns fatores de indugéo éssea,
como: osteogenina e BMP (bone morphogenetic protein). O B-TCP, por sua vez, é
um composto inorganico, no qual ndo existem fatores ou indutores de crescimento.
Idealmente, o material usado em osteoconducédo deveria permitir uma deposi¢cao
direta de osso em sua superficie e ser substituido por tecido ésseo. Isso s6 seria
possivel se esse material fosse reabsorvido ou substituido durante a fase de
remodelagcdo do processo de reparo Osseo. Por definicdo, somente materiais
bioativos estabelecem ligagbes quimicas com o osso. O B-TCP mostra comparavel

habilidade osteogénica na presenga de células maduras. Os resultados deste estudo
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demonstraram que o -TCP promoveu formacao éssea devido a outros fatores, que
nao a osteoindugdo. O B-TCP parece contribuir, primeiramente, para a formacao de
um nucleo de calcificagdo no interior do defeito e promove osteogénese em torno de
si. Depois disso, é reabsorvido e substituido por osso. No entanto, ndo se observou
células fagocitarias, sugerindo que a reabsorgéo tenha ocorrido por meio de fluidos.
Isso acontece devido a uma reabsorgédo aguda, quando o fluxo sanglineo se anexa
a superficie do material envolvendo-o por tecido de granulagdo 6sseo. Uma lenta
reabsorcdo Ossea provavelmente ocorre por células que tenham capacidade
fagocitaria em um longo periodo de tempo.

Ohura et al. (1996), em estudo experimental em fémur de coelhos, relataram
a dificuldade em distinguir microscopicamente os granulos de cimento incorporados
ao tecido 6sseo do tecido 6sseo puro. Apdés o desaparecimento do cimento, a
remodelagdo do osso neoformado ocorrreu em 16 semanas. O volume 6sseo na
cavidade com gréanulos do cimento B-TCP foi mantido, o que n&o foi observado na
cavidade sem o material. Isso sugere que os granulos que nao foram reabsorvidos
mantiveram o estimulo a formacéo ossea.

Kitsugi et al. (1995) analisaram quatro tipos de cerémicas de fosfato de calcio:
B-pirofosfato de calcio, B-TCP, hidroxiapatita e fosfato de tetracalcio. Os materiais
foram inseridos em perfuracdes realizadas em tibias de ratos e observados apoés 2,
4, 8 semanas e 6 meses apds a operacdo. A andlise sob microscopia eletrénica
observou-se que a adesao 6ssea do material na interface material/osso n&o variou
entre as diferentes propor¢des molares entre o calcio e o fosfato. Substancias
amorfas, microcristais de forma agulhada foram observados na superficie da
ceramica apos duas semanas da operacdo. As ceramicas apresentaram direta
continuidade com os cristais 6sseos apos 4 e 8 semanas e 6 meses, ficando
menores com o decorrer do tempo. Nao foram observadas fibras colagenas na
interface material/tecido, nem adesao quimica ou mecanica entre o tecido 6sseo e
as ceramicas.

Segundo informag¢des do fabricante, a utilizagdo da bioceramica de ultima
geragao bifasica micro-macro porosa de B-TCP/HA para preencher e reconstituir
espacos e estruturas perdidas, vem demonstrando, cada vez mais, ser um
procedimento util, efetivo, simples e com vantagens importantes, comparada a
alternativas com o uso de outros materiais aloplasticos, inclusive de fosfatos de

calcio e materiais organicos, e mesmo enxertos autdgenos. Seu uso dispde



37

previsibilidade, auséncia de reac¢des indesejaveis, eliminacdo de maiores riscos com
outras intervencgdes, com mutilagées, morbidade de areas doadoras, contaminagdes,
perda de volume, maior tempo cirurgico, além dos riscos de transmissdo de doengas
infecto-contagiosas, auto-imunes e degenerativas. Pelos resultados obtidos no uso
desta bioceramica, avaliados desde 1985, quando seu uso, mesmo em situacoes
mais criticas como grandes osteodlises, pseudoartroses, fraturas com significantes
perdas de substancia, sujeitas a esforgcos mecanicos, tumores, cistos, osteotomias,
fixacao de protese e outras condigdes ocorrentes na area médica e odontoldgica, na
presenca ou ndo de processos infecciosos e mesmo no tratamento de osteomielites
de dificil solugdo, concluem-se serem efetivos. Esta bioceramica tem propiciado boa
remineralizagdo, boa incorporagdo e condigbes fisiologicas com resisténcia
mecanica e anatomia desejavel na presenga de condigdes organicas minimas
exigiveis e técnicas indicadas, para uma neoformacgao 6ssea previsivel (EINCOBIO,
2007).

2.4.6 Hidroxiapatita (HA)

A hidroxiapatita € um fosfato de calcio hidratado que apresenta similaridade
com a fase mineral dos tecidos 6sseos, sendo um dos materiais mais biocompativeis
conhecidos. Favorece o crescimento 6sseo para os locais em que se encontra,
estabelecendo ligagbes de natureza quimica entre material e tecido 6sseo e
permitindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células dsseas. A
superficie da hidroxiapatita permite a interacdo de ligagdes do tipo dipdlo, fazendo
com que moléculas de agua e, também, proteinas e colageno sejam adsorvidos na

superficie induzindo, assim, a regeneragéo tecidual (SANTOS, 2002).
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3.1 CONSIDERACOES ETICAS
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Este trabalho foi realizado junto ao Programa de P6s-Graduagdo em CTBMF,

da Faculdade de Odontologia da PUCRS, dentro da Linha de Pesquisa Biomateriais.

Todos os procedimentos adotados durante as técnicas envolvendo os animais estao

de acordo com o que preconiza o Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, em

cumprimento a Constituigdo do Estado, Lei n® 11.915, artigo 82, inciso IV, de 21 de

maio de 2003. O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS, protocolado sob o nimero 0908/07
(ANEXO A) e pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Lucas da

PUCRS, sob o registro CEP 07/03730 (ANEXO B).

3.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi desenvolvida dentro do paradigma tradicional quantitativo,

classificado como estudo experimental verdadeiro, duplo cego, grupo controle e s6

pOs-teste, com o seguinte delineamento (CAMPBELL e STANLEY, 1979):

R XaO1 Oz O3 O4 Oes...

R XgO1 Oz O3z O4 Os...

RX: O1 O O3z O4 Os...

Onde: R - Randomizado
O - Observacao
X, — ao-fosfato tricalcico
Xpma —p-fosfato tricalcico/HA

X. — Coagulo sanguineo
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3.3 POPULACAO E AMOSTRA
A populacdo foi constituida por 50 ratos da espécie Ratthus norvegiccus

albinus, linhagem Wistar, machos, adultos, com peso corporal médio de 300 a 400g.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de 25 animais:
Grupo-a-TCP e Grupo-B-TCP/HA. Na calota craniana de cada animal, foram
confeccionadas duas cavidades. A cavidade esquerda de cada calota foi preenchida
pelo cimento ou granulo de fosfato de calcio correspondente, de acordo com o grupo
experimental a-TCP ou B-TCP/HA, enquanto a cavidade direita de ambos os grupos
nao recebeu material, sendo preenchida por coagulo sanguineo autoégeno,
correspondendo ao Grupo Controle. O reparo ésseo foi observado de acordo com o
periodo de morte dos animais: 7, 21, 60, 90 e 120 dias apds o procedimento

cirargico (Quadro 01).

Periodo de observagao Grupo a Grupo 8
7 dias 5 ratos 5 ratos
21 dias 5 ratos 5 ratos
60 dias 5 ratos 5 ratos
90 dias 5 ratos 5 ratos
120 dias 5 ratos 5 ratos

Quadro 01 — Distribuicdo da populagdo de acordo com o grupo experimental

e com o periodo de morte do animal.
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Biotério da Faculdade de
Biociéncias da PUCRS. Apos a pesagem em balanga de precisdo, os animais foram
anestesiados com Cloridrato de Ketamina' 50 mg/Kg (0,05 ml/100 g) e Cloridrato de
Xilazina®> 5 mg/Kg (0,025 ml/100 g), por via intramuscular. Os ratos foram
tricotomizados, com auxilio de aparador elétrico de pélos’, na regido superior da
cabeca, compreendida entre os pavilhdes auriculares externos.

A anti-sepsia da regido tricotomizada, incluindo a pelagem em torno dessa
area, foi realizada com digluconato de clorexidina a 2%, seguida pela colocagéo de
um campo cirurgico de TNT, fenestrado, estéril, com dimensdes de 20 X 20 cm,

®
1 Dopalen ,®Agribrands Brasil Ltda, www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Dopalen.pdf

2 Anasedan , Agribrands Brasil Ltda, www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Anasedan_Pet.pdf
3 Aparador Elétrico de Barba e Bigode. Panasonic® - ER389K
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confeccionado para expor a cabeca do animal e cobrir o restante do corpo, como
barreira para controle de infeccdo. O procedimento cirurgico ocorreu de forma
independente, sobre uma bancada coberta com campo cirurgico estéril descartavel e
com troca de material cirurgico para cada espécime. Foi utilizado como anestesia
local Cloridrato de Lidocaina a 2% com Norepinefrina 1:50.000%, sob infiltragéo
anestésica subcutanea, com finalidade de hemostasia e analgesia trans-operatoria
adicional, além de controle de dor no pds-operatério imediato.

Apos infiltracdo anestésica, foi realizada uma incisdo coronal linear, com
lamina de bisturi n.°15, montada em cabo de bisturi Bard Parker n.°3, medindo cerca
de 1,5 cm de extensdo, compreendida entre as orelhas, sempre com apoio em base
ossea. Apds esse procedimento, o periosteo foi divulsionado com descolador de Molt
e afastado juntamente com os demais tecidos, expondo a superficie externa da
calota craniana. Com auxilio de uma seringa descartavel de 20 ml, irrigou-se a
regidao com soro fisiolégico a 0,9%, secando-se posteriormente com gaze estéril

(Figura 1).

Fig 1. A) Incisdo dermo-periostal. B) Descolamento do peridsteo e exposigédo da calota.
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Os locais de confecgao das cavidades foram demarcados com o auxilio de
uma sonda exploradora, preservando a sutura sagital mediana. As duas cavidades,
direita e esquerda, foram distribuidas lateralmente a sutura sagital mediana, nos
0ssos parietais, com distancia de 4 mm entre si, medida com o auxilio de um
compasso cirtrgico analdgico’. Estes defeitos 6sseos foram confeccionadas com o

auxilio de um motor elétrico em baixa rotagcdo e brocas cilindricas multilaminadas

®
4 Probem - Lidostesim 2%
5 Compasso cirurgico analégico Quinelato®, www.quinelato.com.br/odonto/imagens/compasso1.gif
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com diametro de 4 mm, correspondente ao tamanho dos defeitos 6sseos criados
(Figura 2).

» (Ossos parietais

d=4mm § / » Cavidade-controle
4\mm\
@ Cavidade- experimental
S / > Sutura sagital mediana

» Sutura coronal

Fig. 2. Representagao esquematica da calota craniana do rato. Defeitos 6sseos
(cavidade Experimental e cavidade Controle), confeccionados nos ossos parietais.
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

A broca foi pressionada levemente com movimentos intermitentes no sentido
superoinferior, permitindo a confec¢cdo do defeito ésseo, com rompimento das
corticais externa e interna da calota craniana, sem lesar as meninges. Apds a
confecgdo das cavidades, essas foram irrigadas abundantemente com solugéo
fisiolégica para remogédo dos residuos gerados no processo de confecgdo dos
defeitos e secadas com gaze estéril. Procedendo-se com a inser¢do de a-TCP ou [3-
TCP/HA nas cavidades do lado esquerdo, em seu respectivo grupo experimental. Os
materiais foram inseridos com auxilio da cureta alveolar de Lucas. As cavidades-
controle foram confeccionadas no lado direito da calota, da mesma forma que as
experimentais, porém sem a inser¢do de material, sendo preenchidas por coagulo
(Figura 3).

O cimento a-TCP utilizado nesta pesquisa foi sintetizado pelo Labiomat—
Laboratério de Biomateriais, da Faculdade de Engenharia de Materiais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Figura 4). Conforme recomendacgao do
fabricante®, (SANTOS, 2002) foi adicionada solugdo contendo acelerador (2,5% de
NaHPO4) ao po (constituido por 75% de a-TCP e 15% de sulfato de Ca
hemiidratado) até obtenc&o da consisténcia de cimento, sendo entdo, inserido na
cavidade experimetal-a.

6 Labiomat, disponivel em www.ufrgs.br/engmat/laboratorios.htm
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Fig. 3. A) Defeitos confeccionados na calota craniana. B) Cimento a-TCP inserido na cavidade
experimental. C) Granulos B-TCP/HA inseridos na cavidade experimental.

FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 4. Solugdo aceleradora e po

do cimento a -TCP. Fig. 5 A e B: 3-TCP/HA da marca Osteosynt®.
FONTE: Programa de Péds FONTE: Programa de Po6s Graduagédo e
Graduagdo em Odontologia -— Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

CTBMF/FOPUCRS, 2007.

No Grupo-B-TCP/HA, a cavidade esquerda foi preenchida com bioceramica
Osteosynt®, produzido pela EINCO Biomaterial Ltda.’, em forma de granulos
porosos, com dimensdes de 60-80 mesh, constituida por 65% de HA e 35% de [3-
TCP (Figura 5). O material foi inserido na cavidade experimetal 3, onde se misturou
com sangue presente na loja cirurgica, de acordo com informagdes do fabricante
(ENCOBIO, 2007).

Os tecidos moles foram reposicionados, cuidando para que o peridsteo
recobrisse as cavidades, e o couro cabeludo suturado com fio nylon 5-0°, com
pontos simples interrompidos, com o auxilio de um porta-agulha Mayo Hegar e uma
pinga Adson Brown. A regido foi limpa com gaze umedecida em soro fisioldgico, para
remogao dos residuos de sangue, e 0os animais foram colocados na posi¢ao de

decubito ventral em suas gaiolas correspondentes para recuperagao da anestesia. O

7 EINCO Biomaterial Ltda, Belo Horizonte-MG, Brasil. www.eincobio.com.br
8 Mononylon® Somerville SA
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controle da dor pés-operatéria foi realizado com Paracetamol’ gotas injetado no
musculo da pata traseira, imediatamente apds o término do procedimento e apds 12
horas.

3.5 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS OPERATORIAS

Apoés o periodo de observagédo pods-operatério previsto para cada grupo, os
animais foram mortos por meio de inalagdo em camara de isufluorano.

Para obtencdo da peca operatéria foi realizada uma incisdo na regido mais
posterior dos tecidos moles da cabecga, com de lamina de bisturi n.°15, montada em
cabo Bard-Parker n.°3, com o intuito de n&o danificar a regidao 6ssea de interesse. O
tecido mole da sobre a calota craniana foi removido com o auxilio de tesoura
Metzenbaum e pinga Adson Brown, promovendo uma ampla visualizacdo da calota,
incluindo os ossos parietais. Procedeu-se com a remog¢ao da calota craniana por
meio de osteotomia, utilizando-se um disco diamantado em baixa rotagcdo e sob
irrigacdo constante de solugédo fisiologica a 0,9%. A linha de osteotomia respeitou
uma distancia de 4 a 5 mm da area dos defeitos. Realizadas as quatro linhas de
osteotomia em torno dos defeitos désseos, removeu-se a calota com o auxilio de um
descolador de Molt e uma pinga Adson Brown.

ApoOs exame macroscopico local, as pegas operatérias foram imediatamente
armazenadas em recipientes plasticos, com a finalidade de evitar as alteragdes post
mortem dos tecidos. Este material identificado foi mergulhado em formalina neutra
tamponada a 10%, para fixagao e conservacgao.

Os animais foram descartados em sacos plasticos e enviados para
incineragao, conforme protocolo do Biotério da Faculdade de Biociéncias da PUCRS.

3.6 ANALISE MICROSCOPICA - HISTOMORFOMETRIA

Apos fixacdo em formol por um periodo superior a 24 horas e inferior a 72
horas, iniciou-se a etapa de confecgao e analise das Iaminas histoldgicas, realizada
no Laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS. As pecas
foram descalcificadas em solu¢do de &acido nitico a 5% (10ml) durante
aproximadamente 72 horas, seguindo-se a sua desidratacdo, em concentragdes
sucessivas de alcool (de 80% até 100%). Os defeitos foram separados entre si e

9 Tylenol® JANSSEN-CILAG Farmacéutica.
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divididos ao meio (Figura 6); foi realizado o processamento histologico de rotina para
confecgao das laminas, sendo incluidas em parafina, divididas em sec¢gbes com 6um
de espessura em micrétomo'’ a partir do maior diametro do defeito, coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE) e observadas em microscopio'' éptico de luz.
As laminas foram codificadas de modo que o observador ndo teve conhecimento

sobre a que grupo pertenciam.

Fig. 6. Preparo das pegas para inser¢do em parafina. A) Corte longitudinal
separando as cavidades entre si. B) Corte longitudinal dos defeitos ao longo
de seus maiores didmetros.

FONTE: Programa de P6s Graduag&o em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS,
2007.

A avaliagdo foi realizada pela mesma examinadora, previamente calibrada.
Para calibragdo, supervisionada por Patologista experiente, a cada 20 laminas
observadas, a examinadora repetia a observacdo de 10 laminas, comparando as
medidas obtidas entre ambas as observacbes e aplicando o teste Kappa
intraexaminador a fim de verificar a veracidade das medidas. Para quantificar o grau
de concordancia para os resultados dos testes Kappa aplicados, utilizou-se a
porcentagem de concordancia recomendados por Landis e Koch (1977), em que
foram aceitos apenas os seguintes valores: 0,61 a 0,80, representando importante
concordancia, e 0,81 a 1,0, representando quase concordancia completa (SIEGEL,
1975). Caso essas concordancias ndo fossem obtidas, a analise das laminas era
repetida.

As imagens histolégicas em aumento de 40X foram capturadas do
microscopio pelo computador, de modo que as laminas foram analisadas por meio
do programa Image Pro Plus, versdo 6.2®'* (Figura 7). Esse programa permitiu a

tomada da medida da area total e da area de neoformacado dssea de cada defeito,

10 Micrétomo Leica — Jung RM 2055.
11 Microscopio Olympus BX 50.
12 Media Cybernetics, USA.
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sendo que a medida em micrometros da area de neoformagao 6ssea foi transferida
para um valor percentual da medida da area total do defeito. O programa nao
permite apresentar a imagem do defeito em sua totalidade, portanto, as imagens

foram analisadas em trés ou quatro partes (Figura 8).
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Fig. 7. Programa Image ProPlus®, usado para medir area do defeito (circundada pela linha
amarela) e neoformagéao 6ssea.
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 8. Montagem das diferentes imagens da mesma lamina, obtidas pelo Image ProPlus®.
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.
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Os valores foram registrados em ficha de coleta de dados, elaborada
especificamente para este fim (APENDICE A).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Utilizando ferramentas do programa Image Pro Plus 6.2®, obteve-se a
medida da area total do defeito 6sseo e a area de neoformacao éssea, calculando a
porcentagem de osso neoformado presente em cada defeito.

Na comparacdo entre os grupos: experimental X controle e experimental X
experimental, os valores percentuais das areas de neoformacido O&ssea foram
submetidos a analise estatistica descritiva (média e desvio padrdo), sendo
apresentada sob a forma de tabelas e graficos. Foi utilizado o teste de comparagdes
de médias t Student, adotando um nivel de significancia de 0,05. O teste t compara
dois grupos, calcula a diferenga entre cada conjunto de pares e analisa se estas
diferengas sao significativas (ARANGO, 2001; MOTTA e WAGNER, 2003).

Para processamento e analise dos dados, foi utilizado o software estatistico

SPSS®, versao 10.0"3, no sistema operacional Microsoft Windows.

13 SPSS — Statistic Packet of Social Science. Produzido por SPSS® Inc. Chicago. www.spss.com.
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4 RESULTADOS

4.1 DESCRICAO DA OBSERVACAO MACROSCOPICA DOS DEFEITOS OSSEOS

Apos a morte dos animais € a remogao de suas calotas cranianas, foi possivel
observar macroscopicamente o padrao de ossificagcdo dos defeitos 6sseos, em cada
periodo de observacdo, e comparar os grupos experimentais com o grupo controle,

de forma descritiva, como segue.

4.1.1 Analise macroscopica — 7 dias

Aos 7 dias de observagao, tanto no grupo a-TCP quanto no grupo B-TCP/HA,
nota-se tecido mole no interior da cavidade controle e presenga de material no
interior do defeito experimental. Areas de ossificagdo ndo foram constatadas
macroscopicamente (figura 9)

4.1.2 Analise macroscopica — 21 dias

Neste periodo de observagdo, em ambos os grupos, a-TCP e B-TCP/HA,
percebe-se redugcdo no tamanho do defeito nas cavidades controle e presenca de
tecido mole no seu interior. Nota-se ainda, em muitos espécimes, presenca de

material no interior do defeito experimental (figura 10).

4.1.3 Analise macroscopica — 60 dias
Na figura 11 é possivel perceber formagdo de tecido 6sseo no interior das

cavidades experimentais, em ambos os grupos. No grupo a-TCP, defeito 6sseo
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apresenta-se com aspecto mais semelhante ao tecido 6sseo adjacente. No grupo 3-
TCP/HA, é mais evidente a presenca de fosfato de calcio no interior da cavidade
experimental. Apesar de se mostrarem mais evidentes do que as cavidades

experimentais, as cavidades-controle apresentam didmetro mais reduzido.

4.1.4 Analise macroscopica — 90 dias

Em ambas as cavidades experimentais, os defeitos mostram grande
quantidade de osso neoformado, estando marcadamente mais discretos do que os
defeitos controle. Ainda é mais perceptivel a presenga de grénulos no grupo -
TCP/HA do que cimento no grupo a-TCP. As cavidades controle ainda estavam
aparentes, no entanto menores do que nos periodos de observagao anteriores
(figura 12).

4.1.5 Analise macroscopica — 120 dias

Em alguns espécimes, tanto do grupo a-TCP quanto do grupo B-TCP/HA, as
cavidades experimentais estavam imperceptiveis a olho nu, enquanto os seus
controles permaneciam evidentes, embora com dimensdes reduzidas. Em nenhum
dos grupos foi observada a presenga de material no interior das cavidades
experimentais, neste periodo de observacéo (figura 13).

T S ..’_,.’, #

Fig. 09: Pecas operatérias dos grupos a-TCP (A) e B-TCP/HA (B) -
dias. Na cavidade esquerda, observa-se presenca de material e, na
cavidade direita, tecido mole em seu interior, em ambos o0s grupos.
FONTE: Programa de Pés Graduagdo em Odontologia -
CTBMF/FOPUCRS, 2007.



Fig. 10: Pecas operatérias dos grupos a-TCP (A) e B-TCP/HA (B) - 21
dias. Nas cavidades experimentais observa-se presenca de material, em

ambos 0s grupos.
FONTE: Programa de Pés Graduagdo em Odontologia -
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 11: Pecas operatérias dos grupos a-TCP (A) e B-TCP/HA (B) - 60
dias. Nas cavidades experimentais, observa-se formagao de tecido 6sseo
e presenca de granulos mais evidentes no grupo 3-TCP/HA.

FONTE: Programa de Pés Graduagdo em Odontologia -
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

49
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Fig. 12: Pegas operatorias dos grupos a-TCP (A) e B-TCP/HA (B) - 90
dias.

Em ambos os grupos, a cavidade esquerda mostra grande area de
neoformagédo 6ssea. As cavidades controle ainda estavam aparentes,
porém em didmetro reduzido.

FONTE: Programa de Po6s Graduagdo em Odontologia -
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 13: Pecgas operatérias dos grupos a-TCP (A) e B-TCP/HA (B) -
120 dias. As cavidades experimentais estdo imperceptiveis e as
cavidades controle pouco evidentes.

FONTE: Programa de Po6s Graduagdo em Odontologia -
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

4.2 RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA — GRUPOS EXPERIMENTAIS X
GRUPO CONTROLE (COAGULO SANGUINEO)

4.2.1 Grupo a-TCP X Coagulo Sangiiineo
Comparando-se o grupo a-TCP com o grupo controle (coagulo sangulineo),
nota-se maior area de neoformagao dssea no grupo experimental (tabela 1 e grafico
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1). Aos 7 dias, a média de osso neoformado no grupo o-TCP foi de 1,06%,
enquanto que no grupo controle a média de osso neoformado foi igual a 0,15%.

No 21° dia de observagédo, a média do grupo a-TCP foi de 5,24% de o0sso
neoformado, sendo que no grupo controle houve uma média de 10,12%.

Aos 60 dias, os valores sao superiores no grupo experimental em relagdo ao
grupo controle, sendo a média de neoformagao 6ssea no grupo a-TCP de 24% , e no
grupo controle de 15,10%.

Observa-se que, aos 90 dias, houve um aumento significativo da
neoformacédo 6ssea no grupo a-TCP, apresentando valores médios de 30,32%,
enquanto o grupo controle demonstrou um leve aumento na quantidade de osso,
perfazendo um valor médio de 18,94%, sendo esta diferenga estatisticamente
significativa.

Aos 120 dias, os valores médios de area de neoformacdo Ossea foram
préximos entre o grupo a-TCP e o grupo controle, apresentando 50,59% e 48,50%,

respectivamente, ndo representando diferenca significativa estatisticamente.

Tabela 1: Comparagdo da area de neoformacgdo Ossea (média e
desvio padréo), entre o entre o grupo a-TCP e o grupo controle
(coagulo sanguineo), de acordo com os periodos de observacgao.

Grupo a Coagulo
Periodo de . sangiineo :
Observagio | Media | PS5V | Media | Desvio | P
(%) Padrao (%) Padrao

(%) (%)
7 dias 1,06 2,37 0,15 0,33 0,444
21 dias 5,24 3,36 10,12 8,01 0,061
60 dias 24 14,5 15,10 11,70 0,275
90 dias 30,32 6,94 18,94 8,58 0,022*
120 dias 50,59 5,42 48,50 14,40 0,688

*Apresenta diferenga estatisticamente significativa para p<0,05.
FONTE: Programa de P6s Graduagédo em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.
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Grafico 1: Comparacéo da area de neoformacgao 6ssea (em %) entre o grupo

a-TCP e o grupo controle (coagulo sanguineo).
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia - CTBMF — FO/PUCRS, 2007.

4.2.2 Grupo B-TCP/HA X Coagulo sangiiineo

Os resultados expressos na tabela 2 e no grafico 2 demonstram que, no 7°
dia de observagao, o grupo B-TCP/HA apresentou uma média de 1,94% de area de
neoformacéo éssea, enquanto a cavidade contendo coagulo sanguineo apresentou
apenas 0,15% de osso neoformado.

Aos 21 dias, observa-se aumento de neoformacdo 6ssea em ambos os
grupos, sendo mais significativo no grupo controle, que expressa 10,12% de area
0ssea no interior da cavidade, ao passo que o grupo experimental B-TCP/HA revela
meédia de 2,53%.

Aos 60 dias, as areas de osso neoformado evoluiram para os valores médios
de 12,47% para o grupo experimental e 15,10% para o grupo controle.

No 90° dia de experimento, a neoformagdo Ossea foi mais lenta no grupo
controle, que apresentou valores médios de 18,94%, comparado a 26,84% de osso
neoformado demonstrado pelo grupo B-TCP/HA.

Ao final do periodo do experimento, aos 120 dias, as cavidades contendo
coagulo sanguineo apresentaram maior area de neoformagéo 6ssea do que o grupo
B-TCP/HA, revelando médias de 48,50% e 38,82%, respectivamente.



Tabela 2:Comparacao da area de neoformagdo éssea (média e desvio
padréo), entre o entre o grupo B-TCP/HA e o grupo controle (coagulo
sanguineo), de acordo com os periodos de observagao.

Coagulo
Grupo
Periodo de upo B sanguineo
~ . Desvio . Desvio P
Observagdo M(f/d)'a Padrao M(?/d)'a Padrao
° (%) ° (%)
7 dias 1,94 3,10 0,15 0,33 0,269
21 dias 2,53 1,19 10,12 8,01 0,017*
60 dias 12,47 3,87 15,10 11,70 0,535
90 dias 26,84 2,8 18,94 8,58 0,021*
120 dias 38,82 8,76 48,50 14,40 0,134

*Apresenta diferenga estatisticamente significativa para p<0,05.
FONTE: Programa de P6s Graduagédo em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.
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Grafico 2: Comparacéo da area de neoformagao 6ssea (em %) entre o grupo
B-TCP/HA e o grupo controle (coagulo sanguineo).
FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia - CTBMF — FO/PUCRS, 2007.

4.3 RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA - GRUPO a-TCP X GRUPO -

TCP/HA

Os resultados da comparagao do reparo 0sseo entre 0s grupos experimentais

a-TCP e B-TCP/HA estao representados na tabela 3 e no grafico 3.
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Tabela 3: Comparacdo da area de neoformacdo déssea (média e desvio padrdo)
entre os grupos experimentais a-TCP e B-TCP/HA, de acordo com os periodos de
observacgéo.

] Grupo «a Grupo 3
oo | Meda | Do | o | DGR
") (%) ") (%)

7 dias 1,06 2,37 1,94 3,10 0,629
21 dias 5,24 5,58 2,53 1,19 0,004*
60 dias 24 14,5 12,47 3,87 0,159
90 dias 30,32 6,84 26,84 2,8 0,354
120 dias 50,59 5,42 38,82 8,76 0,043*

*Apresenta diferenga estatisticamente significativa para p<0,05.
FONTE: Programa de P6s Graduagédo em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.
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Grafico 3 Comparagao da area de neoformagéo 6ssea (em %) entre os
grupos o-TCP e B-TCP/HA, nos diferentes periodos de observacgao.
FONTE: Programa de P6s Graduagédo em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

4.3.1 Grupo-a-TCP X Grupo-B-TCP/HA -7 dias

Comparando-se os grupos a-TCP e B-TCP/HA, aos 7 dias, observa-se uma
média de neoformacao 6ssea de 1,06% e 1,94%, respectivamente. Esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa para p< 0,05 (tabela 3).

Células do infiltrado inflamatorio estiveram presentes em ambos os grupos
experimentais ao-TCP (Figura 14) e B-TCP/HA (Figura 15), onde também se
observou tecido conjuntivo frouxo. Nos cortes histologicos podem ser observados os
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limites dos defeitos 6sseos, assim como & perceptivel a presenca de material em

seu interior.

Fig. 14: Grupo a-TCP, 7 dias.
Defeito  6sseo  contendo
cimento em seu interior. BD —
borda do defeito. Corte
histolégico corado em HE,
observado a microscopia de
luz. Aumento de 40X.

FONTE: Programa de Pés
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 15: Grupo B-TCP/HA, 7
dias. Areas de granulos
envolvidas por tecido
conjuntivo. Corte histoldgico
corado em HE, observado a
microscopia de luz. Aumento
de 40X.

FONTE: Programa de Pos
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

4.3.2 Grupo-a-TCP X Grupo-8-TCP/HA - 21 dias
Os grupos a-TCP e B-TCP/HA, no pdés-operatério de 21 dias, apresentam

média de 5,24% e 2,53% de neoformacao 6ssea, respectivamente. Esta diferenca é
estatisticamente significativa, conforme demonstra a tabela 3. O padrao do tecido

conjuntivo & mais organizado, havendo linhas de tecido 6sseo imaturo em torno das
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areas de material em ambos os grupos. As figuras 16 e 17 ilustram o processo de

reparo, em cada um dos grupos.

4.3.3 Grupo-a-TCP X Grupo-8-TCP/HA - 60 dias

Fig. 16: Grupo a, 21 dias. Area
de tecido 6sseo imaturo em
torno de area de cimento. ON —
0SS0 neoformado. Corte
histologico corado em HE,
observado a microscopia de
luz. Aumento de 40X.

FONTE: Programa de Pés
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 17: Grupo B-TCP/HA, 21
dias. Borda do defeito 6sseo,
varias éareas de granulos

| circundadas por tecido celular

e osso neoformado. BD -
borda do defeito 6sseo. ON —
0SS0 neoformado. Corte
histolégico corado em HE,

| observado a microscopia de

luz. Aumento de 40X.
FONTE: Programa de Pés
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Aos 60 dias de observagéo, o grupo a-TCP apresentou média de 24% de area

de neoformagdo Ossea nos defeitos criticos, enquanto o grupo B-TCP/HA

apresentou menor area de osso neoformado, média de 12,47%, sem diferenga

estatisticamente significativa no teste de comparagao entre os grupos (tabela 3). Na
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figura 18 percebe-se area de neoformagao 6ssea na borda do defeito do grupo

o-TCP, enquanto na figura 19, pode-se observar presenga de tecido dsseo imaturo

em torno das ilhas de B-TCP/HA.

Fig. 18: Grupo o-TCP, 60 dias.
Borda do defeito 6sseo aparente
com regido de tecido 6sseo
neoformado. BD - borda do
defeito o6sseo. ON — osso
neoformado. Corte histolégico
corado em HE, observado a
microscopia de luz. Aumento de

40X.

FONTE: Programa de Pés
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

3| Fig. 19: Grupo B-TCP/HA, 60
dias. Percebe-se éareas de
neoformagdo éssea em meio
ao cimento. ON - area de
| neoformacdo 6ssea. Corte
histolégico corado em HE,
il observado a microscopia de
#| luz. Aumento de 40X.

)| FONTE: Programa de Pds
Graduagao em Odontologia —

Ja aos 60 dias, percebeu-se maior volume de tecido nos defeitos contendo os
granulos B-TCP/HA, devido a permanéncia do material do interior do defeito (Figura

20), que se manteve até o ultimo periodo de observagao.
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Fig. 20: Analise comparativa do volume de tecido nos defeitos de 60 dias. A) Grupo a-
TCP: presenga de area de neoformagéo 6ssea e volume de tecido igual ou menor do
que o tamanho do defeito. B) Grupo B-TCP/HA: presenga de grande quantidade de
granulos no interior do defeito, com volume excedendo o tamanho do defeito.

FONTE: Programa de Pés Graduagao em Odontologia — CTBMF/FOPUCRS, 2007.

4.3.4 Grupo-a-TCP X Grupo-B-TCP/HA - 90 dias

Mensurando-se as areas de neoformagdo O0ssea nos grupos experimentais
aos 90 dias de pods-operatoério, obteve-se para o grupos o-TCP uma meédia de
30,21% de osso neoformado e média de 26,84%, para grupo B-TCP/HA, sendo o
valor de p igual a 0,354, o que n&o confere significancia estatistica (tabela 3).

No grupo a-TCP, percebe-se uma linha de reversdo entre a borda do defeito
(tecido 6sseo maduro) e o tecido 6sseo neoformado, que se apresenta mais corado
e com maior numero de lacunas. Ha ilhas de tecido 6sseo em meio ao tecido
conjuntivo, que ja se apresenta organizado (figura 21). No grupo B-TCP/HA, aos 90
dias, existem ilhas de material envolvidas por tecido 6sseo imaturo, além de haver

area de neoformagéo 0ssea nas bordas do defeito (figura 22).
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Fig. 21: Grupo a TCP, 90
dias. Maior porcentagem de
area de osso neoformado.
BD — borda do defeito. ON -
area de osso neoformado.
Linha de reversdao (setas).
Corte histolégico corado em
HE, observado a microscopia
de luz. Aumento de 40X.
FONTE: Programa de Pods
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS., 2007.

Fig. 22: Grupo 3 TCP/HA, 90
dias. Grande area de tecido
6sseo neoformado entremeada
por tecido fibroso e ilhas de
cimento. BD — borda do defeito.

ON - area de osso
neoformado. Linha de reversdo
(setas). Corte histolégico

corado em HE, observado a
microscopia de luz. Aumento de
40X.

FONTE: Programa de Pods
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Ao final do experimento, aos 120 dias de observagdo, o grupo a-TCP

apresentou uma area média de neoformagédo éssea igual a 50,59% , maior que o

observado no grupo B-TCP/HA, o qual revelou média de 38,82%, com valor de

p=0,043, representando haver diferenga estatistica nessa comparacgéao (tabela 3). No

grupo a-TCP ha predominio de uma area de tecido 6sseo imaturo, a qual pode ser

diferenciada das bordas do defeito (tecido maduro) por uma linha irregular (figuras

23). No grupo B-TCP/HA evidenciam-se ilhas de material circundadas por tecido
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6sseo neoformado que, por sua vez, também esta presente nas bordas do defeito
(figura 24).

Fig. 23: Grupo a-TCP, 120 dias.
Grande area de tecido 0sseo
confundindo-se com a borda do
defeito. BD — borda do defeito. ON
— éarea de neoformagdo Oéssea.
| Linha de reversdo (setas). Corte
| histologico corado em  HE,
observado a microscopia de luz.
Aumento de 40X.

FONTE: Programa de Pés
Graduagao em Odontologia —
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

Fig. 24: Grupo B-TCP/HA, 120 dias.
w., [llhas de osso  neoformado
“9] entremeadas por areas de cimento.
ol ON — o0sso neoformado. Corte
| histolégico corado em  HE,
"l observado a microscopia de luz.
=4 Aumento de 40X.

“| FONTE: Programa de Pos
il Graduagdo em Odontologia -
CTBMF/FOPUCRS, 2007.

4.4 ANALISE DA NEOFORMACAO OSSEA AO LONGO DOS PERIODOS DE
OBSERVACAO

4.4.1 Grupo a-TCP
Comparando os valores de area de neoformagdo Ossea nos defeitos

experimentais do grupo a-TCP ao longo dos cinco periodos pré-determinados,
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observou-se uma evolugdo gradual, ou seja, as médias de neoformagdo Ossea
aumentaram proporcionalmente com o tempo. A evolugdo maior foi percebida entre

os periodos de 21 e 60 dias e entre 90 e 120 dias (grafico 4).

4.4.2 Grupo 3-TCP/HA

No grupo B-TCP/HA, ndo foi observado um aumento da neoformagao ossea
significativo entre 7 e 21 dias. Observou-se uma progresséo nos valores da area de
formacao 6ssea acentuada no intervalo de 21 a 120 dias (grafico 4).

4.4.3 Grupo Controle

O grupo controle apresentou evolugao nos valores de neoformagéao 6ssea no
periodo entre 7 e 21 dias, estabilizou entre 21 e 90 dias e teve seu maior aumento
entre 90 e 120 dias.

g 60
g 50 -
O
g v e
E 30 - ——Grupo a-TCP
.g —8— Grupo B-TCP/HA
2 20 | Grupo controle
3
é 10 7
0o ¥ |

7 dias 21 dias 60 dias 90 dias 120 dias

Grafico 4- Evolucdo da neoformagédo 6ssea nos grupos a-TCP, B-TCP/HA e

grupo controle, ao longo dos periodos de observagao.
FONTE: Programa de Pos Graduagdo em Odontologia — CTBMF- FO/PUCRS, 2007.
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5 DISCUSSAO

Diversos biomateriais sdo constantemente estudados para substituir o tecido
0sseo, a fim de fornecer uma alternativa viavel para o enxerto autdégeno que, apesar
de ser o melhor e mais bem aceito substituto 6sseo, possui desvantagens,
principalmente quanto a morbidade e a quantidade de enxerto disponivel. Estes
substitutos &6sseos devem apresentar propriedades de biocompatibilidade,
atoxicidade, resisténcia a deformacéo, resisténcia ou nao a reabsorgio, conforme a
aplicacdo desejada e, caso sejam reabsorviveis, devem ser metabolizados pelo
organismo ou excretados através de uma via normal fisiolégica (OUSTERHOUT e
STELNICKI, 1996; VALERIO et al., 2004; KNABE et al., 2005).

Mesmo apresentando propriedades de regeneracdo, o 0sso pode necessitar
de auxilio em varias ocasi6es, como nas unides retardadas, nas ndo-unides, em
fraturas multiplas ou cominutivas, nas osteotomias e no preenchimento de cavidades
ou defeitos segmentares extensos que ndo cicatrizam por completo
espontaneamente, também chamados defeitos criticos (COOK e REUGER, 1996).
Levando em consideragcdo a importancia do esqueleto e as condi¢bes para sua
regeneracao, principalmente do esqueleto facial, justifica-se a busca por materiais
que preencham falhas dessa estrutura e que conduzam o tecido 6sseo a reparar-se.

As bioceramicas de fosfato de calcio continuam sendo pesquisadas e, cada
vez mais, sdo utilizadas em procedimentos para reconstrugdo tecidual. Ha uma
grande variedade de tipos de fosfato de calcio ofertados para uso na Odontologia,
Medicina e Medicina Veterinaria, sendo que suas caracteristicas e propriedades

fisico-quimicas induzem uma resposta biolégica peculiar e, portanto, requerem
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indicacdo e aplicagdo especificas. Desde o0 seu surgimento no mercado, as
ceramicas de fosfato de calcio, especialmente a hidroxiapatita, foram consideradas
os materiais por exceléncia para a remodelacéo e reconstrucio de defeitos 6sseos.
Essa preferéncia se deve as suas propriedades de biocompatibilidade, bioatividade
e osteocondutividade, o que denota que, ao serem inseridas no leito receptor, ndo
induzem resposta imunologica; sdo capazes de ligar-se diretamente ao tecido 6sseo
e permitem o crescimento do osso ao longo de sua superficie (LEGEROS, 1998). As
caracteristicas observadas em ambos os fosfatos estudados corroboram com as
propriedades conceitualmente necessarias, uma vez que nao geraram reagao
inflamatoria exacerbada, ndo foram encapsulados ou rejeitados pelo organismo e
permitiram a osteocondugédo (KURASHINA, 1995; OHURA, 1996; SANTOS, 2002).

A evolucdo do fenbmeno de osteotransdutividade gerado pelos CFCs
depende fortemente do tipo de material, do sitio de implantacdo e da idade do
individuo receptor, entre outros fatores (DRIESSENS, 1998). Sabe-se, no entanto,
que os CFCs sao tao estaveis no organismo que o tempo para serem substituidos
por 0sso é muito longo (FERNANDEZ et al., 2005).

No presente estudo foram confeccionadas duas cavidades de 4 mm de
diametro, conforme preconizado por Muliken (1980), considerando as dimensdes da
calota craniana do modelo animal selecionado, observando que no grupo controle os
defeitos ndo repararam em um periodo de 120 dias de observagao (16 semanas),
sendo considerado defeito critico (SCHMITZ e HOLLINGER, 1986).

Os periodos de observacao desta pesquisa foram determinados com base
nos relatos de Mulliken (1980), Schmitz e Hollinger (1986), Parker (1995) e Marzouk
(2007). No intuito de padronizacdo de estudos realizados para obtencédo de
resultados com relacdo a osteogénese, Schmitz e Hollinger (1986) determinaram
como suficiente, o periodo de observacdo de 12 semanas da cicatrizacido dos
defeitos O0sseos em calota craniana de ratos. Ainda assim, o presente estudo
acompanhou o processo até a 16® semana, como indica Marzouk (2007), a fim de
observar por mais 30 dias o comportamento dos fosfatos de calcio no processo de
reparo 0sseo. Testando a interagdo de CFCs com o tecido 6sseo, Kurashina (1997)
revelou que, quanto ao periodo, ndo houve diferenca na quantidade de osso
neoformado entre as analises de 12 e 24 semanas, a ndo ser no seu grau de

maturagdo. Ja o estudo em questdo observou aumento significativo na area de
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neoformacédo ossea entre os periodos de 12 e 16 semanas em ambos os grupos
experimentais, sugerindo que o processo de reparo encontrava-se em evolugao.

Acredita-se que a comparacdo entre o a-TCP e o B-TCP/HA ao longo do
tempo € importante, uma vez que permite verificar qual dos materiais gera
osteoconducdo mais rapidamente permitindo obter previsibilidade no manuseio do
osso neoformado. O fator tempo é essencial na aplicagcado clinica dos CFCs em
humanos, particularmente em casos de perdas désseas e dentarias, nas quais o
defeito 6sseo € preenchido com o intuito de posterior colocagdo de implantes
dentarios. Saber o momento ideal da insercéo dos implantes sobre esses materiais €
essencial para o progndéstico da reabilitagao.

A analise histomorfométrica utilizada permitiu detectar a presenga de 0sso no
defeito e quantificar o tamanho da area de neoformacio. A importancia desse tipo
de analise é confirmada nos estudos de Marzouk et al. (2007) e Eski et al. (2007),
que relatam ser a analise quantitativa essencial para estudos que objetivam avaliar a
efetividade de novas modalidades terapéuticas na neoformacao dssea.

Os resultados obtidos neste estudo revelam, ao final do experimento, maior
quantidade de area de osso neoformado nas cavidades em que o cimento a-TCP foi
inserido, apresentando relevancia estatistica para esses dados. Li et al. (2006)
asseguraram ser a solubilidade e/ou indice de absor¢do do a-TCP maiores que os
do B-TCP. Hirakata (2003) questionou a aplicabilidade do a-TCP devido a sua
intensa solubilidade, também a considerando mais alta do que a do B—TCP. Quando
o cristal de a-TCP é misturado com agua, na fase de cimento, demanda mais tempo
para realizar sua transformagcao em hidroxiapatita, portanto, os cristais permanecem
no tecido, favorecendo a conducdo Ossea. Talvez essa maior proporcdo de
neoformacéo éssea encontrada no grupo a-TCP também ocorra no grupo —-TCP/HA
em um periodo de tempo mais prolongado. De acordo com Driessens et al. (1998),
os CFCs ndao atuam como substitutos permanentes do osso, sendo lentamente
substituidos por tecido ésseo.

Com relagdo ao grupo B-TCP/HA, aos 21 dias, a porcentagem meédia de
neoformacédo ossea foi significativamente maior no grupo controle. Aos 90 dias, a
relacdo entre o grupo B-TCP/HA e seu controle se inverteu, havendo maior
porcentagem de neoformacg&o 6ssea no grupo teste. A baixa solubilidade do material
o mantém por mais tempo na cavidade, e suas propriedades de osteoconducgao
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tornaram-se evidentes apds o 21° dia do experimento. Ohura (1996) relatou a
dificuldade em distinguir microscopicamente os grénulos incorporados ao tecido
0sseo do tecido 6sseo puro. Kitsugi et. al. (1995) relataram haver direta continuidade
entre tecido 6sseo neoformado e granulos de diferentes ceramicas, entre elas o (3-
TCP, apds 4 semanas da sua insercdo em defeitos realizados em fémures de ratos.
Essa observacao também foi percebida neste estudo, onde ha uma intima relacéo
entre tecido 6sseo e material, ndo havendo interposicdo de tecido conjuntivo entre
ambos.

Comparando os defeitos preenchidos por cimento a-TCP com os defeitos
controle, observou-se, aos 90 dias, maior neoformagdo Ossea nas cavidades
experimentais, corroborando os estudos de Jansen et al. (1995) e Kessler et al.
(2002), cujos relatos afirmam haver maior neoformagdo 6ssea em presenca do
cimento. Neste mesmo periodo de observagdo, a média de neoformacao dssea de
26,84% no grupo B-TCP/HA foi maior que o no grupo controle (18,94%), sendo esta
diferenga estatisticamente significativa; e menor que no grupo a-TCP (30,32%), mas
sem significancia estatistica. Doernberg et al. (2006) avaliaram macroscopicamente
a presenca de cilindros de B-TCP em arcaboucos 6sseos e encontraram valores
semelhantes na porcentagem de tecido 6sseo neoformado na superficie do material
foi de 20,8% em seis semanas (90 dias). Os autores observaram o reparo 6sseo por
um periodo de tempo maior e obtiveram média de neoformacao 6ssea de 70,8% em
12 semanas e 100% em 24 semanas, demonstrando a capacidade osteocondutiva
desse material. Na presente analise, 0 aspecto macroscopico revela o defeito
preenchido por tecido 6sseo, sem grénulos aparentes.

No presente estudo, apdés 120 dias, houve maior quantidade de material
remanescente no defeito do grupo B-TCP/HA. Chow (1998) e Li et. al.(2001)
expuseram que o [(-TCP apresenta baixos niveis de solubilidade. Segundo
informagdes do fabricante dos granulos -TCP/HA, a hidroxiapatita foi inserida com a
finalidade de reduzir a solubilidade da bioceramica (ENCOBIO, 2007). Jansen et al.
(1995) testaram uma mistura de o-TCP associado a B-TCP/HA em defeitos
realizados em tibias de cabras. Apds seis meses, o compdsito apresentava-se com
85% de HA e aproximadamente 15% de B-TCP. Isso demonstra a baixa solubilidade
do granulo [B-TCP, além da capacidade do o-TCP em transformar-se em

hidroxiapatita.
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Analisando a agdo do cimento a-TCP em modelo animal, Kessel et al. (2002)
observaram osteocondu¢cdo com formagdo homogénea de osso através dos
implantes de cimento e presenca de trabeculado Osseo servindo como pontes
conectando as extremidades dos defeitos 6sseos. A superficie de osso neoformado
apresentou-se delineada por osteoblastos. Formacdo de ostedide, resultante da
atividade dessas células, foi observada muito raramente. A matriz residual de
ceramica apresentou-se degradada em pequenas particulas distribuidas entre o
trabeculado &sseo. Os autores expuseram que nao foram identificadas células
gigantes multinucleadas nas sessdes de 100um observadas. Do mesmo modo, na
presente pesquisa, ndo foram observadas células osteoclasticas no cortes
histolégicos estudados, sugerindo que o cimento seja reabsorvido de outra forma,
que nao a fagocitaria.

Os fabricantes do B-TCP/HA relatam que este material € osteoindutor pela
sua capacidade de permitir a deposi¢cdo de proteinas proprias do individuo, da
quimiotaxia, da capilaridade e das tensbes superficiais dos micro-poros de sua
geometria, pois a osteogénese € geométrico-dependente, o que também caracteriza
a osteoindugéo intrinseca do produto (EINCOBIO, 2007). Segundo Ducheyne
(1981), os enxertos B-TCP s&o osteocondutores e simultaneamente remodelados
por neoformagdo O0ssea apds algum tempo. Para Shiratori (2005), o B-TCP € um
composto inorganico, no qual ndo existem fatores ou indutores de crescimento e
expdem que a liberagdo de fatores e indutores de crescimento esta presente em
qualquer tipo de defeito dsseo. A partir das observacgdes dos resultados, acredita-se
que a osteoinducdo ndo € propriedade intrinseca do B-TCP/HA. Estes grénulos
permitem a formacgcao de um arcaboucgo para a deposi¢ao das células osteoindutoras
presentes no organismo.

A descricado histolégica da relagdo entre osso e cimento de a-TCP revela
areas de cimento envolvidas por tecido 6sseo neoformado, presenca de tecido
o0sseo imaturo, derivado do osso presente no leito receptor, invadindo areas de
cimento e apresentando contato direto com o mesmo, semelhante ao observado por
Kurashina et al. (1997).

Na analise dos defeitos confeccionados no presente estudo, observa-se que o
volume do preenchimento das cavidades contendo granulos de B-TCP/HA foi

mantido, o que n&o ocorreu nas cavidades controle, preenchidas com coagulo
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sanguineo. Isso sugere que os granulos que nao foram reabsorvidos continuaram
servindo de arcaboucgo para a formagao Ossea. Levando em consideragdo a alta
solubilidade do a-TCP, percebe-se que ele ndo apresenta a mesma capacidade de
manutencdo de volume do B-TCP/HA, no entanto, a area de osso neoformado foi
mais significativa no cimento a-TCP.

Este estudo apresentou médias de neoformagdo 6ssea superiores no grupo
a-TCP. Atribui-se esses resultados a conformacgao da estrutura cristalina do cimento
a-TCP, uma vez que seus cristais apresentam uma estrutura aberta, com
porosidades resultantes da presenca do sulfato de calcio hemiidratado (SANTOS,
2002), o que permite a formagdo de matriz ostedide em meio aos cristais. Ja os
granulos B-TCP/HA, por possuirem uma estrutura em que os cristais sdo maiores e
menos soluveis (HIRAKATA, 2003), mantiveram-se por mais tempo no interior do
defeito. Isso proporcionou neoformacado 6ssea, embora em menor quantidade do
que no primeiro grupo, e manteve volume tecidual no interior do defeito.

A partir dos resultados obtidos e dos relatos da literatura, acredita-se que
ambos os materiais possuem caracteristicas necessarias para o uso clinico. E
importante, contudo, ter conhecimento do objetivo que se pretende alcangar com a
aplicacado de cada um destes materiais. Nos casos em que se deseja maior volume
0sseo, sem maiores exigéncias quanto a qualidade 6ssea, como por exemplo nas
correcoes de defeitos com comprometimento estético, o (-TCP/HA pode ser
indicado. Ja os casos em que o objetivo € a formagado mais precoce de tecido 6sseo
somente, por exemplo, enxertia prévia a colocagcdao de implantes dentarios, o
cimento a-TCP oferece neofomacédo éssea mais rapidamente. Sendo assim, estes
materiais apresentam indicagbes especificas de acordo com seu grau de
solubilidade no tecido e com a rapidez com que promovem a condutibilidade 6ssea.
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6 CONCLUSOES

Frente aos Resultados obtidos, a partir da Metodologia descrita, pode-se

concluir que:
a) os cimentos a-TCP e 3-TCP/HA promovem osteocondugéo;

b) o cimentos a-TCP apresentou maior porcentagem de area de neoformacgéao
o0ssea do que os granulos B-TCP/HA, sendo que a quantidade de osso neoformado
nao preencheu todo o volume do defeito 6sseo, nos periodos de tempos

observados;

c) o cimento a-TCP é mais biossoluvel que os granulos B-TCP/HA que séao
reabsorvidos mais lentamente, permanecendo por mais tempo no interior do defeito

0sseo, mantendo seu volume.
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