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RESUMO

Proposicao: o trabalho busca descrever, por resultado histolégico, o processo de
reparo 6sseo de cavidades cirurgicamente criadas avaliando a biocompatibilidade e
osteocondutibilidade do cimento de a-fosfato tricalcico (CFtC) (SANTOS, 2002); e o
comportamento da cicatrizagdo 0ssea frente ao implante de CFtC comparada ao enxerto 6sseo
autogeno e a cavidade cirurgica livre de enxerto. Metodologia: foram utilizados 30 ratos da
raca Rattus novergicus albinus, Cepa Wistar, divididos em cinco grupos. O Grupo |
correspondeu ao periodo de trés; Grupo I, de sete; Grupo Ill, de 14; Grupo IV, de 21; Grupo
V, de 60 dias pos-operatorios. Na diafise dssea de cada fémur direito, houve a confeccdo de
trés cavidades Osseas, sendo designadas: teste (T), na por¢do proximal do fémur, que recebeu
implantacdo do bloco de CFtC; controle positivo (C+), na porc¢éo distal, onde foi realizada a
enxertia 6ssea autdgena; e controle negativo (C-), na porcdo média, que permaneceu livre de
enxerto. Resultados: aos trés dias pds-operatérios, observou-se a presenga de infiltrado
inflamatorio, hemécias e proliferacdo fibroblastica em T, C- e C+. Aos sete dias, a intensa
neoformacéo 0ssea foi constatada nos grupos T e C+, 0 que ndo ocorreu no grupo C-. Nesse
periodo, verificou-se inicio da reabsorcdo do CFtC pelas células do sistema fagocitario. Aos
14 dias, houve intensa atividade osteoblastica nos trés grupos, assim como em 21 dias. Aos 60
dias pos-operatorios, nos grupos T, C- e C+, o 0sso neoformado assemelhou-se ao 0Sso
circundante, sendo que em C- e C+ verificou-se discreta solucdo de continuidade no 0sso
cortical ostectomizado. Em T, ndo houve a oclusdo do teto da cavidade. Conclusdes: CFtC,
formulado por Santos (2002), responde a biocompatibilidade e osteotransdutividade; 0 0sso
alveolar, em ratos, frente ao implante do CFtC e ao enxerto 6sseo autdgeno, realiza um
processo de neoformacdo 0ssea, ja no periodo de sete dias, assim, quando comparados, 0
grupo C- com os grupos T e C+, declara-se uma aceleracéo inicial do processo cicatricial nas
cavidades preenchidas; e aos 60 dias, 0s grupos controles apresentaram cicatrizacdo 0ssea
quase total, sendo assim, sugere-se, experimentalmente, tempos de implantacao superiores ha

60 dias, para analise da reabsor¢édo do cimento estudado (SANTOS, 2002).

Palavras-chave: regeneragdo O0ssea; materiais biocompativeis; enxerto 0sseo

autogeno.



ABSTRACT

Aims: this research claims to describe, through a histological analysis, the
biocompatibility and bioactivity of a-tricalcium phosphate cement (CFtC) (SANTOS, 2002)
in bone drilled cavities; and the quality of bone healing under the CFtC implant, comparing
with autogenous bone graft and spontaneous healing of empty cavity. Methodology: were
studied 30 strain rats Rattus novergicus albinus, Cepa Wistar, divided into five groups. Five
experimental periods were determinated, three (group I); seven (group Il); fourteen (group
[11); twenty one (group 1V); and sixty (group V) days. The animals were submitted to
surgicals procedures, witch involved the femoral diaphysis, in the right side. In each bone was
created three bone cavities: test (T), where were implanted CFtC blocks; positive control
(C+), where were set the autogenous bone graft; and negative control (C-), witch was
maintained without filling. Results: after three days, were observed inflammatory response
and fibrous proliferation in T, C- and C+ groups. After seven days, intense osteoblastic
activity was observed in T and C+ groups, contrasting with C- group. In this experimental
period, was verified CFtC resorption. The C- group displayed new bone only at fourteen days,
and at this experimental time and after twenty one days, T and C+ groups have showed
intense bone increase process. After sixty days following the surgery, in the T, C- and C+
groups, mature bone was found, and in C- and C+ was verified the wise occlusion of the
cortical bone. Conclusions: CFtC (SANTOS, 2002), suggests to be biocompatible, bioactive
and reabsorble; the bone neoformation is stimulated by CFtC and autogenous bone graft, once
after seven days, in rats; and after sixty days, the control groups has showed almost complete
bone healing, thus it is suggested, experimentally, implantation times longer than sixty days,

to analysis the resorption process of this cement (SANTOS, 2002).

Key-words: bone regeneration; biocompatible materials; bone transplantation.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

a-TCP - a—Ca3(PO,),; alfa-fosfato tricalcico

DCPD - CaHPO4.2H,0; hidrogenofosfato de calcio diidratado; fosfato dicélcico
diidratado; brushita

HA - Caj0(PO4)s(OH),; hidroxiapatita

MCPM - Ca(HP0,)..H,0O; dihidrogeno fosfato de calcio monoidratado; fosfato
monocélcico monoidratado

TCP - Caz(POy),; fosfato tricalcico

TTCP- Cays(P0O,),0 ; fosfato tetracalcico

CC - carbonato de célcio

pum - micrometro(s)

HE - hematoxilina e eosina

CFtC - cimento de a—fosfato tricalcico (SANTOS, 2002)
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1 INTRODUCAO

Os meios para restabelecer a forma e a funcao dos tecidos duros humanos perdidos em
tratamentos de processos patoldgicos e lesdes traumaticas tém sido amplamente estudados.

Achados arqueologicos tanto na China como no Egito, revelaram em esqueletos
mumificados ou ndo, enxertos 0sseos assim como implantes de dentes, pedras igneas e
marfim (LEMONS; NATIELLA, 1986).

Ja na época dos descobrimentos maritimos, o avanco foi estimulado pelas
necessidades terapéuticas. Assim, o ouro como metal nobre, passou a ser sugerido como
implante 6sseo. O anatomista italiano Gabriele Fallopius, em meados do século XVI,
implantou placas de ouro para restaurar um defeito 6sseo craniano (SANAN; HAINES,
1997).

Avancando no conhecimento dos metais e suas ligas, surgiram indicacfes para 0 uso
da prata (1827), platina (1829), aco inoxidavel (1912), cobalto (1936), como implantes
biologicamente compativeis. Entretanto, a descoberta do titdnio em 1951, como liga metalica,
cujas propriedades de estimulo a formacgédo 6ssea foi 0 maior passo até 0 momento para o
desenvolvimento nos propostos de substituicdo e fixagcdo de tecidos duros (CHAMPY et al.,
1977; BRANEMARK et al., 1977).

Além da engenharia metallrgica, a quimica tem desenvolvido materiais
biocompativeis. O registro das descobertas, por exemplo, das ceramicas de 6xido de aluminio
em 1962, e a sinterizacdo das hidroxiapatitas e dos fosfatos de célcio a partir da década de
1970, impulsionaram a busca destes materiais, também biocompativeis, como novo padréo de
substituicdo tecidual (LEMONS; NATIELLA, 1986).

Apesar de suas propriedades fisicas e quimicas favoraveis, algumas limitacdes tanto

no controle técnico como biologico, impedem a determinacdo destes materiais quimicos
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sintéticos como padrdo ideal. Seu sepultamento, por exemplo, estimula reacdes a corpo
estranho, em menor ou maior grau (KURASHINA et al., 1998).

O enxerto 6sseo autdgeno € considerado o “padrdo ouro” para substituicdo deste tecido
perdido. Pode ser utilizado na forma pediculado ou livre. Quando livre, pode ser
vascularizado ou ndo (PURICELLI, 1998a; PURICELLI; BARALDI; CARDOSO, 2004;
PURICELLI; BARALDI; PARIS, 2005).

Os progressos na técnica cirargica para obtencdo de tecidos 6sseos humanos na forma
de enxertos autdgenos, ndo competem com a evolucdo laboratorial para obtencdo de materiais
aloplésticos como por exemplo, os cimentos de fosfato de célcio. As possibilidades de suas
utilizacBes ndo paralelas abrem um leque de beneficios incomparaveis no tratamento dos
pacientes (PURICELLI %, 2005).

A grande demanda de enxertos Gsseos autdgenos livres avasculares empregados na
odontologia mantém o interesse das pesquisas ““in vivo” realizadas como cirurgias
experimentais. A metodologia usada para linha de pesquisa para animais de pequeno porte,
como o rato da raca Rattus novergicus albinus, Cepa Wistar, ja consagrou-se como oferta de
resultados confiaveis em modelos propostos por Puricelli (VEECK, 1994; MARTINS, 2001;
RAMIRES, 2001; KENNER, 2003; ULBRICH, 2003).

Dentre 0s materiais sintéticos para uso bioldgico - biomateriais, o cimento de fosfato
de calcio, apresenta-se na forma de pasta ou bloco pré-curado. Esses cimentos ndo sdo um
componente natural do o0sso. Sendo absorvivel, estdo indicados quando a bioabsorcdo é
desejavel para posterior substituicdo por tecido 6sseo. Quanto as suas propriedades quimicas,
o cimento de fosfato de célcio produz a hidroxiapatita (HA) quando implantado in vivo
(BROWN; CHOW, 1986; MIRTCHI; LEMAITRE; MUNTING, 1990; CHOW et al., 1991,

MIRTCHI; LEMAITRE; MUNTING, 1991; BERMUDEZ et al., 1994). J4 a hidroxiapatita

! PURICELLLI, E. Comunicac#o pessoal. 2005.



17

(HA) é um elemento constituinte permanente dos tecidos duros dos vertebrados, compondo 60
a 70% dos 0ssos e 98% da dentina e do esmalte. Sua formula é Ca;o(PO,)s(OH), (JOHNSON,
1992).

Em seus estudos, Chow e colaboradores, em 1991, e Driessen e colaboradores, em
1997, afirmam que os cimentos de fosfato de célcio apresentam uma série de vantagens
quando utilizados em aplicacfes biomédicas. Por isso, sdo objeto de intenso estudo,
principalmente por apresentarem-se como materiais biocompativeis e bioativos. Para ser
biocompativel, o material ndo deve causar efeitos nocivos no local de sua inser¢do ou no
sistema bioldgico como um todo. J& bioativos sdo os materiais que em fungdo de sua
similaridade quimica com a parte mineral do tecido ésseo, ligam-se a ele, permitindo a
osteoconducdo. Assim, resulta a producdo de um novo 0sso por meio da proliferacdo e da
migracdo de células osteocompetentes ao longo de um condutor. Combinando-se
biocompatibilidade/bioatividade estimula-se uma deposicao direta de 0sso na superficie dos
materiais (PARIS, 2001; SCHENK, 1996).

Sendo assim, considerando a potencialidade dos cimentos de fosfato de calcio e a
escassa literatura a respeito, trabalhos experimentais como este, visam contribuir para melhor

conhecimento deste material no processo de reparo ¢sseo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido dsseo é o mais desenvolvido tecido conjuntivo de sustentacdo e é composto
de duas matrizes: organica e mineral (KESSEL, 2001). Seu peso consiste em 33% de matriz
organica que € composta de 90-95% de fibras colagenas, predominantemente colageno tipo I,
sendo o restante um meio homogéneo denominado substancia fundamental amorfa, composta
de proteoglicanas. Esta matriz € permeada por célcio e fosfato na forma de cristais de
hidroxiapatita (HA) — Caig(PO4)s(OH),, que perfazem o0s 67% remanescentes do 0SSO
constituindo a matriz mineral (WHITSON, 2001). Nessa matriz, ha tambem fosfato de célcio
ndo cristalino, ions citrato, bicarbonato, fluoreto, magnesio, potassio e sddio em menores
quantidades (KESSEL, 2001). A hidroxiapatita e o colageno sao os responsaveis pela dureza e
resisténcia do tecido dsseo, permitindo que ele resista a compresséo e a tensdo (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

As células encontradas no o0sso sdo basicamente osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos, sendo os dois primeiros derivados de células mesenquimais, denominadas
células osteoprogenitoras (BURKITT; YOUNG; HEATH, 1994). Além destas células, 0 0sso
pode conter ainda, em sua estrutura, adipocitos, principalmente em individuos adultos (ROSS;
REITH; ROMRELL, 1993).

Os osteoblastos podem ser originados a partir da medula dssea, peridsteo, enddsteo e
membrana periodontal. Sdo as células responsaveis pela secrecdo de colageno tipo I,
componente principal da matriz organica, e que constitui a camada osteoide. Os sais de célcio
precipitam-se sobre essa matriz formando os cristais de hidroxiapatita e mineralizando o
tecido. Os osteoblastos dispdem-se sempre nas superficies 6sseas, lado a lado, em um arranjo

que lembra um epitélio simples. Quando em intensa atividade sintética, sdo cubdides, com um
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citoplasma extremamente baséfilo. Porém, em estado pouco ativo, tornam-se achatados e a
basofilia do citoplasma diminui (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os ostedcitos sdo as células osteoblasticas aprisionadas na matriz durante a secrecdo e
mineralizacdo 6ssea. Estes, transformados em ostedcitos, ocupam os espa¢cos chamados
lacunas. Os ostedcitos apresentam reduzida atividade metabolica, mas sdo fundamentais para
a manutencédo do tecido 6sseo. Séo células achatadas, que lembram a forma de améndoa. Sua
morte é seguida de reabsorcdo da matriz (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos qualificam-se como células gigantes. S&o mdveis e ramificadas, e
podem apresentar de seis a 50 nucleos. Essas células sdo provavelmente derivadas do sistema
macréfago-mondcito. Sua atividade esta presente nos processos fisioldgicos e patologicos de
reabsor¢éo, participando assim do remodelamento continuo do osso. Os sitios onde ocorre,
formam cavidades conhecidas como Lacunas de Howship. Os osteoclastos tém citoplasma
granuloso, fracamente basofilo nas células jovens e aciddfilo nas maduras. A superficie ativa
dos osteoclastos, voltada para a matriz dssea apresenta prolongamentos vilosos circundados
por um citoplasma pobre em organelas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Como ndo existe difusdo de substéncias através da matriz calcificada do 0sso,
Junqueira e Carneiro (2004) reforcam que a nutricdo do tecido ésseo depende de canais e
canaliculos, os chamados sistemas de Havers e Volkmann, ambos existentes na matriz.

Ross, Reith e Romrell (1993) classificam o tecido 6sseo em compacto ou cortical e
esponjoso ou trabecular. Além destes, encontra-se o tecido medular.

O tecido 6sseo cortical é de revestimento, podendo estar coberto externamente por
cartilagem articular ou periésteo. O periosteo possui uma camada externa constituida por
fibras colagenas e fibroblastos e, uma porcdo mais profunda, celular, constituida por células
osteoprogenitoras. As estruturas fibrosas que aderem o periosteo a superficie dssea sao

denominadas fibras de Sharpey (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; KESSEL, 2001). O
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peridsteo € rico em vasos sanguineos e, assim, desempenha um importante papel no reparo
0sseo. Sua auséncia pode levar a um retardo ou uma falha na cicatrizacdo. Ao contrario do
tecido 6sseo, 0 periosteo apresenta vasos linfaticos (ROSS; REITH; ROMRELL, 1993).
Whiteside e Lesker (1978) relatam a importancia da integridade dos tecidos periostais para a
reparacgao 0ssea.

O tecido 06sseo esponjoso compreende a medula Ossea, depositada em espacos
constituidos de uma rede de placas finas e irregulares, denominadas trabéculas, separadas por
espacos intercomunicantes, dando o aspecto de esponja. Nestes espagos, a medula dssea é
vermelha, nos 0ssos jovens, e amarela, nos adultos. No tecido 6sseo maduro, a medula
apresenta maior quantidade de células adiposas, compativel com a degeneracdo graxa
(BURKITT; YOUNG; HEATH, 1994). As trabéculas sdo recobertas pelo enddsteo. Assim
como o periosteo, o endosteo contém células da série osteogénica, que sdo responsaveis pelo
crescimento, reparo 0sseo e remodelamento continuos.

O tecido dsseo apresenta duas formas estruturais principais: 0sso entrelacado ou
primario e osso lamelar ou secundério. O 0sso entrelacado é uma forma imatura caracterizada
por organizacdo irregular de fibras coldgenas. Durante o desenvolvimento 0sseo, esta € a
primeira forma de 0sso produzida. A seguir € remodelado para formar osso lamelar, cuja
estrutura constitui a maior parte do esqueleto maduro. O osso lamelar, quando disposto
arquitetonicamente de forma aberta, constitui 0 0sso esponjoso. Este 0sso maduro é
representado por sucessivas camadas que formam uma massa solida, o 0sso cortical.
(BURKITT; YOUNG; HEATH, 1994).

Junqueira e Carneiro (2004) referem que o tecido 6sseo além de proteger érgdos vitais
e alojar a medula 6ssea, sustenta musculos esqueléticos, proporcionando movimentos.

Para Burkitt, Young e Heath (1994), o osso constitui-se de uma forma especializada de

tecido de sustentacdo com propriedade de rigidez e forga, enquanto mantém algum grau de
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elasticidade. Alem disso, apresenta-se como um importante reservatorio de célcio e outros
ions inorganicos, participando ativamente na manutencdo da homeostase do célcio no corpo
como um todo.

A modelacdo 6ssea € 0 processo pelo qual o osso altera seu tamanho e forma. Através
de diferentes padrdes de reabsorcdo e neoformacdo, mantém o principal mecanismo de
adaptacdo do osso. A remodelacdo é descrita como a reestruturacdo interna da cortical e do
0ss0 esponjoso (ROBERTS; GARETTO; DECASTRO, 1989).

Sendo assim, o tecido 6sseo sofre trés processos ao longo da vida: o modelamento, que
se caracteriza pela aquisicdo de forma; o remodelamento onde ocorre um processo 0sseo
continuo que reduz seu ritmo durante o envelhecimento; e o reparo, que responde ao processo

cicatricial (SCHWAN; SOUZA, 2000).

2.2 REPARO DO TECIDO OSSEO APOS FRATURA

Grotendorst e Martin (1986) definem a cicatrizagcdo 6ssea como um fato ndo isolado.
O processo de regeneracdo tecidual é geral, incluindo tanto tecidos moles quanto duros.

Siqueira Jr. e Dantas (2000) consideram que o objetivo desta cicatrizacdo é restaurar a
continuidade entre as margens da ferida, restabelecendo as caracteristicas morfofuncionais do
6rgdo ou tecido afetado. No processo de reparo, as células progenitoras indiferenciadas tém
papel fundamental. Elas determinam uma série de eventos para restaurar o dano.

Christian (1996) afirmou que a cicatrizacdo de uma fratura pode, na verdade, ndo ser
absolutamente um processo de consolidacdo, mas um processo de regeneracdo Ossea.
Consolidacdo significa tornar novamente inteiro ou sélido, significa curar. Na pele ou 6rgao
interno, a consolidagdo sempre deixa uma cicatriz produzida por tecido conjuntivo novo, que
substitui o tecido lesado. Regeneracdo, por outro lado, significa formar-se novamente, tomar

novamente uma forma.
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Na regeneracgdo, o tecido lesado auto-substitui-se, ndo havendo a formacdo de uma
cicatriz. Assim, apds uma fratura éssea, quando cessam 0S processos reparativos, forma-se um
novo 0sso no local original da fratura, ndo havendo mais evidéncia da leséo anterior
(FEINBERG; STEINBERG; HELMAN, 1991).

Burkitt, Young e Heath (1994) propuseram a fratura como modelo de reparo dsseo.
Neste, a neoformacdo Ossea € tanto intramembranosa como endocondral. Na ossificacdo
intramembranosa o mineral é depositado diretamente em um tecido mesenquimal, enquanto
na ossificacdo endocondral um modelo de cartilagem € substituido por osso. No local da
fratura, forma-se um coédgulo sanguineo que é posteriormente substituido por um tecido
coladgeno altamente vascular (tecido de granulacdo). Este tecido torna-se progressivamente
mais fibroso. Células mesenquimais diferenciam-se em condroblastos e substituem o tecido
de granulagdo fibroso com cartilagem hialina, formando um calo provisério que é flexivel.
Este calo € fortalecido pela deposi¢do de sais de calcio dentro da matriz cartilaginosa. Células
osteoprogenitoras do enddsteo e peridsteo sdo ativadas e depositam 0sso entrelacado ao redor
e dentro do calo provisorio. O calo provisorio e entdo transformado em calo 6sseo. O 0sso
entrelacado formador do calo 6sseo sera lentamente remodelado para formar osso lamelar
maduro. Assim, o tecido 6sseo repara-se sem a formac&o de cicatriz.

Urist, Delande e Finermann (1983) atribuiram a formacéo de cartilagem no processo
de reparo 6sseo, a uma escassez do suprimento sanguineo do tecido adjacente.

Diversos autores descrevem basicamente trés estagios fisioldgicos do reparo 6sseo:
inflamatorio, fibroblastico e de remodelacéo.

Logo apds a fratura, ocorre a formacdo de um coagulo devido a ruptura dos vasos do
periosteo, 0sso e medula. Shafer, Hine e Levy (1987) consideram que o coagulo tem um
efeito passivo no processo de reparo. Entretanto, a necrose do coagulo pode causar atraso no

processo.
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Segundo Jungueira e Carneiro (2004), o estagio inflamatério dura de trés a cinco dias,
e é dividido em duas fases, a vascular e a celular. Uma vasoconstri¢do inicial forma o coagulo
e, apbs a histamina e as prostaglandinas causam vasodilatacdo, possibilitando a passagem do
plasma e leucdcitos através das células endoteliais. Evidencia-se dor, edema e calor. Células
inflamatorias migram para o local da fratura acompanhadas por angiogénese e proliferacdo
celular. O estagio inflamatério para Hupp (1996) é também referido como um estagio de
intervalo, pois é um periodo durante o qual ndo ocorre nenhum ganho na consisténcia da
ferida. O principal material contido é a fibrina, que possui pouca resisténcia ténsil.

No estdgio fibroblastico, as células osteogénicas diferenciam-se em fibroblastos,
osteoblastos e osteoclastos (GUIMARAES, 1982). Segundo Chalmers, Gray e Rush (1975),
as celulas osteogénicas ou estdo presentes no local da lesdo ou sdo derivadas de tecidos
conjuntivos precursores. Os fibroblastos e osteoblastos produzem entdo, matriz fibrosa
formando o calo 6sseo. Ha a deposicao de matriz ostedide que sera gradativamente calcificada
e transformada em tecido ésseo primario. Nessa fase ocorre a angiogénese local, voltada para
o calo da fratura.

O ultimo estéagio ou de remodelamento, inicia-se com a unido clinica e radiografica do
0SSO e termina com a restauracao do seu aspecto inicial e do canal medular. Histologicamente,
0 tecido 6sseo priméario é reabsorvido pelos osteoclastos e substituido por osso lamelar,
processo que pode variar de meses a anos para se completar (SCHILLING et al., 1998).

O processo de regeneracdao segue os principios da Lei de Wolf, citada por Pritchard
(1963), onde a estrutura Ossea final devera corresponder as necessidades biomecénicas do
sistema.

Shapiro (1988) ressalta, nas fraturas Osseas, a importancia das dimensdes do dano,

bem como a sua estabilidade.
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Enquanto se mantém os principios da reducdo das fraturas, torna-se cada vez mais
importante a obtencéo de metodos eficazes de fixagdo interna de fragmentos 6sseos. Somente
uma perfeita imobilizacdo pode garantir uma cicatrizagdo sem complicagdes (PURICELLLI,
1981). Em 1977, Champy e colaboradores, modificaram a técnica de fixacdo rigida de
Michelet, referindo que o principio da aplicacdo da osteossintese consiste em neutralizar as
forcas de tracdo, com fixagédo apenas da cortical externa.

O tecido Gsseo tem alta capacidade de reparo, mas apresenta limitacdes, pois defeitos
muito grandes sdo rapidamente preenchidos com tecido conjuntivo. O bloqueio da
neoformacdo Ossea exercido pelo tecido conjuntivo da-se pela sua maior taxa de proliferacdo
e migracdo celulares. E também porque algumas substancias da sua matriz extracelular inibem
a proliferacdo de células osteoprogenitoras (DAHLIN, 1994).

A capacidade de regeneracdo 6ssea ndao depende apenas do tamanho do defeito, mas
também do amplo suprimento sanguineo e estabilidade mecénica. A ma oxigenagdo ou a
auséncia de estabilidade levam a formacdo de um tecido fibrocartilaginoso. Em condicoes
compativeis, a regeneracdo do 0sso segue 0s passos do crescimento 6sseo, onde as células
osteoprogenitoras das margens do defeito séo ativadas e comegam a depositar 0sso sem a fase
cartilaginosa (SCHENK et al., 1994).

Ainda para SCHENK e colaboradores, em 1994, o reparo de pequenos defeitos em
0sso cortical ou medular ocorre da seguinte forma: na primeira semana deposita-se 0SSO
primario o qual, no periodo de quatro semanas, € substituido por osso lamelar. Para que
defeitos 0Osseos sejam reparados tem-se proposto técnicas baseadas nos principios de
osteoconducdo, regeneracao 6ssea guiada, distencao do calo 6sseo e osteoinducao.

A técnica baseada na osteocondugdo preconiza a colocacdo de um material de
preenchimento no defeito 6sseo. Este funciona de arcabouco para a proliferagdo das células

6sseas. O material utilizado deve ser biocompativel e preferencialmente bioativo. Idealmente
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esse material deve ser reabsorvido (durante a fase de remodelacao) e substituido por tecido
0sse0 (SCHENK et al., 1994).

Feinberg, Steinberg e Helman (1997) descreveram um tipo diferente de reparo de
fraturas, em que ndo havia formagéo de calo, e a denominaram de “cicatrizagdo em primeira
intengdo”. Esse processo foi também chamado de consolidagcdo éssea primaria ou
consolidacdo Ossea direta. Esta forma de reparo ocorre em fraturas com uma reducdo
anatébmica estavel e fixa, mantendo bom suprimento sanguineo e sem cominugao.

Enlow e Hans (1998) reforcam que o tecido ésseo neoformado adquire caracteristicas
idénticas ao destruido devido ao processo fisiolégico de remodelamento e adaptagdo funcional

do 0sso.

2.3 OSTEOTOMIA E OSTECTOMIA

Puricelli (1998b) conceitua a osteotomia como preparo cirdrgico do 0sso que permite a
reposi¢do fragmentada ou integral do mesmo em seu sitio. A ostectomia envolve o corte do
tecido 6sseo sem a intengdo de sua conservagao ou reaproveitamento.

Segundo Bonfield e Li (1968), o aumento exagerado da temperatura focal na regido
das perfuracbes Osseas quando realizadas com fresas cirurgicas causard necrose 0ssea. Os
mesmos autores constataram que temperaturas acima de 50°C estdo diretamente relacionadas
a mudanca irreversivel na estrutura e nas propriedades fisicas do 0sso.

Barone (1997) analisou o reparo 6sseo, in vivo, apds osteotomias com brocas de alta
rotagdo, com e sem utilizacdo de irrigacdo. Os meios liquidos apresentavam-se em diferentes
temperaturas (ambiente e gelada). Para um dos grupos pesquisados, houve a utilizagéo de cera
para osso tamponando a ferida. Os autores concluiram que, a temperatura do liquido de
irrigacdo ndo proporciona alteracdo no reparo 0sseo. Porém, a falta de irrigacdo e a aplicagdo

de cera para 0ss0, proporcionam um reparo 6sseo inferior.
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Em 1999, Kerawala e colaboradores avaliaram a alteracdo da temperatura durante a
preparacdo Ossea para osteossintese. Além disso, foram testadas diferentes pressdes exercidas
na confeccdo dos orificios. Os autores concluiram que uma técnica operatéria cuidadosa e a
irrigacdo constante durante a preparacdo 6ssea, resultam em uma maxima regeneracdo
tecidual ao redor dos parafusos de osteossintese.

Diversos sdo 0os meios utilizados para realizacdo do corte 4sseo, entre eles as serras
cirtrgicas e as brocas. Segundo llankovan e colaboradores, em 1998, a utilizacdo da broca
trefina resulta em uma cicatriz de menor tamanho e causa menor morbidade no sitio

ostectomizado.

2.4 MODELO ANIMAL EM ESTUDOS EXPERIMENTAIS

Dentre os diferentes tipos de animais utilizados para pesquisas experimentais,
encontram-se coelhos (MATSUMOTO et al., 2000; SANTOS, 2002; MORAES et al., 2004),
gatos (FEINBERG; VITT, 1988), cdes (TIO et al.,, 1987; YUAN et al., 2000); e ratos
(DENISSEN; MAGANO; VENINI, 1985; KURASHINA et al., 1997a; KURASHINA et al.,
1997b; KURASHINA et al., 1998; VEECK, 1994; PASQUIER et al., 1996; PASQUIER et
al., 1998; BATISTA, 1999; YUAN, 2000; MARTINS, 2001; RAMIRES, 2001; PARIS, 2002;
KENNER, 2003; ULBRICH, 2003).

Nos modelos experimentais em ratos, os 0ssos mais utilizados sdo o fémur (VEECK,
1994; PASQUIER et al., 1996; PASQUIER et al., 1998; BATISTA, 1999; YUAN et al.,
2000; RAMIRES, 2001; ULBRICH, 2003), calota craniana (KURASHINA et al., 1998) e
regides bucomaxilofaciais (KURASHINA et al., 1997a; KURASHINA et al., 1997b;
MARTINS, 2001; PARIS, 2002; KENNER, 2003).

Uma grande variedade de implantes e enxertos 6sseos vem sendo utilizados em

estudos experimentais em animais. Porém, a correlacdo entre esses estudos apresenta-se



27

extremamente dificultada, j& que seus modelos animais mostram-se distintos. Além disso, a
avaliacdo quanto ao reparo 0sseo varia significantemente em animais da mesma espécie.
Devido a estes contrastes, Schmitz e Hollinger (1986), sugerem a utilizacdo de animais
adultos e de mesma idade cronoldgica, como meio experimental.

Heiple e Hernon? e Hjorting-Hansen e Andreasen®, relatam que a regeneracdo e
remodelacdo Ossea dependerdo da espécie e da idade do animal, da dimens&o e localizagdo do
defeito 6sseo e da manutencao do peridsteo (apud SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Frame® relatou que em todo estudo experimental deve ser determinado o defeito de
tamanho critico (CSD - critical size defect). O CSD é definido como o menor defeito
intradsseo que ndo cicatrizard espontaneamente durante a vida do animal. Dessa forma,
quando objetiva-se a cicatrizacdo 6ssea completa deve-se optar por dimensdes menores ao
CSD determinado, caso contrario haverd a formacdo de tecido fibroso ao invés de tecido
6sseo (apud SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Baseado nos referidos estudos, Schmitz e Hollinger (1986) realizaram uma revisao de
literatura e sugeriram um protocolo experimental, visando a padroniza¢do do modelo animal.
Porém, ndo houve determinacdo quanto as dimensfes de defeitos em diafises de fémures de
ratos.

Em 2003, segundo modelo de Puricelli, Ulbrich estudou o reparo 6sseo sob o efeito
permanente de campo magnético sepultado in vivo. As cavidades cirurgicamente criadas em
fémures de ratos mediam 2mm de didmetro e aproximadamente 4mm de espessura. Havia a
ruptura apenas de uma cortical, permitindo assim a estabilidade da estrutura e imobilizagéo da
ferida dssea. A dimensdo, idealizada pelas autoras, reproduziu resultados compativeis com

reparo 6sseo em primeira intencgéo.

2 HEIPLE, K. G.; HERNDON, C. H. The pathologic physiology of nonunion. Clin. Orthop., v. 43, p. 11, 1965.
® HIORTING-HANSEN, E.; ANDREASEN, J. O. Incomplete bone healing of experimental cavities in dog
mandibles. British J. Oral Surg. London, v. 9, p. 33, 1981.

* FRAME, J. W. A composite of porous calcium sulfate dihydrate and eyanoacrylate as a substitute for
autogenous bone. J. Oral Maxillofac. Surg., Philadelphia, v. 38, p. 251, 1980.
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2.5 ENXERTOS OSSEOS AUTOGENOS

Defeitos 0sseos resultantes de traumatismos, resseccdes de tumores, infeccGes, entre
outras causas, constituem problemas de dificil solucdo estético-funcionais. Nesse processo de
reconstrucdo Ossea, busca-se um material ideal para a substitui¢do do tecido perdido.

Entre as caracteristicas de um material ideal estdo: a excelente biocompatibilidade
tecidual, a disponibilidade em quantidades ilimitadas, a estabilidade, as capacidades de
preenchimento e conformacdo e a capacidade de serem reabsorvidos e substituidos (SHINDO
etal., 1993).

Como definicdo, enxerto é a transferéncia de um tecido de um sitio do organismo para
outro do mesmo individuo ou de individuo diferente (HOUAISS, 2001). Assim, 0s enxertos
podem ser autdgenos, al6genos ou xendgenos.

Para Triplett (1996), 0 0sso autogeno fresco é o material de enxerto 6sseo ideal por ser
0 Unico a fornecer células 6sseas imunocompativeis vivas. O 0sso autégeno é considerado o
“padrdo ouro” dentre os materiais de enxerto devido as suas propriedades osteocondutoras,
osteoindutoras e osteogénicas.

Os enxertos 0sseos autdgenos utilizam tecido 6sseo do préprio individuo e sdo 0s
mais utilizados devido a resposta imunoldgica, diferentemente dos enxertos aldgenos, que
utilizam uma porcdo de tecido 6sseo de um outro individuo e apresentam uma taxa de
reabsorcdo de até 82% (CONSTANTINO; FRIEDMAN; LANE, 1993). Segundo Puricelli e
colaboradores, em 1999, os enxertos alégenos, apresentam dificuldades quanto a instalacéo e
manutencdo de bancos de 0ssos e quanto ao risco de transmissdo de doencas infecciosas.

Diversos autores como Burwell, em 1965, Jackson e colaboradores, em 1981,
Burchardt, em 1987 e Lane, Harvinder e Sandhu, em 1987, citam a utilizacdo dos enxertos

0sseos autdgenos para substituicdo do tecido 6sseo perdido.
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Em 1985, Puricelli e Chem realizaram enxerto livre de fibula vascularizada para
reconstrucdo mandibular, apos extensa mandibulectomia, provocada por sarcoma osteogénico.
O controle pds-operatério de 16 meses revelou boa evolucéo clinica e radiogréfica do caso.
Os autores relatam que os resultados de enxertos Gsseos autdgenos, livres avasculares, sao
imprevisiveis e que podem apresentar rejeicdes e reabsor¢des que levam a um progndstico
sombrio. Os insucessos dependem principalmente de dois fatores: o tipo e a nutricdo do
enxerto 6sseo, e a sua imobilizacdo pos-operatoria.

Para Rasmusson, em 1998, os processos de reparo e incorporagdo dos enxertos 0sseos
autogenos sdo influenciados por fatores tais como a técnica cirdrgica, padrdo e extensdo da
revascularizagdo, grau de estabilidade do enxerto, invasdo de tecidos ndo osteogénicos,
presenca dos fatores de crescimento e vitalidade das células enxertadas.

Garg, em 1999, definiu os trés diferentes processos associados ao sucesso dos enxertos
0sseos: osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. Osteogénese é a formacdo e o
desenvolvimento do o0sso. Osteoinducdo é o processo de estimulacdo da osteogénese.
Osteoconducao é quando um condutor fornece uma matriz fisica para a deposicdo de novo
0ss0. Para 0 autor, esses trés processos ocorrem concomitantemente na regeneracdo dos
enxertos 0sseos autdégenos.

Ellis 111, em 1993, formulou a teoria da osteogénese em duas fases. Nesta teoria, a
regeneracdo do enxerto 6sseo inicia com a deposi¢do de nova matriz ostedide pelas células
transplantadas. A fase | é responséavel pela maior parte do osso neoformado e esté diretamente
relacionada a difusdo de nutrientes das margens do leito receptor e a quantidade de células
Osseas viaveis transplantadas. A fase Il inicia apds a segunda semana com intensa
angiogeénese e proliferacéo fibroblastica do leito receptor para o enxerto. Fibroblastos e outras
células mesenquimais diferenciam-se em osteoblastos, dando continuidade a osteogénese,

devido ao mecanismo de inducédo de proteinas encontradas no 0sso.
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Rasmusson, em 1998, refere que o enxerto 0sseo autdgeno fornece a estrutura para
nova formacdo dssea (osteoconducdo). Concomitantemente, este enxerto contém proteinas
que estimulam a osteogénese, induzindo a diferenciacdo de células mesenquimais em
osteoblastos (osteoinducéo) e tem as BMPs como fator desencadeador.

Autores como Jackson e colaboradores, em 1981 e Edwards e Ousterhout® (apud
KURASHINA et al., 1998) referem que a aplicacdo dos enxertos 6sseos autdgenos esta
limitada a casos especificos: ao estado do paciente e, a localizacdo e ao tamanho do defeito
0sseo. Além disso, 0 uso desse tipo de enxerto apresenta numerosas desvantagens: alta
morbidade do sitio doador, reabsor¢do, complicagdes pds-operatdrias, maior tempo cirdrgico,
dificuldade de uma conformacdo exata ao defeito e, em alguns casos, a indisponibilidade da
quantidade de 0sso necessaria para restaurar a cavidade defeituosa.

Autores como Lemperle, Hazan-Gauthier e Lemperle, em 1998, Puricelli e Chem, em
1985 e Puricelli e colaboradores, em 1999 referem a utilizacdo de enxertos 0sseos autdgenos e
implantes de materiais aloplasticos (biologicamente inertes) para a restauracdo de estruturas

danificadas do organismo humano, obtendo resultados satisfatorios.

2.6 MATERIAIS ALOPLASTICOS

Diante da busca constante de um substituto ideal para tecidos humanos, devido a
complexidade do tratamento reparador, tem sido dado destaque aos materiais aloplasticos.
Dentre eles, podemos citar os metais (titanio, platina, ouro), os polimeros (polietileno,
poliéster, polimetilmetacrilato, silicone) e as ceramicas (hidroxiapatita, cimento de fosfato de
calcio) (PURICELLI etal., 1999; LEONEL et al., 2003).

Os biomateriais séo utilizados como dispositivo terapéutico, com intencdo de interagir

com sistemas bioldgicos (WILLIAMS, 1987).

> EDWARDS, M. S. B.; OUSTERHOUT, D. K. Autogenic skull bone grafts to reconstruct large or complex
skull defects in children and adolescents. Neurosurgery, v. 20, p. 273-280, 1987.
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Varios sdo os critérios que um material precisa atender para ser enquadrado como um
biomaterial. Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicacdes Clinicas
de 1982, entende-se por biomaterial: “toda substancia (com excecdo de drogas) ou
combinacdo de substancias, de origem sintética ou natural, que durante um periodo de tempo
indeterminado é empregado como um todo ou parte integrante de um sistema para tratamento,
ampliacdo ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes corporais” (WILLIAMS,
1987).

Para a aceitacdo de um material como implante é necessario que 0 mesmo atenda
fundamentalmente as seguintes caracteristicas:

e deve ser biocompativel, ou seja, sua presenca ndo deve causar efeitos nocivos no

local do implante ou no sistema bioldgico;

e ndo deve sofrer alteracdo no meio implantado, como por exemplo, a corrosdo em

metais;

e deve ser biofuncional, isto é, ter as caracteristicas adequadas para cumprir a funcao

desejada, pelo tempo desejado;

e deve ser passivel de esterilizacao.

Paralelamente a biocompatibilidade, é importante que o material implantado permita o
desempenho imediato e com éxito da funcdo especifica (estatica e dindmica). Esta
caracteristica estd embutida no conceito de biofuncionalidade (RAVAGLIOLI; KRAJEWSKI,
1992).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com 0 seu comportamento
fisiologico (HENCH; WILSON, 1993):

e Biotoleraveis: materiais tolerados pelo organismo, sendo isolados dos tecidos
circunvizinhos pela formacéo de capsula de tecido fibroso. Quanto maior a espessura

de tecido fibroso formado, menor a tolerabilidade dos tecidos ao material. Os
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materiais biotoleraveis sdo praticamente todos os polimeros sintéticos assim como a

grande maioria dos metais.

e Bioinerte: materiais também tolerados pelo organismo, onde a formagéo de cépsula
fibrosa é minima ou praticamente inexistente. A quantidade de células fagocitarias na
interface é minima, a resposta fagocitica sera passageira e uma fina capsula tomara
lugar ap6s a implantacdo. Em alguns casos, esta camada é praticamente imperceptivel.
Os materiais bioinertes mais utilizados séo alumina, zirconia, titanio, ligas de titanio e
carbono.

e Bioativos: materiais que permitem ligacGes de natureza quimica. A similaridade
quimica entre estes materiais e, por exemplo, a parte mineral Ossea permite a
osteoconducdo por meio do recobrimento por células 6sseas. Os principais materiais
desta classe sdo os vidros e vitroceramicas a base de fosfatos de célcio, a
hidroxiapatita e os compostos de fosfato de célcio.

e Bioabsorviveis: materiais que em contato com os tecidos sdo degradados,
solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Tais materiais tém grande aplicagéo
clinica-cirurgica, visto que eliminam intervengdes cruentas para sua retirada. Os
principais exemplos desses materiais sdo o cimento de fosfato tricalcico (TCP),
algumas hidroxiapatitas (HA) e o acido polilatico.

Os materiais ceramicos foram utilizados pela primeira vez como biomateriais ha cerca
de 25 anos. Inicialmente, buscou-se o desenvolvimento de materiais que provocassem uma
minima ou nenhuma reacdo tecidual. Entretanto, a soma de conhecimentos na area dos
materiais cerdmicos gerou uma proposta conceitualmente oposta: as biocerdmicas deveriam
provocar reacOes, se possivel, com uma ligacdo intima entre as cerdmicas e 0s tecidos

(HENCH; WILLSON, 1993).
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Entretanto, em 1998, Kurashina e colaboradores observaram que, a maioria dos
materiais aloplasticos, provoca, em maior ou menor grau, uma reacdo inflamatdria do
organismo receptor, podendo evoluir para infeccdo dos tecidos e extrusao do implante.

A longevidade dos implantes de biomateriais depende de um entendimento
consideravel do comportamento celular na interface implante-tecido. Sempre que um material
ndo-bioldgico é implantado em tecido vivo, hd uma inevitivel resposta celular. A reacéo
tecidual ou esta resposta celular & maioria dos materiais biocompativeis, ndo-toxicos, deve ser
moderada e transitéria. A forma e as caracteristicas da superficie podem modificar a resposta
celular (SALTHOUSE; MATLAGA, 1983).

Entre os materiais inorganicos sintéticos, a hidroxiapatita e o cimento de fosfato de
calcio tém recebido grande atencdo. Sdo materiais de preenchimento, substitutos para 0s
enxertos @sseos, principalmente devido a sua biocompatibilidade, bioatividade e
caracteristicas de osteoconducdo em relacdo ao tecido hospedeiro (TOQUET et al., 1999;

SICCA etal., 2000).

2.6.1 HIDROXIAPATITA

O uso da HA tem sido muito pesquisado desde seu surgimento como biomaterial, em
1970. A Hidroxiapatita (HA) é um fosfato de célcio hidratado, principal componente (cerca
de 95%) da fase mineral dos 0ssos e dentes humanos. O substantivo hidroxiapatita é formado
pela juncdo das palavras hidroxi e apatita. Hidroxi refere-se ao grupo hidroxila (OH) e apatita
é uma ndmina mineral. A palavra apatita vem do grego e significa “decepciono” por ser
confundida com turmalina, berilo e outras pedras. A hidroxiapatita é o material presente nos
vertebrados, compondo o esqueleto, atuando ainda como reserva de calcio e fdsforo

(SANTOS, 2002).



34

O material de implante pode atuar por trés mecanismos: osteogénese, osteoinducgéo e
osteoconducdo. Na osteogénese a formacdo de tecido 6sseo é resultante direta da acdo dos
osteoblastos (MARX; SAUNDERS, 1986). Na osteoinducdo, as proteinas @sseas
morfogenéticas (BMPs) facilitam a indugdo e transformacdo de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, promovendo maior crescimento 6sseo ou
mesmo formando 0sso em sitios ndo esperados (URIST, 1965). A osteoconducdo caracteriza-
se pela aposicdo de novo tecido 6sseo a partir de uma interface Ossea pré-existente,
requerendo para tal, a presenca de células osteoprogenitoras. E um mecanismo mais evidente
nos componentes inorganicos (MASTERS, 1988).

Os autores Jarcho, em 1981, Kent e colaboradores, em 1986 e Rosen, em 1989,
referem a similaridade quimica da hidroxiapatita obtida ““in vitro” com a composi¢do ““in
vivo” dos tecidos 6sseos. Trata-se de um material de alta biocompatibilidade e caracteriza-se
por estimular o crescimento Gsseo pela osteocondugdo. Nesse processo, estabelecem-se
ligacbes de natureza quimica entre ela e o tecido 6sseo (bioatividade), permitindo a
proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas.

Denissen, Mangano e Venini, em 1985, descreveram a HA como um material
biocompativel e constituinte natural do tecido 6sseo, da dentina e do esmalte. Ressaltam como
aspecto mais importante da microestrutura da HA sintética o fato de ela ser porosa ou densa,
podendo ser reabsorvivel ou néo.

Jarcho, em 1986, descreveu a ocorréncia de aglutinacdo dos granulos de HA com o
osso vital. Na tentativa de separd-los, houve uma fratura do osso. Esta, ndo ocorreu na
interface osso/implante.

Tio e colaboradores, em 1987, relatam dois casos clinicos de aumento de crista 6ssea

alveolar em mandibula com o uso de HA porosa. Os autores comprovaram as propriedades
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osteocondutoras e osteofilicas do material, anteriormente demonstradas em estudos
experimentais em cées.

Em 1992, Ricci e colaboradores estudaram as propriedades fisico-quimicas da HA
obtida a baixas temperaturas e sua resposta frente ao 0sso vivo. Essa HA, obtida a partir do
fosfato de tricélcico, é reabsorvivel. As obtidas em altas temperaturas mostram-se mais
estaveis. Os autores concluiram ainda que a HA ndo é osteogénica e tampouco osteoindutora,
e reafirmaram seu efeito osteocondutor e sua biocompatibilidade.

Puricelli, em 1994, indica a utilizagdo da hidroxiapatita sinterizada densa para
reconstrucdo volumétrica do processo alveolar atrésico e para a preservacdo das dimensfes
Osseas alveolares ap06s perdas dentarias.

Yukna, Yukna e Mayer, em 1997, demonstrou vantagens da utilizacdo da HA sobre o
polimetilmetacrilato (PMMA) e o polihidroxietilmetacrilato, em estudo de cinco anos de
acompanhamento, em lesdes de furca grau Il em molares humanos.

Puricelli, em 1998a, refere a utilizagdo de HA granulada para reconstrucéo
volumétrica dos defeitos 6sseos na cortical vestibular, no tratamento cirtrgico conservador de
dentes retidos. Relata que a HA é um material biocompativel que, substitui a cortical 6ssea
vestibular em volume e fungéo.

Em 2002, Paris utilizou 40 ratos, para estudo de implantacdo de granulos de HA em
defeitos periodontais cirurgicamente criados. Os procedimentos cirurgicos envolveram a
regido palatina do primeiro molar superior. Nos grupos experimentais foram implantados
granulos de HA. Os resultados histolégicos permitiram concluir que a HA densa sinterizada é
um material ndo-reabsorvivel, biocompativel e osteocondutor. Ndo foram observadas reaces
inflamatorias ou a corpo estranho frente aos granulos. No grupo experimental, junto ao 0sso
alveolar, houve intensa aposicdo e neoformacéo 6ssea. Ja no grupo controle, houve uma maior

reabsorcdo Ossea da regido.
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Em 2002, Puricelli, em estudo histologico, avaliou HA (Calcitite 2040-12) ndo-
reabsorvivel, densa, sinterizada, em defeito 6sseo alveolar dentado humano. Os granulos de
HA foram utilizados para correcdo tardia de seqiiela dssea pos-extracdo de incisivo central
superior direito. Por contiguidade, o defeito 6sseo em vestibular do incisivo lateral presente
foi corrigido. Dezesseis meses apds, esse dente (12), devido a fratura radicular, foi extraido
sem osteotomia. Os resultados mostraram que macroscopicamente houve a fixacdo dos
granulos de HA sobre a raiz, envoltos por tecido mole. Os achados histolégicos nao
demonstraram evidéncias de rejeicdo ou expulsdo dos granulos do implante. Nao houve
reacdo inflamatdria ou irritacdo no tecido periodontal, demonstrando a biocompatibildade do
material. Os granulos encontravam-se completamente encapsulados por tecido conjuntivo,
mantendo o paralelismo das fibras periodontais humanas.

Segundo Paris, em 2002, as principais aplicagdes da HA sédo: reparo de defeitos 6sseos
em aplicacGes odontoldgicas e ortopédicas, aumento de rebordo alveolar, coadjuvante na
colocacdo e recobrimento de implantes metélicos, regeneracdo guiada de tecidos 0sseos,
reconstrugdo bucomaxilofacial, equipamentos percutaneos, reparo e substituicdo de paredes
orbitais e substituicdo do globo ocular.

Matson, em 1985, destacou, como vantagens dos materiais ceramicos, a resisténcia a
corrosdo, a baixa condutibilidade térmica e o mddulo de elasticidade semelhante ao 0sso
trabecular. Como desvantangem, encontrou a baixa resisténcia aos impactos. O autor citou
dentre esses materiais: o quartzo fundido, os boros-silicatos, os aluminio-silicatos de litio ou

magnésio e o cimento de fosfato de célcio.
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2.6.2 CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO

O desenvolvimento do primeiro cimento de fosfato de célcio deve-se a Brown e Chow,
em 1986. Os autores descobriram que misturas de p6s de fosfato tetracélcico (TTCP) e fosfato
dicélcico (DCPD) resultavam em reacgdo de presa ao serem misturados com agua.

Isso é devido a dissolucdo dos fosfatos de célcio constituintes e a precipitacdo de finos
cristais de hidroxiapatita, cujo entrelagado proporciona a resisténcia mecanica do material
resultante (MIYAMOTO et al., 1996).

As ceramicas de fosfato de célcio podem ser obtidas por sinterizagdo. O processo
envolve a utilizacdo de um p6, compactado sob alta pressdo, e sujeito a altas temperaturas
(1.000 a 1.400°C). As formas densas de hidroxipatita (HA) e fosfato tricalcico (TCP) tém
uma microestrutura constituida de cristais individuais de fosfato de célcio, que sdo fundidos
juntos pelo processo de sinterizacdo. Quanto as propriedades mecanicas, sdo resistentes a
compressdo, mas quebradicos, tal como o esmalte dentario. Outro método para obtengdo das
ceramicas envolve os corais marinhos.

Segundo Groot, em 1984, Eggli, Muller e Schenk, em 1988, Bruijn, Bovell e
Blitterswijk, em 1994 e Yamada e colaboradores, em 1997, a reabsor¢do do biomaterial a base
de fosfato de célcio estd relacionada com a composi¢do quimica, a cristalinidade e a
porosidade. A degradacdo do fosfato de calcio ocorre basicamente por fragmentagdo e
dissolugéo quimica.

Em 1986, Jarcho estudou as propriedades, aplicacbes e comportamento da
hidroxiapatita (HA) comparativamente ao fosfato tricalcico (TCP), quimicamente
semelhantes. A HA é um componente natural dos tecidos duros e, em sua forma sinterizada,
ndo é reabsorvivel. Portanto, é apropriada em procedimentos restauradores e preservadores de
longa duragdo. O TCP, por sua vez, ndo é um componente natural do 0sso. Sendo absorvivel,

estad indicado quando a bioabsor¢do é desejavel visando sua substituicdo posterior por tecido
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0sseo. A bioabsorbilidade depende da dissolu¢do quimica em fluidos biologicos e processos
mediados por células, como a fagocitose. Assim, ao contrario da HA, acredita-se que o TCP
possa ser completamente reabsorvido a uma velocidade similar a reparacéo 6ssea.

O comportamento biologico ““in vivo” dos cimentos de fosfato de célcio tem sido
estudado em diversos modelos animais (KURASHINA et al., 1998; RAHAL et al., 2002;
MORAES et al., 2004). Genericamente, estes cimentos sdo reabsorvidos devido a intensa
atividade do sistema mononuclear fagocitéario, formando ao mesmo tempo novo tecido 6sseo
na interface osso/implante. Este comportamento denomina-se de osteotransdutividade. A
velocidade em que esse fenémeno ocorre, depende do tipo de cimento utilizado, do sitio de
implantacéo e da idade do receptor, entre outros fatores (PARKER, 1995).

Knabe e colaboradores, em 2000, referem que a reabsorcdo deste material in vivo é
continua. O autor sugere que a reabsorc¢do é lenta, podendo-se encontrar material até dois anos
apos a implantagéo.

O biomaterial fosfato de célcio produz uma matriz para a deposi¢cdo de 0sso,
conduzindo seu crescimento e produzindo um calo dsseo. Jarcho, em 1986, em seus estudos,
demonstrou que as ceramicas de fosfato de céalcio podem manter as estruturas dsseas onde
normalmente ocorrem reabsor¢des. Os preenchimentos alveolares pos-extracdo sao exemplos.
O cimento é bem tolerado pelos tecidos moles, sendo nesta area, envolto por uma capsula de
tecido fibroso inerte.

Segundo Lemaitre, Mirtchi e Mortier, em 1987, para aplicacdo clinica, o cimento de
fosfato de célcio deve responder a alguns requisitos como:

e _auséncia de toxicidade;
e auséncia de propriedades alogénicas ou carcinogénicas;
e resisténcia mecanica apropriada e permanente;

e reabsorbilidade;
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e ser condutor e estimulador da formacdo de novo tecido 6sseo;

Feinberg e Vitt, em 1988, avaliaram os efeitos da HA n&o-reabsorvivel porosa
(Interpore 200®) e do fosfato tricalcico reabsorvivel poroso (Augmen®®) na erupcio e
desenvolvimento dentario. Para tanto, foram selecionados 40 gatos de trés a quatro meses de
idade. ApoOs a extracdo do seu segundo e terceiro pré-molares deciduos direitos, os alvéolos
foram preenchidos com o0s respectivos materiais inorganicos. Como grupo controle foram
utilizados alvéolos preenchidos com 0sso autdégeno particulado, enquanto em um quarto grupo
o alvéolo permaneceu preenchido apenas por coagulo. Os resultados do estudo indicaram que
0 uso da HA ndo-reabsorvivel porosa, nos alvéolos de dentes deciduos de gatos além de
impedir a erupcdo, deformou a coroa do dente permanente. As observacgdes permitiram ainda
sugerir anquilose do dente permanente. O fosfato tricalcico apresentou o minimo efeito sobre
a erupcdo e o desenvolvimento dentario. Assim, 0s autores concluiram que € necessaria
cautela no emprego da HA em alvéolos de dentes deciduos préximos a areas de dentes retidos
ou onde pretende-se a movimentacdo ortodbntica. JA 0 mesmo ndo parece ocorrer com 0
fosfato tricélcico.

Segundo Jarcho, em 1981, LeGeros e LeGeros, em 1996 e Daculsi e colaboradores,
em 1990, esses cimentos sdo citados como substitutos de tecido 6sseo em cirurgias médicas
ortopédicas e odontoldgicas bucomaxilofaciais, devido as suas propriedades bioativas.

Lemaitre, Mirtchi e Mortier, em 1987, Lemaitre, Munting e Mirtchi, em 1992, Mirtchi,
Lemaitre e Munting, em 1991, Munting, Mirtchi e Lemaitre, em 1993 e Bohner, Lemaitre e
Ring, em 1996 estudaram combinacdes de a-fosfato tricalcico (a-TCP) com pds ou solugbes
aquosas de fosfato monocéalcico (MCPM), carbonato de célcio (CC) e acido ortofosforico. Os
resultados mostraram alta atividade osteoblastica por osteoconducdo nos sitios preenchidos

com o referido cimento.

® Miter, Inc., Indianapolis, IN, EUA.



40

Pasquier e colaboradores, em 1996 e Pasquier e colaboradores, em 1998, testaram as
propriedades bioldgicas e biomecénicas do fosfato de calcio, em defeitos 6sseos cilindricos
nas epifises distais de fémures de ratos. Nesses estudos, o cimento na forma de pasta, era
injetado internamente aos defeitos. Os resultados mostraram neoformacgdo Ossea e sua
substituicdo pelo tecido hospedeiro em menos de 16 semanas.

Em 1998, Kurashina e colaboradores desenvolveram um cimento de fosfato de calcio
utilizando a-fosfato tricélcico (a-TCP), fosfato dicéalcico (DCPD) e fosfato tetracélcico
(TTCP). Este material foi implantado em cavidades dsseas cirurgicamente criadas em cranio
de ratos. Cada cavidade media seis milimetros de didmetro. A sua espessura relacionava-se a
permitida pela dimensdo dssea da regido. Os resultados demonstraram que este cimento
testado € um material promissor nas reconstrugdes 6sseas. Apresentou boa osteocondutividade
quando comparado ao grupo controle (sem preenchimento). Porém, quatro das 12 areas
testadas ndo obtiveram a mesma neoformacao 6ssea. Segundo os autores, isso possivelmente
ocorreu devido ao extenso sangramento da dura-mater, deslocando o cimento implantado.
Entretanto, comparativamente com 0s grupos controles, apresentou maior neoformacao déssea.
Assim, os autores concluiram com este estudo e estudos anteriores em mandibulas de ratos
(KURASHINA et al., 1997a; KURASHINA et al., 1997b) que a completa hemostasia e a
secagem do local de implante sdo importantes fatores no sucesso de reparacdo 6ssea com 0
cimento testado e que a presenca de matéria organica inibe a formacéo de HA.

Toquet e colaboradores, em 1999, analisaram, sobre ceramicas de fosfato de célcio, o
potencial osteogénico de células de medula éssea humana in vitro. Utilizaram como controle
o proprio polipropileno da placa de cultura. As culturas continham um meio de 10% de soro
fetal bovino. Até um periodo de dois dias de cultura, as células aderidas a superficie do
material, apresentaram-se morfologicamente arredondadas. Células da mesma morfologia

foram observadas dentro dos poros do material. Aos sete dias, encontraram dois tipos de
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populacdes celulares; uma formada por células grandes, espalhadas na superficie, e a outra
apresentando um aspecto arredondado. Nao houve diferencas na proliferacdo celular tanto na
ceramica de fosfato de calcio como no grupo controle, apds 21 dias de cultura. As células
mesenquimais sobre o fosfato de calcio produziram matriz extracelular contendo fibronectina,
osteocalcina e colageno tipo I, além da precipitacdo de numerosos microcristais de HA. A
adesdo, a proliferacdo e expressdo fenotipica das células cultivadas sobre as ceramicas,
indicaram uma expressao e conversdo das propriedades osteoblésticas anterior ao primeiro
més de cultura. Estes resultados indicam que as ceramicas de fosfato de calcio ndo modificam
a proliferacdo celular das células mesenquimais. Os autores demonstraram a compatibilidade
osteogénica do material frente a estas células.

Em 2000, Yuan e colaboradores estudaram em cées, o implante de cimento de fosfato
de célcio na formulacdo de a-TCP, DCPD e HA com uma solucdo de compostos de fosfato e
agua destilada. Na forma de pasta, estes foram implantados em musculos dorsais e fémures e,
na forma de blocos pré-curados, em musculo da coxa. O pé foi esterilizado a seco a 160°C
por duas horas e os blocos foram esterilizados em autoclave a 121°C por 30 minutos.
Segundo os resultados ndo houve reacdo inflamatoria local, reacdo a corpo estranho ou
necrose tecidual em nenhum dos grupos testados. Nos cortes musculares, houve formacao
Ossea tanto com a implantacdo da pasta quanto dos blocos. Nos defeitos dsseos em fémures,
houve neoformacdo com a substituicdo do cimento por tecido dsseo. Os autores concluiram
gue o cimento de fosfato de célcio é biocompativel e osteocondutor.

Santos, em 2002, implantou cimento de fosfato de calcio baseado no o-fosfato
tricalcico (Caz(PO4),) em radio de coelhos, da espécie leporina, da raca Nova Zelandia. Nas
suas formulagdes, houve o acréscimo de poliacrilamida, fibras de carbono, fibras de
polipropileno e fibras de nailon, no intuito de aumentar sua resisténcia, perfazendo quatro

diferentes cimentos. Os blocos cilindricos implantados mediam 2mm de diametro e 6mm de
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comprimento e as ostectomias foram bicorticais. Os 16 animais foram radiografados e
eutanasiados com 12 e 26 semanas pés-operatérias para avaliacdo histoldgica. De forma
analoga, as radiografias dos animais, contendo as diferentes composicBes de cimento,
apresentaram o mesmo aspecto radiografico. Apds o periodo de 26 semanas de implantacéo, a
mesma imagem radiografica manteve-se, sugerindo uma redugdo ou auséncia da reabsorcéo
do material. Tais sugestdes foram comprovadas pelo exame histoldgico. Todas as
composic¢des de cimento de fosfato de célcio, ap6s 12 semanas, apresentaram formacdo de
capsula de tecido conjuntivo envolvendo o implante. Apds 26 semanas de experimento, foi
possivel observar a formacdo de tecido conjuntivo, adjacente ao implante, proveniente do
periésteo e endosteo, para todas as composi¢des avaliadas. Ocorreu também, pequena
reabsorcdo do material. Entretanto, ndo houveram reacGes a corpo estranho ou inflamatérias
acentuadas. Os resultados da avaliagdo in vivo do cimento de fosfato de célcio com e sem
fibras, por 12 e 26 semanas, segundo o autor, permitiram concluir que:
e 0 cimento de fosfato de célcio testado € biocompativel;
e _ocorreu pequena reabsor¢do do cimento de fosfato de célcio para os periodos de
implantacédo estudados;
e ocorreu a formacdo de tecido conjuntivo, de espessura reduzida, junto a todos 0s
implantes;
e parte das fibras liberadas do cimento foram envoltas por tecido fibroso, exceto as
fibras de carbono.

Hong e colaboradores, em 2003, analisaram, em um estudo in vitro, 0 comportamento
de células osteoblasticas, incluindo a adesdo, a proliferacdo, a expressdao de genes marcadores
e a formacao de matriz 6ssea mineralizada, em um substrato de filme de cristais de fosfato de
calcio. Foram utilizadas células osteoblasticas primarias de calvaria de feto de rato em meio

de cultura contendo 10% de soro fetal bovino. A superficie rugosa do material apresentou um
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numero maior de células aderidas, estatisticamente significativa em relacdo a cultura sobre
discos lisos de polipropileno. As mesmas aderiram mais rapidamente ao filme de fosfato de
calcio que sobre a superficie lisa. Uma alta concentracdo de ions de cristais de apatita na
superficie do filme de fosfato de calcio, possivelmente, reage com os constituintes organicos e
formam uma interface organica-inorganica adsorvendo a ceramica e acentuando a ades&o
osteoblastica. O fosfato de calcio apresenta condi¢Ges adequadas para a proliferacdo celular.
Antes dos seis dias de cultura, as células osteoblasticas da calvaria formaram no6dulos
contendo grande nimero de células das mesmas. Nodulos mais calcificados, foram formados
sobre o filme de fosfato de calcio, em comparagdo com as culturas sobre os discos lisos. As
células cultivadas sobre o fosfato de célcio, expressam genes marcadores como a fosfatase
alcalina, osteocalcina, osteonectina e osteopontina, analisados a partir da técnica de
transcricdo reversa, seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Os resultados
demonstraram que os osteoblastos cultivados sobre o fosfato de calcio exibem atividade
celular de adesao, proliferacdo, diferenciagéo e formacao de matriz calcificada.

Apesar das vantagens na utilizagdo de biomateriais & base de fosfato de célcio e do seu
sucesso diante dos estudos na sua aplicacdo clinica, segundo autores como Jarcho, em 1981,
Hollinger, em 1996, Damien e Parsons, em 1991, Osborn, em 1991, St. John e colaboradores,
em 1995, Oonish e colaboradores, em 1995, LeGeros e LeGeros, em 1996 e Steveson, Emery
e Goldberg, em 1996, estes materiais apresentam algumas falhas. Segundo eles, os blocos pré-
sinterizados, por exemplo, apresentam-se fridveis e frageis quando moldados no formato do
defeito, a fim de adapta-los a superficie 6ssea. O preenchimento resultante é inadequado, ha
falta de unido com o0 0ss0 e, além disso, ha um retardo na neoformacéo e remodelacdo 6sseas.
J& as pastas apresentam um perfeito preenchimento, porém, podem deslocar-se devido a

instabilidade.
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Nishimura e colaboradores, em 1991, Driessen e colaboradores, em 1995, Kurashina e
colaboradores, em 1995, Kurashina e colaboradores, em 1997a, Kurashina e colaboradores,
em 1997b, Koshino, Kubota e Morii, em 1996, Miyamoto e colaboradores, em 1996 e
Tenhuisen e Brown, em 1997, vém comprovando a biocompatibilidade dos cimentos a base
de fosfato de calcio.

Dessa forma, as vantagens do cimento de fosfato de célcio, em suas diferentes
formulacdes, estdo na suas propriedades de biocompatibilidade e osteotransducdo, agregando
essa Ultima as propriedades de osteoconducdo e reabsorbilidade (Kurashina et al, 1998;
Santos, 2002).

Em 2005, Corsetti e colaboradores analisaram, em estudo in vitro, a esterilizacéo de
blocos de cimento de a-fosfato tricalcico (Santos, 2002), em peroxido de hidrogénio,
autoclave e 6xido de etileno, utilizando como controle a ndo esterilizacdo do material. Os
resultados do estudam demonstraram a eficacia dos trés métodos utilizados e a contaminacéo
do grupo controle. H& uma maior tendéncia da indicacdo do peroxido de hidrogénio e calor
umido, devido a alta toxicidade e custo e longo tempo de esterilizagdo do processo com 6xido
de etileno. Os autores sdo enfaticos em afirmar a necessidade de esterilizacdo do biomaterial a
base de fosfato de calcio, visto a contaminacdo do grupo controle.

A principal desvantagem dos cimentos, em ambas as formas, é sua baixa resisténcia
mecanica, que no maximo consegue igualar-se a do osso trabecular. Composi¢cdes mais
resistentes de cimentos de fosfato de calcio encontrariam aplicacdes na consolidacdo de
fraturas multiplas, na fixacdo de proteses articulares e na substituicdo do tecido Gsseo
(SANTOQOS, 2002).

Para isto, SANTOS, em 2002, desenvolveu uma composi¢do de cimento baseada no a-
fosfato tricalcico (Caz(PO,)2) (CFtC). ModificacBes introduzidas na sua composicao, através

da adicdo de redutor de liquido, poliacrilato de aménia, permitiram a obtencdo de um novo
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tipo de cimento de fosfato de calcio. Esse cimento, utilizado na forma de blocos pré-curados,
possui maior resisténcia, mantendo as mesmas propriedades de osteoconducdo e

biocompatibilidade dos cimentos de fosfato de calcio convencionais.
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3 PROPOSICAO E OBJETIVOS

O trabalho busca descrever, por método histolégico, o processo de reparo 0sseo de

cavidades cirurgicamente criadas, em fémures de ratos.

Como objetivos especificos serdo avaliados:
a biocompatibilidade, estabilidade, osteocondutibilidade e reabsorbilidade do cimento de
a-fosfato tricalcico (CFtC) (Cas(PQy)2) (SANTOS, 2002);
0 comportamento do reparo 0sseo frente ao implante de cimento de a-fosfato tricalcico
(CFtC), quando comparada ao enxerto 0sseo autdgeno e a cavidade cirurgica livre de

enxerto.
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4 METODOLOGIA

4.1 PARADIGMA
Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional quantitativo, utilizando

0 método descritivo.

4.2 TIPO DE ESTUDO
Foi realizado um estudo experimental, controlado. A amostragem foi selecionada de
forma aleatdria ou probabilistica simples — randomizada, com dois grupos controles e um

grupo teste.

4.3 LOCAL

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa da Disciplina de Cirurgia e
Traumatologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. O material inorganico foi confeccionado no Departamento de Materiais da
Escola de Engenharia Mecénica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ambas

localizadas em Porto Alegre, RS, Brasil.

4.4 HIPOTESE
O cimento a-fosfato tricalcico (CFtC) (SANTOS, 2002), na forma pré-curada (sélida)
é: osteocondutor e, portanto, auxilia 0 processo de reparo 0sseo; estavel, apresentando

retencdo na cavidade 0ssea; e biocompativel.
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4.5 DESCRICAO DO MATERIAL

O material é composto de cimento de fosfato de célcio baseado no a-fosfato tricélcico
(CFtC) (Ca3(POy4)2), com modificagdes introduzidas na sua composi¢do, atraves da adigdo de
redutor de liquido, o poliacrilato de aménia (SANTOS, 2002).

Foram moldados 30 blocos cilindricos pré-curados de cimento de a-fosfato tricélcico,
medindo 2mm de didmetro e 4mm de comprimento (Figura 1). As pecas apresentavam-se de
coloracdo branco-gesso, compativel com a coloracdo do cimento de fosfato de célcio.

O material, separado em unidades, foi embalado em polietileno e esterilizado em
Peroxido de Hidrogénio (CORSETTI et al., 2005) segundo protocolo do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (HCPA, 2002).

4.6 DISPOSITIVOS METALICOS
A placa guia de titanio utilizada (Figura 2; ANEXO A) possui 16mm de comprimento
de base com uma haste de 40mm que se continua com a base. Uma empunhadura de 10mm
facilita sua apreensao. Esta placa guia possui trés orificios-guia de 2mm de didmetro, estando
equidistantes 4mm. Tais orificios serviram para padronizar a realizacdo das ostectomias. A
integridade e continuidade do osso foram mantidas pela borda de 1mm em cada lado da placa.
Na ostectomia, utilizou-se broca trefina® (Figura 3; ANEXO B), tendo como medidas

na ponta ativa 2mm de diametro externo e 1,8mm de didmetro interno.

4.7 DESCRICAO DA AMOSTRA
Para este estudo foram utilizados 30 ratos machos, adultos jovens, com cinco meses de
idade, da raca Rattus novergicus albinus, Cepa Wistar. Os animais, provenientes do Biotério

do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério, do Instituto de

" PROMM, Comércio de Implantes Cirtrgicos Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil.
8 PROMM, Comércio de Implantes Cirtrgicos Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil.
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Ciéncias Basicas da Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, permaneceram
alojados na mesma unidade durante todo o periodo do experimento. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polietileno com tampas de aco inoxidavel, regularmente higienizadas,
com temperatura ambiente de 23°C (mais ou menos 1°C), sendo alimentados com racéo
comercial e &gua ad libitum.

Para cada grupo experimental foram sorteados seis animais, conferindo assim, a
aleatoriedade de cada uma das amostras. Os ratos foram entdo subdivididos em cindo grupos,
correspondendo ao Grupo | um periodo de trés dias pos-operatorio (PO), Grupo Il, de sete
dias PO, Grupo Ill, de 14 dias PO, Grupo 1V, de 21 dias PO, Grupo V, de 60 dias PO. Todos
animais foram submetidos a intervengdo cirdrgica do fémur direito, em um mesmo dia, na
idade e peso previstos.

Durante o periodo pos-operatorio, os animais foram submetidos a exames veterinarios
para a exclusdo de qualquer patologia concomitante, que pudesse interferir nos resultados do

presente trabalho.

4.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Aos cinco meses de idade (180 dias) de vida, com um peso médio de 400g, os ratos de
todos os grupos foram submetidos a cirurgia, segundo protocolo que se segue:
> Assepsia e anti-sepsia
Durante todos os procedimentos cirdrgicos foram mantidos os critérios de assepsia. O
profissional estava paramentado com avental cirlrgico, luvas cirdrgicas estéreis, propés,
mascara, gorro e oculos de protecdo. O instrumental cirargico utilizado foi individualizado em

conjuntos e esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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» Anestesia
Para a anestesia do animal, ap06s a apreensdo do mesmo pelo dorso, foi aplicada uma
injecdo intramuscular do anestésico na regido interna do membro posterior esquerdo. Para tal,
usou-se uma solucdo de Cloridrato de Xylazina® e Cloridrato de Cetamina a 10%,
respectivamente, na dosagem de 0,1ml/kg e 1,0 ml/kg de peso corporal do rato (HARKNESS;
WAGNER, 1993).
> Infiltracdo anestésica local
A 4rea a ser incisada recebeu infiltracdo local no espago subcutaneo de mepivacaina®*
a 2%, com adrenalina, na proporcao de 1:100.000, ndo excedendo 0,9ml/kg (Figura 4).
» Tricotomia e incisao
Comprovado o efeito do anestésico, o animal foi colocado em decubito lateral
esquerdo. ApOGs a realizacdo de tricotomia manual, procedeu-se a anti-sepsia do membro
posterior direito com iodofor aquoso a 2%.
Uma incisdo na pele, de aproximadamente 3cm, foi realizada com bisturi Bard Parker
n° 3, montado com uma lamina de aco n° 15, na area externa do membro posterior (Figura 5).
» Divulséao e descolamento dos tecidos
Com o auxilio de tesoura romba, procedeu-se a divulsdo dos tecidos por planos
musculares. A seguir, realizou-se a incisdo do peridsteo com bisturi, e 0 descolamento do
mesmo com sindesmotomo delicado, acessando assim a superficie cortical do fémur (Figura
6).
» Afastamento dos tecidos
O afastamento tecidual, realizado pelo auxiliar, permitiu a visibilidade no campo

cirurgico (Figura 6).

® Anasedan, Sespo IndGstria e Comércio Ltda, Jacarei, SP.
10 Ketamina Anger (Ketamina 10 %), Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, S&o Paulo, SP.
1 Astra México S.A., Naucalpan, México.
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Figura 1 — Bloco pré-curado de a-fosfato tricalcico confeccionado nas
dimensdes de 2X4mm, para implantacdo experimental em cavidades osseas
cirurgicamente criadas.

2mm t )
2mm § 16mm
2mm t  Z

Figura 2 — Placa guia confeccionada em titanio para orientagdo trans-
cirurgica das ostectomias (ANEXO A).




Figura 3 — Broca trefina com dimensdes de 1,8mm de diametro interno e
2mm de didmetro externo (ANEXO B).

Figura 4 - |Infiltragdo local subcuténea, na é&rea femural, utilizando
mepivacaina 2% com adrenalina 1:100.000.

52



3cm

Figura 5 — Incisdo linear da pele (apds tricotomia). A dimenséo
aproximada de 3cm, na parte externa do membro posterior direito,
permitiu acesso a area operada.

Figura 6 — Acesso ao fémur direito ap0s debridamento muscular e
descolamento periostal, sendo P, a porcéo proximal, e, D, a porcao distal do
fémur.
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» Ostectomia

Na ostectomia, utilizou-se broca trefina e seu corte foi ativado com motor elétrico em
baixa rotagdo, mantendo-se irrigacdo constante com agua destilada.

Para padronizar a confeccdo das cavidades cirargicas na cortical 6ssea, foi utilizada a
placa guia de titdnio anteriormente especificada. A mesma foi previamente esterilizada em
Perdxido de Hidrogénio. Com o auxilio da placa guia, através dos orificios, foram
primeiramente marcados o0s pontos de ostectomia com grafite preto n.2 (Figura 7 e 8).

Cada ostectomia realizada com broca trefina, acoplada ao motor elétrico'? em baixa
rotacdo, teve as dimensdes previamente idealizadas para as cavidades 6sseas (Figura 9 e 10).
Estes procedimentos foram realizados sob irrigacdo com soro fisiolégico e aspiracdo
constantes.

Na diéfise dssea, houve a confeccdo de trés cavidades 6sseas com dimensdes de 2mm
de didmetro e 4mm de profundidade. Seguindo uma seqiiéncia de proximal para distal do
0ss0, as mesmas foram designadas: teste (T), localizada na porgdo proximal ou superior do
fémur; controle positivo (C+), localizada na porcao distal ou inferior do fémur; e controle
negativo (C-), localizada na porcdo média do fémur, entre T e C+.

Os fragmentos 6sseos autdgenos, obtidos da perfuracdo da cavidade T, foram
removidos da trefina com sonda exploradora e armazenados em gaze esterilizada embebida
em soro fisioldgico.

» Reconstrugéo

Na cavidade ostectomizada T foi implantado o cimento de o-fosfato tricalcico, na

forma de bloco pré-curado, confeccionado na dimensdo da cavidade (Figura 11). Na cavidade

C+ foi enxertado o fragmento 6sseo removido de T (Figura 12). Em torno do enxerto

12 Dentec, Sao Paulo, SP, Brasil.



55

autogeno, realizou-se ainda, o preenchimento de tecido medular remanescente de T. A
cavidade C- ndo sofreu qualquer preenchimento (Figura 13).
> Sintese

Os cuidados com a ferida operatdria envolveram a lavagem abundante da area com
soro fisioldgico.

A sutura do tecido por planos foi realizada, a pontos isolados, com fio absorvivel 4-0
do tipo poliglactina®. A pele, foi suturada com fio ndo-absorvivel 5-0, do tipo nylon
monofilamentado™ (Figura 14).

» Analgesia

Para analgesia, foi administrada, nas primeiras 24 horas, uma gota de Paracetamol
200mg/ml*® pediétrico.

» Coleta e armazenamento das pecas

Antes e ap0s a eutandsia dos ratos, realizou-se o controle e a observagdo clinica da
regido operada. Para a coleta das amostras, 0os animais correspondentes a cada grupo foram
eutanasiados seguindo o cronograma de trés, sete, 14, 21 e 60 dias pds-operatorios.

Com base na Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde/GPPG/HCPA - Resolucio
Normativa 04/97, o éxito letal foi obtido segundo protocolo anexo (ANEXO C e D).
Imediatamente apds a eutanasia foi realizada a resseccdo do membro locomotor posterior
direito. Esta manobra consiste apds a incisao e divulsdo dos tecidos moles, da desarticulacdo

do 0sso, obtendo-se assim a peca para analises macro e microscoépica.

¥ vycril - Ethicon, Johnson&Johnson, S&o José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil
¥ Mononylon - Ethicon, Johnson&Johnson, S3o José dos Campos, S&o Paulo, Brasil

15 paracetamol, S.E.M. industria Farmacéutica LTDA, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil.



Figura 7 — Posicionamento da placa guia sobre a superficie cortical do
fémur direito, para identificacdo dos pontos de ostectomia. Localizam-se
as extremidades proximal (P) e distal (D) do fémur do rato.

P

Figura 8 — Identificacdo dos pontos de ostectomia realizada com grafite
preto n.2. Observam-se as propor¢cdes e simetrias dos orificios
reproduzindo a proposta metodoldgica. Localizam-se as extremidades
proximal (P) e distal (D) do fémur do rato.
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Figura 9 — Ostectomia realizada com a broca trefina. Observa-se a
solugdo de continuidade no tecido cortical e esponjoso 6sseo. Localizam-
se as extremidades proximal (P) e distal (D) do fémur do rato.

P

D

Figura 10 — Em maior aumento, as cavidades cirurgicas permitem
observar suas profundidades e fragmentos &ésseos residuais que foram
eliminados por irrigacdo. Localizam-se as cavidades T (teste), C-
(controle negativo) e C+ (controle positivo), e as extremidades proximal
(P) e distal (D) do fémur do rato.

S7



Figura 11 — Aspecto trans-cirtrgico, onde observa-se a insercéo do bloco
de cimento de o-fosfato tricalcico na cavidade T, como primeiro
preenchimento. Localizam-se as extremidades proximal (P) e distal (D)

do fémur do rato.

C+

D

Figura 12 — Aspecto trans-cirurgico, onde observa-se a insercdo do enxerto
0sseo autdgeno na cavidade C+, na porcdo distal (D) do fémur.




C+

Figura 13 — Aspecto trans-cirlrgico da cavidade C- (livre de enxerto).
Observam-se as cavidades implantadas T e C+. Localizam-se as
extremidades proximal (P) e distal (D) do fémur do rato.

Figura 14 — Sutura da ferida cirdrgica a pontos isolados com fio néo-
absorvivel 5-0, do tipo nylon monofilamentado.
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Apds exame macroscopico local, as pecas operatorias 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 fixacéo e conservagao.

Apo6s um periodo médio de sete dias de fixacdo em formol, as pecas operatorias foram
seqliencialmente radiografadas. Esta analise tem como objetivo auxiliar a identificacdo das
regides que serdo analisadas microscopicamente. Permite ainda observar possiveis

deslocamentos dos materiais ou fraturas ésseas.

4.9 METODO RADIOGRAFICO

Os fémures foram radiografados pela autora no Departamento de Radiologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, utilizando-se um
aparelho de Raio X Spectro 70x'°, com um regime elétrico de 70kV e 8mA e filmes
periapicais ultra-speed, de uso odontolégico, da marca Kodak.

Os fémures foram posicionados paralelamente ao longo eixo do filme, com sua porgao
anatdbmica proximal em direcdo ao marcador do mesmo. Cada peca 6ssea foi radiografada em
seus angulos, perfil e pdstero-anterior. Todos os filmes foram fixados sobre uma folha de
papel sobreposta a uma superficie plana. Esse procedimento impediu o deslocamento do
filme, visto haver uma moldura delimitante previamente desenhada ao papel. A distancia
foco-filme foi padronizada em 4cm e o aparelho posicionado perpendicularmente ao filme. A
cada cinco radiografias realizadas, a distancia foco-filme foi novamente mensurada. O tempo
de exposicdo para melhor imagem foi determinado em 0,3s. Previamente, foram testados os

tempos de 0,2s, 0,3s, 0,4s, 0,5s e 0,6s, dos quais escolheu-se o0 que produziu melhor contraste.

16 Dabi Atlante S.A. IndUstria Médico Odontolégica, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil.
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Este procedimento de calibracdo do tempo de exposicdo foi realizado previamente as
radiografias iniciais e finais.

Assim, totalizaram-se 60 radiografias, sendo duas de cada fémur. Estas foram entéo
processadas automaticamente®”’.

As radiografias dos fémures de todos os Grupos I, 11, 111, 1V, V contendo em cada um,
um grupo teste e dois controles, foram entdo analisadas pela autora e professora orientadora.

Visando identificar alteracBes estruturais quanto a integridade dssea e a estabilidade

do enxerto e do implante.

4.10 METODO HISTOLOGICO

O preparo das pecas realizado em laboratorio utilizou a técnica de hematoxilina e
eosina (HE). O material em estudo foi descalcificado em solugdo de acido nitrico a 5% (10ml)
durante aproximadamente 72 horas. Seguiu-se a sua desidratacdo, em concentragdes
sucessivas de alcool (de 80% até 100%).

Na sequéncia, o material recebeu processamento histolégico de rotina para inclusdo
em parafina. Procedeu-se, entdo, os cortes longitudinais da peca, em micrétomo®®, com
espessura de 4um, no sentido longitudinal segundo o longo eixo do fémur.

Estes foram corados utilizando a técnica HE e montados em balsamo de Canada. A
leitura e interpretacdo das mesmas foram realizadas utilizando-se um microscépio 6ptico™,
em progressivos aumentos de 40, 100, 250 e 400 vezes.

A qualidade do reparo dsseo foi avaliada comparativamente entre os grupos estudados,
determinando-se, de forma descritiva, as alteracfes teciduais ocorridas. Esse procedimento foi

realizado através da calibracdo da autora pela professora orientadora.

7 Processadora automatica 9000® (DENT-X, Nova York - EUA), com ciclo seco a seco de 4,5 minutos.

'8 Micrétomo Leica 2155.
9 Model Lambda LQT 2, ATTO Instruments Co., Hong Kong, China.
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4.11 CONSIDERAGOES ETICAS

Este projeto segue as normas de utilizacdo de animais em projetos de pesquisa,
conforme Resolugdo Normativa 04/97, da Comissdo de Pesquisa e Etica em
Saude/GPPG/HCPA e, segundo 0s conceitos atuais de bioética preconizados por Goldim e
Raymundo (2003).

O referido estudo foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ANEXO E), sendo

aprovado.



63

5 RESULTADOS

5.1 METODO HISTOLOGICO

Os resultados encontrados na leitura das laminas estdo descritos em ordem crescente
dos periodos experimentais: trés, sete, 14, 21 e 60 dias. Dentro de cada grupo a descri¢ao foi
dividida em cavidade cirargica, sendo T o teste (implante do bloco de cimento de a-fosfato
tricalcico - CFtC) na cavidade proximal, C- o controle negativo (cavidade cirdrgica livre de
enxerto) na cavidade medial e; C+ o controle positivo (enxerto 6sseo autdgeno) na cavidade
distal. A avaliacdo foi realizada quanto a quantidade de osso neoformado, presenca de

infiltrado inflamatorio e reagéo a corpo estranho.

» Periodo de trés dias (Figura 15):

v' Cavidade cirurgica T

As seccdes revelam solucdo de continuidade marcadamente regular da
cortical ostectomizada. Em algumas laminas, observam-se o residual 6sseo
no assoalho da cavidade compativel com a luz da trefina e a adaptagédo da
estrutura inorganica no interior da cavidade cértico-medular (Figura 16).
N&o houve deslocamento do bloco de cimento (CFtC) nos cortes
analisados. H& a presenca de intenso infiltrado inflamatorio
predominantemente  polimorfonuclear, hemacias e  proliferacédo
fibroblastica. Observa-se ainda a presenca de fragmentos 0sseos
irregulares, igualmente envoltos por tecido inflamatério no assoalho da
cavidade, compativel com residuos da ostectomia cortical. Na continuidade
da medula hematopoiética proxima a cavidade T constata-se a presenca de

megacaridcitos (Figura 17).
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v" Cavidade cirurgica C-

As seccdes revelam solucdo de continuidade marcadamente regular
delimitando o teto e o assoalho da cavidade déssea. No espaco medular
observa-se a presenca de infiltrado inflamatorio predominantemente
polimorfonuclear e intensa proliferagdo fibroblastica. A fibroplasia oriunda
do peridsteo invagina em direcdo a cavidade (Figura 18). Observam-se
residuos provavelmente conseqlientes da ostectomia, caracterizados como
seqliestros 6sseos sepultados indistintamente na cavidade. H& a presenca de
hemacias e a continuidade do tecido medular circundante a cavidade
apresenta-se alterado e rico em megacaridcitos.

v' Cavidade cirurgica C+

As seccles revelam fragmento de tecido 6sseo enxertado em posicdo
paralela ao longo eixo do conduto medular, inferior ao nivel do teto cortical
ostectomizado da cavidade. Junto ao peridsteo notam-se fibras musculares
(Figura 19). Em todas as amostras, 0 enxerto apresenta-se envolto em
tecido inflamatorio predominantemente polimorfonuclear e intensa
fibroplasia (Figura 20). Observam-se pequenos sequestros 0sseos
sepultados no interior da cavidade (Figura 19). Ha a presenca de hemaécias
e a continuidade do tecido medular circundante a cavidade apresenta-se

rico em megacariocitos.



Figura 15: Trés dias pés-operatorios — localizacéo espacial
das cavidades cirurgicamente criadas

CKtC

Observa-se o bloco de cimento de o-
fosfato tricalcico (CFtC) implantado
na cavidade ossea. A cortical do
assoalho mantém-se integra (40X).

Observa-se a cavidade livre de
enxerto. Importante fibroplasia na
regido (40X).

Observa-se 0 enxerto
depositado  horizontalmente
cavidade (40X).

0sseo
na
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CFKtC

P=—>

Figura 16 — Trés dias pos-operatorios — cavidade T: observa-se o residual 6sseo no
assoalho da cavidade, compativel com a luz da trefina. Visivel implantacao do bloco de
cimento (CFtC) no interior da cavidade. Salienta-se a reposi¢do do periosteo (P) no teto
da mesma (40X).

Figura 17 — Trés dias-pds-operatorios — cavidade T: continuidade da medula
hematopoiética, proxima ao bloco de cimento a-fosfato tricalcico, com rica presenca de
megacariocitos (—) (250X).



COt

Figura 18 — Treés dias pos-operatdrios — cavidade C-: invaginagdo do periosteo (P) em
direcdo a cavidade. Observa-se a regularidade do bordo o0sseo cortical do teto (COt)
apos a ostectomia, e a presenca de infiltrado inflamatério (1) (100X).

Figura 19 — Trés dias pos-operatérios — cavidade C-: A: intensa fibroplasia na cavidade livre
de enxerto (40X). B: localiza-se esta area em maior aumento (100X).
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FO

EO

Figura 20 — Trés dias pos-operatorios — cavidade C+: A: enxerto 6sseo autégeno (EO) contido
na cavidade, em posicdo paralela as corticais (40X). B: Inserido no tecido inflamatorio,
identificam-se fragmentos 0Osseos (FO) decorrentes da ostectomia cirdrgica. Presenca de
fibroplasia (F) e fibras musculares (FM) (100X).
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» Periodo de sete dias (Figura 21)

v' Cavidade cirurgica T

As seccdes revelam a presenca do bloco de cimento de a-fosfato tricélcico
na cavidade ostectomizada. O bloco apresenta-se estavel, aparentemente
sem deslocamento. Observam-se a presenca de hemécias e um infiltrado
inflamatorio, porém com menor exuberancia celular em relagdo ao periodo
de trés dias. Presenca de tecido de granulacdo caracterizado pela
angiogénese (Figura 22b) e intensa proliferacdo fibroblastica. Verifica-se
neoformacdo Gssea trabecular a partir do enddsteo circundando o bloco de
cimento de a-fosfato triclcico (Figura 22a). Constata-se a presenca de
tecido Gsseo primario e células osteoblasticas (Figura 22c). Este tecido
caracterizado pela baixa eosinofilia mostra-se ricamente celular
diferentemente do tecido lamelar. Observam-se irregularidades nas bordas
do bloco de cimento (CFtC) onde é visivel a presenca de macréfagos e
celulas gigantes multinucleadas (Figura 23).

v" Cavidade cirurgica C-

As seccdes revelam solucdo de continuidade marcadamente regular da
cortical ostectomizada, apresentando em seus angulos superiores atividade
osteoclastica/osteoblastica compativel com reabsorcdo (Figura 24) e
neoformagdo. No espaco medular observam-se hemécias, discreta
angiogénese e a presenca de infiltrado inflamatdrio, porém menos evidente
guando comparado ao periodo de trés dias e mais limitada por tecido
conjuntivo fibroso. Ha a presenca de tecido de granulagdo inflamatorio
tamponando a ferida. Observam-se focos de células polimorfonucleares no

assoalho da cavidade. Em algumas seccOes pode-se assinalar insercéo



70

muscular associada ao tecido de granulagdo resultante de artefato de
laboratdrio.

v' Cavidade cirurgica C+

As seccOes revelam fragmentos de tecido 6sseo enxertado e a solucdo de
continuidade marcadamente regular do osso cortical ostectomizado. Em
uma das amostras 0 enxerto apresenta-se na forma de dois segmentos
sobrepostos e em outra (Figura 21), transversal e inclinado. Nas demais
houve relativo paralelismo a cortical e ao conduto medular. Observa-se a
presenca do tecido periostal sobre a cortical integra, e as fibras de Sharpey
ligando este ao osso (Figura 25). No espaco medular constata-se a presenca
de tecido de granulacdo caracterizado pela proliferacdo fibroblastica e
angioblastica. Registra-se ainda a presenca de infiltrado inflamatério,
hemacias e fragmentos dsseos resultantes do corte 0sseo. Na cavidade
cirurgica verifica-se neoformacdo dssea trabecular avangando em direcao
ao canal medular (Figura 26). Neste pode-se observar a estrutura
hematopoiética com células adiposas. O tecido 06sseo neoformado
apresenta-se imaturo, constatado pela coloracdo baséfila e células
osteoblasticas ativas. Verifica-se a linha basofila de reversdo no limite do

tecido 6sseo maduro lamelar e do tecido 6sseo primério (Figura 27).



Figura 21: Sete dias pos-operatorios — localizacao espacial 71
das cavidades cirurgicamente criadas

CFKtC

Observa-se a estabilidade na implantacao
do bloco de cimento de a-fosfato tricalcico
(CFtC) na cavidade 6ssea (40X).

Observa-se a cavidade livre de enxerto com
abundante fibroplasia. Sao identificados ainda
residuos 6sseos em seu interior (40X).

EO

EO

Observa-se enxerto 06sseo (EO) em
forma de dois segmentos sobrepostos
(40X).
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A
CFtC
oP
VN
|
C CFtC
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Figura 22 — Sete dias pos-operatorios — cavidade T. A: neoformagdo Ossea trabecular a partir
do enddsteo circundando o bloco de cimento de fosfato tricalcico (CFtC). Presencga de vasos
neoformados (VN) (100X); B: angiogénese (vaso neoformado — VN) e intensa proliferacéo
fibroblastica (250X); C: presenca de tecido dsseo primario (OP) e células osteoblasticas

(400X).
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A
CFtC
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Figura 23 — Sete dias pos-operatdrios — cavidade T: A: cimento do bloco de a-fosfato tricélcico
(CFtC) na cavidade. Presenca da lacuna de provavel reabsor¢do do material (L) (100X). Em maior
aumento, identificam-se em B: macrofagos (M); C: células gigantes (CG); D: lacuna limitada por
macrofagos e células gigantes em atividade; E: lacuna no bloco de cimento resultante da agdo do
sistema fagocitario.




Figura 24 — Sete dias pés-operatérios — cavidade C-: lacunas resultantes da reabsorcédo
6ssea. No contorno assinalado, pode-se observar um osteoclasto (—) (400X + lente
fotografica 4.0X).

Figura 25 — Sete dias pds-operatdrios — cavidade C+: fibras de Shapey (—) inserindo o
tecido periostal a cortical 6ssea (250X).
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EO

EO

Figura 26 — Sete dias pos-operatorios — cavidade C+. neoformagdo Gssea trabecular
avancando em diregdo ao canal medular, a partir das corticais, envolvendo o canal medular
Observam-se ainda os enxertos 6sseos (EO) contidos no interior da cavidade (100X).

/

COt

OP

Figura 27 — Sete dias pds-operatorios - cavidade C+: linha basofila de reversdo entre tecido
6sseo primario (OP) e lamelar na cortical limitante do teto da cavidade (COt) (250X + lente
fotografica 4.0X).
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» Periodo de 14 dias (Figura 28)

v' Cavidade cirurgica T

As seccOes revelam a estabilidade do bloco de cimento de a-fosfato
tricalcico na cavidade ostectomizada. Constatam-se regressao no quadro
inflamatorio, atividade angioblastica (Figura 29) e tecido fibroso oriundo
do periésteo. Em um dos fémures nota-se a ostectomia bicortical, onde o
bloco de cimento de a-fosfato tricalcico encontra-se circundado por tecido
conjuntivo fibroso (Figura 30). Em todas sec¢Oes observa-se neoformacéo
Ossea trabecular a partir do enddsteo constatado pela presenca de tecido
0sseo primario e celulas osteoblésticas. Presenca da linha de reversdo
(basofila) limitando o tecido 6sseo maduro lamelar e o tecido 06sseo
primario (Figura 31). Em outra amostra, verificam-se areas concéntricas
celulares com formacéo 6ssea no interior do bloco (CFtC) (Figura 32 e 33),
presenca de calo 0sseo e exteriormente ao periosteo, nota-se tecido
muscular esquelético estriado.

v" Cavidade cirurgica C-

As seccdes revelam solucdo de continuidade marcadamente regular da
cortical ostectomizada. No espaco medular observa-se reduzido infiltrado
inflamatério e tecido fibroso. Verifica-se a intensa atividade de
neoformacdo Ossea predominantemente endodstea obstruindo a solugdo de
continuidade entre as corticais. Segue-se grande atividade de remodelacéo
nos bordos da ferida (Figura 34). Observa-se ainda ativa angiogénese com
intensa presenca de hemécias pelo campo, acercadas por uma discreta
populagdo de células graxas. O aspecto celular medular é compativel com

tecido hematopoiético maduro e normal.
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v" Cavidade cirtuirgica C+

As seccOes revelam fragmentos de tecido dsseo compativel com residuos
do enxerto. O teto da cavidade apresenta-se em processo de reparo com
projecOes trabeculares. No espago medular observa-se a regressdo do
quadro inflamatério caracterizado pela escassa presenca de células
inflamatorias e menor quantidade de tecido fibroso. A neoformacéo 6ssea €
constatada pela presenca de tecido 6sseo primario (Figura 35) e células
osteoblasticas. A presenca da linha de reverséo (linha baséfila) evidencia o
limite entre tecido Gsseo lamelar e tecido dsseo primério (Figura 36). A
presenca de heméacias na &rea permite concluir a grande atividade
angiogénica no local. Na éarea compativel com o fragmento 06sseo
enxertado, observa-se, em uma das amostras, um residual fragmentado e
relativamente ordenado no sentido transversal ao longo eixo do conduto. A
medula dssea hematopoiética de todas as sec¢Oes mostra-se com

caracteristicas de normalidade.



Figura 28: 14 dias pos-operatorios — localizacao espacial 78
das cavidades cirurgicamente criadas

CFtC

Observa-se do implante do cimento de a-
fosfato tricalcico (CFtC) na cavidade Ossea.
Chama atencdo as irregularidades na
superficie e no interior do material ja
envolvida em neoformacao dssea (40X).

EO

Observa-se na cavidade livre de EO
enxerto, o nivelamento do 0sso
trabecular, prevendo 0

fechamento da ferida dssea (40X). _ _
Observa-se 0 distanciamento  dos

segmentos enxertados, porém mantendo
algum paralelismo. Intensa fibrose entre
0s enxertos 0sseos (40X).
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Figura 29 — 14 dias pds-operatorios — cavidade T: A: grande atividade angioblastica proxima ao
material implantado (CFtC) (100X); B: em maior aumento, pode-se identificar os vasos

neoformados (VN) (400X).

CFKtC

CFKtC

Figura 30 — 14 dias p6s-operatérios — cavidade T: A: bloco de cimento de a-fosfato tricélcico
(CFtC) e ruptura de ambas as corticais (40X). B: observa-se, em maior aumento, o material
envolto em tecido conjuntivo fibroso (—) (100X).
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CFtC

Figura 31 — 14 dias pos-operatorios — cavidade T. A: neoformacéo 0ssea trabecular com a presenca de
tecido 0sseo primario. Tecido muscular esquelético (TM) externo a cavidade (100X). B: presenca da

linha de reversao (basofila) (—) (400X).

Figura 32 — 14 dias poOs-operatorios — cavidade T: areas concéntricas com invasao celular e
neoformacdo 6ssea no interior do bloco de cimento (>>) (100X).




/

Figura 33 — 14 dias po6s-operatorios — cavidade T: area com intensa presenca de células e
neoformagdo Ossea projetada para o interior do bloco (—). Chama atencdo a imagem
residual focal do contetdo do material implantado (>) (400X).

CO

Figura 34 - 14 dias pos-operatérios — cavidade C-: neoformacdo Ossea
predominantemente enddstea. Atividade de remodelacdo na cortical dssea (CO), nos
bordos da ferida (250X).
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Figura 35 — 14 dias pés-operatérios — cavidade C+: neoformacdo 6ssea. Presenca de
tecido 6sseo primario (OP) e enxerto 0sseo autdégeno (EO) (250X).

OP

EO

Figura 36 — 14 dias p6s-operatorios — cavidade C+: linha de reversao (linha basofila)
(—), no limite do tecido 6sseo primario (OP) e do 6sseo lamelar do enxerto ésseo

(EO) (400X).
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» Periodo de 21 dias (Figura 37)

v' Cavidade cirurgica T

As secgdes revelam o bloco de cimento de a-fosfato tricélcico
perfeitamente adaptado na cavidade cirirgica com as paredes regulares.
Observa-se a formacgdo trabecular a partir do enddsteo que se encontra
tamponando o referido material. H& a regressdo no quadro inflamatério e
pequena quantidade de tecido fibroso na regido. A intensa neoformagéo
Ossea € constatada pela presenca de tecido 6sseo em diferentes graus de
maturacdo e células osteoblasticas ativas. Uma delgada capsula fibrosa
envolve a superficie externa do bloco implantado. Salienta-se a
regularidade entre as superficies impanto-6sseas. Observa-se ainda uma
marcada organizagdo da neoformacdo Ossea marginal com invasdo de
istmos Gsseos ocupando eventuais irregularidades da estrutura inorgéanica
(Figura 38). Presenca de macrdfagos e células gigantes reabsorvendo o
cimento (CFtC).

v' Cavidade cirurgica C-

As seccdes revelam intensa proliferacdo Ossea interpondo-se entre as
corticais segmentadas, no teto da cavidade, com grande tendéncia a
formacao trabecular e intensa presenca de medula 6ssea. Esse tecido atinge
espessura compativel com a estrutura 6ssea original da regido. Ha& corddes
de celulas osteoblasticas e osteoclasticas em atividade. No assoalho da
cavidade cirtrgica verifica-se a organizacdo cortical com projecoes
trabeculares e a maturacdo déssea lamelar. Ordenada presenca de células

adiposas da medula 6ssea marca a maturidade hematopoiética (Figura 39).
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v" Cavidade cirtuirgica C+

As seccdes revelam fragmentos de tecido désseo enxertado. Em algumas
laminas verifica-se leve inclinacdo da posicdo do enxerto em diagonal ao
longo eixo do conduto 6sseo. Em uma das amostras, a camada lamelar do
enxerto esta voltada para o interior da cavidade e sugere a possibilidade de
leve giroversdo do mesmo. A formacdo Gssea constatada pela presenca de
tecido 6sseo em diferentes graus de maturacdo e células osteoblasticas no
teto da cavidade (Figura 40) confunde sua estrutura trabecular com a
continuidade do enxerto. Ndo existem linhas de reversdo ou limitantes, ou
de estrutura lamelar organizada, sugerindo a franca atividade osteogénica e
osteoindutora do enxerto 6sseo autégeno. Verificam-se ainda numerosos
vasos sanguineos no interior da estrutura éssea analisada. No assoalho da
cavidade cirurgica pode ser visto crescimento centripeto de trabeculado
0sse0 resultante da ostectomia prévia. A medula hematopoiética com
riqueza celular, células adiposas e vasos sanguineos apresenta-se com
aspecto de normalidade (Figura 40). Em uma das amostras, ha a presenca
de um enxerto 0sseo externo a cavidade, envolto por tecido conjuntivo
fibroso (Figura 41). Nesta regido h& neoformacdo dssea obstruindo a
solugdo de continuidade da cortical do teto da cavidade e presenca de

tecido muscular esquelético estriado.



Figura 37: 21 dias pos-operatorios — localizacao espacial
das cavidades cirurgicamente criadas

CKtC

Presenga maciga do bloco de cimento de a-
fosfato tricalcico (CFtC) implantado na
cavidade 6ssea. Mantém-se limite regular da
cavidade contrapondo-se as irregularidades na

superficie do material (40X).

Continuado processo de
cicatrizagdo da cortical, no teto da
cavidade cirurgica. Observa-se
ainda a progressiva regularizagao
do conduto medular (40X).

EO

Presenca do enxerto 6sseo (EO)
em continuidade com a érea
trabecular em  processo de
corticalizacdo (40X).
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CFtC

Figura 38 — 21 dias pds-operatorios — cavidade T: neoformacdo Ossea marginal,
compativel com proliferacdo celular, invadindo, na forma de istmos 0sseos, as lacunas
presentes no material (CFtC) (100X).

Pl

Figura 39 — 21 dias pds-operatorios — cavidade C-: células adiposas (—) da medula 6ssea
marcando a integridade e a maturidade hematopoiética (100X).



Figura 40 — 21 dias pos-operatdrios — cavidade C+: presenca de células osteoblasticas,
tecido Osseo trabecular neoformado e hematopoiético com células adiposas dentro das
caracteristicas de medula normal (250X).

™

EO

COt

COt

MO

Figura 41 — 21 dias p6s-operatorios — cavidade C+: enxerto 6sseo (EO) externo a cavidade,
envolto por tecido conjuntivo fibroso. Neoformacdo 6ssea, a partir do peridsteo, obstruindo
a solucdo de continuidade da cortical do teto da cavidade (COt). Tecido medular 6sseo
(MO) com sinais de normalidade. Presenca de tecido muscular esquelético estriado (TM).
(40X).
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» Periodo de 60 dias (Figura 42)

v' Cavidade cirurgica T

As seccOes revelam a estabilidade do bloco de cimento de a-fosfato
tricdlcico na cavidade ostectomizada. Em todas seccBes observa-se
neoformacdo Ossea trabecular pelas células osteoblasticas. Verifica-se
invasdo celular junto a superficie do bloco de cimento (CFtC), e contorno
de osso neoformado emoldurando a interface osso/implante (Figura 43). A
reabsorcdo pelas células gigantes, sugere progressiva substituicdo deste por
tecido 6sseo.

v" Cavidade cirurgica C-

As secgOes revelam processo cicatricial na cortical dssea do teto da
cavidade apresentando volume dsseo compativel com normalidade na area.
Verifica-se, anatomicamente, discreta solucdo de continuidade da cortical
ostectomizada. Nao se verifica tecido inflamatério no local. Canal medular
com dimensdes e aspecto celular compativel com sinal normalidade.

v' Cavidade cirurgica C+

As seccdes revelam a presenca de fragmentos 06sseos alinhados
horizontalmente no assoalho do canal medular com caracteristicas de
acelularidade, sugestivo de residual do tecido Osseo cortical enxertado
(Figura 44). Observam-se continua neoformagdo Ossea pelas células
osteoblasticas e reparo 6sseo constatado pela discreta solucdo de
continuidade do osso cortical. Canal medular com dimensbes e

celularidade compativeis com sinais normalidade.



Figura 42: 60 dias pos-operatorios — localizacao espacial
das cavidades cirurgicamente criadas

CFtC

Presenca material (CFtC)
implantado predominantemente
circundado por tecido 0sseo
maduro (40X).

Avangado processo de
cicatrizacdo e remodelagéo
Ossea compativel com a
normalizacédo na area
ostectomizada (40X).

Oclusdo do teto da cavidade
ostectomizada com integracéo de
grande parte do enxerto 0sseo
(EO) junto a cortical (40X).
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CFKtC

Figura 43 — 60 dias pds-operatorios — cavidade T: invasdo celular junto a superficie do
bloco de cimento (CFtC). Observa-se contorno de osso neoformado emoldurando a
interface osso/implante (100X).

EO

Figura 44 — 60 dias pos-operatérios — cavidade C+: fragmento 6sseo no assoalho do
canal medular com caracteristicas de acelularidade, sugestivo de residual do tecido
0sseo cortical enxertado (EO) (100X).
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5.2 METODO RADIOGRAFICO:

O método radiogréafico objetivou a identificacdo das areas para método histoldgico e as
possiveis fraturas ocorridas. N&o foi, portanto, instrumento de afericdo quanto aos objetivos
propostos. Os exames radiograficos compreenderam os periodos experimentais de trés, sete,
14, 21 e 60 dias. Dentro de cada tempo havia trés areas de analise: cavidade cirdrgica T
(implante do bloco de cimento de a-fosfato tricélcico - CFtC), C- (cavidade cirargica livre de
enxerto) e C+ (enxerto 6sseo autdgeno).

Estdo contemplados nesta secdo apenas os achados radiograficos relevantes para 0s

objetivos do presente trabalho.

» Houve solucgéo de continuidade, caracterizando fratura, na regido de C-,
apenas em uma amostra nos seguintes tempos: trés (Figura 45), sete (Figura
46), 21 e 60 dias.

A descricdo das demais cavidades (T e C+), das amostras supracitadas, foi
excluida do estudo.

> As imagens apresentadas (Figura 47 e 48) permitem visualizar a
evolucdo radiografica dos fémures, apds o procedimento metodologicamente
proposto, de trés e 60 dias, em duas tomadas radiograficas (PA e perfil,

respectivamente).



Figura 45 — Radiografia periapical (postero-anterior) de trés dias pos-
operatdrios, demonstrando o trago de fratura na regido de C-.

Figura 46 — Radiografia periapical (postero-anterior) de sete dias pos-
operatorios, demonstrando o traco de fratura na regido de C-.
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Figura 47 — Imagens radiograficas (postero-anterior): a esquerda, fémur com
trés dias pos-operatorios; a direita, fémur com 60 dias pds-operatorios.

Figura 48 — Imagens radiograficas (perfil): a esquerda, fémur com trés dias pos-
operatdrios; a direita, fémur de 60 dias pos-operatorios.
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6 DISCUSSAO

Visto a grande exigéncia da Odontologia, principalmente na area de Cirurgia e
Traumatologia Bucomaxilofacial, em restaurar tecidos 0sseos perdidos, € de fundamental
importancia os estudos com biomateriais que se propde a substituir ou estimular o reparo
0sseo.

O modelo experimental utilizado justifica-se uma vez que inexistem alternativas nédo-
animais para a verificacdo deste tipo de estudo, concordando com 0s conceitos atuais de
bioética, segundo Goldim e Raymundo, em 2003. Desta forma, o modelo proposto utiliza
fémures de ratos da raca Rattus novergicus albinus, Cepa Wistar, para avaliacdo do processo
de reparo 6sseo, em cavidades cirurgicamente confeccionadas, apds implante de cimento de
a-fosfato tricalcico, enxerto 6sseo autdgeno e cavidade livre de enxerto.

O uso frequente de tais espécimes animais em experimento ocorre (DENISSEN, 1985;
VEECK, 1994; KURASHINA et al., 1998; PASQUIER et al., 1996; PASQUIER et al., 1998;
BATISTA, 1999; YUAN et al., 2000; MARTINS, 2001; RAMIRES, 2001; PARIS, 2002;
KENNER, 2003; ULBRICH, 2003), por estes facilitarem 0 acesso e manipulagao técnicos,
além da instituicdo (UFRGS) disponibilizar um biotério adequado para sua manutencéo,
apresentarem um menor custo financeiro e revelarem-se adaptados aos objetivos propostos.
Segundo estes parametros, selecionaram-se animais nascidos e criados em cativeiro
laboratorial. O nimero reduzido de animais para este experimento, ndo causa prejuizo quanto
a validacéo cientifica do mesmo, segundo Siegel, em 1975 e Barbetta, em 1999. Ainda dentro
dos conceitos da bioética garantiu-se as melhores condi¢cdes de alojamento e alimentacdo
destes animais, assegurando-se o atendimento das necessidades basicas aos mesmaos.

Os animais selecionados, todos do sexo masculino, com cinco meses de idade, e

aproximadamente 400g, excluiram qualquer viés quanto as condicGes de reparo 6sseo, como
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considerado nos estudos de Schmitz e Hollinger, em 1986. A presenca de numerosas células
adiposas na medula hematopoiética sadia comprovam a maturidade do tecido ésseo dos
animais selecionados para o presente trabalho, conforme citado por Burkitt, Young e Heath,
em 1994,

As tecnicas de incisdo e remocdo de tecido 6sseo, conceituados por Puricelli, em
1998Db, respectivamente como osteotomia e ostectomia, tém sido tecnicamente analisadas por
diversos autores, tendo em vista a sua grande aplicagdo como modelo de estudo experimental
na area de Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial, conforme ja exposto Veeck, em 1994,
Ramires, em 2001, Martins, em 2001 e Ulbrich, em 2003. As ostectomias, segundo Puricelli,
em 1998b, envolvem o corte do tecido 6sseo sem a intencdo de sua autoconservacdo ou
reaproveitamento local.

O tipo de reparo 6sseo a ser avaliado, apds ostectomias, pode ser considerado como
forma padrdo de cicatrizacdo das feridas 6sseas. Ao contrario, autores como Burkitt, Young e
Heath, em 1994, propGem as fraturas 6sseas como modelo de estudo dos reparos Gsseos.
Entretanto, este método por fratura pode ser dificultado pela necessidade de meios de fixacéo
0ssea associado a animais de médio e grande porte.

Estas cavidades, cirurgicamente criadas, segundo Puricelli (RAMIRES, 2001;
ULBRICH, 2003), apresentam apenas uma cortical rompida, permitindo assim, as condi¢fes
indispensaveis para reproducdo de um calo 0sseo. Assim, concorda com as citacfes de
Champy e colaboradores, em 1977, Shapiro, em 1988, Schenk e colaboradores, em 1994,
Burkitt, Young e Heath, em 1994 e Feinberg, Steinberg e Helman, em 1997, que a fratura
Ossea cicatriza em primeira intencdo quando encontra-se anatomicamente reduzida, estavel e
fixada.

A escolha do tecido dsseo femural de ratos, como local para o presente estudo, baseia-

se na facilidade técnica de sua manipulacdo, estrutura Gssea compativel para observacao
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histologica e resisténcia funcional, concordando com Veeck, em 1994, Pasquier e
colaboradores, em 1996, Pasquier e colaboradores, em 1998, Batista, em 1999, Yuan e
colaboradores, em 2000, Ramires, em 2001 e Ulbrich, em 2003. As cavidades teste e
controles foram realizadas no fémur direito de um mesmo animal, buscando-se manter as
mesmas variaveis possiveis para todos 0s grupos.

Os estudos de Frame, em 1980, levaram Schmitz e Hollinger, em 1986, a definigdo de
um protocolo experimental que visa a padronizacdo de um tamanho critico do defeito, porém
ndo ha contemplacdo quanto ao modelo animal estudado. Sendo assim, o experimento
apresentado prop6s-se a confeccdo de cavidades cirdrgicas em lugar de defeitos.

A dimensdo das cavidades foi de 2mm de didmetro e 4mm de profundidade, sendo
definida segundo comprimento e espessura dos fémures dos animais, que sdo de
aproximadamente 30mm e 5mm, respectivamente. Este protocolo, proposto anteriormente por
Puricelli e realizado por Ulbrich, em 2003, mostrou-se confiavel.

Em todos os grupos e tempos experimentais, neste estudo, verificou-se a marcada
regularidade da estrutura cortical ostectomizada. A broca trefina mostrou-se eficaz na
padronizacdo da confeccdo das cavidades e na manutencdo do tecido 6sseo adjacente sadio
concordando com llankovan e colaboradores, em 1998.

Para Bonfield e Li, em 1968, Barone, em 1997 e Kerawala e colaboradores, em 1999,
a falta de irrigagdo constante durante a ostectomia esté diretamente relacionada com a necrose
Ossea local. No presente estudo, ndo houve sinais de morte tecidual em nenhuma das
amostras, confirmando sua realizacdo conforme padrdes metodologicamente explicitados,
gerando apenas dano tecidual previsivel.

Houve cuidado quanto a manutencdo do tecido periostal envolvido, visto seu
importante papel no processo de reparagdo 0ssea, baseado em estudos de Whiteside e Lesker,

em 1978, Hjorting-Hansen e Andreasen e Heiple e Hernon (apud SCHMITZ; HOLLINGER,
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1986) e Ross, Reith e Romrell, em 1993. Apos seu descolamento, finalizada a intervencédo na
estrutura 0ssea, este foi reinserido junto a area original correspondente. No estudo histolégico,
foi possivel observar sua proliferacdo na superficie das cavidades Osseas cirurgicamente
criadas, com as fibras de Sharpey inserido-o ao tecido 6sseo cortical.

Aos trés dias pos-operatorios, observou-se, em todas as amostras dos trés grupos
analisados (T, C- e C+), a presenca de infiltrado inflamatdrio, hemacias e proliferacdo
fibroblastica, concordando com os padrdes citados por Junqueira e Carneiro, em 2004. Apesar
da presenca do enxerto 6sseo autdgeno (C+) e do implante de cimento de a-fosfato tricélcico
(T), o processo reacional inicial foi semelhante em todas as amostras.

No periodo de sete dias pds-operatdrios, igualmente nos trés grupos (T, C- e C+),
todas as cavidades confeccionadas cirurgicamente, mostraram-se preenchidas por tecido de
granulagdo, concordando com as observagbes de Burkitt, Young e Heath, em 1994 e
Junqueira e Carneiro, em 2004. Este tecido, caracteriza-se pela proliferacdo fibroblastica e
angioblastica. A presenca de infiltrado inflamatorio foi de menor intensidade quando
comparado ao periodo de trés dias.

A confecgdo da cavidade livre de enxerto, designada controle negativo ou C-, foi
idealizada como padrdo de reparo dsseo do animal. Aos trés dias pos-operatérios, nao foi
observada neoformacdo 6ssea. Ja aos 7 dias, foi observada intensa fibroplasia e da mesma
forma, auséncia de neoformacdo Ossea. Aos 14 dias, verificou-se atividade de neoformacéo
Ossea predominantemente enddstea, obstruindo a solugdo de continuidade entre as corticais.
Aos 21 dias pos-operatorios, a organizacao cortical mostrou-se com projecGes trabeculares e
houve maturacdo dssea lamelar. No periodo de 60 dias, a discreta solu¢do de continuidade da
cortical conferiu o aspecto de fechamento da cavidade. O processo de neoformacdo Gssea
decorreu conforme padréo de reparo 6sseo apds fraturas, definido por Burkitt, Young e Heath,

em 1994,
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Diversos autores como Burwell, em 1965, Jackson e colaboradores, em 1981,
Burchardt, em 1987, Lane, Harvinder e Sandhu, em 1987, Puricelli e Chem, em 1985,
Puricelli, em 1998a, Puricelli, em 2002, Puricelli, Baraldi e Paris, em 2005, Garg, em 1999,
Triplett, em 1996 e Rasmusson, em 1998, definem o enxerto 6sseo autdgeno como “padrdo
ouro” dentre os enxertos, devido as suas propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e
osteogénicas. Dessa forma, este estudo utilizou o enxerto dsseo autdgeno como modelo de
reparo 6sseo consagrado, sendo portanto designado controle positivo (C+).

Nas cavidades C+, deste trabalho experimental, podem-se observar as propriedades
bioldgicas do enxerto 6sseo autdgeno, ja a partir de 7 dias. H& um acelerado processo de
neoformacdo 0ssea quando comparado a cavidade C-. Aos 14 dias, verifica-se a presenca de
tecido d6sseo priméario e células osteoblasticas. Registra-se ainda, a presenca da linha de
reversao (linha basofila) entre tecido dsseo lamelar e tecido ésseo priméario. A medula 6ssea
hematopoiética, aos 14 dias, mostra-se com tendéncias de normalidade. Aos 21 dias, a
formacdo Ossea constatada pela presenca de tecido ésseo em diferentes graus de maturagdo e
celulas osteoblasticas no teto da cavidade confunde sua estrutura trabecular com a
continuidade do enxerto. Sugere-se a franca atividade osteogénica e osteocondutora do
enxerto Gsseo autdgeno. Aos 60 dias, observam-se progressiva neoformacdo Ossea pelas
células osteoblasticas e reparo 6sseo confirmado pelo fechamento do osso cortical.

Uma das amostras, contendo o enxerto 6sseo autdégeno, aos 21 dias p6s-operatorios,
revelou a presenca de um fragmento Gsseo externo a cavidade, envolto por tecido conjuntivo
fibroso. Tal imagem levanta a suposicdo de um possivel deslocamento do enxerto. Entretanto,
houve neoformagao 6ssea no local, obstruindo a solugéo de continuidade da cortical do teto da
cavidade. O deslocamento de enxerto 6sseo autdgeno, em cavidades dsseas cirurgicamente

criadas, foi igualmente observado por Ramires (2001).
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No presente trabalho, sugere-se que os diferentes deslocamentos do enxerto 0sseo
autoégeno na cavidade C+ possam ocorrer devido a nao fixacdo do mesmo. A necessidade de
sua estabilizacdo e fixacao, ja foi proposto por Ramires, em 2001, Puricelli, Baraldi, Cardoso,
em 2004 e Puricelli, Baraldi e Paris, em 2005.

O cimento de a-fosfato tricalcico (CFtC), aqui estudado, foi proposto por Santos, em
2002, pela primeira vez. As modificacGes obtidas pela adicdo de um redutor de liquido
permitiram a obtenc&o de um novo tipo de cimento de maior resisténcia. Segundo o mesmo
autor, esta é a principal desvantagem apresentada pelos cimentos de fosfato de célcio. Nao
houve qualquer fratura do bloco de cimento ou do tecido 6sseo na regido de implante do
mesmo, permitindo discordar dos estudos de Jarcho, em 1981, Hollinger e colaboradores, em
1996, Damien e Parsons, em 1991, Osborn, em 1991, St. John e colaboradores, em 1995,
Oonish e colaboradores, em 1995, LeGeros e LeGeros, em 1996 e Stevenson, Emery e
Goldberg, em 1996. Estes autores afirmaram que, as diferentes formulacdes do cimento de
fosfato de calcio, na forma de blocos pré-curados, apresenta-se como um material friavel e
fragil. Matson, em 1985, refere que a baixa resisténcia ao impacto é uma desvantagem dos
materiais ceramicos, e cita o cimento de fosfato de célcio. Considera-se portanto, que as
modificagOes propostas por Santos, em 2002, na composi¢do do cimento de o-fosfato
tricélcico (CFtC), sdo relevantes.

De acordo com 0s requisitos propostos por Ravaglioli e Krajewski, em 1992, para um
material ser aceito como implante é necessario que o mesmo seja biocompativel. Quanto a
estes materiais de implante, a biocompatibilidade estd intimamente relacionada com o
comportamento celular do tecido 6sseo, quando em contato com estes, e, particularmente,
com a auséncia de reacdo tecidual a corpo estranho no local da implantacdo. A
biocompatibilidade do cimento de fosfato de célcio j& foi demonstrada por Nishimura e

colaboradores, em 1991, Driessen e colaboradores, em 1995, Kurashina e colaboradores, em
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1995, Kurashina e colaboradores, em 1997a, Kurashina e colaboradores, em 1997b, Koshino,
Kubota e Morii, em 1996, Miyamoto e colaboradores, em 1996, Tenhuisen e Brown, em 1997
e Santos, em 2002. Neste estudo, a auséncia de um compromisso inflamatorio ou reacdo a
corpo estranho, exuberante ou duradoura, fez-se clara em todas cavidades que receberam o
implante do referido cimento (CFtC).

N&o houve, igualmente, sinal de infeccdo nos tecidos adjacentes, que segundo
Kurashina e colaboradores, em 1998 é uma das causas de rejeicdo dos implantes. Segundo
protocolo de Corsetti e colaboradores, em 2005, o material foi esterilizado em Perdxido de
Hidrogénio, sendo um coadjuvante na manutencao da cadeia asséptica, evitando complicacdes
poOs-operatorias.

Segundo Santos, em 2002, a pouca reabsorcdo do cimento de fosfato tricalcico,
avaliado, em 26 semanas de controle pos-operatorio, pode ser explicada pela presenca do
polimero de acrilamida, diminuindo a condicdo de solubilizacdo do cimento e, consequente
reducdo da velocidade de fagocitagdo do material. Outra explicacdo poderia ser a maior
resisténcia mecénica do cimento acrescido de fibras, que implica uma maior energia de
ligacdo entre as particulas do cimento e, assim, uma maior dificuldade para sua reabsor¢éo in
Vivo.

Para Schenk e colaboradores, em 1994, o material ideal deve ser reabsorvido durante a
fase de remodelacdo, sendo substituido por tecido ésseo. Neste estudo, é evidente a presenca
de macrofagos e células gigantes multinucleadas na periferia do bloco de cimento de a-fosfato
tricAlcico (CFtC) a partir de 7 dias pds-operatérios. Assim como Groot, em 1984, Jarcho, em
1986, Lemaitre, Mirtchi e Mortier, em 1987, Eggli, Muller e Schenk, em 1988, Bruijn, Bovell
e Blitterswijk, em 1994 e Yamada e colaboradores, em 1997, referem em seus estudos,

concorda-se que reabsorbilidade do material € uma propriedade desejavel.
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Aos 60 dias pos-operatorios, houve reabsorcdo parcial do material estudado. Pode-se
inferir que este cimento funciona como leito para as células osteoblésticas no processo de
neoformacdo Gssea. As observacgdes histoldgicas levam a concordar com Parker, em 1995 e
Jarcho, em 1986, de que o cimento é fagocitado pelos macrofagos e células gigantes
multinucleadas, ao mesmo tempo que forma novo tecido 6sseo na interface osso/implante,
agregando a suas propriedades, a osteotransdutividade.

No grupo T, aos 3 dias poOs-operatorios, ndo observou-se qualquer sinal de
neoformacdo Ossea. Ja aos sete dias, verificou-se acelerada neoformacao 0ssea e presenca de
celulas osteobléasticas associadas a tecido 6sseo imaturo, circundando o material (CFtC). Tal
evolucdo ndo foi observada em C-. Aos 14 dias pds-operatérios, verificou-se a presenca da
linha de reversdo entre o tecido 6sseo cortical antigo e neoformado, e de areas concéntricas
celulares com formacédo 6ssea no interior do bloco. Estas areas sugerem invasdo celular em
superficie porosa do bloco de cimento (CFtC). Os achados do presente estudo corroboram 0s
estudos de Toquet e colaboradores, em 1999, que estudando o potencial osteogénico de
células da medula 6ssea humana, verificou células da mesma dentro dos poros da ceramica de
fosfato de célcio, sugerindo a porosidade do material. Aos 21 dias po6s-operatorios, foram
visualizadas &reas de tecido 6sseo em diferentes graus de maturacdo e células osteoblasticas
ativas. Aos 60 dias, a neoformagdo caracteriza-se como um tecido 6sseo maduro. Os
resultados demonstram a intensa propriedade osteocondutora do cimento de fosfato de célcio,
corroborando os estudos de Jarcho, em 1981, Daculsi e colaboradores, em 1990, Lemaitre,
Mirtchi e Mortier, em 1987, Lemaitre, Munting e Mirtchi, em 1992, Mirtchi, Lemaitre e
Munting, em 1990, Mirtchi, Lemaitre e Munting, em 1991, Munting, Mirtchi e Lemaitre, em
1993, Bohner, Lemaitre e Ring, em 1996, Pasquier e colaboradores, em 1996, Pasquier e
colaboradores, em 1998, Kurashina e colaboradores, em 1998, Toquet e colaboradores, em

1999, Yuan e colaboradores, em 2000, Santos, em 2002 e Hong e colaboradores, em 2003.
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O conceito da osteocondugéo preconiza a colocacdo de um material biocompativel e
bioativo no preenchimento da cavidade déssea. Nas cavidades cirurgicamente preparadas, do
grupo T e C+, as observacdes histologicas, em comparacdo ao grupo C-, destacam resultados
que mostram formacdo trabecular exuberante a partir do endosteo, ja aos sete dias pos-
operatérios. Tais imagens permitem sugerir uma atividade de cicatrizacdo dssea estimulada
por um condutor, no caso o bloco de cimento de a-fosfato tricalcico (CFtC) e o enxerto 6sseo
autdgeno, respectivamente. Concordando com Schenk e colaboradores, em 1994, esses
materiais serviriam de arcabouco para a proliferacdo das células dsseas.

Kurashina e colaboradores, em 1998, relata o insucesso de quatro dos 12 implantes de
cimento de fosfato de célcio devido ao deslocamento do mesmo. Para tanto, torna-se
importante a manutencdo da interface implante/tecido 6sseo sem que haja deslocamento da
estrutura implantada. Em todas amostras deste estudo, o bloco de cimento de a-fosfato
tricalcico (CFtC) permaneceu estavel, apresentando-se retido na cavidade. Kurashina e
colaboradores, em 1998, utilizou uma composicdo de cimento de fosfato de célcio baseada na
mistura de o-fosfato tricélcico (a-TCP), fosfato dicélcico (DCPD) e fosfato tetracélcico
(TTCP), diferente do presente estudo.

A formulacgéo de Santos (CFtC) (2002), atende o requisito de estabilidade proposto por
Shindo e colaboradores, em 1993. Para os autores, as caracteristicas de um material ideal
envolvem, além da disponibilidade em quantidade ilimitada, sua capacidade de
preenchimento.

Aos 14 dias pbs-operatdrios, em uma das amostras do grupo T, ha a formagdo de uma
capsula fibrosa circundando o bloco de cimento de a-fosfato tricélcico (CFtC), devido a
ostectomia bicortical, igualmente realizada por Santos, em 2002. Prop&e-se que o material em
questdo seja fixado, para que seu deslocamento, com possivel mobilidade, ndo induza a

formacdo de tecido fibroso, comprometendo o reparo dsseo. Dahlin, em 1994, afirma que o
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bloqueio da neoformacdo Ossea exercido pelo tecido conjuntivo da-se pela sua maior
proliferacdo e migragdo celulares. No estudo apresentado, a manutencdo da cortical do
assoalho da cavidade permitiu a retencdo e estabilidade do bloco na cavidade cirdrgica.

Considera-se importante a observacdo histologica da atividade hematopoiética na
medula éssea. O processo de cicatrizacdo depende da habilidade dos tecidos circunvizinhos de
repor o suprimento sanguineo na area injuriada. Baseado no estudo de Urist, Delange e
Finermann, em 1983, ndo houve, no presente estudo, prejuizo no aporte sanguineo para a
regido. O estudo corrobora afirmacgdes de Burkitt, Young e Heath, em 1994 e Junqueira e
Carneiro, em 2004, de que a funcdo do osso leva a remodelacdo da superficie dssea. Salienta-
se como resultado a progressiva remodelacdo ja discutida pelo autor com detalhes.

Em todos os grupos do presente trabalho, em velocidades variadas de neoformacéo
Ossea, houve primeiramente, a formacdo de o0sso entrelagado ou imaturo sendo
progressivamente remodelado para formacdo de osso lamelar maduro, processo este
consagrado e descrito por Chalmers, Gray e Rush, em 1975, Burkitt, Young e Heath, em
1994, Schenk e colaboradores, em 1994, Schilling e colaboradores, em 1998 e Junqueira e
Carneiro, em 2004.

O exame radiografico das pecas operatorias deste estudo, visou a identificacdo das
areas a serem analisadas e as possiveis fraturas ocorridas. Constatou-se fratura 6ssea do 0sso
femural apenas no grupo controle negativo (C-), denotando a fragilidade da regido. Sugere-se
que o ndo preenchimento da cavidade tenha representado fator coadjuvante na etiologia destas
fraturas. Porém, o relato de fraturas quando da utilizacdo de fémur de ratos como modelo de
estudo ndo é inédito (BATISTA, 1999; RAMIRES, 2001).

Aos 60 dias pos-operatorios, nos grupos T, C- e C+, 0 0sso neoformado assemelhou-se
ao 0sso circundante, sendo que em C- e C+ verificou-se discreta solugdo de continuidade no

0sso cortical ostectomizado, enquanto que em T, ndo houve ocluséo do teto da cavidade.



104

Concordando com Schilling e colaboradores, em 1998, o processo de reparo 6sseo pode variar
de meses a anos para se completar. Com relagcdo ao material estudado, Knabe e colaboradores,
em 2000, afirma que a reabsorcao dos cimentos a base de fosfato de calcio é lenta, podendo-
se encontrar material até dois anos apds a implantacéo.

O presente estudo foi submetido a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ANEXO E). Desta

forma, pode ser considerada uma pesquisa bioeticamente aprovada.
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7 CONCLUSOES

A metodologia empregada na realizagéo deste experimento permite concluir, a partir
da analise histologica, in vivo, o processo de reparo 6sseo de cavidades cirurgicamente
criadas, frente a implantacdo de cimento de o-fosfato tricalcico (SANTOS, 2002), enxertia
Ossea autdgena e, cavidade cirdrgica livre de enxerto, que:

a) o cimento de a-fosfato tricalcico (Caz(PQO,),), formulado por Santos, em 2002,
responde a biocompatibilidade e osteotransdutividade; além de mostrar-se estavel, com
retencdo em todas cavidades das amostras;

b) em ratos, o tecido 6sseo frente ao implante do cimento de o-fosfato tricalcico
(SANTOS, 2002) e ao enxerto 6sseo autdgeno, realiza um processo de neoformacdo dssea,
com intensa aposi¢do, ja no periodo de sete dias. Pode-se declarar uma aceleracéo inicial do
processo cicatricial nas cavidades preenchidas (T e C+), quando comparadas com a cavidade
livre de enxerto (C-), mostrando esta, uma maior fibroplasia e conseqlente atraso na
ossificacdo enddstea.

c) Aos 60 dias, os grupos controles apresentaram cicatrizacdo dssea quase total, sendo
assim, sugere-se, experimentalmente, tempos de implantagdo superiores ha 60 dias, para

andlise da reabsorcédo do referido cimento (SANTOS, 2002).
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ANEXOS

Anexo A:

Promm

Nome da peca: Guia
Material: Titanio - 2004
Dimensdes em mm
Telefone: (051) 3342-3136
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Anexo B:

RN Promm

Nome da peca: Trefina
Material: Titanio - 2004
Dimensdes em mm
Telefone: (051) 3342-3136
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Anexo C:

Utilizacdo de Animais em Projetos de Pesquisa

Comissao de Pesquisa e Etica em Salide/GPPG/HCPA
Resolugdo Normativa 04/97

A Comisséo de Pesquisa e Etica em Salde credenciada, junto a Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Satde, como Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), vinculada ao Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacao do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, com o objetivo de estabelecer normas para a utilizagcéo de animais em
projetos de pesquisa submetidos a apreciacdo desta Comissdo, com base nos principios e
normas internacionalmente aceitas, dispde que:

a) a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas deve ocorrer somente apos ser
provada a sua relevancia para o avan¢o do conhecimento cientifico, considerando-se a
impossibilidade de utilizagdo de métodos alternativos como: modelos matematicos;
simulacdes computadorizadas; sistemas bioldgicos “in vitro” ou outro método adequado:

b) a espécie utilizada e o calculo do tamanho da amostra devem ser adequados para a
obtencé&o de resultados validos;

c) deve ser oferecido alojamento, transporte, alimentacéo e cuidados adequados a
espécie através de assisténcia qualificada;

d) procedimentos que possam causar dor ou angustia devem ser desenvolvidos com
sedacdo, analgesia ou anestesia, salvo quando forem os mesmos o objetivo da pesquisa.
Devem ser, igualmente, observados cuidados com assepsia e prevengao de infeccdes,
assim como cuidados para minimizar o desconforto e estresse dos animais em estudo;

e) necessitando de imobilizacdo fisica e/ou de privagdo alimentar ou hidrica, os
pesquisadores devem procurar manter estas condi¢des pelo menor periodo de tempo
possivel, evitando prolongar a angustia, desconforto e dor;

f) quando for necessario ao estudo, ou ap6s 0 mesmo, se indicado, que 0s animais devam
ser sacrificados, este procedimento deve ser realizado de forma rapida indolor e
irreversivel;

g) as técnicas aceitas para o sacrificio de animais sao as seguintes: hipoxia por
barbitaricos, anestésicos inalatorios, dioxido de carbono e monoxido de carbono
(engarrafado), metanesulfonato de tricaina, benzocaina e irradia¢do por microondas;

h) as técnicas aceitas, de forma condicional, sdo as seguintes: hipoxia por deslocamento
cervical, por nitrogénio ou argoénio, decapitacdo, concussao cerebral e dano medular;
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i) ndo serdo aceitas, salvo excecles extremamente justificadas, as seguintes técnicas de
sacrificio de animais: sangramento, descompressao, congelamento rapido, embolismo
gasoso, afogamento, atordoamento, uso isolado de estriquinina, nicotina, sulfato de
magnesio, cloreto de potassio, agentes curariformes, cloroférmio e cianeto.

Comiss&o de Pesquisa e Etica em Satde/GPPG/HCPA. Resolugdo Normativa 04/97 -
Utilizagdo de Recursos Financeiros em Projetos de Pesquisa. Aprovada na reuniéo
conjunta das Comissdes Cientifica e de Pesquisa e Etica em Saude de 08 de maio de 1997.
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Anexo D:

Cédigo Estadual de Protecao aos Animais

Lei Estadual N° 11.915
21 de maio de 2003
Rio Grande do Sul

Art. 17 - VETADO

TITULO II

CAPITULO |

Dos Animais de Laboratério

Secéo |
Da Vivisseccéo

Art. 18 - Considera-se vivissecGao 0s experimentos realizados com animais
Vvivos em centros de pesquisas.

Art. 19 - Os centros de pesquisas deverao ser devidamente registrados no
O0rgdo competente e supervisionados por profissionais de nivel superior, nas
areas afins.

Art. 20 - E proibida a pratica de vivissec¢do sem uso de anestésico, bem como
a suarealizacdo em estabelecimentos escolares de ensino fundamental e
meédio.

Paragrafo unico - Os relaxantes musculares parciais ou totais ndo seréo
considerados anestésicos.

Art. 21 - Com relacdo ao experimento de vivisseccao € proibido:

| - realizar experiéncias com fins comerciais, de propaganda armamentista e
outros que nao sejam de cunho cientifico humanitério;

Il - utilizar animal ja submetido a outro experimento ou realizar experiéncia
prolongada com o mesmo animal.

Art. 22 - Nos locais onde esté autorizada a vivisseccdao, devera constituir-se
uma comisséao de ética, composta por, no minimo, 03 (trés) membros, sendo:

I -um (01) representante da entidade autorizada,;
Il - um (01) veterinario ou responsavel;

[l - um (01) representante da sociedade protetora de animais.
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Art. 23 - Compete a comissao de ética fiscalizar:

I- a habilitacéo e a capacidade do pessoal encarregado de prestar assisténcia
aos animais;

Il - verificar se estdo sendo adotados os procedimentos para prevenir dor e o
sofrimento do animal, tais como aplicacdo de anestésico ou analgésico;

lIl - denunciar ao 6rgdo competente qualquer desobediéncia a esta Lei.

Art. 24 - Todos os centros de pesquisas deverao possuir 0s recursos humanos
e materiais necessarios a fim de zelar pela saude e bem-estar dos animais.
Secéo Il

Das Disposicdes Finais

Art. 25 - As penalidades e multas referentes as infracdes definidas nesta Lei
serdo estabelecidas pelo Poder Executivo, em espécie.

Art. 26 - O Poder Executivo definira o 6rgao estadual encarregado de fiscalizar
o cumprimento das disposi¢cdes desta Lei.

Art. 27 - O Poder Executivo regulamentara esta Lei no prazo de 30 (trinta) dias
da data de sua publicacao.

Art. 28 - Esta Lei entra em vigor na data de sua publicagéo.

Art. 29 - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.

PALACIO PIRATINI, em Porto Alegre, 21 de maio de 2003.
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Anexo E:





