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RESUMO

Zanferrari, Fernando Luiz. Comportamento de implantes de cimento portland em fase
solida: anélise dimensional e histomorfométrica, Prof.Dr. Wilson Denis Martins. Curitiba:
PUCPR 2010, Doutorado em Odontologia, area de concentracdo em Estomatologia.

Objetivos: O objetivo deste trabalho foram avaliar a estabilidade dimensional do cimento
Portland branco quanto ao seu volume e area superficial, mensurar a quantidade de tecido
0sseo neoformado por meio de histomorfometria apés implantacdo subperiéstea de corpos
de prova de cimento Portland em forma de calota esférica sélida e avaliada ap6s periodos
de tempo de 90, 150, 240, 300 e 500 dias. Método: Corpos de prova de cimento Portland em
fase sélida, na forma de calota esférica, foram implantados na regido subperidstea da
calvaria de 100 ratos Wistar. Apés os periodos de tempos experimentais os animais foram
mortos. Os espécimes foram removidos em bloco da regido da calvaria contendo o corpo de
prova e foram processados histologicamente para exame microscopico. As laminas foram
coradas em hematoxilina e eosina e Alizarina 4.2. Para andlise estatistica dos resultados
foram utilizados testes de normalidade de Shapiro-Wilk, teste de homogeneidade de
variancia de Levene, a analise de variancia para dados, (ANOVA), utilizada foi o modelo
paramétrico de Tukey HSD e Games-Howell, Para a avaliacdo do grau de associacao entre
as variaveis utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson (2-tailed). Resultados:
Quando avaliados macroscopicamente, os corpos de prova de cimento Portland
apresentaram fixacdo, manutencdo parcial de sua forma de calota esférica, consisténcia
semirrigida e fibrosa, que ao final de 500 dias apresentou consisténcia rigida com formacéo
de tecido 6sseo em toda a extensdo do corpo de prova de cimento Portland. Quando
avaliados microscopicamente, os corpos de prova de CP apresentaram caracteristicas
claras de neoformacédo 6ssea com substituicdo do CP por tecido 6sseo lamelar neoformado.
Nos periodos de tempo experimentais ocorreram perdas volumétricas e de area superficial,
demonstrando que os corpos de prova sofreram processos de dissolugéo in vivo. Como
resultado geral, os dados referentes as grandezas dimensionais estudadas (volume e area
superficial), mostraram a taxa de 65,32% (10,81mm3) de perda volumétrica em relagdo ao
volume inicial do corpo de prova pré-estabelecido; a perda de area superficial mostrou taxa
de 31,04% (6,91mm?) em relacdo a area superficial inicial do corpo de prova. Na analise
histomorfométrica os dados gerais mostram uma taxa de neoformacdo 6ssea de 4,91%
(1,09mm?2). Conclusdes: Os corpos de prova de CP ndo séo indicados para implantes de
aumento de volume 6sseo, pois ocorrem perdas volumétricas, perdas de area superficial e a
guantidade de tecido 6sseo lamelar neoformado é insuficiente.

Palavras-chave: Cimento Portland; Bioatividade; Osteoindugdo; Osteoconducéo;
Osteotransducédo; Osteointegracéo.
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ABSTRACT

Zanferrari, Fernando Luiz. Behavior of portland cement implants in solid phase: dimensional
analysis and histomorphometric Prof.Dr. Wilson Denis Martins. Curitiba: PUCPR 2010,
Doctor of Dentistry, with a concentration in stomatology.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the dimensional stability of white Portland
cement as its volume and surface area, measure the amount of new bone by
histomorphometry after subperiosteal implantation of samples of Portland cement in the form
of solid spherical cap and evaluated after periods of 90, 150, 240, 300 and 500 days.
Methods: Specimens of Portland cement solid phase in the form of spherical cap were
implanted in the subperiosteal region of the calvaria of 100 rats. After the period of time the
experimental animals were killed. The specimens were removed in bloc in the region of the
skull containing the sample and were histologically processed for microscopic examination.
The slides were stained with hematoxylin and eosin and Alizarin 4.2. Statistical analysis was
performed using tests of normality Shapiro-Wilk, test of homogeneity of variance Levene, the
data for analysis of variance (ANOVA) was used as the model parametric Tukey HSD and
Games-Howell; for the evaluation the degree of association between the variables used the
Pearson correlation coefficient (2-tailed). Results: When assessed macroscopically, the
samples of Portland cement showed fixation, partial maintenance of the spherical cap shape,
fibrous consistency and that the end of 500 days showed consistence with rigid bone
formation over the entire length of the sample of cement Portland. When evaluated
microscopically, samples of CP showed clear characteristics of bone formation to replace the
CP by lamellar bone tissue formation. In the experimental periods there were losses of
surface area and volume, showing that the samples were partially dissolved in vivo. As a
general result, the data concerning the quantities studied dimensional (volume and surface
area), showed the rate of 65.32% (10.81 mm 3) of volumetric loss in relation to the initial
volume of the specimen pre-established, and the loss of surface area showed a rate of
31.04% (6.91 mm 2) in relation to initial surface area of the specimen. Histomorphometry
data show an overall rate of bone formation of 4.91% (1.09 mm 2). Conclusions: The samples
of Portland cement are not suitable for grafting to increase bone volume, because occur
volume loss, loss of surface area and the amount of newly formed lamellar bone tissue is
insufficient.

Keywords: Portland cement; Bioactivity; osteoinduction; Osteoconduction;
Osteotransduction;Osteointegration
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um dos tecidos do organismo capaz de regenerar-se.
Quando ocorre uma fratura, coloca-se um implante ou realiza-se um enxerto para
aumento 6sseo, 0 que se pretende é a regeneracao 0ssea, ou seja, um processo de
remodelagdo 6ssea onde o 0sso neoformado é semelhante ao preexistente. O 0sso
€ um tecido dindmico em constante formacgéo e reabsorcdo no qual a remodelacdo
consiste de reabsor¢cdo de uma quantidade determinada de osso processada pelos
osteoclastos assim como a formacdo de matriz ostedide pelos osteoblastos e sua
posterior mineralizagdo. A atuagdo terapéutica nos campos da cirurgia
bucomaxilofacial, traumatologia, ortopedia e implantodontia baseiam-se nos
principios biologicos da regeneragdo 0ssea nos quais estdo envolvidos células,
matriz extracelular e eventos osteoindutores e osteocondutores’.

A parte inorganica dos tecidos duros consiste de varios componentes, dentre
eles o fosfato de calcio Cay(PO,)s, principalmente sob a forma de estrutura de

Y

apatita. Devido a similaridade quimica com os tecidos bioldgicos calcificados, o
cimento de fosfato de calcio é largamente utilizado como biomaterial por ser
biocompativel e promover osteoinducéo, osteoconducéo e osteointegrag&o®.

Os eventos existentes entre enxertos 0sseos e 0 0ss0 hospedeiro séo
definidos pelos fenbmenos da osteoinducdo, osteoconducdo e osteointegracao.
Osteoinducao caracteriza-se pelo recrutamento e estimulagédo de células primitivas,
indiferenciadas e pluripotentes que se desenvolverdo em células formadoras de
0sso0; osteoconducdo é definido como crescimento de tecido 6sseo na superficie,
poros ou canais de um biomaterial e que esta diretamente interligada ao fendémeno
da osteoinducdo, pois células indiferenciadas somente transformam-se em
osteoblastos produtores de matriz 6ssea desde que estejam aderidos a superficie do
biomaterial; osteointegracéo é descrita histologicamente como o contato direto entre
o biomaterial e osso sem a formac&o de fibrose nesta interface®; osteotransducéo *°
caracteriza-se pelo comportamento in vivo do biomaterial, que apds a
osteointegracdo, € lento e gradualmente substituido por osso neoformado.

Persiste, porém, a necessidade de um material biocompativel que ao mesmo
tempo possa ser manipulado e utilizado sob as formas injetaveis, moldaveis ou em
blocos. O campo de aplicagdo encontra-se tanto na clinica médica como

odontoldgica, visando acelerar a cicatrizagdo O6ssea em fraturas, preencher ou



reconstruir defeitos 0sseos resultantes de ressecgbes oncoldgicas ou perda
traumatica de substancia e utilizagdo em cirurgias plasticas estéticas®.

Na constante procura pelo material ideal e desde a introdugédo do Mineral
Tri6xido Agregado (MTA) por Lee; Monsef, Torabinejad” como material para
reparacdo de perfuracdo lateral em endodontia, a sua utilizagdo expandiu-se em
vérias aplicagbes, principalmente no selamento de canais radiculares e no
tratamento de insucessos de origem endoddntica e periodontal

O MTA consiste de uma mistura em forma de p6 sendo constituida
principalmente de particulas hidrofilicas de silicato tricalcico, aluminato tricalcico,
oxido triclcico, 6xido de silicato e 6xido de bismuto (BiO)®.

Em estudo realizado por Estrela et al’° os autores comprovaram que a
constituicdo do MTA era a mesma do cimento Portland (CP), sendo que somente
néo estava presente em sua formulag&o o 6xido de bismuto.

As propriedades biologicas deste material despertaram interesses na
comunidade cientifica, que prontamente iniciou pesquisas para outras formas de
utilizacéo deste material, sendo que estas pesquisas foram realizadas somente com
o material em sua forma de gel coloidal e sendo colocado em contato com os fluidos
corporais, sejam em humanos ou em modelos animais, sendo que a pesquisa em
sua forma sdlida ainda ndo é amplamente estudada. O MTA ndo apresenta
neurotoxicidade, apresenta aderéncia e crescimento celular, biocompatibilidade,
toxicidade e irritacdo tissular minima, ndo €& mutagénico, apresenta atividade
antimicrobiana, antifingica e mitogénica™.

Em estudo preliminar, demonstrou-se que o cimento Portland em forma de
corpos de prova solidos, justapostos a cortical externa e sob o periésteo em calotas
cranianas de ratos, avaliados em intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 90 e 120
dias, integrou-se totalmente e foi substituido por osso lamelar compacto. O 0sso
neoformado apresentou aspecto normal, como sugere a presenca de ostedcitos
nucleados, canais vasculares, integridade do periésteo e do enddsteo. Ocorreu
contato direto, sem formacdo de fibrose, na interface osso neoformado/cortical
externa. Este cimento apresentou osteotransdutividade, que pode ser atribuida
principalmente a sua atividade osteoindutora e osteocondutora, similar ao processo
de remodelagéo 6ssea’.

Diante das constantes pesquisas comparativas entre MTA e CP, bem como

dos resultados promissores destes materiais, torna-se justificavel o desenvolvimento



de pesquisas visando a utilizacdo do cimento Portland como substituto 6sseo em

casos de cirurgia estética e reconstrutiva, nas areas da Odontologia e Medicina™***

17,19,21,22,24,26-29,32,33,36-38,43,45-47,49,54.

A proposicao deste trabalho foi avaliar a estabilidade dimensional do CP em
relagdo ao seu volume, area superficial e mensurar a quantidade de tecido 6sseo
neoformado por meio de histomorfometria, apds implantacao subperioéstea de corpos
de prova de CP, em forma de calota esférica solida e avaliada apés periodos de
tempo entre 90, 150, 240, 300 e 500 dias.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 BIOCOMPATIBILIDADE E MECANISMO DE ACAO.

O MTA foi inicialmente desenvolvido e apresentado para uso em endodontia
em 1993 por Lee et al "* como um material biocompativel para reparos em
perfuracdes laterais nos tratamentos endodonticos.

Em estudo realizado por Holland et al ****

,0S autores avaliaram o0 mecanismo
de acdo dos materiais por meio de reagbes do tecido subcutaneo de ratos ao
implante de tubos de dentina obturados com MTA, CP e hidroxido de calcio. Os
animais foram mortos apds 7 e 30 dias sendo avaliados histologicamente por luz
polarizada e coloracdo de Von Kossa para tecidos mineralizados. Os resultados
foram similares para os trés materiais estudados; foi observado tecido irregular em
forma de ponte, sendo possivel determinar que o mecanismo de agédo dos materiais
estudados foi similar para os trés materiais. Este mecanismo implica em uma reagéo
sendo que o Oxido de calcio do p6 do MTA, ao reagir com agua, converte-se em
hidréxido de calcio. Uma vez em contato com os fluidos tissulares, dissocia-se em

++

jons Ca " e (OH). Os ions célcio reagem com o gas carbdnico dos tecidos e
originam os graos de calcita. Junto dessas granulagfes, ocorre acumulo de fibrina,
que permite a adeséo e diferenciagdo celular e em consequéncia ocorre formacgéo
de uma ponte de tecido duro. O comportamento do hidréxido de célcio pré-analise
em contato com o tecido pulpar produz cauterizagdo superficial, determinando a
ocorréncia de zona de necrose pela penetragdo de ions hidroxila. Essa é&rea
cauterizada eliminaria eventual contaminacéo superficial (pelo pH 12,5) bem como a
porgcédo pulpar superficial mais alterada. A deposi¢édo das granulagbes de calcita e
consequente formacéo da ponte de tecido duro ocorreriam a partir do limite entre a
zona de necrose e o tecido pulpar vital.

Um estudo marcante para a compreensdo do mecanismo de acdo do MTA foi

de Sarkar et al **

pois elucidou uma lacuna existente quanto a formacéo da fase de
fosfato de célcio presente no MTA e consequentemente no cimento portland, pois a
reacdo basica de formacdo de hidroxiapatita apresentava o componente fosfato
(PO4)s e como se pode observar tanto MTA como CP ndo apresentavam ion fosfato
em sua composicao quimica. Por meio deste estudo foi possivel observar que o ion

fosfato é proveniente dos fluidos tissulares que apresentam em sua composi¢ao o



fosfato de potassio e fosfato de sédio, entre outros componentes. Observaram que o
material apresenta uma camada apatitica na sua superficie, em proximidade com
tecidos calcificados, forma uma unido quimica com os mesmos. Devido & exposicéo
do MTA aos fluidos bioldgicos sintéticos, forma-se uma camada de hidroxiapatita. A
firme unido com o osso reflete esta unido quimica. Os autores concluiram que o
MTA ndo é um material inerte quando colocado em um meio que simula as
condi¢gdes bucais e sim € um material bioativo, que em contato com os fluidos
tissulares, dissolve-se liberando os principais componentes catidnicos e induzindo a
precipitagdo de hidroxiapatita em sua superficie. O sucesso clinico do MTA esté
relacionado com as reagdes fisico-quimicas processadas pelo material em contato
com os fluidos tissulares.

Khlusov et al '°

estudaram o potencial de diferenciagdo de células
mesenquimais em células désseas e constataram que a indugcdo do potencial
osteogénico, ou seja, osteoinducdo esta diretamente relacionado com a taxa entre
calcio e fosfato do meio tissular; o sucesso da osteogénese depende da superficie
rugosa e porosa do biomaterial que estd em contato com os fluidos tissulares, onde
ocorre adesdo celular, migracdo e diferenciacdo osteogénica de células precursoras
levando a metaplasia da medula 6ssea e tecido conjuntivo em osso maduro.

Camilleri " avaliou a composi¢éo quimica do MTA e relatou que 0 mecanismo
de hidratacdo do MTA é composto de duas reacdes separadas. A producdo de
hidroxido de célcio pelo MTA explicaria a semelhanca de reacdes tissulares entre
MTA e hidroxido de calcio. Tem sido demonstrado que o MTA libera ions célcio por
vérios dias apas iniciar o mecanismo de hidratacdo e de presa do material. As bases
fisico-quimicas das propriedades biolégicas do MTA séo atribuidas a producédo de
hidroxiapatita quando ions céalcio sé@o liberados se o MTA entra em contato com
fluidos tissulares. Quando em contato com os fluidos tissulares uma fase de fosfato
de céalcio amorfo forma-se inicialmente e posteriormente se transforma em fase de
apatita, pobremente cristalina. O fosfato de calcio amorfo € a chave que precede a
formacao bioldgica da apatita em calcificag@o esquelética.

Em outro estudo de Camilleri &*°

., 0 autor apresenta que 0 mecanismo de
hidratacdo do MTA é diferente do CP. No MTA o 6xido de bismuto esté associado ao
silicato de calcio hidratado o qual é lixiviado do cimento MTA e posteriormente
decomposto. O MTA produz altas concentracdes de ions calcio provenientes do

hidroxido de calcio que € subproduto da hidratacdo e também decomposicdo do



silicato de célcio hidratado, levando assim a uma diminui¢cdo da liberagéo de célcio
com o passar do tempo. No cimento portland néo existe 6xido de bismuto e, portanto
ndo ocorre a fase de associagdo do Oxido de bismuto com o silicato de calcio
hidratado. O 6xido de bismuto afeta a precipitacdo do hidroxido de calcio. Os
principais produtos da reagéo de hidratagdo do MTA e do CP s&o os silicatos de
calcio hidratado e os hidroxidos de calcio. A perda de calcio dos cimentos MTA e CP
ocorre pela progressiva dissolugdo do hidroxido de célcio, seguida de progressiva
descalcificagdo do monossulfato, seguido da dissolugdo de etringita
(CasAlx(S0O4)3(0OH)12.26H,0) e por ultimo ocorre dissolugdo do silicato de calcio
hidratado. Os relatos deste estudo afirmam que o 6xido de bismuto diminui o
crescimento celular e a proliferacédo celular.

| 2° avaliaram a

Em estudo comparativo do MTA com CP, Gandolfi et a
morfologia da superficie dos cimentos em tempo real de presa bem como
monitoraram a transformacdo quimica nas superficies logo apdés a manipulacao.
Observaram que os cimentos possuem propriedades hidraulicas e tomam presa
espontaneamente ao entrar em contato com a &agua, liberam calcio durante a
hidratacdo e induzem a formagdo de depdsitos de apatita quando imersos em
solucdo contendo fosfatos. A bioatividade do MTA e CP esta relacionada com a
formacdo de uma camada de apatita em sua superficie que gradualmente libera ions
calcio e ao reagir com o meio que contém fosfatos forma hidroxiapatita. A rapida
formacdo de nanoparticulas de apatita apdés 24 horas de imersdo em solugéo
fosfatada suporta o comportamento biol6gico dos cimentos quando em contato com
o0 tecido 6sseo. O requisito fundamental para a bioatividade de um biomaterial é a
formagao biologicamente ativa de uma camada de apatita semelhante ao 0osso em
sua superficie em um ambiente biolégico. A bioatividade fornece significante
vantagem clinica e esta diretamente relacionada com a 6tima biocompatibilidade,
osteocondutividade e osteoindutividade. Os cimentos hidraulicos com propriedades
bioativas devido a formagéo de apatita e calcita tém importante aplicagdo clinica em
odontologia, aumentando a regeneracdo 0ssea e a cicatrizagado pulpar. Estes dados
explicariam o excelente comportamento clinico do MTA do CP. Demonstraram a
possibilidade de monitorar em tempo real a transformac¢éo dindmica e moldavel da
superficie dos cimentos em constante interacao ativa com o meio, bem como a Unica
propriedade bioativa do cimento de silicato de calcio que tem a habilidade para

produzir esférulas de fosfato de célcio que sdo precursores de depdsitos de apatita



em sua superficie. Esta propriedade torna este cimento excelente material para uso
clinico em contato com o tecido 6sseo e sangue.

A microestrutura da superficie do MTA foi estudada por Namazikhah et al #*
verificando que a microestrutura de todos os espécimes expostos a variados pHs
revelou variadas formas de microcanais, depressdes causadas por bolhas de ar,
poros, formagfes assimétricas cristalinas em forma de laminas, isto tudo em uma
matriz parcialmente coberta por estrutura em forma de gel. Isto demonstra a
natureza porosa do material que assegura sua osteocondutividade proporcionando o
crescimento e adeséo celular em sua estrutura porosa.

A aplicacao clinica, inconvenientes e mecanismo de acao foram revisados por
Parirokh e Torabinejad ?* relatando que o MTA é um material bioativo e tem a
habilidade de criar o meio ambiente ideal para a cicatrizagdo. Neste ponto o MTA
promove proliferagdo, migracdo e diferenciagdo onde as células semelhantes a
osteoblastos produzem matriz coldgena. Relatam que o mecanismo de a¢do do MTA
é semelhante ao do hidréxido de calcio. Existem inimeros estudos realizados in vitro
para o MTA sendo que os estudos em animais ainda sdo escassos, principalmente
nos desenhos de aplicagfes clinicas. Ressaltam que os principais inconvenientes do
MTA séo a potencial descoloracdo do material, presenga de elementos toxicos em
sua composigdo, longo tempo de presa, alto custo, auséncia de solvente, o que
dificulta a remocé&o apos a reacdo de presa. Em relagdo ao mecanismo de acao, os
autores relatam que um dos produtos da reacdo do MTA é a hidroxiapatita que pode
liberar ions calcio e fosforo continuamente, um processo requerido pelo metabolismo
0sseo. A partir do momento que o MTA é colocado em contato direto com os tecidos
humanos, ele aparece como um material que:

A) Forma hidroxido de calcio que libera ions calcio para adeséo e proliferacao
celular.

B) Cria um ambiente antimicrobiano pelo seu pH alcalino.

C) Modula a produgéo das citocinas.

D) Estimula a diferencia¢éo e migragéo de células produtoras de tecido duro.

E) Forma hidroxiapatita (ou apatita carbonatada) na superficie do MTA e
promove selamento biolégico.

Reyes-Carmona et al %

estudaram a sinalizagdo molecular inflamatéria e a
habilidade do MTA em promover biomineralizagdo. Apresentaram o conceito de

bioatividade de um material como sendo a capacidade de estimular respostas
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especificas via reagBes bioquimicas e biofisicas que resultam na formacdo de
camada de apatita. As respostas do hospedeiro frente aos biomateriais séo
dependentes da resposta imune inata e ndo especifica que ocorre nos tecidos
circundantes. Os biomateriais podem provocar uma cascata inflamatéria
compreendendo o recrutamento de neutréfilos e macrofagos e promovendo
adesdo, reacdo de corpo estranho e podem formar capsula fibrosa. Citocinas e
fatores de crescimento secretados pelas células inflamatérias s&o os
mensageiros moleculares que promovem eventos inflamatorios e cicatrizagdo de
feridas. Citocinas inflamatérias como interleucinas 18, fator de necrose tumoral e
prostaglandinas tem importante papel no desenvolvimento da resposta
inflamatoria. O fator de crescimento endotelial vascular € uma glicoproteina com
a habilidade de aumentar a permeabilidade vascular, uma importante alteragéo
vascular observada durante a inflamagdo. Entretanto o fator de crescimento
endotelial vascular também tem papel critco na angiogénese e
neovascularizagdo por meio da participagcdo em importantes processos
biol6gicos, como a reparacado tecidual. O processo de biomineralizagcdo ocorre
simultaneamente com a resposta inflamatéria aguda. Os autores sugerem que
quando o MTA é implantado, uma série de reacdes bioquimicas e biofisicas
ocorre na interface MTA/tecido. Subsequentemente, isto ativa eventos celulares
e teciduais nos processos inflamatérios e de biomineralizagdo e culmina com a
formacdo de camada semelhante a apatita que permite a integragdo do
biomaterial com o ambiente tissular.

Bozeman et al %

avaliaram e quantificaram o montante e tipo de cristal
formado pelo MTA branco, MTA cinza e o novo material Dentalcreto ao longo do
tempo, bem como analisaram a concentracdo de vérios elementos liberados
destes materiais em solucdo. Observaram que o MTA ndo é inerte; é
biocompativel e bioativo. Concluiram que o ion calcio é liberado em maior
quantidade, sendo que a precipitacdo de hidroxiapatita € o principal cristal
formado durante a liberagdo do ion célcio na solugdo tamponada de fosfato. A
atividade osteogénica do MTA é devida a liberacdo de ions calcio em abundéancia
0 qual interage com os grupos fosfatos da solugdo tampédo para formar
hidroxiapatita. Concluiram ainda que o MTA branco produz menos hidroxiapatita

(0,47%) em sua superficie do que o MTA cinza (0,82%). Observaram que o
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declinio de liberacdo de ions célcio € devido a reacdo de presa que ocorre no
interior do MTA sendo esta reagdo composta de duas fases fundamentais;

A) Reacgdo de consumo de ions hidroxila do MTA.

B) Reacdéo de precipitagdo de fosfato de célcio.

Devido ao fato do CP ser o ingrediente ativo do MTA, Tay et al ® estudaram
as fases de fosfato de calcio produzidas pela interagdo do CP, componente do MTA
com solugdo tampéao de fosfato. Observaram que durante o processo de reagdo do
CP forma-se [-tricalcio fosfato. Essa formacdo depende dos fluidos existentes em
contato com o CP. Inicialmente é formada uma fase de fosfato de célcio amorfa que
posteriormente é mineralizada formando a fase de apatita, que basicamente é
composta de fosfato de célcio. A fase de fosfato de célcio amorfa é a chave
intermediaria que precede a formacdo biolégica da apatita em calcificacdo
esquelética. Assim a manifestacdo de bioatividade do MTA pode ser atribuida a
capacidade de inducdo de mineralizagdo do CP, constituinte do MTA. Os autores
acreditam que o fosfato de calcio amorfo em adicdo com o hidroxido de célcio
fornece ions célcio, fosfato e hidroxila para a precipitacdo de fosfato de calcio. As
estruturas cristalinas formadas durante a reagdo de presa do MTA e CP séo pH
dependentes, que levam a uma reacdo autocatalitica transformando a fase de
fosfato de célcio amorfo em fase de apatita. As solucdo salinas tamponadas sé&o
geralmente compostas por cloreto de sodio, cloreto de potassio, fosfato de sadio,
fosfato de potassio em pH 7,3. A taxa de formagé&o de célcio e fésforo é processada
por reacdo de substituicdo do sddio e cloreto por célcio e fésforo. Quando estudada
in vivo a bioatividade do MTA é determinada pela habilidade de produzir
hidroxiapatita na presenga de solugdes contendo fosfatos. Quando estudada in vitro
a bioatividade do MTA é determinada pela habilidade de formar apatita carbonatada
(dahllita) na presenca de solugdes contendo fosfatos.

Na busca constante para elucidar as caracteristicas similares do MTA e CP os
autores Reyes-Carmona et al 26 analisaram as interacbes do CMTA, MTA branco,
MTA BIO e CP branco com e sem adicdo de cloreto de calcio ap6s imersdo em
solugdo tampéo de fosfato. Concluiram que todos os cimentos s&o bioativos, que
inicialmente liberam fosfato de calcio amorfo que atua como precursor durante a
formagdo de apatita carbonatada, ocorrendo assim a precipitacdo espontanea

promovendo a biomineralizagéo, processo que leva a formacdo de camada de
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hidroxiapatita. A camada precipitada € formada basicamente de célcio e fésforo. O
valor total de calcio liberado pelo MTA BIO foi (36,89mg/L), do Proroot MTA®
(20,08mg/L) e CP (15,92mg/L). Os valores de liberacdo de célcio foram maiores do
quinto dia ao décimo quinto dia e apds ocorreu decréscimo até o vigésimo quinto
dia, quando a taxa de liberacdo permaneceu estavel até o fim do experimento. A
apatita carbonatada é também conhecida como apatita bioldgica e representa a fase
mineral do tecido 6sseo. Os mecanismos envolvidos na mineralizacdo ndo séo
totalmente conhecidos, mas existem inUmeros estudos sugerindo o envolvimento de
proteinas ndo colagenas no processo. Este experimento forneceu evidéncias do
processo de biomineralizagéo promovido pela interagédo do MTA e CP com a solugéo
de fosfato tamponada no qual existe a formagéo de camada de apatita na interface
cemento-dentina-MTA.

Para que a compreensdo do mecanismo de biodegradacdo do CP seja
elucidada é de importancia fundamental o estudo realizado por Lu et al % , os
autores estudaram o mecanismo de biodegradacdo do cimento de fosfato de calcio
quando implantado em defeitos dsseos criados em fémur de coelhos. Os resultados
mostraram que ocorre diminuicdo do volume do biomaterial da periferia para o
centro. A perda de volume da periferia para o centro ocorre na auséncia de
formacdo de particulas livres ou fagocitose visivel. Ndo ocorrem sinais de rejeigéo,
necrose ou infeccdo e o tecido O0sseo adjacente ao implante mostra-se com
morfologia normal. O implante de cimento de fosfato de célcio inicia a biodegradacao
e é substituido por tecido 6sseo trabeculado na sua periferia apds duas semanas da
implantagdo. De quatro até vinte e quatro semanas o tecido 6sseo neoformado
torna-se lamelar e este em contato direto com o cimento, associando tecido ostedide
e numerosos osteoblastos. A biodegradacédo do cimento continua e paralelamente
ocorre a formagéo do novo 0sso até 24 semanas, aonde cerca de 60% do implante
de cimento de fosfato de célcio é reabsorvido. A biodegradacéo € influenciada pela
combinagéo de trés processos:

A) Fisico — abrasao, fratura ou desintegracéo, forma da particula, porosidade,
(sendo que o aumento da porosidade aumenta a biodegradacao), area da
superficie;

B) Quimico — dissolucdo - aumento de célcio e fésforo localmente na

superficie, depende da composicéo e substituicdo idnica do material,
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C) Biologico — diminuicdo do pH causado pela atividade celular e fatores de
mediagdo celular, tipo de osso, modelo animal, niveis de hormdnios e
pela substituicdo do cimento de fosfato de célcio por tecido 6sseo lamelar
neoformado.

Investigando a resposta celular ao MTA, Koh et al 8

estudaram a acédo do
MTA na producéo de citocinas em osteoblastos humanos e na adeséo das células a
superficie do material, utilizando meio de cultura para osteoblastos (MG-63).
Observaram crescimento celular na superficie do MTA em seis horas e aumento
deste crescimento até 144 horas. Os ensaios de ELISA demonstraram niveis
elevados de interleucinas (IL-1a, IL-1B8 e IL6) na presenca do MTA. Os niveis de
citocinas aumentados demonstraram-se favoraveis para a estimulacdo da atividade
de osteoclastos; porém, o MTA apresentou-se como um estimulador de osteoblastos
e pareceu ser a fase de fosfato de célcio responsavel pelo comportamento de
estimulacdo de crescimento e adesdo celular. A formacdo de ostedide é
caracteristica de neoformacdo de tecido 6sseo e usado como indicativo da producéo
de matriz mineralizada.

Ao examinar a reacao tissular quando o MTA, amélgama, material restaurador
intermediario (IRM) e super EBA, foram implantados em tibia e mandibula de porcos,
Torabinejad et al * concluiram que tanto no amélgama, como no IRM e super EBA,
ocorre fibrose e intenso infiltrado inflamatério. Ao avaliar o MTA observaram que
este foi 0 Unico material que apresentou contato direto com o 0sso do animal sendo
comprovada sua biocompatibilidade e osteointegragao.

A resposta celular ao MTA foi estudada por Koh et al *

que investigaram a
citomorfologia de osteoblastos na presenca do MTA e examinaram a producdo de
citocinas. As citocinas sé@o glicoproteinas de baixo peso molecular secretada como
resultado de estimulacdo celular que interagem com o0s receptores celulares,
levando a modificagdo na sintese do RNA celular, proteinas e no comportamento
celular. As citocinas estdo diretamente relacionadas com o processo de
coordenacdo do metabolismo ésseo. As interleucinas estudadas foram (IL-12, IL-1,
IL-6), além do fator estimulador da col6nia de macrofagos. A citomorfologia foi
observada em microscopia eletronica de varredura e os resultados foram: diferencas
marcantes na morfologia celular entre as células cultivadas na presenca do MTA,
sendo que estas células apresentavam morfologia normal, aparéncia achatada e

estavam aderidas ao cimento, em contato direto com o mesmo. As células controle
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cresceram em confluéncia e as células na presenca do IRM estavam arredondadas
e esparsas, indicando que o IRM é toxico, ou seja, ndo existe adesdo celular e
consequentemente n&o ocorrem proliferagdo e diferenciacdo celular.
O teste ELISA mostrou niveis elevados de todas as interleucinas, em todos os
periodos de tempo quando as células cresceram na presenca do MTA. Quando as
células cresceram sozinhas, sem estarem em contato com o cimento, 0s niveis de
interleucinas nao foram detectados. O fator estimulador de macréfagos foi produzido
pelas células independentemente do material que estava sendo testado, mostrando
que o MTA atua como substrato biologicamente ativo para as células Osseas e
estimula a producéo de interleucinas. A formagéo 0ssea pode ser dividida em duas
fases. A primeira envolve o recrutamento e diferenciagdo de precursores de
osteoblastos. A segunda é a produgcdo e mineralizacdo da matriz 6ssea por
osteoblastos perfeitamente desenvolvidos. As citocinas envolvidas na formacéo
0ssea podem ser divididas em dois grupos. O primeiro inclui as citocinas que
estimulam a proliferacdo de células 6sseas, mas inibem osteoblastos perfeitamente
desenvolvidos (IL-1 e fator estimulador de macréfagos). O segundo estimula ambos,
proliferacdo de precursores de osteoblastos e atividade de osteoblastos
perfeitamente desenvolvidos (IL-6).

Ao investigar a biocompatibilidade do MTA em 3 formas variantes do

cimento, Mitchell et al 3

observaram a citomorfologia, crescimento celular e a
producdo de citocinas (IL-1a, IL-6, IL-8, IL-11 e fator estimulador de colbnias de
macrofagos — principais citocinas envolvidas no fenémeno de remodelagdo 0ssea).
Os resultados demonstraram que ocorreu crescimento celular com as trés variantes
do MTA e muitas destas areas estavam totalmente recobertas ao final do segundo
dia. O crescimento celular também foi observado nos materiais para enxerto
sintético, o que foi pobremente observado no hidroxido de calcio. A expresséo da IL-
6 foi representativa somente com o MTA e uma variedade de enxerto 0sseo
sintético. A expressdo da IL-8 somente foi observada no MTA. N&o foram
observadas expressdes da IL-1a e IL-11 em nenhum dos materiais estudados. O
fator estimulador de colénias de macrofagos é importante na maturagdo e
desenvolvimento de osteoclastos, atraindo osteoclastos para o0s locais de
reabsorgdo e controlando o seu funcionamento. Relataram ainda que a solubilidade
do MTA é pequena, mas é possivel que ocorra diluicdo superficial do material que

estimule os osteoblastos a sintetizarem IL-6 e IL-8. Existe a possibilidade de que a
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microestrutura cristalina do MTA possa fornecer estimulo necessario para adeséo,
crescimento celular e expressdo de citocinas. A IL-8 também estimula a
angiogénese. A proliferagdo de vasos sanguineos é de fundamental importancia
para a cicatrizagdo do tecido conjuntivo e provavelmente explica porque o MTA tem
sucesso in vivo, pois neste estudo somente o MTA produziu IL-8.

Holland et al * avaliaram a resposta tecidual pulpar em cachorros apés
pulpotomia e subseqiente protecdo com MTA e CP. Concluiram que o mecanismo
de acdo do MTA e do CP é similar, ambos apresentam oxido de célcio em sua
composicao e formam hidréxido de calcio quando reagem com agua. A reacgdo do
calcio proveniente do hidroxido de calcio reagindo com o diéxido de carbono dos
tecidos pulpares produz cristais de calcita (CaCOs3). Observaram a formagao de uma
rede extracelular de fibrina em contato direto com os cristais e os achados suportam
a tese de que os cristais de calcita e fibrina formam o passo inicial para a formagé&o
de barreira de tecido duro. O estudo confirma a similaridade do MTA com CP e
reafirma a condicdo de que o CP podera ser utilizado como material seguro em
odontologia.

Saidon et al * estudaram a reacdo celular do MTA e CP com relac&o aos
efeitos citotoxicos in vitro e a reacdo tecidual do MTA e CP em implantes 6sseos na
fase pastosa em mandibulas de porcos. Observaram que devido ao alto pH dos
materiais quando manipulados tanto MTA quanto CP causam desnaturagdo de
células adjacentes bem como desnaturacdo de proteinas. Quando o material toma
presa o pH muda e as injurias celulares cedem. Os autores classificaram a reacdo
em dois tipos: tipo |, onde ocorreu aposi¢cédo de osso neoformado em contato direto
com o material; tipo Il, onde ocorreu formacdo de osso neoformado separado do
material por fina camada de tecido conjuntivo fibroso. A resposta tipo |, constatada
apds 12 semanas, demonstra osteointegracdo do material. A analise microscopica
demonstrou que o 0sso neoformado em contato direto com o CP é sadio.

O potencial osteoindutivo do MTA foi estudado por Torreira et al ** que
investigaram a resposta 0ssea apos implantagdo do MTA em mandibula de coelho.
Foram realizados defeitos 6sseos criticos em mandibulas de coelhos e preenchidos
com MTA na fase pastosa sendo a morte dos animais executada apés 30 dias. Em
nenhuma das amostras foi encontrada evidéncia de processo inflamatorio
importante. A implantacdo do material na fase pastosa em defeitos 6sseos resultou

em regeneragcdo Ossea ap0s quatro semanas da cirurgia. Porém, os autores néo
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consideraram significante a quantidade de osso neoformado, considerando-a
limitada.

Pelliccioni et al *°

estudaram a citotoxicidade do MTA cinza, amalgama e
super EBA usando modelo de células osteoblasticas MG63 e Saos-2. Os autores
encontraram crescimento celular nas culturas sugerindo que o MTA néo destréi a
populagdo celular adjacente e que células 6sseas podem iniciar a deposicdo de
tecido 6sseo proximo ao material. Ao mesmo tempo 0s autores apresentam a
férmula do Proroot MTA®: pé - cimento Portland (silicato tricalcico, silicato dicélcico,
aluminato tricalcico, aluminoferrita tetracalcico) - 75%; 6xido de Bi — 20%; sulfato de
Célcio dihidratado (gesso) — 5%; tracos de elementos (silica cristalina, 6xido de
calcio, potassio e sulfato de sodio) — acima de 0,6% e liquido: &gua., confirmando
que o principal componente do MTA é cimento portland em sua grande maioria com
cerca de 75% do volume do pé.

Comparando a biocompatibilidade do MTA e do CP branco Ribeiro et al %
avaliaram o efeito genotdxico em células de linfoma em ratos encontrando que o CP
branco e o MTA néo tém efeitos citotoxico e ndo induzem danos ao DNA. O estudo
apresenta argumento adicional para que o CP possa ser utilizado como material
seguro na préatica odontoldgica.

| ¥ avaliaram o efeito do Proroot MTA® na apoptose

Moghaddame-Jafari et a
e no ciclo celular de células pulpares de ratos onde foram expostas de 0 a 100mg de
MTA por 24 horas. Concluiram que o MTA induz proliferagdo celular e ndo induz
apoptose. Esses achados sugerem que o potencial mecanismo explicaria o efeito
regenerativo observado no complexo dentino-polpa quando o MTA € usado como
capeador pulpar direto. Além de ndo causar morte celular o MTA aumenta a
proliferacdo de células pulpares indiferenciadas levando a posterior diferenciacao
em odontobalstos.

Com o objetivo de determinar se células de tecido 6sseo alveolar de humanos
podem aderir, espalhar-se e proliferar-se em contato com o MTA, Al-Rabeah et al *
coletaram células de tecido 6sseo alveolar, apés cirurgia bucal e cultivaram por 3 a 4
semanas em soro bovino fetal na presenga do MTA. A microscopia eletronica de
varredura mostrou adesdo e crescimento celular no MTA ap6s 24 horas e proliferou
formando uma camada semelhante a matriz em 7 dias. O estudo enfatiza que o

modelo de coleta de tecido ésseo alveolar humano durante cirurgias periodontais
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pode ser bem aceito para realizacdo de cultivo de células visando o estudo de
proliferacéo e diferenciacao celular.

Cintra et al *°

estudaram o MTA na fase pastosa implantando em alvéolos de
dentes recém extraidos em ratos. Apés 30 dias, constataram a presenca de tecido
mineralizado em contato direto com o material, confirmando o fen6meno da
osteointegracdo. O tecido conjuntivo estava bem organizado, porém o tecido 6sseo
ndo apresentava completa cicatrizacdo por se tratar de um tempo pds operatorio
muito curto. Os autores sugerem um periodo mais longo de observacgédo, para melhor
avaliacdo da mineralizagdo 6ssea completa.

Em estudo realizado por Kuratate et al *

, foi investigado o processo
reparativo apds exposicdo pulpar de molares superiores de ratos. Realizaram
capeamento pulpar com MTA e analisaram por meio de Imunohistoquimica a
atividade de Nestin, osteopontina e proliferagéo celular. Os achados mostraram que
o MTA induz o processo reparativo de dentina, processo este similar ao ocorrido
com o hidroxido de calcio que promove proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de
células progenitoras antes da secrecdo de matriz colagena para posterior
calcificagdo. Nestin é utilizado como marcador de odontoblastos diferenciados. Em
dentes maduros Nestin é observado somente em odontoblastos funcionais capazes
de secretar matriz dentinaria. No tecido ésseo a Osteopontina é detectada
principalmente na interface da matriz celular e linha cementéria e acredita-se que
seja a responsével pelos eventos iniciais durante o processo de remodelagdo 0ssea,
assim como a regulacé@o de adeséo de células 6sseas, da fungdo dos estoclastos e
da regulacdo da matriz de mineralizacdo. Além disso, a osteopontina liga ions calcio
que posteriormente serdo utilizados no processo de mineralizagdo da matriz
colagena depositada pelos osteoblastos. Os resultados mostram marcagdo positiva
para Nestin e Osteopontina, comprovando assim 0 processo reparativo na
dentinogénese em resposta ao contato com o MTA envolvendo a proliferacédo e
migracdo de células progenitoras, seguidas pela diferenciagdo em odontoblastos
que primeiramente representam o processo natural de reparo do tecido pulpar
exposto.

Em estudo comparativo de biocompatibilidade in vitro entre dois tipos de
cimento Portland de presa répida, cimento ionédmero de vidro, MTA e cimento

|4l

Portland ndo modificado Abdullah et al ** observaram as caracteristicas da superficie

dos cimentos Portland de presa répida, citomorfologia em cultura de células de
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osteosarcoma na presenga dos materiais testados, avaliagdo do efeito destes
materiais na expressdo de marcadores de remodelagdo 6ssea. A microscopia
eletrbnica de varredura mostrou a aderéncia de células sadias de osteosarcoma na
superficie das variantes de cimento Portland de presa rapida, cimento Portland néo
modificado e MTA. Em contraste, observaram-se células arredondadas e mortas no
cimento iondmero de vidro. Usando ELISA os niveis de interleucinas IL-1B, IL-6, IL-
18 e osteocalcina foram significativamente altos nas variantes de cimento Portland
de presa réapida comparado com os controles, porém ndo estatisticamente
significativos comparados com o MTA. Materiais em contato direto com 0 0SSO
devem atuar como materiais osteocondutores capazes de promover remodelacao
0ssea normal. O estudo sustenta evidéncias de que as duas variantes do cimento
Portland de presa rapida ndo apresentam toxicidade e tem potencial para promover
cicatrizagdo 6ssea. Acrescentam que o MTA é derivado do cimento Portland com
propriedades quimicas similares e apresenta formidaveis propriedades, tais como:
biocompatibilidade, boa capacidade de selamento e a capacidade para promover
regeneracao do tecido original quando colocado em contato direto com a polpa
dental e tecidos periradiculares.

Yokoyama et al *?

implantaram corpos de prova solidos de cimento de fosfato
de calcio entre o periésteo e 0 0sso parietal de ratos. Apdés 7 dias da cirurgia,
numerosos capilares dilatados, células mesenquimais e infiltrado inflamatério leve
foram vistos no perioésteo que recobria o biomaterial, bem como ocorreu hipertrofia
do periosteo. Na superficie do osso parietal ao redor do cimento foram observadas
granulacbes de tecido com células mesenquimais e capilares e tecido 6sseo
neoformado em contato direto com o biomaterial. Observaram que o comportamento
apdés 30 dias era a neoformagdo 6ssea oriunda do osso parietal, parcialmente
aderida ao cimento. Muitas partes da superficie do material implantado, que estavam
aderidas ao osso neoformado, apresentaram estruturas semelhantes a lamelas e
formacdo de osso medular. Ap6s 98 dias da cirurgia a resposta inflamatoéria havia
desaparecido e tecido 6sseo neoformado era observado em contato direto com o
biomaterial na interface osso parietal/biomaterial.

Na procura por um biomaterial ideal para reconstru¢cdo em defeitos 6sseos

Kuemmerle et al

realizaram estudo experimental para avaliar o cimento de fosfato
de célcio injetavel como alternativa para cranioplastia. Foram criados defeitos

0sseos em carneiros e posteriormente preenchidos com cimento de fosfato de calcio
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injetavel. Avaliaram os resultados histoldgicos apos 2, 4 e 6 meses. Observaram que
a formacdo Ossea era moderada e que a reabsor¢cdo do cimento ocorria de forma
centripeta. A reabsor¢cdo Ossea ocorria mediada por macrofagos e osteoclastos
posteriormente. Osteoblastos foram encontrados no cimento residual, demonstrando
a biocompatibilidade e propriedades osteocondutivas. Os autores concluiram que os
cimentos ndo sdo adequados para cranioplastia experimental como regeneradores
em defeitos 6sseos. Nao ocorre suficiente substituicdo Ossea e, além disso, a
substituicéo € lenta.

A habilidade de formar apatita em solugdo supersaturada tem sido largamente
utilizada como fator de comprovacédo para a bioatividade dos biomateriais. Porém

Pan et al *

relatam que o rapido desenvolvimento de biomateriais apresenta
desafios cientificos e técnicos, pois o biomaterial deve restaurar e promover
cicatrizacdo em tecidos perdidos ou feridos. O biomaterial ideal para regeneragao
0ssea deve ser tanto bioativo quanto reabsorvivel e eventualmente substituido por
tecido 6sseo neoformado. Os autores relatam que a preocupagdo ndo é apenas 0
material em si como também as concentragfes ionicas resultantes junto aos tecidos
adjacentes, liquido e plasma, tanto em termos de bioatividade e biocompatibilidade:
isto €, como a vitalidade dos osteoblastos é afetada bem, como seus papéis
biologicos, potencial de toxicidade e destino final dos solutos. Assim,
bioatividade e seguranca sao dificeis de prever a partir de estudos gerais

z

in vitro. A formacdo Ossea é determinada pela vitalidade dos osteoblastos,
cuja atividade €& regulada por vérios horménios e fatores locais
como o estrogénio, o horménio da paratiredide e proteina 6ssea morfogenética. A
expressdo destes fatores resulta na ocorréncia de desmineralizacdo e
remineralizacdo um processo de equilibrio dindmico e que de forma clara e decisiva
isso também deve depender da bioguimica das células, as quais sao influenciadas
pelos solutos que sédo liberados decorrentes da dissolugdo dos implantes. E um
sistema vivo e ndo quimica elementar. A formacdo do 0sso ndo € um processo
quimico aberto. Isso ocorre em grande vesiculas especializadas ou zonas de contato
cujo ambiente quimico interno ndo tem qualquer relagdo com as condicdes
fisioldgicas externas. Apatita pode ser representado como Cas (PO4)3X, onde X pode
ser substituido por OH, F ou CI. O principal e, portanto, 0 mais importante biomineral,
€ uma forma impura de hidroxiapatita com uma estrutura hexagonal, por vezes

referido como apatita biolégica. Em contraste com a hidroxiapatita estequiométrica
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sintética ela é descrita como uma apatita deficiente em calcio com varias
substituicbes aleatdrias nos locais de rede onde os ions comuns como F, Cl e CO3
ocupam os lugares do ions hidroxila na formulagcdo da apatita, formando desta
maneira a fluoroapatita, cloroapatita e apatita carbonatada. Portanto a apatita é
fundamentalmente fosfato de calcio. A remodelacdo Ossea € um processo que
envolve tanto a reabsor¢cdo como a formagcdo da matriz 6ssea localizada, regulada
por uma série de fatores incluindo citocinas, horménios e substancias, tais como a
osteoprotegerina. O pH extracelular regula o equilibrio desses dois processos sendo
que a acidose cronica sistémica promove a reabsorcdo enquanto a alcalose
promove a mineralizagdo, ou seja, a atividade pré-mineralizacdo de osteoblastos
aumenta com aumento do pH extracelular enquanto que a atividade pro-reabsorcao
dos osteoclastos é aumentada em condigcbes mais acidas e isto é particularmente
dependente da presenca de carbonato no meio externo. A remodelacdo Ossea é
certamente um processo dependente do pH. Assim, o osso é formado pela
mineralizagdo de uma matriz orgénica (principalmente coldgeno), por meio de
nucleagéo e crescimento de um mineral muito semelhante a hidroxiapatita regulada
pelos osteoblastos, responsaveis pela formacao 6ssea e que sao ativados em um
ambiente alcalino, que tém a capacidade de proliferar para sintetizar a matriz
organica medular e responder aos fatores de crescimento. Mesmo se uma camada
de apatita é formada primeiramente sobre um biomaterial ndo quer dizer que a
superficie sera necessariamente colonizada pelos osteoblastos, ou, se for, que eles
vao necessariamente formar osso. Em todo caso essa camada é suscetivel de ser
reabsorvida, mais cedo ou mais tarde, mesmo que seja propicio para a célula

subsequente ao crescimento 6sseo e, portanto, o sucesso do biomaterial.

2.2 PROPRIEDADES FISICAS, QUIMICAS E ANTIBACTERIANAS.

Em 1995, Torabinejad et al® publicaram as propriedades quimicas e fisicas do
MTA apresentando a composi¢ao quimica como sendo de uma mistura em forma de
pé constituida principalmente de particulas hidrofilicas de silicato tricalcico,

aluminato tricalcico, oxido tricélcico, 6xido de silicato e 6xido de bismuto (BiO).
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Estrela et al ° estudaram o Proroot MTA® e o compararam com cimento

I®®* quanto & agéo

Portland, pasta de hidroxido de calcio, Sealapex®2 e Dyca
antimicrobiana, bem como sua formulacdo quimica. O cimento Portland apresentou
componentes nas seguintes porcentagens: CaO (58,5%), SiO, (17,7%), Al,O3
(4,5%), MgO (3,3%), SO3(3,0%), Fe;03(2,9%), K,O (0,9%), Na,O (0,2%), sendo que
a composicdo quimica do MTA era de 75% de cimento portland e 20% de 6xido de
bismuto, demonstrando assim que o MTA e o CP sé&o similares em suas
composic¢des quimicas bem como na acgédo antimicrobiana e de biocompatibilidade.

Segundo Goraieb et al, Gobbo et al e Barbosa et al, o cimento portland **’
pertence a uma classe de materiais chamados de aglomerantes hidraulicos onde
estas substéncias endurecem quando misturadas com agua sendo também
resistentes a mesma. Este cimento é obtido por meio de calcinacdo da mistura de
rochas calcarias e materiais silico-argilosos. O material utilizado para a fabricacao
deve conter em sua composi¢cdo quimica os principais 6xidos componentes do
clinquer: CaO, SiO;, Al,O3 e Fe,03. O calcério e a argila sdo as matérias-primas mais
comuns como fonte de CaO, SiO,, Al,O3 sendo o minério de ferro a principal fonte de
Fe,O3. No caso da fabricagdo de cimentos brancos, a presenca de Fe,O; é
restringida. Os componentes do clinquer Portland podem ser subdivididos em trés
grupos distintos: Os silicatos célcicos (silicato tricélcico e silicato dicélcico), a fase
intersticial (aluminoferrita tetracélcico, aluminato tricalcico) e os compostos menos
frequentes como MgO, CaO, K,;O e Na,O. O gesso é o produto de adi¢éo final no
processo de fabricagdo do cimento Portland, com a finalidade de regular o tempo de
presa por ocasiao das reagdes de hidratacéo.

Para a Associacdo Brasileira de Cimento Portland “8 o cimento Portland
branco apresenta matérias-primas com baixo teor de Fe,Osz, Mn, por condi¢Bes
especiais durante a fabricagéo. No Brasil o cimento Portland branco atende a norma
NBR 12989, sendo classificado em dois subtipos: cimento Portland branco estrutural
e cimento Portland branco néo estrutural, este ultimo com o cédigo de identificac&o
(siglatclasse) CPB e pela norma brasileira NBR 12989. No Brasil, a qualidade do
cimento Portland é aferida pela Associacdo Brasileira de Cimento Portland (ABCP)

com base nas normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e nos

! Proroot MTA®" Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, Ok - USA.
2 Sealapex®- Sybron-Kerr-Romulus, Ml - USA.
® Dycal®- Dentsply — USA.
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principios do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO).

Funteas; Wallace; Fochtman *°

compararam quimicamente o MTA e CP
observando que a diferenca entre os dois materiais esta apenas no acréscimo de Bi
do MTA e que 14 elementos quimicos eram 0s mesmos para 0s dois cimentos e ndo
apresentavam diferencas quanto as quantidades, provando mais uma vez que MTA
e CP séao similares e que futuras investigacdes deveriam ser realizadas a fim de
utilizar o CP com propdésitos endoddnticos.

A composicdo quimica do MTA e suas fases constituintes foram estudadas
por Camilleri et al ® a constituicdo foi avaliada por microscopia eletrénica de
varredura e as fases do material por difracdo de Raio-X. Concluiram que os
principais constituintes, silicato tricalcico e silicato dicalcico, reagem com a agua
para produzir um sal hidratado pobremente cristalizado e Ca(OH).. A interpretacéo
dos autores é que o MTA na fase sdlida pode ser considerado como Ca(OH);
contido em uma matriz de silicato. A presenca de Ca(OH); justifica seu pH alcalino
(12,5) que possivelmente contribui para sua biocompatibilidade. Concluiram ainda
que as versdes comerciais do MTA possuem composi¢Oes similares ao cimento
Portland comum, com excec¢ao da adicdo de compostos de Bismuto.

Apos inameras dificuldades enfrentadas quanto a coloracdo do MTA, pois sua
cor inicialmente era cinza e ndo era compativel esteticamente com procedimentos
de reparo de perfuragdes em regides anteriores, o0 mesmo MTA foi lancado no

| °1 avaliaram as

mercado odontolégico na versdo branca, sendo que Asgary et a
diferengas quimicas entre o MTA cinza e MTA branco e observaram que as
concentragdes de Oxido de aluminio, 6xido de magnésio e particularmente 6xido de
ferro sédo consideravelmente menores no MTA branco do que no MTA cinza e que as
altas concentracdes de Oxido de ferro séo as responsaveis pela coloracédo cinza do
MTA.

Islan et al *?

avaliaram as propriedades fisicas e mecanicas do MTA e CP,
compararam o pH, radiopacidade, tempo de presa, solubilidade, modificacdes
dimensionais e resisténcia a compresséo. A radiopacidade do cimento Portland é
muito menor do que a do ProRoot MTA®; a resisténcia & compressdo do cimento
Portland é menor apés 28 dias. O principal constituinte do ProRoot MTA® é o
cimento Portland. O cimento Portland pode ser facilmente esterilizado tanto por gas

como por autoclave, entretanto ndo existem sugestbes de que o cimento Portland
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esteja pronto para ser usado na clinica em seu estado nativo. Algumas modificacdes
devem ser feitas no CP bem como extensivos testes para que seja seguro usar o CP
como material médico e aprovado pela FDA.

Em estudo realizado por Parirokh e Torabinejad °3, os autores efetuaram
extensa revisdo de literatura onde avaliaram o0s aspectos fisicos, quimicos e
antibacterianos do MTA comparando principalmente com o CP. Concluiram que
MTA e CP séo materiais bioativos e que influenciam o meio ambiente em que estao
envolvidos, apresentam condutividade para formacéo de tecidos duros, apresenta
indugcéo para formacéo de tecidos duros e biocompatibilidade. Nesta revisdo os
autores destacam o CP como um material barato e de similaridade quimica com o
MTA que esta sendo largamente estudado como substituto para o MTA. Na maioria
dos estudos as diferencas encontradas quanto as propriedades quimicas, fisicas,
antimicrobianas, selamento, tempo de presa, expansao, solubilidade, resisténcia a
compressédo, resisténcia a flexdo, pH, radiopacidade, tamanho de particulas,
porosidade, microdureza e resisténcia a fraturas, entre o MTA e CP sdo minimas,
porém o0s autores colocam algumas razBes para que o CP ndo seja utilizado na
clinica odontoldgica como substituto para o MTA:

A) O CP é amplamente manufaturado em todo o mundo e seria
impossivel o controle de qualidade, composicdo e
biocompatibilidade deste material.

B) O CP tem quantidades de arsénico que seriam seis vezes acima da
quantidade apresentada pelo MTA e devido & solubilidade do CP ser
maior do que a do MTA alguns tipos de CP liberariam maior
quantidade de substéncias toxicas nos tecidos adjacentes e,
portanto sua seguranca em longo prazo é questionavel.

C) A alta solubilidade de alguns tipos de CP é uma questdo de
preocupagdo, pois seria possivel que o CP sofreria maior
degradacdo apoOs aplicacdo clinica e colocaria em risco a
capacidade de selamento do material.

A resisténcia a compressdo de alguns tipos de CP é
significativamente menor quando comparada ao MTA apos 28 dias
da sua reacdo de hidratagdo. A resisténcia a compressdo €

importante para o uso deste material em capeamento pulpar e
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reparo de perfuragdes, sendo necessdria estabilidade contra a
presséo exercida pela ocluséo.

D) Os relatos na literatura s&o controversos quando abordam a
expansdao sofrida pelos cimentos durante a reacao de presa. Alguns
estudos relatam que a expansdo do CP é maior do que do MTA
enquanto outros estudos relatam que a expansao sofrida pelo CP é
menor do que o MTA cinza e menor ainda do que o MTA branco.

E) No CP ocorre queda da resisténcia a tensé@o e na resiliéncia, o que
nao ocorre em grande quantidade com o MTA.

F) A liberacdo de célcio no MTA branco € maior do que o ocorrido no
CP branco, sendo que o mecanismo de hidratacdo dos dois
materiais € diferente. E importante salientar que a completa
cicatrizagdo somente ocorrerd se as quantidades apropriadas de
elementos e moléculas de sinalizacdo estiverem presentes nos
tecidos ap0s a injuria.

G) MTA é manufaturado em laboratérios como material médico sobre
controle rigoroso em termos de composicdo e prevencdo de
contaminac&o. E aprovado pela FDA para uso em seres humanos.

Os autores relatam que se o CP for destinado para uso clinico, o material

devera ser esterelizado, a quantidade de metais toxicos devera ser detectada e o
tamanho das particulas deverdo ser similares e mais uniformes. A respeito das
similaridades entre CP e MTA, ndo é seguro usar o CP, pois ndo foi formulado para
uso em seres humanos como um material médico bioativo como o MTA.

Para compreender melhor as caracteristicas quimicas e fisicas que ocorrem

na superficie do MTA, Tingey et al >*

estudaram a reagdo de presa do MTA na
presenca de soro fetal bovino e em &gua esterilizada. Observaram que existe
diferenca de morfologia na superficie do MTA quando imerso em soro fetal bovino e
adgua esterilizada. Os resultados demonstram que quando imersos em soro fetal
bovino o MTA apresenta homogeneidade quimica e morfolégica formando quase
que totalmente cristais de calcio de forma globular o que proporciona melhor adeséo
celular para que ocorra o processo de diferenciacdo celular. Quando imerso em
dgua esterilizada a superficie do MTA forma cristais de silicato e de calcio
hexagonais, apresentando assim diversas morfologias e sendo, portanto

heterogénea a sua superficie, tanto quimica quanto morfologicamente. A micro
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topografia das superficies afeta a adeséo celular, proliferagéo, diferenciagéo in vitro.
Sendo assim os autores sugerem que sejam realizados mais estudos in vivo da
reacdo de presa do MTA em contato com os fluidos dos tecidos vivos para melhor
compreensdo do mecanismo de agdo do mesmo, 0 que pode levar a resultados
clinicamente relevantes.

O efeito do 6xido de bismuto nas propriedades do MTA foi estudada por

Coomaraswamy et al *°

observando que ao adicionar 6xido de bismuto na
composicdo do CP ocorre diminuicdo da estabilidade mecéanica por introdugdo de
falhas e aumenta a porosidade deixando mais 4gua que néo tenha reagido no CP.
As falhas no cimento que j& tomou presa provavelmente exacerba a existéncia de
rachaduras, o aumento da porosidade aumenta a solubilidade bem como a
degradacgéo do CP e isto podera afetar o material a longo prazo quando comparado
com o CP puro sem 6xido de bismuto. A porosidade nos sistemas de cimentos
portland pode ser resultado de duas fontes.
A) De 4gua adicionada para formar a pasta de cimento que ndo é consumida
na reagdo de presa;
B) Do ar aprisionado na pasta do cimento resultante de aglomerados de po
parcialmente seco e bolhas de ar.
O oOxido de bismuto ndo participa da reacdo de presa do CP bem como néo

tem efeito sobre a reacdo de hidratagéo do CP.

2.3  APLICACOES CLINICAS.

Em extensa revisdo de literatura Parirokh et al > encontraram recomendagdes
para o uso do MTA em pulpotomias, perfuragdes de furca, apexificagcdo, perfuracdes
laterais, capeamento pulpar, reabsor¢des internas e externas, como cimento
endodontico, cirurgias de apicectomia.

As aplicagbes clinicas do MTA como material experimental e potencial
material restaurador em endodontia foram apresentadas em 1999 por Torabinejad et
al °® que descreveram procedimentos de aplicagdo para o MTA em capeamento
pulpar em pulpites reversiveis, apexificacdo, reparos em perfuracbes laterais

cirdrgicas e néo cirargicas.
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Em artigo publicado por Qin et al >’

0s autores sugerem a hipotese de que o
MTA poderia ser utilizado como novo medicamento para evitar a recidiva do Tumor
0sseo de células gigantes. Este tumor é localmente agressivo com alta taxa de
recorréncia local. O tratamento cirdrgico pode causar extensa morbidade e
recorréncia local bem como causar comprometimento pulmonar. Embasados no
excelente resultado do MTA como agente reparador de perfuragbes radiculares,
Otima acdo biolégica e como agente estimulador para regeneracdo 0ssea,
regeneracao de ligamento periodontal e como formador de tecido 6sseo, os autores
sugerem a hipotese de que o MTA pode ser utilizado como terapia anti-recorréncia
do tumor 6sseo de células gigantes. Os autores baseiam-se principalmente no fato
de que na presenca de MTA as células crescem rapidamente e produzem mais
expressdo génica para matriz mineralizada secretada pelos osteoblastos. Diante
desse mecanismo de agédo os autores sugerem a aplicagdo de MTA em tumores
0sseos de células gigantes para induzir a produgéo de tecido ésseo, inibindo assim
a recidiva de casos. O MTA seria a terapia de primeira escolha no caso de recidiva

deste tumor apoés cirurgia.
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3. PROPOSICAO

O Objetivo deste trabalho foi investigar, por meio de analise dimensional e
histomorfométrica, o comportamento do cimento Portland na fase soélida, quando
utiizado como enxerto para aumento 6sseo, apés implantacdo subperiéstea e

avaliado nos periodos de tempo entre 90, 150, 240, 300 e 500 dias.

As grandezas dimensionais investigadas foram:

e Volume do corpo de prova de CP;

e Area superficial do corpo de prova de CP.
Na analise histomorfométrica foi avaliada:

e Area superficial de tecido 6sseo neoformado por osteotransducdo no

corpo de prova de CP.
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4. MATERIAL E METODO

O projeto foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais da PUCPR com
parecer favoravel de aprovacdo n° 35.07/CEUA-PUCPR (ANEXO A). Para a
manutenc¢do e aclimatagdo dos animais em biotério foram observadas e seguidas as
normas constantes no documento referente & manutencao/aclimatacdo de animais
em laborat6rio com padronizagdo elaborada pela Universidade Federal do Parana e
seguida pelo biotério da PUCPR (ANEXO B). O modelo animal adotado para a

58

pesquisa foi baseado no modelo animal de doenga *°. A pesquisa segue O

paradigma tradicional quantitativo sendo experimental e descritiva.

41 DA AMOSTRA SELECIONADA

Constituida de 100 ratos (Rattus norvegicus albinus) — Rodentia — Mammalia,

linhagem Wistar, machos, adultos, pesando entre 250g +/- 50g, alimentados com

racdo e agua ad libitum. Os animais foram divididos em cinco grupos de vinte

animais em cada grupo (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuigcdo dos grupos em relacéo ao periodo de tempo.

Grupos | ] 1l v V
Morte/Animais 90 dias 150 dias 240 dias 300 dias 500 dias
Numero de Animais 20 20 20 20 20

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise
dimensional e histomorfométrica — PUCPR 2011.
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4.2 METODO

4.2.1 DOS CORPOS DE PROVA

Para a obtencdo de cada corpo de prova foram manipuladas porgcbes de
cimento portland branco®, na proporcéo de 0,12 mg de pé para 0,05 mL de agua
destilada, em placa de vidro esterilizada, até a obtencédo de consisténcia pastosa,
sendo entdo acondicionado em moldes pré-estabelecidos em elastémero Optosi®® e
Xantopren®® na forma de calotas esféricas (Figura 1).

Os corpos de prova apresentaram medidas uniformes para implantacdo em
todos os grupos a serem testados:

a) Diametro - D= 6,06mm

b) Maior espessura - h=1,10mm

Os corpos de prova foram mensurados com paquimetro digital Mitutoyo ® 7 e
foram padronizados para que todos os animais recebessem o corpo de prova com
as mesmas medidas (Figura 2). Para realizacdo dos procedimentos cirdrgicos de
implantagdo subperiéstea os corpos de prova foram esterilizados em o6xido de

etileno.

Fig. 1- Cimento portland branco manipulado e acondicionado no molde.

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

®
® Heraeus — Kulzer, Bayer - Alemanha.
6 Heraeus — Kulzer, Bayer® - Alemanha.
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Fig. 2 — Corpo de prova de CP branco na forma de calota esférica.

4.2.2 DOS PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Para anestesia dos animais foram utilizados cloridrato de Ketamina® e
cloridrato de Tiazina® na proporcéo de (5:1), sendo 0,1mL/100g de peso do animal
administrado por via intramuscular.

Apos anestesia dos animais foi processada a tricotomia da calvéria, assepsia
da regido a ser operada, realizada incisdo de 2,5cm com lamina 15 em sentido
sagital, realizada divulsdo do couro e tecido subcutaneo tendo acesso ao periésteo.
Em seguida realizou-se incisdo parasagital no peridsteo, descolamento e
afastamento do periésteo e acesso os 0ssos da calvaria. Apés o acesso, foi
implantado o corpo de prova em contato direto com a calvaria do animal sendo que
neste momento ndo existiu estimulacdo déssea para provocar sangramento na
calvéria, sendo o contato do corpo de prova com a calvaria livre de sangramento.
Realizou-se sutura com fio mononylon 4-0°*° e administrada solug&o antiinflamatéria
e analgésica de Banamine®! 0,1mL por via intramuscular no pés-operatério

imediato. As suturas foram removidas apdés sete dias (Figura 3).

7 Mitutoyo® - Japan.

8 Vetanarcol® - Konig — Argentina.

® Rompun® - Bayer — Alemanha.

12 Nylon 4-0 - Monofilamento preto-Shalon®- Brasil.
1 Schering-Plough® - USA.
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Fig. 3 — Acesso a calvéria, aposicao subperiostea do corpo de prova de CP e sutura.
4.2.3 DO CRONOGRAMA DE MORTE DOS ANIMAIS

Os animais foram mortos nos tempos pos-cirdrgicos estabelecidos em 90,
150, 240, 300 e 500 dias, por meio de injecdo em dose letal de cloridrato de
Ketamina® e cloridrato de Tiazina® sendo a dose estabelecida em 0,2mL/100g

administrado por via intraperitoneal.
4.2.4 DO PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS ESPECIMES

A obtencdo dos espécimes foi realizada por meio de osteotomia e remogao
em bloco da regido da calvaria contendo o corpo de prova de CP, em seguida
fixados em solucdo de formalina a 10% e descalcificados por 30 dias em &cido
formico a 30% para posterior processamento histolégico. No momento da sec¢éo, na
porgéo central dos corpos de prova, 0s mesmos foram mensurados em seu maior
diametro, assegurando-se assim a exata medida da porcdo central do corpo de
prova (Figura 4); foram entdo incluidos em parafina, processados e os cortes
histologicos com espessura de 4um foram realizados na por¢éo central da regido da
calvaria contendo o corpo de prova de CP branco. Foram utilizados os corantes
hematoxilina e eosina e alizarina 4.2.

O corante alizarina 4.2 foi utilizado para evidenciar a formacéo de fosfato de
calcio e carbonato de célcio. Este corante esta disponivel para estudos nos pH 4,2 e
7,1. Pode corar oxalato de célcio, fosfato de calcio e carbonato de célcio. O oxalato
de calcio ndo é corado com alizarina 4.2, sendo que fosfato de calcio e carbonato de

calcio coram-se, em tons de laranja, com alizarina 4.2.
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Fig. 4— Remocédo em bloco, espécime contendo o corpo de prova de CP, secgdo do
corpo de prova na por¢ao mediana apds a descalcificacao.

4.2.5 DA ANALISE MACROSCOPICA

Observou-se o0 corpo de prova na regido da calvaria, procurando assegurar
qgue todos estivessem recobertos pelo peridsteo, observou-se a consisténcia e se
apresentavam fixagdo denotando assim a osteointegracdo. As imagens da figura 5
sdo representativas de cada um dos 5 grupos nos periodos de tempo de 90, 150,
240, 300 e 500 dias.

C D

Fig.5 — Visdo macroscopica dos corpos de prova de CP na regido da calvaria;
(A) 90 dias, (B) 150 dias, (C) 240 dias, (D) 300 dias e (E) 500 dias.
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4.2.6 DA ANALISE MICROSCOPICA

Para a andlise microscopica foi utilizada microscopia de luz com equipamento
Olympus BX50® *? acoplado ao sistema de imagens com camera Sony®*? (CCD - iris
color video camera) utilizando-se o programa Image-Pro Plus® **. As imagens
capturadas das laminas de cada um dos 20 animais de cada grupo foram analisadas
no programa Image-Pro Plus® com aumentos de 4X, 40X, 100X, 200X, 400X.

Para a andlise do volume final do corpo de prova foi estabelecida a formula
do volume da calota esférica dada por: 1/6. m.h (3 r* + h?). Para a andlise da area
superficial final do corpo de prova foi estabelecida a formula da area superficial da
calota esférica dada por: 2m.D.h onde D é dado por (2.r) (Figura 6).

Fig.6 — Desenho esquematico para analise do volume e da area superficial do
corpo de prova de CP.

Estabelecidas as formulas de volume e area superficial da calota esférica e
sendo conhecidas as medidas de h= 1,10mm e D= 6,06mm, as mesmas foram
transferidas para a planilha de dados da Microsoft Excel®®, onde foi calculado o
volume inicial e area superficial inicial do corpo de prova, resultando em medidas
padronizadas para volume e area superficial, as quais foram utilizadas como
referéncia inicial para posterior comparacdo com os dados colhidos das
mensuracdes realizadas microscopicamente no programa Image- Pro Plus®

calibrados no aumento de 4X para a férmula dada. (Figura?7).

12 BX50 — Japan.

3 CCD - iris color video camera — Japan.

 Image-Pro Plus 6.0 — Media Cybernetics — Silver Spring — USA.
5 Microsoft Office Enterprise Excel — 2007 — USA.
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Os valores para volume inicial e area superficial inicial dos corpos de prova de

CP ficaram estabelecidos:

a) V inicial= 16,56036637mm®
b) S inicial= 22,25504236mm?

Mespure Mscro o Windew M .

finC SRR M006a 20 kil =BHTal cHNGCS BSE|

Fig.7 — Andlise das medidas da espessura e diametro dos corpos de prova no programa
Image-Pro Plus®. A figura é representativa de todos os grupos avaliados.
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O tecido 6sseo neoformado foi quantificado pela anélise morfométrica. As
afericdes foram realizadas pela andlise da area de cada lamina utilizando a funcéo
de contagem e comparacéo de classes pelo programa Image Pro Plus®, resultando
em uma porcentagem de neoformacdo de tecido Osseo por lamina estudada.
Marcaram-se em verde todas as estruturas caracteristicas de neoformacdo éssea
(Figura 8). As regifes de neoformacéo 6ssea foram posteriormente adicionadas na
planilha do Microsoft Excel® para comparacdo com os dados de area superficial

inicial previamente estabelecida.

—— _ s i

SO NEaED O s

Ve e
=M Ee
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Fig.8 — Area de tecido 6sseo neoformado marcada e mensurada no Image-Pro Plus.
A figura é representativa de todos os grupos avaliados.

Os dados referentes ao volume final dos corpos de prova, dentro dos tempos
estabelecidos para cada grupo, foram registrados em mm?®, a area superficial final
registrada em mm? e a &rea superficial de tecido 6sseo neoformado registrada em
mm?. Posteriormente todos os dados foram também analisados em valores
percentuais. Os valores referentes as mensuracdes efetuadas em cada uma das
laminas, referentes aos 20 animais de cada grupo, estabelecidos dentro do periodo

de tempo de 90, 150, 240, 300 e 500 dias, estéo dispostos no ANEXO C.
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4.2.7 DA ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos resultados foram utilizados testes de normalidade
de Shapiro-Wilk, teste de homogeneidade de varidncia de Levene, a analise de
variancia para dados, (ANOVA), utilizada foi o modelo paramétrico de Tukey HSD e
Games-Howell, sendo considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05), fazendo-
se comparagfes entre o volume final, &rea superficial final e area superficial de
tecido 6sseo neoformado entre os grupos nos cinco periodos de tempo
experimentais. Para a avaliacdo do grau de associagéo entre as variaveis utilizou-se

o coeficiente de correlagédo de Pearson (2-tailed).
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5. RESULTADOS

Os dados obtidos foram decorrentes das analises microscopica e
macroscopica em 20 laminas por grupo nos periodos de tempo de 90, 150, 240, 300
e 500 dias, totalizando 100 laminas coradas com hematoxilina e eosina e 100
laminas coradas em Alizarina 4.2.

Os dados séo descritos da seguinte forma:

¢ Andlise macroscépica descritiva dos corpos de prova, implantados na
regido subperidstea da calvaria dos animais, nos periodos de tempo

experimentais;

¢ Andlise microscoépica descritiva do comportamento dos corpos de prova

de CP, nos periodos de tempo experimentais;

e Andlise estatistica do volume, da é&rea superficial e da area de tecido
0sseo neoformado nos periodos de tempo experimentais. Os valores
obtidos para cada uma das laminas estdo expressos nos quadros de 1

a5 do anexo C;
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5.1 GRUPO I -90 DIAS

5.1.1 Analise macroscépica e microscopica descritiva

Na andlise macroscopica observou-se a fixacdo do corpo de prova com
recobrimento pelo periésteo, mantendo a forma de calota esférica e denotando
osteointegracdo. Observa-se que o corpo de prova ndo se encontra em sua forma
sélida como quando foi implantado na calvaria do animal, pois a consisténcia
apresentou-se com certa resiliéncia (Figura 9 A).

Na analise microscOpica observou-se o intimo contato do corpo de prova com
o tecido 6sseo da calvéria, sem formagdo de fibrose na interface osso/implante
denotando processo de osteointegracdo. O enddsteo e peridsteo apresentam-se
preservados. Na parte inferior nota-se a formagéo de tecido de granulagéo, faixas de
fibrina e 4rea de neoformacédo 6ssea com deposicdo de ostedide e mineralizagéo da
matriz 6ssea neoformada. Os ostedcitos apresentam-se aglomerados (seta), sendo
aprisionados pela matriz em mineralizacdo, na parte inferior da interface
osso/implante, denotando que a direcdo de neoformacdo Ossea é centripeta. Os
ostedcitos apresentam-se nucleados mostrando vitalidade e funcionalidade celular
(Figura 9 B e 9 C). Todos os espécimes deste grupo mostraram padrées histoldgicos
similares. Na coloracdo Alizarina 4.2, observou-se a marcagdo de areas de tecido
0sseo em neoformacdo na cor castanha alaranjada, denotando a existéncia de
formacdo de fosfato de célcio que é marcado por este corante em especifico,

mostrando a viabilidade do tecido 6sseo neoformado (Figura 9 D).



42

D

Fig.9 — (A) Corpo de prova (CoP) de CP; (B) Corpo de prova (CoP), na area em destaque a interface
0sso/CoP (O/CoP) HE 4X; (C) Ostedcitos (seta), deposicdo de matriz 6ssea mineralizada e tecido
6sseo neoformado (ON)-HE 200X; (D) Fosfato de célcio evidenciado na cor castanha alaranjada

(setas) Alizarina 4.2 100X.
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5.2 GRUPO Il - 150 DIAS

5.2.1 Analise macroscépica e microscopica descritiva

Pela andlise macroscopica observou-se fixagdo do corpo de prova,
recobrimento pelo periésteo, auséncia de deslocamento. A forma de calota esférica
foi mantida, sendo que a consisténcia do corpo de prova ndo era sodlida.
Observaram-se porgdes do corpo de prova de CP com resiliéncia, mescladas com
areas de consisténcia fibrosa (Figura 10 A).

Na microscopia observou-se area de deposicdo de fibrina mais extensa e de
maior espessura, sendo acompanhada por infiltracdo de tecido de granulagéo, bem
como penetracdo de células indiferenciadas para o interior do corpo de prova no
sentido da periferia para o centro, mantendo-se o padréo centripeto de formacéo de
tecido 6sseo lamelar neoformado. Observou-se intimo contato do corpo de prova
com a calvaria do animal, sem a formacao de fibrose, denotando o fenbmeno da
osteointegracdo. Todos os espécimes deste grupo mostraram padrdes histolégicos
similares, variando apenas a espessura das faixas de fibrina e do tecido de
granulacdo, bem como na quantidade de tecido 6sseo lamelar neoformado (Figura
10Be10C).

Observou-se a formacéo de fosfato de calcio na interface osso /corpo de
prova, denotando que esta regido posteriormente sera calcificada e formara tecido

0sseo lamelar. (Figura 10 D).
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Fig.10 — (A) Corpo de prova de CP; (B) Corpo de Prova (CoP) com interface osso/CoP sem formagéo
de fibrose-HE 4X; (C) na &rea em destaque infiltracdo de tecido de granulacéo (TG), faixa de fibrina
(F1), células indiferenciadas (Cl) e neoformagéo Ossea lamelar (ON)-HE 100X. Em (D) &reas de
fosfato de célcio que posteriormente sofrerdo mineralizacdo sendo coradas por alizarina 4.2 (seta)

200X.
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5.3 GRUPO Ill — 240 DIAS

5.3.1 Analise macroscépica e microscopica descritiva

Na macroscopia verificou-se a transformagcdo do corpo de prova,
apresentando pequenos residuos de CP e areas de substituicAo do CP por tecido
semelhante ao osso do animal. Os corpos de prova apresentaram-se fixos na
calvéria dos animais, denotando a osteointegracdo. Esses fenbmenos sugerem a
bioatividade do material bem como sua capacidade de osteoconducéo, osteoindugéo
e osteotransducgao (Figura 11 A).

Na microscopia observou-se a substituicAo do corpo de prova de CP por
tecido 6sseo neoformado, manutencgdo parcial da forma de calota esférica do corpo
de prova, sem a formacédo de fibrose, apresenta tecido de granulagdo, areas de
formacdo de fibrina, observando-se lamelas de tecido ésseo neoformado com
osteoblastos nucleados e vitais, produzindo ostedide que sera posteriormente
mineralizado formando a fase mineral do osso (Figura 11 B e 11 C). O padrdo de
neoformacédo centripeto € mantido, sendo a &rea de contato entre osso/corpo de
prova a primeira a ser biotransformada. Todos o0s espécimes deste grupo
apresentaram 0 mesmo padrdao de biotransformagdo, guardando diferencas
relacionadas apenas quanto a quantidade de tecido 6sseo neoformado.

A bioatividade do corpo de prova de CP é confirmada pela presenca de
formacdo de fosfato de calcio, corado com alizarina 4.2 e que denota a
transformacédo do CP em osso lamelar neoformado. Confirmam-se, portanto, os
fendmenos de osteoindugdo, osteconducgdo, osteointegracdo e osteotransducéo
(Figura 11 D).



46

D

Fig.11 — (A) Corpo de prova CP; (B) Corpo de prova de CP substituido por tecido ésseo neoformado,
tecido de granulagdo, células indiferenciadas sem a formacéo de fibrose — HE 4X; (C) no detalhe o
tecido 6sseo neoformado apresentando lamela 6ssea com osteoblastos nucleados vitais mostrando
franca atividade celular de neoformacdo 6ssea — HE 100X. (D) No detalhe fosfato de célcio
confirmando a fase mineral do tecido 6sseo vital neoformado (setas) — Alizarina 4.2 100X.
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5.4 GRUPO IV - 300 DIAS

5.4.1 Analise macroscépica e microscopica descritiva

Na andlise macroscoOpica observou-se a auséncia de cristais de CP,
confirmando a transformacdo do biomaterial em tecido semelhante ao osso do
animal. O corpo de prova apresentou-se fixo (Figura 12 A).

Pela analise microscépica observou-se a substituicdo do corpo de prova de
CP por tecido 0sseo neoformado com caracteristicas lamelares, apresentando
osteoblastos nucleados, vitais, producdo de osteoide, proliferacdo de células
indiferenciadas para o interior do corpo de prova, mostrando a osteoinducdo e
osteocondugcdo do CP. Observa-se claramente a interface corpo de prova/osso
neoformado, com a presenca de osteoblastos produtores de ostedide, ostedcitos
aprisionados na matriz mineralizada, presenca de vasos mostrando a vitalidade do
osso neoformado bem como a neoformagdo vascular. O padrdo centripeto é
preservado, sendo que as areas residuais de CP estdo em sua maioria na parte
central do corpo de prova, sendo o restante do corpo de prova substituido por 0sso
lamelar neoformado (Figuras 12 B e 12 C).

O fosfato de calcio, corado em tom castanho alaranjado, € observado
disperso nas &reas de neoformacdo Ossea (Figura 12 D), que posteriormente sera
mineralizado transformando-se em hidroxiapatita, principal componente do tecido

6sseo.
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Fig.12 — (A) Corpo de prova de CP; (B) Corpo de prova substituido por tecido 6ésseo neoformado,
mantendo parcialmente a forma de calota esférica- HE 4X; (C) no detalhe a interface entre corpo de
proval/tecido dsseo neoformado mostrando proliferagdo celular, osteoblastos produzindo ostedide
(seta), células indiferenciadas no interior do corpo de prova mostrando osteocondugédo e
osteoindugéo do CP — HE 200X; (D) alizarina 4.2 - corando fosfato de célcio (setas) 200X.
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5.5 GRUPO V -500 DIAS

5.5.1 Analise macroscépica e microscopica descritiva

Pela andlise macroscopica observou-se a fixacdo do corpo de prova,
manutenc¢do parcial da forma de calota esférica. O corpo de prova de CP apresentou
diminuicdo de seu volume (Figura 13 A).

Na andlise microscopica observou-se o intimo contato da interface 0sso
neoformado/calvaria (seta) mostrando o fendbmeno da osteointegragdo; mostra-se
ainda a completa substituicAo do corpo de prova por tecido 6sseo neoformado,
confrmando o fenbmeno da osteotransducdo e tendo o osso neoformado as
caracteristicas de vitalidade, neoformacgdo vascular, preservacdo do periésteo e
enddsteo. O osso neoformado € do tipo lamelar, com presenca de ostedcitos
nucleados, denotando vitalidade e viabilidade celular. No detalhe mostra-se a franca
proliferacé@o celular, diferenciacdo celular e neoformagé&o vascular, penetrando areas
do corpo de prova de CP que estdo em fase final de biotransformacédo. Como
observado na analise macroscépica, confirmou-se a diminuicdo do volume do corpo
de prova com manutencao parcial da forma de calota esférica (Figuras 13 B e 13 C).

Na coloracdo com Alizarina 4.2 observou-se a marcacao do fosfato de calcio,
tanto na regido da calvaria do animal como na regido do corpo de prova de CP
(setas) (Figura 13 D).
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Fig.13 — (A) Corpo de prova de CP; (B) corpo de prova totalmente substituido por tecido
0sseo lamelar neoformado com a interface osso neoformado/calvaria sem a formacao de
fibrose — HE 4X; (C) no detalhe pequenas areas residuais de CP que estdo em processo de
osteotransducéo e interface corpo de prova/calvaria (Cal) demonstrando osteointegracéo e
auséncia de fibrose (setas)— HE 200X; (D) Fosfato de calcio corado na calvaria e no interior
do osso lamelar neoformado — Alizarina 4.2 100X.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para os percentuais de perda de
volume, perda de area superficial e area superficial de tecido 6sseo neoformado, nos
tempos experimentais, demonstrou que ndo ocorre distribuicdo normal da variavel
de porcentagem de tecido 6sseo neoformado nos grupos I, lll e V ( p < 0,05).

O teste de Levene demonstrou que as variancias ndo eram homogéneas para
o percentual de area de tecido 6sseo neoformado (p< 0,05).

Na estatistica descritiva observou-se que a média da perda de volume dos
corpos de prova de CP dos grupos |, Il, Ill, IV e V, em relagdo ao volume inicial pré-
estabelecido (V inicial= 16,56036637mm®) variou de 52,11% (8,63mm°) a 79,09%
(13,10mm?), sendo constatada que a média geral de perda de volume foi de 65,32%
(20,81mmg).

A média da perda de &rea superficial dos corpos de prova de CP dos grupos |,
I, ", Iv e V, em relacdo a é&rea superficial pré-estabelecida (S inicial=
22,25504236mm?) variou de 17,65% (3,93mm?) a 40,33% (8,98mm?), sendo
constatada que a média geral de perda de area superficial foi de 31,04% (6,91mm?).

A Média de area superficial de tecido 6sseo neoformado, em relacdo a area
superficial inicial pré-estabelecida (S inicial= 22,25504236mm?), variou de 1,97%
(0,44mm?) a 12,79% (2,85mm?), sendo constatada que a média geral da area
superficial de tecido 6sseo neoformado foi de 4,91% (1,09mm?).

Os dados comprovaram as analises macroscopicas e microscopicas onde se
verificava a diminui¢cdo do volume e da &rea superficial dos corpos de prova de CP e
também que a proporgéo de tecido ésseo neoformado era menor do que a perda de
area e volume nos tempos experimentais.

Os valores referentes a estatistica descritiva encontram-se na tabela 2 e os

valores referentes as médias gerais das variaveis encontram-se na tabela 3.
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Tabela 2 — Estatistica descritiva das variaveis em fungéo dos tempos experimentais.

Grupo Média Mediana Desvio Padrao
Perda de volume (mm3) I 8,63 8,33 2,55
Il 8,86 8,54 1,64
1 11,08 11,22 1,83
v 13,10 13,07 1,25
\% 12,42 12,59 1,31
% de perda de volume I 52,11 50,32 15,37
Il 53,50 51,59 9,92
1 66,92 67,78 11,04
v 79,09 78,95 7,57
\% 75,01 76,00 7,92
Perda de area (mm2) I 6,02 5,56 3,45
Il 3,93 4,09 2,23
1 6,98 6,78 2,47
v 8,98 7,98 2,46
\% 8,64 8,27 2,02
% de perda de area I 27,06 25,00 15,52
Il 17,65 18,36 10,04
1 31,36 30,45 11,09
v 40,33 35,86 11,05
\% 38,83 37,18 9,08
Area 0sso neoformado (mm?2) I 0,44 0,43 0,13
Il 0,60 0,59 0,22
1 0,88 0,83 0,24
v 0,70 0,68 0,20
\% 2,85 2,78 2,03
% de osso neoformado I 1,97 1,95 0,60
Il 2,68 2,64 0,98
1 3,96 3,75 1,08
v 3,16 3,04 0,91
\% 12,79 12,51 9,12

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional
e histomorfométrica — PUCPR 2011.
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Tabela 3 - Média geral dos grupos (n= 100 animais) referentes a perda de volume,
perda de &rea superficial e area superficial de tecido 6sseo neoformado. (V inicial=
16,56036637mm°) e (S inicial = 22,25504236mm?).

Perda de Volume 65,32% (10,81mm3)
Perda de area superficial 31,04% (6,91mm?)
Area superficial de tecido 6sseo neoformado 4,91% (2,09mm?)

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional
e histomorfométrica — PUCPR 2011.

Apesar de trés tempos da varidvel area de osso neoformado ndo apresentar
distribuicdo normal, observou-se que a média e a mediana (Tabela 2) s&o valores
proximos indicando distribuicdo simétrica, sendo recomendada a aplicagcéo do teste
ANOVA para comparar as médias nos tempos experimentais. O teste indica que
houve diferengas estatisticas significativas entre as meédias dos grupos
experimentais para todas as variaveis estudadas (p<0,05).

Os testes de Tukey HSD e Games-Howell demonstraram que nas multiplas
comparacdes entre as varidveis dependentes dos grupos existem diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (Grafico 1).

A) PORCENTAGEM DE PERDA VOLUMETRICA

O grupo IV apresentou as maiores médias de perda volumétrica (79,09%) em
relacdo aos grupos estudados.

Apresentou diferenga estatisticamente significante quando comparado ao
grupo | (p=0,000), ao grupo Il (p=0,000) e ao grupo Il (p=0,0048).

B) PORCENTAGEM DE PERDA DE AREA

O grupo IV apresentou as maiores médias de perda de &rea (40,33%) em
relacdo aos grupos estudados.

Apresentou relacdo direta com a perda volumétrica bem como diferenga
estatisticamente significante quando comparado ao grupo | (p=0,0041) e ao
Grupo Il (p=0,000)

C) PORCENTAGEM DE AREA DE TECIDO OSSEO NEOFORMADO

O grupo V apresentou as maiores médias de porcentagem de tecido ésseo
neoformado (12,79%) em relagéo aos grupos estudados.

Apresentou diferenga estatisticamente significante quando comparado a todos
0s outros grupos: Grupo | — (p=0,0003), Grupo Il — (p=0,0007),

Grupo Il — (p=0,0030), Grupo IV — (p=0,0012).



54

"TTO0Z 4dONd — edlgwopuowolsly o [euoisuswip ssijeue epljos ase} Wa _ucm._toa oluswid sp meCG_QE_ op ojuswenodwod Gm_JUmOQ ep sopep =[1uo4

"(50‘0<d) sreruswiuadxa sodwa) ap sopouad so ajueinp syuedliubis ajuawednselsa edualalip aanoy oeu anb wejouap srenbi sena

(%) opewoj08N 08ssQ OpIod] (%) ealy epepiad (%) swnjoA apepJad i

SIVLNIN [H3dX3 SOdNYD SOA OdIN3L 3a SOAO0Jd3d
(A odnib) seip 00§ ( AIodnub) seip 0og (1odn.f ) seipoye (110dnuf ) seip 06T (1 0dnif) seip 06

'sajuapuadap sianeueA se anua sagderedwod seidnn - T 0ouRIO

0o WworowzkE+- D4



55

A) Os dados referentes a porcentagem de perda de volume entre os
grupos mostraram que o grupo | € igual ao Il (p=0,9941), o grupo
[l é igual ao V (p=0,1295), o grupo IV é igual ao V (p=0,7503). Nos
demais tempos experimentais houve diferencas estatisticas
significantes, uma vez que p<0,05 conforme mostra o gréfico de

intervalo de confianca (Gréfico 2).

Gréfico 2 — Percentual de perda volumétrica em fungéo do tempo
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Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase soélida: analise

dimensional e histomorfométrica — PUCPR 2011.
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B) Os dados referentes a porcentagem de perda de area superficial
entre 0s grupos mostraram que o grupo | é igual ao grupo Il
(p=0,0833 e ao grupo Il (p=0,7652). O grupo IV é igual ao grupo Il
(p=0,1107) e igual ao grupo V (p=0,9940). O grupo V é igual ao
grupo Il (p=0,2544). Nos demais tempos experimentais houve
diferencgas estatisticas significantes, uma vez que p<0,05 conforme

mostra o grafico de intervalo de confianca (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Percentual de perda de &rea superficial em fungc&o do tempo
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Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional

e histomorfométrica — PUCPR 2011.
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Para a analise da area superficial de tecido ésseo neoformado, foi utilizado o
teste de Games-Howell.
C) Os dados referentes a porcentagem de tecido 6sseo neoformado
mostraram que o grupo | € igual ao grupo Il (p=0,0692). O grupo llI
é igual ao grupo IV (p=0,1011). O grupo IV é igual ao Il (p=0,5168).
Nos demais tempos experimentais houve diferencas estatisticas
significantes, uma vez que p<0,05 conforme mostra o gréafico de

intervalo de confianca (gréfico 4).

Gréfico 4 — Percentual de tecido 6sseo Neoformado
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Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional
e histomorfométrica — PUCPR 2011.
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Estes resultados demonstraram que em relacdo a perda de &rea superficial e
de volume, os grupos apresentaram similaridade de comportamento dentro dos
tempos experimentais e que existe relacdo direta e progressiva das variaveis (area
superficial e volume), quando avaliada a perda de volume e de area superficial.
Dentro deste contexto o grupo IV (300 dias) foi 0 que apresentou a maior perda de
volume (79,09%) e de area (40,33%) (Gréficos 2 e 3). Quanto & porcentagem de
neoformacdo oOssea, o grupo V (500 dias) foi o que apresentou a maior taxa de
neoformacdo Ossea (12,79%) quando comparado com 0S Outros grupos
experimentais (Gréafico 4), sendo este o Unico grupo que apresentou diferenca
estatisticamente significante com todos 0s outros grupos por apresentar a maior taxa
de tecido ésseo neoformado.

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para medir o grau de
associacdo entre as variaveis e demonstrou que a correlacdo entre a perda de
volume e a perda de &rea superficial € positiva, estatisticamente significante e forte
(0,749177355); que a correlacdo entre area de tecido 6sseo neoformado e perda de
area superficial € positiva, estatisticamente significante, porém fraca (0,308248727);
que a correlagdo entre area de tecido 6sseo neoformado e perda de volume é

positiva, estatisticamente significante e fraca (0,169675604).
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6. DISCUSSAO

O cimento portland branco foi o material de escolha utilizado nesta pesquisa
por ser similar ao MTA Branco e por ser o principal componente do MTA com 75%
de seu contetido no ProRoot MTA® e 80% no MTA-Angelus ®* **. O CP branco é
composto de materiais ricos em carbonatos principalmente o carbonato de célcio
que é fundamental em sua constituicdo, pois suas particulas sdo menores
proporcionando maior plasticidade ao cimento™ "', Partindo deste principio, os
corpos de prova para o experimento surgiram da necessidade da obtencdo de um
material que se moldasse facilmente e mantivesse sua forma quando inserido em
contato com os fluidos tissulares dos animais experimentais. A forma de calota
esférica do corpo de prova surgiu como molde similar aos enxertos de mento que
sdo materiais utilizados em aumento de tecido 6sseo para dar forma e volume em
cirurgias estéticas e reparadoras da regido do mento®.

Quando avaliados macroscopicamente, os corpos de prova de CP
apresentaram fixagao, auséncia de mobilidade, manutengéo parcial de sua forma de
calota esférica, que ao final de 500 dias apresentou formacéo de tecido 6sseo em
toda a extensdo do corpo de prova de CP, sugerindo que o0s processos de
osteoinduc&o, osteoconducéo, osteointegracéo e osteotransdugéo se realizaram **°.
Quando avaliados microscopicamente, observou-se que os corpos de prova de CP
apresentaram caracteristicas de neoformacdo 6ssea com substituicdo do CP por
tecido 6sseo lamelar neoformado* °. Nos grupos experimentais de 90, 150, 240,
300 e 500 dias ocorreram perdas volumétricas e de area superficial demonstrando
gue os corpos de prova sofreram processos de dissolugdo in vivo, com
biotransformagcdo demonstrando que o CP apresenta biocompatibilidade e
bioatividade " & % 1% 2 243 Emhora ainda ndo se compreenda completamente o

mecanismo de acdo do CP e MTA in vivo e in vitro, Holland et al*

sugerem que este
mecanismo de acédo esteja vinculado ao processo de dissolugdo dos cimentos in
vivo onde o 6xido de célcio do p6 do CP e MTA, ao ser preparado com agua €
convertido em hidroxido de célcio e quando entra em contato com os tecidos vivos
dissocia-se em jons Ca’™" e (OH)". Estes ions reagem com o gas carbonico existente
nos tecidos vivos e formam o carbonato de calcio que é um dos principais

componentes minerais do tecido 6sseo.
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No estudo da biodegradacédo dos cimentos de fosfato de célcio, CP e MTA,
Bozeman et al** e Lu et al*’ concluiram que ao reagir com componentes idnicos dos
fluidos tissulares, os cimentos apresentam a formacdo de uma fase de fosfato de
calcio amorfo; concluiram ainda que o ion célcio é liberado em maior quantidade,
sendo que a hidroxiapatita € o principal cristal formado durante a liberagdo do ion
calcio na solugdo tamponada de fosfato bem como nos tecidos vivos. A atividade
osteogénica do MTA é devida a liberacdo de ions calcio em abundéancia, os quais
interagem com os grupos fosfato da solugéo tampé&o para formar hidroxiapatita. Ao
observarvarmos a diminuicdo do volume do corpo de prova de CP, bem como a
diminuicdo da area superficial, compreendemos que a perda destas propriedades
dimensionais é resultante do processo de dissolu¢cdo dos componentes ibnicos dos
cimentos quando entram em contato com os tecidos vivos, visto que o declinio de
liberagé@o de ions célcio € devido a reacdo de dissolu¢cdo que ocorre no interior dos
cimentos, sendo esta reagdo composta das fases de consumo de ions hidroxila e
precipitagdo de fosfato de célcio.

Estes achados mostram o grupo IV como sendo o que apresenta a maior
perda volumétrica e de area, sendo que a quantidade de tecido 6sseo neoformado
ndo é diretamente proporcional a perda volumétrica e de area. O coeficiente da
correlacdo de Pearson nos mostra que a relacdo entre area de tecido ésseo
neoformado e perda de &rea e volume é positiva, estatisticamente significante,
porém fraca, pois a dissolu¢do do corpo de prova acarreta a diminui¢cdo da liberacao
de ions calcio e em consequéncia a neoformacgdo 0ssea apresenta-se diminuida em

relacdo aos outros grupos estudados. Em seu estudo Pan et al *

declararam que o
osso € formado pela mineralizacdo de uma matriz organica (principalmente
colageno), por meio de nucleacao e crescimento de um mineral muito semelhante a
hidroxiapatita, regulada pelos osteoblastos responsaveis pela formacao 6ssea e que
sdo ativados em um ambiente alcalino, tendo a capacidade de proliferar para
sintetizar a matriz organica medular e responder aos fatores de crescimento. Mesmo
se uma camada de apatita é formada primeiramente sobre um implante, ndo quer
dizer que a superficie serd necessariamente colonizada pelos osteoblastos, ou, se
for, que eles vdo necessariamente formar osso. Em todo caso essa camada €
suscetivel de ser reabsorvida, mais cedo ou mais tarde, mesmo que seja propicio

para a célula o subsequente crescimento 6sseo e, portanto, o sucesso do implante.
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Na microscopia de luz dos espécimes estudados observamos o padrdo de
evolucgao histolégico que se inicia com a formagéo de camadas distintas de fibrina e
areas granulosas, que séo as responsaveis pela adesdo e posterior diferenciacéo
celular.

Observou-se a formacgéo centripeta de tecido ésseo neoformado, sendo que a
substituicdo inicia-se da base do material em contato com a calvéaria do animal, para
posteriormente processar a substituicdo na parte superior em diregédo ao centro do

corpo de prova. Esses dados confirmam as observagées de Yokoyama et al *2

que
observaram o fenémeno de producéo de osso lamelar em implantes de fosfato de
calcio obedecendo a diregc&o centripeta.

No estudo atual observou-se que o tecido 6sseo neoformado é do tipo lamelar
compacto, com a presencga de ostedcitos nucleados aprisionados na matriz éssea
mineralizada, com a formac¢ao de vasos, denotando a viabilidade e vitalidade 6ssea;
as lamelas Gsseas apresentam osteoblastos secretores de ostedide, que é fonte de
comprovacdo do processo de neoformagdo Ossea. Nos tempos experimentais,
observou-se que a diminuicdo do volume do corpo de prova de CP nédo é
diretamente proporcional a &rea de tecido 0sseo neoformado, pois existe maior
dissolucéo do corpo de prova e menor formacgéo de tecido 6sseo como demonstram
os dados estatisticos, sendo que a maior taxa de perda de volume encontra-se no
grupo IV (300 dias) (79,09%) e a maior taxa de neoformagédo 0ssea encontra-se no
grupo V (500 dias) (12,79%).

A neoformacdo Ossea esta relacionada com a disponibilidade de ions calcio
presentes no interior do corpo de prova, pois estes ions estimulam a osteoinducéo e
osteocondugédo que resultard em diferenciacdo celular e posteriormente producgédo de
tecido 6sseo neoformado. Na medida em que se processa a dissolugdo dos corpos
de prova, a disponibilidade de ions calcio diminui e posteriormente diminui a
neoformacao 6ssea. Estes resultados estdo em acordo com Koh et al 2, Koh et al*°,
Mitchell et al** e Abdullah et al*'.

Demonstrou-se que a média geral de perda de volume dos corpos de prova
de CP foi 65,32% mostrando similaridade com os resultados de Lu et al?, que
estudando cimentos de fosfato de célcio implantados em defeitos 6sseos, observou
que de 4 até 24 semanas, o tecido 6sseo neoformado torna-se lamelar e esta em
contato direto com o cimento, associando tecido ostedide e numerosos osteoblastos,

ocorrendo a biodegradagcdo do cimento e paralelamente neoformacgdo de tecido
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0sseo até 24 semanas, sendo que 60% do cimento de fosfato de calcio é
reabsorvido.

No processo de biodegradagdo do CP e sua respectiva biocompatibilidade e
bioatividade, os resultados suportam a tese de que o CP ndo causa apoptose e sim,
promove proliferacéo celular como encontrado nos estudos de Moghaddame-Jafari
et al * que concluiram que o MTA induz proliferacdo celular e n&o induz apoptose.
Além de ndo causar morte celular, o MTA aumenta a proliferacdo de células
indiferenciadas levando a posterior diferenciacdo celular. Estes achados podem
sugerir que o CP segue 0 mesmo processo de inducao, pois o principal componente
do MTA é o CP que foi objeto deste estudo em sua forma basica, sem a mistura de
oxido de bismuto.

Observando os dados estatisticos, fica claro que a maior quantidade de osso
neoformado esté relacionada com o maior tempo de permanéncia do corpo de prova
de CP em contato com a calvéaria do animal. Encontrou-se que a maior porcentagem
de tecido 6sseo neoformado esta descrita no grupo V (500 dias), com a formagéo de
12,79% de tecido 6sseo substituido pelo processo da osteotransducéo; e que a
menor taxa de neoformacdo Ossea estda no grupo | (90 dias) com 1,97% de
neoformacdo Ossea. Esses dados sugerem que a quantidade de tecido 6sseo
neoformado é insuficiente para o propdsito de aumento 6sseo, no caso de enxertos
de mento ou defeitos Osseos, onde € necessaria a formacdo de grandes
quantidades de tecido 6sseo e a manutencdo da forma do corpo de prova.

Embora o estudo tenha sido realizado com CP em fase sélida, encontrou-se

similaridade com os estudos de Kuemmerle et al *

que realizaram estudo
experimental para avaliar o cimento de fosfato de calcio injetavel como alternativa
para cranioplastia. Foram criados defeitos 0sseos em carneiros e posteriormente
preenchidos com cimento de fosfato de célcio injetavel. Avaliaram os resultados
histolégicos apos 2, 4 e 6 meses e observaram que a formagéo 6ssea era moderada
e a reabsorgéo do cimento ocorria de forma centripeta, concluindo que os cimentos
ndo sdo adequados para cranioplastia experimental, como regeneradores em
defeitos ésseos, pois ndo ocorre suficiente substituicdo éssea e, além disso, a
substituicéo € lenta.

Um dado importante observado nas andlises histologicas, por meio da
coloragéo de Alizarina 4.2, foi a comprovacao da formagado da fase de fosfato de

calcio, no processo de osteotransducdo do CP, que posteriormente formaré tecido
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0sseo lamelar. Esses dados séo evidentes, pois o fosfato de célcio cora-se em tom
castanho-alaranjado e foram observados durante todos os periodos dos tempos
experimentais, sendo que a matriz 6ssea em fase de mineralizacdo apresenta
fosfato de calcio amorfo, que posteriormente irA se mineralizar formando a
hidroxiapatita, principal componente mineral do tecido ésseo.

Esses dados estdo em acordo com Sarkar et al > e Pan et al** que mostraram
a formacgéo da fase de fosfato de calcio na biotransformag&o dos cimentos de fosfato
de célcio, MTA e CP. Estes autores afirmaram que o processo de neoformacéo
0ssea é determinado pela vitalidade dos osteoblastos, cuja atividade é regulada por
véarios hormbnios e fatores locais como o estrogénio, o horménio da paratiredide e a
proteina ossea morfogenética. A expressao destes fatores resulta na ocorréncia de
desmineralizagdo e remineralizacdo, um processo de equilibrio dinAmico e que de
forma clara e decisiva isso também deve depender da bioquimica das células, as
quais séo influenciadas pelos solutos que séo liberados decorrentes da dissolugéo
dos corpos de prova. E um sistema vivo e ndo quimica elementar. Apatita pode ser
representado como Cas (PO4)3X, onde X pode ser substituido por OH, F ou Cl. O
principal e, portanto, o mais importante biomineral, é uma forma impura de
hidroxiapatita com uma estrutura hexagonal, por vezes referido como apatita
biolégica. Em contraste com a hidroxiapatita estequiométrica sintética ela é descrita
como uma apatita deficiente em célcio com varias substituicdes aleatdrias nos locais
de rede, onde os ions comuns como F, Cl e CO3 ocupam os lugares do ion hidroxila
na formulagdo da apatita, formando desta maneira a fluoroapatita, cloroapatita e
apatita carbonatada. Portanto a apatita é fundamentalmente fosfato de célcio.

Desta maneira a formagdo do fosfato de calcio presente neste estudo,
reafirma o fato de que o CP pode ser utilizado como biomaterial, sendo necessarios
mais estudos in vivo para elucidacdo de processos bioquimicos e fisiolégicos que
ainda encontram-se obscuros em alguns pontos.

Em extensa revisdo de literatura, Parirokh e Torabinejad 2 abordaram alguns
aspectos relativos a utilizacdo do CP como material seguro para uso na clinica
odontolégica. Chegaram a conclusdo que MTA e CP sdo materiais bioativos e que
influenciam o meio ambiente em que estdo envolvidos, apresentam condutividade
para formacdo de tecidos duros, apresentam inducdo para formacdo de tecidos

duros e apresentam biocompatibilidade. Nesta revisdo, os autores destacam o CP
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como um material barato e de similaridade quimica com o MTA e que esta sendo
largamente estudado como substituto para o MTA.

No estudo atual observamos que o CP nédo produziu &reas de necrose nos
tecidos adjacentes, ndo apresentou transformagfes displasicas nas células como
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células pluripotentes e indiferenciadas.

Estatisticamente, os dados obtidos na variavel de porcentagem de
neoformacédo 0ssea, encontraram o grupo V (500 dias) como sendo o0 que apresenta
diferenca estatisticamente significante com todos os outros grupos quando avaliada
a neoformagcdo Ossea, isso reafirma a caracteristica de biocompatibilidade e
bioatividade do CP, pois este tempo de permanéncia do corpo de prova de CP em
fase sdlida e em contato com tecidos vivos foi até o momento o mais longo ja
estudado.

Foi observado nesta pesquisa que o cimento Portland foi capaz de estimular
respostas especificas, bioquimicas e biofisicas, que resultaram na formac&o de
tecido dsseo lamelar pelo processo de osteotransducdo confirmando-se a
capacidade osteoindutora e osteocondudora do cimento Portland, bem como sua

bioatividade.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢gdes experimentais do trabalho

parece licito concluir que:

1. O cimento Portland n&o € indicado para enxertos de aumento de volume
0sseo, pois ocorrem perdas volumétricas, perdas de &rea superficial e a

quantidade de tecido 6sseo lamelar neoformado € insuficiente.

2. Houve formacao 6ssea pelo processo de osteotransducgdo do implante em
tecido 6sseo, porém a quantidade de tecido 6sseo lamelar neoformado foi

menor que o volume depositado.



8. REFERENCIAS

68



69

8. REFERENCIAS?'®

1. Hernandez-Gil IFT, Garcia MAA, Pingarron MC, Jerez LB. Bases fisioldgicas
de la regeneracion 6sea |. Histologia y fisiologia Del tejido 6seo. Med Oral
Patol Oral Cir Bucal 2006; 11: E47-51.

2. Dorozhkin SV, Epple M. Biological and Medical significance of Calcium
Phosphates. Angew.Chem Int Ed 2002; 41: 3130-46.

3. Heymann D, Passuti N. Bone substitutes: new concepts. Eur J Orthop Surg
Traumatol 1999; 9: 179-

4. Albrektsson T, Johansson C. Osteoinduction, osteoconduction and
osseointegration. Eur Spine J 2001; 10: S96-S101.

5. Driessens FCM, Planell JA, Boltong MG, Khairoun |, Ginebra MP.
Osteotransductive bone cements. Proc Instn Mech Engrs 1998; 212: 427-
435..

6. Schliephake H, Gruber R, Dard M, Wenz R, Scholz S. Repair of calvarial
defects in rats by prefabricated hydroxyapatite cement implantes. J Biomed
Mater Res 2004; 69A: 382-390

7. Lee SJ, Monsef M, Torabinejad M. Sealing ability of a mineral trioxide
aggregate for repair of lateral root perforations. J Endod 1993; 19: 541-544.

8. Torabinejad M, Hong CU, McDonald F, Pitt Ford TR. Physical and chemical
properties of a new root-end filling material. J Endod 1995; 21: 349-353.

9. Estrela C, Bammann LL, Estrela CR, Silva RS, Pécora JD. Antimicrobial and
chemical study of MTA, Portland cement, calcium hidroxide paste, sealapex
and dycal. Braz Dent J 2000; 11: 3-6.

10.Torabinejad M, Parirokh M. Mineral Trioxide Aggregate: A comprehensive
literature review — Part Il: Leakage and Biocompatibility investigations. JOE
2010; 36, 2: 190-202.

11.Zanferrari FL. Reac¢Bes Osseas a implantes de cimento portland em fase
sélida.Tese Mestrado http://www.biblioteca.pucpr.br/tede/tde arquivos/4/TDE-
2007-04-13T070344Z7-553/Publico/FernandoOdontol.pdf

12.Torabinejad M, Watson TF, Pitt Ford TR. Sealing ability of a mineral trioxide
aggregate when used as a root end filling material. JOE 1993; 19, 12: 591-95.

13.Holland et al. Reaction of rat connective tissue to implanted dentin tube filled
with mineral trioxide aggregate, Portland cement or calcium hidroxide. Braz
Dent J 2001, 12: 3-8.

16 As referéncias seguem as normas do ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors) (Vancouver).



70

14.Holland R, Souza V, Mérida Delgado RJ, Murata SS. Agragado de trioxide
mineral ( MTA): composi¢do, mecanismo de agdo, comportamento biologic e
emprego clinic. Revista Ciéncias Odontoldgicas 2002; 5: 7-21.

15.Sarkar NK, Caicedo R, Ritwik P, Moiseyeva R, Kawashima |. Physicochemical
basis of the biologic properties of mineral trioxide aggregate. J Endod 2005;
31: 97-100.

16.Khlusov IA, Karlov AV, Sharkeev YP, Pichugin VF, Kolobov YP, Shashkina
GA, Ilvanov MB, Legostaeva EV, Sukhikh GT. Osteogenic potential of
mesenchymal stem cells from bone marrow in situ: role of physicochemical
properties of artificial surfaces. Cell technologies in biology and medicine
2005; 3: 144-152.

17.Camilleri J. The chemical composition of mineral trioxide aggregate. J Conserv
Dent 2008; 11, 4:141-143.

18.Camilleri J. Characterization of hydration products of mineral trioxide
aggregate. International Endodontic Journal 2008; 41: 408-417.

19.Camilleri J. Characterization and chemical activity of portland cement and two
experimental cements with potential for use in dentistry. International
Endodontic Journal 2008; 41:791-799.

20.Gandolfi MG et al. Environmental scanning electron microscopy connected
with energy dispersive X-ray analysis and raman techniques to study proroot
mineral trioxide aggregate and calcium silicate cements in wet conditions and
in real time. JOE 2010; 36, 5: 851-857.

21.Namazikhah MS, Nekoofar MH, Sheykhrezae MS, Salariyeh S, Hayes SJ,
Bryant ST, Mohammad MM, DummerPMH. The effect of pH on surface
hardness and microstructure of mineral trioxide aggregate. International
Endodontic Journal 2008; 41: 108-116.

22.Parirokh M, Torabinejad M. Mineral trioxide aggregate. A comprehensive
literature review —Part lll: Clinical applications, drawbacks and Mechanism of
action. JOE 2010; 36, 3:400-413.

23.Reyes-Carmona JF, Santos AS, Figueiredo CP, Baggio CH, Felippe MCS,
Felippe WT, Cordeiro MM. Host-Mineral trioxide aggregate inflammatory
molecular signaling and biomineralization ability. JOE 2010; 36, 8: 1347-1353.

24.Bozeman TB, Lemon RR, Eleazer PD. Elemental analysis of crystal precipitate
from gray and white MTA. JOE 2006; 32, 5: 425-428.

25.Tay FR, Pashley DH, Rueggeberg FA, Loushine RJ, Weller RN. Calcium
phosphate phase transformation produced by the interaction of Portland
cement component of white mineral trioxide aggregate with a phosphate-
containing fluid. JOE 2007; 33, 11: 1347-1351.



71

26.Reyes-Carmona JF, Felippe MS, Felippe WT. Biomineralization ability and
interaction of mineral trioxide aggregate and white Portland cement with dentin
in a phosphate-containing fluid. JOE 2009; 35, 5: 731-736.

27.Lu J, Descamps M, Dejou J, Koubi G, Hardouin P, LemaitreJ, Proust JP. The
biodegradation mechanism of calcium phosphate biomaterials in bone. J
Biomed Mater Res (appl Biomater) 2002; 63: 408-412.

28.Koh ET, Torabinejad M, Pitt Ford TR, Brady K, McDonald F. Mineral trioxide
aggregate stimulates a biological response in human osteoblasts. J Biom Mat
Res 1997; 37: 432-439.

29.Torabinejad M, Pitt Ford TR, Abedi HR, Kariyawasam PS, Tang HM. Tissue
reaction to implanted root-end-filling materials in the tibia and mandible of
guinea pigs. JOE 1998; 24, 7: 468-471.

30.Koh ET, McDonald F, Pitt Ford TR, Torabinejad M. Cellular response to
mineral trioxide aggregate. JOE 1998; 24, 8: 543-547.

31.Mitchell PJC, Pitt Ford TR, Torabinejad M, McDonald F. Osteoblast
biocompatibility of mineral trioxide aggregate. Biomaterials 1999; 20: 167-173.

32.Holland R, Souza V, Murata SS, Nery MJ, Bernabé PFE, Otoboni Filho JA,
Dezan Junior E. Healing process of dog dental pulp after pulpotomy and pulp
covering with Mineral Trioxide Aggregate or Portland cement. Braz Dent J
2001; 12, 2: 109-113.

33.Saidon J, Jianing He, Qiang Zhu, Safavi K, Spangberg, Larz SW. Cell and
tissue reactions to mineral trioxide aggregate and Portland cement. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2003; 95, 4: 483-489.

34.Torreira MG, dos Santos AA, Rodriguez Cobos MA, Fuentes Boquete I,
Crespo Abelleira A. The osteoinductive potential of MTA (Mineral trioxide
aggregate): a histologic study in rabbits. Eur J Anat 2004; 8, 3: 101-105.

35.Pelliccioni et al. Evaluation of osteoblast-like cell response to Proroot MTA
(mineral trioxide aggregate) cement. J Mat Sci: Mat in Med 2004; 15: 167-173.

36.Ribeiro DA, Duarte MAH, Matsumoto MA, Marques MEA, Salvadori DMF.
Biocompatibility in vitro tests of mineral trioxide aggregate and regular and
white Portland cements. JOE 2005; 31, 8: 605-607.

37.Moghaddame-Jafari S, Mantellini MG, Botero TM, Macdonald NJ, Nor JE.
Effect of Proroot MTA on pulp cell apoptosis and proliferation in vitro. JOE
2005; 31, 5: 387-391.

38.Al-Rabeah E, Perinpanayagam H, MacFarland D. Human alveolar bone cells
interact with Proroot and tooth-colored MTA. JOE 2006; 32, 9: 872-875.



72

39.Cintra LTA et al. Evaluation of the tissue response to MTA and MBPC:
Microscopic analysis of implants in alveolar bone of rats. JOE 2006; 32, 6:
556-559.

40.Kuratate M, Yoshida K, Shigetani Y, Yoshiba N, Ohshima H, Okiji T.
Immunohistochemical analisys of Nestin, Osteopontin and proliferating cells in
the reparative process of exposed dental pulp capped with mineral trioxide
aggregate. JOE 2008; 34, 8: 970-974.

41.Abdullah D, Pitt Ford TR, Papaioannou S, Nicholson J, McDonald F. An
evaluation of accelerated Portland cement as a restorative material.
Biomaterials 2002; 23: 4001-4010.

42.Yokoyama A, Yamamoto S, Kawasaki T, Kohgo T, Nakasu M. Development of
calcium phosphate cement using chitosan and citric acid for bone substitute
materials. Biomaterials 2002; 23: 1091-1101.

43.Kuemmerle JM, Oberle A, Oechslin C, Bohner M, Frei C, Boecken |,
Rechenberg BV. Assessment of suitability of a new brushite calcium
phosphate cement for cranioplsty — an experimental study in sheep. Journal of
cranio-maxillofacial surgery 2005; 33: 37-44.

44.Pan H, Zhao X, Darvell BW, Lu WW. Apatite-formation ability — Predictor of
bioactivity? Acta biomaterialia 2010, doi:10.1016/j.actbio.2010.05.013.

45.Goraieb K, Lopes AS, Sato CA, Segatelli MG, Pacheco e Silva V, Verzoto JC,
Bueno MIMS. Characterization of portland cements by X-ray spectrometry
allied to chemometrics. Journal of Chemometrics 2006; 20: 455-463.

46.Gobbo, LA. Os compostos do clinquer Portland: sua caracterizacdo por
difracdo de raios-X e quantificagdo por refinamento de Rietveld. Dissertagéo
de Mestrado. Universidade de S&o Paulo. Instituto de Geociéncias 2003: 4-
34.

47.Barbosa, AVH, Cazal C, Nascimento DCA, Valverde DFS, Valverde RS,
Sobral APV. Propriedades do cimento portland e sua utilizagdo na
odontologia: Revisao de literatura. Pesq Bras Odontoped clin integr 2007; 7 1:
89-94.

48.Associacdo Brasileira de Cimento Portland. Guia béasico de utilizacdo do
cimento Portland. Boletim técnico 106. 7 ed. Sdo Paulo 2002: 1-27.

49.Funteas UR, Wallace JA, Fochtman FW. A comparative analysis of mineral
trioxide aggregate and Portland cement. Aust End Journal 2003; 29: 43-44.

50.Camilleri J, Montesin FE, Brady K, Sweeney R, Curtis RV, Pitt Ford TR. The
constitution of mineral trioxide aggregate. Dent Mat 2005; 21: 297-303.

51.Asgary S, Parirokh M, Eghbal MJ, Brink F. Chemical differences between
white and gray mineral trioxide aggregate. JOE 2005; 31, 2: 101-103.



73

52.1slam I, Chng HK, Jin Yap AU. Comparison of the physical and mechanical
properties of MTA and Portland cement. J Endod 2006; 32: 193-197.

53.Parirokh M, Torabinejad M. Mineral trioxide aggregate. A comprehensive
literature review —Part I: Chemical, physical and antibacterial properties. JOE
2010; 36, 1:16-27.

54.Tingey MC, Bush P, Levine MS. Analysis of mineral trioxide aggregate surface
when set in the presence of fetal bovine serum. JOE 2008; 34, 1: 45-49.

55.Coomaraswamy KS, Lumley PJ, Hofmann MP. Effect of bismuth oxide
radioopacifier content on the material properties of an endodontic portland
cement-based (MTA-like) system. JOE 2007; 33, 3: 295-298.

56.Torabinejad M, Chivian N. Clinical applications of mineral trioxide aggregate. J
Endod 1999; 25: 197-205.

57.Qin H, Cai J, Fang J, Xu H, Gong Y. Could MTA be a novel medicine on the
recurrence therapy for GCTB? Medical Hypotheses 2010; 74: 368-369.

58.Fagundes mDJ, Taha MO. Modelo animal de doenca: critérios de escolha e
espécies de animais de uso corrente. Acta cirurgica brasileira 2004; 19, 1: 59-
65.

59.Moe et al. Medial artery calcification in ESRD patients is associated with
deposition of bone matrix proteins. Kidney Int 2002; 61: 638-647.

60.Pitanguy |, Martello L, Caldeira AML, Alexandrino A. Augmentation
Mentoplasty: A critical analysis. Aesth Plast Surg 1986; 10: 161-169.



9. ANEXOS

74



9. ANEXOS
ANEXO A

'“ 7 Poniificia Universidade Catdlica do Parana
qP== Pro-Reitoria Académica e de Pesquisa
—— Mucleo de Bicdtica

Curitiba 04 de Abril de 2007
PARECER N. 35.0T/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Pesgusador (a),

Informo a Vossa Senhoria que o Comitd de Etica Mo Usa de Animais da Pontificia
Unrargsidade Catéhce do Parand, em reunido realizeda ne diz 2 de abril do corrente ang
avalisu o peddo de emenda ac Projets Intitulads “Implantes de cimento de fosfato de

calcio”. s0b o registro no CEUA /PUCPR n® 107,

Fol autarizado a prorrogacio do prazo da pesquisa. bem como a aprovagdo de 150 animais

experimentais {ratos wistar)

0 zo'sgiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as normas élicas
vigerias no pais e por isso emite o seguinte parecer:

APFOVADO

Lembramos o senhor (a) pesguisador (8) que & obrigatoric encaminhar relatdrio anual

parzial e relatonio inal da pesquisa a este CEPA

Atenciosamente,

g

Frof [ Kano Antonio Sanches

Coordanador do Nucleo de Bioética

Poua bnedaidn Goncogis, 1165 Prado Vel GEP B0215 901 Curlila  Pornnd Binsd
Caiea Prstal 17315 CEP BOZ42 080 Tolobax: (41) 3271 2202 www.gucpr.le
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ANEXO B

DOCUMENTO REFERENTE A MANUTENCAO / ACLIMATACAO DE
ANIMAIS EM LABORATORIO

Os textos referentes a ética e bem-estar animal apontam para a necessidade
da conscientizagdo crescente quanto as nossas responsabilidades na manutencéo
de animais de experimenta¢cdo. Assim, alguns trechos citados abaixo reforgcam tal
necessidade.

[) RESPONSABILIDADE E ETICA:

1) “Tendo o homem sido dotado com as faculdades da razdo e da reflexdo, ele é
responsavel por suas agbes e é dever do mesmo respeitar, preservar e cuidar de
tudo o que a natureza oferece. O principio ético de reveréncia pela vida exige que o
homem proteja seus amigos animais. N6s, humanos, temos responsabilidade moral
para com os animais, do mesmo modo que para com as criangas ou pessoas que
ndo sejam capazes de valer-se por si mesmas. Nossa cultura considera que temos o
direito de utilizar animais para experimentagdo, porém temos que saber que néo
podemos abusar desse direito”. (Manual 1 - pag. 11)

2) “Nossa obrigacdo é, pois, a de criar os animais de experimentagdo em um
ambiente de bem-estar para que possam atingir a plenitude de suas funcdes
fisioldgicas e psicoldgicas, evitando que passem por estresse desnecessariamente.
O bem-estar dos animais de laboratério € essencial tanto para o bem-estar dos
mesmos quanto para a validade das pesquisas, j& que animais cujos estados
fisioldgicos e psicologicos sdo desconhecidos, ou submetidos ao estresse, tornam
os resultados das pesquisas ndo confidveis e as aplicagbes médicas deficientes....”
(Manual 1 - pag. 13)

3) “O animal de laboratério deve ser visto como um reagente biologico. Tudo que o
circunda, de uma ou de outra forma, pode exercer influéncias nas caracteristicas
deste reagente. Esta interferéncia reflete-se principalmente na resposta do animal a
determinados experimentos. A manutencdo de condigcdes ambientais estaveis,
portanto, ir4 assegurar a reproducdo dos resultados experimentais, uma vez que
resultados diferentes poderdo ser obtidos para idénticos parametros experimentais
com animais em diferentes condi¢cdes ambientais...”

Dessa forma varios documentos e leis reiteram a importancia do cuidado e
bem-estar na manutencgéo e experimentagéo animal, conforme citado a seguir:

1) LEGISLACAO

1) “No Brasil, em 1934, surgiu o Decreto Federal n° 24.645 que assegurava protecao
a todos os animais, sem excec¢do. Esse decreto somente em 1979 passou a forma
da lei 6.638 (Diario Oficial da Unido — 8/5/79), estabelecendo normas para préticas
didatico-cientificas da vivisse¢cdo de animais, regulamentando o registro dos
Biotérios e Centros de Experimentacdo, e estabelecendo penalidades para os
infratores....” (Manual 1 - p4ag. 13)

2) “Animais precisam ser tratados com alimentacdo e espaco apropriados e atengéo
veterinaria, em construcdes limpas e adequadamente ventiladas e com temperatura
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controlada.” (encarte sobre animais em pesquisa da “The American Physiological
Society”)

3) Principios éticos na experimentacdo animal: — “Dispor de alojamentos que
propiciem condi¢bes adequadas de saude e conforto, conforme as necessidades
das espécies animais mantidas para experimentacdo ou docéncia” (COBEA).

4) LE1 6.638 (8/5/1979):

* Capitulo | — Art. 3°

“VIII — Centro de criagéo: locais aonde sdo mantidos os reprodutores das diversas
espécies animais, dentro de padrbes genéticos e sanitarios preestabelecidos para
utilizac&o em atividades de ensino e pesquisa”.

IX — Biotério: local dotado de caracteristicas proprias onde s&o criados OU
MANTIDOS animais de qualquer espécie, destinados ao campo da ciéncia e
tecnologia voltado & saide humana.

“X — Laboratério de experimentacdo animal: local provido de condic6es ambientais
adequadas, bem como de equipamentos e materiais indispenséveis a realizacdo de
experimentos em animais, QUE NAO PODEM SER DESLOCADOS PARA UM
BIOTERIO".

* Capitulo 1l — Art. 14° - Paragrafo 10 — “Para a realizacé@o de trabalhos de criacéo e
experimentacdo de animais em sistemas fechados, eram consideradas as condi¢cdes
e normas de seguranca recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude ou pela
Organizacdo Pan-Americana de Saude.”

* Capitulo VI — Art. 22° - “Qualquer pessoa gue, por acdo ou omissao, interferir nos
centros de criacdo, biotérios e laboratérios de experimentacdo animal, de forma a
colocar em risco a saude publica e o meio ambiente, estard sujeita as
correspondentes responsabilidades civil e penal”.

Art. 23° - Il — “Compatibilizar suas instalacdes fisicas no prazo maximo de cinco
anos, a partir da entrada em vigor das normas estabelecidas pelo CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal), com base no art. 52 V
desta lei”.

Tendo em vista que € de cunho ético e legal a adequada manutencdo dos
animais de experimentacdo, além dos aspectos legais j& citados, diversos
documentos demonstram que os biotérios sdo os locais apropriados para a criagéo e
manutencdo desses animais e que nestes locais sdo inUmeros os cuidados e
condigbes necessérios para que o bem-estar e a saude dos animais sejam
efetivamente mantidos. Do que esté descrito abaixo percebe-se o quanto instalacdes
provisérias para manutencdo dos animais experimentais sdo improprias e precarias,
podendo levar ao risco da saude animal e humana, além de trazer mascaramentos
nos resultados experimentais.

1) MANUTENCAO ADEQUADA DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS
1) Quanto a barreiras e ventilagdo: “Caso o biotério de criacdo esteja localizado
proximo a centros de pesquisa, especial atencdo deve ser dispensada as barreiras
sanitarias. Iniciemos pela definicdo, de acordo com o ILAR (1976): “Barreira
sanitaria € um sistema que combina aspectos construtivos, equipamentos e métodos
operacionais que buscam estabilizar as condigbes ambientais das areas restritas,
minimizando a probabilidade de patégenos ou outros organismos indesejaveis
contatarem a populagéo animal de areas limpas™.

“A propria distribuicho do ar no biotério pode funcionar como barreira

sanitaria. Quando devidamente instalados e em condi¢Bes de operagéo, os filtros de
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ar irdo reter os contaminantes, além do que podemos estabelecer gradientes de
pressao nas salas, pela modificagdo na relagdo das vazdes de insuflagdo ou
exaustao...”

“Como a ventilacdo ou climatizacdo de biotérios deve ser efetuada com 100%
de tomada de ar externo, equipamentos de condicionamento de ar de pegqueno
porte, tipo residencial (de parede ou janela), tendem a ser obsoletos guanto ao
controle de poluentes, embora possam resfriar ou aqguecer o _ambiente. Este fato
ocorre porque estes equipamentos renovam apenas uma pequena quantidade de ar,
0 que leva ao acumulo de amdnia.” No méximo, “o suprimento de ar ndo pode
exceder a 50% de ar reciclado, ou seja, com pelo menos 50% de ar totalmente
fresco”.

Animais devem ocupar apenas 50% da &rea total de biotérios ou dos locais
aonde sejam mantidos!

2) Quanto a influéncia de ruidos: “O camundongo CBA capta sons de baixa
intensidade, da ordem de 10dB... O ouvido humano nao € um bom indicador para as
condigdes de ruido que poderiam prejudicar os animais no interior do biotério, pois o
homem pode, simplesmente, ndo estar ouvindo um determinado som... A influéncia
do som nos animais de laboratorio pode ser dividida em dois grandes grupos: 1)
efeitos auditivos, relacionados a lesbes experimentais provocadas por ruidos de
intensidade e frequéncia variadas e 2) efeitos ndo auditivos, associados ao estresse.
Neste Ultimo encontram-se os principais efeitos para animais no biotério.”

3) Quanto a alojamento, higiene e limpeza:

“Todo o estagio de limpeza em um biotério como troca de gaiolas, limpeza de
estantes, etc., geram aerossois de alta quantidade de bactérias, portanto, a limpeza
do material deve ser em &reas separadas das salas de criagdo.”.

“O microambiente do animal é de extrema importancia, pois 0s animais
confinados em gaiolas ou jaulas estéo certamente em um ambiente diferente de seu
habitat natural. Deve-se, portanto, promover a maior limpeza e higiene possivel para
que o animal fique confortavel e ndo venha a desenvolver doencgas e contusdes. A
degradacdo dos excretos por bactérias no interior das caixas gera a producdo de
amonia gue provoca alteracdes inflamatorias no epitélio traqueal.”

“No sistema convencional de alojamento dos animais, lembramos que o
intervalo entre trocas de cama deve ser compativel com o ndmero de animais
alojados. Elevagdes extremas ao nivel de aménia estdo relacionadas ao aumento
exagerado da umidade, como p.ex., vazamento de bebedouros”

“Como coelhos e alguns roedores, por exemplo, cobaias e hamsters,
produzem urina com altas concentragdes de proteinas e minerais, estes minerais e
0S compostos organicos na urina muitas vezes aderem as superficies das gaiolas, o
que exige tratamento com solugdes 4cidas antes da lavagem”

“A intensidade dos odores animais, principalmente de amonia ndo deve ser a
Unica forma de avaliar a eficiéncia do programa de higienizagdo. Para alteragédo da
frequéncia de trocas das camas ou de lavagens das gaiolas deve-se basear em
fatores como a concentragéo de amonia, a aparéncia da gaiola, a condicdo da cama
e 0 numero e o tamanho dos animais alojados na gaiola”. Além disso, “indices de
desempenho animal como saude, reproducdo, crescimento, comportamento,
atividade e uso de espago podem ser usados para avaliar a adequagéo do
alojamento”
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“As trocas frequentes de cama e a lavagem das gaiolas, juntamente com as
praticas de manejo, como baixa densidade de animais dentro da sala e temperatura
ambiental e umidade mais baixa, também podem reduzir a concentracdo de gases
toxicos ou causadores de odor no ar da sala de animais”

“O material descartado deve ter um destino adequado, ficar em locais livres
de trafego de pessoas e carrinhos e assegurar um tempo minimo do descarte ao
destino final. Este material atraira moscas e outros insetos devendo a area ao redor
ser regularmente lavada e desinfetada.”

“Antes da introducdo de animais ou apos o término dos testes, em biotérios
de experimentagdo as salas devem sofrer uma descontaminacéo. Esse processo
deve ser iniciado por uma limpeza geral, incluindo o teto, parede e piso, seguido do
uso de um desinfetante na forma de aerossol. Pode ser usado o formaldeido ou
acido peracético ou qualquer desinfetante disponivel, permitindo-se o contato por
pelo menos 24 horas. Apés a aplicacdo, a porta da sala deve ser vedada, com fitas
adesivas, afixando-se um cartaz na mesma com a data da descontaminacéo e o dia
em que a sala sera liberada para uso.”

4) Niveis de ambnia e sua relacdo com a ventilag&o:

Em biotérios ou salas de manutencdo de animais, um contaminante de ar em
ambiente de alta densidade populacional € a am6nia, resultante da decomposicao
de excrementos. Rigorosa atencdo a higiene e prevencdo de superlotacdo, em
ndimero de gaiolas por sala e animais por gaiola, é extremamente importante na
reducao dos niveis de amdnia que predispéem as infeccdes respiratorias. A troca de
Mara valha nas caixas minimiza este problema, embora a troca excessiva seja um
fator estressante, o que acaba aumentando a producao de feromdnio e amonia. Por
outro lado, a falta de troca faz com que haja um aumento da concentracéo de
aménia e outros odores acima dos niveis toleraveis na sala, prejudicando tanto os
animais como os técnicos. Assim, cada local/biotério deve definir qual € a melhor
rotina de limpeza de suas salas.

Um estudo realizado em ratos para avaliar os efeitos da exposi¢cdo ambiental
de amodnia concluiu que baixas concentracdes de amoénia (menos de 100 ppm)
produziram pouquissimas alteracdes na concentracdo de amonia sanguinea. No
entanto, exposicdo a concentracbes maiores (até 1157 ppm) provocou aumento
linear e significativo na concentragdo sanguinea de amdnia. Estes achados sugerem
que a concentragdo ambiental de amdnia encontrada em salas com animais pode
causar minimos efeitos em ratos saudaveis.

A ventilacdo deve prover suprimento de oxigénio necessario para remover 0s
odores desagradaveis, principalmente a amobnia produzida pela atividade de
bactérias urease-positiva nas fezes e wurina, o poluente desprendido de
equipamentos e da forragéo de gaiolas, bem como diluir contaminantes gasosos e
ainda ajustar a temperatura e umidade do ar. Recomendam-se 15 a 20 trocas de ar
fresco (renovagdo de 100% de ar) por hora na sala dos animais. Ventilagdo
deficiente favorece enfermidades respiratérias e contaminagdo por odores de
animais de espécies diferentes.

Fatores ambientais que afetam os animais incluem alimentagdo, agua, luz e
qualidade interna do ar (IAQ). Sistemas de ventilacdo e de calor podem otimizar a
IAQ, sendo que trés controladores sdo usados para padronizar o IAQ nas salas:
sistema de exaustdo local (LED), ventilagdo e sistema de limpeza. Ha dois tipos de
ventilagéo: fluxo recirculante e fluxo simples. O tipo de ventilacdo e os fatores de
mistura do ar definem a taxa de ventilacdo. A ventilagdo requerida é expressa em
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ACH (troca de ar por hora), e pode ser calculada exatamente por um engenheiro
mecanico, seguindo as seguintes formulas:

ACH recomendada = Q [exhaust airflow, ft3/min.] x 60

V[volume, ft3]

ACH requerida = ACH recomendada x Fator de mistura

OBS: Fator de mistura varia de 1 (1 para perfeita mistura) a
10 (pobre mistura).

O Prof. Dr. José Bernardino Merussi (Presidente da Comissédo de edificacao
em Biotérios — COBEA) em e-mail ao CEEA — UFPR, citou que: “O acumulo de
ambnia no ambiente (ACA) é inversamente proporcional a taxa de renovagédo de
ar/hora (TRA/H) até o numero de 20, de acordo com BESCH. Dessa forma, para
uma situacdo imaginaria de TRA/H = 0, a ACA tente ao infinito; para uma TRA/H =
20 o acumulo de vapores de amobnia se estabiliza num nivel que vai depender da
taxa de geracdo de amobnia. Para TRA/H > 20, os niveis de vapor de amodnia
diminuem muito pouco, o que caracteriza curvas assintoticas, de geracao/equilibrio
quando analisadas num gréfico cartesiano (x = TRA/H; y = niveis NHg). Além disso,
na TRA/H = 20, temos uma expressdo da relagdo custo/beneficio, pois como a
queda dos niveis € praticamente desprezivel, em TRA/H > 20, ndo compensa
aumentar TRA/H.”

Ainda citado pelo Prof. Merussi, tem-se, quanto aos valores de amonia
aceitjveis para os animais e técnicos — “... ndo existem niveis seguros para o
contato com amonia. Via de regra: pouca amonia, poucas lesdes pulmonares, muita
ambnia, muitas lesBes pulmonares. A relacéo € direta. Isso é valido para os animais.
Para os técnicos, a situacdo € mais ou menos a mesma. S6 que devemos analisar
outros aspectos. 1. O técnico néo fica 24 horas/dia na sala de animais. A legislacao
trabalhista prevé que trabalho em local com vapores de amdnia € permitido nas
seguintes condi¢8es: 8 horas/dia; 5 dias/semana e, niveis de ambnia nao superiores
a 20 ppm. Fora destas condi¢des, o técnico tem direito trabalhista de se recusar a
trabalhar. O que prejudica a saude dos técnicos ndo é a aménia. Eles (assim como
nds) estamos respirando coisas muito piores que a amolnia, principalmente se
vivermos em grandes centros urbanos. O que realmente prejudica os técnicos sdo
0s materiais alergénicos gerados pelos animais”.

H& alguns sistemas especiais para o controle atmosférico de biotérios, como
0 BSC (Biosafety Cabinets), ATS (Animal Transfer Station) e CEU (Capture Exhaust
Units), sendo o dltimo o mais eficiente. As diferencas operacionais do BSC e ATS
sdo, numericamente, 99.9%/99% de reducdo pessoal e 99.8%/98% de reducéo
ambiental de contaminantes, respectivamente. Exemplificando, uma sala com 15
ACH, ventilacdo simples e com fator de mistura de 2, equipada com sistema de
recirculagdo ATS e outros equipamentos, vai requerer 36 minutos para a exaust&o.
A mesma sala equipada com sistema de ventilagdo de passagem simples, com BSC
e outros LED que provocam exaustdo, vao requerer 2 minutos. Por outro lado, uma
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sala com 15 ACH, com ventilagdo de recirculacdo, com um fator de mistura de 8 e
equipada com sistema ATS vai requerer 144 minutos para exaustdo. A mesma sala
equipada com EVC e sistema BSC, mais LED, vai requerer 7 minutos. Assim, o
sistema de exaustéo e ventilagdo sdo fatores determinantes da qualidade do ar nas
salas de manutengéo de animais.

Segundo o Prof. Merussi acima citado: “atualmente, existem dois métodos de
ventilacdo de salas de animais”. O método tradicional, denominado de ventilagdo
geral diluidora (VGD), veio de método empregado para conforto humano e consiste
na ventilagdo da sala, com insuflagdo de ar pelo forro e exaustdo por dutos
instalados nas laterais verticais (paredes) da sala. O volume de ar depende do
calculo da carga térmica da sala e a verificacdo do fator TRA/H O método mais
moderno, o de ventilagdo microambiental (VMA), renova o ar apenas do interior das
caixas de animais, com inimeras vantagens. Isso depende do projeto com o qual
vocé queira trabalhar.

Em vista do acima exposto, a sugestao seria: “Tendo em vista o alto custo da
construgdo convencional de biotérios, sua edificacdo proxima ao laboratorio permite
que se utilize a area de biotério em sistema de rodizio, ou seja, um determinado
trabalho experimental deve ser agendado...” (Manual 1 - pag. 15).

No entanto, caso ndo seja possivel a utilizacdo do Biotério como &rea de
experimentagdo em todos os protocolos experimentais com animais a serem
desenvolvidos pelo Setor de Ciéncias Bioldgicas, as seguintes recomendacdes feitas
pela Organizacdo Mundial de Saude devem ser observadas, sendo o procedimento
correto segundo a Lei 6.638 (8/5/1979), ja citada neste documento.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, os laboratorios de trabalho em
areas de saude podem ser divididos em grupos de risco, sendo que a construcao,
projecao e design das salas podem mudar conforme o Grupo de Biosseguranga 1, 2,
3 ou 4. Salas de manutencao e biotérios podem ser enquadrados como Niveis 1 ou
2, segundo a presenga de microrganismos contaminantes:

Grupo de risco 1 (nenhum ou baixissimo risco individual e para a comunidade)
Microrganismos que podem causar esporadicamente doengas em animais ou
humanos.

Grupo de risco 2 (moderado risco individual e baixo risco para a comunidade)
Patdgenos que podem causar doencas humanas ou animais, mas 0 perigo para
laboratoristas ou comunidade é improvéavel.

Salas para Animais — Risco de Biosseguranca Niveis 1 e 2

As seguintes precaucgdes devem ser tomadas:
1. Sinais e/ou tabelas de biorriscos devem ser identificados e colocados nas portas e
devem-se identificar os agentes infecciosos em uso;

2. As salas devem ser projetadas de modo a facilitar a limpeza e manutengéo;

3. Portas devem abrir para dentro e terem sistema de auto-fechamento;

4. Aguecimento, ventilagédo e temperatura devem ser adequados;

5. Se ventilacdo mecéanica € provida, o fluxo de ar deve ser voltado para dentro, o
sistema de exaustdo deve descartar o ar para fora, e ndo deve recircular para
nenhuma parte do edificio;

6. Acesso restrito a pessoas autorizadas;

7. Nenhum animal que ndo os de experimentagdo poderao ser admitidos;

8. Deveré haver programa de controle de artrépodes e roedores;
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9. Janelas se presentes, devem ser seguras, resistentes e, se habeis para serem
abertas deverdo ter tela a prova de artrépodes;

10. Depois do uso, superficies deverdo ser descontaminadas com desinfetantes
efetivos;

11. Cabines de seguranca biolégicas (Classes | ou Il) e gaiolas de isolamento com
suporte de ar deverdo filtrar ar, que devera ser provido para trabalho que envolve a
geracao de aerossois;

12. Uma autoclave devera estar proxima;

13. Material das camas dos animais devera ser removido de maneira a minimizar a
geracao de aerossais e poeira;

14. Todo material de lixo e cama devera ser descontaminado antes do descarte;

15. Uso de material perfurante deve ser restrito ao maximo, e deve ser colocado em
contéineres especiais e tratado como material infectante;

16. Material para autoclave ou incineracdo devera ser transportado seguramente em
containers fechados;

17. Gaiolas de animais deveréo ser descontaminadas ap0s 0 uso;

18. Carcacas animais deverao ser incineradas;

19. Roupas de protecéo e equipamentos deverdo ser vestidos na sala, e removidos
a deixa-la. Luvas deverdo estar disponiveis para uso corriqueiro;

20. Pias para higienizagdo das maos deverdo estar disponiveis, e os manipuladores
devem lavar as maos antes de trabalhar com os animais;

21. Todas as lesbes, mesmo pequenas, deverdo ser reportadas e anotadas;

22. Comida, bebida e cosméticos devem ser proibidos em salas de animais;

23. Todas as pessoas devem ser apropriadamente treinadas;

24. Menores de 16 anos ndo devem ser autorizados a entrar ou trabalhar nas areas
de laboratérios nestes niveis de risco.

Profa. Dra. Ana Maria Caliman Filadelfi Profa. Dra. Alexandra Acco
Coordenadora do CEEA Vice-coordenadora do CEEA



Quadro 1 - Valores referentes ao Grupo | — 90 dias.

ANEXO C
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Diametro | Altura Volume (mm3) Area(mm?) PerdaVol. (mm3) % PerdaVol. PerdaAr. (mm?) | %PerdaAr. AONp2 * AONmm? % ON Animal

6,06 11 16,56036637 22,25504236

4,841 0,413 3,837729419 8,355756813 12,72263695 76,82581814 13,89928555 62,45454545 507523,723 0,507523723 | 2,280488686 r3
5,845 1,032 14,42098896 20,8792761 2,139377411 12,91865991 1,375766255 6,181818182 715258462 0,715258462 | 3,213916426 r4
3,898 0,465 2,827220294 9,40781336 13,73314607 82,92779138 12,847229 57,72727273 419938,111 0,419938111 | 1,886934674 5
5,245 0,962 10,85878943 19,46304613 5,701576937 34,42905072 2,791996223 12,54545455 663772,755 0,663772755 | 2,982572418 6
4,758 0,863 8,00872926 17,46009232 8,551637106 51,63917825 4,794950035 21,54545455 570440,608 0,570440608 | 2,563197134 7
5,008 0,868 8,891279868 17,56125161 7,669086499 46,30988427 4,693790752 21,09090909 578262,955 0,578262955 | 2,598345785 8
4,922 0,857 8,482686729 17,33870118 8,077679637 48,77717955 4916341175 22,09090909 534617,284 0,534617284 | 2,40222991 r10
4,791 1,007 9,611658175 20,37347969 6,948708192 41,95986996 1,881562672 8,454545455 307166,755 0,307166755 | 1,380211954 ril
5,101 0,734 7,707147549 14,85018281 8,853218818 53,46028356 7,404859548 33,27272727 409938,134 0,409938134 | 1,84200114 ri2
5,193 0,879 9,664225096 17,78380203 6,896141271 41,64244388 4,471240328 20,09090909 434595,827 0,434595827 | 1,952797123 ri3
4,893 0,908 8,928793827 18,37052587 7,63157254 46,08335571 3,884516484 17,45454545 455779,371 0,455779371 | 2,047982492 rl4
4,509 0,655 5,376655141 13,25186613 11,18371123 67,532994 9,003176227 40,45454545 254391,881 0,254391881 | 1,14307525 r15
4,024 0,744 4,94658853 15,05250138 11,61377784 70,12995715 7,202540981 32,36363636 355018,222 0,355018222 1,595226 ri6
5,125 0,793 8,440494848 16,04386235 8,119871519 49,03195581 6,211180004 27,90909091 378929,333 0,378929333 | 1,702667319 ri7
4,789 0,982 9,340081086 19,86768327 7,220285281 4359979194 2,387359089 10,72727273 254852,904 0,254852904 | 1,145146794 [ rl8
4,511 1,006 8,572107832 20,35324783 7,988258534 48,23720899 1,901794529 8,545454545 323088,111 0,323088111 | 1,451752398 r19
4,836 0,767 7,280394667 15,51783408 9,2799717 56,0372367 6,737208277 30,27272727 432221,444 0,432221444 | 1,942128157 r20
5,137 0,752 8,015524802 15,21435623 8,544841565 51,59814328 7,040686128 31,63636364 463509,557 0,463509557 | 2,082717029 r2l
5,091 0,645 6,705365387 13,04954756 9,85500098 59,50955892 9,205494794 41,36363636 224617,663 0,224617663 | 1,009288859 r22
4,816 0,714 6,693846043 14,44554568 9,866520324 59,57911863 7,809496682 35,09090909 504300,842 0,504300842 | 2,266007109 r23

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de

e histomorfométrica — PUCPR 2011.

Quadro 2 - Valores referentes ao Grupo Il —

150 dias.

cimento portland em fase sélida: analise dimensional

Diametro | Altura Volume (mm3) Area(mm?) PerdaVol. (mm3) 9% PerdaVol. PerdaAr. (mm?) %PerdaAr. AONp2 * A ON mm2 % ON | Animal
6,06 11 16,56036637 22,25504236
4,635 0,932 8,286647975 18,85609043 8,273718391 49,96096227 3,398951924 15,27272727 369075,033 0,369075033 | 1,65839 rl
5,272 0,857 9,683438902 17,33870118 6,876927464 41,52642105 4,916341175 22,09090909 699694,124 0,699694124 | 3,14398 r2
5,077 0,745 7,757531574 15,07273323 8,802834793 53,15603893 7,182309125 32,27272727 657742,182 0,657742182 | 2,95547 6
4,687 09 8,145824635 18,20867102 8,414541731 50,81132594 4,046371338 18,18181818 576576,835 0,576576835 | 2,59077 r7
4,528 0,991 8,48855009 20,04976998 8,071816276 48,74177357 2,205272379 9,909090909 359798,044 0,359798044 | 16167 8
4,245 0,798 5,913081897 16,14502164 10,64728447 64,29377366 6,11002072 27,45454545 613692,666 0,613692666 | 2,75754 r9
4,538 0,965 8,274503299 19,5237417 8,285863068 50,03429806 2,731300653 12,27272727 527662,066 0,527662066 | 2,37098 r10
4,536 0,83 7,005703844 16,79244105 9,554662522 57,69596101 5,462601306 24,54545455 600640,965 0,600640965 | 2,6989 ril
4,721 0,899 8,248853385 18,18843916 8,311512981 50,18918542 4,066603195 18,27272727 743561,511 0,743561511 | 3,34109 ri2
4,092 0,837 5,810749216 16,93406405 10,74961715 64,91171097 5,320978309 23,90909091 335713,732 0,335713732 | 1,50848 ri4
4,561 1,025 8,937298282 20,73765311 7,623068085 46,03200144 1,517389252 6,818181818 1062585,67 1,06258567 | 4,77458 ri5
3,587 0,882 4,815728718 17,8444976 11,74463765 70,92015592 4,410544758 19,81818182 446289,144 0,446289144 | 2,00534 ri6
4,301 1,065 8,369049506 2154692737 8,191316861 49,46337949 0,708114984 3,181818182 789934,488 0,789934488 | 3,54946 ri7
3,599 0,887 4,877173352 17,94565688 11,68319301 70,54912165 4,309385475 19,36363636 415520,746 0,415520746 | 1,86709 ri8
4,222 1,042 7,886353408 21,08159467 8,674012959 52,37814651 1,173447688 5,272727273 386015,971 0,386015971 | 1,73451 r20
4,843 1,076 10,56290824 21,7694778 5,997458126 36,21573336 0,485564561 2,181818182 417538,237 0,417538237 | 1,87615 r21
4,678 0,718 6,364086589 14,5264731 10,19627978 61,57037563 7,728569255 34,72727273 454100,475 0,454100475 | 2,04044 22
4,947 1,037 10,54993144 20,98043539 6,010434928 36,29409395 1,274606971 5,727272727 1100058,274 1,100058274 | 4,94296 23
4,567 0,897 7,72497213 18,14797545 8,835394236 53,35264958 4,107066908 18,45454545 777960,668 0,777960668 | 3,49566 24
4,603 0,735 6,323363573 14,87041467 10,23700279 61,81628212 7,384627692 33,18181818 604206,099 0,604206099 | 2,71492 25
Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional
e histomorfométrica — PUCPR 2011.
Quadro 3 - Valores referentes ao Grupo Il — 240 dias.
Diametro | Altura | Volume (mm3) Area(mm?) PerdaVol. (mm?) % PerdaVol. PerdaAr. (mm?) Y%PerdaAr. AONW? % A ON mm?2 %ON | Animal
6,06 1,1 16,56036637 22,25504236
3,296 1,055 5,115600635 21,34460881 11,44476573 69,10937523 0,910433551 4,090909091 817946,131 0,817946131 | 3,675329 rl
4,642 0,799 7,028171947 16,16525349 9,532194419 57,56028706 6,089788863 27,36363636 876161,712 0,876161712 | 3,936913 r3
3,546 0,687 3,562071777 13,89928555 12,99829459 78,4903806 8,355756813 37,54545455 854786,565 0,854786565 | 3,840867 r4
4,876 1,005 9,914743256 20,33301597 6,64562311 40,12968652 1,922026385 8,636363636 906245,485 0,906245485 | 4,072091 6
4,929 0,766 7,543464601 15,49760222 9,016901766 54,44868529 6,757440134 30,36363636 1591922,911 1,591922911 | 7,153089 r7
4,677 0,828 7,409771879 16,75197734 9,150594488 55,25599063 5,503065019 24,72727273 767621,954 0,767621954 | 3,449205 8
4,889 0,765 7,415024589 15,47737037 9,145341777 55,22427206 6,777671991 30,45454545 1173102,756 1,173102756 |5,271177 r9
3,678 0,714 3,983575679 14,44554568 12,57679069 75,94512349 7,809496682 35,09090909 480619,119 0,480619119 | 2,159597 ril
4,556 0,776 6,570086925 15,69992079 9,990279442 60,32643977 6,555121567 29,45454545 898448,663 0,898448663 | 4,037057 ri2
3,648 0,525 2,819417261 10,62172476 13,74094911 82,9749101 11,6333176 52,27272727 731551,322 0,731551322 | 3,287126 ri3
3,485 0,672 3,363942983 13,5958077 13,19642338 79,68678405 8,659234663 38,90909091 788339,385 0,788339385 | 3,542296 ri4
4,261 0,769 5,720996985 15,55829779 10,83936938 65,45368104 6,696744564 30,09090909 850531,611 0,850531611 | 3,821748 ri6
4,468 0,687 5,555482922 13,89928555 11,00488344 66,45313999 8,355756813 37,54545455 684377,175 0,684377175 |3,075156 ri7
3,886 0,758 4,723089108 15,33574737 11,83727726 71,47956148 6,919294988 31,09090909 965654,154 0,965654154 | 4,339035 ri9
3,954 0,776 5,008926051 15,69992079 11,55144032 69,75353117 6,555121567 29,45454545 725979,615 0,725979615 | 3,26209 r20
3,597 0,606 3,195550506 12,26050515 13,36481586 80,70362433 9,994537204 44,90909091 1074442,853 1,074442853 | 4,827863 r21
3,657 0,733 4,055794218 14,82995095 12,50457215 75,50903085 7,425091405 33,36363636 798465,523 0,798465523 | 3,587796 r22
4,212 0,815 5,961431448 16,4889632 10,59893492 64,00181423 5,766079156 25,90909091 1222002,942 1,222002942 | 5,490904 r23
4,541 0,765 6,429171373 15,47737037 10,13119499 61,17736026 6,777671991 30,45454545 766584,235 0,766584235 | 3,444542 r24
4,162 0,599 4,187187949 12,11888216 12,37317842 74,715608 10,1361602 45,54545455 663743,726 0,663743726 | 2,982442 r25

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional
e histomorfométrica — PUCPR 2011.



Quadro 4 - Valores referentes ao Grupo IV — 300 dias.

84

Diametro [ Altura Volume (mm?) Area(mm?) PerdaVol. (mm?) % PerdaVol. PerdaAr. (mm?) % PerdaAr. AONp2 % AONmm? % ON Animal
6,06 11 16,56036637 22,25504236
3,105 0,729 2,962862687 14,74902353 13,59750368 82,10871293 7,506018832 33,72727273 1135914,136 | 1,135914136 | 5,104075 rl
3,486 0,747 3,783053792 15,11319695 12,77731257 77,15597766 7,141845411 32,09090909 665007,329 0,665007329 | 2,98812 r2
3443 0,708 3,481670651 14,32415454 13,07869572 78,97588391 7,930887822 35,63636364 526649,692 0,526649692 | 2,366429 r3
2275 0,501 1,084107387 10,1361602 15,47625898 93,45360263 12,11888216 54,45454545 803772,756 0,803772756 | 3,611643 r4
4,195 0,798 5,780838125 16,14502164 10,77952824 65,0923295 6,11002072 27,45454545 757509,112 0,757509112 | 3,403764 5
3,052 0,512 1,9431086 10,35871062 14,61725777 88,266512 11,89633173 53,45454545 334522,977 0,334522977 | 1,503133 7
4,079 0,756 5,165806599 15,29528366 11,39455977 68,80620583 6,959758701 31,27272727 654589,335 0,654589335 | 2,941308 8
3,202 0,535 2,23423157 10,82404333 14,3261348 86,50856195 11,43099903 51,36363636 546551,862 0,546551862 | 2,455856 r9
3,886 0,575 3509375712 11,6333176 13,05099066 78,80858651 10,62172476 47,72727273 687724,289 0,687724289 | 3,090195 r10
4,363 0,703 5,437069652 14,22299525 11,12329671 67,16818015 8,032047106 36,09090909 502585,611 0,502585611 2,2583 r1l
2,406 0,842 2,226654908 17,03522333 14,33371146 86,55431372 5,219819026 23,45454545 516744,376 0,516744376 | 2,32192 r2
3,563 0,534 2,741881741 10,80381147 13,81848463 83,44310941 11,45123089 51,45454545 552170,403 0,552170403 | 2,481102 ri4
3,807 0,711 4,234840958 14,38485011 12,32552541 74,42785465 7,870192252 35,36363636 570823,072 0,570823072 | 2,564916 r7
3517 0,684 3,490026046 13,83858998 13,07034032 78,92542974 8416452383 37,81818182 656329,243 0,656329243 | 2,949126 rig
3,849 0,761 4,65807019 15,39644294 11,90229618 71,87217911 6,858599418 30,81818182 785146,238 0,785146238 | 3,527948 20
3,715 0,791 4546141344 16,00339864 12,01422502 72,54806299 6,251643717 28,09090909 759198,873 0,759198873 | 3,411357 21
2,554 0,73 2,073615305 14,76925538 14,48675106 87,47844547 7,485786975 33,63636364 777421,695 0,777421695 | 3,493238 22
3911 045 2,750725297 9,10433551 13,80964107 83,38970747 13,15070685 59,09090909 854406,383 0,854406383 [ 3,839159 23
4,088 0,574 3,866004658 11,61308574 12,69436171 76,65507772 10,64195662 47,81818182 1177713,075 | 1,177713075 |5,291893 24
4114 0,486 3,290269729 9,832682351 13,27009664 80,131661 12,42236001 55,81818182 788562,226 0,788562226 | 3,543297 25

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de
e histomorfométrica — PUCPR 2011.

cimento portland em fase solida: analise dimensional

Quadro 5 - Valores referentes ao Grupo V — 500 dias.
Diametro | Altura Volume (mm?) Area(mm?) PerdaVol. (mm3) % PerdaVol. PerdaAr. (mm?) % Perda Ar. AONp2 * AONmm2 %ON | Animal

6,06 11 16,56036637 22,25504236

2,478 0,783 2,139449686 15,84154379 14,42091668 87,08090366 6,41349857 28,81818182 699614,023 0,699614023 | 3,14362 rl
3,011 0,699 2,667445705 14,14206783 13,89292066 83,89259243 8,112974532 36,45454545 569661,363 0,569661363 | 2,559696 r2
4,264 0,756 5,6240283 15,29528366 10,93633807 66,03922778 6,959758701 31,27272727 1068572,502 1,068572502 | 4,801485 r3
3,117 0,639 2,574619517 12,92815642 13,98574685 84,45312465 9,326885934 41,90909091 1652039,374 1,652039374 |7,423214 r4
4,279 0,674 5,006550254 13,63627141 11,55381611 69,76787745 8,61877095 38,72727273 1708237,401 1,708237401 |7,675732 5
3,998 0,844 5,612500366 17,07568705 10,947866 66,10883937 5,179355312 23,27272727 1313488,696 1,313488696 | 5,901982 6
3,207 0,695 2,982774629 14,0611404 13,57759174 81,98847439 8,193901959 36,81818182 1407512,851 1,407512851 | 6,324467 7
3,515 0,687 3,503018429 13,89928555 13,05734794 78,84697505 8,355756813 37,54545455 1858968,235 1,858968235 | 8,35302 8
4,079 0,622 4,190037037 12,58421486 12,37032933 74,69840374 9,670827497 43,45454545 6885819,671 6,885819671 | 30,94049 r9
3,556 0,764 4,027315836 15,45713851 12,53305053 75,68099795 6,797903848 30,54545455 3464879,325 3464879325 |15,56896| rl0
4,065 0,793 5,406921852 16,04386235 11,15344451 67,35022806 6,211180004 27,90909091 1551879,155 1551879155 [6,973157| ril
3,651 0,713 3,922057564 14,42531382 12,6383088 76,31660147 7,829728539 35,18181818 2120568,131 2,120568131 [9,528484| ri12
3,861 0,512 3,067570967 10,35871062 13,4927954 81,47643054 11,89633173 53,45454545 4146373,111 | 4,146373111 |18,63116| rl3
4,624 0,614 5,276618598 12,42236001 11,28374777 68,13706605 9,832682351 44,18181818 5336526,332 5,336526332 |23,97895| rl4
3,795 0,658 3,870593809 13,3125617 12,68977256 76,62736606 8,942480657 40,18181818 4485623,776 | 4,485623776 |20,15554| rl5
4,954 0,646 6,367087476 13,06977942 10,19327889 61,55225474 9,185262937 41,27272727 6831645,658 6,831645658 |30,69707| rl6
5,895 0,455 6,258567607 9,205494794 10,30179876 62,20755345 13,04954756 58,63636364 5834641,689 5,834641689 [26,21717] rl7
3,973 0,712 4,602427695 14,40508196 11,95793867. 72,20817709 7,849960395 35,27272727 1679546,659 1679546659 |7,546814| rl8
3,135 0,697 2,867391039 14,10160411 13,69297533 82,68521979 8,153438246 36,63636364 2667456,673 2667456673 [11,98585| rl9
3,765 0,494 2,813021147 9,994537204 13,74734522 83,01353313 12,26050515 55,09090909 1643145,636 1,643145636 | 7,383251| r20

Fonte: dados da pesquisa comportamento de implantes de cimento portland em fase sélida: analise dimensional

e histomorfométrica — PUCPR 2011.

#A ON — area de tecido 6sseo neoformado



