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Simdes FG. Avaliacdo macroscépica e microscopica do Cimento Portland Comum -
CP | e do Cimento Portland Branco ndo estrutural - CPB incluidos na calvaria de
ratos [Dissertacdo de Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da USP;
2008.

RESUMO

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origem natural ou
sintética que sao tolerados de forma transitéria ou permanente pelos diversos
tecidos que constituem os Orgdos dos seres vivos. Dentre esses biomateriais
podemos citar o Agregado de Trioxido Mineral (ATM), que foi desenvolvido na
Universidade de Loma Linda na década de 90. Desde entdo, ndo cessaram
trabalhos de pesquisa envolvendo esse material e o Cimento Portland (CP); que
embora ndo seja um material de uso odontologico direto, pode-se afirmar que possui
basicamente os mesmos componentes quimicos do ATM. O objetivo da presente
pesquisa foi avaliar a biocompatibilidade do cimento Portland comum (CP-I) e do
cimento Portland branco (CPB) n&o estrutural, incluidos na calvaria de ratos. Foram
selecionados vinte ratos, dois foram previamente utilizados como grupo piloto; os
dezoito restantes foram distribuidos em trés grupos de seis ratos que avaliados nos
tempos experimentais de 30, 60, 90 dias foram mortos para analise histopatolégica.
Cada animal recebeu um implante, sendo trés de Cimento Portland Comum (CP-I) e
trés de Cimento Portland Branco (CPB). Os resultados mostraram que ndo houve
consequéncias de uma proliferacdo microbiolégica em nenhum dos cimentos e
tempos pesquisados. Observou-se tecido conjuntivo denso, celular e ricamente
vascularizado. Também foi visualizado uma matriz 6ssea recém formada, adjacente
aos osteoblastos ativos e que ndo estava ainda calcificada; apresentava-se menos
mineralizada e com auséncia de lamelas. Durantes os tempos histoldgicos de 30, 60
e 90 dias, o infiltrado inflamatério disperso no tecido apresentou-se: intenso,
moderado e discreto. Sugerindo a mudanca do processo inflamatério de agudo a

cronico respectivamente

Palavras-Chave: Cimento Portland (CP); Agregado de Trioxido Mineral (ATM);

biocompatibilidade



Simdes FG. Macroscopic and microscopic evaluation of Portland Cement Joint - CP |
and the Portland Cement White not structural - CPB included in the skull of rats
[Dissertacdo de Mestrado]. S&o Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2008.

ABSTRACT

The biomaterials can be defined as substances of natural or synthetic origin that are
tolerated on a temporary or permanent by the various tissues that make up the
organs of living beings. Among these biomaterials can quote the mineral trioxide
aggregate (MTA), which was developed at the University of Loma Linda, in the 90s.
Since then, it stopped work on research involving this material and Portland cement
(PC), which although not a dental material to use direct, one can say that basically
has the same chemical components of the ATM. The purpose of this study was to
evaluate the biocompatibility of common Portland cement (PC-1) and the white
Portland cement (CPB) no structural, included in the skull of rats. Twenty rats were
selected, two were previously used as a pilot group and the eighteen others were
divided into three groups of six rats that were killed and evaluated in experimental
stroke, 30, 60, and 90 days. Each animal received an implant, three of Common
Portland Cement (PC-I) and three of White Portland Cement (CPB). The results show
that there were no consequences of a microbial proliferation in any of cement and
times searched. There was also the formation of bone tissue with characteristics of
immaturity, showing gaps in some areas without osteocytes; presence of moderate
and cell tissue, richly vascularized, showing characteristics of biocompatibility, and

the potential for bone and cell differentiation.

Keywords: Portland cement (PC); Mineral Trioxide Aggregate (MTA); Biocompatibility
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1 INTRODUCAO

“Pensar é o trabalho mais pesado que ha. Talvez seja essa a razao para tao
poucos se dedicarem a isso."

Henry Ford.

Sanan e Haines (1997) afirmam que em épocas passadas o homem ja se
preocupava em restaurar ou substituir partes danificadas do tecido ésseo humano.

Em meados do século XVII, Fallopius implantou uma placa de ouro para
restaurar um defeito craniano e, a partir dai, deu inicio ao uso dos implantes para a
substituicdo de partes danificadas do sistema 6sseo. Numerosos materiais tém sido
utilizados com esta finalidade, porém poucos apresentam resultados satisfatorios ja
gue a maioria provoca, em maior ou menor grau, resposta imunolégica do organismo
receptor.

Santos et al. (1999) relatam que os biomateriais podem ser definidos como
substancias de origem natural ou sintética que s&o tolerados de forma transitéria ou
permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos.

Arens e Torabinejad (1996), Busato et al. (1999) e Holland et al. (2001) citam
dentre esses biomateriais 0 Agregado de Trioxido Mineral (ATM). Substancia que foi
desenvolvida na Universidade de Loma Linda na década de 90. Desde entdo, néo

cessaram trabalhos de pesquisa envolvendo esse material e o Cimento Portland
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(CP), que embora nao seja um material de uso odontolégico direto, pode-se afirmar
que possui basicamente os mesmos componentes quimicos do ATM.

Tavares e Luis (1997) definem tecnicamente que cimento € um pé fino com
propriedades aglomerantes, aglutinantes ou ligantes que endurece com a agao da
agua. Ele pertence a classe de materiais chamados aglomerantes hidraulicos. Esta
denominacdo compreende as substancias que endurecem quando misturadas com
agua, sendo também resistentes a mesma.

Em 1758, o inglés Smeaton conseguiu um produto de alta resisténcia por
meio da calcinagao de calcarios moles e argilosos.

Em 1918, o francés Vicat obteve resultados semelhantes aos do Smeaton
pela mistura de componentes argilosos e calcéarios, e por isso é considerado o
inventor do cimento artificial.

Em 1824, Joseph Aspdin patenteou um produto denominado cimento Portland
(CP), obtido a partir da calcinagao da mistura de rochas calcéarias e materiais silico-
argilosos. Recebeu este nome por apresentar cor, propriedades de durabilidade e
solidez semelhante as das rochas da ilha britdnica de Portland, na Inglaterra. O
produto calcinado, depois de finamente moido, apresentava propriedades
aglomerantes quando misturado com agua. A argamassa obtida apresentava maior
facilidade de trabalho, capacidade aglomerante e estabilidade. A partir de entao, a
fabricacdo e as caracteristicas fisico-quimicas do cimento tém evoluido
constantemente (TAVARES; LUIZ, 1997).

As similaridades, caracteristicas quimicas e biolégicas dos cimentos Portland
com o ATM nos intrigam e nos fornecem subsidios para realizar pesquisas com
estes materiais como possiveis biomateriais a serem utilizados futuramente na

regidao bucomaxilofacial.



15

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a biocompatibilidade do cimento
Portland comum (CP-l) e do cimento Portland branco (CPB) nao estrutural, incluidos

na calvaria de ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

"Temos o destino que merecemos. O nosso destino esta de acordo com os

Nnossos méritos”.

Albert Einstein.

O Agregado Triéxido Mineral (ATM) foi desenvolvido na Universidade de
Loma Linda, Califérnia (EUA) para a vedagdo dos dentes com as superficies
externas. O ATM €& um pd que possui como principais componentes o silicato
tricalcico, aluminato tricalcico, oxido tricalcico e Oxido silicato. Existem ainda,
pequenas quantidades de outros Oxidos minerais que sao responsaveis pelas
propriedades fisicas e quimicas desse agregado, tais como o 6xido de bismuto, que

foi adicionado para tornar o material radiopaco (TORABINEJAD et al. 1995).

Torabinejad et al. (1994) fizeram uma comparagao entre dois tipos de
cimentos e demonstraram que o ATM infiltrou significamente menos que o super
EBA (cimento de 6xido de zinco e eugenol) tanto na presenga como na auséncia de
sangue. Os autores afirmaram ainda que o ATM pode ser usado em meio umido

devido as suas caracteristicas hidrofilicas.
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O Agregado Triéxido Mineral (ATM) é empregado em cirurgias periapicais
como material retrobturador e para selamento das comunicacgdes entre o sistema de
canais radiculares e o peridonto (TORABINEJAD, WATSON; PITT FORD, 1993;
TORABINEJAD et al.,, 1994; TORABINEJAD et al., 1995; TORABINEJAD et al.,

1997; PITT FORD et al., 1995).

Na industria o processo de fabricacdo do clinquer Portland consiste na
mineragdo e britagem das matérias-primas, seguindo a preparagdo adequada da
mistura crua com posterior queima por volta de 1.400°C em forno rotativo. O material
utilizado para a fabricacdo deve conter em sua composi¢gao quimica os principais
oxidos componentes do clinquer: CaO, SiO; Al,O3 e Fe;O3 O calcario e a argila séo
as matérias-primas mais comuns como fonte de CaO, SiO, Al,03; e Fe»O3 sendo o
minério de ferro, a principal fonte de Fe;O3; No caso da fabricacdo de cimentos
brancos, a presenga de Fe;Os3 é restringida. Os componentes do clinquer Portland
podem ser subdivididos em trés grupos distintos: os silicatos calcicos (silicato
tricalcico e o silicato dicélcico), a fase intersticial (aluminoferrita tetracalcico,
aluminato tricalcico) e os componentes menos frequentes como MgO, CaO, K;0 e
Na;O. O gesso € o produto de adicdo final no processo de fabricagdo do cimento
Portland, com a finalidade de regular o tempo de presa por ocasido das reagdes de

hidratacao (TAVARES; LUIZ, 1997).

Torabinejad et al. (1998), em estudo comparativo entre materiais de
retrobturacdo endoddntica, constataram a formacao de tecido duro na presenca de

implantes de ATM. Eles observaram microscopicamente a aposicdo de novo 0sSso
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adjacente ao implante de ATM, na fase pastosa, em defeitos 6sseos na tibia de

modelo animal.

Nakata, Baes e Baumgartner (1998) avaliaram a capacidade do ATM e do
Amalgama de cobre no selamento de perfuragdes nas bifurcacbes de molares
humanos extraidos, utilizando Fusobacterium nucleatum. O grupo 1 foi reparado
com ATM e o grupo 2 com amalgama. Os dentes adicionais sem perfuragdes
serviram de controle negativo. Montou-se um modelo de camara dupla para
infiltracdo de bactérias anaerdbias. Oito das dezoito amostras de amalgama tiveram
infiltragdo, enquanto que nenhumas das dezoito amostras de ATM foram infiltradas.
Os autores concluiram entdo que o ATM foi significamente melhor do que o
amalgama de cobre na prevengéao da infiltragdo de Fusobacterium nucleatum apds o

reparo na bifurcacao.

A origem e composi¢cao do ATM sempre despertaram a curiosidade daqueles
que se interessavam pelo material. Esse mistério comegou a ser desvendado
quando Wucherpfening e Green (1999) publicaram um “abstract” sobre o referido
material. Nesse pequeno resumo, os autores afirmaram ter observado que esse
material era quase idéntico, macroscopicamente, microscopicamente e pela difragao
de Raios X, ao cimento Portland (cimento empregado em construgdes). Os autores
acrescentaram que esses dois materiais tiveram comportamento similar em cultura

de células e também quando aplicados em polpas de dentes de ratos.



19

Curiosamente, essas observagdes nao foram ainda publicadas, tendo-se limitado a

esse “abstract”.

Schwarz et al. (1999) escreveram que varias pesquisas sugerem que o ATM
permite, quando implantado, o crescimento de tecidos similares ao osso, bem como

ao cemento.

Souza et al. (1999) afirmam que a inflamagédo nos tecidos subjacentes,
causadas pelas perfuragdes, tornam duvidosos os progndésticos do dente envolvido.
Nessa revisdo analisaram alguns materiais, além do Super EBA e o ATM, para o
reparo imediato de perfuracdes iatrogénicas. O uso do ATM mostrou ser o material
mais promissor, porém necessitando de novos estudos clinicos para uma melhor

avaliagéo.

Holland et al. (2001) compararam a reposta histolégica produzida pelo ATM
como a causada pelo hidréxido de calcio. Para isso, tubos de dentina com 7 mm de
comprimento foram preparados e preenchidos com ATM ou com pasta de hidréxido
de calcio (veiculo: agua destilada) e implantados, na regidao dorsal, no subcutaneo
de quarenta ratos. Em cada rato foi implantado um tubo com ATM e um com
hidréxido de calcio. Metade dos animais foram eutanasiados apés 7 dias, e a outra

metade trinta dias depois. A analise histolégica mostrou que ambos os materiais



20

estimularam a deposicdo de tecido duro e causaram respostas inflamatodrias leves

no tecido conjuntivo, sendo biocompativeis.

No final do século passado, o Cimento Portland (CP) foi referenciado como
um material de composi¢cdo quimica e propriedades fisicas semelhantes ao ATM,
desencadeando reagdes teciduais similares quando estudado em modelos animais,

porém com custo bastante inferior (ESTRELA et al., 2000).

Safavi e Nichols (2000) avaliaram os defeitos do ATM e do cimento Portland
na secregdo de prostaglandinas PGE, (Prostaciclina) pelos monécitos. Utilizaram
monadcitos provenientes de sangue fracionado e incubados a 37°c na presenca de
5% de CO; por 2 horas. Fez-se outra incubagao, desta vez por 24 horas, agora
contendo os materiais a serem testados. Os resultados mostraram diminuicido da
producdo de PGE; em contato com os materiais. Os autores concluiram que tanto o
CP como o ATM, inibem a formacdo de prostaglandinas secretadas pelos

monaocitos, o que seria devido a solubilidade de produtos contidos nestes cimentos.

Levando em consideragcdo de que o ATM é semelhante ao cimento Portland,
Holland et al. (2001) estudaram o cimento Portland, ATM e o hidroxido de caélcio
quimicamente puro, implantando-os em tecido subcutaneo de ratos. Os resultados
foram semelhantes entre 0 ATM e o cimento Portland, ou seja, foram observadas
granulagdes de calcita em contato com os materiais estudados. Diante dos
resultados obtidos os autores sugerem que o mecanismo de agao dos trés materiais

estudados € similar. Os autores ressaltaram que todos os experimentos
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mencionados vao de encontro aos resultados obtidos por Wucherpfennig e Green
(1999) e Estrela et al. (2000), que sugerem que o ATM e o cimento Portland sao

materiais similares.

Figueiredo et al. (2001) propuseram, para avaliar a resposta tecidual causada
por diferentes cimentos endodénticos, o implante na submucosa de ratos. Os
autores discutem que o implante na area submucosa possui vantagens quando

comparado com o realizado na regido do dorso dos animais.

Holland et al. (2004) analisaram o comportamento da polpa de dentes de caes
apos pulpotomia e protecado do tecido remanescente com ATM e CP. Sessenta dias
apos o tratamento, os animais foram sacrificados e os espécimes removidos e
preparados para analise histologica. Para os dois materiais estudados, os resultados
obtidos foram semelhantes, sendo observada formagao de dentina tubular em quase
todas as amostras. Estes autores concluiram, portanto, que quando empregados
diretamente sobre a polpa dentaria, os dois cimentos possibilitam a obtencédo de

resultados similares.

Moraes (2002), através de um estudo clinico e radiografico, avaliou o
comportamento do CP quando utilizado para o fechamento das perfuragdes de
assoalho de camara pulpar em dois pacientes. Foi utilizado o CP (Votoram)
associado ao sulfato de bario, sendo o preenchimento da cadmara pulpar realizado

com cimento de 6xido de zinco e eugenol (IRM) em ambos os casos. Através do
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controle clinico e radiografico, realizado apés um periodo 18 meses, foram

constatadas auséncias de sintomatologia e de alteragdes radiograficas.

Estudando compostos (Cimentos de Fosfato de Calcio) em fase sélida,
Yokoyama et al. (2002), implantaram corpos de prova solidos entre o periosteo e o
0sso parietal de ratos. Apds 30 dias, constataram a neoformagao 6ssea oriunda do
0sso parietal, parcialmente aderida ao cimento. Muitas partes da superficie do
material implantado, que estavam aderidas ao osso neoformado, apresentaram

estruturas semelhantes a lamelas e formacgao de osso medular.

Guarnieri e Bovi (2002) utilizaram sulfato de calcio hemi-hidratado (gesso) em
fase solida para levantamento de seio maxilar e apds 8 meses realizaram implantes
na regido. No mesmo ato cirurgico da instalagdo dos implantes, foi realizada coleta
de material para avaliagado histolégica da area receptora do enxerto de sulfato de
célcio hemi-hidratado (gesso). A microscopia mostrou completa reabsor¢édo do
sulfato de calcio hemi-hidratado e o osso apresentou primeiramente uma estrutura
lamelar. O material enxertado apresentava reabsorcdo em diregcdo centripeta
detectavel aos 60 dias. Oito meses apods a realizacdo do enxerto, o tecido 6sseo
regenerado mostrou-se de boa consisténcia (variando entre os dois tipos 6sseos | e
II). Nao ocorreu invaginagao de tecidos moles para o interior do osso neoformado.
Os implantes foram colocados e apresentaram 100% de osteointegragdo. Os
autores ressaltam que o sulfato de calcio hemi-hidratado, quando usado como
material de enxerto para levantamento de seio maxilar, conduz para uma adequada

osteointegracao de implantes dentarios.
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A acao antimicrobiana do ATM, cimento Portland, hidroxido de calcio,
Sealapex e Dycal, e a analise dos elementos quimicos presentes no ATM em duas
amostras do cimento Portland foram avaliados por Estrela et al. em 2000; por meio
de um Espectrémetro de Fluorescéncia de Raios X. Eles relataram que o cimento
Portland contém os mesmos elementos quimicos principais do ATM, exceto que este
ultimo também contém 6xido de bismuto. Foi relatado ainda, que o cimento Portland
tem pH a atividade antimicrobiana semelhante ao ATM Outros trabalhos foram
realizados comparando o ATM com o cimento Portland, analisando e verificando a
similaridade, quando utilizados em tecido subcutédneo de ratos (HOLLAND et al.,
2001), pulpotomias em dentes de caes (HOLLAND et al., 2004; MENEZES et al.,
2001), obturagao de canais radiculares em dentes de caes (HOLLAND et al., 2004),
quando implantados em mandibulas de cobaias (SAIDON et al., 2002) e
retrobturagdes de canais radiculares em dentes de cdes (BERNABE; HOLLAND,
2004). Estudos também foram realizados com intuito de verificar a
biocompatibilidade dos dois materiais, ambos mostraram-se nao toxicos e com
potencial para reparo 6sseo (SAFAVI; NICHOLS, 2000; ABDULLAH et al., 2002;

SAIDON et al., 2003).

Funteas, Wallace e Fochtmam (2003) se propuseram a analisar
comparativamente a composi¢cdo do Cimento Portland (CP) e do Agregado de
Triéxido Mineral (ATM). Quinze diferentes elementos presentes na composi¢cao
quimica do ATM e do CP serviram como amostra para este estudo. A analise
quimica foi realizada através de um tipo de espectrometria de emissédo atbmica com
fonte de plasma induzido (ICP-ES). As analises comparativas revelaram similaridade
significante entre os dois materiais, exceto a impossibilidade de se detectar a

presenca do bismuto no CP. Resultados significativos foram dados para ambos os



24

materiais utilizando-se partes por milhdo (ppm) e o peso em porcentagem. Os
autores concluiram que nao houve diferengca significativa entre os cimentos

estudados para todas as substancias testadas.

A reacao do tecido 6sseo ao cimento Portland na fase pastosa foi estudada
por Saidon et al. (2003), que classificaram a reagdo em dois tipos: tipo |, onde
ocorreu aposicao de um novo tecido em contato direto com o material e tipo Il, onde
ocorreu formagao de um novo osso separado do material por uma fina camada de
tecido conjuntivo fibroso. A resposta tipo | apdés 12 semanas, demonstra
osteointegragdo do material. A analise microscopica demonstrou que 0 0SSO
neoformado em contato direto com o cimento Portland é sadio. Nesse mesmo
estudo, comparou-se a resposta tissular 6ssea entre o cimento Portland e o ATM,

sendo que os resultados foram idénticos.

A respeito da similaridade entre o ATM e o cimento Portland, Funteas,
Wallace e Fochtman (2003) também constataram que a diferengca entre os dois
materiais esta apenas no acréscimo de Oxido de Bismuto no ATM. Verificaram ainda
que 14 elementos quimicos presentes, eram 0os mesmos para os dois cimentos e

que nao apresentavam diferencas quanto as quantidades.
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Menezes et al. (2001) analisaram histologicamente dentes de céaes
pulpotomizados e tratados com CP e ATM. A resposta pulpar frente a protecdo com
ambos os produtos testados foi similarmente favoravel.

Rossa et al. (2005) relataram o uso de materiais estranhos ao organismo
aparece como citagdes isoladas desde as mais remotas épocas antes de Cristo.
Essa € uma das mais importantes areas que se destaca dentro da Protese Buco-
Maxilo-Facial, que se preocupa com a reabilitacdo dos pacientes deformados pelas
mais diversas causas, visando sua reintegragao a sua atividade social e profissional.
As pesquisas sobre biomateriais ocupam-se das transformacdes de carater quimico,
gue mais convém as matérias e as energias naturais, para adapta-las a uma melhor

utilizacdo das necessidades humanas.

Cintra et al. (2006) implantaram ATM na fase pastosa em alvéolos de dentes
recém extraidos de ratos. Apds 30 dias, verificaram a presenga de tecido
mineralizado em contato direto com o material. O tecido conjuntivo estava bem
organizado, mas o 0sso ainda ndo apresentava completa cicatrizagdo. Os autores
sugerem um periodo mais longo de observacdo, para melhor avaliagdo da

mineralizagao 6ssea completa.

Islam, Chang e Jin Yap (2006) compararam as propriedades fisicas e
mecanicas entre o ProRoot ATM, cimento Portland Branco e o cimento Portland
cinza (convencional). Os resultados obtidos demonstraram que o ProRoot ATM e o
cimento Portland apresentaram propriedades fisicas similares. A radiopacidade do
cimento Portland € muito menor do que a do ProRoot ATM, a resisténcia a

compressdo também € menor no cimento Portland apdés 28 dias. O principal
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constituinte do ProRoot ATM é o cimento Portland cinza. O cimento Portland em
estado sdlido pode ser facilmente esterilizado tanto por éxido de etileno (gas) como
por autoclave, todavia nao existem comprovagdes de que o cimento Portland esteja

pronto para ser usado na clinica em seu estado nativo.

Barbosa et al. (2007) realizaram revisdo de literatura de artigos cientificos
publicados em periddicos nacionais e internacionais que se propuseram a avaliar as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do CP e do ATM, bem como sua agao
antimicrobiana. Os autores concluiram que foi possivel comprovar a similaridade na
composi¢cdo quimica entre o CP e o ATM, sua efetividade no selamento das vias de
comunicagao entre o canal radicular e os tecidos periodontais, acdo antimicrobiana
satisfatoria, além de exibir propriedades bioldgicas favoraveis, estimulando a

deposicdo cementaria e sendo indutor de resposta tecidual pulpar reparadora.

Tani-Ishii et al. (2007), em sua pesquisa verificaram que o ATM causou uma
alta regulagcdo de colageno tipo | e osteocalcina na expressdo RNA mensageiro
depois de 24 horas. Seus resultados mostraram que, na presengca do ATM, as
células crescem mais rapidamente e produzem mais matriz génica mineralizada com

expressao em osteoblastos.
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3 PROPOSICAO

"O verdadeiro significado das coisas se encontra na capacidade de dizer as
mesmas coisas com outras palavras.”

Charles Chaplin.

A aceitacdo do uso de um determinado material deve ser calcada em
pesquisas experimentais e laboratoriais que comprovem, entre outras propriedades,
sua biocompatibilidade. Propomos nesta pesquisa verificar as alteragcbes macro e
microscoépicas do Cimento Portland Comum — CP-I (cinza) e do Cimento Portland
Branco nao estrutural — CPB, empregados em fase gel coloidal (pastosa) incluidos

na calvaria de ratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Para execugédo da pesquisa foram empregados 20 ratos machos da
Cepa Rattus novergicus, Albinos Wistar, adultos jovens com peso entre 250 e 370
gramas, provenientes do Biotério do Departamento de Cirurgia, Prétese e
Traumatologia Buco Maxilo Faciais da Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sdo Paulo — FOUSP (Figura 4.1). Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas coletivas, higienizadas, colocadas em ambiente arejado e iluminado
naturalmente, recebendo agua ad libitum e alimentagdo constituida de ragao
comercial balanceada (Figura 4.2). Previamente ao inicio do experimento, o projeto
de pesquisa foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa — Sub
Comissédo de Bioética de Animais da FOUSP (Protocolo n° 07-07), (ANEXO A)

sendo aprovado em 09/04/2007.



Figura 4.1 — Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus)

Figura 4. 2 — Gaiola dos ratos e alimentagéao
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4.1.2 Cimentos

O cimento Portland comum (CP-l) é referéncia para composi¢ao, por suas
caracteristicas e propriedades, aos 11 tipos basicos de cimento Portland disponiveis
no mercado brasileiro. Foram utilizados nesta pesquisa: O Cimento Portland Comum

(CP-1) e o Cimento Portland Branco nao estrutural (CPB).

Figura 4. 3 — Cimento Portland Comum CP-1- | A |o

Cimento Portland Branco ndo estrutura CPB - | B

esterilizados por Oxido de Etileno.
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4.1.2.1 cimento portland comum CP | — Cinza - (NBR 5732)

E um tipo de Cimento Portland sem quaisquer adigbes além do gesso
(utilizado como retardador da pega) é muito adequado para o uso em construgdes
de concreto em geral quando ndo ha exposi¢gao a sulfatos do solo ou de aguas
subterraneas. O Cimento Portland comum é usado em servigos de construgdo em
geral, quando ndo sao exigidas propriedades especiais do cimento. Também é
oferecido ao mercado o Cimento Portland Comum com Adigdes CP [-S, com 5% de

material pozolénico em massa (Figura 4.3A).

4.1.2.2 cimento Portland Branco (CPB) — (NBR 12989)

O Cimento Portland Branco se diferencia por coloracéo, e esta classificado
em dois subtipos: estrutural e ndo estrutural. O estrutural é aplicado em concretos
brancos para fins arquitetdnicos, com classes de resisténcia 25, 32 e 40, similares
as dos demais tipos de cimento. Ja o ndo estrutural ndo tem indicacdes de classe e
€ aplicado, por exemplo, em rejunte de azulejos e em aplicagdes nédo estruturais.
Pode ser utilizado nas mesmas aplicagdes do cimento cinza. A cor branca é obtida a
partir de matérias-primas com baixos teores de 6xido de ferro e manganés, em
condigbes especiais durante a fabricagédo, tais como resfriamento e moagem do
produto e, principalmente, utilizando o caulim no lugar da argila. O indice de
brancura deve ser maior que 78%. Adequado aos projetos arquitetbnicos mais
ousados, o cimento branco oferece a possibilidade de escolha de cores, uma vez

que pode ser associado a pigmentos coloridos (Figura 4.3.B).
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4.2 Métodos

4.2.1 Anestesia dos animais

Os animais de acordo com o peso foram pré-anestesiados com cloridrato de
ketamina, na dose de 25 mg/kg intraperitoneal (Fig. 4.4). Apds o periodo de laténcia
de 2 a 5 minutos, a anestesia foi completada com a associagdo do cloridrato de
ketamina com cloridrato de xilazina, relaxante muscular, analgésico e sedativo, na
dose de 25mg/kg para 10mg/kg respectivamente. O tempo de trabalho para cada

animal foi de aproximadamente 30 minutos (Figura 4.5 e Figura 4.6).

Figura 4.4 — Pesagem dos ratos



Figura 4.5 — Anestésicos utilizados na experimentagao

Figura 4.6 — Anestesia Intraperitoneal
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4.2.2 Grupos Experimentais

Dos 20 ratos selecionados, dois foram previamente utilizados como grupo
piloto e os dezoito restantes foram distribuidos em 3 grupos de 6 ratos que foram
avaliados nos tempos experimentais de 30, 60, e 90 dias e mortos posteriormente
para anadlise histopatoldégica (Tabela 4.1). Cada animal recebeu um implante, sendo
trés de Cimento Portland Comum (CP-l) e trés de Cimento Portland Branco (CPB),
apos trefinado de 10 mm de osso da calvaria. Os cimentos esterilizados pelo 6xido
de etileno foram ativados com soro fisiolégico e introduzidos no local da remogéao

oOssea da calvaria.

Distribuicdo e Morte Grupo | Grupo I Grupo Il Total
dos ratos
30 dias 60 dias 90 dias

Numero de ratos 3 3 3 9
apos Inclusédo do

(CP-I)
Numero de ratos 3 3 3 9
apos Inclusédo do

(CPB)

Total 6 6 6 18

Quadro 4.1 — Distribuicdo e morte dos animais por periodo de tempo (dias)
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4.2.3 Protocolo Cirurgico — Inclusdo dos Cimentos

Durante todos os procedimentos cirurgicos, foram mantidos os critérios de
biosseguranca. Os profissionais estavam devidamente paramentados com avental
cirargico, luvas cirurgicas estéreis, propés, mascara, gorro e oculos de protecao. O
instrumental ciruargico utilizado foi esterilizado em autoclave a 132°C com 1 atm de

pressao durante 4min.

a) Tricotomia na regido da calvaria; Assepsia do campo operatério com PVPI tépico

10% (Figura 4.7);

b) Incisédo reta de + ou - 3 cm com lamina n°15 ao longo da sutura sagital;
Descolamento de espessura total do tecido mole da calvaria (Figura 4.8 e Figura

4.9);

c) Broca Trefina em posicao para ostectomia, afastamento dos tecidos moles e

irrigac&o abundante (Figura 4.10);

d) Regiéo da calvaria apds ostectomia com broca trefina (Figura 4.11);

e) Descolamento com Descolador de Freer do osso trefinado (Figura 4.12);

f) Remocgéao do fragmento 6sseo com pinga (Figura 4.13);

g) Fragmento 6sseo de 10 mm removido da calvaria (Figura 4.14);
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h) Aspecto clinico do tecido cerebral apds remocéo do fragmento ésseo (Figura

4.15);

i) Inclusdo do Cimento Portland Comum (CP-I) ou do Cimento Portland Branco nao

estrutural (CPB) na calvaria (Figura 4.16 e 4.17);

j) Pés-operatério imediato e tardio (Figura 4.18 e 4.19);

Figura 4.7 — Regido da calvaria tricotomizada

Figura 4.8 — Inciséo reta de + ou - 3 cm ao longo da sutura sagital



Figura 4.9 — Descolamento total do retalho

Figura 4.10 — Broca Trefina em posigao para ostectomia, afastamento dos tecidos moles e
irrigacao abundante
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Figura 4.11 — Regiéo da calvaria ap6s ostectomia com broca trefina

Figura 4.12 — Descolamento do osso trefinado
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Figura 4.14 — Fragmento ésseo de 10mm removido da calvaria
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Figura 4.15 — Visualizagao do tecido cerebral

Figura 4.16 - Cimento Portland Comum CP- | incluido na calvaria
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Figura 4.17 - Cimento Portland Branco nao estrutural CPB incluido na calvaria
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Figura 4.18 — Pds-operatério imediato Figura 4.19 — Pds-operatério tardio
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4.2.3 Morte dos animais e remoc¢ao dos cimentos incluidos

Decorridos os periodos experimentais de 30, 60 e 90 dias, os animais foram
novamente anestesiados e tricotomizados. A seguir, o0s mesmos foram mortos com
uma dose excessiva e letal de cloridrato de ketamina (anestésico) injetado no
coracdo. A area implantada foi dissecada, o conteudo foi removido, fixado em
solugédo de formol a 10% e acondicionado em frascos tamponados unitarios, com

identificacdo do rato, cimento e grupo.

4.2.4 Avaliagao Microscoépica (Histologica)

As pecgas com implantes foram removidas dos frascos com formol a 10%. A
seguir as mesmas foram colocadas em &agua destilada por uma hora, com o
propésito de diminuir a concentragcéo de formol e lavagem. O material para estudo
histolégico foi descalcificado em solucdo de acido nitrico a 5% (20 ml),
aproximadamente durante oito dias. Foram realizadas avaliacbes de textura e
exame macroscopico para comprovagao da descalcificacdo Para desidratacdo e

diafanizacdo dos tecidos, foi utilizado o histotécnico, um processador automatico de
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tecidos, para posteriormente, as pecas serem incluidas manualmente na parafina.
Depois da obtencédo dos blocos de parafina, foram realizados novos cortes através
de um micrétomo semi-seriado de 5 um. As laminas com material montado foram
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), fixadas em balsamo de Canada
e laminula. A leitura das laminas foi realizada em microscopio optico Olympus com
objetiva 40 e 100 vezes. Foram utilizados microcamera e monitor de TV, acoplados

ao microscopio optico, para facilitar a observacgao e discussdo das mesmas.
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5 RESULTADOS

"Aprender é a unica coisa de que a mente nunca se cansa, nunca tem medo e nunca

se arrepende.” (Leonardo da Vinci)

Macroscopicamente:

Durante a manipulagdo e ativagdo dos cimentos com soro fisiologico,
pudemos avaliar (aspecto visual e tatil) a diferengca de tamanho das particulas dos
cimentos estudados, pois o Cimento Portland Comum (CP- |) forneceu uma pasta
mais espessa que o Cimento Portland Branco ndo estrutural (CPB). Respeitando
a mesma propor¢do de mistura entre os dois cimentos estudados. Para a
manipulagdo dos mesmos foi utilizada a proporgéo po-liquido (soro fisioldgico) de

3:1, chegando-se a uma consisténcia de pasta de vidraceiro.

Durante o acompanhamento péds-operatério dos tempos experimentais, nao

foi verificado nenhuma morte dos animais estudados.
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Microscopicamente:

Figura 5.1 - Grupo | (30 dias) Cimento Portland Branco nao estrutural CPB (40x)

A lamina histolégica mostra fragmento de tecido 6Osseo secundario
caracterizado pela presenca de fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas.
Lacunas contendo ostedcitos e basodfilos. Encontrou-se area de solugcdo de
continuidade a este fragmento ésseo, onde é visivel a presencga de tecido conjuntivo
moderado, celular e ricamente vascularizado. Permeando este tecido conjuntivo
observou-se: infiltrado inflamatério intenso em areas especificas, tecido fibroso,
vasos congestos, neoformacao capilar, neutrofilos e macréfagos. Sugerindo um
processo inflamatério agudo. Também foi visualizado uma matriz 6ssea recém
formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que ndo esta ainda calcificada; menos
mineralizada e auséncia de lamelas. Por baixo as estruturas descritas observa-se

fibras nervosas. Material exdgeno nao foi visualizado.
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Figura 5.2 - Grupo | (30 dias) Cimento Portland Comum CP-I (100 x)

A lamina histologica mostra fragmento de tecido Osseo secundario
caracterizado pela presencga de fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas.
Lacunas contendo ostedcitos e basofilos. Encontrou-se area de solugcdo de
continuidade a este fragmento ésseo, onde é visivel a presencga de tecido conjuntivo
moderado, celular e ricamente vascularizado. Permeando este tecido conjuntivo
observou-se: infiltrado inflamatério intenso em areas especificas, tecido fibroso,
vasos congestos, neoformacao capilar, neutrofilos e macréfagos. Sugerindo um
processo inflamatério agudo. Também foi visualizado uma matriz 6ssea recém
formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que ndo esta ainda calcificada; menos
mineralizada e auséncia de lamelas. Por baixo as estruturas descritas observa-se

fibras nervosas. Material exdgeno nao foi visualizado.
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Figura 5.3 - Grupo Il (60 dias) Cimento Portland Branco n&o estrutural CP (40x)

A lamina histolégica mostra fragmento de tecido 6Osseo secundario
caracterizado pela presenca de fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas.
Lacunas contendo ostedcitos e basodfilos. Encontrou-se area de solugcdo de
continuidade a este fragmento ésseo, onde € visivel a presencga de tecido conjuntivo
moderado, celular e ricamente vascularizado. Permeando este tecido conjuntivo
observou-se: infiltrado inflamatério moderado, tecido fibroso, vasos congestos e néo
congestos, neoformagao capilar, fibroblastos jovens, neutréfilos e macréfagos.
Sugerindo uma transi¢ao de um processo inflamatoério agudo para crénico. Também
foi visualizado uma matriz 6ssea recém formada, adjacente aos osteoblastos ativos
e que nao esta ainda calcificada; menos mineralizada e auséncia de lamelas. Por
baixo as estruturas descritas observa-se fibras musculares e nervosas. Material

exogeno foi visualizado.
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Figura 5.4 - Grupo Il (60 dias) Cimento Portland Comum CP-I (100x)

A lamina histolégica mostra fragmento de tecido 6sseo secundario
caracterizado pela presencga de fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas.
Lacunas contendo osteécitos e basdfilos. Encontrou-se area de solugdo de
continuidade a este fragmento 6sseo, onde € visivel a presencga de tecido conjuntivo
moderado, celular e ricamente vascularizado. Permeando este tecido conjuntivo
observou-se: infiltrado inflamatério moderado, tecido fibroso, vasos congestos e néo
congestos, neoformagao capilar, fibroblastos jovens, neutréfilos e macréfagos.
Sugerindo uma transi¢ao de um processo inflamatério agudo para crénico. Também
foi visualizado uma matriz 6ssea recém formada, adjacente aos osteoblastos ativos
e que nao esta ainda calcificada; menos mineralizada e auséncia de lamelas. Por
baixo as estruturas descritas observa-se fibras musculares e nervosas. Material

exogeno foi visualizado.
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Figura 5.5 - Grupo 1l (90 dias) Cimento Portland Branco n&o estrutural CPB (40x)

A lamina histolégica mostra fragmento de tecido 6sseo secundario caracterizado
pela presenga de fibras coldgenas organizadas em lamelas paralelas. Lacunas
contendo ostedcitos e basofilos. Encontrou-se area de solugcdo de continuidade a
este fragmento Osseo, onde é visivel a presenga de tecido conjuntivo denso
constituido por feixes de fibras colagenas, celular e ricamente vascularizado.
Permeando este tecido conjuntivo observou-se: infiltrado inflamatério discreto
apresentando infiltrado inflamatério mononuclear macrofagico disperso no tecido.
Sugerindo um processo inflamatério crénico. Também foi visualizado uma matriz
O0ssea recém formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que ndo esta ainda
calcificada; € menos mineralizada e com auséncia de lamelas. Por baixo as
estruturas descritas observou-se fibras nervosas. Material exdégeno né&o foi

visualizado.
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Figura 5.6 - Grupo Il (90 dias) Cimento Portland Comum CP-I (100x)

A lamina histologica mostra fragmento de tecido 6sseo secundario caracterizado
pela presengca de fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas. Lacunas
contendo ostedcitos e basofilos. Encontrou-se area de solugcdo de continuidade a
este fragmento Osseo, onde é visivel a presenga de tecido conjuntivo denso
constituido por feixes de fibras colagenas, celular e ricamente vascularizado.
Permeando este tecido conjuntivo observou-se: infiltrado inflamatério discreto
apresentando infiltrado inflamatério mononuclear macrofagico disperso no tecido.
Sugerindo um processo inflamatério crénico. Também foi visualizado uma matriz
O0ssea recém formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que ndo esta ainda
calcificada; € menos mineralizada e com auséncia de lamelas. Por baixo as
estruturas descritas observou-se fibras nervosas. Material exdégeno né&o foi

visualizado.
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Figura 5.7 - Grupo 11l (90 dias) Cimento Portland Branco nao estrutural CPB (100x)

A lamina histolédgica mostra fragmento de tecido 6sseo secundario caracterizado
pela presenga de fibras coldgenas organizadas em lamelas paralelas. Lacunas
contendo ostedcitos e basofilos. Encontrou-se area de solugcdo de continuidade a
este fragmento Osseo, onde é visivel a presenga de tecido conjuntivo denso
constituido por feixes de fibras colagenas, celular e ricamente vascularizado.
Permeando este tecido conjuntivo observou-se: infiltrado inflamatério discreto
apresentando infiltrado inflamatério mononuclear macrofagico disperso no tecido.
Sugerindo um processo inflamatério crénico. Também foi visualizado uma matriz
O0ssea recém formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que ndo esta ainda
calcificada; € menos mineralizada e com auséncia de lamelas. Por baixo as
estruturas descritas observou-se fibras nervosas. Material exdégeno né&o foi

visualizado.
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa foi realizada em roedores, animais experimentais que atendem
as exigéncias basicas necessarias para o estudo proposto. Além disso, houve pela
facilidade de acesso aos mesmos, controle da sua dieta e saude geral, além dos
constantes cuidados necessarios pos-operatorios. Foram administrados somente
analgésicos e nao antimicrobianos e antiinflamatorios aos roedores para que n&o
houvesse a influéncia de fatores externos, que alterassem a reagao tecidual frente
aos materiais implantados. A amostra, portanto, foi homogénea, favorecendo
resultados fidedignos. Ambos os materiais utilizados foram manipulados com soro
fisiologico, por se tratar de uma substancia também estéril, assim, ndo haveria
influéncia nos resultados, até se chegar a uma consisténcia de pasta de vidraceiro,

como foi visto nas pesquisas Torabinejad e Chivian (1999) e Kogan et al. (2006).

Os estudos comparativos sobre a composigdo e comportamento biolégico do
ATM (Pro root) e do Cimento Portland (CP) iniciaram-se gradativamente quando se
verificou a similaridade macroscopica destes materiais. Nos estudos de composigao
quimica e particular foram demonstradas grandes semelhancas de acordo com
(ESTRELA et al.,, 2000) e, biologicamente ambos (0 ATM e o PC) foram
semelhantes, tanto em subcutdneo de rato (HOLLAND et al., 2001) quanto em
pulpotomia de cdo (HOLLAND et al., 2004). Ainda levando-se em consideragao os
relatos sobre a semelhangca de composi¢cdo quimica entre o ATM e o Cimento
Portland, foi objetivo de Wucherpfenning e Green (1999) avaliar a biocompatibilidade

do CP. Células similares aos odontoblastos (MG-63) foram cultivadas na presencga
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do Cimento Portland e do ATM. Foi observada a formagcdo de matriz extracelular
semelhante para os dois materiais testados. Posteriormente, experimentos in vivo
em ratos adultos foram realizados pelos mesmos autores, utilizando-se o CP e o
ATM como materiais capeadores diretos apos exposicao pulpar estéril. A avaliagao
histolégica possibilitou confirmar o efeito similar que os dois materiais testados
exerceram sobre as células pulpares; e em alguns casos, foi possivel visualizar a
aposicao de dentina reparadora. Dados que vem de encontro aos nossos resultados
macroscopicos de biocompatibilidade, ja que em nosso estudo os dois cimentos
implantados ficaram em contato com o 6érgédo mais especializado do corpo; o

cérebro, e nao foi verificado nenhum oébito dos animais utilizados na pesquisa.

Segundo Sarkar et al. (2005), em seu estudo, usando cimentos em fase
pastosa, o inicio do processo de osteogénese € explicado pela dissolugdo, em meio
aos fluidos tissulares, dos ions Ca*", fosfato e hidroxila, formando hidroxiapatita. O
processo continua ndo somente na superficie do implante como em seu interior, pois
sua natureza porosa permite a penetracao e adesao das células indiferenciadas
(osteocondugéo) levando a precipitagdo de ions Ca'", fosfato e hidroxila com
subsequente precipitacdo de hidroxiapatita. A formacédo de tecido 6sseo é um
processo dindmico e continuo; a mineralizagdo do tecido désseo acontece pela

mineralizagao das fibras de colageno da matriz 6ssea ndo mineralizada.

Abdullah et al. (2002) investigaram comparativamente a biocompatibilidade de
dois tipos de CP aditivados com o cimento de ionédmero de vidro, o ATM e CP né&o
modificado. Os autores observaram os efeitos na expressdo de marcadores de
remodelacdo Ossea, através da observagdo da citomorfologia em osteossarcoma

(Sa0S-2), quando da presencga destes materiais. Foi verificado que os cimentos
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aditivados nao eram toéxicos e podiam apresentar potencial para promover

recuperagao ossea.

Holland et al. (2001), trabalhando com cimento na fase pastosa,
demonstraram que o CaO, do pé do cimento ao ser preparado com H.0O, é
convertido em Ca (OH) 2 que, em contato com os fluidos tissulares dissocia-se em
ions Ca™ e (OH). Os ions Ca'", reagindo com o CO; dos tecidos, originam
granulagdes de CaCO; Junto a estas granulagbes, acumula-se fibronectina
permitindo a adesdo e diferenciagdo celular. A deposicao de fibronectina na
superficie e no interior do implante, leva ao fenbmeno de adesao celular permitindo
assim a diferenciacédo das células precursoras de osteoblastos e osteoclastos. Tani-
Ishii et al. (2007), em sua pesquisa verificaram que o ATM causou uma alta
regulagéo de colageno tipo | e osteocalcina na expressdo RNA mensageiro depois
de 24 horas. Seus resultados mostraram que, na presenca do ATM, as células
crescem mais rapido e produzem mais matriz génica mineralizada com expressao
em osteoblastos. Entédo, de acordo com os estudos descritos acima; de Holland et al.
(2001), Abdullah et al. (2002), Sarkar et al. (2005) e Tani-Ishii et al. (2007) em nosso
estudo, pudemos verificar uma matriz 6ssea recém formada, adjacente aos
osteoblastos ativos e que nao esta ainda calcificada; menos mineralizada e auséncia

de lamelas.

No estudo feito por Estrela et al. (2000), além dos componentes quimicos do
Agregado de Triéxido Mineral e do Cimento de Portland, avaliaram-se: acéao
antimicrobiana do ATM, Cimento de Portland, pasta de hidréxido de calcio, Sealapex
e Dycal. Observaram os autores que tanto o ATM quanto o Cimento de Portland

apresentaram os resultados dos testes de atividade antimicrobiana similares,
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atribuindo-se a isso o fato desses dois cimentos apresentarem basicamente a
mesma composi¢ao quimica, corroborando com os achados de Faraco Junior e
Holland (2004). Em contrapartida, Dammaschke et al. (2005), mencionaram que, em
relacdo as propriedades fisico-quimicas, o Cimento de Portland apresentou
particulas maiores do que as do ATM Pro Root e que o ATM nao pode ser
substituido por qualquer Cimento de Portland. Ambos os produtos sido similares,
mas nao iguais e exibem diferengcas marcantes.

Sipert et al. (2005) estudou in vitro a atividade antimicrobiana do Fill canal,
Sealapex, ATM, CP e Endorez, nas varias espécies de microrganismos: Enterococus
faecalis ATCC 29212, Micrococus luteus ATCC 9341, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphilococus aureus ATCC 25923, Staphilococus epidermidis ATCC 12228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans ATCC 10231. O método
utilizado foi a difusdo no Agar Mueller-Hinton (MH). Os aferidores foram colocados
em pocos equidistantes, imediatamente depois da manipulacdo, e os
microorganismos semeados na placa. Estas placas foram mantidas em 4°C por 2 h
para predifusdo e incubacéao, entdo em 37°C por 24 h. Os resultados mostraram que
o Sealapex e o Fill Canal apresentaram acao antimicrobiana; para o ATM e o CP
apenas a E. coli ndo foi inibida; e nenhuma atividade antimicrobiana foi detectada

para EndoRez.

O ATM (Pro root) € o material que tem demonstrado melhor comportamento
bioldgico, tanto em subcuténeo de rato (HOLLAND et al., 2001) e em pulpotomia em
dentes de cdes (HOLLAND et al., 2004) quanto em perfuragdes (HOLLAND et al.,
2004), obturagdes endoddnticas (HOLLAND et al, 1999) e em obturagdes
retrogradas (TORABINEJAD et al., 1995, 1997; BERNABE; HOLLAND., 1998). A

composicédo do ATM é em torno de 60% de oxido de calcio, o que |he confere pH
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inicial alto e apds 3 horas também (TORABINEJAD et al., 1995). Com relagao a
acao antimicrobiana em teste de difusdo radial, os resultados foram semelhantes
(ESTRELA et al. 2000), ambos se difundiram no meio de cultura, porém nao inibiram
totalmente os microrganismos. Resultado semelhante foi encontrado por Torabinejad
et al. (1995), na andlise do ATM (Pro root). Entretanto, Duarte et al. (2002),
demonstraram que ndo houve crescimento de microrganismos, demonstrando a nao
contaminagao do ATM (Pro root) e do Cimento Portland. Tal fato pode ser explicado
pela preparagao do cimento de Portland que ocorre em temperaturas altissimas,
incompativeis com o crescimento bacteriano. Pelo fato de o cimento de Portland
apresentar o 6xido de calcio em sua composicado, ele propicia um pH de 12.3,
inicialmente, atingindo 12.9 apds 3 horas (WEIDMANN; LEWIS; REID, 1994). Esta
alcalinidade é incompativel com a maioria dos microrganismos, promovendo uma
inibicdo enzimatica (CALDWELL. 1995; ESTRELA et al., 1994, 1995). Os resultados
deste trabalho vém corroborar as observagdes bioldgicas do cimento de Portland,
uma vez que se houvesse contaminacdo do mesmo ele apresentaria o
comportamento bioldgico observado em estudos prévios (HOLLAND et al., 2002).
Todos estes estudos acima, onde a ag¢ao antimicrobiana foi avaliada, vao de
encontro aos nossos achados macroscopicos. Pois ndo houve, durante todos os
tempos experimentais, resultados clinicos que indicassem a contaminagao ou

colonizacao dos cimentos implantados.

Dammaschke et al. (2005) avaliaram as propriedades quimicas e fisicas do
ATM branco (ProRoot) comparando-o com dois tipos comuns de Cimentos de
Portland (CEM 1 e CEM 2). Os componentes principais foram analisados por um
espectroscopio fotoeletrénico de raios-X (XPS) e os constituintes menores por

espectroscopio o6tico (XPS) e as mudancgas morfolégicas foram examinadas por
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microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os resultados mostraram que os dois
tipos de Cimentos de Portland apresentaram particulas de grande tamanho,
enquanto o ATM apresentou particulas menores. Diante de tais resultados, os
autores concluiram que, quanto as propriedades fisicas e quimicas, o ATM nao pode
ser substituido por qualquer tipo de Cimento de Portland. Ambos os produtos sao
similares, mas nao iguais e exibem diferengas marcantes. J4 em nosso experimento,
durante a manipulacédo e ativacdo dos cimentos com soro fisiolégico, pudemos
avaliar a diferenca de tamanho das particulas dos cimentos estudados, pois o
Cimento Portland Comum (CP- 1) forneceu uma pasta mais espessa que o Cimento
Portland Branco nao estrutural (CPB). O que foi verificado também
microscopicamente.

Foi citado por Duarte et al. (2005), que a concentragao do arsénico € baixa no
CP assim como no ATM, ndo demonstrando nenhuma contra-indicagao para o uso
destes materiais na pratica clinica. Foi utilizado para este estudo pardmetros de
absorcdo atbmica de espectrofotometria. Dado positivo e comprovado
macroscopicamente em nosso experimento. Sabe-se que o arsénico inoganico
trivalente (As®*) interage com grupos sulfidrilas de moléculas organicas, assim, se
houvesse uma grande concentragdo deste semi-metal em nossos cimentos,
algumas enzimas dos ratos seriam afetadas, ocasionando sérios danos na
respiracao celular e consequentemente a morte dos mesmos.

Torreira et al. (2004) demonstraram a resposta do tecido ésseo a implantagao
do ATM e o potencial osteocondutivo do material com um estudo histolégico em
ratos. A implantagcdao do material na fase pastosa em defeitos dsseos resultou em
regeneragao O0ssea apds quatro semanas da cirurgia. Entretanto, os autores nao

consideraram significante a quantidade de novo osso formado, considerando-a
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limitada. O que também pudemos observar em nosso estudo histolégico no tempo
de 90 dias; com a presenga de tecido conjuntivo denso constituido por feixes de
fibras colagenas, celular e ricamente vascularizado. Também foi visualizado uma
matriz 6ssea recém formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que nao esta
ainda calcificada; € menos mineralizada e com a auséncia de lamelas Mitchell et al.
(1999), sugerindo que, mesmo sendo pequena a solubilidade do cimento sélido,
ocorre diluicdo superficial do material, estimulando assim os osteoblastos a
sintetizarem citocinas. Confirma a possibilidade levantada por estes autores de que
a microestrutura cristalina do cimento possa fornecer o estimulo para a adesao e
crescimento celular. De Deus et al. (2005) avaliaram os efeitos toxicos de dois tipos
de ATM (Pro-Raiz e Angelus) e do CP em cultura de células endoteliais humanas, as
quais foram encubadas a 37°C, em uma atmosfera de 95%, didxido de carbono de
5% e 100% de umidade por 7 dias. Os efeitos dos materiais foram medidos por
analise closimétrica, as quais foram repetidas por trés vezes para assegurar a
reproducdo. Os dois tipos de ATM analisados, assim como o CP, mostraram
inicialmente um efeito tdéxico similar que diminuiu gradualmente com o tempo e

permitiu que a cultura de células se tornasse estabilizada.

Em estudo realizado por Koh et al. (1997), da agdo do ATM na produgéo de
citocinas em osteoblastos humanos e na adesdo das células a superficie do
material, utilizando meio de cultura para osteoblastos (MG-63), observou-se:
crescimento celular na superficie do ATM em 6 horas e aumento deste crescimento
até 144 horas. Os ensaios de ELISA demonstraram niveis elevados de interleucinas
(IL-1a, IL-1B8 e IL6) na presenca do ATM. Os niveis de citocina aumentados
demostraram-se favoraveis para a estimulacao da atividade de osteoclastos; porém,

o ATM apresentou-se como um estimulador de osteoblastos e parece ser a fase de



59

fosfato de calcio do ATM a responsavel pelo favorecimento da estimulacdo. Esta
fase, enquanto ndo é representada pela formacao de hidroxiapatita, poderia ser
responsavel pela mudanga no comportamento celular que estimula o crescimento

celular sobre o ATM.

Camilleri et al. (2005) avaliaram a biocompatibilidade do ATM, e aceleraram o
cimento Portland analisando a funcdo e proliferacdo metabdlica celular. Para a
avaliagcado quimica do Cimento de Portland branco e cinza, do ATM branco e cinza; e
do cimento de Portland acelerado. Foram feitas analises dispersivas de energia de
difragdo do raio X. A biocompatibilidade dos materiais foi avaliada usando um
método direto do teste, no qual a proliferagdo celular foi medida quantitativamente
por meio de tintura azul de Alamar, e um meétodo indireto em que as células se
desenvolvessem em materiais solventes e a proliferacdo celular fosse analisada
usando o metiltetrazolium conforme ISSO 10993. Os resultados mostraram que a
constituicdo quimica era similar. Os estudos indiretos revelaram um aumento na
atividade celular depois de 24 h, comparados com o controle no meio de cultura (p<
0.001). Os resultados indicaram que houve biocompatibilidade dos cimentos e que a
adicao do oxido de bismuto ndo interferiu na biocompatibilidade. O Cimento de
Portland acelerado mostrou resultados similares. Em nossa pesquisa também
pudemos constatar microscopicamente a presenca de tecido conjuntivo moderado,
celularizado, ricamente vascular, confirmando os resultados de Mitchell et al. (1999),

De Deus et al. (2005), Koh et al. (1997) e Camilleri et al. (2005) acima descritos.

A analise da biocompatibilidade do CP em polpas humanas, realizada por
Barbosa (2004), tornou-se possivel gragas aos resultados biolégicos satisfatorios do

produto quando estudados in vitro e in vivo. E a indugao de resposta tecidual pulpar
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reparadora foi um dado de extrema relevancia observado nos resultados do autor.
Ribeiro et al. (2005) verificaram a biocompatibilidade a respeito da toxicidade celular
do ATM e do CP regulares e brancos, avaliados in vitro, usando analise do gel da
célula (cometa) e testes alcalinos da exclusdo do azul trypan, respectivamente, em
células de lipoma de ratos. Os resultados ndo demonstraram danos do DNA apés o
uso do ATM e para CP numa concentracédo de até 1000 ug/ml, demonstrando que
nenhum dos materiais avaliados eram citotoxicos e ndo induziam a morte celular. O
que também pode ser observado macroscopicamente em nosso estudo, com a
introdug&o dos cimentos, em contato direto com o tecido cerebral dos ratos.

Futuras pesquisas experimentais sdo necessarias, para que seja avaliada a
real sugestdo de insercdo do Cimento Portland Comum (CP- |) e do Cimento

Portland Branco nao estrutural (CPB) na utilizagao clinica diaria.
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7 CONCLUSOES

Dentro das condi¢cdes experimentais deste trabalho, pode-se concluir:

1 — Macroscopicamente pode-se observar que ndo houveram consequéncias
de uma proliferagdo microbiolégica em nenhum dos cimentos e tempos
pesquisados. Nao ocorrendo o 6bito dos ratos apos a inclusdo dos cimentos; mesmo
com a né&o utilizagdo de antimicrobianos; caracterizando a agdo dos mesmos;

justificado pelo alto pH dos cimentos estudados;

2 — Durante a manipulagdo dos cimentos estudados pudemos constatar uma
diferenca no tamanho das particulas de cada material, verificando que o Cimento
Portland Comum (CP- |) forneceu uma pasta mais espessa que o Cimento Portland

Branco néo estrutural (CPB);

3 — Microscopicamente n&o obtivemos diferengas significativas entre os dois
cimentos; em nosso maior tempo histolégico (90 dias) observou-se: a presenga de
tecido conjuntivo denso constituido por feixes de fibras colagenas, celular e
ricamente vascularizado. Também foi visualizado uma matriz 6ssea recém formada,
adjacente aos osteoblastos ativos e que ndo esta ainda calcificada; € menos
mineralizada e com auséncia de lamelas. Durantes os tempos histolégicos de 30, 60
e 90 dias, o infiltrado inflamatério disperso no tecido apresentou-se: intenso,
moderado e discreto. Sugerindo a mudanga do processo inflamatério de agudo a

crbénico respectivamente.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAO

PROTOCOLO n° 07/07

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa —
Subcomissdo de Bioética de Animais da FOUSP, APROVOU o protocolo de
pesquisa “Avaliagio morfolégica da osseointegragao entre o cimento
Portland Comum CP-| e cimento Portland Branco nao estrutural CPB na
calvaria de ratos’, de responsabilidade do(a) pesquisador(a) Fabiano
Geronasso Simdes, sob orientagdo da Professor(a) Doutor(a) José Carlos
Mesquita Carvalho.

Cabe ao responsavel enviar relatdrios referentes ao andamento da
pesquisa apés 06 (seis) meses e 01(um) ano desta data, bem como copia do
alho em “cd” ou “disquete” ao finaliza-lo, conforme legislagéo vigente.

S&o Paulo, 09 de abril de 2007
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