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RESUMO

Estabelecer estratégias para restaurar, manter ou melhorar a funcdo dos tecidos dsseos,
envolve a investiga¢do de biomateriais que demonstrem capacidade de melhorar a reparagado
Ossea, especialmente quando defeitos Osseos criticos estdo presentes. O estudo avaliou o
comportamento do cimento biocerimico PBS CIMMO HP® (Pozzolana Biologic Silva)
quando utilizado como material de preenchimento de defeitos em calvaria de ratos,
isoladamente ou associado ao osso autégeno ou bovino, através de andlises histologica,
histométrica e tomografica. Foram utilizados 60 ratos albinos Wistar para criagao de defeitos
criticos de 6 mm nas calvdrias, divididos em 6 grupos: coagulo sanguineo, osso autdgeno,
cimento bioceramico PBS CIMMO®, osso bovino particulado, osso bovino particulado + PBS
CIMMO®, osso autégeno + PBS CIMMO®. Apds a eutandsia ao 30 e 60 dias exame
tomografico permitiu o calculo da densidade dssea através de analise das imagens utilizando o
software Image] e OneVolumeViewer. Para realizar o exame histologico seguiu o protocolo
habitual de descalcificagdo e coloracdo em hematoxicilina e eosina, ¢ as analises foram
realizadas em  microscopia de luz em objetivas de 2,5, 10 e 40.
Na anélise tomografica apresentou maiores densidades para o grupo PBS CIMMO® em

relagdo ao osso autdogeno (p=0,0305). Avaliacdo histologica qualitativa o grupo PBS
demonstrou boa formagdo oOssea e presenga de material ostedide. A avaliagdo
histomorfométrica mostrou que cimento PBS CIMMO nao apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao grupo osso autdgeno (p=0,8641). O cimento PBS CIMMO® isolado, aos 60 dias,
mostrou maior densidade em relagdo ao osso autdgeno, sugerindo melhorar reparagao dssea,

visto que imagens histologicas de colagenos precursores foram evidenciadas nesse periodo.

Palavras chaves: biomateriais; cimento bioldgico; bioceramica; osso autdgeno; 0osso bovino.



ABSTRACT

Establishing strategies to restore, maintain, or improve the function of bone tissues involves
the investigation of biomaterials that demonstrate the ability to enhance bone repair,
especially when critical bone defects are present. The study evaluated the behavior of the
bioceramic cement PBS CIMMO HP® (Biologic Silva Pozzolana) when used as a filling
material for defects in rat calvaria, either alone or in association with autogenous or bovine
bone, through histological, histometric, and tomographic analyses. Sixty Wistar albino rats
were used to create critical defects of 6 mm in the calvaria, divided into 6 groups: blood clot,
autogenous bone, PBS CIMMO® bioceramic cement, particulate bovine bone, particulate
bovine bone + PBS CIMMO®, autogenous bone + PBS CIMMO®. After euthanasia at 30
and 60 days, tomographic examination allowed the calculation of bone density through image
analysis using ImageJ software and OneVolumeViewer. For the histological examination, the
usual protocol of decalcification and hematoxylin and eosin staining was followed, and the
analyses were performed using light microscopy with objectives of 2.5, 10, and 40. In the
tomographic analysis, higher densities were observed for the PBS CIMMO® group compared
to the autogenous bone group (p=0.0305). Qualitative histological evaluation showed that the
PBS group demonstrated good bone formation and the presence of osteoid material.
Histomorphometric evaluation showed that PBS CIMMO cement did not present statistical
differences compared to the autogenous bone group (p=0.8641). The isolated PBS CIMMO®
cement, at 60 days, showed higher density compared to autogenous bone, suggesting
improved bone repair, as histological images of precursor collagens were evidenced during

this period.

Keywords: biomaterials; biological cement; bioceramics; autogenous bone; bovine bone.
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1 INTRODUCAO

A saude bucal tem relacdao direta com a saude geral. Problemas bucais podem gerar
distarbios mastigatorios, fonéticos e estéticos. Essas alteragdes podem evoluir para
comprometimento sistémico como: ma nutri¢do, doengas cronicas e psicoldgicas causadas
pela reducgdo da autoestima (FERNANDEZ; ROSA; FERREIRA, 2020).

Frente as mutilagdes de tecidos decorrentes de patologias bucais, traumas teciduais ou
tratamentos mutiladores, a odontologia demonstra constante preocupacdo com o
aprimoramento de recursos e técnicas, bem como aprimora estudos para caracterizar
substitutos, principalmente 6sseos para reabilitar rebordos alveolares mutilados, principalmente
pelas perdas dentarias (MACBETH; DONOS; MARDAS, 2022).

Durante algum tempo o sucesso na Implantodontia seria dependente basicamente da
osseointegragdo, caracterizada pela unido tecido dsseo vivo ao implante em niveis
macroscopios, com auséncia de movimentagao entre 0sso € implante € em niveis microscopicos,
a luz da microscopia eletronica, interacdo entre osteoblastos e implante (ALBREKTSSON,
1983). Branemark (1983) definiu, entdo, o processo de osseointegracdo como “uma conexao
direta estrutural e funcional entre o tecido 6sseo normal vidvel e o implante em fun¢do”.
Atualmente esse sucesso suplanta conceitos estéticos, satde periimplantar e parametros
protéticos associados a osseointegracdao, € o que pode ser considerado como sucesso.Com o
objetivo de alcangar a satisfacdo méxima do paciente em serreabilitado, fatores relacionadao
paciente como idade, género, condi¢des sistémicas,tabagismo, higiene bucal, quantidadee
qualidade do osso residual do rebordo alveolar devem ser levadas em consideracao
MOREIRA et al., 2023).

Observa-se grande preocupagdo em encontrar recursos € materiais eficazes para
melhorar qualidade e ganhar quantidade Ossea em pacientes com defeitos ou atrofias de
rebordos alveolares, impeditivos para a reabilitagio com proteses implantossuportadas
(FERRATINO et al., 2023).

Uma vez que para realizar uma reabilitagdo implantossuportada a necessidade de
tecido d0sseos sadio € pré-requisito indispensavel. Biomateriais para substituir o tecido 6sseo
perdido precisam fornecer estrutura e composi¢ao quimica semelhante ao osso humano. Um
material adequado deve apresentar como caracteristicas: biocompatibilidade (capaz de
interagir com o0 organismo sem provocar respostas adversas), osteocondugdo,

osteoinducdoserem absorviveis (ser substituido por osteoblastos do hospedeiro), serem
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seguros, de facil manipulacdo e apresentarem custo-beneficio (CYPHER E GROSSMAN,
1996).

Os biomateriais sdo substancias ou conjunto de substancias, sintéticas ou naturais,
usadas com objetivo de aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou fungdao no corpo
humano completa ou parcialmente perdida ou mutilada (SILVA et al., 2018; GALLO et al.,
2022). A Engenharia Tecidual ¢ uma area que pesquisa novos biomateriais que apresentam
propriedades quimicas ebiologicas que objetivam reconstruir ou regenerar tecidos ou 6rgaos.
Conta com o desenvolvimento de materiais para serem aplicados na reconstru¢do de tecidos
moles ou duroscomo o tecido dsseo, utilizando-se de estratégias diferenciadas. De modo geral,
as estratégias da engenharia tecidual podem estar apresentadas em trés grupos: implantagao de
células ou substitui¢do de células, liberacdo de substancias que induzem o crescimento
tecidual e a unido de células em diferentes matrizes (SOBCZAK-KUPIEC et al.,, 2021).

Os cimentos odontologicos bioativos, bioceramicos, originados do cimento Portland
da construcdo civil, proporcionam forma¢ao de fosfatos de calcio amorfos, precursores de
carbonato de apatita. Essa interagdo na interface entre cimento e 0sso, promove a
biomineralizagdo e tal mecanismo de agdo, aplicado na regido do apice radicular, leva a
formagdo de ligamento periodontal na interface osso-dentina. (BHAGAVALDAS et al,
2017; BOCZAR et al., 2020; SANTIAGO et al., 2021; PEDROSA et al.,
2021; GANDHI B.; HALEBATHI-GOWDRA R., 2017, REYES- CARMONA et al.,
2009; TORABINEJAD et al., 1993). Varios cimentos odontoldgicos originados do cimento
Portland apresentam semelhancas de ph, solubilidade, densidade, atividade microbiana,
comportamento bioldgico, além de apresentarem baixa resisténcia a compressao (PEDROSA
et al., 2022; GONCALVES et al., 2022; PEDROSA et al., 2022).

Os cimentos bioceramicos indutores de formacgdo de tecido mostram promissora
aplicacdo em tecidos mineralizados e sua investigacdo em modelos animais de defeitos criticos
pode trazer informagdes importantes sobre seu comportamento quando aplicados diretamente
em contato com o0 0sso em cicatrizacdo. Esses cimentos também podem contribuir para
aprimorar ou agregar caracteristicas importantes a outros biomateriais de enxerto (DE
OLIVEIRA JUNIOR J. M. et al. 2021; LU, J.; YU, H.; CHEN, C., 2018).

O Cimento PBS CIMMO® ¢ um desses cimentos odontoldgicos disponiveis no
mercado para uso especialmente em tratamento endodontico. Diante de resultados inusitados,
a respeito do comportamento dos cimentos CIMMO®, nos tecidos periapicais e
perirradiculares, que indicam possibilidade de contribuicdo para formagdo oOssea (SILVA

NETO et al., 2010; SILVA NETO et al., 2012; SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2016). Diante
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dos poucos trabalhos publicados na literatura, associados aos estudos incipientes que
investigaram o seu comportamento no preenchimento de defeitos dsseos em fémur de animais
(CORREA, 2019) ou nas adjacéncias de implantes osseointegraveis (ZERBINATTI et al.,
2019), além de 2 estudos clinicos (MOYSES et al., 2020 e FREITAS PEDROSA et al., 2022),
tornou-se oportuna a avali¢do do cimento PBS em defeitos 0sseos criticos em modelos de
calvaria de ratos albinos.

Justifica-se, o estudo utilizando o cimento biocerAmico PBS CIMMO® e,
principalmente considerando que as bioceramicas sdo compostos biocompativeis que
apresentam propriedades de bioatividade e biomimetismo, por sua similaridade com o
processo bioldgico de formagao de hidroxiapatita e por sua capacidade de osteoindutoras na

presenca de processo de cicatrizagao 6ssea (LU, J.; YU, H.; CHEN, C., 2018).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do cimento PBS CIMMO HP®, associado ou nio ao 0sso autégeno
apsso bovino, quando utilizados como material de preenchimento de defeitos dsseos criticos

arcalvarias de ratos adultos metabolicamente normais.

1.1.2 Objetivos especificos

Sao objetivos especificos do presente trabalho:

a) Avaliar e quantificar a formag&o de tecido dsseo em defeitos criticos emcalvéria de
ratos através de analises histométrica e tomogréfica;

b) Comparar estatisticamente a formacdo Ossea promovida pelo cimento PBS
CIMMO® frente ao o0sso autdgeno, bovino e associagdes com o cimento PBS

CIMMO®na reparacéo 6ssea de defeitos criticos em calvaria de ratos Wistar.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Os biomateriais para enxerto 6sseos

A reconstru¢do dos maxilares tem o intuito de proporcionar quantidade e qualidade de
tecido Osseo para permitir métodos de reabilitagdo mastigatoria, especialmente através das
préteses implanto suportadas. A quantidade ossea suficiente e a qualidade do osso adequadas
sdo consideradas como principais fatores de sucesso nos tratamentos com implantes dentarios.
Com o recontorno dos rebordos alveolares atrofiados ou mutilados, ¢ possivel melhorar o
posicionamento dos implantes e consequentemente otimizar a fungdo, a estética buco-maxilo-
facial e a fonética evidentemente perdidas com as mutilagdes ocorridas no sistema
estomatognatico (MAZZONETTO; DUQUE; NASCIMENTO, 2012; MISCH, 2009).

O osso autogeno € o padrao ouro em materiais de enxerto. Por ser o Unico material que
apresenta caracteristicas osteogénica (capacidade de formar tecido Osseo), osteocondutora
(capacidade de servir como um arcabougo para proliferacdo de osteoblastos) e osteoindutora
(capacidade de diferenciar células mesenquimais em osteoblastos), uma busca constante e
novos estudos sdo encontrados na literatura visando identificar biomateriais capazes de o
substituir pois para a utilizacdo do osso autdgeno como enxertos nas corregdes dos defeitos
Osseos mutiladores do complexo bucomaxilofacial, maior custo biologico trazido pela
necessidade de cirurgia adicional no leito doador, proporcionam maior morbidade e riscos de
complicagdes trans e poés-operatorias. Além desta evidente desvantagem, associa-se a
disponibilidade limitada de tecido 6sseo nas diferentes areas doadoras, principalmente quando
intrabucais (MAZZONETTO; DUQUE; NASCIMENTO, 2012; MISCH, 2009).

Considerando as caracteristicas de osteogenicidade, osteoconducdao e osteoindugao
propiciadas pelo osso autdogeno, que o tornam o material ideal para guiar a regeneragdo Ossea,
nem sempre estdo todas presentes com a mesma magnitude. Dependendo da area doadora, a
capacidade osteogénica e a taxa de reabsorcdo podem apresentar diferencas (KLIIN et al.,
2010). Essa diferenca de estabilidade do osso autogeno estd principalmente relacionada com a
origem doadora do tecido 6sseo (intra ou extrabucal). Duas teorias parecem explicar a maior
ou menor taxa de reabsorcdo: a Lei de Wolf que afirma que um osso originario de uma
determinada 4rea doadora que recebe mais forgas e ¢ transplantado para uma area de menor

presenca de cargas tende a reabsorver mais rapido (como exemplo, um enxerto dsseo obtido da
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area doadora crista iliaca e transplantado para regido que recebe menos carga como 0s
rebordos alveolares); e a segunda teoria diz respeito as diferentes origens embrioldgicas entre
os ossos doadores (maxilares apresentam origem ectodérmica e crista iliaca mesenquimal)
(MAZZONETTO; DUQUE; NASCIMENTO, 2012; MISCH, 2009).

Sakkas et al. (2017) concluiram que enxerto com osso autégeno independente da area
doadora, intra ou extraoral, apresentou taxa de sucesso de 95,6% e apenas 0,38% de falhas
em implantes com acompanhamento de no minimo trés anos. Alertou ainda que no passado a
principal desvantagem de enxertos autdgenos era alteragdes em tecido nervoso mas acredita
que novas tecnologias como piezocirurgias e cirurgias guiadas podem reduzir os riscos dessa
complicacdo independentemente do nivel de experiencia do profissional.

Os agregados plaquetarios, como o L-PRF, promovem uma ag¢do osteoindutora, uma
vez que a rede de fibrina favorece a migracao de células e a liberacao de fatores de crescimento
como o fator de crescimento derivado de plaquetas e o fator de crescimento vaso endotelial,
responsaveis pela acdo quimiotatica de células mesenquimais e angiogénese respectivamente.
Mas normalmente sdo associados com algum material osteocondutor para fornecer a eles a
atividade osteoindutora (CHOU; CHANG; WANG, 2020). Em uma revisdo narrativa, os
resultados de 18 artigos foram sintetizados por Stumbras et al. (2019) e as conclusdes
encontradas demonstraram que: (a) o osso autdogeno tem o melhor potencial regenerativo, (b)
os biomateriais combinados com 0sso autdogeno resultam em neoformacao 6ssea, com 0sso mais
amadurecido e melhor osseointegracdo do enxerto, e (c) os concentrados de plaquetas usados
em conjunto com biomateriais aumentam a formacgao dssea e a vascularizagdo do local. Os
resultados promissores com a associa¢do de recursos de enxertia também foram mostrados
evidenciando um melhor desempenho do osso autégeno quando o periodo de comparagao
com outros biomateriais foi menor de 6 meses, enquanto a maioria dos biomateriais
produziram resultados histomorfométricos semelhantes apds periodos cicatriciais mais longos.
Associagdes de osso autdgeno ou concentrado de células autdlogas a qualquer biomaterial
aumentaram a capacidade de formagado 6ssea (AL-MORASSI et al. 2020).

A substitui¢ao do osso autogeno se da através do uso de biomateriais de outras origens
(homoégena, xendgena ou sintética), que de maneira geral t€ém maior disponibilidade e ndo
necessitam de cirurgia adicional do leito doador (MAZZONETTO; DUQUE;
NASCIMENTO, 2012; MISCH, 2009). Outra vantagem dos substitutos 6sseos ¢ a maior
estabilidade volumétrica, muito embora, em alguns casos, ndo ocorra a completa substitui¢do
do biomaterial por osso neoformado (GORLA et al., 2015; SCHLEGEL et al., 2016). Os

biomateriais alternativos ao osso autdégeno podem ser obtidos de varias fontes naturais como
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ossos de mamiferos, origens aqudticas, conchas e/ou fontes minerais, entretanto, sempre
atento a biocompatibilidade (PU’AD et al., 2019).

O osso homogeno ou homoélogo (de banco de osso) € o tecido 6sseo originado de
individuos da mesma espécie, ou seja, doados por humanos livres de doencas, que passa por
um processo de remogao das células, com utilizagdo da parte mineral do tecido 6sseo, podendo
ser osso fresco congelado ou desmineralizado. H4 relatos de possuirem caracteristicas
osteoindutoras que, por agao dos osteoclastos, quando absorvem esse material liberam proteinas
Osseas morfogenéticas (BMPs), entretanto em quantidade muito pequena, o que faz muito
pesquisadores considera-lo como osteocondutor apenas. Nao apresenta atividade osteogénica
(MAZZONETTO; DUQUE; NASCIMENTO, 2012; MISCH; 2009). O osso homélogo além
do risco de transmissdo de doencas apresenta como desvantagem obstaculos éticos e
religiosos na sua utilizagdo (FUKUBA et al., 2021; WINKLER ef al. 2018).

Os biomateriais de origem xendgena podem ter variagdes quanto ao tamanho dos
graos e porosidade. Tem propriedade osteocondutora, serve como um arcabouco para
proliferacdo deosteoblastos, entretanto ndo apresenta atividade osteoindutora (capacidade de
diferenciar células mesenquimais em osteoblastos) nem osteogénica (capacidade de formar
tecido 6sseo). Os materiais xenogenos podem ter os graos envolvidos por coldgeno o que
facilita a proliferacio e diferenciacdo dos osteoblastos (MAZZONETTO; DUQUE,;
NASCIMENTO, 2012; MISCH, 2009).

Os biomateriais de origem sintética (aloplasticos), como por exemplo biovidro, possuem
propriedade osteocondutora e sdo de reabsorcdo lenta. Encontram-se com resultados mais
favoraveis na forma particulada e sdo de custo mais elevado. Nao apresenta propriedade
osteoindutora ¢ nem osteogénica (MAZZONETTO; DUQUE; NASCIMENTO, 2012;
MISCH, 2009).

A maioria dos substitutos dsseos apresentam-se em forma particulada, entretanto pode
ainda apresentar-se em bloco, pasta, gel, esponja, discos ou gesso. Algumas formas como
esponja ¢ para facilitar a manipulacao pelo cirurgido (FUKUBA et al, 2021), e sdao mais
frequentemente utilizadas no preenchimento de defeitos 6sseos especialmente no preparo do
leito receptor para inser¢do de implantes dentarios (MAZZONETTO; DUQUE;
NASCIMENTO, 2012), entretanto também sdo utilizados para tratamento de defeitos
periodontais, levantamento de soalho de seio maxilar, regeneragdo Ossea guiada,
periimplantites e por fim, aumento e/ou preservagdo do rebordo alveolar (FUKUBA et al,
2021). E hé na literatura revisdes sistematicas de ensaios longitudinais relatando resultados

promissores na reabilitacdo de proteses implantossuportadas, quando sdo observadas maiores
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taxas de sobrevivéncia dos implantes dentdrios colocados em area previamente aumentada
com algum biomaterial (AL-NAWAS; SCHIEGNITZ, 2014; DEL FABBRO; ROSANO;
TASCHIERI, 2008).

Sem desconsiderar que o enxerto autdogeno pareca ainda ser a melhor opcao para a
correcao de defeitos 0sseos, pesquisadores e clinicos consideram a utilizagdo de biomateriais
com taxas de reabsorcdo menores pois nem sempre as técnicas de enxertia permitem
sobrecorregdes do defeito com osso autdgeno para compensar a posterior remodelacdo Ossea.
Como os xenoenxertos ¢ materiais aloplasticos (DANESH-SANI; LOOMER; WALLACE,
2016; GERRESSEN et al., 2015) demonstram taxas de reabsor¢ao mais lenta que o 0sso
autégeno, sua remodelagdo ocorre, mesmo que de forma variada de material para material, as
custas de absor¢do do material e deposi¢do de osteoblastos. O processo normalmente demora
alguns meses ou anos, por motivos como exemplificados pela diferenca de tempo de absor¢ao
de alguns componentes minerais. Os a-fosfatos tricalcios sdo reabsorvidos mais lentamente do
que P-fosfatos tricalcios e a atuacdo dos macrdéfagos ainda permanecem presentes depois de
muitos anos gerando relatos contraditdrios sobre a taxa de formagao e reabsor¢ao de 0sso novo
(KUBLER et al., 2004; MISCH, 2009).

Em funcdo da inexisténcia de um biomaterial/substituto 6sseo capaz de apresentar todas
as caracteristicas desejaveis para garantir resultados semelhantes ao osso autdgeno,
constantemente associagdes deles sdao empregadas (DANESH-SANI; ENGEBRETSON;
JANAL, 2017), especialmente associando o osso autdogeno a biomateriais xenogenos,
aloplasticos bem como a outros recursos otimizadores da regeneragdo tecidual como os
concentrados plaquetarios. Essas associagcdes com 0sso autdogeno também auxiliam na questao
da quantidade do osso autdgeno, pois muitas vezes a quantidade disponivel de osso autdégeno
¢ insuficiente (CHOU; CHANG; WANG, 2020).

No futuro pode ter materiais aloplasticos seguros e padronizados que serdo a primeira
escolha, em detrimento do osso autdgeno, pois apresentardo manipulacdo mais facil, alta
moldabilidade aos defeitos dsseos e periodontais € com taxa de reabsor¢ao adequada e ainda
potencializando as propriedades dos biomateriais associando-os com fatores de crescimento
ou transplantes de células (FUKUBA et al, 2021).

Comparando 136 resultados histomorfométricos de ensaios prospectivos, concluiram
que: a) 0 0sso autdgeno apresenta maior quantidade de osso neoformado e menor quantidade
de residuo de enxerto; b) materiais xendgenos, aldogenos e aloplasticos ndo apresentam
diferencas significativas na quantidade de osso neoformado em diferentes periodos de

cicatrizagdo; c¢) tempo de cicatrizagdo do enxerto menor de 4,5 meses esta direcionado ha uma
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menor taxa de osso neoformado e d) a combinagdo de biomateriais, autdgeno e mais algum
outro, ndo apresentam melhor formagdo 6ssea (DANESH-SANI; ENGEBRETSON; JANAL,
2017).

Resultados bastante semelhantes ao estudo anteriormente citado foram encontrados por
Trimmel et al. (2021). Considerando as limitagdes da meta-analise, diversos biomateriais
apresentaram o mesmo potencial para neoformagdo apds o levantamento do soalho do seio
maxilar. No entanto, o uso de biomateriais pode reduzir significativamente a quantidade de
0ss0 autdgeno necessdria para o enxerto, resultando em uma intervengdo cirurgica menos
invasiva e menor tempo cirargico. A combinacdo de biomateriais com osso autégeno, ou
concentrados de células autdlogas, representam uma alternativa vidvel para a substitui¢do de
0ss0 autdgeno para atingir altos niveis de formacdo Ossea com os periodos de cura
convencionalmente usados de 5 a 8 meses. Desse ponto de vista, a afirmacao de que osso
autégeno sozinho como material de enxerto ¢ o padrao-ouro, ¢ questionavel para este periodo
de cicatrizagdo, embora haja outros aspectos da escolha do enxerto. Para periodos de cura
mais curtos, mais rapidos, capacidade de remodelag¢do de osso autdgeno pode ser vantajosa.

Dentre os biomateriais sintéticos, as bioceramicas, obtidas pelo cozimento ou queima
de minerais nao metéalicos, englobam uma gama enorme de composi¢des nao
metalicas/inorganicas, com aplicagdes médicas e odontologicas, pois possuem composicao
muitas vezes semelhante a matriz 6ssea inorganica e sem limitagdes em termos de quantidade
disponivel. Entre eles estdo o sulfato de célcio, os ja citados biovidros e os materiais cerdmicos
a base de fosfato de calcio (fosfato tricalcio, hidroxiapatita, biocompositos a base de fosfato
de calcio, o silicato tricalcico e dicalcico, o aluminato tricalcico, ferrealuminato tetracalcico,
oxido de silicato e sulfato de célcio hidratado (gesso) e cimentos de ceramica injetaveis). As
bioceramicas por apresentarem apenas caracteristica de osteoconducdo, muitas vezes sdo
associadas aos enxertos Osseos autdgenos e aldgenos para potencializar a regeneragdo dssea e
diminuir a reabsor¢ao destes enxertos. Cimentos bioceramicos baseados em calcio e fosfato,
por exemplo, B-tricalcio fosfato, sdo considerados materiais adequados para serem utilizados
em enxertos 0sseos devido a sua similaridade quimica e estrutural com o osso humano

(PATEL et al. 2019).

2.1.2 O cimento PBS CIMMO®
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A utilizacdo de cimentos tanto em Odontologia quanto em Ortopedia ¢ comum. Na
Odontologia ¢ principalmente utilizado na Endodontia. Para Torabinejad et al. (2009), define-
se como cimento biologico aquele que apresenta capacidade indutora de formagao de células
0sseas.

Segundo Vaidergorin (1983), os principais compostos do cimento Portland, calculados
a partir de constituintes maiores da andlise quimica, incluem silicato tricalcico, silicato
dicalcico, aluminato tricalcico, ferrealuminato tetracalcico e sulfato de calcio di- hidratado, e
esses compostos sao considerados elementos bioativos (BAKHTIAR et al, 2017,
PARIROKH; TORABINEJAD; DUMMER, 2018, SILVA NETO, 2012; SILVA et al., 2015,
TORABINEJAD et al., 2009; VAIDERGORIN, 1983).

O cimento endodontico bioativo considerado pioneiro foi o Agregado de Trioxido
Mineral (MTA), derivado do cimento Portland, € possui como matéria prima o calcario e
silicato de calcio. A adicao do 6xido de bismuto ao cimento Portland para gerar radiopacidade
ao material, interferiu na resisténcia do cimento, requisito importante quando se avalia a
necessidade de suportar forcas mastigatorias (SILVA NETO et al., 2010; SILVA NETO et al.,
2012; SILVA et al., 2015; SILVA, S.R. et al., 2016). O cimento PBS CIMMO® (Pozzolana
Biologic Silva - PBS) apresenta a mesma base do MTA, entretanto contém adicionados
elementos naturais biocompativeis, a pozolana e o carbonato de calcio, que sdo responsaveis
pela alta resisténcia e radiopacidade biomimética do cimento. A pozolana ¢ um
aluminossilicato amorfo proveniente da reacdo de silicato de célcio hidratado, aluminato de
calcio hidratado com hidroxido de célcio, sendo um componente adicionado ao concreto
utilizado na constru¢do civil (PRESA et al. 2020).

O cimento PBS CIMMO® apresenta propriedades fisicas interessantes que foram
comprovadas quando obteve alta taxa de sucesso das restauragdes definitivas realizadas em
dentes deciduos. O PBS CIMMO® foi empregado como base do material restaurador
definitivo em dentes que foram submetidos a pulpotomias, simplificando a técnica por utilizar
apenas um material frente a técnica convencional que utiliza varios materiais (formocresol,
hidroxido de célcio, oxido de zinco e eugenol e resina fotopolimerizavel) (MOYSES et al.,
2020).

A bioatividade dos cimentos endodonticos bioativos implica na liberagdo de ions
calcio, eletrocondutividade, produgdo de hidroxido de calcio, formacdo de uma camada
interfacial entre cimento e parede dentinéria e formacao de cristais de apatita sobre a superficie
do cimento quando em contato com o ligamento periodontal e osso alveolar, auxiliando na

regeneragao radicular e perirradicular por promoverem alcalinizagdo, o que cria um ambiente
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inodspito a propaga¢do microbiana. Portanto foi estabelecida uma regeneragdo tanto
internamente a raiz dentéria interagindo com a dentina quanto externamente, quando interage
com o ligamento periodontal e osso alveolar perirradicular (BOCZAR et al., 2018;
PARIROKH; TORABINEJAD; DUMMER, 2018; SILVA; ZOTARELLI; SILVA NETO,
2018; TORABINEJAD; PARIROKH; DUMMER, 2018).

Os estudos iniciais sobre o cimento PBS CIMMO® foram realizados em um modelo
animal de tratamento de lesdes de furcas em caes (SILVA NETO et al., 2010). A partir desse
estudo novas aplicagdes do cimento foram investigadas como o seu comportamento como
cimento reparador em perfuracdes radiculares, perfuracao de furca, zips — desvios da luz do
canal com perfuragdo lateral, arrombamento de forame radicular apical, rizogénese incompleta,

capeamento pulpar direto, pulpotomias, trincas radiculares causadas por trauma e retro-

obturagdes, uma vez que o PBS cIMMO® apresenta capacidade de regeneragdo Ossea ¢ de
estruturas do ligamento periodontal, além de manter integralidade em longo prazo devido a
presenca de seus aditivos (SILVA et al,, 2015; SILVA, S.R. et al., 2016).

O cimento PBS CIMMO®, utilizado no tratamento para perfuragdes radiculares
realizadas em modelo animal (cdes) ou em tratamento de lesdes perirradiculares como
material obturador apical, em tratamento cirurgico de lesdes endoddnticas, proporcionou
reparagdo dos tecidos perirradiculares (ligamento periodontal, cemento, dentina e osso
alveolar) (SILVA NETO et al, 2012).

Em um relato de caso, o paciente de 36 anos de idade, com o dente 22 necrosado e
com rizogénese incompleta, devido a um traumatismo que ocorreu quando o mesmo
apresentava 10 anos de idade, 26 anos depois o dente comegou a apresentar desconfortos
clinicos e alteracdes patoldgicas radiograficas (presenca de fistula e lesdo periapical). O
material em questdo foi utilizado como barreira apical sintética e foi capaz de além de
reduzir os sinais e sintomas do comprometimento dentario, induziu regeneragdo Ossea
periapical e do ligamento periodontal (SILVA; ZOTARELLI; SILVA NETO, 2018).

O cimento PBS CIMMO®, por ser material biocompativel e bioativo, j4 teve inferéncia
de poder ser usado em outros tipos de defeitos Osseos. O cimento poderia trazer grande
resisténcia e boa interagdo com materiais de fixagdo 0ssea como parafusos € miniplacas, pois
apresenta em sua constitui¢ao o composto a-fosfato tricalcio (VLAD et al., 2010).

A comparagdo entre PBS CIMMO® e PMMA (polimetilmetacrilato) em modelo
animal de feridas cirtrgicas induzidas em fémur de ratos Wistar, preenchidas com um dos

materiais citados, mostrou diferengas no processo inflamatorio local, formagao de capsula
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fibrosa e neoformagdo 6ssea. Apds andlise estatistica ficou demonstrado que o cimento PBS
CIMMO® teve melhor resposta que 0 PMMA, além de apresentar reagdo exotérmica local e
ainda demonstrou manipula¢do mais facil (CORREA, 2019).

Avaliando a aplicabilidade do PBS CIMMO® na Implantodontia, 36 ratos Wistar
foram divididos em 3 grupos (grupo 1: PBS e implante, grupo 2: somente PBS e grupo 3:
controle) foram submetidos a procedimento cirurgico em que induzia no fémur do animal
condi¢do semelhante a um alvéolo dental pds-exodontia. O estudo objetivou avaliar a
capacidade do PBS em induzir a formagdo 6ssea em uma condi¢dao similar a instalagao de
implantes imediatos, ou seja, instalacdo do implante dentario imediatamente ap6s a exodontia.
Osanimais dos grupos 1 e 2 mostraram presenca de neoformacao 6ssea. Conforme os autores,
os implantes instalados em contato com o cimento PBS, previamente inserido na cavidade
Ossea, mostraram maior rigidez e resisténcia ao movimento do implante, evidenciando
integracdo cimento, osso ¢ implante e acarretando melhor estabilidade primaria
(ZERBINATTI et al., 2019).

O cimento PBS CIMMO® possui trés patentes que foram depositadas no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI) (processos INPI: 2015 909673667, 2017 0227480 e
2018 0044340), além de marca registrada no mesmo instituto (registro 909673500). O produto
foi posteriormente licenciado e aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (registro ANVISA 81518240 001) (SILVA et al., 2015; SILVA, S.R. et al., 2016;
BOCZAR et al., 2018).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Animais e delineamento experimental

Esse trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alfenas, com o numero de registro n° 0049/2021.

A determinacdo do tamanho amostral e a randomiza¢do dos animais seguiram a
metodologia empregada por Silva et al., 2021.

Para o presente trabalho foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar),
machos, com peso entre 175 e 352 gramas (Biotério da Universidade Federal de Alfenas-MG
— UNIFAL-MG). Os animais foram mantidos em um ambiente com temperatura entre 22 e
24°C, com ciclo de luz controlada (12 horas claro ¢ 12 horas escuro) e consumo de ragao sélida

e agua ad libitum durante todo periodo experimental.
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2.2.2 Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina (6mg/kg) e
quetamina (70mg/kg). Inicialmente foi realizada tricotomia na regido fronto-parietal da
calvaria dos animais, antissepsia foi feita com clorexidina 2%. A seguir, com uma lamina de
bisturi n ° 15¢ foi realizada uma incisdo em “U”, com base caudal na calvaria do rato. As
incisdes atingiram o periosteo, permitindo o descolamento de um retalho de espessura total em
direcdo posterior. Com broca trefina de Smm de diametro interno, acoplada em motor NSK
SurgicPro® e sob refrigeragdo abundante com soro fisiologico estéril, foi preparada uma
cavidade cirurgica circular com 6 mm de didmetro (defeito de tamanho critico) na calvaria do
rato, somando o diametro interno e ponta ativa da trefrina gera um defeito de 6 mm. O defeito
incluiu uma porgao da sutura sagital. As cavidades foram parcialmente preenchidas de acordo
com grupo experimental apenas na metade esquerda mantendo a metade direita apenas com
codgulo no intuito de avaliar a propriedade osteoindutora do biomaterial PBS CIMMO HP®

(FOTOGRAFIA 1).
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Fotografia 1 — Sequéncia cirargica demonstrando a utilizacdo do osso autdgeno

associado ao cimento PBS CIMMO HP®.

Fonte: Do autor.

Legendas: a) Incisdo com base caudal.
b) Divulsdo e retalho afastado.
¢) Ostectomia com broca trefina de 6 mm de didmetro externo.
d) Defeito 6sseo de 6 mm de didmetro demarcado e removendo o fragmento da
coleta craniana.
e) Osso autégeno e cimento PBS CIMMO®, em partes iguais antes da manipulagio
do cimento e associa¢do dos biomateriais.
f) Defeito critico parcialmente preenchido com associacdo de osso autdégeno com
cimento PBS CIMMO®.
g) Sutura interrompida simples com fio de nylon 5.0.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 6 grupos, cada animal foi submetido a
um procedimento cirtrgico em que se criou uma cavidade de 6mm de didmetro na calvaria
e entdo receberam os biomateriais de acordo com os seguintesgrupos experimentais:

GRUPO COA (COAGULO): a cavidade ndo foi preenchida com nenhum material de
enxerto, foi mantida apenas com o codgulo sanguineo.

GRUPO AUT (AUTOGENO): a cavidade foi parcialmente preenchida com osso
autogeno particulado a partir da calvaria removida, utilizando um triturador 6sseo.

GRUPO PBS CIMMO (cimento bioceramico): a cavidade foi parcialmente preenchida
com o cimento PBS CIMMO HP®, manipulado conforme o fabricante.

GRUPO BOV (osso bovino particulado, Bio-Oss®, Geistlich Pharma AG, Sui¢a): a
cavidade foi parcialmente preenchida com enxerto bovino particulado com granulos de 0,25 a

1 mm.
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GRUPO BOV+PBS (Bio-Oss®, Geistlich Pharma AG, Suica): a cavidade foi
parcialmente preenchida com osso bovino particulado associado com o cimento PBS
CIMMO® em partes iguais.

GRUPO AUT+PBS: a cavidade foi parcialmente preenchida com o osso autéogeno da
calvaria particulado e misturado com o cimento PBS CIMMO® em partes iguais.

Depois de preenchidos os defeitos, os tecidos moles foram reposicionados e feitas
suturas interrompidas simples com fio de nylon 5-0.

Os animais receberam doses de cloridrato de tramadol (12,5 mg/kg p.c 8/8 horas por 3
dias) e a primeira dose foi intraperitoneal anterior a anestesia e as demais subcutanea diluida
em soluc¢do salina.

O registro de monitoramento do animal apds procedimento para determinacdo da
necessidade do ponto final humanitario foi aplicado. Este monitoramento foi realizado 3 vezes
ao dia, durante a administragdo do farmaco analgésico, durante 3 dias, e exclusivamente para
cada animal.

Os animais sofreram eutanasia aos 30 ou 60 dias pds-operatorios por inalagdo

excessivade CO2.
2.2.3 Andlise Tomogréfica
Antes do processamento das calvarias obtidas dos animais, a avaliagdo da densidade

tomografica na regido do defeito foi realizada através da tomografia computadorizada

volumeétrica — 3D cone beam (FOTOGRAFIA 2).
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Fotografia 2 — Fotografia da realizagdo do exame tomografico nas calvarias de ratos.

Fonte: Do autor.

A aquisi¢ao das imagens foi realizada de forma padronizada. Para isso, utilizou-se um
tomografo de feixes conicos do tipo dedicado, modelo Veraview X800, marca J. MORITAM
FG. CORP, com poténcia de 70 kVp, intensidade de 5 mAs, tempo de varredura de 17,86
segundos e resolucdo de voxel igual a 0,2 mm conforme ¢ demonstrado na (FOTOGRAFIA
3).

Fotografia 3 — Fotografia da configuracao do tomdgrafo para aquisi¢do das imagens.

Fonte: Do autor
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2.2.3.1 Anadlise da densidade pelo software Image]

A analise da densidade foi realizada por um tinico examinador, em esquema cego para o
tipo de tratamento realizado, depois de concluido o processo de reenderizagdo pos-
processamento das imagens utilizando o software OneVolumeViewer.

Os seguintes critérios foram utilizados para padronizar a analise tomografica:

a. Todas as calvarias foram analisadas nos 3 cortes obtidos na TCCB, ou seja,
axial, sagital e coronal.

b.  Osslices ou cortes obtidos apresentaram 2mm de espessura;

c. Pararealizar o célculo da densidade foi utilizado software ImagelJ. Para isso cada
imagem do corte axial da tomografia das calvarias era convertida em 8 bits, transformando-as
em imagem preto e branco.

d. Foi realizado a calibracdo do software quanto a avaliacdo de densidade

radiogréafica de acordo com as instruc@es no site do software (FIGURA 1).

Figura 1 - Calibracao do software Imagel para valores da escala de cinza, densidade.
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Fonte: Do autor.
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A densidade optica foi determinada pelo grau de enegrecimento da imagem, sendo
assim, o valor 0 representou o branco, enquanto na escala de cinza o branco foi representado
pelovalor 255, ou seja, essas escalas sdo inversamente proporcionais como demonstrado na
Figural, em que a coluna da direita se referiu a valores referentes a escala de cinza e a coluna
da esquerda densidade optica (COCLETE; TAVANO; PAVAN, 2003).

A imagem radiografica foi formada por diferentes tons de cinza. Se considerar uma
escala numérica em que cada tom corresponda a um niamero (um nivel de cinza), quanto mais
claro maior o nimero que o representa. A imagem digital analisou 256 tons de cinza,
denominados de densidade radiografica (COCLETE; TAVANO; PAVAN, 2003), essa mesma
analise foi utilizada por Chaprazov et al (2022).

Em seguida, foi realizada a calibragdo convertendo a unidade de medidas em pixels
para centimetros. Para isso realizou-se uma reta no tamanho do didmetro do defeito, ou seja, 6
milimetros e utilizando a fungdo Set Scale o programa passavou a utilizar as ferramentas de

medidas em centimetros (FIGURA 2).

Figura 2 - Calibrando ferramentas de medidas do software Imagel.
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Fonte: Do autor.

Através de uma ferramenta de medida circular delimitou-se um circulo com 6 mm de
didmetro tanto no sentido vertical quanto horizontal, no intuito de promover um circulo

perfeito. Apds a confeccdo do circulo, o software disponibilizou a area do circulo, a densidade
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média e os valores de densidade minima e maxima encontrados dentro da circunferéncia. Para

a andlise estatistica foram utilizadas as médias (FIGURA 3).

Figura 3 - Delimitagdo da area do defeito e obtencao da densidade.
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Fonte: do autor.

A coleta das médias das densidades foi realizada por unico examinador calibrado e

cego aos grupos, em triplicata e com as coletas realizadas em dias diferentes.

2.2.3.2 Analise da densidade no software OneVolumeViewer

Em decorréncia da andlise de densidade ter sido realizada pelo software Imagel,
seguui-se padrao de analise de densidade inversa do que ¢ realizado na pratica clinica. Foi
realizado outro teste de densidade utilizando a escala de Hounsfield. Enquanto no ImagelJ a
densidade foi aumentada de acordo com o enegrecimento da imagem, na pratica clinica
considera-se maior densidade, aquela relacionada ao branco que representa osso compacto.

A escala de Hounsfield ¢ expressa em radiodensidade, na qual a dgua destilada em
condi¢des padrdo de temperatura e pressdo apresentou zero HU, enquanto o ar € o 0sso
apresentaram -1000 e +1000 HU respectivamente. Sendo assim os tecidos de alta densidade
foram denominados de hiperdensos e os de baixa densidade de hipodensos (HAITER NETO;
KURITA; CAMPOS, 2018) (FIGURA 4).
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Figura 4 - Escala numérica de Hounsfield.

Fonte: HAITER NETO; KURITA; CAMPOS, 2018

A anélise das densidades em HU foi realizada através do software de manipulagdo das
imagens tomograficas OneVolumeViewer. Apds a selecdo do corte axial das calvarias, a
imagem foi ampliada em 200% e foi realizado um circulo de 3mm?, para determinagio da
densidade da calvaria. Essa densidade foi estabelecida como padrao: 100% referiu-se ao valor

da densidade, conforme demonstrado na (FIGURA 5).
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Figura 5 - Obtengdo da densidade padrao.
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Fonte: Do autor.

Ap0s a determinagdo da densidade padrao, foi realizado um circulo que envolveu todo
o defeito 6sseo e obteve-se os resultados das densidades (FIGURA 6). O valor da densidade

encontrado foi convertido em porcentagem referente a densidade padrao.

Figura 6 - Obteng¢ado da densidade no defeito dsseo.
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Fonte: Do autor.
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Através dessas analises, o software forneceu a area demarcada, densidade méaxima e
minima, moda, média e desvio padrdo. Entretanto para a andlise estatistica, utilizou-se a
média.

Os valores foram obtidos através de um examinador calibrado e cego aos grupos que

determinou as densidades em triplicatas e realizou as analises em dias diferentes.

2.2.3.3 Quantifica¢dao de formacao dssea.

Optou-se por realizar essa analise uma vez, visto que biomateriais diferentes geram
diferentes densidades, situagdo que poderia determinar resultado que ndo representasse a real
formacao de tecido dsseo.

Para realizar essa quantificagdo, foi determinada a area total do defeito em uma
imagem no corte axial, cinco imagens nos cortes sagitais ¢ 5 imagens nos cortes coronais. O
objetivo de ter tantas imagens foi contabilizar formagao dssea nos trés planos e assim verificar

todo tecido osseo formado. A demarcacdo da area total foi realizada no software

OneVolumeViewer (FIGURA 7).

Figura 7 — Demarcagdo das areas totais para quantificagdo de formagao Ossea.

a)

3.00 mm

i

Fonte: Do autor.
Legenda: a) imagem demarcada no plano axial.
b) imagem demarcada no plano coronal.

¢) imagem demarcada no plano sagital.
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Apds a determinagdo da area total no software Imagel, foi delimitada a area de

formagao 6ssea em todas as onze imagens (1 axial, 5 coronais e 5 sagitais) (FIGURA 8).

Figura 8 - Delimitagdo das areas de formacao Ossea.

Fonte: Do autor.

Embora a Figura 8 represente apenas um corte sagital, a mesma aferi¢do de tecido
0sseo neoformado foi realizada em todas as imagens: onze imagens da calvéria.

A partir do valor obtido da area total de cada corte e a area de neoformagdo Ossea,
obteve-se a porcentagem de osso neoformado em cada corte e consequentemente, a
porcentagem média de cada calvaria.

Essa andlise foi realizada por trés examinadores calibrados e cegos aos tratamentos

recebidos em cada calvaria.
2.2.4 Analise histologica e histométrica.
2.2.4.1 Processamento das calvarias.
As pecas foram fixadas em formol neutro a 10% (Formol Estabilizado sol. 10%,
Sciavicco Comércio e Industria Ltda, Sabard, Minas Gerais, Brasil), lavadas em dgua corrente

e descalcificadas em solucdo de 4acido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.) a 18% (Ludwig

Biotecnologia Ltda, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil). Apos descalcificagdo inicial, cada
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peca foi seccionada transversalmente. Foi escolhido esse sentido de seccao devido a
metodologia de preencher parcialmente o defeito cirargico criado. Desta maneira cada corte
representou o lado esquerdo que recebeu tratamento com biomaterial e direito que
permaneceu com coagulo.

Apds um periodo de descalcificacdo adicional, as pecas foram processadas e incluidas
em parafina. Foram entdo realizados cortes seriados no sentido transversal da peca com seis
micrometros de espessura, iniciados a partir do centro do defeito cirurgico original, os quais
foram corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE), para anélise com microscopia de

luz.

2.2.4.2 Analise Histoldgica e Histométrica.

Os cortes histologicos corados por Hematoxilina e FEosina foram avaliados
morfologicamente de forma descritiva, qualitativamente em microscopia 6tica, observou-se os
seguintes aspectos:

e Qualidade e intensidade da reacdo inflamatéria desenvolvida;

e Presenca de fibroblastos e fibras colagenas;

e Presenca de tecido de granulacdo e formacdo de trabéculas dsseas;

e Tipo e qualidade do tecido formado no interior do defeito cirargico.

As analises histologicas e histométricas foram realizadas por um unico examinador,
em triplicata e em esquema cego para o tipo de tratamento realizado. As imagens dos cortes
histologicos foram capturadas por meio de uma camera digital (Axiocam ICc3 - Carl Zesiss,
Gottingen, Alemanha), acopladas a microscopio Optico binocular (Axio Lab - Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha), com um aumento original de 2,5, 10 e 40x (lente objetiva Plan -
NEOFLUAR) e salvas em computador.

Para realizar a andlise histomorfométrica, selecionou-se o melhor corte e na objetiva
de 10X capturou-se as imagens em sequéncia para posteriormente no sofiware Adobe
Photoshop CC 2019 realizar-se o agrupamento das imagens e obter-se imagens iguais a

demonstrada na figura 9
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Figura 9 - Demonstragdo do agrupamento das imagens histologicas tornando-as em

imagem panoramica (aumento de 100X — HE).

Fonte: Do autor.

Ap6s a unificacdo das imagens, foi delimitado o defeito e determinado o tamanho da
4rea total em pm?. A proxima etapa consistiu em determinar a drea de neoformacio Ossea.
Apoés a determinacdo dessas areas, foi calculada a porcentagem de formagdo dssea em cada

calvaria (FIGURA 10).

Figura 10 — Delimitacdo da darea total e de neoformacgdo Ossea (aumento 100X

HE).

Fonte: Do autor.
Legenda: a) determinacdo da area total
b) determinagdo da area de neoformagdo ossea

2.3 ANALISE ESTATISTICA
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As diferencas entre os grupos e os periodos foram determinadas pela andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a 5% de significancia quando a ANOVA
sugeriu diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). Para isso, o programa GraphPad

Prism 9 foi utilizado.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Densidade otica pelo software ImagelJ

Comparando os grupos PBS CIMMO® 30 e 60 dias, o grupo com 60 dias apresentou
reducdo significativa na densidade, p=0,0188, situacdo nao encontrada entre os grupos AUT
de 30 e 60 dias (p=0,9999), que sdo os grupos controles positivos (padrao ouro).

Embora os grupos AUT, PBS CIMMO® e BOV com 30 dias ndo apresentaram
diferencgas estatisticas (p>0,05; APENDICE A), os grupos BOV + PBS ¢ AUT + PBS,
apresentaram menor densidade que o grupo AUT, com 30 dias, com valores de p=0,003 e p=
0,038 respectivamente.

Em comparac¢do com o grupo COA 30 dias, apenas o grupo AUT 30 dias apresentou
diferenca estatistica. Entretanto apresentou maior densidade (p=0,0096). Em relagdo aos
grupos AUT 30 e 60 dias, ndo apresentaram diferenca estatistica, p=>0,9999. Em
contrapartida, entre os grupos COA 30 e 60 dias, obteve-se aumento da densidade, p= 0,0002.

Comparou-se a densidade do grupo AUT 60 dias, tanto para o grupo PBS CIMMO®
quanto para o AUT+ PBS 60 dias. Apresentaram redu¢do na densidade, p=0,0305 e p=0,0275
respectivamente, o que ndo aconteceu nos grupos BOV e BOV + PBS, ambos com 60 dias p=
0,9575.

Em relag¢do ao grupo COA 60 dias, tanto o grupo AUT quanto o BOV, ambos com 60
dias, ndo apresentaram diferengas estatisticas, p=0,8618 e p= 0,0652. Entretanto os grupos
PBS CIMMO®, AUT + PBS ou BOV + PBS 60 dias, apresentaram menor densidade em
relacdo ao grupo COA 60 dias.

Resultados demonstrados por meio do grafico 1 e das tabelas 1 e 2.



Grafico 1- Densidade entre os grupos experimentais no software Imagel.
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t Demonstram que tanto os grupos PBS CIMMO® ¢ AUT+PBS ambos com 60 dias

apresentaram menores densidades que o grupo AUT 60 dias.
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Tabela 1 — Valores das densidades nos diferentes grupos referentes aos dados

coletosnos animais com 30 dias de eutanasia.

PBS
AUT 30 |CIMMO30| BIO30 | BIO+PBS | AUT+PBS | COA 30
GRUPOS DIAS DIAS DIAS 30 DIAS 30 DIAS DIAS
N (avaliagdo em
triplicatas) 5 5 5 5 5 5
Valores
minimos 1124 1075 1022 1050 994 1033
Valores Maximos 1677 1409 1543 1199 1379 1273
Variagao 553 334 521 149 385 240
Média 1388 1291 1294 1134 1155 1167
Desvio padréo 166,2 101 160,7 44,24 110,9 60,54
Erro padrao
Médio 42,92 26,08 41,5 11,42 28,63 15,63

Fonte: Do autor.
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Tabela 2 — Valores das densidades nos diferentes grupos referentes aos dados

coletos nos animais com 60 dias de eutanasia.

PBS
AUT 60 |[CIMMO60| BIO60 | BIO+PBS | AUT+PBS | COA 60
GRUPOS DIAS DIAS DIAS 60 DIAS 60 DIAS DIAS
N (avaliacdo
em triplicatas) 5 5 5 5 5 5
Valores
minimos 1150 998 862 1173 1103 1254
Valores
maximos 1798 1334 1622 1413 1281 1704
Variagao 648 336 760 240 178 450
Média 1355 1119 1199 1326 1169 1497
Desvio padréo 219,3 112,1 286,5 84,62 59,04 148,7
Erro padrdo
Médio 56,62 28,94 73,97 21,85 15,24 38,4

Fonte: Do autor.

2.4.2 Densidade em Unidades de Hounsfield

Os grupos COA e AUT, independentes das mensuragdes em 30 ou 60 dias apos o
procedimento cirtrgico, ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05; APENDICE B).

Em relagdo aos grupos AUT com 30 e 60 dias, ndo apresentaram diferengas estatiticas
p>0,9999.

Diferentemente dos grupos AUT e COA, que ndo apresentaram diferengas estatisticas
entre si, o grupo PBS CIMMO® 60 dias; apresentou diferenca estatistica em relagdo
aos grupos COA 30 e 60 diasp= 0,0001 e p= 0,0002 respectivamente.

O grupo PBS CIMMO® independente do tempo, apresentou maior densidade em
relagdo ao grupo AUT, tanto com 30 e 60 dias (p<0,05; APENDICE B)

Em relacdo aos grupos em que se utilizou osso bovino, apenas o grupo BOV+PBS
demonstrou maior densidade em relacdo ao grupo AUT. Ambos com 60 dias p= 0,0008.
Entretanto, os grupos BOV 30 e 60 dias, apresentaram menor densidade quando comparados
ao grupo PBS CIMMO® 60 dias p= 0,0003 e p=0,0051.

Os resultados descritos acima estdo representados na Grafico 2.
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Grafico 2: Grafico comparando a densidade entre os grupos experimentais em HU.
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Fonte: Do autor.
Legenda: * Demonstra que os grupos nao apresentaram diferencas entre si independente do tempo.
1 Demonstra que os grupos apresentaram diferengas entre si independente do tempo.
* Demonstra a diferen¢a entre o grupo PBS CIMMO 60 dias e os grupos COA30 e 60

dias.

2.4.3 Quantificacdo da formacéao 6ssea na andlise tomogréfica.

ApoOs a andlise estatistica, demonstrou-se que a quantificacdo O0ssea nao apresentou

diferenga estatistica (p=0,0518), conforme representado pelo grafico 3.
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Grafico 3 - Quantificagdo Ossea.
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Fonte: Do autor

2.4.4 Andlise histoldgica

Grupo COA 30 dias. Todos os espécimes mostraram formacdo Ossea incompleta,
conforme demonstrado na figura 11. Em nenhum foi constatada a reparacdo ossea total do
defeito cirtrgico. Apenas nas margens 0sseas do defeito cirurgico, foi observada neoformacao
Ossea discreta. A regido central do defeito mostrou espessura menor que a espessura da
calvaria original, sendo predominante a presenga de tecido conjuntivo com muitos
fibroblastos e poucas fibras colagenas (FIGURA 12). Ao longo do defeito 6sseo, em alguns

espécimes, observou-se infiltrado inflamatdrio cronico e discreto.
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Figura 11 - Visdo panoramica dos defeitos 6sseos dos grupos COA e AUT, no periodo

experimental de 30 dias (Aumento de 100X - HE).
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Fonte: Do autor.

Figura 12 — Imagens em aumento de 400X — HE demonstra a quantidade de tecido

conjuntivo e poucas fibras coldgenas no grupo COA 30 dias.

Fonte: Do autor.
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Grupo AUT 30 dias. Nao foi constatado a reparacdo completa do defeito em nenhum
espécime deste grupo. No entanto evidenciou-se por meio da microscopia, neoformacao
Ossea a partirdas bordas do defeito em dire¢do ao centro. Observou-se na regiao do 0sso
neoformado, manutencao da espessura da calota craniana original. O tecido 6sseo neoformado
apresentou aspecto menos denso e mais vascularizado em relacdo ao osso nativo da calvaria.
Permitiu-se a diferenciacdo da interface do osso neoformado com o osso nativo, bem como
presenca de fibroblastos e osteoblastos. Observou-se que em um lado do defeito,
correspondente ao lado que recebeu osso particulado autdégeno, ocorreu maior preenchimento
por tecido 0sseo, demonstrado na figura 11.

Grupo BOV 30 dias. Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito.
Novo osso bem desenvolvido foi observado restrito as margens do defeito. Em algumas
regides, do lado onde foi inserido o biomaterial, as particulas de osso bovino
preenchamparte do defeito, conforme representado na figura 13. Manteve-se a espessura da
calvaria original e apresentaram-se, circundadas por tecido conjuntivo rico em fibroblastos
(FIGURA 14). Em alguns pontos, o tecido apresentou-se com caracteristicas de tecido
maduro e bem organizado, com presenga de matriz ostedide e osteoblastos (FIGURA 15). Em
outras regides a matriz apresentou-se frouxa e desorganizada. Em algumas éareas, foi
observada a presenca de infiltrado inflamatorio. Em decorréncia do método de preenchimento
do defeito, com o osso bovino ocupando apenas um dos lados do defeito, alguns espécimes

mostraram evidente formag¢ao dssea mais relacionada ao lado preenchido.



45

Figura 13 - Visao panoramica dos defeitos 6sseos dos grupos BOV e PBS, no periodo

experimental de 30 dias (Aumento de 100X - HE).
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Fonte: Do autor.
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Figura 14 - Aumento de 400X em HE do grupo BOV no periodo experimental de 30

dias, evidenciando tecido conjuntivo rico em fibroblastos.

Fonte: Do autor.

Legenda: OB) particulas de osso bovino.
OST) Osteoblastos.
MO) Matriz osteoide.
FIB)Fibroblastos.
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Figura 15: Aumento de 400X em HE do grupo BOV no periodo experimental de 30

dias, evidenciando matriz ostedide e osteoblastos.

Fonte: Do autor.

Legenda: OB) particulas de osso bovino.
OST) Osteoblastos.
MO) Matriz ostedide.

Grupo PBS CIMMO 30 dias: A maioria dos espécimes ndo mostrou formagdo 6ssea
completa, No entanto, apresentou maior evidéncia de formagdao 6ssea do lado em que o
material esteva presente. Observou-se que o centro dos defeitos Osseos apresentou menor
espessura de tecido. Um dos espécimes mostrou boa formagdo éssea, mas incompleta
(FIGURA 13).

Grupo AUT + PBS 30 dias. Nao houve preenchimento completo do defeito dsseo por
0sso maduro. Observou-se maior manutengdo da espessura do defeito na maioria dos
espécimes, onde a porcdo central do defeito mostrou-se preenchida por tecido conjuntivo
fibroso (FIGURA 16). Em alguns espécimes, ilhas de ossificagdo foram notadas (FIGURA

17), especialmente do lado preenchido com o material.
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Figura 16 - Visao panoramica dos defeitos 6sseos dos grupos AUT+PBS e BOV+ PBS

no periodo experimental de 30 dias (Aumento de 100X - HE).
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Fonte: Do autor.
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Nota: um espécime do grupo BOV+PBS 30 dias foi perdido no processamento laboratorial.
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Figura 17 — Aumento de 400X em HE do grupo AUT+PBS no periodo experimental

de 30 dias, evidenciando ilhas de ossificacao.

Fonte: Do autor.

Legenda: (ON) Osso neoformado.

Grupo BOV+PBS 30 dias.Observou-se maior manutencdo da espessura do defeito
0sseo, preenchida por tecido conjuntivo fibroso,com ilhas de ossificacdo. Observou-se
presenca de particulas espalhadas do lado preenchido com o biomaterial (FIGURA 16).

Grupo AUT 60 dias. Um dos espécimes mostrou reparagdo completa do defeito
(FIGURA 18), e os demais mostraram neoformagado dssea mais densa, nas margens do defeito
cirargico em direcdo ao centro, com maior intensidade em relagdo ao periodo de 4 semanas.
Uma das margens apresentou maior neoformagao 6ssea que a outra. A maior parte do defeito
foi preenchida por novo tecido dsseo e com manutencdo da espessura da calvaria (FIGURA
19). Presenca de osteoblastos e fibroblastos em meio a fibras colagenas mais organizadas

(FIGURA 20).
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Figura 18 - Aumento de 100X em HE do grupo AUT no periodo experimental de 60

dias, demonstrou o espécime com reparacdo completa do defeito.

Fonte: Do autor.

Figura 19 - Visdo panordmica dos defeitos dsseos dos grupos COA e AUT no periodo
experimental de 60 dias (Aumento de 100X - HE).
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Fonte: Do autor.
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Figura 20 — Aumento de 400X em HE do grupo AUT no periodo experimental de 60
dias evidenciando osteoblastos e fibroblastos em meio a fibras coldgenas,

mais organizadas.

Fonte: Do autor.

Legenda: OB) particulas de osso bovino.
MO) Matriz osteoide.
FIB)Fibroblastos.

Grupo COA 60 dias. Assim como no periodo de 4 semanas, a area de novo 0sso
formado apos 8 semanas permaneceu restrita as margens do defeito. Poucas trabéculas dsseas
foram verificadas e o pequeno tecido 6sseo neorformado apresentou-se com maior maturagao.
Ao longo do defeito, o tecido conjuntivo fibroso apresentou grande quantidade de fibras
colagenas, mas com espessura menor que a da calvaria original, devido a falta total de tecido
6sseo no centro do defeito (FIGURA 19).

Grupo PBS CIMMO 60 dias. A espessura dos defeitos 6sseos foi melhor mantida, com

alguns espécimes evidenciando boa quantidade de osso neoformado, especialmente do lado
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em que o defeito esteve preenchido com o biomaterial. Tecido conjuntivo fibroso foi

observado preenchendo as demais areas do defeito (FIGURA 21).

Figura 21 - Visdo panoramica dos defeitos 6sseos dos grupos BOV e PBS CIMMO no
periodo experimental de 60 dias (Aumento de 100X - HE).
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Fonte: Do autor.

Grupo BOV 60 dias. Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito. A
maior neoformagdo Ossea localizou-se proxima as margens do defeito de ambos os lados,
estendendo-se em dire¢do ao seu centro. Em varios pontos foram observadas trabéculas 6sseas
1soladas ao longo do defeito. Foi observado tecido conjuntivo mais denso, organizado e com
presenca de matriz ostedide e maior neoformagdo 6ssea neste periodo experimental do que no
periodo de 4 semanas. Uma tendéncia de manuten¢do da espessura da calvaria original no
novo osso depositado e tecido conjuntivo circunjacente foi observada (FIGURA 21).

Grupo AUT + PBS 60 dias: o preenchimento do defeito por tecido 6sseo e tecido
conjuntivo esteve mais evidente. O tecido conjuntivo permeiou ilhas de tecido ostedide
(FIGURA 22), garantiu maior espessura de preenchimento do defeito. Mas nenhum espécime

mostrou-se com o defeito completamente preenchido (FIGURA 23).
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Figura 22 — Aumento de 400X em HE do grupo AUT+PBS no periodo experimental
de 60 dias.

Fonte: Do autor.

Legenda: (ON) Osso neoformado.
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Figura 23 - Visdo panoramica dos defeitos 6sseos dos grupos AUT +PBS e BOV+PBS
no periodo experimental de 60 dias (Aumento de 100X - HE).
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Fonte: Do autor.

Grupo BOV+PBS 60 dias. Nao houve preenchimento completo do defeito em nenhum
espécime. Algumas particulas de osso bovino foram identificadas. Tecido conjuntivo fibroso
preencheu os defeitos com melhor manutencdo da espessura do defeito. O espécime que

mostrou maior formagao 6ssea evidenciou osso maduro (FIGURA 23).

2.4.5 Andlise histométrica

Diferente dos resultados obtidos das analises tomograficas, na histometria o grupo
AUT 60 dias, apresentou maior formagdo o6ssea que no grupo COA 30 dias, p=0,0264.
Entretanto, a comparacdo entre os demais grupos AUT e COA, ndo apresentaram diferengas
estatisticas p>0,05 (APENDICE C).

Analisando-se os grupos experimentais PBS CIMMO, tanto com 30 e 60 dias,
apresentaram maior formagdo dssea comparada com grupo COA 30 dias p=0,0002 e
p=0,0014 respectivamente. Em relacdo ao grupo COA 60 dias, apenas o grupo PBS CIMMO
30 dias, apresentou maior formacdo 6ssea p=0,0237. Enquanto a comparagao entre os grupos

COA e PBS CIMMO ambos com 60 dias, ndo apresentaram diferencas estatisticas p=0,1048.
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Em relagdo ao grupo AUT controle positivo, apenas o grupo AUT 30 dias demonstrou
menor formagdo 6ssea que o grupo PBS CIMMO (p=0,0454), enquanto os demais grupos,
AUT e PBS CIMMO, tanto com 30 ou 60 dias apresentaram p>0,05 (APENDICE C).

Os grupos de associagdes do cimento PBS CIMMO, BOV + PBS e AUT + PBS, nao
apresentaram diferencas estatisticas entre si, em relacdo aos demais grupos p>0,05
(APENDICE C).

Os resultados estao demonstrados no grafico 4.

Gréafico 4 — Histometria
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Fonte: Do autor.
Legenda: * Demonstra que tanto o grupo PBS CIMMO 30 dias quanto PBS CIMMO 60 dias
apresentaram maior formagao dssea em relagdo ao grupo COA 30 dias.
1 Demonstra que o grupo AUT 60 dias apresentou maior formagdo 6ssea que o grupo COA
30 dias.
* Demonstra a diferenca entre o grupo PBS CIMMO 60 dias e o grupo COA 60 dias.

2.4 DISCUSSAO
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As pesquisas envolvendo modelos animais atuam como uma importante ligagdo entre
0s experimentos in vitro e os experimentos clinicos. Dentre os modelos animais, os roedores
tém sido amplamente utilizados em pesquisas relacionadas a regeneragdo do tecido Osseo.
Embora os animais primatas ndo humanos sejam a primeira escolha, questdes éticas e as
facilidades quanto aos experimentos com roedores (facilidade de manipulagdo, de alojamento,
reproducdo rapida e menor preocupacdo social) tornam os roedores como animais
preferenciais para experimentos relacionados a regeneragao 6ssea (GOMES E FERNANDES,
2011; DAMANAKI et al., 2023).

O modelo de calvaria apresenta varias vantagens e por isso € popular entre os
pesquisadores. Dentreas vantagens destaca-se a estrutura 6ssea da calvaria que permite o
estabelecimento de uma estrutura uniforme, defeito reprodutivel e padronizado, facilmente
avaliado pela andlise radiografica e histologica. A localizacdo anatdmica favorece um
tamanho adequado para acesso cirargico e facil manuseio intraoperatdrio; a dura-mater e a
pele sobreposta estabelecem um suporte adequado para os materiais implantados (GOMES E
FERNANDES, 2011; HONMA et al. 2008), sem necessidade de fixacdao interna ou externa.
Em contrapartida apresenta desvantagem:quando carga biomecanica fisiologica € necessaria
para avaliar a formagdo Ossea. Nesses casos, sdo indicados outros modelos como defeitos
0sseos em mandibula, fémur ou tibia (GOMES E FERNANDES, 2011).

O modelo animal com defeito critico pode ser considerado como prototipo de defeitos
de descontinuidade, como condi¢do especifica em que ndo ocorre regeneragdo tecidual
espontnea. Dessa maneira, Honma et al. (2008) compararam o processo de regeneragdo em
defeitos de tamanho subcritico (3,8 mm de diametro) e critico (8,8 mm de didmetro),
estabelecidos na calvaria de ratos Wistar. Nova formagao Ossea foi observada em ambos os
tamanhos de defeito. Entretanto, com 24 semanas, os defeitos subcriticos estavam
completamente preenchidos, enquanto os defeitos criticos apresentaram reparagdo Ossea
parcial e formagdo de uma pseudoartrose com tecido conjuntivo fibroso no defeito criado.
Verificou ainda que, apds 24 semanas, o processo regenerativo cessa independentemente do
tamanho ou da conclusdo da cicatrizacdo do defeito.

Os mesmos autores verificaram que, defeitos de tamanho critico, apresentam maior
reparagao 0ssea na quarta semana e que regridem gradualmente. Verificaram ainda a presenga
de colageno tipo I e osteocalcina na terceira semana e comparado com a vigésima quarta
semana, tanto as fibras coldgenas quanto a osteocalcina ndo estavam mais presentes
(HONMA et al., 2008). Mesmo realizando a coleta dos espécimes com quatro e oito semanas,

verificou-se no estudo atual, que tanto na andlise histologica quanto tomografica, o aspecto
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que demonstrava grande parte de tecido em processo de formacdo Ossea, ainda
caracterizado como fibras coldgenas em processo de calcificagdo e d4reas com leves
alteragdes de densidade, sugestivas também de calcificagdo inicial, o que faz acreditar que um
periodo cicatricial maior que o recomendado por Honma et al. (2008) seja interessante para a
metodologia que foi empregada. Diante das observagdes realizadas como continuidade do
trabalho, foi realizada andlise imunoistoquimica com coloragdo de Picrosirius que

permitira a identificagdo de colageno tipo I e III (FIGURA 30).

Figura 29 — Imagem de microscopia com luz polarizada do espécime corado por

Picrosirius.

Fonte: Do autor.

O cimento PBS CIMMO® apresenta uma vasta aplicagdio na Odontologia,
principalmente na Endodontia, e pelos bons resultados obtidos, em casos que seria necessaria
grande reparagdo 6ssea como em lesdes endodonticas periapicais. Por esse motivo despertou a
curiosidade de investigar a capacidade osteoindutora do cimento PBS CIMMO®. Escolheu-se
modelo experimental em que produziu defeito critico em calvarias de ratos Wistar para
analisar as capacidades osteocondutora e indicativos osteoindutores desse biomaterial.

Para Lucattelli et al. (2018) e Silva et al, (2022), a neoformacao Ossea foi observada
na periferia de defeitos de tamanho critico, de forma bastante discreta nos grupos controles
negativos. Essa formacgdo foi evidenciada nos estudos histomorfométricos citados. Para

Honma et al. (2008), a reparacao 6ssea em calvaria de ratos origina-se do peridsteo em ambos
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os lados do osso parietal, periosteo externo e dural, e ndo da superficie da borda 6ssea em
torno do defeito original. Mesmo que o preenchimento parcial da cavidade cirurgicamente
preparada em calvaria de ratos possa ter contribuido para menor formagdo 6ssea nas calvarias,
a metodologia de preenchimento parcial possibilitaria avaliagao da capacidade de conducgao e
ou indicativos de indugdo dssea do cimento PBS CIMMO®, visto que a identificagdo de osso
neoformado na por¢do ndo preenchida do defeito critico, no periodo de 4 semanas, estaria
sendo contribuida pelo biomaterial.

Silva et al. (2022) avaliaram a formacgdo 6ssea em modelo experimental em calvaria de
roedores de dois cimentos endodonticos, AH Plus (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Vaud,
Switzerland) e Sealer Plus (MK LIFE — Michel E. Klymus Me, Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil). Embora ambos os cimentos terem demonstrado a capacidade de estimular a
formagdo Ossea, o objetivo daquele trabalho foi voltado para avaliar o comportamento
bioldgico desses cimentos, enquanto o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade
dsseo-formadora do cimento PBS CIMMO®. No trabalho de Silva, e al. 2022 o defeito
critico na calvaria foi totalmente preenchido enquanto no presente trabalho, foi preenchido
parcialmente com a expectativa de identificar formagao 6ssea no lado oposto ao preenchido,
como descrito na metodologia.

Nao somente o autor citado acima preencheu em totalidade o defeito cirargico criado.
Vérios outros autores também preencheram a cavidade formada em sua totalidade, (DA
SILVA et al., 2022; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2021; LUCATELI et al, 2018;
SCHMIDT et al., 2019; SILVA et al., 2016), pois esse ¢ o padrdo seguido nesse modelo
experimental, Acredita-se que ao preencher parcialmente o defeito dsseo, a identificagdo da
presenca de osso no lado ndo preenchido, pode pressupor capacidade osteoindutora do
biomaterial, que, sem duavida, precisa ser investigada posteriormente com estudos
imunoistoquimicos. Além disso, considerando a origem do biomaterial empregado, o cimento
PBS CIMMO®, material derivado do MTA, se permanecesse por longo tempo como material
preenchedor de todo o defeito Osseo, estaria se comportando como um material osteo-
obstrutor (KOLERMAN et al, 2012; LEE et al., 2012; MORDENFELD et al. 2010;
VALENTINI et al., 2000), impedindo desta maneira, no tempo estudado, a investiga¢do da
formagao de novo 0sso.

Pesquisas avaliando neoformacao 6ssea utilizando bioceramicas ndo ¢ uma novidade.
A maioria dos trabalhos utilizaram bioceramicas em diferentes granulagdes de a e ou f-
fosfato tricélcio, hidroxiapatita, fosfato de célcio bifasico (DE OLIVEIRA JUNIOR J. M. et
al. 2021; LU; YU; CHEN, 2018). Diante de defeitos com conformagdes variadas e de
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etiologias diferentes (trauma, neoplasia, doenca periodontal), ¢ de importincia o
desenvolvimento de varias formas de apresentacdo dos biomateriais para permitir o seu uso
em diferentes complexidades de defeitos Osseos a serem reconstruidos. Encontra-se até
formas liquidas de cimento para o preenchimento de cavidades 6sseas (SCHMIDT et al.,
2019).

Na formulacdo do cimento PBS CIMMO ha vérios componentes herdados do MTA
(silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico, ferrealuminato tetracalcico e
sulfato de calcio di-hidratado), além do carbonato de célcio, a-fosfato tricalcio (VLAD et al.,
2010) e a pozolana. Este ultimo ¢ um aluminossilicato amorfo proveniente da reacdo de
silicato de calcio hidratado, aluminato de calcio hidratado com hidroxido de célcio,
geralmente adicionado ao concreto utilizado na construcdo civil (PRESA et al. 2020) para
aumentar a resisténcia do produto.

Compostos de célcio-fosforo, silica e materiais a base de metal sdo as categorias mais
comuns de nanomateriais inorganicos para reparo de defeitos 6sseos. A nano silica pode
realizar a estrutura hierarquica semelhante a um osso através do processo de mineralizagdo da
biossilica, e as silicificagdes biomiméticas poderiam estimular a atividade dos osteoblastos
para a formagdo Ossea e inibir a diferenciacao dos osteoclastos (FU et al., 2021).

O mecanismo de osteoinducdo promovido pelos ions Ca e P ¢ complexo e
desencadeado por vdrias vias e sinalizadores bioldgicos, por exemplo, fator de crescimento
beta (TGF-b), BMPs e Wnt. A sinalizagdo de TGF-b primeiro transmite sinais através da
membrana plasmatica por meio da formagdo de complexos heteroméricos de receptores
especificos de serina/treonina quinase tipo I e tipo II. O receptor tipo I ¢ fosforilado apds a
ativacdo de receptores especificos tipo II. Os receptores tipo I ativados iniciam a sinalizagao
intracelular através da fosforilagdo de proteinas Smad especificas, R-Smads. R-Smads
ativados formam um complexo com co-Smad e Smad4 e entdo se translocam para o nucleo
para direcionar a resposta transcricional. Existe outra molécula capaz de realizar a
osteoinducdo, a Wnt, ela pode promover a osteoindug¢do sozinha ou em sinergia com BMPs
(LU; YU; CHEN, 2018).

Associando os fatos de que o cimento PBS CIMMO apresenta excelentes resultados
clinicos na Endodontia, sua formulagdo e os mecanismos de reparacdo Ossea de cada
componente (calcio, silicatos e fosfatos) demonstram a possibilidade do cimento PBS
CIMMO possuir a indicagdo como um biomaterial reparador dsseo além das indicagdes ja

presentes na area da Endodontia.
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De acordo com os resultados apresentados, mesmo realizando trés tipos de andlises
das imagens tomograficas, ndo foi possivel verificar uma semelhanga entre os resultados. Isso
ficou mais evidente quando as andlises de quantificagdo Ossea pela tomografia nao
apresentaram diferengas estatisticas, enquanto as analises por densidade demonstraram apenas
alguns grupos com diferencas estatisticas. A pequena variacdo radiografica observada pode
ter acontecido pelo fato de que para apresentar notavel alteracdo o processo cicatricial dsseo
deve apresentar pelo menos 40 % de mineralizacio (CHAPRAZOV et al. 2022). Comparando
os resultados dos trabalhos de Chaprazov et al. 2022 e Honma et al. 2008 com 0s nossos
resultados das analises histologicas e tomograficas, fica evidente e necessidade de um periodo
cicatricial mais prologando para que pudessem ser evidenciados os aspectos histoldgicos de
formacao 6ssea madura.

A intengao de verificar a quantidade de osso neoformado e ndo apenas a diferenga das
densidades teve objetivo de evitar o viés que poderia ocorrer uma vez que diferentes
biomateriais apresentam densidades diferentes. Em se tratando do biomaterial pesquisado ser
um cimento endoddntico e na sua formulagdo ser necessario elementos que promovam
radiopacidade, essa caracteristica pode levar o software a calcular uma densidade mais
elevada que ndo corresponda necessariamente ao tecido 6sseo neoformado.

Os resultados das andlises tomograficas corresponderam com aqueles obtidos pela
analise histomorfométrica. A neoformagdo 6ssea observada no grupo PBS CIMMO através da
histomorfometria também foi demonstrada pela maior densidade calculada pelos softwares
ImageJ e OneVolumeWiewer (dados em HU). E esses resultados foram superiores aqueles
encontrados no grupo AUT.

O mais conflitante dos resultados obtidos foi a relagdo dos grupos COA e AUT que
praticamente ndo apresentarem diferencas entre si nos periodos de 30 e 60 dias. Essa questao
fica exacerbada pelo fato de se tratar de dois grupos controles, um negativo e outro positivo
respectivamente. Esperava-se que no grupo COA a neoformagdo 6ssea fosse minima e restrita
as margens do defeito, visto que o defeito na calvaria era critico, enquanto no grupo AUT a
neoformacao Ossea fosse mais representativa. Acredita-se que o preenchimento incompleto do
defeito por particulas Osseas autdogenas tenha contribuido para maiores taxas de reabsor¢do
dos fragmentos.

Sabe-se que quando fragmentos Osseos sdo deixados no interior de cavidades, o
comportamento deles pode variar de acordo com o tamanho, localizacdo e quantidade dos
fragmentos. Em alguns casos, os fragmentos dsseos podem ser reabsorvidos. Em outros casos,

os fragmentos podem permanecer no lugar por longos periodos de tempo sem causar nenhum



61

problema. No entanto, em alguns casos, os fragmentos 6sseos podem causar inflamagdo ou
infec¢do (CAMPOS, 2009). Durante o processo cicatricial de um defeito 6sseo, uma série de
eventos bioldgicos complexos esta envolvida, incluindo a formacao de um coagulo sanguineo
no local e dando inicio ao processo de cicatrizagdo. Para que o processo de cicatrizacao
ocorra, hd um envolvimento da ativagdo de vérias vias bioquimicas ¢ a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) passam a ter efeitos oxidativos e redutores. Se houver produgao
excessiva de ROS, pode-se ter um estresse oxidativo que danifica as células do tecido em
cicatrizacdo e retardam o processo cicatricial. Por outro lado, a presenca de ROS também e
necessaria para a ativagdo de enzimas e fatores de crescimento envolvidos na cicatrizagao.
Assim, ¢ importante manter um equilibrio adequado entre a produgdo de ROS e a capacidade
antioxidante durante o processo de cicatriza¢dao (SALLES, 2007).

A metodologia empregada deixou metade da cavidade preenchida com coéagulo
sanguineo em todos os grupos e pode ter contribuido de maneira negativa no processo
cicatricial. Novos estudos deverdo ser realizados para investigar as ROS e o seu papel na
cicatrizacdo de defeitos em calvarias tratadas como no presente trabalho.

Em geral, o objetivo do preenchimento de defeitos d6sseos com biomateriais €
proporcionar um suporte estrutural para a regeneragdo Ossea e estimular a proliferacdo de
células ¢sseas, levando a formagdo de novo osso. Quando um defeito Osseo nao ¢
completamente preenchido com biomaterial, € possivel que ocorra uma absor¢ao do material
pelo organismo ou uma infiltracdo de tecido mole no espago vazio.

No caso de particulas de biomaterial, ¢ possivel que essas particulas sejam
reabsorvidas pelo organismo, ou seja, incorporadas ao novo tecido O6sseo formado.
Biomateriais como o fosfato tricalcico e a hidroxiapatita, biocompativeis e bioabsorviveis, sao
gradualmente reabsorvidos ao longo do tempo.

No entanto, se as particulas do biomaterial ndo forem completamente absorvidas ou
incorporadas ao novo tecido 6sseo, elas podem formar um ambiente propicio para
crescimento de bactérias e levar ao desenvolvimento de infec¢des. Além disso, as particulas
de biomaterial ndo absorvidas também podem causar irritacao tecidual e inflamacao.

No presente estudo, acredita-se que a quantificagdo dssea reduzida em todos os grupos
pode estar associada a esses aspectos decorrentes do preenchimento incompleto do defeito
0sseo, mas o cimento PBS CIMMO mostrou-se biocompativel, pois ndo foram identificados
espécimes com desenvolvimento de processos infecciosos evidentes ou reacdo tipo corpo

estranho.
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3 CONCLUSAO

O cimento PBS CIMMO® isolado, aos 60 dias, mostrou maior densidade em relagdo
ao 0sso autdgeno, sugerindo melhorar reparacdo dssea, visto que imagens histologicas de
colagenos precursores foram evidenciados nesse periodo.

Diante dos resultados histoldgicos e tomograficos, ¢ notavel a capacidade que o
cimento PBS CIMMO apresenta em estimular a formagao dssea. Entretanto mais estudos sao

necessarios para adequacao da metodologia empregada, aumentando o tempo de avaliacao.
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APENDICE A — Resultados do Teste de Tukey 4 5%, com os valores de p, na analise da
densidade no software ImagelJ.

Number of families 1
Number of comparisons per family 66
Alpha 0,05

Below Adjusted P
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff,  threshold? Summary Value
AUTOGENO 30 DIAS vs. PBS CIMMO 30 DIAS 97,33 No ns 0,6408
AUTOGENO 30 DIAS vs. BIO 0SS 30 DIAS 93,53 No ns 0,9211
AUTOGENO 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO 0SS 30 DIAS 253,7 Yes ** 0,003
AUTOGENO 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS 232,7 Yes * 0,038
AUTOGENO 30 DIAS vs. COAGULO 30 DIAS 220,9 Yes ok 0,0096
AUTOGENO 30 DIAS vs. AUTOGENO 60 DIAS 33,13 No ns >0,9999
AUTOGENO 30 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS 269,3 Yes Fkkk <0,0001
AUTOGENO 30 DIAS vs. BIO 0SS 60 DIAS 188,8 No ns 0,2017
AUTOGENO 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO 0SS 60 DIAS 62,4 No ns 0,9765
AUTOGENO 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS 2185 Yes ** 0,0059
AUTOGENO 30 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS -109 No ns 0,4562
PBS CIMMO 30 DIAS vs. BIO OSS 30 DIAS -3,8 No ns >0,9999
PBS CIMMO 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS 156,4 Yes ekl 0,001
PBS CIMMO 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS 135,3 No ns 0,2277
PBS CIMMO 30 DIAS vs. COAGULO 30 DIAS 1235 No ns 0,0746
PBS CIMMO 30 DIAS vs. AUTOGENO 60 DIAS -64,2 No ns 0,9972
PBS CIMMO 30 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS 172 Yes * 0,0188
PBS CIMMO 30 DIAS vs. BIO OSS 60 DIAS 91,47 No ns 0,8792
PBS CIMMO 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO OSS 60 DIAS -34,93 No ns 0,9994
PBS CIMMO 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS 121,2 Yes * 0,027
PBS CIMMO 30 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS -206,3 Yes * 0,0228
BIO OSS 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS 160,2 No ns 0,0715
BIO 0SS 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS 139,1 No ns 0,069
BIO 0SS 30 DIAS vs. COAGULO 30 DIAS 127,3 No ns 0,4403
BIO 0SS 30 DIAS vs. AUTOGENO 60 DIAS -60,4 No ns 0,9998
B1O OSS 30 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS 175,8 No ns 0,221
BIO OSS 30 DIAS vs. BIO OSS 60 DIAS 95,27 No ns 0,9524
BIO OSS 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO OSS 60 DIAS -31,13 No ns >0,9999
BIO 0SS 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS 125 No ns 0,4902
BIO 0SS 30 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS -202,5 Yes * 0,0333
PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS
CIMMO 30 DIAS -21,07 No ns 0,9998
PBS CIMMO + BIO 0SS 30 DIAS vs. COAGULO 30 DIAS -32,87 No ns 0,4021
PBS CIMMO + BIO 0SS 30 DIAS vs. AUTOGENO 60 DIAS -220,6 Yes * 0,0296
PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS 15,6 No ns >0,9999
PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS vs. BIO OSS 60 DIAS -64,93 No ns 0,9986
PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO OSS
60 DIAS ] -191,3 Yes falalaled <0,0001
PBS CIMMO + BIO OSS 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS
CIMMO 60 DIAS -3522 No ns 0,4018



PBS CIMMO + BIO 0SS 30 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS
AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. COAGULO 30 DIAS
AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. AUTOGENO 60 DIAS
AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS

AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. BIO 0SS 60 DIAS
AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO
OSS 60 DIAS

AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS
CIMMO 60 DIAS

AUTOGENO + PBS CIMMO 30 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS
COAGULO 30 DIAS vs. AUTOGENO 60 DIAS

COAGULO 30 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS

COAGULO 30 DIAS vs. BIO 0SS 60 DIAS

COAGULO 30 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO OSS 60 DIAS
COAGULO 30 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS
COAGULO 30 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS

AUTOGENO 60 DIAS vs. PBS CIMMO 60 DIAS

AUTOGENO 60 DIAS vs. BIO 0SS 60 DIAS

AUTOGENO 60 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO 0SS 60 DIAS
AUTOGENO 60 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS
AUTOGENO 60 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. BIO 0SS 60 DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO 0SS 60 DIAS
PBS CIMMO 60 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS
PBS CIMMO 60 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS

BIO 0SS 60 DIAS vs. PBS CIMMO + BIO 0SS 60 DIAS

BIO OSS 60 DIAS vs. AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS

BIO 0SS 60 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS )
PBS CIMMO + BIO OSS 60 DIAS vs. AUTOGENO + PBS
CIMMO 60 DIAS

PBS CIMMO + BIO 0SS 60 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS
AUTOGENO + PBS CIMMO 60 DIAS vs. COAGULO 60 DIAS

-362,7
-11,8
-199,5
36,67
-43,87

-170,3

-14,13
-341,7
-187,7
4847
-32,07
-158,5
-2,333
-329,9
236,2
155,7
29,27
1854
1421
-80,53
-206,9
-50,8
-378,3
-126,4
29,73
-297,8
156,1
1714
-3275

Yes
No
No
No
No
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No
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No
No
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No
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No
No
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No
No
Yes
No
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No
No
No
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ns
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ns
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ns
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*kk

<0,0001
>0,9999
0,301
0,9987
>0,9999

0,0015

>0,9999
<0,0001
0,0419
0,8383
>0,9999
<0,0001
>0,9999
0,0002
0,0305
0,9235
>0,9999
0,0275
0,8618
0,9917
0,0004
0,8514
<0,0001
0,9575
>0,9999
0,0652

0,0007
0,0421
0,0006

70




APENDICE B — Resultados do Teste de Tukey a 5%, com os valores de p, na analise da

densidade em Unidades de Hounsfield.

Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

66
0,05

Tukey's multiple comparisons test

COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.

COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.

DIAS

COA 30 DIAS vs.

DIAS

COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.

COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.

DIAS

COA 60 DIAS vs.

DIAS

COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.

AUT 30 DIAS vs.
AUT 30 DIAS vs.

DIAS

AUT 30 DIAS vs.

DIAS

AUT 30 DIAS vs.
AUT 30 DIAS vs.
AUT 30 DIAS vs.
AUT 30 DIAS vs.
AUT 30 DIAS vs.

AUT 30 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.

DIAS

AUT 60 DIAS vs.

DIAS

AUT 60 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.

COA 60 DIAS
AUT 30 DIAS

AUT 60 DIAS
PBS CIMMO 30

PBS CIMMO 60

BOV 30 DIAS
BOV 60 DIAS
BOV+PBS 30 DIAS
BOV+PBS 60 DIAS
ATU+PBS 30 DIAS
AUT+PBS 60 DIAS
AUT 30 DIAS

AUT 60 DIAS
PBS CIMMO 30

PBS CIMMO 60

BOV 30 DIAS
BOV 60 DIAS
BOV+PBS 30 DIAS
BOV+PBS 60 DIAS
ATU+PBS 30 DIAS
AUT+PBS 60 DIAS

AUT 60 DIAS
PBS CIMMO 30

PBS CIMMO 60

BOV 30 DIAS
BOV 60 DIAS
BOV+PBS 30 DIAS
BOV+PBS 60 DIAS
ATU+PBS 30 DIAS

AUT+PBS 60 DIAS
PBS CIMMO 30

PBS CIMMO 60

BOV 30 DIAS

BOV 60 DIAS
BOV+PBS 30 DIAS

Mean Diff,
-0,422
6,511
5,097

-14,58

-27,86
-1,086
-5,132
-11,27
-20,42
-11,32
-12,98

6,933

5,519

-14,16

-27,43
-0,664
-4,71
-10,85
-20
-10,9
-12,56
-1,414

-21,09

-34,37
-7,597
-11,64
-17,79
-26,93
-17,83
-19,49
-19,68
-32,95
-6,183
-10,23
-16,37

95,00% ClI of diff,
-19,23t0 18,38
-12,30 to 25,32
-13,71t0 23,90

-33,39t0 4,224

-46,66 to -9,050
-19,89t0 17,72
-23,94 to 13,67
-30,08 to 7,531
-39,22 t0 -1,612
-30,13 to 7,482
-31,79 t0 5,825
-11,87to 25,74
-13,29 to 24,32

-32,97 to 4,646

-46,24 to -8,628
-19,47 to 18,14
-23,52t0 14,10
-29,66 to 7,953
-38,80 to -1,190
-29,71 to 7,904
-31,36 to 6,247
-20,22 t0 17,39

-39,90 to -2,286

-53,17 to -15,56
-26,40t0 11,21
-30,45 t0 7,163
-36,59 to 1,020
-45,73 t0 -8,122
-36,64 to 0,9711
-38,30 to -0,6856

-38,48 t0 -0,8722

-51,76 to -14,15
-24,99 to 12,62
-29,03 to 8,577
-35,18 t0 2,434

Below
threshold?

No
No
No

No

Yes
No
No
No
Yes
No
No
No
No

No

Yes
No
No
No
Yes
No
No
No

Yes

Yes
No
No
No
Yes
No
Yes

Yes

Yes
No
No
No

Summary
ns
ns

ns

ns

KKk

ns
ns

ns

ns
ns
ns

ns

ns

*hk

ns
ns

ns

ns
ns

ns

*kkk

ns
ns
ns

KKk

ns

Kkkk
ns
ns

ns

Adjusted P Value
>0,9999

0,9919

0,9991

0,3053

0,0001
>0,9999
0,999
0,7013
0,0208
0,6955
0,4892
0,9865
0,9981

0,35

0,0002
>0,9999
0,9996
0,7496
0,0264
0,7441
0,5423
>0,9999

0,0141

<0,0001
0,9727
0,6571
0,0829
0,0003
0,0809
0,0348

0,0315

<0,0001
0,9948
0,8142
0,1557
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AUT 60 DIAS vs. BOV+PBS 60 DIAS
AUT 60 DIAS vs. ATU+PBS 30 DIAS

AUT 60 DIAS vs. AUT+PBS 60 DIAS
PBS CIMMO 30 DIAS vs. PBS
CIMMO 60 DIAS

PBS CIMMO 30 DIAS vs. BOV 30
DIAS

PBS CIMMO 30 DIAS vs. BOV 60
DIAS

PBS CIMMO 30 DIAS vs. BOV+PBS
30 DIAS

PBS CIMMO 30 DIAS vs. BOV+PBS
60 DIAS

PBS CIMMO 30 DIAS vs. ATU+PBS
30 DIAS

PBS CIMMO 30 DIAS vs. AUT+PBS
60 DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. BOV 30
DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. BOV 60
DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. BOV+PBS
30 DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. BOV+PBS
60 DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. ATU+PBS
30 DIAS

PBS CIMMO 60 DIAS vs. AUT+PBS
60 DIAS

BOV 30 DIAS vs. BOV 60 DIAS

BOV 30 DIAS vs. BOV+PBS 30 DIAS
BOV 30 DIAS vs. BOV+PBS 60 DIAS
BOV 30 DIAS vs. ATU+PBS 30 DIAS
BOV 30 DIAS vs. AUT+PBS 60 DIAS
BOV 60 DIAS vs. BOV+PBS 30 DIAS
BOV 60 DIAS vs. BOV+PBS 60 DIAS
BOV 60 DIAS vs. ATU+PBS 30 DIAS

BOV 60 DIAS vs. AUT+PBS 60 DIAS
BOV+PBS 30 DIAS vs. BOV+PBS 60
DIAS
BOV+PBS 30 DIAS vs. ATU+PBS 30
DIAS
BOV+PBS 30 DIAS vs. AUT+PBS 60
DIAS
BOV+PBS 60 DIAS vs. ATU+PBS 30
DIAS
BOV+PBS 60 DIAS vs. AUT+PBS 60
DIAS
ATU+PBS 30 DIAS vs. AUT+PBS 60
DIAS

-25,51
-16,42
-18,08

-13,27
13,5
9,449
3,307
-5,836
3,257
1,601
26,77
22,72
16,58
7,438
16,53

14,87
-4,046
-10,19
-19,33
-10,24
-11,89
-6,143
-15,29
-6,192
-7,849

-9,143
-0,04933
-1,706
9,093
7,437

-1,657

-44,32 to -6,708
-35,23 t0 2,385
-36,88 t0 0,7284

-32,08 to 5,532
-5,310 t0 32,30
-9,356 to 28,26
-15,50 t0 22,11
-24,64 t0 12,97
-15,55 to 22,06
-17,21t0 20,41
7,964 to 45,58

3,918 to 41,53

-2,225 10 35,39
-11,37 to 26,24
-2,274 10 35,34

-3,931 to 33,68
-22,851t0 14,76
-28,99 10 8,617
-38,14 to -0,5256
-29,04 to 8,568
-30,70 t0 6,911
-24,95 t0 12,66
-34,09 to 3,520
-25,00to 12,61
-26,65 to 10,96

-27,95 t0 9,663
-18,86 to 18,76
-20,51t0 17,10
-9,712 to 27,90
-11,37 to 26,24

-20,46 t0 17,15

Yes
No
No

No

No

No

No

No

No

No

Yes

Yes

No

No

No

No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No

No

No

No

No

No

No

KKk

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*kk

*%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0,0008
0,1526
0,072

0,4531
0,4263
0,881
>0,9999
0,9968
>0,9999
>0,9999
0,0003
0,0051
0,1426
0,9767
0,1456

0,2762
0,9999
0,8181
0,038

0,8133
0,6259
0,9951
0,2384
0,9947
0,9652

0,9026
>0,9999
>0,9999
0,9059
0,9767

>0,9999




73

APENDICE C - Resultados do Teste de Tukey 4 5%, com os valores de p, na analise

histométrica.

Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

66
0,05

Tukey's multiple comparisons test

COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 30 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.
COA 60 DIAS vs.

COA 60 DIAS
AUT 30 DIAS
AUT 60 DIAS
PBS 30 DIAS
PBS 60 DIAS
BOV 30 DIAS
BOV 60 DIAS
BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS
AUT + PBS 30 DIAS
AUT + PBS 60 DIAS
AUT 30 DIAS
AUT 60 DIAS
PBS 30 DIAS
PBS 60 DIAS
BOV 30 DIAS
BOV 60 DIAS
BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS
AUT + PBS 30 DIAS
AUT + PBS 60 DIAS

AUT 30 DIAS vs. AUT 60 DIAS
AUT 30 DIAS vs. PBS 30 DIAS
AUT 30 DIAS vs. PBS 60 DIAS
AUT 30 DIAS vs. BOV 30 DIAS
AUT 30 DIAS vs. BOV 60 DIAS
AUT 30 DIAS vs. BOV + PBS 30 DIAS
AUT 30 DIAS vs. BOV + PBS 60 DIAS
AUT 30 DIAS vs. AUT + PBS 30 DIAS
AUT 30 DIAS vs. AUT + PBS 60 DIAS
AUT 60 DIAS vs. PBS 30 DIAS

AUT 60 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.
AUT 60 DIAS vs.

PBS 60 DIAS
BOV 30 DIAS
BOV 60 DIAS
BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS

AUT 60 DIAS vs. AUT + PBS 30 DIAS

Mean
Diff,

-0,3493
-4,715
-11,66
-2,837
-7,169
4,815
0,5579
2,893
2,936
-2,729
-3,41
-4,366
-11,31
-2,488
-6,82
5,164
0,9072
3,243
3,285
-2,379
-3,061
-6,944
1,878
-2,454
9,53
5,273
7,609
7,651
1,987
1,305
8,822
4,491
16,47
12,22
14,55
14,6
8,931

95,00% CI of diff,
-9,086 to 8,387
-13,45to0 4,021
-20,40 to -2,923
-11,57 to 5,899
-15,91 to 1,568
-3,921 to 13,55
-8,179 to0 9,294
-5,843 to 11,63
-5,800 to 11,67
-11,47 to 6,008
-12,15 to 5,326
-13,10 to 4,370
-20,05 to -2,574
-11,22 to 6,248
-15,56 to 1,917
-3,572 t0 13,90
-7,829 to 9,644
-5,494 to 11,98
-5,451 to 12,02
-11,12 to 6,357
-11,80 to 5,675
-15,68 to 1,792
-6,859 to 10,61
-11,19 to 6,283
0,7939 to 18,27
-3,463 to 14,01
-1,128 to 16,35
-1,085 to 16,39
-6,750 to 10,72
-7,431to 10,04
0,08593 to 17,56
-4,246 to 13,23
7,738 to 25,21
3,481 to 20,95
5,817 to 23,29
5,859 to 23,33
0,1947 to 17,67

Below

threshold? Summary

No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes

Yes

ns

ns

*%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*

ns

ns

ns

ns

ns

*

ns

*kkk

*kkk

*kkk

Adjusted P
Value

>0,9999
0,8217
0,001
0,9953
0,2259
0,8009
>0,9999
0,9944
0,9937
0,9966
0,9789
0,8848
0,0017
0,9985
0,2953
0,7198
>0,9999
0,9858
0,9842
0,999
0,9911
0,2692
0,9999
0,9987
0,0197
0,6923
0,1553
0,1494
0,9998
>0,9999
0,0454
0,8641
<0,0001
0,0004
<0,0001
<0,0001
0,0402



AUT 60 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 30 DIAS vs.
PBS 60 DIAS vs.
PBS 60 DIAS vs.
PBS 60 DIAS vs.
PBS 60 DIAS vs.
PBS 60 DIAS vs.
PBS 60 DIAS vs.
BOV 30 DIAS vs.
BOV 30 DIAS vs.
BOV 30 DIAS vs.
BOV 30 DIAS vs.
BOV 30 DIAS vs.
BOV 60 DIAS vs.
BOV 60 DIAS vs.
BOV 60 DIAS vs.
BOV 60 DIAS vs.

AUT + PBS 60 DIAS
PBS 60 DIAS

BOV 30 DIAS

BOV 60 DIAS

BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS
AUT + PBS 30 DIAS
AUT + PBS 60 DIAS
BOV 30 DIAS

BOV 60 DIAS

BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS
AUT + PBS 30 DIAS
AUT + PBS 60 DIAS
BOV 60 DIAS

BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS
AUT + PBS 30 DIAS
AUT + PBS 60 DIAS
BOV + PBS 30 DIAS
BOV + PBS 60 DIAS
AUT + PBS 30 DIAS
AUT + PBS 60 DIAS

BOV + PBS 30 DIAS vs. BOV + PBS 60
DIAS
BOV + PBS 30 DIAS vs. AUT + PBS 30
DIAS
BOV + PBS 30 DIAS vs. AUT + PBS 60
DIAS
BOV + PBS 60 DIAS vs. AUT + PBS 30
DIAS
BOV + PBS 60 DIAS vs. AUT + PBS 60
DIAS
AUT + PBS 30 DIAS vs. AUT + PBS 60
DIAS

8,249
-4,332
7,652
3,395
5,731
5,773
0,1088

-0,5729

11,98
7,727
10,06
10,11
4,44
3,759
-4,257
-1,922
-1,879
-7,544
-8,225
2,336
2,378
-3,287
-3,968

0,04257

-5,622
-6,304
-5,665

-6,346

-0,6817

-0,4870 to 16,99
-13,07 to 4,405
-1,084 to 16,39
-5,341t0 12,13
-3,006 to 14,47
-2,963 to 14,51
-8,628 to 8,845
-9,309 to 8,164
3,248 t0 20,72
-1,010 to 16,46
1,326 to 18,80
1,369 to 18,84
-4,296 to 13,18
-4,978 to 12,50
-12,99 to 4,479
-10,66 to 6,815
-10,62 to 6,857
-16,28 to 1,193
-16,96 to 0,5111
-6,401 to 11,07
-6,358 to 11,11
-12,02 to 5,450
-12,70 to 4,768

-8,694 to 8,779
-14,36 to 3,114
-15,04 to 2,433
-14,40 to 3,072
-15,08 to 2,390

-9,418 to 8,055

No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No

No

No

No

No

No

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*%

*%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0,084
0,8902
0,1493
0,9796
0,5704
0,5588
>0,9999
>0,9999
0,0006
0,1395
0,01
0,0094
0,8727
0,9568
0,9012
0,9999
0,9999
0,1646
0,0861
0,9992
0,999
0,9842
0,9372

>0,9999
0,6
0,4175
0,5884
0,4067

>0,9999
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ANEXO A - Aprovacio do comité de ética

MINISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
L 1i® 11154, dhin 29 de julhs S0 2005

Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Avaliagao histolégica, histométrica
e tomografica de cimento biocerdamico reparador em defeitos de calvaria de

ratos., registrada com o n? 0049/2021, sob a responsabilidade de Ronalde Célio Mariano, que envolve a
producao, manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de 01/10/2021 a 28/02/2023, encontra-se de

acordo com os preceitos da

Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de

2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USD DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE

ALFENAS.
Espécie/linhagem/raca|Total de animais{Total de machos|Total de fémeas| Origem
Rato | Wistar 60 60 0 (Centro de bioterismo da wnifal-meg

Alfenas, 14 de Fevereiro de 2022

Prof{a). Dr{a). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coordenadona) do CEUAUNIFAL - MG

Paars verificar subsaticideds aosee bt e s undek-ng adu brisppionsestmticd sdecstificedo) w digile & cheree: 1061 <7 T0eal 7 4 Tha Lo Sdic | T5iabaid
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