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Resumo

Tendo em vista a falta de detalhamento minucioso na
literatura existente, este relato descreve uma metodologia
modificada de preparo das amostras de osso contendo
implantes metalicos, para andlise por microscopia Opti-
ca, fluorescéncia ou polarizagdo. Os fragmentos de 0sso
contendo os implantes sdo fixados, desidratados e inclu-
idos em resina metilmetacrilato para finalmente serem
cortados. As seccoes obtidas sdo coladas em ldminas de
acrilico e reduzidas a espessura desejada de 20 a 50 um
utilizando de lixas d’agua para o desgaste e polimento da
superficie. Esta técnica produz ldminas histologicas de ex-
celente qualidade, sem danos a interface osso-implante, e
que permite observagdo detalhada da arquitetura tecidual,
dos tipos celulares presentes e dos fluorocromos. Stevenels
blue contracorada por Alizarina red S31 sdo coloragoes
descritas que permitem em microscopia optica diferenciar
tipos celulares e teciduais presentes no sitio do implante.
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INTRODUCAO

Com o avanco nas tecnologias dos biomateriais me-
talicos, implantes e/ou mini-implantes, ¢ necessaria a
avaliagdo e conhecimento das rea¢des teciduais circun-
dantes. A microscopia tem sido utilizada com frequéncia,
nas variadas areas da saude, com objetivo de se compre-
ender as mudancas na estrutura 6ssea em nivel celular!8,
A andlise das laminas histologicas pode ser qualitativa ou
quantitativa, permitindo conhecer a cinética do turnover
6sseo, visualizando tipos celulares correlacionados com
a estrutura dssea presente em determinado momento e
em reacdo a determinado estimulo'>%°,

Sec¢des podem ser necessarias para analisar a rela-
¢do entre 0sso mineralizado® e ndo mineralizado (osteoi-
de)*. Resina metilmetacrilato (MMA) tem sido ampla-
mente utilizada devido a sua dureza, como meio ideal
para embeber osso ndo descalcificado, outros tecidos
duros e tecidos com implantes'*>’. Consequentemente,
seccoes de osso mineralizados incluidos em resina me-
tilmetacrilato constituem o método de eleicao para es-
tudos do metabolismo 0sse0>’,

A avaliagdo histoldgica do tecido dsseo tem sido
limitada hd muitos anos, principalmente devido as di-
ficuldades técnicas de preparo dos espécimes. Donath
e Breuner* descreveram a primeira técnica de proces-
samento histologico para amostras que continham
materiais duros como os metais. Na busca de aprimo-
ramento, diversas outras técnicas para material ndo des-
calcificado foram descritas®”®, apresentando cada uma
suas particularidades. A presente técnica resulta da mis-
tura da literatura citada e de varias outras experiéncias
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que foram aprimoradas ou corrigidas conforme as ne-
cessidades e erros. A técnica foi desenvolvida para a
realizacdo de estudo com implantes dentarios e, pos-
teriormente com mini-implantes ortodonticos inseridos
em osso animal; sendo efetuada com sucesso. Assim,
tendo em vista a falta de descri¢do minuciosa na litera-
tura existente e consequentes dificuldades encontradas,
este relato tem o objetivo de descrever detalhadamente
a técnica para preparo de tecido 6sseo de animais de
experimentagdo contendo implantes metalicos, permi-
tindo sua avaliagao com exceléncia.

Fixacao da peca

A primeira etapa do processamento ¢ a fixagao dos
tecidos cujo objetivo ¢ evitar a destruicdo das células
por suas proprias enzimas ou por bactérias. Os espéci-
mes de osso obtidos por meios cirurgicos ou pds-euta-
nasia do animal devem ser imediatamente armazenados
em formol a 4% durante trés a sete dias, dependendo do
tamanho da peca. O periodo de imersdo da amostra no
formol ndo deve ultrapassar uma semana, de forma a
evitar uma leve descalcificacdo promovida pelo formol,
a qual pode prejudicar sua posterior analise, no caso,
por exemplo, de analisar fluorocromos®®.

Alguns artigos®”® relatam a utilizagdo de formol a
10%, porém esta diferenga é equivocada, uma vez que
muitos pesquisadores utilizam formol comercialmente
manipulado a 37% e o diluem em dez vezes, o que na
verdade consiste em uma concentragdo de 3,7%, ou seja,
aproximadamente 4% denominando-o inadequadamente.

O frasco selecionado para esta etapa deve ter boca
larga porque a amostra apds a fixacao sofrera enrijeci-
mento, fato que podera dificultar ou até mesmo impos-
sibilitar a sua remocao. Além disso, o frasco devera
permitir o armazenamento da amostra em um volume
de formol cerca de dez vezes o volume da pega.

Um detalhe a ser ressaltado ¢ a identificacdo ade-
quada das amostras com lapis, o qual, diferentemen-
te da tinta da caneta, ndo serd apagado pelo contato
com o alcool que sera utilizado numa proxima etapa.
Decorrido o tempo da fixagdo, aconselhamos aparar as
amostras para que eventuais residuos sejam removidos
na lavagem com agua corrente.

Lavagem da peca

Esta etapa consiste na lavagem das amostras em
agua corrente por 24 horas com objetivo de eliminar o
fixador (formol).
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Desidratacao das pecas

A desidratacao é realizada para promover a retirada
de agua do tecido, de forma que possibilite a posterior
infiltracdo da resina, j4 que estes ndo sdo misciveis.
Novamente, o frasco devera permitir o armazenamento
da amostra em um volume de alcool cerca de dez vezes
o volume da peca.

A concentracdo inicial de alcool utilizada na de-
sidratagdo também varia conforme o autor da técnica.
Iniciamos a desidratagdo com a concentragdao de 30%,
pois remove pequena quantidade de agua da amostra,
evitando distor¢des dos tecidos por contragdo. Assim,
as amostras devem permanecer dois dias em cada gra-
duacdo alcodlica, devendo iniciar a desidratagio com
alcool 30% e trocar para as seguintes graduagoes cres-
centes: 40, 70, 95 e 100%. Finalizadas estas trocas
devemos novamente realizar uma Gltima imersdo em
novo alcool a 100% por mais dois dias.

Se o pesquisador, por alguma razado, precisar in-
terromper o processo durante a desidratacdo, existem
dois momentos para tal: primeiro, quando sua amos-
tra tiver na concentragdo de alcool 70%, podendo per-
manecer por um periodo longo ou na concentragdo de
alcool 100%, permitindo uma pequena pausa, ja que
as amostras armazenadas em geladeira nao sofreriam
alteracdes.

Diafanizacao da peca

O passo seguinte ¢ a diafanizagdo, ou seja, a re-
mocao total de residuos de agua e alcool contidos na
amostra até aqui. As amostras devem permanecer dois
dias e, ainda, seguidos de uma nova troca por mais dois
dias no xilol. Dessa forma, o uso do xilol, além de com-
pletar a desidratagdo, permite uma condig¢ao favoravel
a infiltracdo da resina.

Infiltracao da resina

A infiltragdo é o periodo necessario para que a re-
sina metilmetacrilato (MMA) seja dissipada por toda
amostra preenchendo o tecido. A Infiltracao da resina
¢ constituida das fases A e B, sendo a inclusdo da peca
feita em uma fase C.

Na FASE A devemos preparar uma solugdo resi-
nosa constituida por 85% de MMA (Merck C;H,O, —
n® 800590) e 15% de Dibutilfitalato (DF) (Merck
C,H,,0,—n° 814157). Misturar as substancias até que
fiquem homogéneas, preferencialmente em capela de

fluxo laminar, pois estes reagentes sdo volateis. Assim,
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as amostras devem permanecer na geladeira nesta so-
lucdo da FASE A por no minimo dois dias, podendo
variar o tempo conforme o tamanho da amostra.

Na FASE B devemos preparar uma solugdo com
85% de MMA, 15% de DF e 1 g de Perdoxido de ben-
zoila (PB) (Sigma C ,H, O, B2030). Ao preparar a so-
lucdo misture primeiro o PB lentamente ao MMA e s6
acrescente o DF no final; do contrario, a solugcdo nao
ficara homogénea. Nesta solugdo, as amostras devem

permanecer por no minimo dois dias em geladeira.

Inclusao das pecas

Ainclusdo ¢ a etapa na qual a resina € vertida sobre
a pega cobrindo-a totalmente com excesso de solucao.
Neste momento devemos selecionar os frascos a ser uti-
lizados. O tamanho do frasco ¢ importante, ja que, se
for muito grande em relagdo ao tamanho da amostra te-
remos um espacgo vazio também muito grande, ou seja,
se o espago vazio for maior do que a metade do frasco
isto acarreta em abundante volume de oxigénio em seu
interior, inibindo consequentemente a polimerizagao.
Se o frasco ndo permitir a polimerizagdo verta mais so-
lucdo de FASE C sobre a amostra ou troque o frasco.
Do contrario, se o tamanho do frasco for muito préximo
ao tamanho da amostra podera ocasionar a producéo de
grande quantidade de bolhas. As bolhas sdo conside-
radas indesejaveis por prejudicarem a analise, gerando
artefatos na imagem. Sempre que forem produzidas
bolhas indesejaveis podemos quebrar o frasco e voltar
a peca na FASE A, pois a solugdo FASE A dissolve o
bloco de resina. Entdo, apds a dissolugdo total do blo-
co repita todo o processamento novamente respeitando
dois dias em FASE A, mais dois dias na FASE B e no-
vamente inclusdo em FASE C.

O frasco ndo necessita ser ambar se for armaze-
nado em estufa durante o periodo de polimerizagao.
E ainda, nao utilize os frascos que nao promovem uma
boa vedagao da tampa, pois estes permitem a entrada de
oxigénio, prejudicando a polimerizacao da resina. Apos
a selecdo do frasco é necessario realizar uma camada de
fundo com a resina na FASE C para que a amostra ndo
fique em contato direto com a parede do frasco, o que
poderia promover bolhas.

Na FASE C devemos preparar uma solu¢ao com
85% de MMA, 15% de DF e 3 g de PB. Entdo, nova-
mente deve-se ter cuidado ao preparar a solug¢ao; mis-
ture primeiro o PB lentamente a0 MMA e s6 acrescente
o DF ao final, para a solugdo ficar homogénea. A solu-
¢a0 da FASE C sofrera polimeriza¢ao em 3 dias quando

armazenada em estufa a 37°C (Figura 1) ou 7 dias em
temperatura ambiente (27°C) ou banho-maria.

Contudo, como a polimerizacdo de metacrilato en-
volve uma reagdo exotérmica provoca, assim, alteragdo na
atividade enzimatica ¢ na antigenicidade. Portanto, se o
objetivo for realizar estudo imuno-histoquimico substitua
o metacrilato por uma geragdo mais recente de metilmeta-
crilato, que apresente polimerizagdo em baixa temperatura
(-20°C) como, por exemplo, o Technovit 9100%.

Finalizada a polimerizac¢ao da resina devemos cui-
dadosamente quebrar o frasco que serviu de molde para
inclusdo e aparar o excesso de resina do bloco, permi-
tindo uma microtomia mais rapida (Figura 2).

Microtomia

A microtomia consiste na obtengao de finas secc¢des
ou cortes do bloco de resina permitindo a confeccdo de
laminas histoldgicas. Assim, utilizando um micrétomo
com disco (Vari-cut da Leco® ou Isomet da Buehler®) ou
uma fita de diamante (Exakt Cutting Systems da Exakt®)
devemos posicionar o bloco conforme o plano de inte-
resse. Nas amostras com implante, por exemplo, o bloco
¢ posicionado de forma que o sentido do corte esteja de
acordo com o longo eixo do implante. Estes equipamen-
tos sdo de facil manuseio, requerendo um pouco de ex-
periéncia do operador para posicionar o plano de corte.
O principal cuidado a ser tomado ¢ o aperto do bloco na
pinga do equipamento, pois qualquer movimentagao do
bloco pode empenar ou quebrar o disco ou a fita.

Os equipamentos que utilizam disco de diamante
necessitam de calibragdo do peso que colocamos no
braco e este parametro deve ser regulado, pois um peso
leve acarreta em cortes demorados e com peso exces-
sivo a resina esquenta durante o corte emplastando o
disco, o que ocasiona perda do fio de corte.

Figura 1 - Frascos de vidro com blocos de osso incluidos em resina
metilmetacrilato.
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O ntimero de seccdes obtidas depende do tamanho
da amostra. De um implante com pequeno didmetro
(1,4 mm) ndo ¢ possivel confeccionar mais do que dois
cortes da porcdo central do implante obtendo duas me-
tades (Figura 3).

A seccdo obtida apresenta cerca de 300 um de es-
pessura e deve ter a face de interesse polida, antes de
ser colada na lamina (Figura 4). Para isto, sdo utilizadas
as lixas de granulometria 4000, que reduzem os riscos
dessa superficie promovidos pelo corte. Lave em agua
corrente o corte para remover residuos e seque bem.
Neste momento, a sec¢do ¢ colada em laminas de acri-
lico com cola a base de cianoacrilato (Superbonder,
Loctite®, Sdo Bernardo do Campo, Brasil).

Acabamento e polimento

A etapa seguinte ¢ a de desbaste e polimento com
objetivo de atingir a espessura desejada e reduzir ao ma-
ximo a presenca de riscos. Podem ser utilizadas politriz
metalografica manual (Spectrum System 1000 da Leco®)
ou uma automatica (Exakt 400 CS da Exakt®) empregan-
do-se lixas d’agua de carbeto de silicio de granulometria
decrescente (1000, 1500, 2000, 2500 e 4000 mesh).

Se o objetivo final ¢ uma lamina de 50 pm deve-
mos desgastar a lamina inicialmente com as lixas 1000,
1500 e 2000, verificando a espessura que foi desgasta-
da com auxilio de um paquimetro digital. Portanto, em
média iremos desgastar 50 um com a lixa 1000, 50 pm
com a lixa 1500 e 50 um com a lixa 2000. Assim,
partindo da medida inicial de 300 pm de espessura
quando colamos a ldmina apos o acabamento teremos
uma espessura de 150 um iniciando neste momento o

polimento. O polimento sera realizado utilizando a lixa
2500 até obtermos a espessura de 100 um ¢ a finaliza-
¢do do polimento fica por conta da lixa 4000, chegando
com ela até a espessura de 50 pm.

Alguns detalhes sdo importantes para que se obtenha
a espessura final da lamina desejada. Antes da colagem do
corte sobre a lamina, deve-se medir a espessura da lami-
na e também a espessura do corte, separadamente. Isto ¢
importante, pois no momento da colagem com o cianoa-
crilato se nao aplicarmos uma pressao padronizada sobre o
conjunto corte-lamina a espessura de cola pode prejudicar
a mensuragdo final. Calcule a espessura da cola ¢ a consi-
dere durante a avaliacdo da espessura desejada.

Portanto, concluido o polimento a lamina esta
pronta para aplicarmos a coloragdo (Figura 5A).

Coloracao

A coloragdo é um conjunto de etapas a que submete-
mos a lamina histologica para observarmos com clareza
diferentes contrastes, o que permitira identificar e distinguir
significativamente diferentes estruturas teciduais resultando
em uma analise qualitativa e quantitativa da amostra'*,

Finalizado o desgaste e polimento, a sec¢do deve ser la-
vada em agua corrente para remover os debris de desgastes.

Para garantir boa penetra¢do do corante, € necessa-
rio fazer previamente uma suave descalcificacdo da su-
perficie da lamina. Deve-se aplicar sobre a sec¢@o acido
formico a 1% durante 1 minuto e meio, com objetivo de
remover poucos micrdmetros de calcio da secgéo, per-
mitindo melhor penetracdo do corante dentro do osso,
atingindo desse modo a coloragdo almejada.

Figura 2 - Blocos de osso incluidos em resina metilmetacrilato: (A e B): blocos imediatamente apds quebrados os frascos — observe o posi-
cionamento do bloco deslocado para lateral, de modo a manter por¢@o de resina para prender na pin¢a do equipamento de corte; (C): bloco
com volume reduzido por lixas para facilitar o corte.
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Esta metodologia ¢ ttil para corar superficies de
secg¢Oes de osso (com ou sem implantes metalicos) em-
bebidas em MMA polidas na espessura de 20 a 200 um,
montadas em laminas de acrilico transparentes. O MMA
¢ muito hidrofobico e somente certos corantes de bai-
x0 peso molecular realmente penetram no MMA; assim,
para adequada coloragdo dos componentes teciduais
mais delicados utilizamos o auxilio de calor ou solugdes
corantes alcalinas (pH 7 —9).

Esta técnica de coloragdo promove excelentes de-
talhes celulares e ¢ comumente utilizada para se estudar
a interface do osso com o implante metalico.

Preparo dos corantes
Azul de Stevenels:

* Solugdo D: 1 g azul de metileno + 75 mL de agua
destilada

* Solugdo E: 1,5 g de permanganato de potassio +
75 mL de 4gua

Misturar bem cada uma das solucdes individu-
almente para boa dissolucdo do p6. Depois, mistu-
rar as solugdes D e E em um recipiente em banho-
-maria, mexendo levemente até que o precipitado
dissolva. Esta ¢ uma fase critica, pois se ndo for
dissolvido completamente, pode resultar em falhas
na coloracdo. Deixe a solugdo repousar e esfriar por
30 minutos e, entdo, filtre-a. Esta solugdo nio ne-
cessita ser refiltrada periodicamente. E ainda, existe
uma solugdo de Stevenels blue pronta para uso, co-
mercializada pelo nome de Sandersons Rapid Bone
Stain (Surgipath).

Alizarina Red S31:
* 100 mL de agua destilada + 2 g de alizarina red S

Figura 3 - Sequéncia de corte dos blocos de 0sso com resina no equipamento Exakt®: (A) bloco preso e posicionado na pinga da maquina
de corte; (B) Inicio do corte do bloco em vista lateral; (C) Segundo corte do bloco, com o disco de diamante posicionado no longo eixo do
mini-implante, vista frontal; (D) Corte em vista lateral.
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Figura 4 - Cortes obtidos e colagem nas laminas de acrilico: (A e B) fase final do corte na maquina em vistas frontal e lateral, respectiva-
mente; (C e D) Cortes obtidos em vista externa e interna, respectivamente; (E e F) Colagem dos cortes nas laminas de acrilico para posterior
redugdo de espessura e polimento.

Procedimentos de coloracao

As seccdes devem ser previamente coradas
com Azul de Stevenels, e entdo contracoradas com a
Alizarina red S, Van Grieson ou outro.

* O corante Azul de Stevenels deve estar preaquecido e
mantido a temperatura de 55 — 60°C em banho-maria.
Mergulhe a lamina e mantenha por 15 minutos neste
corante, tendo o cuidado de ndo encostar a superficie
a ser corada nas paredes do recipiente.

* Enxaguar em 4gua destilada aquecida a 60°C e se-
car com jatos leves de ar.

* Depois de corado com azul de Stevenels, pipete
uma pequena quantidade de Alizarina red S na su-
perficie da lamina e, entdo, core por dois minutos

Figura 5 - (A) Lamina com espessura de corte desejada e pronta para g
ser corada; (B e C) Imagens das ldminas de osso cortical coradas por em temperatura ambiente.
Stevenel 5 blue e contracoradas por alizarina red S, com aumento de 10x.

* Enxague abundantemente em agua destilada para
remover o excesso do corante. Assim, coloque a
lamina imersa em recipiente com agua destilada
mantendo por trés minutos e, ainda, devemos re-
alizar duas trocas de agua. Esta etapa é necessaria
para evitar que fiquem pigmentos do corante em
€XCesso no corte.

Diluir o corante alizarina vermelha em dgua desti-
lada morna (aproximadamente 45°C), misturando cui-
dadosamente. Quando estiver completamente diluido,
deixe a solugdo atingir a temperatura ambiente e ajuste
o pH para 4,1 a 4,3, com gotas de hidroxido de amonio
diluido. A solugdo fica na cor de iodo intenso e se man-
tém estavel por meses. * Secar com jatos de ar leves.
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No momento da analise das laminas, ¢ interessan-
te colocar uma laminula de vidro sobre a superficie do
bloco a ser estudado, para evitar refracao.

A alizarina vermelha é um corante que atua pela
formacgao de complexos quelados com o calcio e pro-
vé resultados confiaveis com sua deposi¢ao. Quando
usada no pH 4,2, sendo especifico para os sais de
calcio, torna evidente somente radicais de fosfato e
carbonato fornecendo, assim, bons resultados oca-
sionados por depdsitos pequenos e grandes de célcio.
Portanto, a Alizarina red S cora especificamente o
calcio nos tecidos mineralizados em tonalidades de

ABSTRACT

laranja até roxo, dependendo do tempo de exposicdo
ao corante. Entretanto, os demais tecidos permane-
cerdo corados pelo azul de Stevenels que evidencia
células e estruturas extracelulares em uma sutil gra-
duacdo de tons de azul (Figuras 5B e C).

CONCLUSOES

A técnica descrita viabiliza o estudo histologico
de tecidos mineralizados com implantes metalicos
permitindo a realizacdo de microscopia com excelente
qualidade de imagem o que, consequentemente, resul-
ta em uma analise histomorfométrica mais fidedigna.

How to prepare histological sections of non-decalcified tissue with metal implants?

Modified technique

Considering the lack of full details about the existing literature, this report describes an improved method of
modified preparation for bone-containing metal implants for analysis by optical, fluorescence or polarization mi-
croscopy. The fragments of bone containing implants are fixed, dehydrated and embedded in methyl methacrylate
resin to finally being cut. Sections obtained are glued on acrylic slides and reduced to the desired thickness of 20 to
50 micrometres, by sandpaper water for the grinding and polishing the surface. This technique produces histologi-
cal slides of excellent quality, with no damage to the bone-implant interface, which allows detailed observation of
tissue architecture, cell types present and fluorochromes. Stevenels blue staining counterstained by Alizarin red S31
described allows differentiating by light microscopy, cells types and tissue present on the site of implantation.
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