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RESUMO

DORNAS, Raul Felipe, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2013.
Cimento a base de B-fosfato tricalcico em defeitos 6sseos produzidos no
cranio de coelhos. Orientadora: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-orientador:
Ricardo Junqueira Del Carlo.

A perda de tecido 6sseo € um problema grave tanto na medicina humana
quanto na veterinaria. No caso das falhas 6sseas cranianas, a intervencao cirurgica
se faz necessaria porque, se ndo forem corrigidas, provocam altos indices de lesdes
cerebrais e disfuncdes neuroldgicas, bem como graves sequelas estéticas. Nesse
contexto, enxertos autdgenos e aldégenos tém sido substituidos por biomateriais
osteocondutores e reabsorvieis. O objetivo desse trabalho foi avaliar a utilizacdo de
um cimento 6sseo formulado a partir de uma fase soélida (B-fosfato tricalcico e sulfato
de célcio di-hidratado) e uma fase liquida (acido fosférico 2M). Esses componentes
foram misturados na propor¢do 1:1 e o material, ainda moldavel, foi aplicado em
defeitos 0sseos de tamanho critico no cranio de coelhos, com 15 mm de didmetro. A
andlise do cimento pela microscopia eletrdnica de varredura revelou superficie
complexa com poros de 19,5 (£5,92) um nao interconectados. Os animais foram
divididos em trés momentos experimentais com base no tempo transcorrido ap6s o
procedimento cirdrgico (sete, 28 e 90 dias), onde os defeitos tratados foram
comparados aos defeitos que ndo receberam o biomaterial. As analises
hematoldgicas e da bioquimica sérica evidenciaram valores normais durante todo o
experimento. Nao foram observados deiscéncia, edema ou sinais de infeccdo. Nos
animais tratados, foram observadas alteracdes na pele (hiperemia e necrose) e no
cérebro (lesdes circulares de coloracao esverdeada com congestdo vascular), que
evoluiram para a cicatrizacdo aos 90 dias. Essas alteracdes podem ser atribuidas ao
baixo pH do biomaterial no momento de sua implantacdo (3,38), resultante da
relacdo liquido/p6 utilizada no presente trabalho (1:1). Foi sugerido pela tomografia
computadorizada e confirmado pela analise histolégica crescimento de 0sso novo,
gue no grupo controle ocorreu a partir das bordas e no interior do defeito. Ja4 nos
animais do grupo tratado esse crescimento foi menor aos 90 dias, quando
comparado ao controle na mesma data, e limitou-se as bordas do defeito, néo
ocorrendo no interior. Foi demonstrada a osteointegracédo do biomaterial, ndo sendo

observados sinais de inflamacéo cronica indesejavel ou a formacdo de capsula
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fibrosa ao seu redor. Apos andlise dos dados obtidos o biomaterial foi caracterizado
como osteocondutor, osteointegravel, possuindo degradacdo in vivo e
histologicamente biocompativel. As alteracBes na coloracdo no tecido nervoso na
regido do implante, mesmo sem comprometimento clinico, e as lesbes de pele,
indicam a necessidade de modificagdo da proporcdo dos componentes.
Possivelmente, a reducao da relacao liquido/p6 viabilizar4 sua aplicagéo.

xii



ABSTRACT

DORNAS, Raul Felipe, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of 2013. B-
tricalcium phosphate based cement in produced rabbits cranial bone defects
Adviser: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo.

The loss of bone tissue is an important problem both in human and in
veterinary medicines. For cranial bone defects, surgical intervention is necessary
since, if not correct, these defects result in high number of cerebral lesions and
neurological dysfunctions as well as esthetic sequelae. In such context, autogenous
and alogenous grafts have given place to resorbable osteoconductive biomaterials.
The objective of the present study was to evaluate a bone cement made from a solid
phase (B-tricalcium phosphate and calcium sulfate dihydrate) and a liquid one
(phosphoric acid 2M). These components were mixed in a stainless steel cube at a
proportion of 1:1 and the material while still moldable, was applied in 15mm critical
size defects in the cranial bone of rabbits, Scanning electron microscopy of the
cement itself showed a complex surface with non-interconnected pores of 19.5+5.92
pgm in diameter. Animals were separated in three experimental moments based on
the time after surgical procedure (7, 28 and 90 days), comparing to defects that did
not receive the material. Hematological and serum biochemistry revealed normal
values during the entire experiment. Dehiscence, edema or signs of infection were
not observed. In treated animals, alterations were observed on skin (hyperemia and
necrosis) and brain (circular lesions of green color with vascular congestion) that
evolved to healing at 90 days. These alterations may be related related to a low pH
of the biomaterial during the implantation (3.38), resulted from the proportion of
liquid:powder used in the present study (1:1). As suggested by computerized
tomography and confirmed by histology, new bone formation occurred in control
group from the margin of the defect and inside it. In treated group, bone growth was
apparently less intense at 90 days when compared to the control one, limited to the
margin of the defect and not observed inside it. Osteointegration was confirmed and
neither signs of undesirable chronic inflammation nor the formation of a fibrous
capsule around the material was observed. Thereby, the biomaterial was
characterized as osteoconductor, osteointegrated, degradable in vivo and
histologically biocompatible. The alterations in the color of nervous tissue and skin
adjacent to the implant, although with no clinical relevance, indicate the need for a

Xiii



modification on the proportion of the biomaterial components. Possibly, reducing the

relation liquid:powder may allow its application.
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CAPITULO |

DEFEITOS OSSEOS CRANIANOS E A UTILIZACAO DE SUBSTITUTOS OSSEOS

RESUMO

O objetivo do trabalho foi apresentar uma revisdo bibliografica dos aspectos
relevantes das reconstru¢cdes cranianas bem como da utilizacdo de biomateriais
empregados nesses procedimentos. A perda de tecido ésseo € um problema grave
tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Os defeitos 6sseos resultantes de
tal perda necessitam de preenchimento com substitutos para que ocorra a
reparacdo, uma vez que O tecido 0sseo necessita da manutencdo de sua
continuidade e de suporte para sua formacgdo. A intervencao cirlrgica € necessaria
para evitar lesdes cerebrais e disfun¢cdes neurologicas, bem como sequelas
estéticas. Devido a fatores como baixa disponibilidade, morbidade associada ao
local doador e a possibilidade de transmissdo de doencas, enxertos autdgenos e
alégenos ja ha algum tempo tém dado lugar aos biomateriais osteocondutores e
reabsorvieis. Estes servem como um suporte para a formacdo Ossea e sao
reabsorvidos gradativamente pelo organismo, sem reacdo adversa. As ceramicas de
fosfato de célcio apresentam-se como o0s principais biomateriais estudados e
empregados para a reposicao e reparacao do tecido 6sseo, pois apresentam como
caracteristicas a semelhanca com a fase mineral de ossos e dentes, excelente
biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, taxas de degradacao
variaveis e osteocondutividade. Os cimentos de fosfatos de célcio possuem
composicdo de fases cristalinas e resposta bioldgica similar as bioceramicas de
fosfato de célcio, podem ser facilmente moldados e adaptados ao local de
implantacdo. Sao normalmente frageis, porém, séo utilizados como preenchedores

nao estruturais em cirurgias maxilofaciais, neuroldgicas e ortopédicas.

Palavras-chave: cranioplastia, substitutos 0sseos, regeneracao 0ssea.



CRANIAL DEFECTS AND THE USE OF BONE SUBSTITUTES

ABSTRACT

The objective of the work was to present a literature review on relevant
aspects of cranial reconstructions as well as the use of biomaterials in these
procedures. The loss of bone tissue is a serious problem both in human and in
veterinary medicines. Bone defects resulted from such loss need to be filled with
substitutes for regeneration to occur once bone tissue needs maintenance of
continuity and support for its formation. Surgical intervention is necessary to prevent
cerebral lesions and neurological dysfunctions as well as severe esthetics sequel.
Due to factors such as low availability, morbidity associated to local donor site and
possible transmission of diseases, autogenous and allogenous grafts have been
replaced by osteoconductive resorbable biomaterials. These serve as support for
bone formation and are gradually replaced by the body without any adverse reaction.
Ceramics like calcium phosphate represent today the most studied and used
biomaterials for the replacement and regeneration of bone tissue as they have as
main characteristics the similarity with the mineral phase of bone and teeth, excellent
biocompatibility, bioactivity, absence of toxicity, variable degradation rates and
osteoconductivity. Calcium phosphate cements are composed of crystalline phases
and present biological response similar to calcium phosphate bioceramics but with
the difference of being easily moldable and adapted to the site of implantation. They
are commonly very fragile and so, used as non-structural fillers in maxillofacial,

neurological and orthopedic surgeries

Key words: cranioplasty, bone substitutes, bone regeneration



INTRODUCAO

As doencas e lesBes dsseas sao condicdes que afetam diretamente a
qualidade de vida, sendo diversos os processos que podem resultar na perda de
tecido ou na dificuldade de sua reparacado (KOKUBO et al., 2003). Traumas severos,
infeccbes, neoplasias, cirurgias ou deformidades congénitas frequentemente
resultam em defeitos 6sseos no cranio que necessitam de preenchimento para que
ocorra sua reparacao, representando um grande desafio para a cirurgia plastica
reconstrutora. Entre os anos de 2002 e 2006 nos Estados Unidos, 1,7 milhdes de
pessoas sofreram lesdes cranio-cerebrais traumaticas. Dentre os processos que
originam os defeitos 0sseos cranianos 0s acidentes automobilisticos sdo os maiores
responsaveis pelas mortes (FAUL et al., 2010), e por 51% das craniectomias
descompressivas realizadas (HONEYBUL, 2010). A busca por métodos que
promovam a reparacao de defeitos cranianos é constante e tem apresentado grande
desenvolvimento nas ultimas décadas, que pode ser creditado a descoberta de
novos biomateriais, ao aprimoramento de equipamentos e de sistemas de
processamento de dados médicos, a otimizacdo das etapas de planejamento com
auxilio do computador, além de inimeras inovacdes nas técnicas de fabricacao,
permitindo a producdo de implantes biocompativeis com alta precisdo (GIL &
FERREIRA, 2006; LAJARIN, 2008). O objetivo deste trabalho foi apresentar, em
uma revisao bibliografica, os aspectos relevantes das reconstru¢des cranianas bem

como a utilizacao dos biomateriais empregados na correcdo dos defeitos 0sseos.

RECONSTRUCAO CRANIANA

A reconstrucdo craniana evoluiu permitindo alcancar cobertura funcional ideal
e 0 aspecto estético. O sucesso dessa técnica requer a protecdo das estruturas
intracranianas e, secundariamente, a correcdo estética, uma vez que pacientes com
alteracbes craniofaciais graves, frequentemente, apresentam baixo nivel de
integracéo social (MEURER et al., 2008). A definicdo da geometria do implante € um
desafio, uma vez que cada paciente possui anatomia topogréafica tridimensional
complexa e, em caso de defeitos 0sseos devido a traumas ou tumores, cada um
possui uma forma. Além disso, frequentemente envolvem procedimentos
secundarios e mdltiplas cirurgias, algumas de alto custo. Ainda assim, em alguns
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casos, o0s resultados obtidos ndo séo satisfatorios (CHO e GOSAIN, 2004; AHN et
al., 2009; BERTOL et al., 2010).

A intervencdo cirargica se faz necessaria porque os defeitos 0sseos no
cranio, enquanto se mantém abertos, permitem lesGes cerebrais e disfuncdes
neuroldgicas. Tais eventos podem estar relacionados a um gradiente negativo entre
a pressao atmosférica e a intracraniana (HAN et al.,, 2008), e por prejuizos na
drenagem sanguinea cerebral (OYELESE et al., 2005). Richaud et al. (1985)
propuseram a restauracdo do mecanismo hemodinamico cerebral como responsavel
pela recuperacdo neuroldégica desses pacientes. Relataram que a drenagem
sanguinea cerebral, avaliada por tomografia computadorizada, aumentou de 15-30%
na area do cértex adjacente a cranioplastia. Para Kuo et al. (2004), a melhora no
estado neuroldgico pode ser devida a melhora na drenagem sanguinea ocasionada
pela eliminagdo dos efeitos da pressdo atmosférica sobre o cérebro.

Entretanto ainda ndo ha um consenso em reagdo ao melhor momento para
realizacdo do procedimento. Yoshida et al. (1996) relataram que a cranioplastia deve
ser realizada tdo logo o edema cerebral seja controlado, uma vez que a exposi¢cao
do tecido nervoso pode diminuir a drenagem sanguinea bem como o metabolismo
energético cerebral. Chun e Yi (2011) avaliaram, retrospectivamente, a eficacia das
cranioplastias precoces em relacdo as tardias, em 30 pacientes, por meio da
avaliacdo do tempo de cirurgia, tempo gasto na dissecacdo das estruturas e na
perda sanguinea. Segundo eles, a realizacdo do procedimento antes da formacgéao
de tecido cicatricial maduro reduz o tempo operatério ao facilitar a dissecacao das
estruturas, prevenindo lesdes das meninges e reduzindo a perda sanguinea.
Concluiram, portanto, que a cranioplastia pode ser realizada com eficacia e
seguranca dentro de 30 dias a partir da craniotomia.

Ainda, Archavlis e Nievas (2012) avaliaram a influéncia do tempo entre a
hemicraniectomia descompressiva e a cranioplastia nos resultados e complicacdes
clinicas. Nesse estudo, 200 pacientes foram divididos em 3 grupos de acordo com o
momento da cranioplastia em: <7 semanas, 7-12 semanas, > 13 semanas. Apo0s
analisarem retrospectivamente o tempo médio da realizacdo das cranioplastias, as
condicbes de admissdo dos pacientes, os motivos das craniectomias e o nivel de

consciéncia de cada individuo através da escala de Glasgow concluiram que a



cranioplastia precoce pode melhorar a evolugdo neuroldgica desde que realizada a
partir da reducdo do edema cerebral instalado.

ENXERTOS E SUBSTITUTOS OSSEOS

O osso autdlogo é considerado até o momento o melhor material a ser
utilizado na busca da consolidacédo 6ssea (PRECHEUR, 2007; SAHOO et al., 2010;
DINOPOULOS et al., 2012), devido as suas propriedades osteogénicas - capacidade
de formacao de tecido 6sseo novo a partir de células osteoprogenitoras presentes
no material enxertado (BIELBY et al., 2007); osteoindutoras — capacidade do
material induzir as células osteoprogenitoras a se diferenciarem em osteoblastos
(EINHORN, 1995) e osteocondutoras — capacidade do material, através de sua
micro e macro arquitetura, permitir a infiltracdo de elementos envolvidos no processo
de crescimento de osso novo (DINOPOULOS et al.,, 2012), além do fato de nédo
causar reacao imunolégica ou transmitir doencas infecciosas.

O tratamento de perdas 0sseas de espessura total da calvaria inclui diversos
métodos de reconstrucdo, sendo o enxerto 0sseo doado da calota craniana o
preferido quando comparado as demais areas doadoras, como crista iliaca e
costelas, pela proximidade com a area a ser corrigida e pelo contorno satisfatério
(SAHOO et al., 2010; MACEDO et al., 2010). Hara et al., (2011) recomendam que,
nos defeitos de espessura total da calota craniana em que a area de perda é
pequena, o método reconstrutivo de eleicdo seja a utilizacdo do enxerto 6sseo de
tabua externa do parietal.

Entretanto, enxertos 0sseos possuem desvantagens importantes como
disponibilidade e quantidades limitadas, resisténcia mecanica inadequada, dificil
fixacdo ao local e ainda alta morbidade associada ao local doador, que pode incluir a
deformidade deste local além de dor e infeccdo (HENCH, 2000; MYGIND et al.,
2007). Assim sendo, substitutos 6sseos com propriedades adequadas e sem as
desvantagens dos enxertos biol6gicos sao fonte constante de pesquisas, buscando
o reparo de tecidos lesionados (TABATA, 2009). Um de seus maiores desafios é o
desenvolvimento de biomateriais para a recuperacdo do tecido 0sseo ja que,

atualmente, o aumento da expectativa de vida expde a populacdo a situacoes e



doencas que predispem ao maior risco de fraturas e perdas 6sseas (NAVARRO et
al., 2008).

Williams (2009) definiu os biomateriais como substancias criadas para,
isoladamente ou como parte de um sistema complexo, guiarem, através do controle
das interacbes com o0s componentes dos sistemas vivos, 0 curso de processos
terapéuticos ou diagnosticos em humanos ou em animais. As ceramicas de fosfato
de calcio apresentam-se hoje como o0s principais biomateriais estudados e
empregados para a reposicao e reparacao do tecido 0sseo, pois apresentam como
principais caracteristicas: semelhanca com a fase mineral de ossos e excelente
biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, taxas de degradacao
variaveis e osteocondutividade (GUASTALDI e APARECIDA, 2010). Tais
caracteristicas positivas podem ser explicadas pela natureza quimica destes
materiais que por serem formados basicamente por ions célcio e fosfato, participam
ativamente do equilibrio ibnico entre o fluido biolégico e a ceramica (KAWACHI et
al., 2000). Além disso, tais materiais frequentemente apresentam uma superficie
complexa, que favorece a ativacdo plaquetaria, iniciando os fenbmenos celulares
gue culminam na formacédo de tecido 6sseo novo (PARK, et al. 2001; KIKUCHI et al.
2005)

As ceramicas mais utilizadas sédo a hidroxiapatita (HA) e o fosfato tricalcico
(TCP) (BURG et al., 2000), por serem osteocondutoras e capazes de promover uma
interacdo direta com o tecido &sseo, sem interposicdo de tecido fibroso,
propriedades de extrema importancia para formacéo 6ssea (LE GUEHENNEC et al.,
2004; CORSETTI et al., 2008). A hidroxiapatita, principal componente presente na
fase mineral dos 0ssos, é a mais estudada e mais utilizada com finalidades clinicas
(SINGH, et al., 2010; NOTODIHARDJO et al., 2012). Entretanto, sua lenta taxa de
biodegradacéao limita sua utilizacdo (GUASTALDI E APARECIDA, 2010).

Nesse cenario os TCP’s tem se destacado como enxertos bioceramicos.
Podem ser obtidos por diferentes técnicas de sintese possuindo trés formas
polimérficas: B-TCP, a-TCP e o’-TCP, sendo a fase B, segundo Albuquerque (2012),
a que possui taxas de reabsorcdo mais adequadas a este tipo de aplicacéo.
Segundo Daculsi (1998), comparado a hidroxiapatita, o B-TCP apresenta maior

velocidade de reabsorcdo, sendo que a sua presenca em ceramicas bifasicas



constituidas por B-TCP e HA é a responsavel pelo aumento das taxas de reabsor¢céo
do sistema.

Tais ceramicas podem ser encontradas nas formas de blocos ou de granulos
(densos ou porosos). O formato pré-determinado dos blocos dificulta a sua
adequacao ao local de implante, assim como o material granulado apresenta risco
de migragéo, podendo alcancar os tecidos moles e provocar rea¢des adversas e até
mesmo a perda do material (DRIESSENS et al.,1997). Estas desvantagens estariam
ausentes em um material que tivesse composicao similar as ceramicas de fosfato de
calcio (possuindo assim biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade) e
pudessem ser moldados nas formas e dimensGes do defeito GOsseo
(CARRODEGUAS et al., 1999; ALONSO, 2000).

Os cimentos, de uma forma geral, sdo constituidos de uma parte sdélida e uma
liquida que pode ser agua ou uma solugcdo, que formam uma pasta ao serem
misturadas, perdendo sua plasticidade com o tempo e ganhando resisténcia
mecanica, progressivamente (ALONSO, 2000). Existem varios cimentos com
aplicacao na area biomédica, como os odontolégicos (fosfato de zinco e silicato e 0s
ionbmeros de vidro) e 6sseos (polimetilmetacrilato) (PEREIRA el al., 2006). Alguns
requisitos sao basicos para 0 cimento 0sseo, destacando-se a adesdo e
endurecimento in vivo em tempo satisfatorio, a resisténcia mecanica apropriada
durante o periodo requerido, o pH préximo da faixa de neutralidade (6,5-8,5) durante
e ap0s a adesdao para evitar os efeitos citotoxicos, a facil manipulacdo, a
moldabilidade, a auséncia de toxicidade, a ades&o ao tecido 6sseo e a auséncia de
caracteristicas alergénicas e cancerigenas (LEMAITRE et al., 1992; DRIESSENS et
al., 1997).

O polimetilmetacrilato (PMMA), conhecido como acrilico, é obtido através da
mistura de um mondmero liquido e um polimero em pé. Sua polimerizacdo é um
processo exotérmico, no qual a temperatura pode atingir 80°C durante o tempo de
cura do polimero (8-10 min). Uma vez formado, o PMMA néo é absorvido e induz a
formacdo de uma capsula fibrosa, o que significa que ele é biocompativel, mas néo
h& integracdo com o tecido 6sseo (BERTOL et al., 2010). Em raz&o de limitacdes
associadas ao uso do cimento a base de PMMA, como a baixa adesdo as
superficies Osseas, e devido as reacdes exotérmicas que ocorrem durante sua

polimerizacao, procura-se o desenvolvimento de um material semelhante, preparado



a base de fosfato de calcio, que relna as vantagens dos biomateriais a base de
fosfato de célcio e as dos materiais tipo cimentos (CUNIN et al., 2000).

O termo “cimento de fosfato de calcio” (CFC) foi introduzido por Gruninger et
al.,(1984). Segundo eles, esse tipo de cimento pode ser preparado misturando-se
um sal de fosfato de célcio com uma solucdo aquosa para que se forme uma pasta
gue possa reagir em temperatura ambiente ou corporal dando lugar a um precipitado
gue contenha um ou mais fosfato de célcio, ocorrendo a cura pelo intercruzamento
dos cristais deste precipitado. Esses cimentos relinem uma série de vantagens que
permitem seu uso como preenchimento e substituto de partes danificadas do
sistema ésseo, destacando-se: biocompatibilidade, osteocondutividade, preparacdo
do cimento durante o procedimento cirurgico; adaptabilidade a geometria dssea de
cada paciente; 6timo contato entre 0sso e implante; reacdo de cura isotérmica.

A osteoconducdo é a principal propriedade atribuida aos CFCs, onde a
capacidade de formar um arcabouco e suportar crescimento 6sseo em seu interior,
guiando o desenvolvimento de células osteoprogenitoras e a formacao 6ssea leva a
uma aposicao direta entre 0sso e o material. Para tanto, o material deve apresentar
uma composicdo quimica e uma geometria de particulas adequadas (LEGEROS,
2002; RUPPRECHT, 2003) além de poros com diametros compativeis com o
crescimento celular e a interconex&o entre esses poros existentes (BOHNER e
BAUMGART, 2004; KARAGEORGIOU e KAPLAN, 2005; HING, 2005).

Diversas formulacbes de CFC foram propostas nos ultimos 25 anos,
entretanto duas se destacaram, sendo elas a brushita (fosfato de calcio di-hidratado
DCPD, CaHP0O4.2H,0) e a hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2). A principal diferenca
entre os essas duas formulacdes é a solubilidade do produto final: a brushita é cerca
de uma a duas vezes mais solluvel que a apatita em pH fisiolégico, sendo, portanto,
reabsorvida mais rapidamente quando comparada a hidroxiapatita (BOHNER, 2000).

Os cimentos de fosfatos possuem composicéao de fases cristalinas e resposta
biolégica similares as bioceramicas de fosfato de calcio, mas com a diferenca de que
podem ser facilmente moldados e adaptados ao local de implantacdo. Sé&o
normalmente frageis, porém, sé@o utilizados como preenchedores nédo estruturais em
cirurgias maxilofaciais, neurolégicas e ortopédicas. Também podem funcionar como
reservatorios para antibioticos e fatores de crescimento, propriedades determinadas

pela apresentacdo fisica como também por fatores como a composi¢cdo quimica,



processo de fabricacdo, granulometria, porosidade e canais de interconexao
(ALONSO, 2011; ALBUQUERQUE, 2012).

DESENVOLVIMENTO E REPARACAO OSSEA CRANIANA

O desenvolvimento 6sseo pode ocorrer atraves de dois processos:
ossificacdo intramembranosa e ossificacdo endocondral. A  ossificagao
intramembranosa é responsavel pela formacao dos ossos da calota craniana como o
frontal, o parietal, parte do occipital e as partes escamosas e timpanicas do 0sso
temporal. Através deste processo se originam também, a maxila, a mandibula e a
clavicula. A ossificacdo intramembranosa também contribui para 0 aumento em
espessura dos 0ssos longos e para o crescimento dos 0ssos curtos (KATCHBURIAN
E ARANA, 1999).

O inicio da ossificacdo intramembranosa ocorre com a ativacdo das células
mesenquimais que proliferam e se agrupam na presenca de uma abundante rede de
capilares. Em seguida estas células se diferenciam em osteoblastos que passam a
sintetizar e secretar as moléculas constituintes da matriz organica (ostedide), que é
posteriormente mineralizada. A deposicdo dos componentes da matriz organica e
sua subsequente mineralizagdo acarretam o aprisionamento dos osteoblastos dentro
desta matriz calcificada e, nesta condi¢céo, se diferenciam em ostedcitos (MACKIE,
2003). O entrelacamento de varios centros de ossificacdo intramembranosa resulta
na formacdo das trabéculas e entre elas, amplas cavidades abrigam numerosos
vasos sanguineos. Dessa forma, origina-se 0 0SS0 primario, que com 0
aparecimento dos osteoclastos é gradualmente substituido pelo osso maduro ou
lamelar (KATCHBURIAN E ARANA, 1999).

J& a reparacdo do tecido 6sseo craniano € diretamente influenciada pelos
tecidos moles ao redor. Gosain et al., (2003) demonstraram o efeito da dura-méater e
do periésteo no crescimento 0sseo no cranio. Avaliaram o efeito do isolamento da
dura-mater e do peridsteo na reparacao de defeitos cranianos em coelhos imaturos
e maduros esqueleticamente, afirmando que a dura-mater é responsavel pelo
crescimento 6sseo em forma de “ilhas dsseas” no interior do defeito e que o

periosteo influencia o crescimento a partir das bordas.



Embora o tecido 6sseo possua alta capacidade de reparacdo espontanea,
esse potencial é limitado pelo tamanho do defeito. Assim, defeitos muito extensos,
causados por traumas, infeccbes, neoplasias e anomalias do desenvolvimento
representam um problema para a medicina e a odontologia (HERCULANI et al.,
2000). Schmitz e Hollinger (1986) definiram o defeito de tamanho critico como o
menor tamanho de ferida intra-6ssea, em um determinado 0sso e espécie animal,
gue nado regenera por si sO. Portanto, um defeito 6sseo experimental utilizado para
avaliar o reparo 6sseo deve ser amplo o suficiente para prevenir que o coagulo
organize-se levando ao fechamento espontdneo por tecido 6sseo, ocorrendo, em
vez deste, a formacdo de um tecido conjuntivo fibroso. Dessa maneira, 0 potencial
de reparo O6sseo de determinado enxerto ou implante poderd ser considerado
evidente (FRAME, 1980).

Modelos de defeitos de tamanho critico foram desenvolvidos e amplamente
utiizados para avaliar a eficacia biologica, o potencial e a seguranca dos
biomateriais. Frame (1980) estudou a cicatrizacdo de defeitos com 15 mm de
didmetro na calvéaria de coelhos. Usando trefinas o autor criou defeitos com 5, 10, 15
e 20 mm de didmetro. Nas semanas 24 e 36, os defeitos de 15 mm de diametro
tinham cicatrizado com a formacdo de um tecido conjuntivo fibroso sendo
considerado pelo autor, portanto, como um defeito de tamanho critico. Chen et al.,
(1999) mostraram que defeitos de 15 mm de diametro criados na calvaria de coelhos
nao repararam espontaneamente apdés 90 dias, sendo observada a formacdo de
uma fina camada de tecido conjuntivo no interior do defeito 6sseo e uma discreta
formacao 6ssea a partir das bordas. Resultados semelhantes foram relatados por
Moghadamet al., (2004), ao avaliarem materiais aloplasticos e enxertos alogénicos

em defeitos 6sseos com 15 mm de diametro no cranio de coelhos.
CONSIDERACOES FINAIS

As perdas Osseas tém aumentado consideravelmente nos udltimos anos
decorrentes principalmente de fraturas ocorridas em acidentes automobilisticos
assim como de neoplasias e de doencas que afetam o metabolismo 6sseo. Desse
modo, o estudo de diferentes tratamentos para estimular e facilitar a reparacao

Ossea tem se intensificado nas ultimas décadas.A necessidade de novos materiais
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mais acessiveis e novas técnicas para utilizagdo na medicina e odontologia humana
e veterinaria é evidente.

Os cimentos de fosfato de calcio apresentam-se como uma alternativa
promissora para a reconstrucdo 0ssea em regides de topografia complexa como o
cranio, onde implantes previamente elaborados por modernas técnicas de imagem e
usinagem tornam 0 acesso a essa tecnologia restrita a parcela da populacdo com
alta renda. Espera-se que através do desenvolvimento e da manipulacdo de
materiais inorganicos pela engenharia tecidual seja desenvolvido um biomaterial que
associe as vantagens das cerdmicas de fosfato tricalcico, principalmente
biocompatibilidade, biodegradabilidade e osteocondutividade a moldabilidade dos
materiais tipo cimento, podendo assim ser moldadas nas formas e dimensdes dos

defeitos 6sseos.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO IN VITRO DO CIMENTO OSSEO A BASE DE B-FOSFATO
TRICALCICO.

RESUMO

Os cimentos de fosfato de calcio (CFC) se destacam como substitutos 6sseos
por serem biocompativeis, biodegradaveis e moldaveis, atraindo o interesse entre 0s
cirurgides craniofaciais. Nesse contexto, objetivou-se analisar um cimento ésseo a
base de B-fosfato tricalcico (3-TCP) quanto aos seus constituintes minerais por meio
da difracdo de raios X, bem como as caracteristicas de sua superficie, através da
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Uma fase soélida, constituida de p-fosfato
tricélcico [3Cas(PO,),] e sulfato de calcio di-hidratado (CaSO,. 2H,O - gesso), foi
misturada a uma liquida, formada por &cido fosférico (HsPO,4) 2M, em proporcao de
1:1 e homogeneizada. As analises de difracdo de raios X e MEV foram realizadas
ap6s seu endurecimento, determinado subjetivamente pela compressdo manual. A
difracdo de raios X, o cimento apresentou elevada cristalinidade, sendo identificados
dois compostos (B-TCP e sulfato de célcio di-hidratado, gesso) constituintes prévios
do material, e um terceiro, o fosfato de célcio di-hidratado, também chamado de
brushita, formado apds dissolucdo do B-TCP no H3PO,4. A MEV revelou superficies
complexas, formadas por cristais em forma de placas e agulhas, condizentes com as
formas brushita e gesso respectivamente. Foi observada a presencga de pequenos
poros com diametro médio de 19,5 (+5,92) ym sem, entretanto, evidenciar a
presenca de macroporos nem interconexdes entre 0s poros existentes. Embora a
auséncia de tais estruturas e a falta de evidéncias de interconexdes entre 0S poros
existentes sejam fatores indesejaveis, a complexidade da superficie do material

pode ser favoravel para a regeneracéo tecidual.

Palavras chave: biomateriais, topografia de superficie, poros.
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IN VITRO CHARACERIZATION OF BONE CEMENT BASED ON B-TRICALCIUM
PHOSPHATE

ABSTRACT

Calcium phosphate cements (CFC) are noted for being biocompatible,
biodegradable and moldable, drawing the attention of craniofacial surgeons for
fulfilling many of the needed requirements. In this context, we aimed to analyze a
bone cement based on B-tricalcium phosphate (3-TCP) for its mineral constituents
using X-ray diffraction as well as its surface characteristics using Scanning Electron
Microscopy (SEM). A solid phase made of B-tricalcium phosphate [3Caz(PO,),] and
calcium sulfate dihydrate (CaSO,4. 2H,0O - plaster) was mixed with a liquid one of
phosphoric acid(HsPO4) 2M at a proportion of 1:1. SEM and X-ray diffraction were
done after hardening, subjectively determined by manual compression. By x-ray
diffraction, the cement showed high crystallinity, indicating two components (B-TCP
and calcium sulfate dihydrate, plaster) previous constituents of the material and a
third one (calcium phosphate dihydrate, brushite, formed after the dissolution off3-
TCP in H3PO,4. SEM showed complex surfaces made of plaque and needle shaped
crystals, consistent with the forms of brushite and plaster, respectively. Pores with a
mean diameter of 19.5+5.92 ym were observed, however, with no interconnection
and no macropores could be observed. Although the absence of macropores as well
as the absence of interconnections between the existing micropores are not desired,

the material’'s complex surface may be favorable for tissue regeneration.

Key words: biomaterials, surface topography, pores.

18



INTRODUCAO

Na reparacdo do tecido 6sseo lesionado os materiais a base de fosfato de
calcio sdo amplamente empregados por serem similares em constituicdo a fase
mineral 0ssea. Os cimentos de fosfato de calcio (CFC) se destacam por serem
biocompativeis, biodegradaveis e moldaveis, atraindo o interesse entre 0s cirurgides
craniofaciais por cumprirem muitos requisitos dos substitutos 0sseos ideais
(KUEMMERLE et al., 2005). Esses materiais sdo constituidos por duas fases, uma
sélida e uma liquida, onde a mistura dessas fases promove alteracbes quimicas e
fisicas culminando no endurecimento do cimento (BARINOV, 2011).

Os fendbmenos fisicos e quimicos que culminam no endurecimento dos CFCs,
em geral, envolvem a formagédo de novas fases cristalinas. Tais fendmenos, de
forma sucinta, ocorrem em trés estadios: 1 - dissolucdo das particulas sélidas na
parte liquida até a saturacdo do meio com ions calcio e fosfato; 2 - interacdes entre
esses ions na solucdo de modo a formar ndcleos de cristalizacédo; 3 - crescimento
dos novos cristais, onde a resisténcia mecanica do material cresce pelo
intercruzamento dos cristais que geralmente assumem a forma lamelar e de agulhas
(KENNY e BUGGY, 2003; BARINOV, 2011). Os principais produtos obtidos a partir
da interacdo entre os componentes relativamente acidos e basicos utilizadas para
obtencdo dos CFCs sdo: apatita deficiente em célcio Cag(HPO,)(PO4)sOH,
semelhante em composic¢ao a hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH),; fosfato monoacido de
calcio di-hidratado (DCPD) CaHPO4.2H,O e fosfato de calcio amorfo
Caz(P0Oy4)2.nH20, onde n= 3,0 - 4,5 (MARTIN et al., 2002). A precipitagdo de cristais
de DCPD tem sido relatada em diversos sistemas de producdo de cimentos 6sseos
a base de a e B - fosfato tricalcico (NILSSON et al., 2002; BARINOV, 2011),
dihidrogenofosfato de calcio monohidratado (SMIRNOV, 2008) e fosfato monocalcico
monohidratado (KUEMMERLE et al., 2005).

Um componente chave para a reparacao adequada dos tecidos lesionados é
o arcabouco formado pelo biomaterial para as interacdes celulares e formacéo da
matriz extracelular, fornecendo sustentagcao estrutural ao novo tecido formado. Esse
componente deve atender a determinados critérios, como possuir propriedades
mecanicas adequadas as do local implantado, ser biocompativel e biodegradado em
uma taxa proporcional ao crescimento de tecido 6sseo novo. Além disso, 0 sucesso
do implante de matérias a base de fosfato de célcio depende do crescimento de
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0sso novo, sendo a osteoconducdo a principal propriedade atribuida aos cimentos
de fosfato de calcio. Entende-se por osteoconducéo a capacidade de um biomaterial
suportar o crescimento 0sseo em seu interior, guiando o desenvolvimento de células
osteoprogenitoras e a formacéo 0ssea levando a uma aposicao direta de 0osso sobre
o material (LEGEROS, 2002; RUPPRECHT, 2003; KARAGEORGIOU e KAPLAN,
2005).

Algumas caracteristicas desses arcaboucos, como presenca e o tamanho dos
poros, bem como as interconexdes entre esses poros desempenham papel crucial
na formacdo O0ssea (FLAUTRE et al.; 2001). Para que ocorra a osteoconducao o
tamanho do poro deve ser grande o bastante para acomodar as células juntamente
com o sistema de irrigacdo sanguinea. Para Hulbertet et al., (1970) 100 um € o
menor diametro de poro que permite o crescimento 6sseo. Desde entdo, diversos
estudos séo realizados na busca pelo diametro de poro ideal. Tsuruga et al., (1997)
relataram maior formacdo 6éssea em ceramicas de HA com poros de 300 a 400 ym
de diametro. Medidas semelhantes foram relatadas por Chang et al., (2000), 300 ym
e por Karageorgiou e Kaplan (2005), 100 a 500 pm.

Entretanto, segundo KUBOKI et al.,(1998), Bohner e Baumgart (2004) e Hing
(2005) apenas a existéncia de poros em tamanho adequado ndo garante a formacao
Ossea satisfatéria, sendo necessaria a interconexao entre eles para que ocorra a
neovascularizacdo e consequente suprimento adequado de oxigénio e nutrientes,
sendo um pré-requisito para a reabsorcao e formacéo de tecido 6sseo novo (CHOW,
2009). Eggli et al. (1988) demonstraram a importancia da interconexdo entre 0s
poros ao constatarem maior formacdo &ssea no interior de ceramicas de
hidroxiapatita e fosfato tricalcico com pequenos poros interconectados (100 um)
comparada aquelas com grandes poros nao interconectados (200—400 pm).
Segundo e Ambard e Mueninghoff (2006) e Ginebra et al. (2012) uma das principais
desvantagens dos cimentos de fosfato de calcio € o pequeno numero de poros
interconectados, o que retarda o crescimento 6sseo

Ainda também, a topografia de superficie tem grande importancia por
influenciar diretamente a adesao plaquetaria, iniciando os eventos celulares que
culminardo na producdo de matriz 6ssea (SPISANI et al., 1992; AMMON et al.,
1998). Assim, a ativacao plaquetaria exerce papel imprescindivel no processo de
reparacao 6ssea (KIKUCHI et al., 2005), podendo ser regulada a partir da alteracéao

20



da superficie dos materiais, onde a microtextura da superficie favorece a adesao do
coagulo sanguineo bem como dos tipos celulares que participam do processo de
reparacao o0ssea (PARK et al., 2001).

O presente capitulo tem como objetivo caracterizar in vitro o cimento 6sseo
utilizado, através da identificagcdo das possiveis fases minerais presentes utilizando
a difracdo de raios X bem como analisar a topografia de sua superficie com auxilio

da microscopia eletrénica de varredura.

MATERIAL E METODOS

O cimento désseo utilizado foi desenvolvido por Albuquerque (2012). Tal
cimento foi obtido a partir da mistura entre uma fase sélida composta por duas
ceramicas, o B-fosfato tricélcico [3Ca3(PO4)2] (B-TCP) e o sulfato de calcio di-
hidratado (CaSO,. 2H,0 - gesso) e uma fase liquida, o acido fosférico (HsPO,4) 2M.
O B-TCP foi obtido a partir da mistura das solu¢des de hidréxido de célcio [Ca(OH),],
acido fosfoérico e acido latico [(C3HsO3]. A mistura obtida foi entdo sinterizada a uma
taxa de aquecimento de 5°C/min, onde, apds atingir a temperatura de 1200°C,foi

mantida durante 1 hora, obtendo-se o B-fosfato tricalcico conforme as equacdes:
9Ca(OH)z@aq) + 6H3PO4g) — Cag(HPO4)(PO4)sOH(aq) + 17H20y, eq.(01)
Cag(HPO4)(PO4) 5OH(aq)A—> 3C83(PO4)2(3) + H,0 GQ(OZ)

As proporgdes utilizadas de cada ceramica para composicéo da fase sdlida ndo
serdo informadas ao longo do presente trabalho uma vez que a producédo do cimento
encontra-se em processo de patente. A fase soélida foi misturada a liquida, em
propor¢cdo de 1:1, com auxilio de uma cuba inox esterilizada e homogeneizada
utilizando um bastdo de vidro também esterilizado. Apdés seu endurecimento,
determinado subjetivamente pela compressao manual, o cimento foi armazenado em
recipiente plastico com tampa para posterior analise.

A cristalinidade do cimento 0sseo foi analisada por difracdo de raios X. Para tal,
o cimento 0sseo foi desagregado em almofariz de porcelana até assumir aspecto

farindceo e acondicionado no em moldes adaptados interior de um difratbmetro da
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marca Rigaku D-Max modelo Geiger Flex equipado com tubo de cobalto (radiagao
Co-Ka, A =1,79026 A), com um monocromador de cristal curvo de grafite no feixe
difratado, operado com diferenca de potencial de 40 kV e corrente elétrica de 30 mA.
As varreduras foram realizadas no modo passo a passo em intervalo de 10 a 70° 26
com 0.05° de incremento e 2 segundos de contagem de tempo em cada passo. O
resultado foi apresentado na forma de grafico, obtido a partir do programa “X
Powderver.2010.01.28 pro” e comparado com dados disponiveis em banco de dados
da literatura.

Para analise microestrutural do cimento 6sseo foi utilizado um microscopio
eletrénico de varredura (MEV) da marca LEO 1430VP, a voltagens de 10 ou 15 kV.
Para tal, as superficies do cimento foram cobertas por uma camada de 20 nm de
ouro, utilizando um sistema de deposigédo “sputtering balzers” (Electron Microscopy
Sciences, modelo 550x). A andlise morfolégica foi realizada em toda a superficie
intacta do cimento bem como em sua superficie de fratura.

O tamanho dos poros foi estimado com o auxilio de uma grade composta por
10 linhas e 10 colunas, correspondendo a 100 pontos equidistantes de intersecéo,
sobreposta as imagens obtidas pela MEV. Utilizou-se trés micrografias de pontos
diferentes do cimento, em aumento de 500x, onde foram realizadas mensuracdes
dos maiores diametros dos poros presentes. A fim de padronizar a escolha dos
poros a serem mensurados definiu-se que seriam escolhidos aqueles encontrados
nas colunas impares da grade, até serem obtidas 10 mensura¢cdes por micrografia.
Obteve-se, entdo, a média dos valores dos diametros dos poros encontrados no

material e comparou-se com aqueles encontrados na literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O difratograma do cimento 0sseo avaliado antes da sua implantagcéo
encontra-se representado na figura 1. Foram identificados picos elevados e agudos,
demonstrando a elevada cristalinidade do material. Segundo ThermoArl (1999) e
Neto (2003), quanto maior o numero de cristais em um plano de uma estrutura, mais
intensos, pontiagudos e estreitos serdo o0s picos na difragcdo de raios X. O
conhecimento da cristalinidade de um biomaterial segundo Reis et al. (2012) é de
grande importancia considerando que influencia seu desempenho in vivo por afetar a
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sua reabsorcéo e as suas propriedades mecanicas.Foram identificadas na amostra
analisada o B-TCP, o gesso e o DCPD condizentes com seus respectivos CPDS
Cards (MINCRYST, 2012). A presenca da fase mineral DCPD, ausente nas
especificacdes técnicas segundo o fabricante, pode ser explicada por Bohner (1993),
Juncioni et al. (2005) e Xia et al. (2006) e que propuseram um mecanismo de reacao
para o sistema B-TCP — acido fosforico onde, apds a dissolu¢do do B-TCP, ocorre
precipitacdo de DCPD.
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Figura 1. Difratograma do cimento 6sseo a base de B-fosfato tricalcico.

A caracterizacao do cimento 6sseo pela técnica de microscopia eletrénica de
varredura realizada nas superficies intactas e de fratura evidenciou uma rede de
fragmentos de cristais em diferentes formatos de placas, que segundo Albuquerque
et al. (2012) e Ginebra et al. (2012) sé&o condizentes com o DCPD, e agulhas (Figura
2). Essa superficie pode ser caracterizada como complexa, que de acordo com Park
et al. (2001) e Kikuchi et al. (2005) é ideal para promover a reparacao de tecidos por

favorecer a adeséo do coagulo sanguineo e celular.
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Figura 2. Micrografia do cimento a base de B-TCP obtida a partir da microscopia eletronica de varredura.1000x.
Observar a presenca de cristais em forma de placas, caracteristicos do DCPD (setas preenchidas) e cristais em

formato de agulhas, caracteristicas do gesso (setas sem preenchimento).

A MEV permitiu identificar um padrdo semelhante entre as superficies intacta
e de fratura no que diz respeito ao tamanho dos poros, na distribuicdo e na conexao
entre eles. Foi observada a presenca de pequenos poros com diametro médio de
19,5 (£5,92) um ao longo da superficie intacta e de fratura do cimento, ndo sendo
observada a presenca de macroporos nem a conexao entre oS poros existentes
(Figura 3). A necessidade da presenca de poros na reparacdo Ossea foi
demonstrada por varios autores, dentre eles Kuboki et al. (1998) e Carlo et al.
(2009). Carlo et al. (2009) relataram maior porcentagem de tecido 6sseo no interior
de compdsitos porosos implantados em olecranos de coelhos formulados a partir de
hidroxiapatita e polixidroxibutirato em comparacdo aqueles densos. Kuboki et al.
(1998), a partir de implantes de hidroxiapatita densos ou porosos associados a
proteinas morfogenéticas, relataram a osteogénese ectopica em ratos a partir dos
implantes porosos e sua auséncia nos implantes densos. Jin et al. (2000) também
demonstram que particulas de hidroxiapatita porosas contribuem para uma répida
diferenciacéo e crescimento de osteoblastos ao passo que matrizes inorganicas nao

porosas retardam sua diferenciagéo e crescimento.
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Figura 3. Micrografia da superficie intacta do cimento a base de B-TCP obtida através da microscopia eletrénica
de varredura. A - menor que 500x. B — aumento de 1000x. Observar em ambas as imagens a presenca de
pequenos poros (setas), com diametro médio de 19,5 (+5,92) um.

O tamanho dos poros encontrados no cimento avaliado nesse estudo (19,5
15,92 pm) foi inferior ao relatado por Hulbert et al. (1970) - 100 um, por Tsurugaet al.
(1997) — 300 a 400 um e por Karageorgiou e Kaplan (2005) - 100 a 500 ym como
minimo necessario para que ocorra a osteoconduc¢do, sendo, possivelmente, muito
pequeno para acomodar as células juntamente com o sistema de irrigacao
sanguinea. Tal fato pode ser visto como uma caracteristica ndo desejavel para
futuras aplicacdes in vivo do cimento 0sseo. A presenca de poros interconectados
pode facilitar o crescimento 6sseo e acelerar o processo de substituicdo do material
por tecido 6sseo (CHOW, 2009) por permitir a neovascularizagdo, a migracdo de
células mesenquimais e a proliferacado de osteoblastos (KUBOKI et al.,1998). Sendo
assim, a presenca de poros nao interconectados no cimento 6sseo avaliado (Figura
4) torna-se uma caracteristica indesejavel para favorecer uma possivel
neovascularizagdo in vivo e 0s posteriores eventos celulares que culminam na
formacdo de tecido Osseo. Entretanto, a complexidade da superficie do cimento
0sseo avaliado pode ser um ponto positivo nha sua utilizacdo in vivo, pois esta
caracteristica é desejavel por possibilitar a adesdo do coagulo e das células
reparadoras, segundo Park et al. (2001) e Kikuchi et al. (2005).
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Figura 4. Micrografia da superficie de fratura do cimento a base de B-TCP obtida a partir da microscopia
eletrbnica de varredura. Observar que apesar de existentes, 0s pequenos poros ndo sdo, aparentemente,

interconectadados (tracejado).

CONCLUSOES

O cimento 06sseo avaliado apresentou elevada cristalinidade, sendo
identificadas as fases correspondentes ao B-TCP, ao gesso e a brushita, formando
uma superficie complexa com conformacdo dos cristais em forma de placas e
espiculas, apresentando poros de 19,5 (#5,92) ym de didmetro médio, nédo
interconectados entre si. Assim sendo, a complexidade da sua superficie é
considerada um ponto positivo para sua utilizacdo in vivo por possibilitar a adeséo

do coagulo e das células reparadoras.
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CAPITULO 1l

CIMENTO A BASE DE B FOSFATO TRICALCICO EM DEFEITOS OSSEOS NO
CRANIO DE COELHOS - AVALIACOES HEMATOLOGICAS, CLINICO-
CIRURGICAS, ANATOMOPATOLOGICAS E TOMOGRAFICAS.

RESUMO

Os cimentos de fosfato de célcio (CFC) tém sido aplicados no tratamento de
diversos tipos de lesGes Osseas, pois diferentes estudos tém mostrado que séo
materiais altamente biocompativeis e osteocondutores. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a utilizacdo de um cimento 6sseo formulado a partir de uma fase sélida (-
fosfato tricélcico e sulfato de célcio di-hidratado) e uma fase liquida (acido fosforico
2M), na proporcao 1:1, em defeitos 6sseos no cranio de coelhos a partir de analises
clinico cirdrgicas, hematol6gicas, anatomopatoldgicas e tomogréaficas. Para tal, foi
realizado um defeito de tamanho critico com 15 mm de diametro no crénio dos
animais, e implantado o cimento 6sseo ainda moldavel. Os 33 coelhos operados
foram separados em trés momentos experimentais, onde amostras de tecido 6sseo
foram coletadas aos sete, 28 e 90 dias apds o procedimento cirdrgico, sendo cada
momento composto por oito animais tratados e trés controles. No trans-cirdrgico, o
cimento ésseo avaliado apresentou-se moldavel, de facil manipulacdo transcirdrgica,
possuindo seu endurecimento in situ com auséncia de producdo de calor. Os
exames hematoldgicos indicaram auséncia de toxicidade sistémica e de alteracdes
em células da linhagem vermelha e branca. Apds a eutanasia foi observada a
presenca de lesGes de pele e no cérebro aos sete e 28 dias, entretanto, aos 90 dias
essas lesbes ndo foram mais visualizadas, sugerindo a biocompatibilidade do
biomaterial ao longo dos momentos experimentais. A andlise do pH do biomaterial
ainda moldavel revelou um valor inferior ao fisiol6gico (3,38). Acredita-se que esse
baixo valor de pH seja o responsavel pelas les6es descritas nos tecidos adjacentes
e tenha ocorrido pela elevada proporcdo liquido/pé utilizada. Os exames
tomograficos sugeriram o crescimento de um tecido no interior do defeito, ndo sendo
possivel identificar sua composi¢cdo. Portanto, sugere-se que sejam feitas alteracbes
na sua formulacdo para permitir sua utilizacéo clinica.

Palavras chave: analise clinica, toxicidade sistémica, pH.
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B TRICALCIUM PHOSPHATEBASEDCEMENT IN CRANIAL BONE DEFECTS OF
RABBITS — HEMATOLOGICAL, CLINICAL, SURGICAL,
ANATOMOPATHOLOGICAL AND TOMOGRAPHIC ANALYSIS.

ABSTRACT

Calcium phosphate cements (CFC) have been used in the treatment of certain
bone lesions, with different studies demonstrating their high biocompatibility and
osteoconductivity. The aim of the present study was the evaluation of a bone cement
made from a solid phase (B-tricalcium phosphate and calcium sulfate dihydrate) and
a liquid one (phosphoric acid 2M) at a proportion of 1:1 in cranial bone defects in
rabbits using clinical, surgical, hematological, anatomopathological and tomographic
analysis. For such, a critical size defect of 15mm in diameter was made on the skull
of the animals, where the bone cement was implanted while still moldable. The 33
rabbits operated were separated into 3 experimental moments according to the date
of euthanasia (7, 28 and 90 days); 8 treated and 3 control animals were euthanized
in each moment. The cement was moldable and of easy surgical manipulation,
hardening in situ in the absence of heat. Hematological analysis showed the absence
of systemic toxicity and no alterations on red and white blood cells. After euthanasia,
skin and brain lesions were observed in treated group animals on the first two
experimental moments, however, these lesions were not observed at 90 days,
suggesting the biomaterial biocompatibility throughout the experimental moments.
The analysis of the biomaterial pH while still moldable revealed a value under that of
physiological environment (3.38). We believe that this low pH may be responsible for
the described lesions on tissues adjacent to the biomaterial and that it may have
occurred due to the high proportion of liquid:powder used (1:1). Tomographic
analysis confirmed that the size of the defect was a critical one and suggested the
growth of a tissue in it, although it was not possible to identify it. Therefore, we
suggest modifications on the formulation of the cement to allow its clinical use.

Key words: clinical analysis, systemic toxicity, pH.
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INTRODUCAO

A necessidade de tratar defeitos 6sseos de diferentes etiologias, magnitudes
e localizacbes tem estimulado a busca de biomateriais capazes de favorecer o
crescimento ésseo. Estas caracteristicas, dependentes das propriedades fisicas e
quimicas do material, devem ser compativeis com a fisiologia 6ssea (GAO et al.,
1995; OYELESE et al.,, 2005). Assim sendo, o desenvolvimento de técnicas e
materiais que possam substituir o tecido perdido, abreviando o tempo de
consolidacdo Ossea, € uma questdo fundamental na resolugdo do problema
(ANDRADE, 1997).

O uso de animais na pesquisa biomédica tem sido recomendado para o
aperfeicoamento e validacdo de procedimentos existentes, desenvolvimento de
novos materiais e para compreender os diversos processos fisioldgicos e
patolégicos (CARDOSO et al.,, 2007). Um modelo animal de estudo considerado
ideal para a reparacao 6ssea deve atender aos pressupostos de ter um custo baixo,
ser prontamente disponivel, ser facilmente manipulado, anestesiado e possuir um
volume de osso adequado (CALASANS-MAIA et al.,2009). A escolha do modelo
animal e do sitio cirargico adequado é fundamental para que as avaliagdes obtidas
sejam confiaveis e possam mimetizar, de forma reprodutivel, os possiveis efeitos
dos biomateriais e/ou novas técnicas reconstrutivas em seres humanos
(HOLLINGER e KLEINSCHMIDT, 1990). A calvaria destaca-se entre as regifes
0sseas onde sao criados defeitos experimentais em animais, sendo utilizada ha mais
de um século no estudo de substitutos para o enxerto 6sseo autégeno (TAKAGI e
URIST, 1982).

Os cimentos de fosfato de célcio (CFC) tém sido aplicados no tratamento de
diversas de fraturas, pois diferentes estudos tém mostrado que sao materiais
altamente biocompativeis e osteocondutores (MORAES et al., 2004, THEISS et al.,
2005; LUVIZUTO et al,. 2012). Além dessas caracteristicas, os CFC sao atrativos
para a reconstituicdo ou remodelacdo 6ssea pela facilidade de manipulacdo e
moldagem, adaptando-se totalmente a forma da cavidade 0ssea, obtendo um intimo
contato entre 0 0sso e 0 cimento desde 0s primeiros estagios da implantacéo e por
nao aquecerem durante o processo de endurecimento, evitando a necrose tecidual
no sitio de implantacdo (DRIESSENS et al., 1997; AMBARD e MUENINGHOFF
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2006). A principal desvantagem dos cimentos de fosfato de célcio € sua baixa
resisténcia mecanica, que segundo Hench (1999) varia entre 2 e 12Mpa, semelhante
ao 0sso trabecular, limitando assim a utilizacdo desse material a regides sujeitas a
pequenas cargas, como o cranio. A presenca de um material rigido que recubra o
tecido nervoso exposto é desejavel por promover sua protecdo imediata contra
impactos e contra as alteracdes hemodindmicas oriundas da pressdo atmosférica,
que segundo Oyelese et al. (2005) e Han et al. (2008) séo responsaveis pelas
lesbes cerebrais e disfungcdes neurologicas que frequentemente acometem
pacientes submetidos a craniectomias.

Dentre os fosfatos de célcio utilizados na producao dos cimentos 6sseos, 0 [3-
fosfato de célcio (B-TCP) tém se destacado por ser biocompativel, osteocondutor e
por ter taxas de reabsorcdo mais adequadas a este tipo de aplicacdo, sendo
parcialmente reabsorvido entre 6 el5 semanas dependendo de sua porosidade.
Desta forma, esse material atua como substituto temporario, sendo lentamente
substituido por tecido 6sseo novo (DRIESSENS et al., 1998; KAWACHI et al.,2000;
THEISS et al., 2005 ).

A biocompatibilidade refere-se a habilidade de um biomaterial realizar a
funcdo para qual foi criado, com relagdo a uma terapia médica, sem causar efeitos
indesejados locais ou sistémicos no paciente, mas gerando a resposta celular ou
tecidual mais favoravel naquela situacdo especifica, otimizando o desempenho
clinico daquela terapia (WILLIAMS, 2008). Quando se avalia biocompatibilidade,
observa-se, dentre outros parametros a toxicidade sistémica e possiveis alteracdes
nas células sanguineas da linhagem branca e vermelha. Essas andlises séo
imprescindiveis para avaliar como o0 organismo se comporta em relacdo ao material
de implante (KARLA et al., 2006).

No processo de avaliacdo de possiveis alteracbes em células da linhagem
branca ou vermelha, estdo envolvidas as seguintes andlises laboratoriais clinicas:
leucograma (mensuracdo do numero de leucécitos totais, segmentados, linfécitos,
monaocitos e eosindfilos) e eritrograma (contagem de hemacias, dosagem de
hemoglobina, hematdcrito, proteinas plasmaticas totais e plaquetas). A avaliacdo da
toxicidade sistémica envolve a mensuragdo das enzimas hepéticas alanina

aminotransferase (ALT), aspartatoaminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e
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provas de funcao renal, pela dosagem dos niveis plasméticos de ureia e creatinina
(ELEOTERIO, 2011).

Cimentos 0sseos a base de B-TCP e uma solucédo aquosa de acido fosforico
(H3PO4 )tém sido testados (FRAYSSINET et al., 1998; GROVER et al., 2003), aonde
apos seu endurecimento tem-se a formacdo de fosfato de calcio di-hidratado
(CaHPO4.2H,0), conhecido como brushita (BOHNER et al., 1996; JUNCIONI, 2005).
Xia et al. (2006) avaliaram a citotoxicidade de cimentos 6sseos de brushita,
formados a base de B-TCP e diferentes concentracdes de H3PO4 1,5 — 3,56M em
culturas de células precursoras de osteoclastos. Relataram que, aos sete dias, as
menores taxas de mortalidade celular foram encontradas nas amostras obtidas a
partir de HzPO4 2M.

A tomografia computadorizada é uma técnica que utiliza radiacdo ionizante
para a analise interna de corpos, consolidando-se como um método ndo destrutivo
de diagndstico ndo invasivo para a andlise de resolucdo de densidade. Por isso, a
maioria dos casos de cranioplastia em que se pretende reconstruir um cranio sob
medida, a partir de imagens médicas, utiliza-se a tomografia como recurso mais
apropriado. A avaliacdo da densidade tomografica é baseada em uma escala de
cinza, sendo sua unidade chamada Hounsfield (UH). Em relacdo as imagens, a
escala de cinza é formada por espectro de representacfes de tonalidades entre
branco, cinza e o preto. Os valores variam entre o preto (-1000 uh) onde o objeto
nao absorveu praticamente nenhum elétron, devido a baixa densidade e o branco
(+1000 uh ou mais) onde o objeto absorveu quase todos os elétrons devido a
elevada densidade (SOARES et al., 2011).

O presente trabalho objetivou avaliar a utilizagdo cirargica de um cimento
0sseo de brushita formado a base de B-TCP através da observacdo de suas
propriedades durante o procedimento cirirgico, sua toxicidade local e sistémica,
através de observacdes macroscopicas do tecido em contato com o material e
analises hematoldgicas e de bioquimica sérica. Além disso, avaliou-se a densidade
tecidual no interior do defeito através da tomografia computadorizada. Espera-se
que o material seja moldavel, que seu endurecimento ocorra in situ, sem liberacédo
de calor e que sua manipulagcéo transcirurgica seja de facil realizacdo. Espera-se

também que néo seja toxico aos tecidos em contato direto e ao organismo.
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MATERIAL E METODOS
Biomaterial

O cimento 6sseo utilizado no presente trabalho foi desenvolvido por
Albuquerque (2012), sendo obtido a partir da mistura entre uma fase sélida
composta por duas ceramicas — B-fosfato tricalcico [3Caz(PO,)] (B-TCP) e sulfato de
calcio di-hidratado (CaSO,4. 2H,O - gesso) e uma fase liquida - acido fosférico
(HsPO4) 2M. O B-TCP foi obtido a partir da mistura das solu¢cdes de hidroxido de
calcio [Ca(OH),], acido fosférico e acido latico (CsHeOs3). A mistura obtida foi entdo
sinterizada a uma taxa de aquecimento de 5°C/min, onde, apos atingir a temperatura

de 1200°C,foi mantida durante 1 hora, obtendo-se o B-fosfato tricalcico conforme as

equacoes:
9Ca(OH)zaq) + 6H3PO45) — Cag(HPO4)(PO4)sOH(aq) + 17H20y, eq.(01)
Cag(HPO4)(PO4) 5OH(aq)A—> 3083(PO4)2(3) + H»0 GQ(OZ)

As proporgoes utilizadas de cada ceramica utilizadas para composi¢cido da
fase sodlida ndo serdo informadas ao longo do presente trabalho uma vez que a

producdo do cimento encontra-se em processo de patente.
Modelo experimental

O presente trabalho experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de
animais da UFV numero 116/11, sendo coordenado pela médica veterinaria Andréa
Pacheco Batista Borges, CRMV-MG 2772.

Foram utilizados 33 coelhos da raca Nova Zelandia, com peso médio de
3,5Kg e idade entre cinco e seis meses. Cada animal recebeu uma aplicacdo de
ivermectina’ na dose de 0,4 mg/Kg por via subcutanea, sendo acondicionado em
gaiola individual, previamente higienizada com agua corrente e desinfetada com
fogo, onde permaneceram por dois meses para aclimatacéo. Foi fornecido a cada

um deles racdo comercial e feno uma vez ao dia e agua ad libitum.

¥ lvermic®. Microsules. Porto Alegre, Brasil.
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Os 33 animais foram divididos aleatoriamente em trés momentos
experimentais (Tabela 1) correspondentes a uma época de coleta, denominados Ml,
MIl e MIIl, onde cada momento avaliado foi composto por 8 animais tratados e 3

animais controle.

Tabela 1. Epoca do sacrificio dos coelhos submetidos ao procedimento cirGrgico dos grupos controle e tratado.

MOMENTO EPOCA DE SACRIFICIO
Momento um (Ml) Sete dias
Momento dois (Mll) 28 dias
Momento trés (MIII) 90 dias

Coleta de sangue e andlise hematologica

A coleta sanguinea para as analises hematologicas se deu em duas épocas,

conforme tabela 2.

Tabela 2 - Periodos de coleta de sangue (X) para analises hematoldgicas e de bioquimica sérica dos coelhos
submetidos ao procedimento cirtrgico dos grupos controle e tratado.

(Pré-cirargico) (sete dias) (28 dias) (90 dias)
MI X X
Ml X X
Ml X X

Apoés a contencdo manual e posicionamento dos coelhos em decubito lateral
as amostras de sangue foram coletadas no plexo orbital, utilizando-se tubos de vidro
de microhematocrito heparinizados. O material destinado ao hemograma e
leucograma foi armazenado em tubo estérii com anticoagulante (EDTA).
Posteriormente a realizacdo do esfregaco sanguineo e coloragdo das laminas pelas
técnicas de hematoxilina-eosina foi realizada a contagem das células sanguineas
(leucaocitos totais, neutrofilos segmentados — SEGM, linfécitos — LINF, eosinoéfilos —

EOS, mondcitos — MONO), com auxilio de um microscopio 6ptico OLYMPUS CX31
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em aumento de 100x. Além disso, foi realizada a mensuracado do hematocrito (HT),
hemoglobina (HEMO), plaquetas (PLAQ), hemécias (HEMA) e proteinas plasmaticas
totais (PROT) através de um equipamento automatico (Humacount Plus Human).
Comparou-se o resultado de cada grupo, em cada data de coleta, com seus proprios
parametros observados antes da realizagao da cirurgia, onde os valores da mediana
de cada variavel foram confrontados com valores de referéncia disponiveis na
literatura.

O material destinado a bioquimica sérica foi coletado em tubo estéril, sem a
presenca de anticoagulante, e submetido a centrifugacao para obtencdo do soro. A
partir desse material foram mensuradas as enzimas hepaticas (alanina
aminotransferase - ALT, aspartatoaminotrasferase - AST e fosfatase alcalina — FA)
bem como avaliada a funcao renal pela dosagem dos niveis plasmaticos de ureia e
creatinina em equipamento automatico (Humastar 300). Comparou-se o resultado de
cada grupo em cada data de coleta com seus proprios parametros observados antes
da realizacdo da cirurgia, onde os valores da mediana de cada variavel foram
comparados aos valores de referéncia disponiveis na literatura. Aquelas variaveis
que apresentaram valores diferentes das referencias foram submetidas ao teste T
pareado, comparando-se cada grupo em cada data de coleta com seus préprios
parametros observados antes da realizacdo da cirurgia e com valores de referéncia
disponiveis na literatura. Quando os dados ndo apresentaram normalidade ou
homogeneidade de variancia, optou-se pelo teste de Wilcoxon. As andlises foram
realizadas no programa SigmaPlot 11.0 e foi considerado nivel de significAncia de
5% para todos os testes.

Procedimento cirargico

Cada animal recebeu, imediatamente antes do procedimento, 20 mg/Kg de
cefazolina® por via intravenosa como antibioticoterapia profilatica. Para se realizar o
procedimento cirdrgico os animais foram submetidos a anestesia geral. A indugao
anestésica se deu com propofol® na dose de 6 mg/Kg por via intravenosa, a partir da

cateterizagdo da veia marginal do pavilhdo auricular. Os animais foram intubados

Cefazolina sédica — Aurobindo. Anapolis, Brasil.
3Propofol® — Eurofarma. Sao Paulo, Brasil.
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com sonda endotraqueal n° 2,5 e mantidos anestesiados com isoflurano?,
administradopor via inalatoria, diluido em oxigénio 100% em quantidade suficiente
para a realizacdo do procedimento. A tricotomia abrangeu a por¢éo dorsal do cranio,
estendendo-se da base das orelhas até o processo supraorbital rostral, sendo as
palpebras superiores os limites laterais. A antissepsia seguiu o padrdo adotado pelo
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa (DVT-UFV) e os
animais foram posicionados em decubito esternal.

Foi realizada uma incisao retilinea na pele, no sentido caudo-rostral, com
aproximadamente 4 cm de comprimento sobre a crista sagital externa, estendendo-
se até a regido interorbital. ApGs afastar lateralmente a pele foi realizada uma
incisdo de mesmo comprimento no periésteo, sendo este também afastado no
sentido lateral, permitindo assim, a visualizacdo do encontro entre a sutura coronal e
sagital, ponto conhecido como bregma (Fig.1A). Um defeito de 15 mm de diametro
foi demarcado na superficie 6ssea com uso de uma broca trefina® conectada a uma
perfuratriz elétrica®, na velocidade de 5000 rpm e irrigacdo continua com solugéo
fisiologica estéril. A trefina foi posicionada de tal forma que o bregma se encontrava

no centro do defeito (Fig. 1B).

Rostral / # Caudal

Figura 1. Procedimento cirGrgico para realizacdo do defeito no cranio de coelho. A — Exposicédo do bregma (seta)

apos inciséo de pele e periosteo. B — Demarcagéo do defeito critico com auxilio da broca trefina.

“|sofluorano® - Cristalia. Sdo Paulo, Brasil.
>Trefina Dentoflex. Sdo Paulo, Brasil.
®Perfuratriz Black & Decker RT 650. Towson, USA.
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Em seguida, com o auxilio de um microscopio cirargico, foram utilizadas
brocas de desbaste’ (Figura 2A) conectadas a mesma perfuratriz elétrica para
desbastar o tecido 6sseo, sob irrigacdo continua com solucao fisiologica estéril, até
a exposicdo da dura mater em toda a extensdo do defeito (Figura 2B). Para a
obtencdo do cimento, a fase sdlida foi misturada a liquida, ambas previamente
esterilizadas em autoclave a 120° durante sete minutos, em proporcéo de 1:1, em
uma cuba de inox, com o auxilio de um bastdo de vidro esterilizado, onde
permaneceu por trés minutos. O material formado, ja com aspecto de um cimento
moldavel, foi depositado no interior do defeito de forma a cobri-lo em toda a sua
extensdo, sendo sua espessura limitada pela espessura do cranio de cada animal
(Figura 2C).

Figura 2. Confeccéo de defeito critico em crénio de coelho. A — Broca de desbaste utilizada para remogdo do
tecido 6sseo. B — Exposicdo de dura-méter ao longo de todo o defeito. C — Cimento 0sseo (seta preta)

posicionado no interior do defeito.

Foi realizado apenas um plano de sutura, uma vez que nao foi possivel a
sutura do perioésteo. A sutura da pele foi realizada em padrdo colchoeiro com fio de
nailon®. Todos os animais receberam no pés-operatério imediato 1 mg/Kg de

morfina® por via subcutanea, por dois dias com intervalo de 6 horas.

’KG Sorensen®.Medical Burs.Cotia.Sa0 Paulo, Brasil
8Nylon®. Shalon. Boa Vista, Brasil
°Dimorf®. Cristalia LTDA. Itapira, Brasil.
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O grupo controle foi submetido ao mesmo procedimento anestésico/cirargico
bem como aos mesmos cuidados pds-operatorios, entretanto nenhum tipo de
preenchimento foi realizado no defeito, permanecendo apenas o coagulo que
normalmente é formado.

Para a andlise da aplicagdo cirdrgica do cimento utilizado foram
qualitativamente observados no transcirirgico os aspectos de moldabilidade,
manipulagéo, endurecimento in situ e liberagdo de calor, subjetivamente avaliado
pelo contato manual.

Para avaliacdo clinica, os coelhos foram observados diariamente nos 10
primeiros dias apés a cirurgia. A partir da retirada dos pontos (aos 10 dias ap0s o
procedimento cirdrgico), a avaliacdo clinica foi realizada semanalmente, até as
eutanasias dos animais em seus respectivos momentos experimentais. Foram
avaliadas, por um mesmo avaliador, a presenca de reacao inflamatdéria, deiscéncia e
infeccdo do sitio cirdrgico. A inflamagéo foi qualitativamente avaliada com base na
presenca ou auséncia de edema, a deiscéncia de sutura como presente ou ausente
assim como a infeccdo da ferida cirargica, observada pela presenca ou auséncia de
secrecéao purulenta no local.

Nos dias sete, 28 e 90 pos-cirtrgicos os animais dos momentos Ml, MIl e MIlI
respectivamente foram sacrificados com sobredoses de propofol e cloreto de
potassio’®, ambos por via intravenosa. Foram avaliados os aspectos macroscopicos
da pele e do tecido nervoso que estiveram em contato direto com o cimento 6sseo.

Para as analises tomograficas foi retirando um fragmento retangular de tecido
0sseo craniano, contendo o defeito em seu interior. Todos os fragmentos retirados
passaram por analise de tomografia computadorizada, juntamente com uma amostra
de cimento ésseo nao implantado (in vitro) com 15 mm de diametro e 2 mm de
espessura. As amostras foram posicionadas, individualmente, no sentido horizontal
em um aparelho de mdltiplos detectores (multislices), com 16 canais helicoidais
(General Eletric High SpeedAdvantage scanner, GE Medical Systems Inc.
Milwaukee, WI) de forma que os raios X do aparelho penetraram nos tecidos no
sentido transversal, realizando uma média de 75 cortes por amostra.

Para determinar a densidade do tecido 6sseo integro foram escolhidos, fora

dos limites do defeito, dois pontos aleatérios em cada amostra de tecido 6sseo

19 kel 10%. Isofarma. Precabura Eusébio, Brasil.
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retirada do cranio dos animais totalizando 66 pontos. Foi obtido o valor da mediana
das densidades para os pontos escolhidos. Uma area de 15 mm de diametro foi
demarcada pelo aparelho, onde seu centro foi sobreposto ao bregma, de onde entéo
foram obtidos os valores da densidade com base na escala de Hounsfield. Os
resultados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA 2 - WAY, considerando
tratamento e tempo como variaveis independentes, utilizando o teste Holm-Sidak

qguando o valor de p<0,05, sendo as analises realizadas no programa SigmaPlot 11.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha da espécie animal utilizada no presente estudo baseou-se na
experiéncia pessoal do grupo de pesquisa na utilizacdo de coelhos da raca Nova
Zelandia. Coelhos da raca Nova Zelandia brancos (Orytolaguscuniculus)
saoutilizados como modelo para experimentos de avaliacdo do crescimento
craniofacial (CASTANEDA et al., 2006; CARDOSO et al., 2007). Como vantagens
foram observadas a facilidade no manuseio pelo seu pequeno porte e por serem
relativamente doéceis e a disponibilidade de informacdes basicas disponiveis sobre a
espécie. Tais vantagens também foram relatadas por Calasans-Maia et al. (2009)
em sua revisdo sobre a utilizacdo de coelhos como modelos experimentais para
cirurgia.

A utilizacdo da calvaria para a realizacdo do defeito 6sseo deveu-se a sua
pobre vascularizacdo e relativa deficiéncia de medula 6ssea com relacdo a outros
0ssos. Para Dupoirieux et al. (2001) o pobre suprimento sanguineo na regido
prejudica o processo de reparacdo espontanea, assim a analise dos resultados
obtidos com o uso de um biomaterial na reparacdo 6ssea torna-se mais evidente.
Ainda, a regido escolhida esta sujeita a pequenas forcas mecanicas, condicéo
necessaria para a utilizacdo de cimentos 6sseos a base de fosfatos de calcio.

Outro fator discutido na literatura é a localizagéo do defeito na calvaria. Neste
trabalho, optou-se por realizar o defeito no centro por varios fatores, como: a
auséncia de interferéncia da musculatura da orelha, a disponibilidade de grande
area Ossea e a facilidade de acesso durante o trans-cirdrgico. Entretanto, é
pertinente salientar que existem pesquisadores como Boschet al. (1998) que contra

indicam esta localizacdo, devido ao risco de lesar durante a cirurgia a estrutura
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anatOmica vascular existente abaixo da sutura sagital e de introduzir o tecido
conjuntivo proveniente da sutura 6ssea na avaliagdo da reparacao 0ssea.

O procedimento cirdrgico empregado em estudos que envolvem
craniectomias baseia-se na utilizacdo de trefinas para a confec¢éo do defeito 6sseo,
com a retirada do fragmento 6sseo de forma integra (PAULO, 2009; OLIVEIRA,
2011; ZOU et al., 2011). Como o tecido cerebral encontra-se imediatamente abaixo
da regido operada, € de se esperar que tal procedimento requeira um
aprimoramento de técnica, pois, 0 minimo erro culmina na incapacitacdo ou morte
do animal envolvendo perda de um numero elevado de animais. A técnica cirargica
empregada no presente trabalho, apesar de ndo ser a rotineira, mostrou-se eficiente
na criacdo do defeito craniano. A utilizacdo do microscopio cirdrgico permitiu a
manutencdo da integridade das meninges e do tecido nervoso. Entretanto, destaca-
se o grande tempo despendido em cada procedimento.

O cimento 6sseo avaliado apresentou-se moldavel e de facil manipulagéo no
trans-cirargico, adaptando-se adequadamente ao defeito, com endurecimento in situ,
caracteristicas compativeis com as relatadas por Ambard e Mueninghoff (2006) para
0s biomateriais tipo cimentos. Essas caracteristicas podem permitir a utilizacdo do
cimento avaliado em defeitos com grande complexidade geométrica, onde materiais
em formatos pré-determinados teriam dificuldade na adequacéo ao local do implante
(DRIESSENS et al.,1997). Acredita-se que pela rigidez do cimento ésseo seco, tal
material seja capaz de proteger o sistema nervoso de traumas mecanicos e da
interferéncia da pressao atmosférica, que segundo Oyelese et al. (2005) e Han et al.
(2008) séo prejudiciais. Aléem disso, néo foi percebida a liberacdo de calor durante o
processo de endurecimento in situ do cimento, sendo esta propriedade também
desejavel para os cimentos 6sseos (ALONSO, 2011), especialmente naqueles
utilizados proximos a tecidos vitais como o nervoso.

Apesar da exposicdo das meninges para realizacdo do defeito, ndo foram
observadas alteracdes neuroldgicas durante o periodo pds-operatorio, em ambos 0s
grupos, e todos os coelhos permaneceram alertas, conscientes e deambulando
normalmente.

Os valores das medianas das variaveis analisadas nos hemogramas e nas
contagens diferenciais das células da linhagem branca estdo indicados nas tabelas 3

e 4 respectivamente.
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Tabela 3. Valores das medianas para as variaveis da linhagem vermelha e proteina total dos coelhos submetidos
ao procedimento cirtrgico dos grupos controle e tratado

Hemdcias Hemoglobina Hematoécrito Proteina Plaquetas
Grupos (x 10°/mm3) (g/dL) (%) total (g/dL)  (x 10°/mL)
Pré Pos Pré Pos Pré Pés Pré Pos Pré Pos

Ml 5,8 5,9 129 129 373 382 70 7,6 342 387
Controle Ml 4,9 5,0 11,5 12,5 34,2 359 68 74 214 270
Ml 4,8 6,8 12,2 141 34,2 438 68 7,0 269 319
MI 6,2 5,5 13,5 12,3 40,2 363 7,2 70 295 303
Tratado Ml 6,0 5,7 136 128 393 385 74 70 320 269
Ml 5,8 6,2 13,2 136 384 42,7 74 74 246 212

V.R! 4-8 8-17,5 30-50 5,4-7,5 290-650

V.R® 5,1-7,9 10-17,4 33-50 5,4-8,3 250-650
V.R. Valores de referéncia para a espécie, segundo Carpenter , 2010.
V.R? Valores de referéncia para a espécie, segundo Brito et al., 2004.

Tabela 4. Valores das medianas para as variaveis da linhagem branca dos coelhos submetidos ao procedimento
cirdrgico dos grupos controle e tratado

Leucécitos Segmentados Linfécitos Mondcitos Eosindfilos

(/mm?3) (%) (%) (%) (%)
Pré Pés Pré Pés Pré Pos Pré Pés Pré Pos
Ml 7500 5800 29,0 47,0 56,0 330 90 50 3,0 1,0
Controle Mil 6600 7300 350 370 53,0 550 50 80 2,0 2,0
Mill 8900 8300 26,0 32,0 610 590 60 90 2,0 3,0
Ml 5950 5950 32,5 35,0 57,0 590 7,5 6,5 2,5 1,5
Tratado Mil 5300 4600 41,0 33,0 52,0 580 40 80 4,0 3,0
Mill 8000 7350 29,0 37,5 635 500 35 7,0 2,0 3,0
V.R! 5000-12000 35-55 25-50 2-10 0-5
V.R? 5.200-12.500 20-75 30-85 1-4 1-4

V.R". Valores de referéncia para a espécie, segundo Carpenter , 2010
V.R? Valores de referéncia para a espécie, segundo Brito et al., 2004.

Observam-se valores das medianas dentro da referéncia da espécie para as
variaveis da linhagem vermelha e da linhagem branca, apés comparacdo dos
valores obtidos para cada uma das variaveis, no pré e pdos-cirdrgico.

A tabela 5 indica os valores da mediana das variaveis utilizadas na avaliacdo

do perfil renal e hepético.
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Tabela 5. Valores das medianas da bioquimica sérica dos coelhos submetidos ao procedimento cirlrgico dos
grupos controle e tratado

Grupos Ureia Creatinina ALT AST FA

Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés

Ml 33* 40* 1,2 1,0 134* 178* 44 76 144 284*

Controle M| 50* 47* 1,2 1,1 69 90* 41 45 139 201*
Ml 42%* 44%* 1,2 1,2 106* 78* 42 30 210* 148*

Ml 39* 33* 1,3 1,1 119* 113* 53 34 195*% 191*

Tratado M| 43* 41* 1,3 1,1 84* 117* 44 49 153* 196*
MIII 45* 48* 1,4 1,4 116* 119* 46 59 151* 158*

V.R! 15-30 0,8-2,5 14-80 14-113 15-30
V.R® 13-29 X 40-80 14-113 70-145

V.R". Valores de referéncia para a espécie, segundo Carpenter , 2010.
V.R2. Valores de referéncia para a espécie, segundo Brito et al., 2004.
* Parametros acima dos valores de referéncia para a espécie segundo a literatura consultada.

Os resultados dos perfis hepatico e renal demonstraram valores dentro da
referéncia da espécie para as variaveis creatinina e AST e valores acima para as
variaveis ureia, ALT e FA. As variaveis que apresentaram valores fora da referéncia,
foram submetidas ao teste T pareado e quando ndo apresentaram normalidade ou
homogeneidade de variancia, optou-se pelo teste de Wilcoxon. Os resultados
estatisticos indicaram que houve diferenca apenas para os valores de ureia
(p=0,008) no grupo tratado de MI, havendo uma diminuicdo desses valores nesse
grupo quando comparado ao controle. As demais variaveis, apesar de estarem
acima dos valores de referéncia ndo apresentaram diferencas estatisticas entre
grupo controle e tratado. Acredita-se que fatores como alimentagéo, o estresse da
manipulacdo diaria e o ambiente podem ser responsaveis por essas variacfes
prévias ao tratamento. Com base nos resultados laboratoriais pode-se concluir que o
biomaterial ndo apresentou toxicidade sistémica e ndo causou alteracdes nas
células da linhagem vermelha e branca.

Ao exame macroscopico do local da implantacdo do biomaterial foi observada
na pele dos animais tratados, ao final da primeira semana pés-operatéria, uma area
circular, hiperémica, com diametro variavel, exatamente sobre o local onde o
cimento 0sseo havia sido implantado. A evolugdo desse achado ocorreu de duas
formas distintas: houve a reducdo da hiperemia, ndo havendo mais sinais de
alteracdes locais no momento da eutandsia (Figura 3) ou houve o aumento da

hiperemia, com crescimento da lesdo, culminando, em oito animais, no
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aparecimento de &reas circulares enegrecidas, sugestivas de necrose da pele,
visualizadas no momento da eutanasia (Figura 4). Os animais do MI apresentaram
hiperemia discreta da pele sobre o implante, entretanto ndo ficou evidenciada a
presenca de alteracfes sugestivas de necrose e nem foi observada a resolucéo das
lesbes existentes, talvez pela data da eutanasia, impedindo a possivel evolucéo ou a
resolucao das lesdes. Os animais do MIl apresentaram as duas formas de evolugao
da lesao, entretanto o tempo transcorrido até a data da eutanasia nao foi suficiente
para que houvesse a resolucdo da necrose de pele. Esta afirmacdo se confirma
pelos os animais do MIll, que também apresentaram as duas formas de evolucéo,
mas que devido ao maior tempo decorrido apresentaram resolucdo completa das

lesBes ao término da avaliacao.

Figura 3. Fotografia representando a resolugdo macroscoépica da lesdo de pele em um animal tratado, aos 28
dias de pés-operatério. A — Notar a presenca de area discretamente hiperémica, circular, com diametro
semelhante ao do cimento 6sseo implantado (seta) aos seis dias de p6s-operatério em um coelho do MIl. Be C —
Notar a resolucédo da leséo, ndo sendo mais observada a area hiperémica aos dez dias de p6s operatério e no

momento da eutanasia respectivamente.
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Figura 4. Fotografia representando a evolugdo macroscopica da leséo de pele em animal do grupo tratado, aos
90 dias de pos-operatorio. A e B — Notar a presenga de area hiperémica com discreto enegrecimento, circular,
com diametro semelhante ao do cimento 6sseo implantado (circulos) aos seis e dez dias de pds operatério
respectivamente. C — Presenca de pontos enegrecidos no local, sugestivos de necrose (setas), no momento da

eutanasia.

Ao exame macroscépico do tecido nervoso foram observadas lesbes
macroscopicas na regido dorsal do cérebro ou sinais de sua cicatrizacdo em todos
0s animais tratados no estudo. Em todos os oito animais tratados de MI foram
visualizadas, na superficie cerebral, areas circulares com didmetros semelhantes
aos do cimento 0sseo, de coloracao esverdeada e com vasos sanguineos congestos
(Figura 5 A). Em MIl e MIII todos os animais apresentaram alteracdes no local do
implante do cimento 0sseo, contudo o tecido de coloracdo esverdeada deu lugar a
um tecido de cor branca, com aspecto cicatricial, onde ndo se observou
macroscopicamente a presenca de vasos sanguineos (Figura 5 B e C). Os animais
dos grupos controle ndo apresentaram alteracdo da coloragéo cerebral na regido
operada em nenhum dos momentos experimentais (Figura 5 D, E e F). Apesar das
alteracbes macroscopicas no tecido nervoso dos animas do estudo ndo foram
observadas alteracdes neurologicas, e todas as coelhas permaneceram alertas,

conscientes e deambulando normalmente.
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Figura 5. Fotografia do cérebro de animal do grupo tratado com o cimento 6sseo a base de B-TCP e de animal
do grupo controle. A, B, C - cérebro dos animais dos grupos tratados do MI, MIl e MIIl respectivamente. A - Notar
alteragao local (circulo) com formato semelhante ao do cimento dsseo, de coloragdo esverdeada com congestéo
vascular. Em B e C notar mudanca da coloracéo do tecido, com a formag&do de um tecido com aspecto cicatricial,
onde ndo foram visualizados macroscopicamente 0s vasos sanguineos (seta). D, E, F. - cérebro dos animais dos
grupos controle do MI, MIl, e MIll respectivamente, onde ndo foram observadas as alteragBes encontradas no

grupo tratado.

A localizacdo, o formato e o tamanho das lesdes, condizentes com os do
cimento utilizado e a auséncia de alteracdes semelhantes no grupo controle levantou
a possibilidade da participacdo do biomaterial no processo. Pelo carater agudo das
lesGes, suspeitou-se que as alteragbes pudessem estar ocorrendo no momento da
implantagdo do material, e o primeiro passo foi verificar o pH do cimento ainda
moldavel. Para essa andlise foram obedecidas todas as orientagbes do fabricante
para a mistura dos componentes. Ap6s 3 minutos, 0 cimento ainda moldavel foi
completamente diluido em 30 ml de agua destilada e, com auxilio de um
peagametro, seu pH foi mensurado, chegando-se a um valor de 3,38. O valor do pH
encontrado é inferior a faixa de 6,5 — 8,5 relatada por Driessens et al. (1997) como
ideal para os cimentos 6sseos, durante e ap0s a implantacéo, para evitar os efeitos

citotéxicos.
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O baixo valor de pH encontrado pode ter relacdo direta com a proporgéo de
liquido/pé utilizada na preparacao do cimento 6sseo. No presente estudo foi utilizada
uma relacdo liquido/pé de 1:1, diferente da utilizada por Xia et al. (2006). Estes
autores, utilizando uma relacao liquido/p6 de 0,57 relataram as menores taxas de
mortalidade celular in vitro nas amostras obtidas a partir de H3PO4 2M. Sendo assim,
acredita-se que as lesbes encontradas no exame anatomopatolégico ocorreram
devido ao excesso de acido utilizado para a preparacdo do cimento 0sseo que, ao
nao reagir totalmente com a fase solida, reduziu o pH do biomaterial no momento da

sua implantacéo.
Analise por Tomografia computadorizada

A reconstrucdo em trés dimensfes (3D) das imagens tomogréaficas das
amostras do tecido 6sseo craniano retirado dos coelhos estd demonstrada na figura
6. Como as imagens dos animais do segundo momento experimental foram perdidas
no banco de dados do tomdgrafo elas ndo serdo apresentadas.

Na imagem tomografica das amostras do grupo controle aos sete dias (Figura
6A) a coloragao escura observada no interior do defeito indica que o tecido presente
nesse local possui baixa densidade, ndo sendo detectado pelo tomégrafo,
permanecendo o defeito com didmetro semelhante ao inicial. Na imagem 6B (grupo
tratado aos sete dias) observa-se o preenchimento do defeito por material com
densidade semelhante a do tecido 6sseo, observada pela coloracdo homogénea na
regido. Acredita-se que esse material seja o cimento 6sseo, pelo tempotranscorrido
da sua implantacdo até a andlise. Nao foram observados indicios de absorcéo ou
migracdo do biomaterial, sugeridas pela uniformidade da coloracdo no local.
Observar na figura 6C (grupo controle aos 90 dias) a redu¢éo do diametro do defeito
devido ao aparente crescimento de tecido 0sseo. Acredita-se que as regides de cor
preta observadas no interior do defeito tenham sido preenchidas por tecido
conjuntivo, que pela baixa densidade ndo sao detectados pelo tomdégrafo.O
preenchimento de um defeito 6sseo por tecido conjuntivo, de tal forma que esse
impeca a reparacdo Ossea completa, caracteriza, segundo Schmitz e Hollinger
(1986), um defeito de tamanho critico. Na figura6D (grupo tratado aos 90 dias) nota-
se alteracdo de coloracdo na regido do defeito 0sseo bem como a presenca

depontos pretos no interior defeito, sugerindo uma possivel absor¢cado do biomaterial.
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Devido a semelhanca entre as densidades do tecido ésseo (1310 UH)e do
biomaterial (1357 UH) nado foi possivel a diferenciagdo entre o biomaterial
implantado e um possivel crescimento de tecido O0sseo novo, pois ambos se

apresentaram nas imagens com mesma coloracéo.

Figura 6. Reconstrugdo em trés dimensdes das imagens tomogréficas das amostras de tecido 6sseo retirado do
cranio dos coelhos. A e B - Face externa de amostras de tecido ésseo retirados do cranio de coelhos do grupo
controle e tratado, respectivamente, aos sete dias. C e D - Face externa de amostras de tecido ésseo retirados

do cranio de coelhos do grupo controle e tratado, respectivamente, aos 90 dias.

A tabela 6 indica a média e os desvios padrdo das densidades em UH do
material retirado do cranio dos coelhos dos grupos controle e tratado ao longo dos

momentos experimentais.

Tabela 6. Médias e desvios padrdo das densidades em UH dos grupos controle e tratado nos momentos

experimentais MI, Mll e Ml

Densidade (UH) Valores de p
Ml Ml MIlI MI-MlII MI-MilI MII-MIII
-183,45 -60,32 -7,43
Controle (C) (x102,4) (£2,5) (£29) 0,41 0,23 0,71

985,05 692,00 427,85
Tratado (T) (#213,1)  (+186,7) (¥179,3) 0,003* <0,001*  0,006*

Valores de P
Controle x tratado < 0,001* < 0,001* 0,001~

* Houve diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste ANOVA. C — grupo controle. T - grupo tratado.
Densidade do tecido 6sseo - 1310 UH

Densidade do biomaterial -1357
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A andlise revelou que houve aumento dos valores das médias das
densidades na regido do defeito 6sseo no grupo controle entre sete, 28 e 90 dias
sem haver, contudo, diferenca estatistica entre os trés momentos, conforme tabela
6. Com base no principio da escala Hounsfield (UH), onde materiais de baixa
densidade apresentam coloracdo mais escura, € possivel afirmar que existe uma
menor quantidade de tecido no interior do defeito 6sseo aos sete dias comparado
aos 28, que apresentou menor quantidade do que aos 90 dias, entretanto, conforme
ja relatado, nao foi possivel identificar o tipo de tecido presente no interior do defeito
em cada momento.

A tomografia também revelou uma diminuicdo das médias das densidades na
regido do defeito 6sseo nos animais dos grupos tratados, ao longo do tempo, com
diferencas estatisticas entre 0s momentos experimentais, como pode ser observado
na tabela 6. A densidade do cimento 6sseo antes de sua implantacdo, obtida a partir
da escala de cinza, foi 1357 (UH). Com esse dado é possivel sugerir a absor¢édo do
cimento 6sseo ao longo do tempo, visto que todos os valores das médias das
densidades obtidos para o grupo tratado decrescem ao longo do tempo.

Ainda de acordo com a tabela 6, foi observada diferenca estatistica entre as
médias das densidades entre os grupos controle e tratado em cada momento
experimental, sendo esse resultado esperado pela presenca do cimento 6sseo até a
ultima observacao, ja que segundo Kawachi et al. (2000) este material € apenas
parcialmente reabsorvido em 15 semanas apo0s implantacdo. Apesar do valor das
médias das densidades 0sseas no local do defeito ser inferior ao do tecido ésseo
integro (1310 UH) em todos os momentos experimentais, a presenca do biomaterial
exerce funcdo mecéanica protetora ao tecido nervoso.Essa caracteristica é
importante visto que a exposicdo desse tecido gera, ao longo do tempo, altos indices

de lesdes cerebrais e disfuncdes neurologicas (HAN et al., 2008).
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CONCLUSOES

O cimento 6sseo avaliado é moldavel, de facil manipulacdo transcirurgica e
tem seu endurecimento in situ com auséncia de liberacéo de calor.
O biomaterial ndo causa toxicidade sistémica nem alteracdes nas células da

linhagem vermelha e branca.

PERSPECTIVAS

O cimento dsseo avaliado apresentou caracteristicas desejaveis para a
utilizacdo in situ, entretanto sdo necessérias modificacdes em sua formulacao.
Sugere-se a reducédo da relacdo liquido/p6 para permitir a completa reacdo do acido
com a fase sdlida, elevando pH, ndo ocasionado assim as alteracdes
anatomopatologicas macroscoépicas acima descritas.
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CAPITULO IV

CIMENTO A BASE DE B-FOSFATO TRICALCICO EM DEFEITOS OSSEOS
CRIADOS NO CRANIO DE COELHOS - AVALIACOES POR DIFRACAO DE
RAIOS X E HISTOLOGICAS.

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a utilizacdo de um cimento 6sseo a base
B-fosfato tricalcico (B-TCP), em defeitos 6ésseos de tamanho critico no cranio de
coelhos. Foi realizado um defeito 6sseo de 15 mm no cranio de coelhos, onde foi
implantado o cimento 0sseo ainda moldavel. Os 33 coelhos operados foram
separados em trés momentos experimentais de acordo com o tempo até sua
eutanasia (sete, 28 e 90 dias), sendo cada momento composto por oito animais
tratados e trés controles. ApGs a eutanasia foram retiradas amostras de tecido 6sseo
craniano contendo o defeito e encaminhadas a anéalises. Duas amostras dos animais
tratados, em cada momento, foram analisadas por difracdo de raios X (DRX), sendo
previamente desintegrado em almofariz de porcelana até assumir aspecto farinaceo
para analise por um difratbmetro. Foi avaliada a alteracdo de cristalinidade do
biomaterial no decorrer do tempo. Em seguida, as amostras restantes foram
processadas conforme técnicas rotineiras para realizacdo da analise histologica. A
DRX revelou a reducdo da cristalinidade do biomaterial ao longo do tempo e sua
substituicdo por materiais organicos de baixa cristalinidade. A histologia revelou a
osteocondutividade do biomaterial, sua capacidade de se integrar ao tecido 6sseo e
a possivel participacdo celular em sua absorcdo. Entretanto, as alterac6es causadas
no momento de sua implantacdo aparentemente retardaram o inicio da formacéo de
tecido 0sseo novo, culminando em uma menor producdo Ossea aos 90 dias,
comparando-se ao grupo controle. Conclui-se que o material € absorvido in vivo,
osteocondutor e osteointegravel.

Palavras-chave: biocompatibilidade, reparacdo 6ssea, osteoconducéo.
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B-TRICALCIUM PHOSPHATEBASEDCEMENT IN CRANIAL BONE DEFECTS OF
RABBITS — X-RAY DIFFRACTION AND HISTOLOGICAL ANALYSIS.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the use of a bone cement
based on B-tricalcium phosphate(B-TCP), in critically sized-bone defects in the skull
of rabbits. A 15mm diameter defect was made on the skull of the animals, where
bone cement was implanted while still moldable. The 33 rabbits operated were
separated into 3 experimental moments according to the date of euthanasia (7, 28
and 90 days); 8 treated and 3 control animals were euthanized in each moment. After
the animals’ euthanasia in each experimental moment, samples containing the defect
and cranial bone tissue were collected. Two samples of treated group animals were
directed to X-ray diffraction (DRX), being previously disintegrated in porcelain mortar
to powder and then analyzed in a difractometer. The alteration in the biomaterial
crystallinity was evaluated through time-points. Ultimately, 27 samples were
processed according to routine techniques for histological analysis. Bone formation
from the biomaterial was evaluated, as well as its absorption and cellular aspects at
the cement/bone tissue interface. DRX showed a reduction in the crystallinity of the
biomaterial and the possible replacement of it for organic material of low crystallinity.
Histology revealed the biomaterial osteoconductivity, its capacity to integrate to bone
tissue and a possible participation of cells during its absorption. However, alterations
caused in the moment of its implantation have delayed the beginning of bone
formation, resulting in an apparent lower bone production at 90 days, comparing to
control group. It can be concluded that the material is degraded in vivo and that it is
osteoconductive and integrates to bone tissue.

Key words: biocompatibility, bone regeneration, osteoconduction
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INTRODUCAO

Cimentos 6sseos formulados a partir de fosfatos de calcio (CFC) foram
desenvolvidos (GROVER et al., 2006; XIA et al., 2006) e testados para a reparacéo
de defeitos 6sseos (CHEN et al.; 1998; THEISS et al., 2005), merecendo destaque
por serem osteocondutores e biocompativeis. Os principais produtos obtidos a partir
da interacdo entre os componentes utilizados para obtencdo dos CFCs sao: a
apatita deficiente em célcio [Cag(HPO.)(PO4)sOH] e a brushita [CaHPO4.2H,0]. A
maioria dos estudos tem se dedicado a cimentos de apatita devido a trés motivos: (i)
a apatita é a fase de fosfato de calcio presente no tecido ésseo, (i) os cimentos de
apatita sdo mecanicamente mais favoraveis e (iii) ao contrario do cimentos de
brushita, os cimentos de apatita tem sua reacdo em pH proximo ao fisiolégico
(LEMAITRE,1995; BOHNER, 2000). Entretanto, a brushita é mais soltvel do que a
apatita em condic@es fisiologicas e, consequentemente, tem demonstrado ser mais
rapidamente absorvida apos sua implantacdo em modelos animais (KLEIN et al.,
1985, APELT et al., 2004). Dessa forma, tal caracteristica permite que sua absorcéao
seja intimamente seguida pelo crescimento de tecido 6sseo novo (CONSTANZ et al.,
1997).

Segundo Theiss et al. (2005) a absorcdo de cimentos ésseos de brushita
ocorre a partir da dissolugcdo do biomaterial nos fluidos extracelulares e pela agéao
direta de macréfagos. A absorcao desse biomaterial através da dissolucdo em meio
fisiologico foi avaliada in vitro por Grover et al. (2006) em seu estudo do
comportamento desse biomaterial em solucédo salina tamponada e soro fetal bovino.
Os autores relataram que o processo envolve a erosao, a fragmentagéo e por fim a
dissolugdo nos fluidos adjacentes, com liberacdo de ions calcio e fosfato para o
meio. A absor¢cdo dos cimentos 0sseos de brushita in vivo, segundo Apelt et al.
(2004) ocorre através de mecanismos celulares, principalmente através de
macrofagos. Esses, quando ndo se deparam com particulas suficientemente
pequenas para serem fagocitadas individualmente se fundem, formando células
conhecidas como células multinucleadas (HAM, 1972).

A absorcdo dos cimentos d&sseos ou de diferentes biomateriais
osteocondutores deve ocorrer paralelamente a reparagcéo do tecido 0sseo. Gosain
et al. (2003) comprovaram que nos defeitos 0sseos cranianos hd a participacéo
direta dos tecidos moles adjacentes no processo da reparagcdo. Os autores
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avaliaram o efeito do isolamento da dura-mater e do periésteo na reparacao de
defeitos cranianos em coelhos imaturos e maduros esqueleticamente. Afirmaram
gue a dura-mater exerce papel maior que o peridsteo na osteogénese, em ambos 0s
grupos, e que essa meninge é responsavel pelo crescimento 6sseo no interior do
defeito em forma de “ilhas”. Demonstraram ainda que o periésteo tem um papel
importante no crescimento 6sseo periférico.

Embora o tecido 0sseo possua alta capacidade de reparacdo espontanea,
esse potencial € limitado pelo tamanho do defeito. Sendo assim, para ser utilizado
de forma a permitir uma real avaliagdo da participacdo do biomaterial no reparo
0sseo de determinado enxerto ou implante, o defeito 6sseo criado deve ser
considerado critico, ou seja, grande o suficiente para prevenir que o coagulo
organize-se levando ao fechamento espontaneo por tecido 6sseo, ocorrendo, em
vez deste, a formacdo de um tecido conjuntivo fibroso (FRAME, 1980; SCHMITZ e
HOLLINGER, 1986). Diversos autores trabalharam com esse conceito de defeito
critico em coelhos e afirmaram, ao término de seus estudos, que um defeito de 15
mm de diametro realizado no cranio dessa espécie é considerado um defeito critico
(FRAME 1980; CHEN et al., 1998; MOGHADAM et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de um cimento 6sseo
formulado a partir do - fosfato tricalcico (B-TCP) aplicado em defeitos 6sseos de
tamanho critico no cranio de coelhos através de analises por difracdo de raios X e
pela histologia.A hipdtese levantada é que o biomaterial seja biocompativel,

osteocondutor,absorvido e osteointegravel.

MATERIAL E METODOS
Biomaterial

O cimento o0Osseo utilizado no presente trabalho foi desenvolvido por
Albuquerque (2012) e obtido a partir da mistura entre uma fase soélida composta por
duas ceramicas — B-fosfato tricalcico [Caz(PO,),] (B-TCP) e sulfato de calcio di-
hidratado (CaSO,. 2H,0 - gesso) e uma fase liquida - &cido fosférico (H3PO,4) 2M. O
B-TCP foi obtido a partir da mistura das solu¢des de hidroxido de calcio [Ca(OH)2],

acido fosforico e acido latico [(C3HsO3]. A mistura obtida foi entédo sinterizada a uma
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taxa de aquecimento de 5°C/min, onde, apds atingir a temperatura de 1200°C,foi
mantida durante 1 hora, obtendo-se o B-fosfato tricalcico conforme as equacdes:

9Ca(OH)2(aq) + 6H3PO4(|) — Cag(HPO4)(PO4)5OH(aq) + 17H20(|) eq.(Ol)
Cag(HPO4)(PO4)5OH(aq)A—> 3C33(PO4)2(S) + H,0 eq_(OZ)

As proporc¢des das ceramicas utilizadas para composicédo da fase solida ndo
serdo informadas ao longo do presente trabalho uma vez que a produgéo do cimento

encontra-se em processo de patente.
Modelo experimental

O experimento foi aprovado pela Comiss&o de Etica no uso de animais — UFV
namero 116/11, sendo coordenado pela médica veterinaria Andréa Pacheco Batista
Borges, CRMV-MG 2772.

Foram utilizados neste projeto 33 coelhos da raca Nova Zelandia, com peso
médio de 3,5Kg e idade entre cinco e seis meses. Para controle de ectoparasitas,
cada animal recebeu ivermectina*'na dose de 0,4 mg/Kg por via subcutanea e foi
acondicionado em gaiola individual, previamente higienizada com agua corrente e
desinfetada com fogo, onde permaneceram por dois meses para aclimatacdo. Foi
fornecida racédo comercial e feno uma vez ao dia e 4gua ad libitum.

Os 33 animais foram divididos separados aleatoriamente em trés momentos
experimentais (Tabela 1) correspondentes a respectiva época de eutanasia,
denominados MI, MIl e MIIl, onde cada momento avaliado foi composto por 8

animais tratados e 3 animais controle.

Tabela 1. Epoca do sacrificio dos animais por momentos e em dias

MOMENTO EPOCA DE EUTANASIA
Momento um (Ml) Sete dias
Momento dois (MIl) 28 dias
Momento trés (MIII) 90 dias

Yvermic®. Microsules. Porto Alegre, Brasil
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Procedimento cirdrgico

Cada animal recebeu imediatamente antes do procedimento 20 mg/Kg de
cefazolina*®por via intravenosa como antibioticoterapia profilatica. A inducdo

anestésica se deu com propofol*®

, ha dose de 6 mg/Kg, por via intravenosa. Os
animais foram intubados com sonda endotraqueal n° 2,5 e mantidos anestesiados
com isoflurano®, diluido em oxigénio 100% em quantidade suficiente para a
realizacdo do procedimento. A tricotomia abrangeu a por¢do dorsal do cranio,
estendendo-se da base das orelhas até o processo supraorbital rostral, sendo as
palpebras superiores os limites laterais. A antissepsia seguiu o padrao adotado pelo
DVT-UFV e os animais foram posicionados em decubito esternal.

Foi realizada uma incisdo retilinea na pele, no sentido caudorostral, com
aproximadamente 4 cm de comprimento sobre a crista sagital externa, estendendo-
se até a regido interorbital. O peridsteo foi incisado e também afastado no sentido
lateral, permitindo assim, a visualizagdo do encontro entre a sutura coronal e sagital,
ponto conhecido na medicina humana como bregma.

Um defeito de 15 mm de diametro foi demarcado na superficie 6ssea com uso
de uma broca trefina® conectada a uma perfuratriz elétrica’®, na velocidade de 5000
rpm e irrigacdo continua com solucéo fisiologica estéril. A trefina foi posicionada de
tal forma que o bregma se encontrava no centro do defeito (Figura 1 A e B).

Caudal

Rostral ) Rostral

Figura 1. Procedimento cirargico para realizagcao do defeito experimental no cranio de coelho. Posicionamento da

trefina (A) de forma que seu centro foi sobreposto ao bregma (seta tracejada) (B).

2cefazolina sédica — Aurobindo. Anapolis, Brasil.
13Propofol® — Eurofarma. Sao Paulo, Brasil.
|sofluorano® - Cristalia. Sdo Paulo, Br

Trefina Dentoflex. Sao Paulo, Brasil.

®perfuratriz Black & Decker RT 650. Towson, USA.
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Em seguida, com o auxilio de um microscopio cirargico, foram utilizadas
brocas de desbaste!’ conectadas & perfuratriz elétrica para desbastar o tecido
0sseo, sob irrigacdo continua com solucao fisiologica estéril, até a exposicdo da
dura-mater em toda a extenséo do defeito. Para a obtenc&o do cimento a fase solida
foi misturada a liquida, ambas previamente esterilizadas em autoclave a 120°
durante sete minutos, em proporcdo de 1:1, com auxilio de uma cuba inox e um
bastédo de vidro esterilizado, onde permaneceu por trés minutos. O material formado,
ja com aspecto de um cimento moldavel, foi depositado no interior do defeito de
forma a cobri-lo em toda a sua extensdo, sendo sua espessura limitada pela do

cranio de cada animal (Figura 2).

Caudal

Figura 2. Defeito critico em cranio de coelho realizado com preenchido com cimento 6sseo a base de B-TCP. * -

centro do defeito; limite do defeito (seta preta).

Foi realizado apenas um plano de sutura, uma vez que nao foi possivel
realiza-la no periésteo. A sutura da pele foi realizada em padréo colchoeiro com fio
nao-absorvivel de nailon*®. Todos os animais receberam no pés-operatério imediato
1mg/Kg de morfina® por via subcutanea, por dois dias com intervalo de 12 horas. O
grupo controle foi submetido ao mesmo procedimento anestésico/cirdrgico bem
como aos mesmos cuidados pos-operatérios, entretanto nenhum tipo de
preenchimento foi realizado no defeito, permanecendo apenas o coagulo que

normalmente é formado.

YBrocaKG Sorensen®.Medical Burs.Cotia, Brasil
18NyI0n®.Shann.Boa Vista, Brasil
Dimorf®. Cristalia LTDA. Itapira, Brasil
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Aos dias sete, 28 e 90 pos-cirdrgicos os animais dos momentos Ml, Mll e Mili
respectivamente foram sacrificados com sobredose anestésica de propofol e cloreto
de potassio®®, ambos por via intravenosa. Foi removido um fragmento retangular de
tecido 6sseo craniano, contendo o defeito em seu interior, conforme figura 3. Os
fragmentos foram armazenados em formol 10% até o inicio das analises por difracédo

de raios X e histolégica.

Figura 3. Desenho esquemético do cranio de coelho representando o fragmento ésseo retangular retirado,

contendo o defeito 6sseo em seu interior (circulo).

Com o objetivo de determinar a natureza (organica ou inorganica) do material
presente no interior do defeito aos sete, 28 e 90 dias, utilizou-se o teste de difracao
de raios X (DRX). Foram selecionadas aleatoriamente, dentro do grupo tratado, duas
amostras de cada momento experimental para a realizacdo da DRX, sendo as
demais reservadas para histologia. As amostras destinadas a DRX foram secas em
estufa elétrica a 55°Cdurante 72 horas. Para a retirada do material foi utilizada a
mesma trefina de 15 mm de diametro e a mesma perfuratriz elétrica utilizada para
criar o defeito 6sseo, na velocidade de 5000 rpm. O centro da trefina foi posicionado
no bregma, sendo retirada uma amostra com o mesmo didmetro inicial do defeito.
Foi realizada também a DRX no tecido 0sseo integro e no biomaterial antes de sua
implantagéo como controle para comparagao com as amostras experimentais.

Em seguida o material obtido foi desagregado em almofariz de porcelana até
assumir aspecto farinaceo e acondicionado no interior de um difratbmetro da marca
Rigaku D-Max modelo Geiger Flex equipado com tubo de cobalto (radiacédo Co-Ka, A

=1,79026 A), com um monocromador de cristal curvo de grafite no feixe difratado,

2%k cl 10%. Isofarma. Precabura Eusébio, Brasil.
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operado com diferenca de potencial de 40 kV e corrente elétrica de 30 mA. As
varreduras foram realizadas no modo passo a passo em intervalo de 10 a 70° 26
com 0.05° de incremento e 2 segundos de contagem de tempo em cada passo. Os
resultados obtidos foram apresentados na forma de gréficos obtidos a partir do
programa “X Powderver.2010.01.28 pro” e em analise descritiva.

As amostras dos cranios destinadas ao exame histologico foram fixadas em
formol 10% tamponado por um periodo de aproximadamente sete dias. Em seguida
o material foi descalcificado, individualmente, em uma solucdo de &cido formico a
10% tamponado com citrato de sédio para pH 4,5 por aproximadamente 40 dias
sendo entdo seccionado no sentido transversal ao eixo do cranio. Terminada a fase
de descalcificacdo, as amostras foram lavadas em &gua corrente e entédo
desidratadas em alcool etilico a 70, 80, 90 e 100% durante 90 minutos em cada
etapa e repetida a 100%. Posteriormente, foram diafanizadas em dois banhos de
xilol por 30 minutos cada e embebidas em dois banhos de parafina, em estufa a 58
°C por 45 minutos. De cada bloco de parafina foram obtidos dois cortes de 5uym em
micrétomo rotativo e montados em laminas de vidro, sendo submetidos as técnicas
de coloracdo com Hematoxilina-Eosina. Os resultados histoldégicos foram
interpretados e apresentados por analise descritiva avaliando-se os tipos celulares
presentes, caracterizando-se o processo de formacao 6ssea no interior do defeito.

Para a aquisi¢do das imagens fotograficas das laminas histolégicas utilizou-se
um microscépio Olympus CX31, com camera Olympus SC20 acoplada e programa
amalySISgetIT versdo 5.1. As imagens panoramicas dos defeitos 6sseos foram
obtidas a partir de uma lupa Wild Heerbrugg, Modelo M5A em aumento de 25 vezes

e sobrepostas utilizando o programa Abode Photoshop CS2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise pela difracdo de raios X

A andlise do difratograma do cimento 6sseo antes de sua implantacéo (Figura
4) identificou picos altos e agudos, caracteristicos do -TCP, do gesso e da brushita
(DCPD), identificados a partir de seus respectivos CPDS Cards (MINCRYST, 2012),

condizentes com amostras de elevada cristalinidade. De forma semelhante, Xia et

65



al., (2006) e Juncioni et al (2005) também relataram o aparecimento de brushita em
cimentos 6sseos formulados a partir de B-TCP e acido fosforico.

(13

4000 -

3500 - @ Brushita

& Gesso
& B-TCP
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- - : : =
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Figura 4. Difratograma do cimento ésseo a base de B-TCP, antes da implantagéo.

Na figura 5 tem-se o difratograma do tecido 6sseo intacto, onde ndo s&o
visualizados os picos altos e agudos caracteristicos de materiais cristalinos, sendo,

entretanto observada uma ombreira tipica de materiais organicos de baixa
cristalinidade.

600 -

500 *

400 -

300

Intensidade (u.a.)

200

100

S 20 35 ) 65 80
28 (graus)

Figura 5 - Difratograma do tecido Osseo integro. Notar a presenca de uma estrutura denominada ombreira,
caracteristica de materiais organicos de baixa cristalinidade (*).

Os difratogramas do cimento 0sseo apdés sua implantacdo estao
demonstrados na figura 6, onde se tem a evolucao das altera¢des ocorridas no local
do defeito 6sseo em cada momento experimental, comparando-se com o
difratograma do cimento 0sseo antes de sua implantacdo e com o difratograma do
tecido 6sseo integro.
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Figura 6. Representacéo dos difratogramas do cimento 6sseo (C) antes de sua implantacdo, do material obtido
no interior do defeito 6sseo, ao longo dos momentos experimentais (sete, 28 e 90 dias) e do tecido 6sseo
craniano (0s). * Ombreira.

Aos sete dias percebe-se a manutencdo de todos os picos observados antes
da implantagdo do biomaterial, confirmando sua presenca no local nessa data.
Entretanto, ressalta-se uma discreta reducdo na cristalinidade da amostra,
observada pela diminuicdo do tamanho de alguns picos. Tal fato sugere o inicio da
absorcdo do biomaterial e sua substituicAo por materiais organicos de baixa
cristalinidade. Aos 28 dias apdés sua implantacdo, a perda da cristalinidade
acentuou-se, sendo observada pela reducéo significativa de alguns picos bem como
o desaparecimento de outros, sugerindo a continua absorcdo do biomaterial. Aos 90
dias, observou-se uma completa perda de cristalinidade, pelo desaparecimento
quase total dos picos caracteristicos do cimento 6sseo antes de sua implantacdo. De
forma semelhante a Martinez et al. (2012) foi observado também, aos 90 dias, o
aparecimento de uma ombreira na linha do gréfico, tipica de materiais organicos de
baixa cristalinidade. A perda gradual da cristalinidade do cimento 6sseo analisado
pela DRX ao longo dos momentos experimentais e o surgimento de uma ombreira
caracteristica de materiais organicos com baixa cristalinidade, comparavel ao do
tecido 0sseo, sugerem a absor¢cdo do biomaterial e sua substituicdo por tecido

dsseo.
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Andlise histologica

No grupo controle, ao longo dos momentos experimentais, ndo foi observado
o preenchimento completo do defeito por tecido 6sseo, sendo a maior parte
preenchida por tecido conjuntivo orientado paralelamente a superficie da ferida
(Figura 7), semelhante ao relatado por Chen et al. (1998) e Moghadam et al. (2004).
Esse fato caracteriza o defeito critico, permitindo assim, avaliacdo fidedigna da
influéncia do cimento 6sseo na reparacao de lesdes no cranio (OLIVEIRA, 2011). O
crescimento 0sseo, aos sete dias, ocorreu a partir das bordas da ferida, onde foram
observadas células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos, matriz 6ssea nao
mineralizada e tecido 6sseo recém formado (Figura 8). Nos momentos experimentais
seguintes o crescimento 0sseo também ocorreu a partir das bordas, entretanto
foram vistas trabéculas désseas recém formadas, a partir de agora chamadas de
“‘ilhas ésseas”, na regiao central do defeito (Figura 9), envoltas por tecido conjuntivo
e células da linhagem osteogénica. Gosain et al. (2003) sugeriram que este
crescimento 0sseo central estaria relacionado ao fornecimento de células
osteogénicas pela dura-méater, ao constatarem menor formacdo 6ssea semelhante
no cranio de coelhos que tiveram a meninge coberta por uma membrana
impermeavel, quando comparados aqueles em que a meninge foi mantida
descoberta.

Em nenhum grupo ao longo dos momentos experimentais foi observada a
presenca de células que indicassem um processo inflamatério crénico indesejavel,
como os linfécitos. Aos sete dias observou-se, nos grupos controle e tratado, um
infiltrado inflamatério predominantemente polimorfonuclear caracterizado como
agudo, que diminuiu aos 28 dias, ndo sendo mais observado aos 90 dias, sugerindo

a biocompatibilidade do biomaterial.
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Figura 7. Fotomicrografia do interior do defeito ésseo no cranio de um coelho do grupo controle aos 90 dias.
Notar a presenca de tecido conjuntivo (setas).H&E.

Figura 8. Fotomicrografia da borda do defeito dsseo no cranio de coelho do grupo controle aos sete dias. OM -
0sso maduro. OF — tecido 6sseo recém formado. Células mesenquimais indiferenciadas (seta preta). Ostedcitos
(seta branca). H&E.
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Figura 9. Fotomicrografia panoramica do defeito 6sseo no craniano de coelho do grupo controle aos 90 dias. A —

Crescimento de tecido 6sseo novo (seta fina) a partir das bordas do defeito (BD)25x, H&E .B - Crescimento

osseo em formato de “ilhas dsseas” no interior do defeito (seta larga). H&E.

No grupo tratado, aos sete dias, foi observada a presenca do biomaterial no
interior do defeito 6sseo, entretanto nédo foi visualizada a atividade osteogénica nas
bordas da leséo, diferente do observado no grupo controle na mesma data. Nao
foram observadas nesse local as células mesenquimais, os osteoblastos, a matriz
0ssea nao mineralizada nem o crescimento de tecido 6sseo novo a partir das bordas
(Figura 10). Nao foram visualizados também capilares sanguineos entremeados ao
biomaterial. Acredita-se que o meio acido propiciado pelo baixo pH do biomaterial
(3,38), conforme relatos pessoais de Dornas (2013), no momento de sua
implantacdo, tenha interferido no processo de absorcdo e reparacdo Ossea das
bordas do defeito. Tal fato deve-se, possivelmente a destruicdo local de células
precursoras de macrofagos, osteoclastos e osteoblastos, que segundo Park et
al.(2001)séao os responsaveis pelos processos iniciais de reparacdo, assim como a
destruicdo de proteinas indutoras do recrutamento e diferenciacédo celular, como as
proteinas morfogenéticas (WOZNEY, 2002) e a destruicdo dos vasos sanguineos,
responsaveis pelo aporte nutricional e celular aos locais lesionados segundo Chow,
(2009).
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Nas amostras teciduais obtidas aos 28 dias néo foi observado o completo
fechamento do defeito por tecido 6sseo, quadro semelhante ao encontrado no grupo
controle. Foi observado o crescimento de tecido 0sseo no interior do cimento,
limitando-se as bordas do defeito, com a presenca de osteécitos e areas de
formacao de matriz 6ssea recente (Figura 11), assim como relatado por Moghadam
et al. (2004). Nao foi observado crescimento 6sseo no centro do defeito. Acredita-se
que uma lesdo da dura-mater ocasionada pelo contato direto da meninge com o
cimento 0sseo tenha sido a causa para a auséncia de formacéo 6ssea no centro do
defeito, uma vez que segundo Gosain et al. (2003) ela tem participacdo no processo
de reparacao de defeitos 0sseos cranianos por fornecer células osteoprogenitoras

as regides distantes das bordas

Figura 10. Fotomicrografia da borda do defeito dsseo no cranio de coelho do grupo tratado aos sete dias.
Observar a presenca do biomaterial no interior do defeito (*),sem formacéo 6ssea na sua interface (setas) com o
tecido 6sseo.H&E.
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Figura 11. Fotomicrografia demonstrando o crescimento dsseo a partir da borda do defeito 6sseo do cranio de
coelho do grupo tratado aos 28 dias. Cimento 0sseo (setas pretas). Tecido 6sseo recém formado (TN).
Ostedcitos (circulos). Matriz 6ssea recente (seta branca).H&E.

Foi observado ainda aos 28 dias um intimo contato do biomaterial com o
tecido 6sseo recém formado nas bordas do defeito, sem a interposicdo de tecido
fibroso, demonstrando sua osteointegracdo (Figura 12), de forma semelhante ao
descrito por Theiss et al. (2005) no estudo da implantacdo de cimentos 0sseos de
brushita em tibia de ovelhas. Berghaus et al. (1984) definiram osteointegragdo como
a capacidade do material estabelecer uma ligacéo direta entre a superficie do 0sso,
sem a formacdo de um tecido fibroso entre eles, sendo uma das caracteristicas que
destacam os CFC como substitutos 6sseos (LEMAITRE et al.,, 1995). Segundo
Albrektsson e Johansson (2001), a osteointegracdo ndo € um evento isolado,
estando intimamente relacionado a biocompatibilidade e a osteocondutividade.
Sendo assim, segundo ele, materiais toxicos o suficiente para impedirem a
osteoconducdo n&do serdo osteointegrados. Dessa forma, a osteointegracéo
demonstrada pela figura 12 confirma a biocompatibilidade e a capacidade
osteocondutora do cimento 6sseo avaliado.

Diferentemente do grupo tratado aos sete dias, foi observado aos 28 dias, no
interior do defeito 6sseo a presenca de capilares sanguineos (Figura 13), fato
necessario para permitir o suprimento adequado de oxigénio e nutrientes, um pré-
requisito para a absor¢cdo e crescimento de tecido 6sseo novo (CHOW, 2009).

Observou-se também uma quantidade aparentemente menor do biomaterial no
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defeito 6sseo comparado ao grupo tratado de sete dias, fato esse condizente com a
reducgéo da cristalinidade observada aos 28 dias pela DRX.

Figura 12. Fotomicrografia do defeito dsseo craniano do grupo tratado aos 28 dias demonstrando a interface do
biomaterial com o tecido 6sseo. Setas pretas indicam um intimo contato entre o tecido ésseo e o
biomaterial. H&E.

Figura 13. Fotomicrografia do defeito ésseo craniano do grupo tratado aos 28 dias demonstrando a presenga de

vasos (seta larga) entremeados ao biomaterial (setas finas).H&E.

No terceiro momento experimental ainda ndo havia ocorrido o fechamento
completo do defeito por tecido 6sseo, assim como no grupo controle na mesma data,
sendo observado um padrdo de crescimento 6sseo limitado as bordas do defeito
(Figura 14). Relato semelhante foi feito por Haddad et al. (2006) que utilizou um

cimento 6sseo de fosfato de célcio, jA comercializado, em defeitos 6sseos criticos de
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15 mm no cranio de coelhos. Além disso, como relatado aos 28 dias, ndo foram
visualizadas ilhas 6sseas no interior do defeito. Esse fato reforca a tese da influencia
da lesdo na dura mater no crescimento 6sseo no centro do defeito, ndo permitindo
uma maior formacéo 0ssea apesar do tempo transcorrido. Observou-se reducao da
quantidade de biomaterial no defeito 6sseo de forma mais evidente do que o
relatado aos 28 dias, fato esse reforcado pela completa perda de cristalinidade do

biomaterial observada na DRX.

Figura 14. Fotomicrografia demonstrando o crescimento dsseo a partir das bordas do defeito craniano de coelhos
do grupo tratado aos 90 dias. Crescimento de tecido 6sseo novo (ON) a partir das bordas do defeito (BD), com
ostedcitos ativos (setas pretas). Biomaterial (setas amarelas).H&E.

N&o foi possivel quantificar a produgdo 6ssea em nenhum dos momentos
experimentais pela dificuldade em estabelecer de forma confiavel as bordas iniciais
do defeito pelo fato do tecido 6sseo recém formado assumir um aspecto maduro,
confundindo-se com os limites iniciais do defeito. Além disso, devido provavelmente
ao processamento, as amostras assumiram um formato curvo, impedindo a
mensuracao linear do defeito. Contudo, comparando-se qualitativamente as imagens
panoramicas do defeito 6sseo entre os grupos aos 90 dias (Figura 15), observa-se
uma formacdo 6ssea maior no grupo controle, a partir das bordas e a presenca das
“ilhas 6sseas”, o que pode estar relacionado com os mecanismos ja discutidos.
Mesmo assim, foi possivel caracterizar o biomaterial como osteocondutor, por
permitir o crescimento de tecido 6sseo em seu interior. A caracteristica
osteocondutora do cimento testado no presente estudo pode ser explicada devido ao
fato de que, no caso dos cimentos 0sseos, a absorcdo do biomaterial precisa existir
para que o processo de osteoconducdo ocorra, como relatado por Luvizuto et al.
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(2012). Segundo os autores, os cimentos de fosfato de calcio sdo previamente
fagocitados por células multinucleadas, ocorrendo a partir dai um aumento no
diametro dos poros existentes, permitindo assim o crescimento vascular, o aporte de
nutrientes e células, culminando na formacdo de tecido osso novo no interior do

biomaterial.

Figura 15. Fotomicrografia panoramica do defeito 6sseo craniano em coelho do grupo controle aos 90 dias (A) e
do grupo tratado (B). Observa-se em A uma producdo 0ssea aparentemente maior, a partir das bordas do (BD)
defeito, além das ilhas 6sseas (setas), que ndo sdo observadas na figura B. 25x, H&E.

Os mecanismos da absor¢édo dos cimentos 6sseos de fosfato de calcio ainda
nao estdo completamente esclarecidos, mas ja foi demonstrado que ela pode
ocorrer a partir da dissolugcdo em fluidos biolégicos (GROVER et al., 2006) e pela
atividade fagocitaria celular, principalmente por parte dos macréfagos ou por células
gigantes multinucleadas. Grover et al. (2006) relataram a reducdo da massa de
cimentos 6sseos, aos 28 e 90 dias in vitro em soro fetal bovino e fluido biolégico
simulado, formulados a partir de B-TCP e acido pirofosforico. A absorcdo do
biomaterial promove um aumento no diametro dos poros existentes, fato esse que
permite o crescimento vascular no interior do biomaterial, através dos quais chegam
células mesenquimais que dao origem aos osteoblastos, iniciando a producdo de
tecido 6sseo novo (CONSTANZ et al., 1997; APELT et al., 2004; THEISS et al.,
2005). Baseado nesses relatos acredita-se que a dissolucdo seja um dos
mecanismos responsaveis pela absorcdo do biomaterial avaliado. Foram

observadas células gigantes multinucleadas ao redor de particulas do biomaterial
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aos 28 e 90 dias (Figura 16), sugerindo a participagdo celular no processo de
absorcédo do biomaterial. A absorcdo do biomaterial in vivo sugerida pela histologia é
reforcada pela auséncia de migracdo do biomaterial para os tecidos adjacentes no

exame macroscopico apos as eutanasias.

Figura 16. Fotomicrografia do defeito dsseo no cranio de coelhos do grupo tratado aos 90 dias. Observar a
presenca de uma célula gigante multinucleada (seta) ao redor de particulas do biomaterial (*), sugerindo o
processo celular como um das formas de absor¢édo do biomaterial. H&E.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pela DRX e pelas analises histoldgicas, nas
condicdbes em que o presente estudo foi realizado, foi possivel caracterizar o
biomaterial como biocompativel e osteocondutor a nivel histolégico, possuindo a

capacidade de se osteointegrar, sendo absorvido in vivo.
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