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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a biocompatibilidade do cimento de fosfato de calcio, para verificar sua
eficacia como possivel substituto Gsseo.

METODOS: No presente trabalho, foi utilizado cimento de fosfato de célcio em rédio de 8
coelhos, separados em dois grupos (Gl e Gll), referentes aos tempos de observacéo de 12 e 26
semanas pos-operatérias, a fim de se observar as reagdes entre este biomaterial e o tecido
0sse0 do animal. Foram feitas andlises radiograficas e de densitometria Optica, além de
microscopia éptica e el etrdnica de varredura.

RESULTADOS: Observou-se, a final do experimento, que o cimento a base de fosfato de
clcio foi parcidmente reabsorvido durante o tempo de observacdo de 26 semanas,
apresentando biocompatibilidade, com auséncia de reacOes indesgjaveis que pudessem ser
atribuidas aos implantes.

CONCLUSOES: O cimento a base de fosfato de célcio foi biocompativel e parcidmente
reabsorvido no periodo de 26 semanas de observacdo. Tempos maiores de observacdo sdo
necessarios para a avaliacdo da reabsorcao.

Descritor es; Cimento de fosfato de calcio. Cimentos 6sseos. Biomateriais. Coel hos.

ABSTRACT

PURPOSE: The objective of this paper was to evaluate the biocompatibility of calcium
phosphate cement in radius of rabbits.

METHODS:. For this experiment, calcium phosphate were implanted in the radius of 16
rabbits, divided in two groups (Gl and Gll), according to postoperative follow-up of 12 and
26 weeks, respectively. Reactions of these biomaterials on animal bone tissue were observed.
X-ray, optical densitometry, optical microscopy and scanning electron microscopy analyses
were performed.

RESULTS: It was observed that calcium phosphate cement were partially resorbed during
the 26-week follow-up, showing biocompatibility, with absence of inflammatory or other
undesirable reactions due to the implants.
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CONCLUSIONS: Calcium phosphate-based cements did not cause inflammatory reactions
when in contact with the osseous tissue, and were therefore biocompatible. Follow-up periods
longer than 26 weeks are necessary to better evaluate the behavior of calcium phosphate-
based cement.

Key words: Calcium phosphates. Bone cements. Biocompatible materials. Rabbits.

I ntroducéao

Desde épocas passadas, 0 homem tem-se preocupado em restaurar ou substituir partes
danificadas do tecido 6sseo humano. Em meados do século XVII, Fallopius implantou uma
placa de ouro para restaurar um defeito craniano e, a partir dai, tem-se usado os implantes
para a substituicdo de partes danificadas do sistema 6sseo.

Numerosos materiais tém sido utilizados, porém muito poucos apresentam resultados
satisfatorios jA que a maioria provoca, em maior ou menor grau, resposta imunolégica do
organismo receptor. Dentre os materiais biolégicos encontram-se os enxertos autégenos, que
utilizam tecido 6sseo do préprio individuo, e os enxertos aldgenos, que consistem na
utilizagdo de tecido 6sseo de outro individuo, da mesma espécie, para a reconstituicdo da
parte danificada. Destes materiais, 0s enxertos autdogenos sdo mais utilizados devido a
resposta imunolégica, sendo sempre compativels, favorecendo o0s processos de
revascularizacdo e reparacdo. O enxerto 6sseo pode cooperar com trés funcbes para o
processo de consolidagdo: osteogénese, osteoinducao e osteoconduczo.®

A procura por um material moldavel para promover a reparacéo 0ssea tem sido a busca de
varios pesguisadores e cirurgifes interessados em acelerar a consolidacdo de fraturas ou
reconstruir defeitos 6sseos.*

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origens naturais ou sintéticas que
sdo toleradas de forma transitoria ou permanente pelos diversos tecidos que constituem os
6rgdos dos seres vivos.

O termo "cimento de fosfato de cdcio" (CFC) foi introduzido por Gruninger e
colaboradores.®: ®> Os CFC s3o materiais constituidos por um p6 e um liquido, os quais, a0
serem misturados, formam uma pasta que endurece espontaneamente a temperatura ambiente
ou corporal como resultado da precipitacdo de um ou vérios fosfatos de célcio.”

As caracteristicas que determinam os CFC biomateriais atrativos para a reconstituicdo ou
remodelacdo Ossea, sdo a facilidade de manipulacdo e moldagem, sem ter de dar forma prévia
ao implante, adaptando-se totalmente a forma da cavidade dssea, obtendo um intimo contato
entre 0 0sso e 0 cimento desde os primeiros estagios da implantacdo; ndo aquecem durante o
processo de endurecimento, evitando a necrose tecidual no sitio de implantacdo.® ¢ A
preparacio é feita durante o ato cirdrgico; possuem biocompatibilidade e bioatividade'® 1*

O comportamento bioldgico "in vivo" dos CFC tem sido exaustivamente estudado em
diversos modelos animais.'?' ® Genericamente, os CFC comportam-se “in vivo” de maneira
semel hante as bioceramicas de fosfato tricalcico, ou sgja, séo reabsorvidos devido a atividade
osteoclastica, formando ao mesmo tempo novo tecido 0sseo na interface osso-implante. Desta
forma, os CFC ndo atuam como substitutos permanentes do 0sso, apenas temporério, sendo
lentamente substituidos por tecido 6sseo de nova formacdo. Este comportamento tipico tem
sido denominado osteotransdutividade. A velocidade em que esse fenGmeno ocorre, depende
fortemente do tipo de CFC, do sitio de implantacdo e da idade do paciente receptor, entre
outros fatores.?

As avaliagbes radiogréficas e microscopicas sdo métodos importantes para se anaisar o
comportamento da reconstituicdo Ossea. O uso da radiografia convencional para avaliar
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guantitativamente a reabsorcdo do cimento a base de célcio, € limitada, devido ao fato de este
material poder ser substituido por tecido 6sseo do hospedeiro, radiopaco também. Assim
sendo, para melhor avaliar o comportamento desse material, recomenda-se a utilizacéo da
densitometria Optica radiogréfica®. A densidade dptica da imagem radiogréfica guarda
correlacdo logaritmica inversa com a radiopacidade do material radiografado que condiciona a
guantidade de radiagdo que atravessa 0 mesmo e sensibiliza a pelicula radiogréfica. Dessa
forma, quanto mais radiopaco o0 material analisado, menor a densidade Optica verificada na
imagem radiogréfica do mesmo ou, em termos de tecido 0sseo, quanto maior a ossificacdo ou
mineralizacdo do material, menor a densidade 6ptica mensurada em sua imagem radiogréfica,
sendo essa a base fisica dos métodos de densitometria 6ssea.**

Assim sendo, com este trabalho, objetivou-se avaliar a biocompatibilidade e 0 comportamento
do cimento a base de fosfato de calcio em rédio de coelhos, durante os periodos pés-
operatorios de 12 e 26 semanas. Andlises radiogréficas, densitometria Optica, microscopia
oOptica e eletronica de varredura foram etapas deste trabal ho.

M étodos
Animais

O experimento foi realizado de acordo com o Comité de Etica e Bem-Estar Animal da FCAV-
UNESP-Jaboticabal. Foram utilizados 8 animais da espécie leporina, raca Nova Zelandia, cor
branca, adultos jovens, machos ou fémeas, provenientes do Setor de Cunicultura da Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal .

Grupos experimentais

Os animais foram separados em 2 grupos contendo 4 animais cada um, correspondentes aos
tempos de avaliacdo pds-operatoria de 12 e 26 semanas.

Cimentos 6sseos

Os implantes de cimento 6sseo foram fornecidos pelo Departamento de Engenharia de
Materiais da Faculdade de Engenharia Mecanica da UNICAMP- Campinas-SP, e avaliadas de
acordo com o ISO/TR 10993-6- Biological Evaluation of Medical Devices- Tests for local
effects after implantation. Todas as amostras tinham o formato cilindrico de 2mm de diametro
e 6mm de comprimento, esterilizadas em autoclave.

Pré-operatorio e anestesia

Quarenta minutos antes do inicio da cirurgia, 0s animais receberam antibioticoterapia a base
de Ampicilina, na dose de 20mg/kg, por via subcutanea.

Os animais foram submetidos a anestesia dissociativa a base de cloridrato de Quetamina, na
dose de 25mg/kg, associado a Xilazina, na dose de 5mg/kg, diluidos em uma mesma seringa
por via intramuscular, dez minutos apés a aplicacdo de 0,5mg de Sulfato de atropina por
animal, via intramuscular.

Procedimento cirargico

Com os membros torécicos tricotomizados e preparados assepticamente para a cirurgia, foi
feita uma incisdo de aproximadamente 1cm na porcéo distal da face media do membro,
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acessando desta maneira o radio, através de divulsdo do tecido celular subcutaneo. Foi feito
um orificio com broca de 2mm de didmetro, utilizando uma perfuratriz, atingindo as duas
corticais do rédio, da face media a lateral, onde o implante foi colocado. A pele foi suturada
de maneirarotineira.

POs-operatorio

A Ampicilina foi mantida por 6 dias apés a cirurgia. O Ketoprofeno foi fornecido como
analgésico na dose de 1mg/Kg de peso, por via subcutanea, no pds-operatério imediato e a
cada 24 horas, por 2 dias.

Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas durante todo o periodo de observacéo,
recebendo rac&o balanceada e &gua ad libitum.

Avaliacao radiogréafica

Os animais foram radiografados no periodo pos-operatdrio imediato e mensalmente, até o
momento do sacrificio, correspondendo aos tempos de 12 e 16 semanas. Foram realizadas
projegoes mediolateral e craniocaudal.

Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados com injecdo répida de tiopental sddico por via intrfavenosa
associado ao cloreto de potassio até parada completa dos batimentos cardiacos. Apos o
sacrificio, os animais foram encaminhados para colheita dos fragmentos para exame de
microscopia éptica e eletronica de varredura.

Densitometria 6ptica e indice de Mineralizacéo (IM)

Na tentativa de se estabelecer um padréo de avaliacéo da radiopacidade do implante, com uma
base constante e objetiva, optou-se pela mensuracdo da densidade dptica dos implantes. A
partir desta, propds-se a utilizagio de um valor de comparagdo, denominado indice de
Mineralizacdo, inversamente proporciona a densitometria éptica (DO), que considera &reas
de maior e menor exposicdo de cada radiografia avaliada como os extremos positivo e
negativo de radiopacidade, permitindo a atribuicdo de um valor numérico relativo para a
radiopacidade de cada implante. Foi utilizado paratal procedimento um densitdmetro digital.
Para se determinar o valor do indice de mineralizacéo, foi realizado um gréfico, onde em X
estavam os valores de mineralizacdo de 10 a 0. Em Y, os vaores médios de DO dos filmes
radiogréficos, da area mais radiopaca e da &rea menos radiopaca, no centro da pelicula
Obtiveram-se, portanto, para cada exposicdo radiogréfica, dois pontos, que foram ligados por
uma reta. A seguir, o vaor médio da DO de cada implante, em cada momento do
experimento, foi inserido nesse gréfico e, portanto, obteve-se o vaor do indice de
mineralizacdo (IM) no cruzamento deste valor com areta (Figura 1).
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FIGURA 1 - Exemplo do célculo do indice
de Mineralizagao (IM).
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Andlise estatistica

Foi redlizada a densitometria Optica em todas as radiografias. Com os valores médios das
exposicoes radiogréficas (pelicula e implante), obteve-se o indice de mineralizagdo. A partir
desses valores, realizou-se o delineamento inteiramente casualizado, no esquema em parcela
subdividida, tendo o tratamento (cimento) como parcela e os tempos pds-operatérios como
subparcela. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p ? 0,05).

Avaliacdo histolégica

Os fragmentos de osso hospedeiro, contendo o implante, foram coletados e fixados em
formalina a 10% por, ho minimo, 4 dias, apo6s os quais foram lavados e descalcificados em
&cido tricloroacético a 20%.

Posteriormente a descalcificac8o, os fragmentos foram desidratados em etanol, diafanizados
em xilol, incluidos em parafina e seccionados em cortes de 5u em microtomo. As |aminas
foram coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (H.E.) e o material examinado ao
microscopio optico, a fim de se observar as interacfes das interfaces osso/implante.

Avaliacéo por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Outras amostras também foram colhidas e fixadas em glutaraldeido a 2.5% em tampé&o de
cacodilato de sédio a 0,1M e PH entre 7,4 a 7,8, durante 8 horas, a temperatura de 42C, e
enviados para a microscopia eletrénica de varredura para a avaliacdo do comportamento do
cimento. A preparagdo do materia foi feita através das etapas de fixacdo em tetroxido de
osmio, desidratacdo com &cool, secagem no ponto critico, montagem da amostra e
metalizacdo com ouro. Apdés esta operacdo, as amostras puderam ser observadas ao MEV.

Resultados

Avaliacao radiogréafica

Aos 30 dias de pos-operatério, iniciou-se 0 processo de recobrimento do implante por tecido
0sse0, sendo que o processo de reabsorcdo foi detectado somente aos 90 dias, progredindo até

0s 180 dias . A reabsorcao variou de animal para animal, sendo observada em menor ou maior
intensidade (Figura 2).
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FIGURA 2 - Imagens ilustrando o aspecto radiogréfico do cimento de fosfato de célcio, no
periodo poés-operatério imediato (A) e apbés 180 dias, com o processo de
reabsorcao avancado (B).

Densitometria Optica e indice de mineralizacdo (IM) - analise estatistica

A andlise edtatistica mostrou que os implantes a base de fosfato de calcio apresentaram
variagdo do valor do IM de acordo com o tempo do pds-operatério, havendo aumento
significativo aos 90 dias e queda aos 150 dias.

Avaliacdo histolégica

Todas as amostras analisadas apresentaram, ao redor do implante, formacéo de capsula de
tecido conjuntivo apos 12 semanas de observacdo. A desmineralizagcdo do material, indicativo
de inicio de reabsorcdo, € mostrado na Figura 3. Néo foi detectada nenhuma reacéo tipo corpo
estranho, que pudesse ser atribuida aos implantes.

FIGURA 3 - Fotomicrografia Optica do implante de cimento de fosfato de calcio, implantado
no rédio de coelhos com a seta maior mostrando a desmineralizacdo do
material. A seta menor mostra o envolvimento do materia por tecido
conjuntivo aumento de 4x, tempo pds-operatorio 12 semanas.

Avaliacao por microscopia eletrénica de varredura
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Houve recobrimento por tecido ésseo nos implantes em todos os animais, sendo que, nos animais com
avaliacdo pGs-operatoria de 26 semanas, este recobrimento mostrou-se mais evidente (Figura 4) do que
nos animais com avaliacdo de 12 semanas do pos-operatério. N&o houve evidéncias de reabsorcdo do
implante, nem substitui¢do do mesmo por tecido 6sseo, ha microscopia eletrénica de varredura.

13kU M3IS ERALUm 11047&

FIGURA 4 - Eletromicrografia de varredura do implante & base de fosfato de célcio,
em rédio de coelhos. Observar o recobrimento parcia por tecido 6sseo
(seta). (Tempo do pds operatdrio: 12 semanas, aumento 35X).

Discussao

Os cimentos a base de fosfato de cdlcio sdo os biomateriais que foram concebidos para
solucionar os problemas relacionados as ceramicas de fosfato de célcio e outros materiais
anteriormente utilizados® As caracteristicas que tornam os cimentos a base de fosfato de
célcio materiais ideais sdo a biocompatibilidade, auséncia reacdo exotérmica, ser moldavel ao
defeito 6sseo, e ser substituido por tecido 6sseo do hospedeiro.®

O uso da radiografia convenciona para avaliar quantitativamente a reabsor¢éo do cimento a
base de célcio é limitada, devido ao fato do cimento poder ser substituido por tecido ésseo
hospedeiro, radiopaco também'®. Neste trabalho, a avaiacdo radiogréfica nd&o foi
completamente eficaz para se observar a reabsor¢do dos materiais implantados, devido
também ao tamanho reduzido do implante.

Para melhor avaliacdo do comportamento desses materiais, foi utilizada a densitometria Optica
radiogréfica (DO). Rahal e col'® utilizaram a densitometria 6ptica radiogréfica para avaiar a
desmineralizagdo Ossea ocorrida no hiperparatireoidismo secundério nutriciona induzido em
gatos e concluiram que o método é simples e eficiente. Neste estudo, pode-se observar as
alteracdes da densidade Optica radiogréfica, consequentes do processo de reabsorcéo do
biomaterial analisado.

A andlise estatistica mostrou aumento significativo a 5% do valor do indice de mineralizacéo
aos 90 dias de poés-operatorio e diminuicdo aos 150 dias, 0 que corresponde ao
remodelamento 6sseo nos 90 dias e o inicio do processo de reabsorcdo do material
implantado, aos 150 dias.

Os cimentos a base de fosfato de célcio tém a propriedade de serem osteocondutivos, ou sgja,
estimularem a neoformacdo Ossea conseqiente da reabsorcdo do implante. Varios
pesquisadores confirmaram esta propriedade, em diferentes estudos. Schimitz e col.*
utilizaram cimento de fosfato de célcio para reconstrucéo de defeitos craniofaciais em cées e
apés 6 meses de avaliacdo, observaram neoformacdo Ossea periosteal e endosteal,
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proporcionada pelo material utilizado. Kurashina e col.*? obtiveram os mesmos resultados, em
mandibula de coelhos. Neste estudo, houve reabsorc¢éo parcial do material empregado, porém
ndo houve neoformacdo Gssea no loca reabsorvido.

De acordo com Yuan e col.®, a substituicdo do cimento de fosfato de célcio por tecido 6sseo
pode ser explicada pela osteocondutividade ocorrida no cimento implantado no tecido 6sseo;
osteoclastos reabsorvem o material por fagocitose e osteoblastos produzem a neoformacéo
Ossea. No presente trabalho, foram identificados osteoclastos ao redor do implante na
microscopia optica, o que sugere a reabsor¢ao do mesmo durante o periodo de observacéo. No
entanto, ndo foram encontrados osteoblastos no local, o que explica a auséncia de
neoformacdo Ossea. Estes pesquisadores relataram formagéo de tecido conjuntivo ao redor do
implante somente apds seis meses da implantacdo, contrariando 0 que encontramos neste
estudo, onde apds 12 semanas (3 meses) de implantagcdo, o tecido conjuntivo ao redor do
implante foi observado através da avaliacdo histol ogica.

Scimitz e col.* registraram que a reabsorcdo dos cimentos & base de fosfato de célcio é pouco
documentada na literatura. A reabsor¢do deste cimento é continuain vivo, quando a superficie
do cimento € recoberta por tecido mole, e € inibida pela formacdo de tecido 6sseo na
superficie’®. Estes pesquisadores sugeriram que a reabsorcdo é lenta, podendo-se encontrar
material até 2 anos apods a implantacdo. Desta forma, a presenca de tecido conjuntivo em
todos os tipos de cimentos, tanto para 12 quanto para 26 semanas de implantacdo, permite
inferir que o processo de reabsor¢do do cimento ainda pode ocorrer para periodos maiores de
implantacdo, podendo permitir sua substituicdo por tecido 0Osseo. Assim, tempos de
implantacdo superiores a 26 semanas se fazem necess&rios para melhor avaliacdo dos
materias.

Na microscopia eletrénica de varredura verificou-se recobrimento dos implantes por tecido
0sse0 e auséncia de reacdo inflamatéria. Resultados semelhantes tém sido descritos em outros
experimentos.® ® No entanto, para uma melhor avaliagdo deste material na MEV, o aumento
utilizado deve ser maior do que o realizado neste trabalho.

Conclusdes

1. O cimento a base de fosfato de célcio, utilizado neste experimento ndo provocou reacoes
inflamatdrias no local de contato com o tecido 6sseo, sendo biocompativel.

2. Todas as amostras foram parcialmente reabsorvidas durante o periodo de observacdo pos-
operatoria, segundo os resultados obtidos.

3. Tempos de observacdo superiores a 26 semanas sdo necessarios para melhor avaliacéo do
comportamento do cimento de fosfato de calcio.
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