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1 INTRODUCAO

H& muito tempo o homem preocupa-se em restaurar ou substituir partes danificadas do tecido
0sseo. Devido a eventos traumaticos e doencas, milhoes de pacientes em todo o mundo necessitam
realizar cirurgias de enxertia dssea a cada ano.

Os tipos de materiais existentes para enxertos atualmente sdo o osso alégeno, materiais
aloplasticos (usualmente a hidroxiapatita) e o osso autdgeno, sendo este o que apresenta o padrdo
mais proximo do ideal para a reconstrucdo da regido necessitada (Graziani et al, 2004).

Segundo Muller, Silva e Schmidt (2003), o que faz o enxerto ésseo autdégeno ser avaliado como o
substituto ideal é o fato do mesmo trazer consigo células osteogénicas, aceitagdo bioldgica devido
possuir superior compatibilidade tecidual, ndao proporcionar risco de rejeicao pelo paciente e
demonstrar resultados mais previsiveis.

Do mesmo modo, Levadownski Junior et al (2008) discorrem que os enxertos 6sseos autélogos sdo
considerados os melhores materiais disponiveis, considerados “padrao ouro”, embora possuam
desvantagens como a necessidade de procedimentos cirurgicos em areas doadoras que aumentam
os riscos de lesdes, infeccOes, hemorragias, aumentando o trauma pos-cirurgico. Tais fatores
impulsionam os cientistas a pesquisar um material que substitua o osso autélogo de modo
satisfatorio. Com efeito, sabe-se que existe um grande interesse em pesquisar e desenvolver um
material que seja capaz de substituir o tecido 6sseo (Hisbergues et al., 2009). De acordo com
Navarro et al (2008), os materiais substitutos 6sseos sintéticos sdo livres de limitacdes de
quantidade.

Esse interesse se justifica principalmente devido ao aumento dos casos de tratamento com
implantes osseointegrados, visando a reabilitacdo da denticdo, o que fez aumentar a necessidade
de enxertia 6ssea, principalmente na maxila onde o processo alveolar tende a ser reabsorvido
com as extragoes dentarias e o envelhecimento.
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Tem sido notavel o desenvolvimento dos biomateriais utilizados em cirurgias, traumatologia buco-
maxilo-facial; principalmente dos substitutos 6sseos. Segundo Mainardi (2001), biomaterial é todo
material de origem humana, animal, vegetal ou sintética, destinado a implantagdo no homem com
a perspectiva de uma reconstrucdo do padrao dsseo, para reforgo ou preenchimento.

Os biomateriais, segundo Hisbergues et al. (2009) e Carvalho (2011) devem ter os seguintes
requisitos: Nao induzir a formacao de trombos como resultado do contato entre o sangue e o
biomaterial, ndo induzir resposta imune adversa, ser atoxico, ndo ser carcinogénico, nao perturbar
o fluxo sanguineo e nao produzir resposta inflamatéria aguda ou cronica que impeca a
diferenciacdo propria dos tecidos adjacentes.

Devido a todos os fatores, uma ampla gama de materiais sintéticos, incluindo metais, ceramica,
polimeros e cimentos tem sido propostos e desenvolvidos como substitutos dsseos (Navarro et al.,
2008; Dorozhkin, 2010).

Entre esses biomateriais o cimento de fosfato de calcio (CPC), tem despertado grande interesse,
devido ao seu excelente comportamento biolégico (biocompatibilidade, bioatividade e
osteocondutividade) (Bucholz et al., 2010).

Cimentos de fosfato de célcio (CPCs) é uma classe de materiais estudados para tentar substituir o
osso. Eles sdo identificados como materiais aloplasticos excelentes para o aumento dsseo por
causa da combinacgao tnica de condutividade dssea, biocompatibilidade e moldabilidade. Os CPCs
sdo mais atraentes que os de ceramica de hidroxiapatita granulos, pois eles podem ser moldados
para preencher cavidades dsseas ou defeito 6sseo (Driessens et al., 1995, 1998).

Gruninger et al. (1984) originou o termo Cimento de Fosfato de Calcio, que pode ser preparado
com um sal de fosfato de cdlcio com dgua ou uma solugdo aquosa, formando uma pasta que reage
a temperatura do corpo ou ambiente, originando um precipitado com um ou mais fosfatos de
célcio , endurecendo pelo cruzamento destes cristais. Além de serem facilmente manipulados e
adaptados, os cimentos podem também ser veiculos de transporte de drogas e medicamentos (Yu
et al.,, 1992).

Mesmo com todas as caracteristicas positivas, os CPCs tém como uso mais comuns aqueles
relacionados a pouca carga, isso se deve a sua pouca resisténcia mecanica e reacdo lenta de pega.
Certamente a pesquisa e desenvolvimento de materiais e/ou aditivos, tornaria esse biomaterial
mais utilizado (Bohner, 2000). A principal desvantagem dos CFCs conhecidos é sua baixa
resisténcia mecanica, que, no melhor dos casos, consegue igualar-se a do osso trabecular, ou de
um quinto do osso cortical (Santos, 2000).

Os CFCs foram desenvolvidos na década de 1980, por Brown e Chow (Brown, Chow, 1983). Desde
entdo, muitos cimentos de fosfato de calcio com composicoes diferentes tém sido pesquisados e
estao disponiveis comercialmente. CPCs sdo produzidos por uma rea¢do quimica entre duas fases -
uma solida e uma liquida - que, quando misturadas, formam uma pasta que progressivamente
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endurece formando uma massa sélida, semelhante aos cimentos utilizado em engenharia civil. A
fase sélida compreende um ou vérios fosfato de calcio compostos. Agua ou uma solugéao de fosfato
de cdélcio é utilizada como o liquido e pode conter quitosano, alginato , hialuronato, gelatina,
sulfato de condroitina, succinato ou acido citrico(; Ishikawa et al., 1995; Wang et al., 2001; Xu et
al., 2002; Tanaka et al., 2003; Bigi; Bracci, Panzavolta, 2004; Barralet et al., 2005; Tamimi-Marino
et al., 2007; Alkhraisat et al., 2009) para permitir a dissolu¢dao dos compostos até a
supersaturacao da solucéo, diminuindo assim a precipitagdo de cristais. E bem conhecido que a
estrutura e as propriedades de um biomaterial sdo determinadas pelo processo de producao.
Portanto, para um determinado material ndao é uma unica propriedade. Em vez disso, ha uma
variedade de propriedades que, para além da natureza quimica dos materiais componentes,
dependem da fabricagao e da microestrutura resultante (Beruto et al., 2000).

Devido a todo esse interesse pelo cimento de fosfato de cdlcio, é que se desenvolveu esse
pesquisa cujo objetivo foi avaliar, por meio de estudo histolégico e histomorfométrico, o efeito do
Cimento de Fosfato de Calcio Injetavel Graftys HBS ® ,utilizado como enxerto em calvaria de
ratos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento Experimental

Esse estudo, realizado de acordo com o Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) da
Faculdade de Odontologia e Centro de Pesquisas Odontoldgica Sao Leopoldo Mandic, conforme
protocolo 2012/0356.

Este trabalho foi realizado nos laboratérios da UNESP- ARACATUBA, onde foram executados
defeitos criticos de 8mm (Andrade, 2011; Allon; Anavi; Allon, 2012; Park et al., 2009; em calvaria
de 36 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), machos, adultos, com peso corporal entre 300 e
400g. Os animais foram pareados no comego do estudo para diminuir o desvio padrao. Os animais
foram cedidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - FOA, UNESP. Schmitz e
Hollinger (1986) propuseram o termo “defeito critico”, que seria a menor defeito causado ao 0sso
de certa espécie onde seria impossivel de ocorrer regeneracao durante a vida do animal.

Os animais foram divididos em trés grupos:

e Grupo codagulo (GC): o defeito de tamanho critico cirurgicamente confeccionado foi
preenchido com coagulo sanguineo;

e Grupo coagulo/membrana (GCM): o defeito de tamanho critico cirurgicamente
confeccionado foi preenchido com codgulo sanguineo e recoberto por membrana cortical
bovina;

e Grupo cimento de fosfato de célcio Graftys HBS: o defeito de tamanho critico
cirurgicamente confeccionado foi preenchido com o cimento injetavel de fosfato de calcio
(Graftys HBS®, Latin American Solutions - LAS, Brasil) e recoberto por membrana cortical
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bovina.

30 dias (n=6)
60 dias (n=86)

30 dias {(n=6)
60 dias (n=6)

Grupo Coagulo
Enxerto: coagulo
sanguineo (n=12}

Grupo
Coagulo/Membrana
Enxerto: coagulo e

membrana (n=12)

Amostra
N=36 animals

Grupo
TCPG
Enxerto: Graftys
HES® (n=12}

60 dias (n=6)

Figura 1 - Delineamento experimental do estudo - defeito em calvaria.

2.2 Procedimentos Cirargicos
2.2.1 Defeitos em Calvaria

Apbs jejum de 12 horas os animais foram submetidos a anestesia geral pela administracdo via
intramuscular de Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® - Fort Dodge, Satide Animal LTDA,
Campinas, Sdo Paulo, Brasil Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e
do Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® - Laboratodrio Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil),
na dosagem de 5mg/Kg.

Apds inducdo anestésica, foi realizada tricotomia manual na regido fronto-parietal, posicionamento
do animal em decubito ventral, antissepsia da area com PVPI tépico (PVPI aquoso a 10%, com 1%
de iodo ativo, Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e colocacdo de campos estéreis. Em
seguida foi realizado o acesso cirirgico por incisdo linear mediana de 2 cm sobre a calvaria do
animal com lamina de bisturi n? 15C (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japdao) montada em cabo de
bisturi nimero 3 (Hu-Friedy®, German). O retalho total foi descolado, rebatido e afastado com
descoladores para exposicao do osso parietal de ambos os lados.

Com uma broca trefina de 7 mm (Neodent®, Curitiba, Parand, Brasil) e com auxilio de um contra
angulo redutor de 16:1 (Kavo® do Brasil, Joinvile, Brasil) adaptado em um motor de rotagao
controlada (modelo BLM 600 plus, Driller® (Jaguaré, SaoPaulo, Brasil) a uma velocidade de 1500
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rpm foi realizada a osteotomia na regiao mediana entre os parietais envolvendo a cortical externa
e interna da calvaria. O osso parietal osteotomizado foi removido e a dura-mater mantida intacta.

2.3 Preparo das Amostras

Apéds o término do periodo determinado para cada grupo foi realizada a eutanésia por meio de
aprofundamento de anestesia. As pecas foram fixadas em formol neutro 10% tamponado
(Reagentes Analiticos®, Dinadmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) e sofreram
descalcificacdo em EDTA 20% (Acido Etileno Diamino Tetracético, Merck) dissolvido em &gua
MiliQ, com trocas semanais por um periodo de 6 semanas, a temperatura ambiente. Em seguida o
material foi desidratado utilizando uma sequéncia crescente e gradativa de alcodis 70, 90, 95 e
100, com troca de solucao a cada 1 hora, em agitador orbital (KLine CT - 150®, Cientec -
Equipamentos para Laboratdrio, Piracicaba, SP, Brasil). Apds estas etapas, foi realizada a
diafanizagdo com xilol e posterior, inclusdo em parafina para obtencao de corte com 6 um de
espessura montados em laminas de vidro para a coloragdo em hematoxilina e eosina (HE Merck &
Co., Inc., NJ, EUA).

Previamente a realizacdo das andlises histométricas, as amostras foram codificadas de maneira
onde somente o orientador tinha conhecimento a qual grupos pertenciam. Um tnico examinador
realizou as anélises e 0 mesmo desconhecia o respectivo grupo da se

2.4 Analise Histomorfométrica

Apoés as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc., NJ, EUA), mensuracgoes foram
realizadas utilizando um microscépio 6ptico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg, Suica) acoplado a uma
camera de captacao de imagem (LeicaR® DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, Suiga) e
conectado a um microcomputador Intel® core i5 (CA, Estados Unidos). As imagens digitalizadas
foram gravadas em arquivos JPEG para serem analisadas. Nos defeitos em calvaria foi avaliada a
area de tecido 6sseo neoformado em pm?, por meio da mensuragdo realizada pelo software
analisador de imagens digitalizadas Image]® (Software de Processamento e Analise de Imagens,
Ontario, Canada).

Usando este programa foi possivel selecionar manualmente os locais de neoformagao éssea, para
posterior célculo de suas areas e obtengdo das porcentagens de neoformacdes 6sseas de cada
animal.

2.4.1 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS (versdo 17.0). A variavel dependente
representou o percentual de neoformacdo dssea observada nos cortes histoldgicos, e as variaveis
independentes corresponderam ao grupo avaliado (Grupo 1: Controle Negativo; Grupo 2: Controle
Membrana; Grupo 3: Material em Pasta) e ao tempo apds o experimento (30 dias ou 60 dias).
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Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva das variaveis numéricas utilizando média e
desvio padrao. Graficos do tipo Box-Plot foram utilizados para visualizar a distribuicdo amostral
das variaveis em cada tempo. A normalidade da distribuigao foi aferida através do teste Shapiro-
Wilk. Apés este processamento, o teste Mann-Whitney foi utilizada para a neoformacgao 6sseo nos
dois tempos em um mesmo grupo, enquanto que o Teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn foi
utilizado para comparar o percentual de neoformacao entres os trés grupos num mesmo tempo.
Além disso, um modelo linear foi construido para estimar a influéncia do tempo (em dias) no
incremento da neoformacgao dssea em cada grupo avaliado, mensurados através dos coeficientes
de determinagao (R?) e regressdo (B). O nivel de significancia adotado foi de 5% (P < 0,05).

3 RESULTADOS

A andlise comparativa do percentual de neoformacdo dssea estd expressa na Tabela 1. No tempo
302 ao 602 dia, observou-se aumento estatisticamente significante da area de neoformacdo 6sseo
para os trés grupos avaliados, Grupo Controle Negativo (P = 0,016), Controle Membrana (P =
0,006) e Material Pasta (P = 0,003). Na analise comparativa entre os trés grupos no mesmo
tempo, notou-se no tempo 30 dias (P = 0,004), que os grupos Controle Membrana (6,04 £1,69) e
Material Pasta (9,26 *+4,82) apresentaram area de neoformacao estatisticamente maior que o
grupo Controle Negativo (1,02 =0,97). Para tempo 60 dias, detectou-se houve um percentual de
neoformacgao estatisticamente mais elevado no Grupo Material Pasta (55,11 +13,20) que no Grupo
Controle Negativo (10,67 =5,57), enquanto que o Grupo Controle Membrana (6,71 =5,00)
apresentou valores intermediarios que nao diferiram de nenhum dos dois grupos supracitados.

Tabela 1. Média, desvio-padrdo e andlise comparativa do percentual de neoformacdo ésseo nos
grupos e tempos avaliados.

Controle Controle Material
T Megativo Membrana Pasta B val
apas (Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3) wer
Media td.p. M&dia £d.p. Media Id.p.
30 dias 1,02 #0974 604 +1 B9® 025 +4 B2F 0.,004*
60 dias 10,67 £5 57 16,71 5,00 £5,11 +13,208 0,002*
P valor 0,016* 0,006* 0,003

d.p.= desvio-padrao. Letras maiusculas diferentes representam diferencas estatisticas entre os
grupos no mesmo tempo (p < 0,05), Teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn (entre grupos no
mesmo tempo) e Teste Mann-Whitney (mesmo grupo em tempos diferentes). *Valor
estatisticamente significante.

Testou-se também, a influéncia do tempo (em dias) na taxa de neoformacgao 6ssea em cada grupo
(Tabela 2). Estimou-se que a maior taxa de incremento por dia foi observada no Grupo Material
Pasta, com taxa/dia de 1,52 (R? = 0,86; P < 0,001), seguido pelo Grupo Controle Membrana, com
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taxa/dia de 0,35 (R? = 0,73; P = 0,001). O Grupo controle Negativo foi 0 que apresentou a menor
taxa de ganho dsseo por dia.

Tabela 2. Efeito do tempo (em dias) através da anélise de regressdo linear no percentual de
neoformagao 6ssea em cada grupo avaliado.

Grupos R B P valor
Controle negative (Grupo 1) 057 03z 0,004%
Controle membrana (Grupo 2) 0,73 0,35 0,001*
Material em pasta (Grupo 3) 0,86 1,52 =0.001*

R?= Coeficiente de Determinacao. B= Coeficiente de Regressao Linear. * Valor estatisticamente
significante.

3.1 Descricao Histologica

No periodo de 30 dias, o Grupo coagulo apresentou uma area 6ssea neoformada, préximo as
margens do defeito. O espaco entre estas estava preenchido por um tecido conjuntivo frouxo nao
modelado (Figura 2). Houve perda da estrutura anatomica convexa das paredes corticais da
calvaria do rato.

Figura 2 - Grupo coéagulo aos 30 dias. Percentual de fechamento do defeito: 1,02% (média).

No periodo de 60 dias foi observada uma maior aproximac¢do das margens do defeito. Contudo
ainda observou-se um tecido conjuntivo fibroso (Figura 3).
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Figura 3 - Grupo coéagulo aos 60 dias. Percentual de fechamento do defeito: 10,67% (média).

No periodo de 30 dias, no grupo GCM, a membrana instalada ja havia sido reabsorvida. Existindo
ainda uma grande area de defeito, sendo preenchida por um tecido conjuntivo frouxo nao
modelado (Figura 4). Houve manutencdo da estrutura anatomica convexa das paredes corticais da
calvaria do rato.

Figura 4 - Grupo coagulo Membrana aos 30 dias. Percentual de fechamento do defeito: 6,04%
(média).

E no periodo de 60 dias, o grupo coagulo com membrana (GCM) havia fechado o defeito apenas
em torno de 16,71%, apresentando entre as margens um tecido conjuntivo fibroso (Figura 5).
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(média).

Aos 30 dias, no Grupo fosfato tricalcio pasta, a membrana instalada j& havia sido totalmente
reabsorvida, havendo osso neoformado na regidao das margens do defeito. No centro do defeito foi
possivel observar algumas particulas do biomaterial envolvidas por fibroblastos sendo substituidas
por osso. (Figura 6).

Figura 6 - Grupo fosfato tricalcio pasta aos 30 dias. Percentual de fechamento do defeito: 9,26%
(média).

No periodo de 60 dias, no Grupo fosfato tricalcio pasta, o biomaterial encontrou-se quase
completamente reabsorvido, podendo ser observado o fechamento de parte do defeito por tecido
6sseo, em média 55,11% do defeito foi fechado (Figura 7).

Figura 7 - Grupo fosfato tricélcio pasta aos 60 dias. Percentual de fechamento do defeito: 55,11%
(média).

4 DISCUSSAO

A presente pesquisa se prop0s avaliar a qualidade do reparo 6sseo com o uso do cimento de
fosfato de célcio injetavel (Graftys® HBS), através de estudo histoldgico e histomorfométrico em
defeitos criticos de calvaria de ratos, constatando que no prazo de 60 dias o biomaterial
encontrou-se quase completamente reabsorvido, podendo ser observado o fechamento de parte do
defeito por tecido dsseo.

A possibilidade de nao haver limites para a quantidade de obtencado (Navarro, 2008) a supressao
de uma segunda area cirurgica o que diminui as lesdes e traumas, leva os pesquisadores cada vez
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mais a desenvolver materiais substitutos 6sseos (Levandovski Junior et al., 2008). Esses
biomateriais somados com as células dos pacientes podem, conforme estudo de Reedi (2000),
melhorar e acelerar a qualidade da regeneracgdo dssea.

Dentre todos os materiais sintéticos, metais, polimeros, ceramica, usados como substitutos de osso
(Dorozhinski, 2010; Bohner,2000, Galea, Doebelin, 2012), o cimento fosfato de calcio é muito
pesquisado pela sua possibilidade de substituir osso humano, devido a sua osteocondugao e
bioatividade (Ginebra et al., 2010), sendo mais atraente que os granulos de hidroxiapatita pois
pode ser moldado para preencher as cavidades (Driessens et al., 1995,1998).

A partir da origem do termo, Cimento de Fosfato de Cdlcio (Gruninger et al., 1984),0 material é

preparado a partir de um sal de fosfato de calcio com agua ou solugao aquosa. Os cimentos de
fosfato de calcio mesmo com suas atrativas caracteristicas tem seu uso mais restrito para
situagOes com cargas menores, o que se deve a lenta reacdo de presa e a pouca resisténcia
mecanica, que, certamente seriam melhoradas com a adi¢cdo de componentes extras (Bohner,
2000). Essa falta de resisténcia mecéanica pode ser contornada com o incremento de macroporos
(Xia et al., 2011), o que aumentaria o seu potencial de crescimento 6sseo.

Omabhr et al. (2000) usaram o CFC para reparar defeitos apds remogao de tumor do soalho da
orbita, onde o material foi eficaz na reparacdo da fratura e corregdo de defeito.

Em estudo de preenchimento de alvéolos e apds 4 meses a colocagdao de implantes com boa
estabilidade primaria o cimento provou ser util na reconstrucdo de estrutura 6ssea, e que , por
esse resultado poderia ser usado no caso de perda 6ssea em torno de implantes, elevacdo de seio
maxilar (Coutinho, Silva, Fook, 2011). Entretanto, Sverzut et al. (2008) concluiram em estudo que
o material ndo provocou neoformacao 6ssea no interior do seio e ficou muito fragil para suportar
a carga necessaria.

O cimento de fosfato de calcio é um material muito promissor para a reparagao 6ssea, e, para
melhorar seu desempenho, é necessario o desenvolvimento de uma pasta pré-pronta, estavel, com
presa rapida no defeito

Para o aumento dessa resisténcia Santos et al. (2005) desenvolveram estudos sobre o cimento
denominado “dupla pega” onde a resisténcia foi aumentada em 150% em relagdo a pasta
tradicional com o incremento de polipropileno, nailon e fibras de carbono e teve sua resisténcia a
fratura aproximada ao osso cortical humano.

Muitos estudos usaram aditivos como o quitosano, alginato, gelatina, sulfato de condroitina,
succinato ou 4cido citrico para melhora das qualidades do cimento, diluindo os compostos e
diminuindo a precipitagdo de cristais (Xu et al., 2002; Wang et al., 2001; Ishikawa et al., 1995;
Alkhraisat et al., 2009; Bigi et al., 2004; Tamimi-Marino et al., 2007; Tanaka et al., 2003; Barralet

et al., 2005).
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Autores mostraram também o uso do Cimento de Fosfato de Célcio para carreamento de
medicagao para o local de tumores removidos, fazendo com que o cimento além de ajudar na
formacao 6ssea, fosse um meio de manter o medicamento na regido (Ginebra et al., 2012;
Vorndran et al., 2013).

O material desta pesquisa Graftys® HBS, substituto 6sseo injetavel e reabsorvivel de fosfato de
célcio, conforme o fabricante é indicado para: Preenchimento 6sseo de cavidades; fraturas com
perdas dsseas; artrodese vertebral; pseudoartrose; artroplastia; odontologia e cranioplastia, sendo
biocompativel com grande semelhanga com as apatitas naturais encontradas no osso, o que
propiciaria total absorcao do enxerto pelo tecido dsseo em até 18 meses, tendo resisténcia
mecanica adequada e necessaria para crescimento 6sseo e reparagdo do tecido ésseo.

Finalmente, a partir deste estudo, foi possivel concluir que o cimento de fosfato de calcio injetavel
Graftys® HBS ¢ um material 6sseo condutor que pode ser empregado para o preenchimento de
cavidades 0Osseas.
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