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Resumo: A pesquisa de um material que possa substituir ou induzir a formagao éssea € um dos
desafios das dreas médica e odontolégica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento
biolégico do material sintético fosfato tricdlcio apds implantacdo em tibias de ratos. Foram
utilizados 20 ratos machos, Rattus norvegicus albinus Holtzman, nos quais, apds a anestesia e
assepsia, foi realizada uma incisdo de 15 mm em cada perna, expondo a regido anterior da tibia e,
posteriormente, utilizando um micromotor e um disco de aco, foi realizada uma fissura longitudinal
(15 x 2 mm) onde foi aplicada uma pasta de fosfato tricdlcio dissolvida em solucdo fisioldgica no
grupo tratado (tibia direita) e, no grupo controle (tibia esquerda), nenhum material foi aplicado.
Os animais foram sacrificados ap6s 10, 20, 30 e 45 dias, as tibias removidas e fixadas em solucio
de Bouin por 72 horas, descalcificadas e processadas, segundo técnica rotineira para inclusdo
em parafina e cortes semi-seriados de 6 um, corados em HE. Em nenhum periodo, observou-se
reagdo inflamatoria nos resultados dos grupos controle ou tratado. O grupo tratado apresentou uma
recuperagdo mais rdpida no fechamento da fissura que o grupo controle; desta forma, concluiu-se
que o material fosfato tricdlcio apresentou biocompatibilidade, em contato direto com o tecido
dsseo, e capacidade osteocondutora pela sua reabsorcio e conseqiiente deposi¢ao dssea.
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Abstract: The research of a material that can substitute or induce the bone formation is one
of the challenges of the medicine and dentistry. The aim of this study is to evaluate the biological
behavior of the synthetic material tricalcium phophate after its implantation in tibiae of rats.
Twenty male rats, Rattus norvegicus albinus Holtzman were used; after anesthesia and asepsis, an
incision of 15 mm was made in each rat leg, exposing the anterior region of the tibiae. Following,
using a micromotor and a steel disc, a longitudinal fissure (15 X 2 mm) was made and a tricalcium
phosphate paste dissolved in a physiological solution was applied in the treated side (rigth tibiae);
no material was applied in the control side (left tibiae). The animals were killed after 10, 20, 30
and 45 days, the tibias were removed and fixed in a Bouin solution for 72 hours, undergone a
histological routine process to inclusion in paraffin and semi-serial cuts of 6 pm thick were made
and stained with HE. In the analysis, it was not observed any inflammatory reaction at any time
either in the control or treated groups, and the treated group showed a faster bone formation in
the fissura than the control group.
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Introducao

Um dos problemas mais desafiadores das areas médica e
odontoldgica € a pesquisa de material para substituicao dssea,
sendo utilizados diversos materiais bioldgicos e sintéticos
no tratamento dos inimeros defeitos dsseos, deformidades,
lesoes osteopdticas, etc. O ideal € que o material induza a os-
teogénese, seja biocompativel, atéxico, ndo-carcinogénico,
de facil obtencdo no mercado e de baixo custo'.

O tecido 6sseo € um dos mais resistentes e rigidos do
corpo humano. Como tecido préprio para suportar pressoes,
sucede a cartilagem, tanto na ontogénese quanto na filogé-
nese; juntamente com o tecido cartilaginoso, pertence ao
grupo dos tecidos conjuntivos de sustentagdo e € o principal
constituinte do esqueleto atuando como suporte para as
partes moles e protetor dos 6rgdos vitais contra traumas?.
As células que o compdem sdo os ostedcitos, osteoblastos
e os osteoclastos além do material intercelular calcificado,
a matriz dssea’.

Nas fraturas ou em incisdes cirtirgicas nos 0ssos, sempre
ocorre hemorragia local pela lesdo dos vasos sanguineos do
0sso e do peridsteo?. Observam-se também a destruicao da
matriz e a morte das células dsseas junto ao local fraturado
e, para que ocorra a reparagdo, o codgulo sangiiineo e os
restos celulares da matriz devem ser removidos; o peridsteo
e o enddsteo proximos a drea fraturada devem responder
com uma intensa proliferacdo de seus fibroblastos e células
osteoprogenitoras, que formarao um tecido rico em células,
constituindo um colar ao redor da fratura e penetrando entre
as extremidades désseas rompidas. Algumas dessas células
diferenciam-se em macréfagos e fagocitam os restos de teci-
dos e codgulo, onde posteriormente ocorrerd a neoformagao
Ossea. Dessa forma, um material para implante 6sseo deverd
promover essa mesma seqiiéncia de etapas e, de preferéncia,
acelerd-las, segundo Harakas®.

Os materiais sintéticos para implantes dsseos sdo di-
vididos em trés grupos principais: metdlicos, ceramicos e
polimeros. Dentre os materiais ceramicos, os mais utiliza-
dos s@o a base de fosfato de cdlcio, incluindo neste grupo
a hidroxiapatita e o B-fosfato tricdlcio como material de
implante®. A hidroxiapatita, por ser o componente que
constitui a maior parte mineral dos tecidos ésseos e dentes,
representa um material substituto para o tecido 6sseo com
larga aplicabilidade’.

A aplica¢@o de biomateriais apropriados para a reposi¢ao
Ossea € inerente as propriedades destes materiais; limitagdes
mecanicas, fisicas e quimicas, assim como as propriedades
biolégicas, comprometem a utilizagdo dos materiais; além
disso, a dificuldade em determinar suas propriedades, bem
como sua composi¢do, tem complicado o desenvolvimento
dos materiais para a substitui¢do dos enxertos sseos®.

Para o uso de um material com a finalidade de regeneragao
Ossea, € necessdrio saber qual serd seu desempenho in vivo.
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Se o material for utilizado como substituto 6sseo permanente,
ele terd que desempenhar as funcdes protetoras e de suporte.
Nao € pré-requisito absoluto que este possua estrutura fisica
ou quimica semelhante ao 0sso, mas propriedades mecanicas
e fisicas adequadas, estabilidade, capacidade de se incorporar
ao tecido dsseo e ser de facil manuseio clinico. Outro fator
importante € que o material atue como matriz ou rede para
o crescimento de um novo tecido dsseo’.

Outra caracteristica que o material eleito deve ter ¢
que seja reabsorvivel e favoreca um novo remodelamento
0sseo; essa reabsor¢do deve ser considerada nos aspectos
da composi¢@o quimica do cristal e de sua estrutura como
material. Deve-se levar em consideragdo que existem duas
formas para que ocorra a reabsor¢@o bioldgica: processo por
dissolucio intracelular, mediado pela solugdo fisioldgica, e
o processo de dissolucdo extracelular, que ocorre entre as
particulas sintetizadas’.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos do material sintético fosfato tricalcio (TCP) apds
implantagdo em tibias de ratos.

Material e método

Foram utilizados 20 ratos machos, Rattus norvegicus
albinus Holtzman de aproximadamente 200 g, divididos
em dois grupos — controle (GC) e tratado (GT) —, sendo
10 animais/grupo. Na sala de cirurgia do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Araraquara/UNESP, os ani-
mais foram anestesiados com o medicamento Francotar
(0,08 mL.100 g*' do peso corporal; Virbac) associado ao
relaxante muscular Virbaxyl 2% (0,04 mL.100 g™! do peso
corporal; Virbac). Depois da assepsia e remocao dos pélos
na regido anterior das tibias dos animais, foi realizada uma
incisdo de 15 mm em cada perna, expondo a regido anterior
da tibia, e, posteriormente, foi realizado o afastamento do
peridsteo.

Utilizando um micromotor e um disco de ago, foi realiza-
da uma fissura longitudinal (15 X 2 mm) na qual foi colocada
uma pasta a base de fosfato tricdlcio (TCP), material este,
sintetizado no laboratério do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, dissolvido
em solucdo fisiolégica e aplicada no GT (tibia direita) e, no
GC (tibia esquerda), nenhum material foi aplicado. Poste-
riormente as incisdes foram suturadas e os animais, transferi-
dos para gaiolas isoladas. Sua recuperagio foi acompanhada
diariamente com as devidas condi¢des de alimentacdo, 4gua
ad libitum e higiene. O analgésico pds-operatério utilizado
foi o 4cido acetil salicilico na dosagem de 120-300 mg.kg™!
em dose tinica por via oral pds-efeito anestésico, como reco-
mendado pela Canadian Council on Animal Care (CCAC).
Depois de 10, 20, 30 e 45 dias os animais foram mortos, as
tibias removidas e fixadas em solugao de Bouin por 72 horas.
Posteriormente, as pecas foram lavadas em agua corrente,
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descalcificadas por 60 dias em solugdo de Morse'® (partes
iguais de citrato de s6dio a 20% e dcido férmico a 50%). Em
seguida, passaram por vdrias lavagens em solucio tampao
fosfato de sédio (pH 7,0) e processadas segundo técnica
rotineira para inclusdo em parafina.

Foram realizados cortes semi-seriados de 6 um e co-
rados em HE para a andlise histoldgica descritiva, na qual
foram consideradas presenga de células inflamatdrias e
neoformacio dssea. Em seguida, os cortes foram analisados
e os selecionados, fotografados no fotomicroscépio de luz
Jenaval-Zeiss, pertencente ao Departamento de Morfologia
da Faculdade de Odontologia de Araraquara.

A Pesquisa foi realizada de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo
sido aprovados pelo Comité de Etica Experimental Animal
(CEEA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
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UNESP em reunido de 4 de marco de 2004, com protocolo
n° 23/2002.

Resultado

Grupo tratado (GT)

Aos 10 dias (Figura 1a), observaram-se restos de tecido
de granulagio na regido central da loja cirtrgica e a formacao
de pequenas trabéculas ésseas na sua periferia. Nao foi ob-
servada reaco inflamatéria. Aos 20 dias (Figura 1b), o tecido
6sseo neoformado, permeando amplos espacos medulares,
ocupava praticamente toda a loja cirtrgica.

No periodo de 30 dias (Figura 2a), observou-se um
avangado processo de reparagio, o tecido dsseo apresentou
espacos medulares definidos preenchendo a loja cirtrgica,
a qual, aos 45 dias (Figura 2b), mostrou-se completamente
reparada com tecido dsseo maturo.

Figura 1. a, b) GT, 10 e 20 dias, respectivamente. Observa-se auséncia de reagdo inflamatéria e formagao de tecido dsseo preenchendo
a lesdo cirtdrgica (A) além de restos de tecido de granulagdo (B). HE, 125x.

Figura 2. a, b) GT, 30 e 45 dias respectivamente. Observa-se o grande processo de reparacdo com presenga de tecido neoformado (A),
preenchendo praticamente toda loja cirdrgica (a) e reparagdo dssea completa (b) diante de contato direto do fosfato tricdlcio com o 0sso.

HE, 125x.
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Grupo Controle (GC)

Aos 10 e 20 dias (Figuras 3a e 3b), a loja cirdrgica
apresentou-se preenchida por tecido conjuntivo em de-
senvolvimento, com numerosos fibroblastos e, na regidao
mais profunda da loja, observaram-se pequenas trabéculas
Osseas neoformadas. Observou-se auséncia de reacdo in-
flamatoria.

No periodo de 30 dias (Figura 4a), a loja cirdrgica mos-
trou-se praticamente preenchida por tecido 6sseo, formado
em diferentes graus de maturacdo com espacos medulares
pequenos e definidos. Aos 45 dias (Figura 4b), ocorreu a
reparacgdo total da loja cirdrgica com a presenga de tecido
dsseo maturo.
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Discussao

Quando qualquer material de enxerto € inserido no
corpo, torna-se rapidamente coberto por varias camadas
de proteinas; as proteinas aderem a superficie do material
e presumivelmente controlam, por meio de processos enzi-
maticos, a adesdo inicial de células; determinando, portanto,
o tipo de interface com o implante!'.

Depois da instalacio de implantes enddsseos, trés pos-
siveis respostas podem ocorrer nos tecidos do hospedeiro'?.
Primeira, um processo inflamatério agudo ou crénico que
pode resultar na perda precoce do implante. Segunda, uma
encapsulacao por tecido conjuntivo fibroso, resultando
em falha da ancoragem dssea. Terceira, a resposta mais

Figura 3. a, b) GC, 10 e 20 dias, respectivamente. Observa-se neoformacéo de tecido 6sseo (A), com presenca de ostedcitos (cabeca de
seta) e osteoblastos; proliferagdo de vasos e fibras coldgenas (B). HE, 125x.

Figura 4. a, b) GC, 30 e 45 dias, respectivamente. Nota-se acentuada reparagio dssea (A) na loja cirdrgica que se completa aos 45 dias.
HE, 125x.
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positiva, a formagdo de um tecido ésseo vivo em torno do
implante, de forma previsivel e duradoura, estabelecendo
um contato mecanico que resulta na ancoragem do implante,
denominada osseointegracdo. Segundo nossas observagoes,
a evolucdo no processo de neoformagdo dssea apresentou
auséncia de reacdo inflamatdria e a presenca de intimeros
fibroblastos, osteoblastos e ostedcitos, demonstrando um
processo de reparagdo gradativo no decorrer dos periodos
e um intimo contato do tecido 6sseo neoformado na loja
cirdrgica criada, estando de acordo com a resposta mais
positiva de osseointegragao.

O grupo tratado apresentou capacidade de neoformacio
dssea mais acelerada quando comparado com o grupo contro-
le até o periodo de 20 dias; depois deste periodo, os resultados
sdo semelhantes, evidenciando que o fosfato tricdlcio atuou
como matriz ou como um reticulo para o crescimento de um
novo tecido dsseo; caracteristica esta requerida para um bom
material para implante’.

O material eleito para este estudo mostrou-se reabsorvivel
e resultou em um novo remodelamento 6sseo; essa reabsor¢ao
deve ser considerada nos aspectos da composi¢ao quimica do
cristal e de sua estrutura como material, concordando com as
caracteristicas imprescindiveis para a finalidade utilizada’.

Estudos experimentais sobre osseointegracio devem co-
megar com avaliagdes cuidadosas das caracteristicas fisicas
dos implantes e, segundo Vidigal Jr et al.'*!, estudos longitu-
dinais em humanos e estudos em animais devem incluir uma
avaliacdo quantitativa cuidadosa da percentagem de contato
direto entre o 0sso e o substrato implantado, pois o termo
osseointegracdo, sem levar em consideracio a quantificag@o
de contato direto osso-implante, poderia ser aplicado aos mais
diversos materiais. Na realidade, se uma abordagem de quan-
tificac@o fosse utilizada, poder-se-iam avaliar as diferencas
das reacdes teciduais aos mais diversos materiais''.

Uma interface implante-osso em que ocorra 100% de con-
tato, na verdade, nunca se estabelece. Existe um consenso de
que implantes osseointegrados, considerados bem-sucedidos,
apresentam de 25 a 75% de contato 6sseo (osseointegra-
¢do), enquanto o restante da drea é preenchido, por tecido
nao-mineralizado (vasos, nervos e tecido conjuntivo)''. Em
nosso estudo, ficou evidente o processo gradativo da repara-
¢do Ossea, com um adequado preenchimento da loja cirtrgica,
que pode ser visto a partir do periodo de 30 dias.

O peridsteo possui fundamental importancia no processo
de reparagdo 6ssea, visto que oferece células capazes de se
diferenciarem em células formadoras de tecido 6sseo. Em
alguns animais em que acidentalmente foi removido, ndo
houve formagao dssea.

Sdo necessdrios mais estudos que demonstrem a capa-
cidade osteoindutora do fosfato tricalcio (TCP), buscando
desta forma aumentar as possibilidades de utilizacdo de novos
materiais para enxerto 9sseo.
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Conclusao

O fosfato tricalcio (TCP) apresentou biocompatibilidade
quando em contato direto com o tecido 6sseo; houve evolucao
no processo de neoformagdo 6ssea em todos os periodos;
apresentou capacidade osteoindutora, mediante sua reabsor-
¢do com conseqiiente neoformagao dssea.
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