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RESUMO

Biomateriais sintéticos vem com o
passar dos tempos se tornando ideais
para a recuperacao de tecidos 6sseos
traumatizados. Alguns substitutos
osseos com formato de algodao estao
sendo utilizados em zonas de defeitos
teciduais. O fosfato de calcio Amorfo
(ACP) em fibras foi confeccionado e
testado in vitro por meio de um teste
de citotoxicidade. Em wum paciente
caucasiano, com 62 anos, foi realizado
procedimento cirargico com retirada
de implante de titdnio sem integracao
com o tecido O0sseo. Apos remocao e
curetagem de tecido fibrosado da
regido, o leito 6sseo remanescente foi
preenchido com o biomaterial ACP
deixando o local fechado por periodo
de 15 semanas. Aguardado este
periodo de reparacao tecidual, foi
realizado novo procedimento cirurgico
com instalacao de novo implante de
titanio. O teste de citotoxicidade

preliminar apresentou resultado
negativo. A analise radiografica
evidenciou formacao tecidual

consistente semelhante a tecido 6sseo
esponjoso. O biomaterial demonstrou
ser eficiente na  deposicdo e
osteoconducéao o6ssea.

Descritores: Fosfato de calcio amorfo,
implante, citotoxicidade,
osteconducéao.

ABSTRACT

Synthetic biomaterials become,
through the time ideal for the recovery
of traumatized bone tissue. Some
bone substitutes with cotton format
are being used in areas of tissue
defects. The amorphous -calcium
phosphate (ACP) fiber was made and
tested in vitro using a cytotoxicity
assay. In a Caucasian patient, aged
62, it was performed surgical
procedure for removal of titanium
implant without integration with bone
tissue. After removal and curettage of
fibrous tissue in the region, the
remaining bone bed was filled with
ACP biomaterial maintaining the area
closed for 15 weeks. After this period
of tissue repair, it was carried out new
surgical procedure with new titanium
implant installation. The preliminary
cytotoxicity test presented mnegative
result. Radiographic analysis showed
consistent tissue formation similar to
cancellous bone. The biomaterial
proved to be effective in bone
osteoconduction and deposition.

Descriptors: amorphous calcium
phosphate, implant, cytotoxicity,
osteconduction.
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INTRODUCAO

O tecido 6sseo € composto por
70% em massa de componente
inorganico (apatita o6ssea) e 30% em
massa componente organico

(colageno).! Embora enxertos
autégenos tenham sido amplamente
considerados como um excelente
material para reparacdo em traumas
de tecido o6sseo, a sua retirada em
leito doador promove grande
desconforto para o paciente. Com
intuito de reduzir a morbidade dos
pacientes submetidos a retirada deste
modelo de enxertia, muitos materiais
sintéticos foram e estdo sendo
desenvolvidos para imitar as funcoes
da enxertia autéloga. O problema para
se conseguir caracteristicas
semelhantes se encontra na
dificuldade em desempenhar os papeis
de osteogenicidade e osteoindutividade
existentes no biomaterial autdlogo.

Os biomateriais sintéticos mais
utilizados pela comunidade cientifica e
pelos cirurgioes dentistas sao
bioceramicas com composicao quimica
definida como um fosfato de calcio
(Ca-P). Estes dois

quimicos Ca e P oferecem na forma de

componentes

fosfato, estruturas bio-bsorviveis com

taxas de absorcao diferentes e sao

considerados osteocondutores.
Considerando que o

componente mineral do osso é um tipo

de fosfato de calcio, varios modelos
quimicos baseados em CaP tais como
hidroxiapatita (HA - (Cai0(PO4)6 (OH)2),
fosfato tricalcico (TCP — Cas(POa)2), e
fosfatos de calcio bifasico (HA + pB-
TCP), 2 estao sendo amplamente
utilizados como substitutos de osso.
34 A sua insercdo em leito Osseo
traumatizado favorece a migracao
vascular como uma ponte de uniado do
tecido Osseo pré-existente e a parte
central da massa de biomaterial,
auxiliando na reparacdo tecidual
local.5 6

O biomaterial mais utilizado
como material bioativo seria a HA
devido a sua semelhante composicéo
ao o0sso, contudo devido a sua
baixissima taxa de absorcao, as
células vivas sugerem ter dificuldades
de penetracdao e interacdo entre as
mesmas, 0 que pode restringir na
nova formacao o6ssea na area de
enxertia. 78 A resposta ideal seria a
que os materiais implantados
apresentem propriedades de bio-
absorcao e favorecam a regeneracao
Ossea, seguido por completa
substituicao por tecido 6sseo natural
depois da estimulacdo da formacéao
Ossea.

Alguns enxertos sintéticos tém
a capacidade de promover o

crescimento o6sseo devido a sua

adequada geometria promovendo a
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viabilidade celular. O  B-fosfato migrem por entre as particulas com
tricalcico (TCP-f) €& wum excelente diferentes tamanhos formando-se
biomaterial devido a suas pontes de sustentacao e de

caracteristicas de biocompatibilidade,
osteoconducao e bio-absorcdao 4 sendo
considerado como modelo de eleicao
em cultura de tecidos, experimento in
vivo e estudos clinicos. 9 10

A combinacao de duas
ceramicas bioativas como a HA e o
RTCP pode melhorar as propriedades
fisico-quimicas do produto final. Os
fosfatos de calcio bifasicos (BCP)
oferecem controlada bioatividade e
equilibrada biodegradacao. Esta
combinacao bifasica pode ser
considerada como ideal para a
regeneracao 0ssea, pois a HA melhora
(o] comportamento mecanico do
material alem de apresentar uma
reabsorcdo mais lenta enquanto que o
R-TCP atua nas fases iniciais da
remodelacao do biomaterial
favorecendo o inicio da deposicéo
Ossea. 11 Este processo e também
conhecido como substituicao
rastejante onde um substituto de osso
e caracterizado segundo sua
funcionalidade entre a degradacao e
como substrato osteocondutor. 12

Um ideal substituto osseo
deveria auxiliar as células precursoras
de osso no processo de diferenciacao e
proliferacdo de matriz extracelular,

permitindo que o0s osteoblastos

interligacao entre células, auxiliando
na proliferacao e diferenciacao. ¢ Para
se conseguir um melhor resultando,
os biomateriais devem apresentar
diferenciadas propriedades quimicas e
fisicas como composicdo quimica,
formato, tamanho e dureza de suas
particulas. Alem disso a estrutura
final deve apresentar porosidade com
macroporos e microporos ate
nanoporos, resultando em diferentes
estagios de absorcao, adesao e
deposicao de tecido 6sseo no interior e
entre o material substituto 6sseo.!3

A interacao entre algumas desta
propriedade pode modular a resposta
inflamatoria.14-17 Apdés sua interacao
com os tecidos vivos, ocorre processo
de quimiotaxia com a atracao de
células de defesa e com fagocitos /
macrofagos e  células  gigantes
multinucleadas, que podem controlar
a dissolucdo do substituto de osso por
intermédio da secrecdo de citoquinas
locais. 14, 16

Apatita é a fase inorganica na
matriz Ossea, configurando e
proporcionando ao osso natural suas
propriedades mecanicas. Esta apatita
O0ssea é composta, predominantemente

por hidroxiapatita (HA) 18 19 contudo

sua materia prima é proveniente do
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fosfato de calcio amorfo (ACP). 20.21 O
ACP pode ainda ser encontrado no
tecido o6sseo vivo porem  este
componente aparece nas fases iniciais
ou intermédiarias a formacao de HA
22, Durante o  desenvolvimento
humano entre a fase de adolescéncia
até a adulta, o osso torna-se
progressivamente mais cristalizado.
Isso ocorre, pois (ACP) solavel &
convertido ao longo do tempo até se
formar hidroxiapatita estavel. 22
Recentes trabalhos in vitro
demonstraram que os ACPs podem
suportar crescimento e diferenciacao
de células osteoblasticas.23: 24 QOutros
estudos utilizando biomateriais
associados a ACP demonstraram
auxilio deste componente na
promocao de células preosteoblasticas
apoiando a diferenciacdao celular.6. 23
Compostos nanoestruturados de ACP
e HA apresentam excelente
biocompatibilidade e bioatividade. 6. 25
| A utilizacdo de um biomaterial
semelhante a apatita do osso natural,
porem com caracteristicas de rapida
bio-absorcao local auxiliar no
processo de reparacado tecidual. O
intuito deste relato foi o de mostrar
que Dbiomateriais produzidos com
fosfato de calcio amorfo (ACP)
confeccionados em formato de fibras
pode auxiliar no processo de

reparacao tecidual local quanto

inserido em local de trauma 6sseo. A
associacao entre mecanica e quimica
de superficie pode acelerar o processo

de cicatrizacao tecidual local.

MATERIAIS E METODOS

O material de partida é obtido
por reacao hidrotérmica de CaO e P,Os
com Ca / P > 1 .0 material foi seco e
triturado e, em seguida, fundiu-se o
composto a 1350 °C quando foi
vasado para a base de rotacao da
maquina de Hager-Rosengarth
formando as fibras com diametros que
variam de 5 pm a 200 pm (Fig. 1).
Este Material foi esterilizado em

Radiacado Gama e posteriormente

testado in vitro.

"In Vitro" de ensaio: Teste de
citotoxicidade (CT)

Para este ensaio foi utilizado o
meétodo de rastreio de toxicidade in
vitro de materiais. O ensaio foi
realizado seguindo International
Standardization Organization - ISO
1099317 e da metodologia de acordo.
26 linha celular de monocamada de
NCTC clone 929 obtida a partir de
American Type Culture Collection
(ATCC) sendo

recipientes com

usados em 96

microplaca que
receberam extratos diluidos em série
de amostras de fibra de ACP. O
extrato foi obtido por fibras ACP de
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imersdao num frasco com meio de 50% em curvas de viabilidade. O

cultura de células MEM (meio minimo
de Eagle's) com acidos aminados,
mais soro fetal de bezerro a 5% e
incubadas a 37 ° C durante 24h.
Placas de PVC foram utilizadas como
controle negativo e o extrato foi obtido
através da mesma maneira como as
fibras de ACP. Uma solucéo de fenol a
0,02% foi wutilizada como controlo
positivo e recebeu o mesmo
tratamento de diluicao do extrato. O
objetivo de deste controle foi o de se
verificar o desempenho do ensaio. O
controlo positivo tem que ser um
material que demonstre a toxicidade
enquanto o negativo tem de ser nao
toxico.

O efeito citotoxico de cada
material foi medida pela percentagem
de viabilidade de células, quando em
contato com extrato de material de
teste e foi avaliada quantitativamente
por medicdo da absorcao de vermelho
neutro pelas células viaveis. As
densidades  opticas (DO) foram
medidas em um leitor
espectrofotometro Sunrise - Tecan no
filtro de 540 nm utilizando microplaca
ELISA onde foi calculada a viabilidade
celular (%) em relacdo ao controle de
células. A impressdo da_viabilidade
celular (%) versus concentracao do

extrato pode ser obtida com indice de

citotoxicidade representado por IC

indice de citotoxicidade representa a
concentracao do extrato que mata ou
promove uma lesdo em 50% da

populacao de células durante ensaio.

Implantacao do biomaterial em um
preenchimento de cavidade. In vivo.

O material de fibra ACP foi
implantado em uma regiao de fibrose
devido a periimplantite situada ao
redor de um implante incidente em
um paciente com 62 anos de idade. O
objetivo principal foi observar a
capacidade osteocondutora e suas
caracteristicas de absorcdo. Um
implante com mais de 20 anos em
funcado, formato cilindrico e o
recobrimento de sua superficie com
pulverizacao de plasma de titanio, foi
perdido devido a afrouxamento do
componente protético e posterior
contaminacao por colonizacao
bacteriana em sua rugosa superficie.
Para o procedimento cirurgico, o
paciente foi tratado com o
antibioticoterapia pré e pds operatoria
(Amoxicilina 875mg, Glaxosmithkline
Brasil Ltda, Rio de Janeiro - RJ), anti-
inflamatorio nao-esteroide pos-
operatorio (Nimesilda 100mg - Medley,
Sao Paulo- SP) e analgésico pos-
operatéorio (Dipirona soédica, 500mg,
Neoquimica Anapolis - GO). Apos

anestesia na regido de local em fundo
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de vestibulo e porcao lingual de

(IC50%) indicando nenhum efeito
gengiva inserida e mucosa livre, o toxico. No outro lado, o controlo
implante doente foi retirado com positivo apresentou comportamento

movimento de tracdo para o fora do citotoxico com IC 50% = 19 o que

local inserido. O tecido gengival foi
entao incisado e afastado para expor
tecido fibrosado e contaminado. Com
a utilizacdo de curetas de Lucas e
descola periosteo tipo Free, o tecido
fibrosado foi lentamente descolado do
tecido 0sseo até seu total
descolamento da loja afetada. O tecido
duro local foi entao lavado
abundantemente com solucao salina
de NaCL (0,9%). Com o leito Osseo
cirargico livre de tecido fibrético,
fibras de enxerto ACP foram
delicadamente inseridos e
condensados até a completa
locopletacao do alvéolo O0sseo
existente. Em seguida, o local foi

suturada com fio de mononylon 5XO

(Ethicon, Jhonson & Jhonson).

RESULTADOS

Os dados de viabilidade celular
(%) em funcdo da concentracdo de
extrato (%) projetada na Figura 2
mostram as curvas de viabilidade
celular de ensaio de citotoxicidade.
testadas

Todas as amostras

demonstraram 0 mesmo
comportamento de controlo negativo,
as curvas de viabilidade estao acima

da linha de indice de citotoxicidade

significa que o extrato de controlo
positivo, em uma diluicao de 19% de
dano causado em 50% da populacao
de células. As fibras ACP por meio da
sua curva de viabilidade celular acima
da linha de IC50% foram considerados
nao-citotoxico.

No ensaio realizado em ser
humano "in vivo", a regiao de tecido
fibrotico ao redor do implante doente
pode ser visualizado na fig. 3. Apos
procedimento cirurgico de remocao do
elemento de implante cilindrico e
curetagem tecido fibrotico (Fig. 4) onde
se podem notar as dimensdes e
proporcoes da lesao existente (Fig. 5),
bem como no tecido duro restantes,
realizou-se o alojamento do enxerto,
como se mostra na radiografia
periapical (Fig. 6). Apods periodo de
cicatrizacao tecidual com 15 semanas
de espera, o local foi novamente
acessado sendo instalado implante de
titAnio conico, de titdnio com
superficie de duplo ataque acido e
dimensodes de 5.0X11mm (Certain ® -
Biomet 3i) (Fig. 7).

Durante todo o processo de
reparacao dos tecidos, processo
normal de interacdo entre o material

de enxerto e osso hospedeiro foram
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detectados em

favorecem sua bioatividade. 27 Estudo

radiografias
sequenciais. As imagens periapicais de
acompanhamento demonstraram
pequena perda de volume vertical,
porem com o passar das semanas a
regido inicialmente mais radiopaca,
representada pelo concentrado de
material de enxertia, foram com o
passar das semanas evidenciando

aspecto de tecido cicatricial melhor

organizado.

DISCUSSAO

A reparaciao oOssea em locais
traumatizados, sem utilizacao de
materiais condutores, pode dificultar a
cicatrizacao local. Biomateriais séao
largamente utilizados como veiculos
auxiliares durante a reparacao
tecidual, contudo estes materiais
devem apresentar uma osteoconducao
bem equilibrada para que paredes
O0sseas do leito receptor nao sejam
reabsorvidas de forma desordenada,
alterando a morfologia do leito
remanescente. Estes biomateriais
devem ser bioativos favorecendo a
aproximacdo de novas células
auxiliando o processo de cicatrizacao
local.

Materiais biocompativeis
demonstram suportar e auxiliar no
crescimento celular. 23 24 Quando
estes sao incorporados com

biomoleculas de calcio e fosforo

in vitro wutilizando a ACP como
substrato de enxertia, demonstrou
excelente bioatividade. 28 Alguns
substitutos o6sseos em nanofibras
podem incorporar tais biomoléculas.
Quando submetidos a atividade
celular, essas biomoléculas podem ser
gradativamente liberadas auxiliando
na regeneracao ossea. 29-32

Quando nos voltamos ao estado
de degradacao dos compostos ACP
assim como velocidade de ocorréncia
deste fato, autores utilizando
implantes de titanio revestidos com
fosfato de calcio amorfo observaram
que a pelicula de revestimento foi
dissolvida e rapidamente absorvida no
periodo de 4 semanas, durante
processo de cicatrizacdao tecidual. 31!
Alem disso estes autores nao
observaram reacoes inflamatérias
adversas e tdo pouco perda anormal
de estrutura oOssea no leito Osseo
receptor. 33 Baseados nestes
resultados os autores concluiram que
os implantes revestidos com ACP
podem acelerar a formacao Ossea
durante as fases iniciais da
cicatrizacao logo apos a dissolucdo do
revestimento ACP. 3!

Segundo trabalhos utilizando
implantes revestidos com ACP, os
autores observaram que a pelicula de

biomaterial foi rapidamente absorvida
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pelo metabolismo local,

criando de extracdo foram observadas. Estes

espaco para a saturacdo de fluidos
corporais. 3! A alta reatividade
associada a solubilidade de um
biomaterial promove wuma melhor
reparacao tecidual local. Segundo He
2013 34, particulas de ACP possuem
particulas com pequenas dimensodes e
aumentada area de superficie o que
pode favorecer sua degradacdo e
favorecer a cicatrizacdo tecidual. O
ACP acelerou a cicatrizacdao do tecido
O0sseo em torno de um implante de
titAnio  promovendo um  melhor
contato osso/implante. 3!

Em nosso estudo, a remocao do
implante de titanio doente resultou em
um leito o6sseo com S paredes,
semelhante a um alvéolo fresco. O
Processo de cicatrizacao tecidual em
alvéolos frescos vem sendo bastante
estudada em animais e humanos S35.
Em caes, no processo de cicatrizacao
foi observado depodsitos de tecido
0sseo em 8 semanas, enquanto em 16
foi evidenciado tecido osseo mais
organizado em formato lamelar. Em
recente trabalho Liu 36, utilizando
biomaterial em formato de algodao de
fosfato de calcio amorfo, os autores
observaram resultados significativos
na cicatrizacdo tecidual quando
comparado a ndo enxertados. Finas
camadas de trabéculas  oOsseas

direcionadas a parte central do alvéolo

resultados estdo coincidentes com a
literatura, 37 onde utilizaram
nanocompositos de fosfato de calcio
amorfo em calota craniana de coelhos
e fémures de ovelhas. Apos 4 e 8
semanas o0s autores ressaltaram
formacao de fina camada de tecido
0sseo esponjoso em area enxertada.
Acreditamos que nosso estudo
também evidenciou formacao de tecido
O0sseo organizado do ponto de vista
radiografico e que o biomaterial
favoreceu a osteoconducao e
deposicao de novas trabéculas osseas.

A associacao de Fosfato de
calcio amorfo com outros biomateriais
também foram  testados como
alternativa para a reparacao de tecido
0sseo traumatizado. Alguns
compostos de nanofibras ACP- PLA e
HA- PLA foram utilizados como
suporte para o crescimento e migracao
celular. Os autores comentam que
compostos de ACP-PLA e HA-PLA
podem ser degradados gradualmente
atraves de um processo de hidrolise 32,
e ions de calcio e fosforo seriam
liberados para matriz extracelular.29-32
A saturacdao de fluidos corporais e
precipitacao de proteinas associado a
estes ions promove a formacéo de uma

apatita biologica 29 30 acelerando a

formacéao ossea. 3!
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Fig. 1: Material produzido em ACP com fibras de didmetros com 5 pm a 200 pm
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Fig. 2: Curva de viabilidade das fibras de ACP em ensaio de citotoxicidade in vitro.
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' Flg.6: Radiografia Periapical
Fig. 3: Radiografia periapical onde pode- demonstrando radiopacidade em local
se notar zona radiolucia ao redor do onde existia elemento de implante,
implante cilindrico representativo de representado pela existéncia de fibras de
tecido fibrotico. ACP. As setas representam a delimitacdo

do 6ssea de tecido hospedeiro.

—

Flg. 4: Remocdo de implante doente e
tecido fibrotico totalmente desinserido do
local lesionado. Fig. 7: Radiografia periapical realizada
logo apdés a instalacdo do implante
osteointegrado decorrido o periodo de 15
semanas da enxertia realizada.

CONCLUSOES

As fibras de ACP foram facilmente
inseridas no leito receptor e suas
fibras favoreceram a cicatrizacao local.
A reparacao ossea foi beneficiada com

a existéncia deste biomaterial e forma

Fig. 5: Fibras de ACP selecionadas para de algodao. A formacao de novo tecido
insercao em leito cirtrgico preparado apés . .
curetagem e lavagem com solucio salina. preenchendo o local de defeito 6sseo

demonstrou ser suficiente para a
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instalacdo de um novo implante de

titdnio. Este biomaterial permite a sua
utilizacdo em casos simples como
alvéolos apos a extracao dental ou
cavidades o6sseas de pequenas

proporc¢oes.
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