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Resumo

O cimento 6sseo, PMMA (polimetilmetacrilato), apresenta limitacdes de manuseio e
suas reacdes podem causar necrose do tecido devido as reagdes exotérmicas. Assim, vém
sendo estudadas blendas a base de cimento de aluminato de célcio (CAC) com alta
resisténcia mecanica a compressao possuindo também propriedades bioativas. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar as blendas quanto a formacéo de depositos de calcio (in vitro),
analise histolégica na interface com o cimento (in vivo) e resisténcia a flexdo (in vivo). Os
resultados mostraram que as blendas de alumina e colageno favoreceram o depdsito de
célcio enquanto a presenca de Oxido de zinco inibiu a mineralizacdo da matriz. Ocorreu
neoformacdo Ossea na interface cimento-tecido 0sseo apds 4 semanas da cirurgia, com
pontes Gsseas constituidas por osso imaturo demonstrando a viabilidade do tecido 6sseo. A
blenda alumina apresentou o maior valor de forga maxima de flexdo e de rigidez in vivo
superando o PMMA.

Palavras-chave: blendas de aluminato de célcio, flexdo de trés pontos, neoformacao dssea.
Abstract

The bone cement, PMMA (polymethylmethacrylate), has handling limitations and its
reactions may cause tissue necrosis due to exothermic reactions. Thus, calcium aluminate
cement (CAC) based blends with high compressive strength have also been studied and also
have bioactive properties. The objective of this work was to characterize the blends for the
formation of calcium deposits (in vitro), histological analysis at the interface with cement (in
vivo) and flexural strength (in vivo). The results showed that alumina and collagen blends
promoted calcium deposition while the presence of zinc oxide inhibited matrix mineralization.
New bone formation occurred at the bone cement-tissue interface after 4 weeks of surgery,
with bone bridges consisting of immature bone demonstrating the viability of the bone tissue.
The alumina blend presented the highest value of maximum flexural strength and stiffness in
vivo, better of PMMA.

Keywords: calcium aluminate cement blends, flexural strength, bone neoformation.
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INTRODUCAO

O cimento atual mais utilizado para reparo 6sseo € o PMMA (polimetilmetacrilato) [1],
mas este apresenta deficiéncias como manuseio, ndo induz remodelacdo Ossea ap0Os sua
aplicacdo, produz reacOes exotérmicas durante sua cura [2] e ha risco de vazamento do
material em tecidos adjacentes [3] podendo ocorrer necrose nos mesmos [4].

O cimento de aluminato de célcio (CAC), por outro lado, tem apresentado vantagens
como fluidez e boas condigdes de trabalhabilidade [5], preparacdo a temperatura ambiente,
ajuste da reologia e tempo de endurecimento, alta resisténcia mecanica inicial, boa resisténcia
a corrosao [6], biocompatibilidade [7, 8] e habilidade de formar apatita in situ indicando sua
bioatividade em fluido corporal simulado (SBF) [6, 9]. Também apresenta alta viscosidade,
permitindo injecdo direta ap6s a mistura e baixa reacao exotérmica [10, 11].

Trabalho recente [12] mostrou o desenvolvimento de blendas a base de CAC contendo
diferentes teores de alumina, zirconia, 0xido de zinco, hidroxiapatita, fosfato tricalcico,
quitosana e colageno, essas composicGes se mostraram bioativas quando em contato com
fluido corporal simulado (SBF). Resultados preliminares in vitro também avaliaram a
viabilidade de células osteoblasticas quando em contato com as blendas apontando resultados
promissores principalmente para as amostras contendo zircénia, colageno e oxido de zinco
[12]. Outro trabalho mostrou que blendas de CAC resultaram em amostras com alta
resisténcia mecénica a compressao (similar ao PMMA) [10]. Foi demonstrado que o uso do
CAC testado em tecidos subcutdneos de ratos ndo induziu reagdo inflamatdria sendo
considerado biocompativel [13].

Dentro deste contexto o objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacdo de
blendas de CAC (alumina, 6xido de zinco, colageno e fosfato tricalcico) quanto a formacao de
depdsitos de célcio (in vitro), andlise histoldgica na interface cimento-tecido 6sseo apds 4
semanas de cirurgia (in vivo) e analise de resisténcia mecanica a flexdo em trés pontos (in

Vivo).

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente o cimento de aluminato de calcio (CAC) foi misturado a seco com
dispersante Castament FS60 (Bayer, 0,6%-p) e plastificante CaCl,.2H,O (Labsynth, 2,8%-p)
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em moinho de bolas durante 1 hora. A seguir diferentes compostos foram adicionados e
homogeneizados durante 1 hora com auxilio de moinho de bolas produzindo-se as seguintes
blendas: 4%-p de alumina ou 6xido de zinco ou fosfato tricalcico e 1%-p de colageno.

Essas blendas foram usadas na preparacdo de suspens@es aquosas (80%-p de sélidos,
com excecdo da blenda contendo colédgeno preparada com 73%-p) com as quais foram
preparadas amostras cilindricas (6 mm didmetro x 2 mm de altura). Amostras de PMMA (Bio
mecanica) foram preparadas seguindo recomendacdes do fabricante. As analises de depdsito
de célcio foram realizadas na Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo em
Ribeirdo Preto - FORP-USP utilizando células osteoblasticas de ratos da linhagem UMR-106
(American Type Cell Collection -ATCC, CRL-1661). A extracdo bioquimica de vermelho de
Alizarina foi avaliada usando um método colorimétrico descrito por Gregory em 2004, [14]
para analise quantitativa do teor de célcio. Os dados foram expressos como absorbéancia a 405
nm e submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste Student-Newman-Keuls,
quando apropriado. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os ensaios in vivo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia do Campus de S&o José dos Campos/UNESP (CEUA 07/2017) e foi realizado de
acordo com os Principios Eticos para a Experimentacdo Animal, adotado pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Para os estudos in vivo, 20
ratos adultos (Rattus norvegicus, variacdo albinus, Wistar), pesando cerca de 300g,
totalizando n=5 e 4 grupos avaliados (com defeito ndo preenchido, com defeito preenchido
com as blendas alumina ou fosfato tricalcico e PMMA), foram utilizados como modelo para
avaliacdo do reparo 6sseo. Aos 90 dias de idade foi realizado um defeito 6sseo monocortical
de 3 mm em cada fémur, de todos os animais, sob anestesia geral. Ao término da cirurgia 0s
animais foram monitorados até o prazo da eutanasia de 4 semanas. Os fémures dos lados
direito foram usados para analises histologicas a fim de observar a neoformacdo Gssea na
interface com o0s cimentos, enquanto os dos lados esquerdos foram usados para realizar 0s
ensaios biomecénicos de flexdo. Os fémures direitos foram acondicionados em formol a 10%
até o momento do processamento histolégico e os fémures esquerdos foram armazenados em
solucdo de Ringer a -20°C até a realizacao dos testes.

Para andlise histoldgica, ap6s a preparacdo da lamina (fixacdo, descalcificagdo,
desidratacédo, diafanizacdo, inclusdo e microtomia), a mesma foi corada em hematoxilina e
eosina para diferenciacdo das estruturas acidas e basicas.

Os fragmentos 6sseos dos fémures esquerdos que estavam congelados em solugdo de

Ringer a -20°C foram retirados do freezer no dia da realizagdo do teste de flexdo em trés
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pontos. Algumas pecas nédo tiveram condicGes para ensaio e desta forma os grupos passaram a
ter n=3 como padronizacdo. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Pesquisa de
Materiais Odontoldgicos e Protese da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual
Paulista de S&o José dos Campos, em uma EMIC modelo DL 200. Os pardmetros usados no
ensaio de flexdo de trés pontos foram adaptados conforme a metodologia de Silva et al. em
2017 [15]. Cada fémur foi centralizado considerando o defeito 6sseo preenchido com a blenda
como o ponto central entre dois apoios distantes 10 mm um do outro. A carga de 5 kgf foi
aplicada transversalmente ao longo do eixo do fémur com uma velocidade constante de 5
mm/min até a falha do espécime. A partir do programa Tesc (versdo 1.1) as seguintes
propriedades extrinsecas do osso cortical foram avaliadas: forca méxima (N): valor maximo
da carga durante o teste e rigidez (KN/mm): angulo da curva forca x deslocamento na regido
linear. Os dados obtidos foram expressos como média e desvio padrdo e analisados
estatisticamente ao nivel de significancia de 5%. Os grupos foram submetidos a analise de
variancia ANOVA e quando necessario foi aplicado o teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo bioquimica de vermelho de Alizarina mostrou valores significativamente
maiores de depositos de calcio para os grupos controle, 4%-p de alumina e 1%-p de colageno.
Menor valor foi obtido para o grupo 4%-p 6xido de zinco (ZnQO), como apresentado na Figura
1.
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Figura 1: Extragdo bioquimica de vermelho de Alizarina (deposito de calcio) em culturas de
celulas osteoblésticas UMR-106.
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As culturas de células osteoblasticas foram expostas aos diversos materiais apds 7 dias
de cultura. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(Kruskal-Wallis, p <0,05).

As células UMR-106 sdo uma linhagem celular de osteosarcoma de camundongo que
podem ser induzidas para produzir rapidamente fosfato de calcio mineral associado a uma
matriz extracelular a base de coldgeno [16]. Portanto, os depdsitos de célcio sdo uma
indicacdo de formacéo in vitro de nddulos semelhantes a 0ssos que podem ser especificamente
corados com vermelho-alaranjado usando o corante Alizarina Red S.

Os resultados mostraram que a adicdo de ZnO ao CAC inibiu significativamente a
mineralizacdo da matriz, e estes achados concordam com as observacdes de Togari et al.
(1993) mostrando que a exposi¢ao ao zinco reduz o contetido de célcio e inibe a mineralizagdo
da matriz em culturas de células osteogénicas, mas promove atividade da fosfatase alcalina e
expressao génica de marcadores de osteoblastos [17] [18].

Nas analises das laminas histologicas observou-se neoformacdo dssea na interface
cimento-tecido 6sseo ap6s 4 semanas da cirurgia. Nas interfaces laterais e na regido abaixo do
cimento foi observada neoformacgdo Gssea com a presenca de osteoblastos em fileira Gnica ao
redor das trabéculas 6sseas, bem como ostedcitos aprisionados no interior da matriz dssea,
demonstrando a viabilidade do tecido 6sseo. A Figura 2 ilustra as imagens da interface entre o
cimento e o tecido 6sseo nos diferentes grupos. Cabe ressaltar que o grupo 6xido de zinco nao
foi avaliado devido a inibir os depdsitos de célcio e o grupo colageno ndo pode ser injetado no

defeito 6sseo devido a alta viscosidade.
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Figura 2: Imagens histologicas da neoformacdo Ossea abaixo da &rea de implantacdo do
cimento no defeito 6sseo. As imagens mostram a neoformacdo 6ssea (I’) no defeito 6sseo
(%) ap6s periodo de 4 semanas para os seguintes grupos: a) coagulo; b) alumina; c) fosfato
tricélcico e d) PMMA.

O teste de flexdo em trés pontos foi realizado nesta ponte 6ssea neoformada nos
espécimes do fémur esquerdo que ficou acondicionado em Ringer a -20°C.

Os dados de média e desvio padréo da forca maxima obtida para os diferentes grupos
podem ser visualizados na Figura 3. Observou-se maior valor para o grupo alumina
comparado ao grupo controle (coagulo) e PMMA.
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Figura 3: Forca maxima de flexao in vivo para o0 0sso com defeito preenchido com as blendas

(76%-p) em comparacédo ao grupo coagulo (controle) e PMMA.

Os dados de média e desvio padrdo da rigidez da amostra podem ser visualizados na
Figura 4. Apds os testes estatisticos observou-se diferenca significativa entre o grupo alumina

e 0 grupo controle (codgulo) o qual exibiu o maior valor (p<0,05).
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Figura 4: Rigidez in vivo para 0sso preenchido com as blendas (76%-p) em comparagcdo com

grupo coagulo (controle) e PMMA.
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A maior adesdo com 0 0SS0 ocorreu com a alumina que apresentou o maior valor de
forca méaxima de flexdo in vivo, e esse comportamento promoveu melhor reparo 0sseo e
consequentemente, melhor resultados biomecanicos. O PMMA apresentou 0 segundo maior
valor de forca maxima, mas para testes in vivo e ndo apresentou interagdo com o tecido 6sseo
melhor que a alumina. Sugere-se que os produtos gerados durante a manipulagdo do PMMA
podem interferir no reparo 6sseo e conforme, assim foi relatado também que o PMMA
apresentou problema de alta rigidez de compressao sendo suspeito de causar problemas nas
vertebras adjacentes apés a vertebroplastia [19], além disso foi relatado danos térmicos a
cartilagem articular decorrentes da aplicagdo do PMMA [20]. Outros autores também
relataram biocompatilidade insuficiente do PMMA, incorporando nano particulas de
hidroxiapatita para melhorar a sua biocompatibilidade [21]. Conforme ja verificado por outros
autores a alumina é um material inerte e resistente a maioria dos ambientes corrosivos como o
corpo humano apresentando também excelente dureza [22], causando pouca ou nenhuma
resposta dos tecidos envolta mantendo-se inalterado [22]. Tavassoli em 2018 mostrou que a
forma convencional da alumina é de uma bioceramica inerte e sua incorporacdo em
bioceramicas de hidroxiapatita resultou em melhor dureza e aumento na tenacidade a fratura,
aumentando marcadores funcionais de funcdo dssea evidenciada pela maior fixacdo e
proliferacdo celular, atividade de fosfatase alcalina e deteccdo de célcio, resultando em
diferenciacéo osteogénica acelerada quando comparada a hidroxiapatita sozinha [23].

Neste trabalho a blenda alumina promoveu o maior valor de rigidez o que também se

confirmou em seu bom resultado de analise histolégica.

CONCLUSOES

As blendas alumina apresentaram valores mais elevados de depoésito de célcio, que sdo
uma indicacdo de formacdo in vitro bem sucedida de nédulos semelhantes ao 0sso. O uso das
blendas a base de CAC resultaram em neoformacédo 0ssea na interface lateral cimento-tecido
0sseo apoOs 4 semanas da cirurgia, indicando a formacdo de tecido com caracteristicas de
normalidad demonstrando a viabilidade do tecido 6sseo. Como resultado a alumina promoveu
melhor comportamento de interagdo com o0 o0sso com melhor formacdo de matriz

mineralizada, maior ponte dssea neoformada e melhores resultados biomecanicos.
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