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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os fosfatos de cálcio, pirofosfato de cálcio (CPP) com tratamento térmico a 700 e 
900°C, fosfato tricálcio associado à hidroxiapatita (TCP/HA) e hidroxiapatita (HA) como substitutos ósseos. Foram 
utilizados 20 coelhos (Oryctolagus cuniculus), de ambos os sexos, da raça Nova Zelândia, pesando em média 2,5±0,41 
kg. Os animais foram distribuídos, ao acaso, em dois grupos de 10 animais de acordo com o período em que foram 
eutanasiados (30 ou 60 dias). Os implantes foram introduzidos na metáfise proximal e distal de cada fêmur, de modo 
que os CPP 700 e 900 foram introduzidos no membro esquerdo, enquanto o TCP/HA e HA no membro direito. 
Foram realizadas avaliações clínico-cirúrgicas e radiográficas imediatamente após a cirurgia e aos 30 e 60 dias do 
pós-operatório. Os animais apresentaram evolução clínica normal. Na avaliação radiográfica observou-se diferença 
estatística entre os grupos com maior grau de radiopacidade nos animais do grupo 60 dias que utilizaram os implantes 
TCP/HA e HA. Na avaliação histológica, por meio de microscopia de luz e análise morfométrica, os materiais TCP/HA 
e HA proporcionaram maior neoformação óssea ao redor dos implantes do que com os CPP700 e CPP900 aos 30 e 60 
dias de avaliação. 

Palavras-chave: Biomateriais. Cicatrização óssea. Cirurgia.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the calcium phosphate, calcium pyrophosphate (CPP) with heat treatment at 
700 and 900 ° C, tricalcium phosphate combined with hydroxyapatite (TCP/HA) and hydroxyapatite (HA) as bone 
substitutes. We used 20 rabbits (Oryctolagus cuniculus) of both sexes, New Zealand breed, with mean weigh of 2.5 ± 
0.41 kg. The animals were randomly divided into two groups of 10 animals in the period in which they were euthanized 
(30 or 60 days). The implants were placed on the proximal and distal metaphysis of each femur so that CPP 700 and 900 
were introduced in the left, while TCP/HA and HA in the right. Clinical and radiographic-surgical evaluations were 
performed immediately after surgery, and 30 and 60 days post-surgery. The animals showed normal clinical evolution. 
In the radiographic evaluation there was statistical difference between groups with higher degree of radiopacity at group 
60 days that used TCP/HA and HA implants. In the histological evaluation by light microscopy and morphometric 
analysis the materials TCP/HA and HA showed greater bone formation around the implants than CPP700 and CPP900 
at 30 and 60-days evaluation.

Keywords:  Biomaterials. Bone healing. Surgery.

Introdução

Atualmente, observa-se na rotina cirúrgica veteri-
nária, o emprego cada vez maior de materiais sintéti-
cos que podem ser utilizados como substitutos ósseos 
com a característica de estimular um processo de cica-
trização mais rápido. A utilização destes biomateriais 
é justidicada em vários tipos de lesões, tais como as 
ocasionadas por traumatismos, processos infecciosos 
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e neoplasias ósseas, objetivando uma remodelação e 
reconstrução desses defeitos1 ou ainda em artrodeses, 
proporcionando imobilizações de articulações com o 
mínimo de desconforto para os pacientes2, onde o uso 
de enxertos autógenos e alógenos seja inviável, devido 
a problemas como disponibilidade limitada, dificul-
dade de armazenamento e tempo cirúrgico maior na 
obtenção dos enxertos orgânicos3.

Entre os materiais cerâmicos empregados com rele-
vância na medicina para a confecção de implantes, po-
de-se citar os fosfatos de cálcio, que apresentam várias 
subdivisões de acordo com a relação de Ca/P4. Os que 
merecem posição de destaque são: pirofosfato de cálcio 
com fórmula molecular Ca2P2O7 e razão Ca/P igual a 
1.0, fosfato tricálcio com fórmula molecular Ca3(PO4)2 
e razão Ca/P de 1.5 e a hidroxiapatita com fórmula mo-
lecular Ca

10
(PO

4
)

6
(OH)

2
 e razão Ca/P de 1.67, por se-

rem os mais empregados, por exemplo, nas reparações 
cirúrgicas ósseas, devido apresentarem composição 
inorgânica semelhante ao osso, estimulando assim o 
processo de osteocondução5. 

Com o intuito de averiguar o processo de osteocon-
dução dos biomateriais disponíveis para as reconstru-
ções do tecido ósseo, objetivou-se comparar o uso de 
diferentes fosfatos de cálcio na correção de defeitos 
ósseos na metáfise femoral de coelhos, por meio da 
observação clínica, radiográfica e dos aspectos his-
tológicos em relação ao processo de reparação óssea, 
obtidos pelo método da reação direta.

Material e Método

Foram utilizados 20 coelhos, de ambos os sexos, da 
raça Nova Zelândia, pesando em média 2,5±0,4 kg, 
provenientes de um criatório situado na cidade de 
Patos – PB. Os animais foram distribuídos, ao acaso, 
em dois grupos de 10 animais de acordo com o perí-
odo em que foram eutanasiados (30 ou 60 dias após o 
procedimento cirúrgico). Os animais foram alocados 
em gaiolas individuais, vermifugados com albendazol 

a 5% (Ibazole 5% ®- Laboratório Ibasa LTDA, Porto 
Alegre-RS, Brasil) na dose de 20mg/kg por via oral e 
passaram por um período de adaptação de sete dias 
antes do início do experimento, recebendo ração ba-
lanceada duas vezes ao dia e água potável ad libitum 
durante todo o experimento. 

Foram utilizados quatro fosfatos de cálcio: pirofos-
fato de cálcio de razão 1.0 com tratamento térmico 
a 700ºC (CPP700), pirofosfato de cálcio de razão 1.0 
com tratamento térmico a 900ºC (CPP900), fosfato 
tricálcio de razão 1.5 associado à hidroxiapatita de 
razão 1.67 (TCP/HA) e hidroxiapatita de razão 1,67 
(HA). Os implantes apresentavam formato cilíndrico 
com 2 mm de diâmetro e 5 mm de altura, e 100 a 300 
µm de porosidade. Todos os substitutos ósseos foram 
autoclavados antes do uso.

Os quatro implantes foram aplicados por animal, 
dois em cada fêmur, situados proximal e distalmente. 
Após a tricotomia, realizou-se a medicação pré-anes-
tésica com acepromazina (Acepran®, Vetnil Indústria 
e Comércio de Produtos Veterinários, Louveira-SP, 
Brasil), na dose de 1mg/kg por via intravenosa (IV) 
e anestesia com tiletamina-zolazepam (Zoletil®, Vir-
bac do Brasil Indústria e Comércio, São Paulo-SP, 
Brasil), na dose de 15mg/kg IV. Após antissepsia da 
área operatória com solução de clorexidine (Riohex 
0,5%® - Indústria Farmacêutica Rioquímica, São José 
do Rio Preto-SP, Brasil) a 0,5%, fez-se uma incisão 
cutânea ao longo da margem craniolateral da diáfise 
femoral e divulsão do tecido subcutâneo e muscular 
para facilitar a exposição do fêmur. Foi feita ressec-
ção longitudinal do periósteo e dois orifícios foram 
construídos, um proximal e outro distal com broca de 
2,0 mm de diâmetro em cada membro pélvico para 
colocação dos implantes. Durante a penetração da 
broca, foi utilizada solução fisiológica para minimizar 
o aquecimento ósseo. Na região proximal do membro 
pélvico esquerdo utilizou-se o implante de CPP700, e 
na região distal utilizou-se CPP900. Na região proxi-
mal do membro pélvico direito utilizou-se TCP/HA e 
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na região distal utilizou-se HA. Após a introdução dos 
implantes foi realizado a síntese dos tecidos. 

No pós-operatório os animais receberam enroflo-
xacina (Biofloxacin 2,5%® - Biovet laboratório Vete-
rinário, Vargem Grande Paulista-SP, Brasil) na dose 
de 10mg/kg por via intramuscular, uma vez ao dia 
durante 5 dias e meloxicam (Maxicam 0,2%® - Ouro 
Fino Agronegócio, Cravinhos-SP, Brasil) na dose de 
0,2 mg/kg por via intramuscular no primeiro dia (fár-
maco administrado 30 minutos antes do procedimen-
to cirúrgico) e 0,1 mg/kg nos dois dias subsequen-
tes. Também foi administrado em todos os animais 
tramadol (Tramadon®, Cristália produtos Químicos 
e Farmacêuticos Ltda, São Paulo-SP, Brasil) na dose 
de 1 mg/kg por via intramuscular, antes do procedi-
mento operatório. A higienização da ferida cirúrgica 
foi realizada com solução fisiológica 0,9% e suspen-
são de sulfadiazina prata, sulfato de neomicina e alu-
mínio spray (Kuraderm Prata® – AVIPEC Produtos, 
Curitiba-PR, Brasil) durante os 10 primeiros dias do 
pós-operatório, tendo sido retirados os pontos após 
esse período.

O processo de avaliação clínica das feridas cirúr-
gicas foi diário durante os 10 primeiros dias de pós-
operatório, observando se havia presença de reação 
inflamatória e infecciosa, dor e deiscência da sutura.

Foram realizadas radiografias nas projeções cranio-
caudal e mediolateral dos membros operados, antes 
e imediatamente após a cirurgia, com 30 e 60 dias de 
pós-operatório, visando acompanhar o processo de 
reparação óssea (Figura 1). Para a avaliação radiográ-
fica foi proposto uma escala gradual de radiopacida-
de, a saber: 0 = ausência de reação periostal; 1 = rea-
ção periosteal apenas nas bordas da lesão óssea; 2 = 
reação periosteal nas bordas da lesão com radiopaci-
dade evoluindo concentricamente sem consolidação 
completa da lesão óssea; 3 = consolidação completa 
da lesão óssea. Essa avaliação foi realizada por três 
radiologistas; os valores atribuídos a cada lesão óssea 
por avaliador foram somados e submetidos à análi-

se estatística. Essa conduta foi tomada para evitar ou 
pelo menos minimizar a ocorrência de vies.

Os animais foram eutanasiados ao final do período 
de observação destinado a cada momento experimen-
tal, tendo sido colhidos os fêmures e, em seguida, re-
tirados os fragmentos do tecido ósseo que continham 

Figura 1 - Radiografias nas projeções ML e CC dos fêmures, 
indicado pelo círculo os locais das osteotomias. 
a – Imediatamente após a cirurgia; b – 30 
dias após o procedimento (notar aumento de 
radiopacidade nas bordas da osteotomia); c – 60 
dias de pós-operatório (locais osteotomizados 
totalmente cicatrizados)
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os implantes. Os fragmentos ósseos foram submeti-
dos à fixação com formalina tamponada a 10% duran-
te 10 dias. Logo após, o material foi lavado em água 
corrente e descalcificado em mistura de partes iguais 
de solução de ácido fórmico 5% + ácido clorídrico 
5% durante cinco dias. Os fragmentos foram incluí-
dos em parafina líquida e, posteriormente, cortados 
em fatias transversais de 5µm de espessura dos blocos 
e montados em lâminas de vidro. De cada bloco, fo-
ram obtidas quatro lâminas, sendo estas submetidas 
às técnicas de hematoxilina-eosina para visualização 
histológica, avaliando-se a interface osso-implante, os 
graus de reação endosteal e periosteal, proliferação e 
diferenciação celular no tecido cicatricial e presença 
de tecido conjuntivo. A neoformação óssea induzida 
pelos biomateriais foi quantificada através da análise 
morfométrica das lâminas. 

A comparação da cicatrização óssea conduzida pelas 
diferentes proporções de cálcio e fósforo foi realiza-
da por momento experimental e entre os momentos. 
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade de 
Anderson-Darling para a verificação da distribuição 
dos dados. Para variáveis com distribuição normal, os 
grupos foram comparados pela análise de variância 
(ANOVA) de um critério de classificação, com com-
parações múltiplas pelo teste de Tukey. Para variáveis 
com distribuição não normal, a comparação foi rea-
lizada pelo teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, 
com comparações múltiplas pelo teste de Nemenyi6. 
O nível de significância adotado foi de 5% e as análi-
ses foram feitas com o programa estatístico MINITAB 
versão 14.0.

Resultados e Discussão

Os animais apresentaram evolução clínica normal, 
não se observando quaisquer sinais de infecção, dor 
ou complicação, ocorrendo cicatrização por primeira 
intenção em todas feridas cirúrgicas, justificada pela 
rigorosa assepsia e técnica cirúrgica adequada durante 

o procedimento, em conjunto com uma antibioticote-
rapia e manejo da dor adequado, concordando com os 
resultados relatados por Freitas et al.7. Nenhum ani-
mal apresentou sinais de rejeição aos enxertos, com-
provando a característica de biocompatibilidade dos 
fosfatos de cálcio1,8.  

O aumento da radiopacidade óssea está relaciona-
do com a neoformação tecidual do osso9. No presen-
te estudo evidenciou-se diferença estatística signi-
ficativa entre TCP/HA e HA aos 60 dias em relação 
ao CPP700 60 dias (Tabela 1), podendo esse fato ser 
atribuído à característica da hidroxiapatita e do tri-
fosfato de cálcio, que são excelentes osteocondutores 
e favorecerem o processo de cicatrização óssea mais 
rápida10. Resultados semelhantes foram encontrados 
nos estudos de Vital et al.8 e Miranda et al.11.

Os exames histológicos realizados neste estudo 
possibilitaram analisar os estímulos induzidos pelos 
biomateriais durante o período de reparação óssea 
proposto neste experimento. Foram observadas aos 
30 dias, nas interfaces osso-implante que receberam 
CPP700 e CPP900, pequena irregularidade do en-
dósteo e periósteo e pequena atividade osteoblástica 
e osteoclástica com pouca deposição de tecido con-
juntivo. Já com os implantes TCP/HA e HA aos 30 
dias, foram observadas irregularidades do endósteo 
e periósteo, atividade osteblástica e osteoclástica e 
deposição de tecido conjuntivo mais evidente que os 
demais biomateriais. 

Implantes/Grupos
Momentos

30 dias 60 dias
CPP700 6,0±1,3 5,9±1,3a

CPP900 5,9±1,1 6,2±1,6
TCP/HA 6,0±1,0 6,8±0,9b

HA 6,0±1,0 7,0±1,2b

Tabela 1 - Média ou mediana e desvio padrão ou intervalo 
interquartil da radiopacidade da lesão óssea, 
induzida pelos biomateriais entre os momentos 
e grupos

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna denotam diferença 
estatística (p < 0,05)
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Já aos 60 dias, todas as reações observadas foram 
mais evidentes do que aos 30 dias, e os implantes 
TCP/HA e HA estimularam ainda mais essas reações, 
demonstrando maior capacidade de estímulo. Obser-
vou-se também que o tecido conjuntivo aos 60 dias 
diminuiu, havendo maior deposição de tecido ósseo 
primário nos biomateriais TCP/HA e HA, enquanto 
no CPP700 e CPP900 o tecido conjuntivo aumentou 
com pouca deposição de tecido ósseo.

Os biomateriais são utilizados nas cirurgias ósseas 
com o objetivo de reconstrução óssea, e seu desem-
penho depende de alguns fatores como composição 
e poder osteogênico12. A formação óssea depende do 
contato dos materiais com o periósteo e endósteo, já 
que nestes tecidos há presença de células osteoprogê-
nitoras que são ativadas durante o processo de rege-
neração óssea11,13. Sendo assim, a irregularidade do 
endósteo e do periósteo observada neste estudo indi-
ca a atividade destas estruturas no processo de reparo 
ósseo, sendo essa irregularidade maior nos animais 
do grupo 60 dias. 

Dentre as várias células que compõem o tecido ós-
seo, os osteoclastos e os osteoblastos são as principais. 
Os osteoclastos são células multinucleadas que par-
ticipam dos processos de reabsorção e remodelação 
do tecido ósseo, sendo também as responsáveis pela 
reabsorção dos biomateriais, e os osteoblastos são 
responsáveis pela síntese dos constituintes orgânicos 
da matriz óssea e também armazenam fosfato e cál-
cio, participando da mineralização da matriz14. Neste 
estudo, os materiais TCP/HA e HA proporcionaram 
maior estimulação destas células tanto aos 30 como 
aos 60 dias, tendo sido aos 60 dias esta estimulação 
mais evidente. Esses resultados ocorrem devido à 
ação osteocondutiva e da osteotransdutividade des-
ses biometeriais, concordando com o observado por 
Dória Neto2. Através desses processos os substitutos 
ósseos são degradados, reabsorvidos e substituídos 
por tecido ósseo neoformado, conforme observado 
por Borges et al.3.

De acordo com Vital et al.8, o tecido conjuntivo é 
substituído por tecido ósseo no decorrer do processo 
cicatricial, que segundo Fehlberg15 é um evento con-
siderado normal nas cirurgias ósseas, o que justifica a 
diminuição gradativa de tecido conjuntivo encontra-
do na interface osso-implante TCP/HA e HA aos 60 
dias, enquanto no CPP700 e CPP900 houve um au-
mento desse tecido, demonstrando uma capacidade 
osteocondutiva menor que os demais implantes.

Como pode ser observada na tabela 2, a formação 
óssea primária foi maior nos biomateriais TCP/HA e 
HA aos 30 e 60 dias (P < 0,05), sendo ainda mais ex-
pressivo aos 60 dias (Figura 2). Esse fato comprova ca-
pacidade osteocondutiva e uma osteotransdutividade 
diferentes entre os fosfatos de cálcio, de modo que a 
regeneração óssea possa acontecer de forma mais rá-
pida, dependendo do implante utilizado16. Esse pro-
cesso também foi evidenciado nos estudos de Vital et 
al. 8 e Franco et al.10. 

Conclusões

Os resultados obtidos neste experimento permi-
tem concluir que os quatro biomateriais utilizados 
mostraram-se biocompatíveis, pois nenhum animal 
apresentou rejeição aos enxertos. Houve diferença 
radiológica e histomorfométrica significativa em 
relação aos graus de radiopacidade e formação de 
tecido ósseo primário, respectivamente, demons-

Implantes/Grupos
Momentos

30 dias 60 dias
CPP700 37.458±27.398aA 74.135±32.497aB

CPP900 49.847±115.705 82.742±47.714a

TCP/HA 105.202±59.411b 115.566±35.902b

HA 88.975±105.591b 140.021±42.690c

Tabela 2 - Média ou mediana e desvio padrão ou intervalo 
interquartil da área em μm² obtidos pela 
histomorfometria do tecido ósseo neoformado 
induzido pelos biomateriais entre os momentos 
e grupos

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna e letras maiúsculas 
diferentes na mesma linha denotam diferença estatística (p < 0,05)
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trando que os biomateriais TCP/HA e HA propor-
cionaram cicatrização maior que os outros implan-
tes. O método de obtenção dos fosfatos de cálcio 

utilizado foi de baixo custo e demonstrou ser um 
método efetivo de obtenção de biomateriais para 
regeneração óssea.

Figura 2 - As linhas pontilhadas demarcam o local onde foram feitas a osteotomia e colocação dos implantes 
de fosfato de cálcio (interface osso-implante). A (●) representa o tecido ósseo neoformado. A 
figura A demonstra a interface osso-implante que recebeu o TCP/HA do momento 30 dias. A 
figura B recebeu o CPP900 do momento 60 dias. Notar quantidade significativamente maior de 
tecido ósseo neoformado (●) em A relação a B. Obj. 4x (HE)
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