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RESUMO

REGALIN, Bruna Ditzel da Costa. Neoformagdo Ossea e
osteointegracdo de biomateriais micro e nanoestruturados em
ovinos. 2014. 86f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncia Animal, Lages, 2014.

Novas técnicas para substituicdo de tecido 6sseo tém sido
continuamente pesquisadas, buscando novas alternativas para o
tratamento de fraturas, tumores &sseos ou qualquer enfermidade
ortopédica que indique o uso de transplantes ou enxertos 6sseos. Com
este intuito, foram realizados experimentos cirdrgicos em tibias de
ovinos, objetivando avaliar a capacidade osteoregenerativa de
biomateriais em diferentes composi¢Ges. Foram utilizadas oito ovelhas
mesticas texel, com 12 meses de idade e peso médio de 30 kg. Foram
produzidos trés defeitos Osseos em ambas as tibias dos animais,
totalizando seis defeitos, sendo que quatro foram preenchidos por
biomateriais, e dois por fragmentos 6sseos retirados do proprio animal,
funcionando como controle. Os materiais implantados foram:
hidroxiapatita (HA), tricalcio fosfato-p (TCP-B), hidroxiapatita/tricalcio
fosfato-p (HA/TCP-B 60/40) e 0 hanocompdsito hidroxiapatita/alumina
a 5% (HA/AI,O3; a 5%). Os animais foram alocados em dois grupos:
Grupo 60 (n=04), em que os animais foram eutanasiados ap6s 60 dias da
colocacédo dos implantes e Grupo 90 (n=04), em que a eutanasia ocorreu
90 dias ap6s a colocacdo dos implantes. Foram realizadas radiografias
nos periodos pré-operatério, imediatamente ap6s o0 procedimento e aos
30, 60 e 90 dias de pds-operatério, a fim de excluir qualquer alteracdo
prévia ou complicacdo pos-operatoria, capaz de comprometer a
pesquisa. Apds a eutanasia, foram coletadas as tibias para avaliacdo
macro e microscopica, por meio de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia Optica. Os resultados encontrados sugerem uma
boa capacidade de neoformacéao 6ssea com a HA, o TCP-B e 0 composto
bifasico HA/TCP-B 60/40. Este ultimo apresenta o melhor resultado a
longo prazo, devido ao melhor controle na solubilizacdo e liberagdo dos



fons célcio e fosfatos para o meio biolégico durante o processo de
neoformacdo dssea. O biomaterial nanocompdsito HA/AI,Oz a 5% néo
apresentou resultados promissores neste estudo, e sugerem-se novas
pesquisas a fim de investigar melhor o potencial e aplicabilidade deste
novo biomaterial.

Palavras-chave: Biomaterial. Hidroxiapatita. Tricalcio fosfato-p.
Ovinos. Neoformacao 6ssea.



ABSTRACT

REGALIN, Bruna Ditzel da Costa. Bone formation and
osteointegration of micro and nanostructured biomaterial in sheep.
2014. 86f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia
Animal, Lages, 2014.

New techniques for bone replacement have continuously been searched,
to find new alternatives for treatment of fractures, bone tumors or any
orthopedic disease requiring transplants or bone grafts. With that
proposal, we performed surgical procedures in both sheep’s tibia to
evaluate the osteoregenerative capacity of biomaterials of different
compositions. Eight female, mongrel sheeps, 12 months old, weighting
on average 30kg were obtained for the animal study. Three bone defects,
in both tibias of each animal, a total of six bone defects each, were
produced, being four of them treated with four different types of
biomaterials and two with autogenous bone grafts, as a control group.
The biomaterials implanted were: hydroxyapatite (HA), beta-tricalcium
phosphate (TCP-B), hydroxyapatite/beta-tricalcium phosphate 60:40
(HA/TCP-B 60:40) and the nanocomposite hydroxyapatite and alumina
(HAJ/AILLO3 5%). The animals were allocated in two groups: Group 60
(n=04), in which the animals were euthanized sixty days after the
implantation of the biomaterials and Group 90 (n=04), in which the
animals were euthanized ninety days after the procedure. Were
performed radiograph images on the preoperative period, on the
immediate postoperative and at 30, 60 and 90 days of postoperative
period, to excluded any previously disease or postoperative
complications that could compromise this research. After euthanasia, the
tibias were collected for macro and microscopic evaluation, which was
accessed by scanning electron microscopy (SEM) and optic microscopy.
The results suggest that HA, TCP-p and HA/TCP-3 present a great
osteoregenerative capacity. The last one seems to be the best for a long-
term outcome, due its best control in the solubilization and releasing of
calcium and phosphates ions through the biological environment during



the bone formation. The nanocomposite HA/AI,O3; 5% didn’t show a
good response on this study, and we suggest new researchs to better
evaluate the potential and applicability of this new biomaterial.

Keywords: Biomaterial. Hydroxyapatite. Beta-tricalcium phosphate.
Sheep. Bone formation.
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INTRODUCAO

Animais com algum tipo de fratura, geralmente causadas por
trauma, correspondem a grande parte da rotina clinica-cirdrgica dos
hospitais veterinarios. Atropelamentos consistem no tipo mais comum
destes traumas. Tumores 0sseos primarios ou metastaticos sdo causas
comuns de fraturas causadas por enfermidades pré-existentes
(FOSSUM, 2008). Além disso, doengas 0sseas degenerativas e fraturas
afetam milhdes de pessoas no mundo inteiro. Estima-se que até 2020, o
nimero de pessoas acima dos 50 anos com doencas 0sseas, ird dobrar
(STURM et al., 2010).

Ha algum tempo pesquisadores vém tentando encontrar
materiais com caracteristicas adequadas para restauragdo e substituicdo
de tecidos dsseos (LEGEROS, 2002), tanto em seres humanos, quanto
em animais. Inicialmente este processo ocorreu pela utilizacdo de
materiais biolégicos, como no caso de enxertos 6sseos ou mesmo
transplantes. Estes podem ser classificados de acordo com a origem do
material enxertado como autdgenos, quando o doador é o prdprio
receptor; alégenos, quando o doador é da mesma espécie do receptor e
xendgenos, quando doador e receptor pertencem a espécies diferentes
(MARTINEZ; WALKER, 1999). Autégenos sdo considerados mais
efetivos, porém necessitam de um procedimento cirdrgico adicional,
possuem viabilidade limitada e risco de morbidade na area doadora
(LEGEROS, 2002; MOORE et al., 2001). Alégenos e xendgenos tém
sido estudados para superar 0s riscos associados ao 0sso autdégeno, mas
seus usos sdo limitados por problemas como rejeicdo, sequestro 0sseo e
infeccdo, além do potencial risco de disseminacdo de doencas
(LEGEROS, 2002; MOORE et al., 2001).

Diante destas limitacdes, alguns materiais biocompativeis séo
pesquisados para aplicacdo clinica. Entende-se por biomaterial, toda
substancia ou combinagao de substancias, de origem natural ou sintética,
gue ndo sejam drogas ou farmacos, e que podem ser usadas durante
qualquer periodo de tempo, como parte ou como todo de sistemas que
tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcoes
do corpo (WILLIANS, 1987). Com o propdsito de evitar enxertos
06sseos autdgenos, 0 material deve responder a determinados requisitos,
como possuir estrutura estavel, rapidez na incorpora¢do com o tecido
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0sseo, promover osteoconducgdo e gerar pouca ou nenhuma complicagdo
associada ao seu uso (MELLONIG, 1991). Respeitando estas
exigéncias, o fosfato de calcio, um biomaterial ceramico comercializado
desde 1970 na forma de hidroxiapatita e tricalcio fosfato, tem recebido
consideravel atencdo no campo da cirurgia plastica, ortopédica a
odontoldgica (OONISHI, 1991; CONSTANTINO et al., 1992; ONO et
al.,1992). Estes materiais apresentam boa habilidade osteoindutiva, ou
seja, induzem a diferenciacdo celular de células mesenquimais
indiferenciadas em linhagens osteogénicas e em tecido 0sseo
neoformado (HONG et al., 2010).

A hidroxiapatita é fabricada para uso clinico na forma de blocos
ou granulos, porosa ou densa (HONIG et al., 1998). Granulos porosos
sdo estudados em experimentos por serem bem tolerados pelo tecido
0sseo, facilitarem a infiltracdo e proliferacdo de osteoblastos nos
contornos dos graos e em suas microporosidades, além de promoverem
a proliferacdo de vasos sanguineos que sd0 essenciais a0 Processo
reparativo (BURSTEIN et al., 1997, THOMSON et al.,1998). A
hidroxiapatita em forma de granulos facilita a adaptagdo ao contorno
dos defeitos dsseos, ndo tem restricdo quanto a quantidade disponivel e
ndo estd sujeita a rejeicdo imunoldgica, por ser um biomaterial
biocompativel (HONIG; MERTEN, 1993; ONO et al., 1993; OKAZAKI
et al., 2000).

Em comparacgdo com os fosfatos de calcio microestruturados, as
biocerdmicas com micro e nanoestruturas interconectadas, oferecem
melhores condigBes de adesdo e proliferacdo celular, devido as suas
mais altas especificidades de superficie, porosidade em micro e
nanoescala e topografia de superficie mais favoravel. Estas vantagens
estruturais  demonstram  melhor  bioatividade, solubilidade e
biodegradabilidade destes biomateriais quando aplicados in vivo e/ou
em meio simulado (HONG et al., 2010).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta bioldgica
dos implantes de biomateriais granulados microporosos de HA e do
TCP-B, e do nanocompésito HA/AI,Os-a, implantados em tibias de
ovinos, procurando associar o potencial da neoformagdo déssea entre o0s
diferentes biomateriais.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 TECIDO OSSEO

O tamanho, formato e a forca dos ossos sdo determinados por
células dsseas efetoras das linhagens osteoblasticas e osteoclasticas. Os
ostedcitos sdo células ndo proliferativas, diferenciadas, que estdo no
final da linhagem osteoblastica. Estas células residem tanto na matriz
mineral dssea quanto em um osteoide neoformado, permanecendo
presos em pequenas lacunas na porcao rigida do osso (NOBLE, 2008).

Quando ocorre uma fratura, ha hemorragia, devido aos danos
causados nos vasos sanguineos, além de destruicdo da matriz e de
células 6sseas. O inicio do processo de reparacdo ocorre por meio da
remocdo dos codgulos sanguineos e residuos celulares por macréfagos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A consolidacdo dssea & um
processo complexo que compreende trés fases principais: inflamatoria,
reparo e remodelacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SOUSA,
2003; ISOLA, 2012). A fase inflamatoria inicia imediatamente apés a
fratura e dura, em média, duas a trés semanas. Nas primeiras 48 horas, 0
exsudato do hematoma contém varios mediadores inflamatérios, fatores
angiogénicos e do crescimento liberados pelas plaguetas, células locais,
mastdcitos, macréfagos, neutréfilos e linfocitos (SOUSA, 2003). A fase
de reparo ap6s fratura ou osteotomia e sua relacdo com o suprimento
sanguineo sdo fundamentais. A cicatrizagdo ndo ocorre sem
angiogénese, que é reconhecida como passo essencial na osteogénese,
em funcdo da proximidade das células capilares com osteoblastos e
células osteoprogenitoras nos sitios de nova formagcdo dssea
(PELISSIER et al., 2004).

Os osteoblastos depositam uma matriz intercelular de colageno
e polissacarideos que se torna impregnada de sais de célcio, formando o
0ss0 primario, que se transforma gradualmente, em 0sso amadurecido,
com estrutura lamelar tipica, denominado calo 6sseo (CROCI et al.,
2003).

A falha destes processos bioldgicos, bem como a violagdo dos
principios da cirurgia ortopédica, podem causar distlrbios na reparagdo
de fraturas, tendo como consequéncia a unido retardada ou ndo-unido
6ssea (SCHMAEDECKE et al., 2003; MORAES, 2006). Além disso,
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traumas, anormalidades do desenvolvimento, neoplasias e diversas
enfermidades podem provocar defeitos dsseos (CLOKIE et al., 2002;
ARINZEH et al., 2003).

Assim, novas solugdes para tratamentos ortopédicos com
materiais que possam ser utilizados como enxerto 6sseo com o intuito de
estimular a osteogénese (enxertos e implantes osteogénicos e
osteoindutores) ou mesmo direcionar de forma mais rapida e apropriada
a cicatrizagdo 0ssea (enxertos e implantes osteocondutores)
(SCHMAEDECKE et al., 2003; MORAES, 2006), vem sendo
amplamente pesquisada a mais de dez anos.

1.2 BIOMATERIAIS E ENXERTOS OSSEOS

A procura por biomateriais ganhou forca devido & necessidade
de se encontrar substitutos para o enxerto autégeno. Como a matriz
mineral 6ssea é composta por um tipo de fosfato de calcio, varios
fosfatos de célcio tém sido pesquisados para o desenvolvimento de
substitutos 6sseos (DOROZHKIN, 2007). Stein et al. (2009),
compararam a percentagem de neoformacdo Ossea promovida pelo
enxerto 6sseo autdgeno e trés diferentes biomateriais microestruturados,
entre eles a hidroxiapatita (HA) e hidroxiapatita associada ao fosfato de
calcio—p (HA + TCP-B), e verificaram que o 0SSO autdégeno apresentou
percentagem de neoformacdo 6ssea muito superior a dos substitutos
Osseos testados. No entanto, 0 autoenxerto possui algumas
desvantagens, como volume e forma limitados das areas doadoras, 0
defeito gerado na extracdo do enxerto e 0 pds-operatdrio desta area, que
normalmente apresenta maiores complicagbes, como infecgdo, dor e
hematomas, do que a area receptora (BURG et al., 2000; BOSTROM,;
SEIGERMAN, 2005).

Shirane et al. (2010), por sua vez, avaliaram a importancia do
coldgeno e hidroxiapatita na reparagdo de fraturas provocadas
experimentalmente na fibula em ratos e concluiram que os biomateriais
utilizados possuem capacidade osteocondutora mesmo observando-se
uma baixa neoformagéo dssea. Além disso, desde o século passado, a
hidroxiapatita vem recebendo especial atencdo nos campos da cirurgia
plastica, ortopédica e odontoldgica, por ser capaz de se incorporar ao
tecido 6sseo por meio da estimulagdo osteocondutiva e osteoindutiva,
ndo apresentar rejei¢cdo associada ao seu uso como fator essencial de
biocompatibilidade além de oferecer resisténcia biomecanica no local do
implante (MELLONIG, 1991; ONO et al, 1992). Roque-Rodriguez et al.
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(2009), observaram que a hidroxiapatita associada ao alandronato
acelera o processo de reparagdo dssea. Embora a hidroxiapatita sintética
demonstre boa osteocondutividade, sua bioabsorcdo é baixa e ela
permanece no organismo por muito tempo ap6s a implantacdo; a
hipotese é de que o biomaterial implantado seja absorvido pelos tecidos
adjacentes e estimule, assim, a neoformacéo e reparacéo do tecido 6sseo
(KAMITAKAHARA et al., 2008; CORREA, 2013).

O tricélcio fosfato-p (TCP-B), por sua vez, foi um dos primeiros
compostos de fosfato de calcio a ser usado como substituto 6sseo, sendo
gue possui propriedades osteointegrativas e osteocondutivas (MOORE
et al., 2001). O TCP-B apresenta maior solubilidade do que a
hidroxiapatita e sdo degradados mais rapidamente do organismo
(DUCHEYNE et al., 1993). Compostos ceramicos bifasicos a base de
HA e TCP-f também tém sido desenvolvidos, e observa-se que estas
composi¢des apresentam absorcdo diferenciada em relagdo aos fosfatos
de calcio puros. As composicOes bifasicas demonstram um aumento em
sua solubilidade conforme se altera a proporcdo TCP-B/HA. Diferentes
autores observaram nas composicdes bifasicas de fosfatos de calcio,
qguando aplicadas in vivo ou em meio simulado, uma deposicdo de
cristais de apatita 6ssea na superficie dos graos e microporos, o que esta
associado as melhores capacidades de solubilidade que estes materiais
apresentam (DACULSI, 1998; CHOW, 2009; RABELO NETO, 2009).
Estes resultados mostram que a bioabsorcdo e a bioatividade das
composicdes bifasicas podem ser controlados quando se altera a razdo
TCP-B/HA (KAMITAKAHARA et al., 2008; DALMONICO, 2011).

No entanto, a capacidade de bioabsorcdo dos fosfatos de calcio
ndo depende somente da solubilidade dos constituintes do biomaterial,
mas também da morfologia dos gréos e da microporosidade. Isto ainda
pode estar associado as caracteristicas micro e nanoestruturais, area
superficial de grdos e da interconexdo dos  microporos
(KAMITAKAHARA et al., 2008; DALMONICO, 2011; SILVA, 2012;
CORREA, 2013). A importancia da microestrutura dos poros dos
fosfatos de célcio tem sido reportada por muitos pesquisadores e ja se
sabe que controlando as microestruturas das ceramicas de fosfatos de
célcio, pode-se desenvolver substitutos dsseos com propriedades
osteoindutivas intrinsecas. As ceramicas a base de TCP-B porosas
podem ser ferramentas Uteis, pois as células relacionadas a reparacéo
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Ossea sdo atraidas. As ceramicas serdo degradadas com a reparagdo
Ossea (KAMITAKAHARA et al., 2008).

As biocerdmicas bioinertes, tais como a alumina (Al,O3) e a
zirconia (Zr0O,), formam uma fina camada fibrosa ndo-aderente na
interface entre o tecido 6sseo e o biomaterial. Estas biocerdmicas séo
encapsuladas por um tecido fibroso e isoladas do 0sso adjacente por
imunorreagbes. S8 normalmente empregadas na articulacdo coxo-
femoral devido a alta resisténcia e durabilidade (KAMITAKAHARA et
al., 2008).

Entre as ceramicas com melhor desempenho, estdo os biovidros,
a alumina, o tricélcio fosfato- B e a hidroxiapatita (HENCH, 1991).

A elaboragdo de biomateriais nanocompositos em uma matriz
de hidroxiapatita vem sendo uma pratica usual no desenvolvimento de
novos biomateriais nanoestruturados. Observa-se na literatura uma vasta
gama de trabalhos elaborando estes biomateriais com uma segunda fase
nanomeétrica do tipo alumina-a, silica, zirconia e titdnio (SOUZA, 2009;
BASAR et al., 2011; CAMARGO et al., 2012; CORREA, 2013). A
adicdo de uma segunda fase descontinua na forma de nanoparticulas,
fibras ou plaquetas dentro de uma fase continua denominada de matriz
ceramica, tem por objetivo modificar as caracteristicas da
microestrutura, nanoestrutura e da superficie de grdos e microporos,
procurando melhorar a solubilidade, a adesdo e proliferacéo celular em
sua superficie, bem como, melhorar as propriedades mecanicas,
minimizando, principalmente, o problema da fratura fragil, procurando,
assim, melhorar o valor do coeficiente de tenacidade a fratura da matriz
ceramica (CORREA, 2013).

1.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E
MICROSCOPIA OPTICA (MO)

Microscopios Opticos convencionais ficam restritos a um
aumento de 2000 vezes, acima disto alguns detalhes menores tornam-se
impossiveis de observacdo. Aparelhos de microscopia eletronica de
varredura, entretanto, permitem um aumento de 300 000 vezes ou mais,
para a maior parte dos materiais solidos, mantendo profundidade de
campo compativel com a observacgdo de superficies rugosas (DEDAVID
et al., 2007). O MEV pode fornecer rapidamente informacdes sobre a
morfologia e identificagdo de elementos quimicos de amostras sélidas,
sendo amplamente utilizado em areas da biologia, engenharia, entre
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outras (DEDAVID et al., 2007), enquanto a microscopia Optica permite
a analise estrutural de tecidos e morfologia de células.

O MEV apresenta as imagens de maneira tridimensional,
devido a grande profundidade de campo, e permite exame de pequenos
aumentos com grande profundidade de foco, tornando-se extremamente
Gtil para complementar as analises obtidas com a microscopia Optica
(DEDAVID et al., 2007).

Existem diversas maneiras de se avaliar o resultado da
microscopia optica. Um método normalmente empregado consiste na
elaboracdo de critérios para andlise semi-quantitativa como, por
exemplo, presenca de infiltrado inflamatério, deposicdo de colageno e a
neoformacdo Ossea, que variam em intensidade como discreto,
moderado e intenso (PINHEIRO, 2009). Para o presente estudo, foram
utilizados os critérios modificados do trabalho de Valiati (2011), que
avaliou os efeitos da laserterapia de baixa poténcia na incorporacdo de
aloenxertos 6sseos em blocos processados por congelamento profundo e
implantados em coelhos. Os critérios avaliados por Valiati (2011)
foram: deposicdo de fibras colagenas, remodelacdo  Gssea,
preenchimento das lacunas osteociticas, incorporacdo do enxerto na
interface e infiltrado inflamatorio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o comportamento da neoformacdo Ossea a partir dos
biomateriais granulados microporosos de hidroxiapatita, tricalcio
fosfato-f8, composicdo HA/TCP-f 60/40, e do nanocomposito HA/AIL,O3
a 5% implantados em defeitos 6sseos realizados experimentalmente em
tibias de ovelhas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar qual biomaterial apresentou melhor capacidade de
neoformacdo &ssea, melhor osteointegracdo e osteocondugdo. A
qualidade do tecido ésseo formado também é importante e foi avaliada
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
Optica (MO).
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3 MATERIAL E METODOS

Estudo aprovado pelo Comité de Etica e de Bem Estar Animal -
CETEA da Universidade do Estado de Santa Catarina, segundo
protocolo n. 1.29.12.

3.1 APRESENTACAO DOS BIOMATERIAIS

Os biomateriais utilizados para realizacdo deste trabalho foram
fornecidos pelo Grupo de Pesquisa em Biomateriais da
UDESC/Joinville. Estes foram elaborados seguindo 0 método via imido
descrito por Dalménico (2011).

Os biomateriais utilizados neste projeto de pesquisa se
apresentavam sob a forma de biomateriais granulados microporosos,
com tamanhos variando entre 200um< d < 500um. A tabela 1 mostra os
biomateriais e suas composigdes.

Tabela 1 - Biomateriais fornecidos pelo Grupo de Pesquisa em
Biomateriais da UDESC e suas composi¢oes.

Biomaterial Composicao Fonecedor
Hidroxiapatita (HA) Cay(PO4)6(OH), UDESC

Fosfato de Caélcio- Cay(PO,)-B UDESC

B (TCP-B) (POL(OH)/
. 60% Cayo(PO,)s(OH),
Bifasico (HA/TCP-B) 40% Cay(PO,),-B
Nanocompésito Al,Oz-an  95% Cayo(PO,4)s(OH),/
(HAp/AIzOg,'(ln) 5% A|203-0m
Fonte: producdo Grupo de Pesquisa em Biomateriais, UDESC.

UDESC

UDESC

3.2 ANIMAIS

Foram utilizadas oito ovelhas mesticas texel, higidas, com peso
médio de 28,5 + 7,4kg e 12 meses de idade. Previamente a inclusdo na
pesquisa, todos os animais foram submetidos & avaliacdo clinica,
radiografica e laboratorial (hemograma completo, funcdo renal [ureia e
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creatinina] e funcdo hepética [aspartato aminotransferase, fosfatase
alcalina, proteina sérica total, albumina, globulinas]). Os animais
selecionados foram alocados em baias no setor de grandes animais do
Hospital de Clinica Veterinaria do CAV-UDESC para um periodo de
adaptacdo de 15 dias, recebendo medicacdo antiparasitaria, alimentacdo
a base de racdo para ovinos e silagem de milho, além de agua ad
libitum.

3.3 PREPARO PRE-OPERATORIO

No dia anterior ao procedimento cirdrgico, foi realizada tosquia
dos animais, além de tricotomia completa dos membros pélvicos e
subsequente limpeza com agua e iodopovidine degermante’.

Os animais foram mantidos em jejum solido por 24 horas e
hidrico de 8 horas, no periodo que antecedeu o procedimento cirdrgico.

No dia do experimento, 0s animais receberam medicacdo pré-
anestésica a base de 0,3mg/kg de morfina® e 10ug/kg de detomidina’,
por via IM. Passados 15 minutos, foram submetidos a cateterizacdo da
veia cefalica para administracdo de diazepam® 0,5mg/kg e cetamina®
5mg/kg. Apo6s a inducdo, foi realizada intubagdo com sonda
endotraqueal tipo Murphy e a manutengdo anestésica foi realizada com
isofluorano® diluido em oxigénio a 100%, a uma taxa de 50ml/kg/min,
em um sistema de reinalagdo parcial de gases. Foi realizada anestesia
subaracnoide com a associacéo de 0,5mg/Kg de levobupivacaina’ sem
vasoconstritor e 1,25mg/kg de cetamina, completando-se para atingir
um volume final de 1mL/7,5kg com solucédo fisiolégica 0,9%. Apds
administracdo subaracnoide cada animal permaneceu em decubito
ventral por 30 minutos, para aguardar o tempo de laténcia dos farmacos
administrados. Nesse momento os membros foram preparados para a
intervencao cirdrgica asséptica.

! Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto — SP — Brasil.
2 Dimorf®, Cristalia, Itapira — SP — Brasil.

3 Detomidin®, Syntec, Cotia — SP — Brasil.

4 Compaz®, Cristalia, Itapira — SP — Brasil.

> Cetamin®, Syntec, Cotia — SP — Brasil.

® Isoforine®, Cristalia, Itapira — SP — Brasil.

/ Novabupi®, Cristalia, Itapira - SP — Brasil.
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3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento cirdrgico foi realizado sempre pelo mesmo
cirurgido e mesmo auxiliar. Com o animal em decuUbito dorsal e o
membro pélvico esquerdo preso a mesa cirlrgica, realizou-se antissepsia
do membro pélvico direito em todas as suas faces, desde a regido do
tarso estendendo-se proximalmente até a regido inguinal, empregando-
se 0 esquema alcool-iodo-alcool. A extremidade distal do membro foi
protegida por compressa estéril, enrolada e fixada ao membro por tiras
de gaze. Os panos de campo foram posicionados de forma a expor a
regido da tibia, desde a articulacdo femorotibiopatelar até a extremidade
distal do membro (figura 01). O mesmo procedimento foi realizado para
acessar a tibia do membro pélvico esquerdo.

Figura 1 - Membro pélvico direito de ovino preparado assepticamente
para o acesso ortopédico a tibia.

&/ﬂ/—

Fonte: producgdo do préprio autor
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O acesso a tibia foi realizado conforme técnica descrita por
Piermatei e Johnson (2004). Uma vez exposta a sua face medial, foram
produzidos trés defeitos 6sseos, na face cortical medial. Dois destes
defeitos foram produzidos com auxilio de uma broca odontoldgica de
6mm®, os quais foram preenchidos por biomateriais. Os defeitos
produzidos para estudo controle, foram fabricados com auxilio de uma
trefina® de 6mm, a fim de possibilitar a remocéo do fragmento 6sseo a
ser reimplantado. O autoenxerto foi implantado na posi¢do central da
diafise. Os defeitos produzidos apresentaram area padronizada e
distancia entre si de dois centimetros (figura 02). Durante a realizacdo
dos defeitos, o local de perfuragdo, foi constantemente irrigado com
solucéo salina estéril resfriada. O cirurgio-auxiliar sustentava as duas
extremidades da tibia, a fim de exercer pressdo contraria ao sentido de
perfuracdo, evitando-se a atuacéo das forcas de envergamento.

8 Neodent®, Curitiba — PR — Brasil.
® Neodent®, Curitiba — PR — Brasil.
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Figura 2 - Tibia direita de ovino ap6s confeccdo dos defeitos em sua
face medial para posterior preenchimento com os biomateriais
correspondentes (proximal e distal) ou com o fragmento 6sseo autdégeno
(defeito médio).

Fonte: producéo do préprio autor

Os defeitos produzidos tiveram o seu leito preenchido com
quatro diferentes tipos de biomateriais: hidroxiapatita (HA), tricalcio
fosfato-p (TCP-B), hidroxiapatita/tricalcio fosfato-f 60/40 (HA/TCP-B
60/40) e o nanocomposito hidroxiapatita/alumina 5% (HA/AI,O3 5%),
sendo cada ponto de defeito previamente identificado para o material
correspondente; os dois defeitos centrais foram preenchidos pelos
fragmentos dsseos removidos com trefina no momento da confeccédo do
espaco a ser preenchido, correspondendo ao grupo controle, conforme
demonstrado na tabela 2. A ordem para implantagdo sempre foi a
seguinte: defeito proximal, defeito distal e, por Gltimo, defeito central
(autoenxerto).
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Tabela 2 - Posicdo dos defeitos em que foram implantados a
hidroxiapatia (HA), o tricalcio fosfato-p (TCP-B), a composigio bifésica
hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p  60/40 (HA/TCP-B 60/40) e o
nanocompdsito hidroxiapatita/alumina (HA/AI,O3), além do fragmento
6sseo do grupo controle.

Osso implantado  Defeito Defeito médio Defeito distal
proximal

Tibia Direita HA Osso (controle) TCP-B

Tibia Esquerda HA/TCP- B Osso (controle) HA/AILLO4

Fonte: producéo do préprio autor

Para a adequada aplicacdo dos biomateriais em seus respectivos
defeitos, primeiramente o biomaterial granulado foi hidratado com
sangue arterial, proveniente do proprio animal. Esta mistura deu origem
a uma massa viscosa, que facilitou o completo preenchimento dos
defeitos 6sseos (figura 03).

Figura 3 - Preparo dos biomateriais para deposicdo no defeito
correspondente. (A) Biomaterial liofilizado derramado em cuba estéril.
(B) Gotas de sangue para hidratacdo da material. (C) Mistura viscosa
pronta para aplicacéo.

Figura 03 (A) Figura 03 (B)
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Figura 03 (C)
Fonte: producéo do préprio autor

Finalizada a deposicdo dos biomateriais e do fragmento dsseo,
procedeu-se a sutura das camadas teciduais. A reaproximacdo dos
planos anatémicos foi realizada mediante sutura do periésteo com fio de
nailon™ n° 0 em padréo continuo simples. O fechamento da camada
muscular e a reducdo do tecido subcutaneo foram realizados em padréo
continuo simples com fio de nailon'* 2-0. Na dermorrafia, o padrdo
utilizado foi ponto isolado simples.

3.5 POS-OPERATORIO

Terminado o0 procedimento cirlrgico, foi aguardada a
recuperacdo dos animais. Ap@s a extubagdo e ainda levemente sedados,
foram encaminhados ao setor de radiologia para obtencao das radiografias
de controle pés-operatério imediato. Em seguida, o0s animais
receberam bandagens de Robert-Jones modificada, associadas a canaletas
de aluminio, em ambos os membros pélvicos (figura 04), a fim de
minimizar o risco de fraturas ou lesdes aos membros operados. Estas talas
eram mantidas durante 30 dias e s6 foram refeitas em casos especificos,
como em caso de afrouxamento, desgaste ou quando estivesse, de alguma
forma, causando algum tipo de les&o ou desconforto ao animal.

% Shalon®, Sdo Luis de Montes Belos — GO — Brasil.
1 Shalon®, Sdo Luis de Montes Belos — GO — Brasil.
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Figura 4 - Colocacéo de bandagens e canaletas de aluminio em ambos
os membros pélvicos apds obtencdo das radiografias no pos-operatdrio
imediato em ovinos.

Fonte: producéo do préprio autor

No pos-operatorio imediato foi mantida analgesia com 5mg/k%
de tramadol™ por via subcutanea, a cada 8 horas, 25mg/kg de dipirona*
por via subcutanea, a cada 8 horas, e 0,4mg/kg de meloxicam'* a cada
24 horas, durante trés dias consecutivos. Foi realizada também
profilaxia antimicrobiana com aplicacdo de 15000 Ul/kg de penicilina
benzatina™® antes da recolocacéo dos animais nas baias.

3.6 ACOMPANHAMENTO RADIOLOGICO

Foram realizadas imagens controle no periodo pré-operatorio,
imediatamente ap6s o procedimento e aos 30, 60 e 90 dias apés a

*2 Tramadon®, Cristalia, Itapira — SP — Brasil.

" Febrax®, Lema-injex biologic, Vespasiano — MG — Brasil.

* Maxicam® 2%, Ouro Fino, Cravinhos — SP — Brasil.

' Pentabi6tico® Veterinrio, Fort Dodge, Campinas — SP - Brasil.
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intervencdo cirlrgica. As radiografias foram obtidas nas posicdes
antero-posterior e médio-lateral. Para estes exames os animais foram
mantidos em jejum solido e hidrico a partir da noite anterior, a fim de
possibilitar o uso de um protocolo sedativo leve, evitar o estresse dos
animais e manté-los na posicdo adequada para a realizagdo das
radiografias. O protocolo utilizado foi 0,05 mg/kg de xilazina™®, pela via
intramuscular.

3.7 AVALIACAO MACRO E MICROSCOPICA

Quatro animais foram submetidos a eutanasia aos 60 dias de
poOs-operatorio e quatro animais aos 90 dias. A eutanasia foi realizada
conforme Resolugdo CFMV n°1000/2012, de 11 de maio de 2012. Apos
a coleta de ambas as tibias, os implantes foram acessados por meio da
incisdo criada na intervencéo cirdrgica anterior. A face medial das tibias
foi exposta e as mesmas foram coletadas por desarticulacéo
femorotibiopatelar e tibiotarsica.

Os o0ssos obtidos foram adequadamente identificados e
avaliados quanto ao aspecto macroscépico e acondicionados em frascos
contendo formol 10%.

Concluida esta etapa, 0 osso foi dividido em trés fragmentos
liberando cada regido implantada para analise individual. Cada
fragmento obtido foi, ainda, dividido em dois, sendo que uma porg¢éo foi
encaminhada a analise por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e
a outra para analise histoldgica por microscopia dptica.

3.7.1 Avaliacéo histoldgica

Os fragmentos &sseos separados individualmente foram
preservados em formaldeido tamponado a 10%.

Foram encaminhados fragmentos de tecido dsseo cortical, em
frascos identificados com a numeracdo referente a cada defeito
produzido, biomaterial implantado, nimero de identificacdo do animal e
grupo ao qual pertencia, sendo identificado no fragmento os locais do
0sso cortical, interface e biomaterial.

'® Xilazin®, Syntec, Cotia — SP — Brasil.
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Apbs descalcificagdo em é&cido nitrico'” a 10%, as amostras
foram processadas em histotécnico onde foram desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol para, enfim, serem incluidas em blocos de
parafina. Posteriormente, as amostras foram seccionadas no micrétomo
em cortes de 4-5um de espessura. Finalmente, corados pelo método de
hematoxilina e eosina (H&E) descrito por PROPHET et al. (1992) e
observados em microscopia Optica.

A interpretagdo das andlises histoldgicas foi feita mediante
selecdo de critérios adaptados da pesquisa de Valiati (2011). Os critérios
analisados foram: neoformacdo de tecido dsseo, deposicdo de fibras
colagenas, preenchimento das lacunas osteociticas, presenca de
osteoblastos, formagdo de tecido mieloide e presenca de infiltrado
inflamatdrio, sendo, para cada critério, atribuido um ndmero de cruzes
correspondente & proporcdo observada, conforme demonstrado na tabela
3.

Tabela 3 - Critérios semi-quantitativos da neoformacéo de tecido 6sseo
(NTO), deposicdo de fibras coldgenas (DFC), preenchimento das
lacunas osteociticas (PLO), presenca de osteoclastos (PO), formagdo de
tecido mieloide (FTM) e infiltrado inflamatério (INI) utilizados para
andlise por microscopia dptica.

NTO DFC PLO PO FTM INI
Néo 0 0 0 0 0 0
Leve + + + + + +
Moderado  ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acentuado  +++ +++ +++ +++ +++ +++
Muito ++++ ++++ ++++ ++++ +H++

acentuado

Fonte: modificado de Valiati (2011)

" Quimitec®, Duque de Caxias — RJ — Brasil.
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3.7.2 Microscopia eletronica de varredura

Os estudos de caracterizagdo morfoldgica e microestrutural
foram realizados sobre os biomateriais granulados e o material
recuperado das biépsias com 60 e 90 dias de p6s-operatorio.

As amostras conservadas em formol a 10% foram submetidas a
um rigoroso processo de desidratacdo em alcool 70% e 100%, que
durava aproximadamente cinco dias. Ap6s, passaram por um Processo
de diafanizacdo em xilol durante um periodo que variava de 8-24 horas,
conforme a espessura da amostra em questéo, e entdo, retornavam para o
alcool 100% por mais 24 horas. Apds esta etapa preparatoéria inicial,
com o auxilio de um disco de diamante acoplado a um motor de alta
rotacdo, fez-se uma pequena fissura na amostra, a fim de desenvolver
um ponto de fragilidade, que permitisse a fratura do material a ser
analisado.

Para facilitar os trabalhos de caracterizacdo pela técnica de
microscopia eletrénica de varredura, as amostras foram preparadas
utilizando-se um porta amostra na forma de disco em liga de aluminio
com superficie lisa, onde uma fita de carbono dupla face foi fixada para
a deposicdo do fragmento da amostra fraturada. Esta amostra foi, entéo,
alocada em um metalizador™® e submetida ao processo de metalizacio
por pulverizacdo catédica, com deposicdo de um filme de ouro sobre a
superficie do 825porta amostra contendo a amostra a ser analisada. Os
pardmetros de deposicdo idnica estabelecidos foram os seguintes:
temperatura na camara de metalizacdo de 25°C, corrente de 40mA,
tensdo de 2kV e tempo de deposi¢do de 140 segundos, fornecendo um
filme de ouro na superficie das particulas da ordem de 30nm.

Os estudos foram realizados com auxilio da técnica de
microscopia eletronica de varredura (MEV), com o equipamento
marca ZEISS modelo DSM 940A, por meio do método com elétrons
secundarios (SE) e retro-espelhados (BSE), com distancia de trabalho
entre 15 e 10mm e tensdo de aceleracédo dos elétrons de 20 kV.

18 Bal-Tec® Sputter Coater SCD 050
19 Zeiss® DSM 940A
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A analise descritiva morfolégica foi realizada pelo método visual da
interface entre o biomaterial implantado e a area receptora, bem como
pela exploracdo do material remanescente e pesquisa por linhagens de
células osteogénicas que se depositaram entre os granulos do
biomaterial, promovendo a formacdo de tecido désseo na regido do
implante.
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4 RESULTADOS

No periodo pés-operatério, nenhum animal apresentou
complicagbes como infecgdo, deiscéncia de sutura ou fraturas. As
andlises radiologicas efetuadas demonstraram um processo de
cicatrizacdo normal, sem reacdo periosteal excessiva e com absorcao
gradativa dos biomateriais implantados. Ndo foi observada diferenga
radiografica entre os biomateriais implantados e a diferenca entre os
processos de cicatrizagcdo ndo pode ser diferenciado por este método
(figuras 5, 6, 7 e 8).

Ap6s a eutanasia, as tibias foram coletadas e,
macroscopicamente, a Unica alteracdo observada foi a ndo absorgdo do
biomaterial HA/AI,O3 a 5%. Nos demais defeitos, apds 60 ou 90 dias,
praticamente ndo se identificava o local de implantacdo e ndo se
observava resquicios do biomaterial implantado. No grupo mencionado,
entretanto, todos os animais, de ambos 0s grupos, apresentavam a regido
do defeito com o biomaterial remanescente facilmente perceptivel
macroscopicamente.

Foram realizados estudos de caracterizacdo morfoldgica e
microestrutural dos biomateriais granulados microporosos empregados
neste estudo, com o auxilio da microscopia eletrénica de varredura. Os
resultados mostraram para todos o0s biomateriais uma variada
morfologia dos granulos, além da microestrutura microporosa dos
biomateriais granulados, que estd ilustrada ao longo do texto, no
subitem do biomaterial correspondente. As analises histologicas
demonstraram a qualidade do tecido 6sseo neoformado, bem como a
capacidade de absorcdo de cada biomaterial, sendo demonstrado
individualmente a seguir.
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Figura 5 — (A) Radiografia da tibia esquerda de ovino obtida no periodo
po6s-operatorio imediato. (B) Radiografia da tibia direita de ovino obtida
no periodo pés-operatoério imediato.

{

Figura (A)
Fonte: producéo do préprio autor

Figura (B)
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Figura 6 — (A) Radiografia da tibia esquerda de ovino obtida aos 30
dias de pos-operatorio. Ha presenca de leve reacdo periosteal. (B)
Radiografia da tibia direita de ovino obtida aos 30 dias de pds-
operatorio.

Figura (A)
Fonte: producéo do préprio autor.

Figura (B)
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Figura 7 - (A) Radiografia da tibia esquerda de ovino obtida aos 60 dias
de pds-operatdrio. (B) Radiografia da tibia direita de ovino obtida aos
60 dias de pds-operatério.

Figura (A) Figura (B)
Fonte: producéo do préprio autor
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Figura 8 — (A) Radiografia da tibia esquerda de ovino obtida aos 90
dias de pds-operatdrio. (B) Radiografia da tibia direita de ovino obtida
aos 90 dias de pos-operatorio.

Figura A

Figura B

Fonte: producéo do préprio autor.

Todos os animais permaneceram em boas condicdes clinicas e
foram eutanasiados de acordo com seus respectivos grupos. A analise
macroscépica, realizada no momento de obtencdo das tibias, ndo
demonstrou reacdo periosteal, necrose ou qualquer comprometimento
entre os grupos. A visualizagdo exata dos biomateriais HA, TCP-f e
HA/TCP-B ndo era possivel j& aos 60 dias e, ainda mais dificil, ap6s 90
dias. O biomaterial HA/AILLO; a 5%, entretanto, era facilmente
identificado na cortical medial da tibia, mesmo apds 90 dias de pos-
operatorio.

Os resultados obtidos mostram boa formacdo de tecido 6sseo
aos 60 e 90 dias para os biomateriais hidroxiapatita (HA), tricalcio
fosfato - B (TCP-B) e HA/TCP-B, com melhor formagdo 6ssea aos 90
dias. O resultado obtido com o nanocompodsito HA/AILLO; a 5%
demonstrou sinais de rejeicdo por parte do organismo, como
demonstrado nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 — Resultados médios obtidos quanto a neoformagcéo de tecido
0sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), preenchimento das
lacunas osteociticas (PLO), presenca de osteoclastos (PO), formacédo de
tecido mieloide (FTM) e infiltrado inflamatério (INI), dos biomateriais
implantados ap6s 60 dias.

NTO DFC PLO PO FTM INI
HA ++ 0 ++ + + 0
TCP-B +++ 0 +++ + + 0
HA/TCP-B  ++ 0 ++ + ++ 0
HA/AILO3 0 ++ 0 ++ 0 +
Controle +++ 0 +++ ++ ++ 0

Fonte: modificado de Valiati (2011)

Pode-se detectar, aos 60 dias, moderada neoformacéo de tecido
6sse0 com a hidroxiapatita e com o composto bifasico HA/TCP-p,
enquanto foi observada acentuada formac&o de tecido ésseo com o TCP-
B e o grupo controle. O nanocompodsito HA/AI,Oz apresentou infima
formacdo de tecido Gsseo, ndo sendo digno de nota, e moderada
deposicdo de fibras coldgenas. Preenchimento das lacunas osteociticas
foi um pardmetro moderadamente observado com os biomateriais HA e
HA/TCP-B ¢ acentuadamente visualizado com o TCP-f e o grupo
controle. A presenca de osteoclastos foi leve aos 60 dias para trés, dos
quatro biomateriais pesquisados, sendo moderada apenas para a
composicdo HA/AIL,O; e o grupo controle. A formacdo de tecido
mieloide se mostrou moderada nos grupos HA/TCP-B ¢ controle,
enquanto esteve levemente presente ou ausente, nos grupos HA e TCP-
B, ou HA/AL,O3, respectivamente. Infiltrados inflamatérios estiveram
ausentes em quase todos os implantes, exceto pelo HA/AI,O3 que
apresentou leve infiltrado de células inflamatorias ja aos sessenta dias.
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Tabela 5 — Resultados médios obtidos quanto a neoformacéo de tecido
6sseo (NTO), deposicao de fibras colagenas (DFC), preenchimento das
lacunas osteociticas (PLO), presenca de osteoclastos (PO), formacédo de
tecido mieloide (FTM) e infiltrado inflamatério (INI), dos biomateriais
implantados apds 90 dias.

NTO DFC PLO PO FTM INI

HA +++ 0 +H+ ++ 0
TCP-B ++++ + +++ ++ + 0
HA/TCP- +++ 0 +++ 4+ 0
HA/AL,O4 0 +++ 0 ++ 0 F+
Controle ++++ 0 +++ ++ +++ 0

Fonte: modificado de Valiati (2011)

Aos 90 dias, foi observada acentuada neoformagdo de tecido
0sseo com o0s biomateriais HA e HA/TCP-B, e¢ formagdo muito
acentuada com o grupo controle e 0 TCP-B. Foi detectada leve
deposicéo de fibras coldgenas com o TCP- f e acentuada deposi¢do com
0 nanocomposito HA/Al,O3. O nanocompasito, além disso, ndo pontuou
nada nos quesitos neoformacdo de tecido 6sseo, preenchimento das
lacunas osteociticas ou formacdo de tecido mieloide, apresentando
apenas presenga moderada de osteoclastos e acentuada infiltragdo de
células inflamatdrias. Quanto ao preenchimento das lacunas osteociticas,
0s outros trés biomateriais, bem como o grupo controle, demonstraram
resultado acentuado. A presenca de osteoclastos foi moderada para
todos os grupos, exceto pelo nanocompdsito, e a formacdo de tecido
mieloide se mostrou intensificada para o grupo controle e composto
bifésico, em relacdo & HA e ao TCP- B. Infiltrado inflamatério ndo
esteve presente em nenhum grupo, com excec¢do da HA/AILO3.

4.1 HIDROXIAPATITA (HA)

Apresentou boa osteointegracdo e formagéo de tecido 6sseo de
boa qualidade, mesmo aos sessenta dias.
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4.1.1 60 dias

Pode-se observar boa osteointegracdo e boa qualidade de tecido
0sseo formado, embora ainda se possa notar a presenca de uma
quantidade significativa de biomaterial. Inspecionando-se o interior dos
granulos de biomaterial remanescente, foi possivel observar uma leve
alteracdo em sua morfologia, sugerindo infiltrado celular, deposicéo de
proteinas e mineralizacdo da superficie do material, em relacdo ao seu
aspecto antes da implantagao no tecido vivo (figura 09 A e B).

Figura 9 - (A) Micrografia dos granulos de HA previamente a
deposicdo no tecido, (B) HA ap6s 60 dias da aplicagdo no defeito 6sseo
e (C) HA apds 90 dias de implantacdo. Aumento de 5000x.

Figura 09 (A)

Figura 09 (C)
Fonte: produgdo do préprio autor
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4.1.2 90 dias

Aos 90 dias observou-se uma melhor osteointegracéo e melhor
gualidade de tecido 6sseo formado do que o observado aos 60 dias. No
interior do granulo, observa-se uma alteragdo mais marcante na
morfologia do biomaterial, indicando presenca mais abundante de
prolongamentos celulares, deposicdo de proteinas e mineralizagdo de
superficie (figura 09 C). Presenca abundante de células de osteoblastos,
indicando intensa proliferacdo de tecido 6sseo (figura 10 A). Pode-se
observar uma boa qualidade de interface entre o biomaterial e o tecido
6sseo formado ao seu redor (figura 10 B). Ainda observa-se presenca de
biomaterial remanescente, embora em menor propor¢do do que aos 60
dias (figura 11).

Figura 10 - (A) Colbnia de osteoblastos na superficie do tecido 6sseo
sendo formado adjacente ao biomaterial implantado (aumento de 2000x)
e (B) Regido de interface entre biomaterial implantado e tecido 6sseo
neoformado (aumento de 1000x). Imagens do grupo 90 dias.

Figura 10 (A) V - A Figura 10 (B)
Fonte: producdo do proprio autor

Figura 11 - (A) Imagens de microscopia Optica demonstrando a
osteointegracdo da hidroxiapatita ao tecido 6sseo neoformado. Ha
inimeros ostedcitos (setas brancas) indicando a presenca de tecido 6sseo
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jovem (H&E objetiva 10x) e (B) granulos de hidroxiapatita sendo
fagocitados por osteoclastos (setas brancas), para posterior substitui¢do
por tecido 6sseo (H&E aumento 40x). Imagens do grupo 90 dias.

Figura 11 (A)
Fonte: producéo do préprio autor

Figura 11 (B)

4.2 TRICALCIO FOSFATO — B (TCP-p)

Os estudos realizados com o tricalcio fosfato — B demonstraram
boa osteointegracdo e formacdo 6ssea, inclusive no interior do grénulo.
Demonstrou ser rapidamente reabsorvido e capaz de predispor a
formag&o de tecido dsseo de boa qualidade.

4.2.1 60 dias

Apresenta boa formacdo de tecido dsseo, inclusive no interior
de seus granulos. Da mesma forma como foi observado com a
hidroxiapatita, pode-se notar alteragdo na morfologia no interior de seus
granulos. Esta alteragdo é ainda mais intensa neste biomaterial (figura
12 A e B). Apresenta regides de interface fortemente aderidas,
indicando muito boa osteointegracao (figura 13).
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Figura 12 - (A) Micrografia do biomaterial microporoso tricalcio
fosfato — B previamente a sua deposi¢do em tecido vivo, (B) Aspecto
interno do granulo de TCP-B ap6s 60 dias da implantacdo em tecido
vivo e (C) Aspecto interno do granulo de TCP-B apés 90 dias da
implantacdo em tecido vivo. Aumento 5000x.

Figura 12 (C)
Fonte: producéo do préprio autor

Figura 13 - (A) Micrografia da regido de interface entre biomaterial e
tecido 6sseo neoformado (aumento 500x). Em (B), observa-se formagéao
de tecido dsseo no interior do granulo. As setas pretas indicam
ostedcitos formando tecido dsseo. As setas brancas mostram os granulos
altamente porosos de TCP-pB, separados pelo tecido 6sseo formado
(H&E aumento 40x). Grupo de 60 dias.



Figura 13 (A) Figura 13 (B)
Fonte: producéo do préprio autor

4.2.2 90 dias

Aos 90 dias se observa tecido dsseo de boa qualidade
preenchendo praticamente todo o defeito, com presenca de pouco
biomaterial remanescente. Nos granulos restantes, observa-se alteragdo
marcante na morfologia interna (figura 12 C), indicando que,
possivelmente, em breve, este fragmento de biomaterial serd substituido
completamente por tecido 6sseo. E observada também a presenca
marcante de células de linhagem osteoblastica nas superficies do tecido
6sseo em construcéo (figura 14).
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Figura 14 - (A) Osteoblastos na superficie 6ssea de ovino. Aumento
500x. (B) Formagdo de tecido 6sseo marcante no interior dos granulos
de biomaterial. O granulo divide-se em varios fragmentos menores,
dando espago ao novo tecido formado. Setas brancas: osteécitos. H&E
aumento 40x. Grupo de 90 dias.

Yl it 1 XL ‘
Flgura 14 (A) Flgura 14 (B)
Fonte: producéo do préprio autor

Por meio da analise visual das avaliacdes de microscopia
eletrbnica e miscroscopia Optica, foi observado que este foi o
biomaterial implantado mais rapidamente absorvido. A qualidade do
tecido 6sseo formado é muito boa.

4.3 HA/TCP-B

O composto bifadsico HA/TCP — B (60/40) apresentou bom
desempenho de mineralizagdo e de formacdo éssea. Por ser um
composto bifasico de hidroxiapatita e tricélcio fosfato — f, apresenta
solubilidade intermedidria entre estes dois biomateriais, ou seja, € menos
soltvel que o tricélcio fosfato — B, mas solubiliza-se mais depressa do
gue a hidroxiapatita. Recebe maior nimero de prolongamentos celulares
e deposicdo de proteinas do que a hidroxiapatita, devido a sua menor
densidade. A figura 15 ilustra o interior do granulo em seu momento
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pré-implantacdo e ap6s 60 e 90 dias da implantacdo (A, B e C,
respectivamente).

Figura 15 - (A) Micrografia do compésito HA/TCP-B previamente a
aplicacdo in vivo. (B) Aspecto interno do granulo apds 60 dias de
aplicacdo in vivo. (C) Aspecto interno do granulo ap6s 90 dias de
implantagdo. Aumento 5000x.

Figura 15 (C)
Fonte: producéo do préprio autor
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4.3.1 60 dias

Aos 60 dias, pode-se observar neste grupo uma boa
osteointegracdo, bem como formacdo de tecido 6sseo de excelente
qualidade (figura 16).

Figura 16 - (A) Granulo de biomaterial bem ao centro e as regides de
interface entre este e o tecido ésseo adjacente (aumento 100x). (B)
Osteoblasto sendo aprisionado pela matriz mineral e dando origem a um
ostedcito (aumento 3000x). Grupo de 60 dias.

Biomaterial
“Remanescente

N

X .\. . - '

20 kV. . 100X 200° pm
Figura 16 (A)
Fonte: producéo do préprio autor

Figura 16 (B)

4.3.2 90 dias

Aos 90 dias, observa-se um tecido 6sseo maduro, com a
presenga de canais de Havers e Volkmann, além de vasos sanguineos,
essenciais ao processo de cicatrizagdo dssea, e colonias de osteoblastos.
Neste momento, ainda se observa quantidade significativa de
biomaterial, demonstrando que sua reabsor¢do ndo é rapida como ocorre
com o TCP-B. Entretanto, a qualidade do tecido 6sseo formado ¢
superior aquela observada com a hidroxiapatita isolada (figuras 17 e 18).
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Figura 17 - (A) Granulo de biomaterial remanescente, envolvido por
tecido 0sseo neoformado de muito boa qualidade (aumento 200x). (B)
Presenca de osteoblastos em uma dada superficie dssea, que parece estar
dando origem a um canal de Havers (aumento 500x). Grupo de 90 dias.

Figura 17 (A) o Flgura 1 (B)
Fonte: producéo do préprio autor

Figura 18 - (A) Imagem de microscopia Optica com o biomateial
composito HA/TCP-f ap6s 90 dias de implante. Ha neoformacédo éssea,
com presenca de lamelas concéntricas e abundante quantidade de
ostedcitos (setas pretas); biomaterial remanescente (setas brancas) e
osteoblastos na superficie do tecido dsseo (setas azuis), H&E aumento
40x. (B) Visdo geral de um corte histolégico do mesmo material.
Grande quantidade do biomaterial remanescente, entremeados por
tecido 6sseo maduro, H&E aumento 10x. Grupo 90 dias.

Nds
NPy

Flgura 18 (B)

Figura 1 (A)
Fonte: producéo do préprio autor
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4.4 HA/ALL,O; a 5%

O nanocompdsito HA/AIL,Oz a 5%, um composto a base de
hidroxiapatita microporosa e alumina nanoestruturada, ndo apresentou
um resultado favoravel neste estudo. Observou-se uma intensa
proliferacdo de células fagocitarias e tecido fibroso no lugar do tecido
6sseo formado nos outros biomateriais estudados. A figura 19 A,Be C
demonstra as alteragdes ocorridas na morfologia interna do granulo do
biomaterial HA/Al,O3 a 5%.

Figura 19 - (A) Morfologia interna dos granulos de HA/AI,O3 a 5%
previamente a implantacéo in vivo. (B) Morfologia interna dos grénulos
ap6s 60 dias de implantacdo in vivo. (C) Morfologia interna dos
granulos apés 90 dias da implantacdo. Houve minima alteracdo na
morfologia interna com este material; o que pode ser observado € a
presenca de filamentos de fibrina apés os 60 dias da implantacéo.
Aumento de 5000x.

24 -\"’

Figura 19 (A) . Figu‘ra 19 ()
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Figura 19 (C)
Fonte: producéo do préprio autor

4.4.1 60 dias

Os granulos do biomaterial implantado foram envolvidos por
tecido fibroso (figura 20) e pode-se observar a proliferacdo de células
fagocitérias (macrofagos) ao seu redor (figura 21).

Figura 20 - (A) Granulos do biomaterial HA/AI,O3 a 5% (setas brancas)
envolvidos por tecido fibrocolagenoso (aumento 200x). (B) Tecido
fibroso desorganizado circundando o material, aonde esperava-se
encontrar tecido ésseo bem formado (aumento 500x). Grupo 60 dias.

20, 4 .
Figura 20 (A)
Fonte: producéo do préprio autor

Figura 20 ()
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Figura 21 - Coldnias pequenas de células fagocitarias (setas brancas)
entremeadas no tecido fibroso que circunda o biomaterial (setas azuis).
Aumento 100x. Grupo 60 dias.

Fonte: producéo do préri6 autor

4.4.2 90 dias

Aos 90 dias ndo se observa uma alteragdo marcante no cenério
da implantacdo, exceto pela maior quantidade de células de linhagem
fagocitaria (figuras 22 e 23). N&do ocorre reducdo marcante na presenca
de biomaterial, contudo, observa-se na microscopia eletronica iniameros
fragmentos menores dos granulos, como possivel resultado do processo
de fagocitose pelas células de defesa do hospedeiro.
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Figura 22 - Visao geral aos 90 dias ap6s implantacdo do nanocompdsito
HA/AILO;z a 5%. Presenca de col6nias maiores de células de linhagem
fagocitaria (setas brancas) e presenca consistente de material
remanescente (setas azuis), bem como de tecido fibroso intergranular.
Aumento 100x.

260 o
Fonte: producéo do préprio autor

Figura 23 - (A) Imagens histolégicas de granulos de HA/AILOz a 5%
circundados por macréfagos. Ha tecido fibroso adjacente as células
(H&E aumento 40x). (B) Observa-se intensa formagéo de tecido fibroso
e macrofagos repletos por biomaterial fagocitado, com pigmentacdo
escura no citoplasma celular (setas pretas). H&E aumento 40x.

Figura 23 (A) Fgura 23 (B -
Fonte: producéo do préprio autor
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4.5 CONTROLE

Os defeitos que receberam o autoenxerto apresentaram rapida
osteointegragdo ao 0sso cortical adjacente, sendo dificil, ja aos 60 dias,
identificar a regido de interface entre o fragmento transplantado e 0 0sso
remanescente (figuras 24 e 25).

Figura 24 - Imagens de tecido ésseo maduro na regido implantada com
autoenxerto. (A) Aumento 100x. (B) Aumento 200x. Grupo de 60 dias.

200 kv 200X
Figura 24 (A) Figura 24 (B)

Fonte: producéo do préprio autor
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Figura 25 - Osteoblastos formando novo tecido ésseo onde foi realizado
autoenxerto (aumento 1000x). Grupo 60 dias.

1

Osteoblastés

l’ ) {—'.
L

L
. ‘
v
200 kv . " 1kxd
Fonte: producéo do préprio autor
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos relacionados a ortopedia tém sido realizados
utilizando-se ovinos como modelo experimental, devido ao seu tamanho
apropriado, rusticidade e docilidade, facilitando o procedimento
cirdrgico, manejo e avaliagdo pos-operatoria (WILLIE et al., 2004;
SHELTON et al., 2011). Por serem animais de producdo, a eutanasia ao
final do experimento ndo se mostra um impasse mediante os comités de
ética e bem-estar animal, desde que seja respeitada a Resolucdo do
CFMV n°1000/2012, de 11 de maio de 2012 para a realizagdo do
procedimento.

Para a implantacdo dos biomateriais analisados, foi necesséria a
criacdo de trés areas de 6mm. Estes defeitos foram realizados com o
auxilio de brocas e trefinas de 6mm de didmetro, para posterior
preenchimento com biomateriais ou fragmento 6sseo, respectivamente.
No momento da perfuracdo, o tecido dsseo foi irrigado com solucédo
salina estéril resfriada para prevenir o desenvolvimento de lesbes
térmicas. A escolha da tibia se deu por ser um osso longo e de fécil
acesso, comumente utilizado para experimentagdo de procedimentos
ortopédicos em ovinos (DIAS et al., 2007; SILVA, 2011). As
radiografias obtidas durante o estudo tiveram o objetivo de excluir
qualquer enfermidade pré-existente ou complicagdo pds-operatoria
capaz de interferir na interpretacdo dos resultados. Todas indicaram um
processo de cicatrizacdo normal, sem reacdo inflamatéria, fraturas, ou
qualquer complicacdo capaz de comprometer a pesquisa. Este método
de avaliacdo se mostrou eficaz como controle, embora ndo tenha
capacidade de diferenciar o comportamento in vivo dos diferentes
biomateriais.

A hidroxiapatita € o constituinte mineral natural encontrado no
0sso representando de 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes (COSTA,
2009). Os biomateriais empregados neste estudo foram obtidos pelo
método de sintese via Umida, e foi demonstrado por Fulmer et al.
(1992), que a hidroxiapatita obtida por este método possui
caracteristicas similares as do tecido ésseo e dentario, diferentemente da
hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas. Aos 60 dias, a HA
demonstrou moderado preenchimento de lacunas osteociticas e
neoformacdo de tecido Gsseo, e leve presenca de osteoclastos e
formacgdo de tecido mieloide, indicando boa osteoinducdo e boa
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capacidade osteorregenerativa. Ndo foi observada deposicdo de fibras
colagenas ou presenca de infiltrado inflamatério, demonstrando
claramente sua biocompatibilidade. Aos 90 dias estes resultados se
mostraram mais evidentes, apresentando acentuada neoformacdo de
tecido 0Osseo, com evidente preenchimento de lacunas osteociticas,
diferindo dos resultados observados por Cho et al. (2011). Este autor
relatou ter observado deposicéo de tecido fibroso sobre os granulos do
biomaterial, lenta reabsorcdo pelo organismo e baixa capacidade de
formagdo Ossea, 0 que ndo corresponde aos resultados obtidos no
presente estudo, que demonstrou uma boa capacidade osteoindutiva e
osteocondutiva, além de ndo ser notado nenhum sinal de rejeicdo
tecidual com deposicdo de tecido fibroso. Esta divergéncia pode estar
associada a diferenca entre os tamanhos dos granulos, que no estudo de
Cho et al. (2011), variavam entre 212 a 1000um, e no atual se
restringiam a uma faixa entre 200 e 500um, com presenga significativa
de microporosidades.

Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que fosfatos de
calcio porosos nanoestruturados apresentam maior bioatividade,
especialmente maior osteoindutividade do que o0s convencionais,
sugerindo que quanto menores forem os granulos e mais porosidades
tiverem, melhor serd sua atividade na neoformagdo 6ssea (HONG et al.,
2010).

O tricélcio fosfato — B demonstrou, aos 60 dias, uma acentuada
neoformacdo Ossea, e preenchimento de lacunas osteociticas, além de
uma leve presenca de osteoclastos e formagdo de tecido mieloide. Isso
demonstra que sua osteoinducdo ndo é tdo acentuada quanto a da
hidroxiapatita, entretanto, possivelmente devido a sua répida
solubilizagdo e consequente liberacdo de ions célcio e fosfato, ocorre
reparacdo dssea de modo rapido e significativo. Aos 90 dias, a formacao
ja foi considerada muito acentuada. Apesar de apresentar uma leve
deposicdo de fibras coldgenas aos 90 dias, ndo se sugere que o TCP- 3
seja menos biocompativel. Presume-se que esta deposi¢do ocorra em
funcdo da alta porosidade do biomaterial, que permite uma acentuada
agregacdo de prolongamentos celulares e proteinas diversas no interior
do grénulo, como etapa normal do processo de cicatrizagdo. Estudos
recentes, que avaliaram o uso do tricalcio fosfato — B como substituto
6sseo revelaram melhores resultados para formagdo dssea e na
velocidade de degradacdo, do que aqueles obtidos com a hidroxiapatita
(PERERA et al., 2010; YE et al., 2012), corroborando com os resultados
obtidos no presente estudo.
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Kondo et al. (2006), implantaram blocos de TCP- 8 no mUsculo
paravertebral de cadelas da raca Beagle, e observaram formacdo 6ssea
apos 56 dias em quatro de cinco animais, o que condiz com o resultado
da presente pesquisa, em que foi observada boa formacdo de tecido
6sse0 ja no grupo de 60 dias.

A porosidade do TCP-p varia entre 46,07 e 54,44%. Densidade e
porosidade sdo caracteristicas inversamente relacionadas, ou seja,
guando a porosidade aumenta, a densidade, normalmente, diminui, e
vice-versa (SANTOS et al.,, 2012). A sua alta porosidade explica a
formacéo de tecido 6sseo no interior dos granulos de TCP- 8, como foi
observado neste trabalho, inclusive alterando significativamente sua
morfologia interna. Além da composicdo quimica, a estrutura porosa
facilita o processo de reparacdo 6ssea por um implante 6sseo (HING et
al., 1999). A porosidade é, em geral, baseada na presenca de poros
abertos, que estdo relacionados a propriedades como permeabilidade e
area de superficie da estrutura porosa (KIM et al., 2012). No presente
estudo foi observada leve deposicdo de fibras coldgenas em um animal
do grupo de 90 dias, o que ndo demonstra um sinal de rejeicdo ao
implante, devido a presenca de células de linhagem osteoblastica e a
intensa formagao de tecido 6sseo com este biomaterial. Estudos in vitro
demonstraram adeséo e proliferacdo celular ao redor dos implantes de
TCP-B em 24, 48 e 72 horas, além de verificar auséncia de
citotoxicidade aguda (SANTOS et al., 2012).

A alta absor¢do do TCP-B, com liberagdo rapida de ions calcio e
fosfato quando em meio fisiol6gico, entretanto, ndo se mostra somente
benéfica. Esta rdpida dissolugdo reduz drasticamente a area de superficie
disponivel para proliferacdo de células dsseas e, portanto, limita sua
aplicacdo clinica (YAMADA et al., 1997). Daculsi et al. (1990), ja
descreviam a utilizacdo de compostos bifasicos com 60% de
hidroxiapatita e 40% de tricalcio fosfato-  para uso clinico, associando
boa solubilidade com maior resisténcia mecénica.

A composicdo bifasica apresentou moderado preenchimento de
lacunas osteociticas e moderada formacdo de tecido mieloide e
neoformacdo Ossea aos 60 dias. Nao houve deposicdo de fibras
colagenas ou infiltrado inflamatério durante o periodo deste estudo,
possivelmente porque sua porosidade é menor do que aquela observada
no TCP- B. A capacidade osteorregenerativa e osteoindutiva se mostrou
acentuada aos 90 dias, sugerindo que apresenta boa bioatividade,
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embora com solubilidade mais lenta em relacdo ao TCP- B, 0 que pode
ser uma boa alternativa, segundo YAMADA et al. (1997) e DACULSI
et al. (1990).

Foi verificado, neste estudo, uma lenta reabsor¢do deste material
quando comparado ao TCP-f isolado, porém uma rapida formagio de
tecido dsseo de boa qualidade. Segundo trabalhos recentes, a forca
mecéanica fornecida pela hidroxiapatita, pode ser benéfica a longo prazo,
dependendo da aplicacdo a que este material esteja destinado. Até o
presente momento, o composto bifasico 60% HA/40% TCP-B, é o
melhor material conhecido, pois sua capacidade alia a rapida
solubilidade do TCP-B a superior biocompatibilidade da HA (KIM et al.,
2012).

Huang et al. (2010), compararam a implantacdo de uma
apresentacdo comercial do composto bifasico HA/TCP- 3 60:40 com um
grupo controle (sem preenchimento) em defeitos criados no 0sso
alveolar de cdes da raca Beagle e os resultados obtidos demonstraram
uma taxa de neoformacdo déssea de 49,5% com o composto bifasico apds
5 semanas de implantacdo, enquanto nenhuma formagédo foi observada
no grupo controle no mesmo periodo; oito semanas apds a implantacgéo,
havia 68,1% de formacdo 6ssea com o biomaterial e 18,9% no grupo
controle e, apds 10 semanas, observou-se uma formagao éssea de 74,5%
e 40,2%, com o0 HA/TCP- 8 60:40 ¢ o grupo controle, respectivamente.
O grupo controle, na presente pesquisa, apresentou o melhor resultado,
como era esperado, mas diferiu do trabalho de Huang et al. (2010), pois
neste caso houve preenchimento do defeito criado com um fragmento
0sseo do proprio paciente (autoenxerto). Este resultado ja era esperado
pelos autores do presente trabalho, visto que esta técnica ainda é
considerada padrdo-ouro na substituicdo 6ssea; o objetivo, portanto, €
encontrar um biomaterial capaz de substituir este método, dadas as suas
desvantagens, como necessidade de procedimento cirtrgico adicional e
maior risco de morbidade da area doadora. A remodelacdo dssea foi
muito rapida neste grupo, visto que ja aos 60 dias foi praticamente
impossivel identificar as linhas de interface entre osso cortical e
fragmento implantado. Com base nos resultados encontrados por este
trabalho, a composigéo bifasica HA/TCP- B 60/40 é uma opcao segura e
viavel para grande parte dos autoenxertos, sendo o que melhor se
aproximou do grupo controle.

Compostos de hidroxiapatita e outras ceramicas, tais como alumina
e zircdnia, podem combinar a biocompatibilidade da hidroxiapatita a
vantagens mecanicas dos materiais complementares (BASAR et al.,
2011). Embora a alumina seja bioinerte e conhecida por sua forca
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guimica e mecanica, ela ndo forma liga¢gdes bioquimicas com o tecido
(YELTEN et al., 2012). No presente estudo, porém, os resultados
encontrados com esta ceramica ndo foram satisfatdrios.

Yelten et al. (2012), relataram que a a-alumina, a Unica fase estavel
deste material, é obtida a 1250-1300°C. Em temperaturas mais baixas,
sdo produzidas outras fases da alumina, tais como y-Al,O3, 6-Al,03, 6-
Al,O3 as quais sdo amorfas e instaveis. O composto HA/AI,Oz-a
utilizado na atual pesquisa foi sinterizado a 1100°C, entretanto, sabe-se
gue estes compostos podem apresentar tensfes residuais termoelasticas
na interface de grdos quando sinterizados a temperaturas abaixo de
1200°C. Essas tensfes sdo geradas durante o processo de sinterizacéo e
resfriamento do biomaterial, podendo levar ao surgimento de
microtrincas ou mesmo & degradagdo total do biomaterial (BARRALET
et al., 2000; BELLINI, 2007; CORREA, 2013). As tensdes residuais
termoelasticas de origem térmica ou mecanica conduzem a uma
excitacdo atbmica na superficie dos grdos, o que pode inibir a
proliferacdo celular na superficie do material, além de desencadear um
processo de necrose inicial, posteriormente favorecendo a deposicdo de
tecido fibroso na interface do biomaterial (SANTOS, 2009; CORREA,
2013). A consequéncia disso pode ter sido os efeitos presenciados nesta
pesquisa, com rea¢do do organismo a um corpo estranho e tentativa das
células de defesa em remover o biomaterial, visto que foi presenciada
em todos 0s animais avaliados, com menor intensidade no grupo de 60
dias e maior atividade nos animais do grupo de 90 dias, por meio da
deposicdo de fibras colagenas e infiltrado inflamatério, que variou de
moderado a acentuado entre os tempos avaliados neste trabalho. Basar et
al. (2011), investigaram a biocompatibilidade in vitro de um
nanocompdsito de hidroxiapatita e alumina associados ao fluoreto de
calcio (CaF,), sinterizados a 1100°C, e detectaram uma reducdo no
volume de células do cultivo, quando comparado aquele obtido com a
HA pura, sugerindo mais estudos antes de sua aplicacdo biomédica.

Estes resultados ndo sdo suficientes para afirmar que a alumina ndo
se comporta bem in vivo, dada & vasta literatura que a recomenda.
Santos et al. (2009), avaliaram as propriedades mecéanicas e a
citotoxicidade de biocerdmicas a base de zircbnia enriquecida com
alumina e verificaram que o material ndo é citotoxico e apresenta grande
potencial para aplicacdo como implantes. Sugere-se, portanto, novos
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estudos com alteracdo no método de producdo deste composto, com o
intuito de, realmente, avaliar o comportamento da HA/Al,O3 in vivo.



75
6 CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que a hidroxiapatita, o tricalcio
fosfato-f e a associacdo HA/TCP-B (60/40) apresentam boa capacidade
de reparacdo Gssea, podendo ser utilizados como substitutos dsseos; a
associacdo HA/TCP-B é superior aos demais por apresentar velocidade
de absorcdo intermediaria em relagdo a HA e ao TCP-B isolados,
fornecendo ainda uma sustentacdo adequada ao tecido neoformado; o
biomaterial HA/AIL,O; a 5% se mostrou incompativel, provocando
reacdo de rejeicdo por parte do hospedeiro e com insignificante
formagdo de tecido 0sseo. Sugerem-se novas pesquisas acerca deste
material.
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