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RESUMO

DALLABRIDA, Ademar Luiz. Neoformacdo Ossea e osteointegracdo de biomateriais
microestruturados em ovinos. 2016. 131 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagcdo em Ciéncia Animal,
Lages, 2016.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de neoformacdo 6ssea de biomateriais em
diferentes composi¢des. Foram utilizadas 24 ovelhas mesticas Texel, higidas, com 12 meses
de idade e peso médio de 30 kg (+ 5kg). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e de
Bem-Estar Animal - CETEA da Universidade do Estado de Santa Catarina, com o protocolo
namero 1.70.12. Foram produzidos trés orificios de seis milimetros de didmetro em ambas as
tibias dos animais, totalizando seis defeitos. Quatro foram preenchidos por biomateriais e dois
por autoenxerto cortical, tratados como controle. Os materiais implantados foram:
hidroxiapatita (HA), tricalcio fosfato-p (TCP-B) e os bifasicos HA/TCP-$ 80/20, HA/TCP-3
20/80, HA/TCP-B 70/30 e HA/TCP-B 30/70. Foram realizadas radiografias antes da realizacao
das cirurgias e nos periodos: imediatamente apds o procedimento cirargico, 01, 03, 06 e 12
meses de pos-operatorio, como acompanhamento da cicatrizacdo 0ssea. Ap0Os a eutanasia aos
03, 06 e 12 meses as tibias foram coletadas para avaliagdo microscdpica, por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia Optica. Todos 0s biomateriais
testados se mostraram biocompativeis, apresentando capacidade osteoindutiva,
osteocondutiva, osteointegrativa e de neoformacdo Ossea. As avaliacdes radiograficas
demonstraram que todos os biomateriais apresentaram cicatrizacdo completa na regido
compreendida pela cortical 6ssea aos 03 meses, porém eles ainda puderam ser visibilizados
dentro do canal medular e que os bifasicos 20/80 e 30/70 foram os que demonstraram menor
radiopacidade nesse local. A avaliacdo histologica e de microscopia eletrénica de varredura
demonstraram que a HA foi o material que mais demorou a ser absorvido apresentando
grande quantidade de biomaterial remanescente aos 12 meses. Por outro lado os bifasicos
20/80, 30/70 e o TCP-p foram os que mais rapidamente foram absorvidos e substituidos por
0sso neoformado, ndo sendo mais visibilizados na regido cortical das amostras aos 12 meses.
Os bifasicos 70/30 e 80/20 apresentaram absorcdo intermediaria quando comparada com 0s
outros biomateriais. Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que oS
bifasicos HA/TCP-B 20/80 e o HA/TCP-B 30/70 foram os que apresentaram absorcdo e
formacdo Gssea mais rapida, seguido pelos biomateriais TCP-p, HA/TCP- 70/30, HA/TCP-j
80/20 e a HA, respectivamente.

Palavras-chave: Biomaterial. Hidroxiapatita. Tricalcio fosfato-p. Tibia. Ovinos. Cirurgia.



ABSTRACT

DALLABRIDA, Ademar Luiz. Neoformacdo Ossea e osteointegracdo de biomateriais
microestruturados em ovinos. 2016. 131 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Lages, 2016.

The objective of this study was to evaluate the bone formation capabilities of biomaterials in
different compositions. They used 24 sheep crossbred Texel, otherwise healthy, with 12
months of age and average weight of 30 kg (x 5 kg). This study was approved by the Ethics
Committee and Animal Welfare - CETEA of Santa Catarina State University, with the
1.70.12 protocol number. Three holes were produced six millimeters in diameter in both
tibias, totaling six defects. Four were filled by Biomaterials and two by cortical autograft
treated as control. The materials were implanted: hydroxyapatite (HA), pB-tricalcium
phosphate (B-TCP) and biphasic HA/B-TCP 80/20, HA/B-TCP 20/80, HA/B-TCP 70/30 and
HA/B-TCP 30/70. Radiographs were taken prior to the surgery and during the periods:
immediately after surgery, 01, 03 06 and 12 months postoperatively as monitoring of bone
healing. After euthanasia to 03, 06 and 12 months tibias were collected for microscopic
evaluation by means of scanning electron microscopy (SEM) and histological exam. All
biomaterials tested proved biocompatible, with osteoinductive, osteoconductive,
osteointegrative capacity and bone formation. Radiographic assessments showed that all
biomaterials showed complete healing in the region encompassed by cortical bone to 03
months, but they could still be visualized within the spinal canal and the biphasic 20/80 and
30/70 were those who showed less radiopacity at that location . Histological evaluation and
scanning electron microscopy showed that HA was the material that most took to be absorbed
presenting large amount of remaining biomaterial to 12 months. On the other hand biphasic
20/80, 30/70 and TCP-B were those who were more readily absorbed and replaced by newly
formed bone, no longer visualized in the cortical region of the samples to 12 months. Biphasic
70/30 and 80/20 showed intermediate absorption when compared to other biomaterials. The
results of this study demonstrate that biphasic HA/TCP- 20/80 and HA/TCP-f3 30/70 showed
the absorption and faster bone formation, followed by biomaterials TCP-, HA/TCP- 3 70/30
HA/TCP-B 80/20 and HA, respectively.

Keywords: Biomaterial. Hydroxyapatite. Tricalcium phosphate - . Tibia. Sheep. Surgery.
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Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 06 meses com o biomaterial TCP-
B. (A) Linha preta que divide regido onde o TCP-B foi totalmente absorvido
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ostedcitos (setas brancas) e vasos sanguineos (setas pretas). (C) Regido de
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Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 03 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 80/20. Corte histologico demonstrando regido de
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Fotomicrografia de microscopia éptica de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 80/20. Notar a grande quantidade de macréfagos
mononucleares — setas pretas), osteoclastos mononucleares (setas verdes) e
osteoclastos multinucleares (circulo verde). Notar também a pequena quantidade
de osso neoformado na superficie do biomaterial (seta amarela) (H&E. Objetiva

Fotomicrografia de microscopia éptica de osso de ovelha aos 12 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 80/20. Notar quantidade moderada de biomaterial
circundado predominantemente por 0sso secundario com presenca de pequena
quantidade de ostedcitos (pontos pretos). Pouca atividade celular e presenca de
pequena quantidade de tecido fibroso na regido do endosteo (setas) (H&E.
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Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-$ 80/20 demonstrando a relacéo de 0sso neoformado a esquerda da linha
preta e o biomaterial remanescente a direita da linha preta..........c.ccoovvvviniinnns 85

Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 06 meses com o bifasico
HA/TCP-B 80/20. (A) Linha preta dividindo regido cortical a esquerda com 0sso
neoformado. Notar que os biomateriais foram totalmente absorvidos. A direita
presenca de biomaterial osteointegrado perlo novo osso formado. (B) Biomaterial
remanescente osteointegrado em o0sso neoformado compacto. Notar as fibras
Osseas com caracteristicas de 0sso ndo lamelar, com ostedcitos (setas vazadas) e
vasos sanguineos, caracteristicas de 0sso jovem (setas pretas).........cccceeeverveereennn. 86

Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 12 meses com o bifasico
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Biomaterial remanescente osteointegrado em 0sso neoformado com ostedcitos e
vasos sanguineos (setas). (C) Cavidade Ossea mostrando osteoblastos sobre a
superficie Ossea (setas pretas) e sobre os biomateriais granulados (setas
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Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 03 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 20/80. Observar a formagado 0ssea com presenca de
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tecido jovem com lamela concéntrica ainda em formacdo (circulo) (H&E.
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Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifdsico de HA/TCP-B 20/80. Notar presenca de biomaterial
completamente envolto por tecido ésseo compacto com presenca de ostedcitos
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Fotomicrografia de microscopia éptica de osso de ovelha aos 12 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 20/80. Notar o biomaterial circundado por tecido
6sseo predominantemente secundario. Neste grupo a atividade celular se encontra
bastante reduzida. Presenca de ostedcitos (pontos pretos) distantes entre si
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Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-p 20/80. Notar a extensdo de osso cortical de aproximadamente 2 mm (a
direita da linha preta) onde o biomaterial foi totalmente absorvido e substituido
por 0sso neoformado. A esquerda biomaterial remanescente sendo envolvido por
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por¢cdo mais externa do o0sso cortical em direcdo ao canal medular
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neoformado e a quantidade de biomaterial remanescente (circulos pretos). (B)
Biomaterial remanescente totalmente envolvido por 0sso neoformado com aspecto
de osso compacto, revelando a presenca de osteocitos e vasos sanguineos (setas).
(C) Biomaterial totalmente osteointegrado pelo osso neoformado. Notar a
presenca de osteocitos (setas pretas) e vasos sanguineos (setas brancas) em sua
volta. (D) Circulo demonstrando a interface entre osso e biomaterial revelando
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biomaterial granulado sendo preenchido por osso. Notar que o biomaterial esta
sendo recoberto pelo osso neoformado. (C) Osteoblastos em superficie dssea
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Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 70/30. Notar que o biomaterial apresentau
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(H&E. ODJELIVA 40X)....uveiviiiiie ettt st s sra e sr e et 95

Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 12 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 70/30. Notar a formacéo de tecido fibroso (setas
pretas) distribuido de forma aleatéria entre o biomaterial granulado e que entre
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Fotomicrografia de MEVs de o0sso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-B 70/30. (A) A direita da linha preta regido onde o biomaterial foi
absorvido. A esquerda da linha preta o biomaterial remanescente envolto por 0sso
neoformado. (B) Osteoblastos na superficie 6ssea (Circulo)..........ccccvvveviivcrinnnnne. 97

Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-B 70/30. (A) A direita da linha preta pode se observar a rea com mais
de um milimetro de extensdo onde o biomaterial foi totalmente absorvido e
substituido por osso neoformado. A esquerda da linha preta observa-se
biomaterial remanescente. (B) Osso compacto com ostedcitos (setas brancas) e
vasos sanguineos (setas pretas). (C) Regido de interface entre biomaterial e 0sso
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maduro, (setas pretas) e orificios correspondentes a vasos sanguineos (setas
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Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-B 30/70. Observar a porcdo do osso cortical onde o biomaterial foi
absorvido e substituido por osso novo (linhas brancas). O restante da regido
cortical que ainda apresentou biomaterial remanescente esta representada pela
linha preta. Notar que o biomaterial esta envolto por osso neoformado.............. 105
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demonstrando orificios correspondentes a vasos sanguineos (setas). (C) Regido de
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Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 12 meses com o bifasico
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pelo novo tecido 6sseo formado e consequentemente maior formacao de 0sso * =
0ss0 neoformado X = biomaterial remanesCente. .........ccvvvverieririeninieein s 109

Fotomicrografia de MEV dos biomateriais aos 06 meses de pos-operatorio,
demonstrando a relacdo entre a neoformacéo 6ssea e 0 biomaterial remanescente.
Nesse periodo de avaliacdo os bifasicos 30/70 e 20/80 foram os que demonstraram
melhor neoformacdo Ossea e osteointegracdo do biomaterial pelo novo tecido
6sseo formado e consequentemente maior formacgédo de 0sso * = 0sso neoformado
X = biomaterial reman@SCeNTE. ........cveiiieiiieie e s 110

Fotomicrografia de MEV dos biomateriais aos 12 meses de pés-operatorio,
demonstrando a relacdo entre a neoformacéo dssea e 0 biomaterial remanescente.
Nesse periodo de avaliacdo os bifasicos 30/70 e 20/80 foram os que demonstraram
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Fotomicrografias de MEV de biomateriais enxertados em tibias de ovelhas
evidenciando a interface entre o biomaterial e 0 0sso neoformado em quatro tipos
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Figura 65 - Fotomicrografias de MEV demonstrando grande quantidade de osteoblastos na
superficie dssea de tibias de ovelhas de diferentes grupos. (A) Bifasico HA/TCP-$
30/70 03 meses (setas), (C) Bifasico HA/TCP-p 70/30 06 meses (setas) e (E)
TCP-B 06 meses (setas). (B) HA 06 meses, (D) Bifasico HA/TCP- 20/80 12
meses e (F) Bifasico HA/TCP-B 20/80 12 meses evidenciando osteoblastos com
grande quantidade de projecdes citoplasmaticas (filapodia). Em (F) detalhe do
osteoblasto totalmente envolto por osso neoformado, momentos antes de se tornar
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Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Critérios semi-quantitativos utilizados na avaliagdo histologica dos biomateriais
HA e TCP-B e seus bifasicos HA/TCP-$ 80/20, HA/TCP-$ 20/80, HA/TCP-$
70/30 e HA/TCP-B 30/70. Foram classificados quanto: neoformagdo de tecido
6sseo (NTO), deposicdo de fibras coladgenas (DFC), osso priméario (OP), 0sso
secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formagdo de tecido mieldide
(FTM) e macrofagos (MA) utilizados para analise por microscopia
0] o] (o OO URPTRTTRPRPRN 44

Resultados obtidos quanto ao biomaterial remanescente (BR), neoformacdo de
tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), 0sso primario (OP),
osso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formacdo de tecido
miel6ide (FTM) e macrofagos (MA), dos biomateriais implantados e no grupo
controle ap6s 03 meses, obtidos dos fragmentos 6sseos de tibias de
OVINIOS. -1ttt e e ettestee st e s e es e eseesee e e e sees e eseesee e e e neen e eseeaeennee e reenteeneeareenteaneenne s 55

Resultados obtidos quanto ao biomaterial remanescente (BR), neoformacdo de
tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP),
0sso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formacdo de tecido
mieldide (FTM) e macréfagos (MA), dos biomateriais implantados e o grupo
controle ap6s 06 meses, obtidos dos fragmentos Osseos de tibias de
OVINOS. ¢ttt ettt ettt ettt b et bbbt b et s et s e et £t st bbbt n s 56

Resultados obtidos quanto ao biomaterial remanescente (BR), neoformacdo de
tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP),
0sso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formacdo de tecido
mieldide (FTM) e macréfagos (MA), dos biomateriais implantados e o grupo
controle aos 12 meses, obtidos dos fragmentos Osseos de tibias de
(011001 TSSO VRPURURPPRRN 57



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Escala de cicatrizagcdo Ossea para avaliacdo radiografica do grupo controle e
biomateriais no pds-operatério imediato, 01, 03, 06 e 12 meses de pos-
(0] 0 LC] 1 (0] o PSSR 42

Quadro 2 - Avaliacdo radiografica aos 03 meses caracterizando a cicatrizagcdo 6ssea do
controle e dos biomateriais nos tempos: pés-operatorio imediato, 01 e 03 meses
de pos-operatorio, sendo 0 = cicatrizacdo ausente, 1 = parcial e 2 = total............ 53

Quadro 3 - Avaliacéo radiografica aos 06 meses caracterizando a cicatrizacdo 6ssea do grupo
controle e 0s biomateriais nos tempos: pos-operatorio imediato, 01, 03 e 06
meses de poOs-operatorio, sendo 0 = cicatrizacdo ausente, 1 = parcial e 2 = total.

Quadro 4 - Avaliagcdo radiografica aos 12 meses caracterizando a cicatrizacdo 0ssea do
controle e dos biomateriais nos tempos: pds-operatorio imediato, 01, 03, 06 e 12
meses de pos-operatdrio, sendo 0 = cicatrizagdo ausente, 1 = parcial e 2 =



pm

BCP

BMPs

HA

HA/TCP-B
HA/TCP-B 20/80
HA/TCP-B 30/70
HA/TCP-B 70/30
HA/TCP-B 80/20
HECV

IGF

MEVs

MO

Nm

PDGF

PO

PTTE

LISTA DE ABREVIATURAS

milimicron

fosfato de célcio bifasico

proteinas morfogenéticas 0sseas
hidroxiapatita

hidroxiapatita/tricalcio fosfato-f
hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p 20/80
hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p 30/70
hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p 70/30
hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p 80/20
Hematoma epidural da coluna vertebral
Fatores de crescimento da insulina
microscopias eletrénica de varredura
microscopia optica

nandmetro

Fatores de crescimento derivados das plaquetas
poOs-operatorio

politetrafluoretileno



2.1
2.2
2.3

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
46.1
4.6.2

5.1
5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.21
5.2.2.2
5.2.3
5.2.31
5.2.3.2
5.2.4
5.24.1
5.2.4.2
5.2.5

SUMARIO

INTRODUGAO ...t ee e erees s ns s an s an s saen s o 24
REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 26
COMPOSICAO QUIMICA DO OSSO........coiireieieeeeieeeeee e enen 26
CICATRIZACAO OSSEA......oooeeeeeeeeeeeeeveeeee e ee e es e s anassa s e 28
BIOMATERIAIS E ENXERTOS OSSEOS........cooeieeeeeeseeeeeee s, 29
OBUIETIVOS. ...ttt e et ae e et e aeannaeeanns 33
OBJETIVOS GERAIS. ...t e 33
OBJETIVOS ESPECIFICOS......ouiiiieiieineieeeessesessises e e 33
MATERIAIS E METODOS.......ocoieee oottt e 35
ANIMALIS . ... e e e e e e e e st e e et ee e raeeannaeenns 35
PREPARO PRE-OPERATORIO.........coooviieieiieieiescs e s 35
PROCEDIMENTO CIRURGICO ...t 36
POS-OPERATORIO. ..ottt 40
AVALIACAO RADIOGRAFICA........ooorieiecesiireeneessesssess s asssesses s e 41
AVALIACAO MICROSCOPICA. ....ovoeereirreieeeesaeissesseesessssssssssssasssesssesssce e 42
JANVZ L E: Tor=To I o 1153 0] [0 [0 S ORS 43
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........cccoeiviieviicciecc e 44
RESULTADOS.......o ottt sttt sttt sre st e snenae s 46
AVALIACAO RADIOGRAFICA.........oooiieiienniieenee s ssesisasssessesnssns s 57
AVALIACAO HISTOLOGICA E MICROSCOPIA ELETRRONICA DE

VARREDURA . ... oottt ettt st et e 54
Avaliacdo dos Granulos dos Biomateriais Antes e Apos a Implantacéo 57
Controle — Tratamento COmM AULOENXEITO........cocviiriieeiriein e 60
AValiagao HiStOIOQICA. .........ccviieiir e s 60
Microscopia Eletronica de Varredura............ccoccovevieiiecieiiece e 63
Hidroxiapatita (HA).......c.o ot e 67
AValiaCao HiStOIOQICA. .........c.ccviieiir e 67
Microscopia Eletronica de Varredura............ccoccoveveeiecieiie s 70
Fosfato Tricalcico Beta (TCP-P).....c.cccccoviiiriiiiie e 75
AValiaCao HiStOIOQICA. .........ccveeiircie e s 75
Microscopia Eletronica de Varredura............ccoccovevvviieciieiie e 77

BifaSiCO HA/TCP-P 20/80..........ccoiieieiiiieiee et 82



5.251
5.25.2
5.2.6
5.26.1
5.2.6.2
5.2.7
5271
5.2.7.2
5.2.8
5281
5.2.8.2
6

6.1

7

AVAliaG80 HiStOIOGICA. .....cveeiviiiieiie e 82

Microscopia Eletronica de Varredura..........ccccooveiiieeiiiieiniece e, 84
BifasicoO HA/TCP-B 20/80......c.ccoe ittt e 88
AValiaG80 HiStOIOGICA. .....cveeceiiiieeie et e 88
Microscopia Eletronica de Varredura..........ccccooveeiieeiniicinieeesece e, 90
BifaSicO HA/TCP-B 70/30......cuieieiiienieee sttt 94
AValiag80 HiStOIOGICA. .....cveeeeiieieiie e 94
Microscopia Eletronica de Varredura..........ccccoooeiineiiniicinieeeseee e, 96
BifasiCO HA/TCP-P 30/70.......ccieieee et e 105
AValiaG80 HiStOIOGICA. . ..eveeeeiee e e 101
Microscopia Eletronica de Varredura..........ccccooveiirieiinnicinnecieseee e, 104
DISCUSSAOQ. ......ooieaieieeeeeseesseess s st 114
LIMITACOES DO ESTUDO........coiiieieieeieeseeeesieisss s sess s seen s enean e 123
CONCLUSAO. .....coooeiiireit ettt 125

REFERENCIAS . ..o et ee et ee et e e et e e et e e e e e e et e et e e et e e ee e ee e 126



24

INTRODUCAO

A aplicacdo de biomateriais remonta & pre-historia, como indicia a descoberta de
cranios com trepanacdes nas quais foram utilizadas placas de ouro e prata. Estdo também
descritas, ha milhares de anos, a aplicacdo de implantes dentérios e a utilizacdo de fios de
sutura. Mais recentemente, a sua utilizagdo sofreu um forte impulso com o aparecimento de
lentes intra-oculares, proteses articulares, implantes mamaérios, préteses valvulares e
vasculares. No entanto, a palavra “biomaterial” como se aplica atualmente, s ha poucos anos
foi introduzida na nomenclatura médica.

Na conferéncia de Chester, em 1991, definiu-se biomaterial como um “material
destinado a contactar com sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, 6rgao ou fung¢do do organismo”. Ao ser aplicado, deve manter as suas
propriedades e caracteristicas estruturais, mas simultaneamente substituir a fungéo para a qual
foi criado. E também importante que permita boa adesdo celular & sua superficie, tenha
resisténcia mecanica adequada, ndo tenha caracteristicas oncogénicas, seja hemostético,
esterilizavel e, por fim, que a sua producdo em grandes quantidades seja facil e com custos
aceitaveis (GUTIERRES et al. 2006).

Segundo Willians (1987), biomaterial é toda substancia ou combinacgéo de substancias,
de origem natural ou sintética, que 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, 6rgaos ou funcdes do corpo.

Animais com algum tipo de fratura correspondem a grande parte da rotina clinica-
cirirgica dos hospitais veterinarios, sendo que os atropelamentos consistem no tipo mais
comum destes traumas. Tumores 0sse0s primarios ou metastaticos também sdo causas
comuns de fraturas patologicas (FOSSUM, 2008). Além disso, doencas 6sseas degenerativas
e fraturas afetam milh6es de pessoas no mundo inteiro. Estima-se que até 2020 (STURM et al.
2010), o numero de pessoas acima dos 50 anos com doencas 0sseas ira dobrar.

Diante destas limitacdes, alguns materiais biocompativeis sdo pesquisados para
aplicacdo clinica. Com o propoésito de evitar enxertos 0sseos autdgenos, o material deve
responder a determinados requisitos, como possuir estrutura estavel, rapidez na incorporacao
com o tecido 0sseo, promover osteoconducdo e gerar pouca ou nenhuma complicacdo
associada ao seu uso (MELLONIG, 1991). Respeitando estas exigéncias, o fosfato de célcio,

um biomaterial ceramico comercializado desde 1970 na forma de hidroxiapatita e tricalcio
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fosfato, tem recebido considerdvel atencdo no campo da cirurgia plastica, ortopédica e
odontoldgica (ONO et al.1992; OONISHI, 1991).

Os biomateriais micro e nanoestruturados de fosfatos de calcio e nanocompdsitos, sdo
uma nova classe de biomateriais que vem sendo pesquisados e desenvolvidos por diferentes
laboratorios de pesquisa, capazes de oferecer caracteristicas microporosas com elevada area
superficial de grdos e microporos, condi¢des favoraveis a molhabilidade, capilaridade, adeséo
celular na superficie de grios e de microporos (DALMONICO, 2012).

O advento da nanociéncia traz a humanidade uma nova perspectiva em biologia: todos
os sistemas biolégicos sdo governados pelos comportamentos moleculares em escalas
nanométricas. Todos os tecidos biolégicos tém suas mais basicas estruturas, propriedades e
funcdes definidas em nano escalas a partir dos seus primeiros niveis de organizacdo (HONG
et al. 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento da formagdo 0ssea in vivo
da hidroxiapatita (HA) e do tricalcio fosfato beta (TCP-B), e seus bifasicos,
hidroxiapatita/tricalcio fosfato- 80/20 (HA/TCP-B 80/20), hidroxiapatita/tricalcio fosfato-f3
20/80 (HAJ/TCP-B 20/80), hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p 70/30 (HA/TCP-B 70/30) e
hidroxiapatita/tricalcio fosfato-p 30/70 (HA/TCP-$ 30/70), implantados em tibias de ovelhas.
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REVISAO DE LITERATURA
2.1 COMPOSICAO QUIMICA DO 0SSO

O 0sso € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e material
extracelular calcificado, a matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004), extremamente
duro, mas com grande plasticidade, apresentando um metabolismo altamente complexo, com
potencial de reparacdo envolvendo ions, células, hormonios, proteinas e fatores nutricionais
(LAUREANO FILHO et al. 2007).

Macroscopicamente 0 0sso divide-se em cortical e esponjoso, 0 0sso cortical é denso,
presente no eixo de 0ssos longos, em que a matriz de colageno esta organizada em forma de
lamelas concéntricas, geralmente ao redor de um canal vascular central constituindo o sistema
de Havers. Os canais centrais, contendo nervos e vasos sanguineos, comunicam-se entre si e
com a cavidade medular 0ssea através dos canais de Volkmann. A superficie dssea externa é
revestida por uma membrana denominada periosteo e a superficie interna, pelo endosteo.
Ambas tém a fungdo de nutrir o o0sso, além de servir como fonte de osteoblastos para a
osteogénese (ISOLA, 2012).

O osso é constituido basicamente por dois componentes: organicos e inorganicos. A
porcdo organica é formada por células (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), fibras
coladgenas e substancia base (proteoglicanos e glicoproteinas). As células que compdem a
estrutura 0ssea exercem funcdes diferentes, conforme descri¢do feita por diferentes autores
(LAUREANO FILHO et al. 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MURUGAN;
RAMAKRISHNA, 2005, NOBLE, 2008; PELISSIER et al. 2004; ROSS; ROWRELL, 1993).
Segundo eles, osteoblastos séo células osteogenitoras responsaveis pela formacao da estrutura
Ossea e produzem grande quantidade de proteinas, principalmente o colageno, fundamental na
organizacdo da matriz 6ssea. Geralmente encontrados sobre a superficie da estrutura 6ssea em
regibes onde estd ocorrendo o processo de reparacao e formacéo 0ssea.

Os osteoblastos sdo capazes de concentrar fosfato de célcio, participando da
mineralizacdo da matriz e em fase de sintese mostram as caracteristicas ultra estruturais das
células produtoras de proteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os osteoblastos, além da
producdo dos componentes da matriz, funcionam como transmissores de sinais para a
remodelacdo. Estas células sdo completamente diferenciadas e ndo apresentam capacidade de
migracdo e proliferacdo. Assim, para permitir que ocorra a formagdo déssea em um sitio

determinado, células progenitoras mesenquimais indiferenciadas (células osteoprogenitoras)
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podem migrar para o sitio e proliferar para se tornar entdo osteoblastos. A diferenciacdo e o
desenvolvimento dos osteoblastos pelas células osteoprogenitoras sdo dependentes da
liberacdo das proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e de outros fatores de crescimento tais
como fatores de crescimento da insulina (IGF), fatores de crescimento derivados de plaquetas
(PDGEF) e fatores de crescimento dos fibroblastos (SANTOS, 2011).

Ostedcitos sdo células provenientes dos osteoblastos que ficam retidos na matriz 6ssea
durante o processo de reparacdo e formacgdo dssea. Estas células regulam a quantidade de
minerais no tecido ésseo pela difusdo de nutrientes dentro da estrutura éssea atraves de
lacunas das quais partem canaliculos, cada lacuna contém apenas um oste6cito. Dentro dos
canaliculos os prolongamentos dos ostedcitos estabelecem contatos através de juncdes
comunicantes, por onde podem passar pequenas moléculas e ions de um ostedcito para o
outro. Esse arranjo permite aos ostedcitos participar na regulacdo da homeostasia do célcio
sanguineo e perceber a carga mecanica e transmitir essa informagéo as outras células dentro
do osso. Os osteocitos sdo celulas com a forma estrelada, achatadas, que exibem pequena
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi pouco desenvolvido e com
nucleo com cromatina condensada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos sdo celulas gigantes multinucleadas derivadas dos macréfagos e
responsaveis pela remocdo do 0sso, processo denominado osteoclasia. Possuem 0sS
mecanismos celulares necessarios para dissolucdo dos materiais 6sseos e para a digestdo da
matriz organica. Estas células tém numerosos nucleos no interior do citoplasma acidéfilo e
vacuolizado. S&o polarizadas, e os nucleos deslocados para a periferia celular oposta ao 0sso.
Acredita-se que o osteoclasto bombeie ions hidrogénio (H*) e cloro (CI") através da borda em
escova, originando acido cloridrico (HCI) que dissolve a hidroxiapatita e secrete colagenase e
outras proteases que degradam a matriz organica 6ssea (ISOLA, 2012).

A parcela inorganica da matriz 6ssea é secretada principalmente pelos osteoblastos. O
principal componente inorganico € o fosfato de célcio, responsavel por dois tercos do peso
0sseo. O fosfato de célcio interage com o hidroxido de célcio transformando-se em
hidroxiapatita. Conforme ocorre a formacdo dos cristais de hidroxiapatita, outros materiais
inorganicos como o carbonato de célcio, sédio, magnésio e fluoreto vao se incorporando a ele
(CONSTANTINESCU, 2002).
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2.2 CICATRIZACAO OSSEA

Dentre os diversos processos de reparacdo tecidual, a reparacdo déssea se apresenta
como um dos mais complexos, sendo foco de interesse nas pesquisas na area de cirurgia e
traumatologia (LAUREANO FILHO et al. 2007).

O tamanho, formato e a forca dos 0ssos sdo determinados por células 0sseas 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 6ssea quanto em um ostedide neoformado, permanecendo presos em pequenas
lacunas na porcéo rigida do osso (NOBLE, 2008).

Quando ocorre uma fratura, hd hemorragia, devido aos danos causados nos vasos
sanguineos, alem de destruicdo da matriz e de células 0sseas. O inicio do processo de
reparacao ocorre através da remocdo dos coagulos sanguineos e fragmentos celulares por
macrofagos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 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 formacao
Ossea (PELISSIER et al. 2004).

A matriz 6ssea mineralizada é coberta por duas membranas ndo calcificadas de
natureza conjuntiva, que, embora geralmente seja dito que a separam dos outros tecidos,
devem ser consideradas membranas que possibilitam uma gradual relacdo entre um tecido
mineralizado e o restante do organismo. S&o elas o peridsteo e o endosteo. O periosteo, mais
externamente, € constituido de fibras colagenas e fibroblastos, e na sua regido mais interna,
aléem de uma camada de céelulas de revestimento potencialmente osteogénica, possui células
indiferenciadas. J& o enddsteo é constituido apenas por uma camada de osteoblastos ou de
células de revestimento e apresenta, em geral, mais atividade que o peridsteo (SANTOS,
2011).

A associacdo da hidroxiapatita com fibras colagenas é responsavel pela dureza e
resisténcia do tecido dsseo. Histologicamente existem dois tipos de tecido 6sseo: 0 imaturo ou
primario, e 0 maduro, secundario ou lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas células e 0s
mesmos constituintes da matriz. No tecido primario as fibras colagenas se dispdem
irregularmente, sem orientacdo definida, no lamelar, as fibras se organizam em lamelas. O
0SS0 primario tem menor quantidade de minerais e maiores proporc¢des de ostedcitos do que o
lamelar. Este por sua vez possui fibras colagenas organizadas em lamelas de trés a sete

micrémetros de espessura, que ficam paralelas umas as outras, ou se dispbem em camadas
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concéntricas em torno de canais com vasos, formando o sistema de Havers ou 0steons. Cada
6steon é um cilindro, as vezes bifurcado, formado por quatro a 20 lamelas Osseas
concéntricas. No centro desse cilindro 6sseo existe um canal revestido de enddsteo, o canal de
Havers, que contém vasos e nervos. Os canais de Havers comunicam-se entre si, com a
cavidade medular e com a superficie externa do 0sso por meio de canais transversais ou
obliquos, que atravessam as lamelas, os canais de Volkmann (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004, MURUGAN; RAMAKRISHNA, 2005, ROSS; ROWRELL, 1993).

Em um osso maduro, geralmente dois tipos de tecidos podem ser diferenciados
macroscopicamente: 0 0SSO €sponjoso e 0 0SS0 compacto. Entretanto em ambos a estrutura é
basicamente a mesma, sendo constituidos por sistemas lamelares e existindo diferencas
apenas na quantidade e disposicdo das lamelas e na existéncia ou ndo de espacos entre oS
referidos sistemas. O 0sso esponjoso é formado por lamelas, na sua maioria paralelas entre si.
As lamelas formam delgadas trabéculas que deixam, entre elas, amplos espagos preenchidos
por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e tecido hematopoiético, constituindo,
portanto, parte da medula 6ssea. O 0sso compacto € formado por numerosos sistemas de
lamelas concéntricas (SANTOS, 2011).

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

A violacdo dos principios da cirurgia ortopédica, podem causar distdrbios na reparacao
de fraturas, tendo como consequéncia a unido retardada ou nao-unido 6ssea (MORAES, 2006;
SCHMAEDECKE et al. 2003). Além disso, traumas, anormalidades do desenvolvimento,
neoplasias e diversas doencas podem provocar defeitos 6sseos (ARINZEH et al. 2003).

Assim, novas solucdes 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
cicatrizacdo Ossea (enxertos e implantes osteocondutores) (MORAES, 2006;
SCHMAEDECKE et al. 2003), vém sendo amplamente pesquisadas.

2.3 BIOMATERIAIS E ENXERTOS OSSEOS

A procura por biomateriais ganhou forca devido a necessidade de se encontrar

substitutos para o enxerto autoégeno. Quando tecidos organicos sofrem doencgas severas ou sdo
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perdidos por cancer, anormalidades congénitas ou traumas, 0s tratamentos convencionais nao
sdo mais aplicaveis. Orgéos artificiais (incluindo tecidos) ou transplantes de 6rgdos sdo a
primeira escolha para reconstruir os tecidos ou 6rgaos danificados. A elaboracdo de 6rgaos
artificiais tem apresentado grandes avancos na engenharia biomédica nas Ultimas décadas,
mas eles ainda precisam de superior biocompatibilidade e biofuncionalidade. Os problemas
com os transplantes de 6rgédos incluem dificuldade para se encontrar os doadores e a rejeicao,
embora a terapia imunossupressiva tenha apresentado grandes avancos (SAHITHI et al.
2010).

Na engenharia de tecidos existe a necessidade de estrutura que dé suporte para a
reparacdo dos tecidos. Para essa estrutura tecidual desempenhar as fungdes de suporte, elas
devem apresentar alguns pré-requisitos: ter microporos interconectados para que varias
células possam migrar para dentro do tecido, aumentar o numero de células e suprir com
quantidades suficientes de nutrientes. Os microporos possibilitam tanto a formacao vascular
quanto o transporte através deles. Isto é muito importante para a sobrevivéncia das células
dentro dessas estruturas teciduais (JENSEM et al. 2007; OKAMOTO et al. 2006) .

O tamanho indicado dos microporos fica entre 100 e 500um. Além disso, devem
possuir adequada area de superficie e resisténcia mecanica. A absorcao cinética das estruturas
de suporte também € critica e depende do tecido a ser reparado. Se as microestruturas de
suporte forem utilizadas em engenharia do tecido esquelético, a degradacdo da estrutura de
sustentacdo (biomaterial) devera ser relativamente lenta, para que possa ser mantida a forca
mecanica até que a reparacdo tecidual esteja quase completa (LIM et al. 2015; MAYR et al.
2015; SAHITHI et al. 2010; WANG et al. 2007).

Biomateriais que sdo utilizados como implantes ortopédicos, como por exemplo, o
titanio e suas ligas, apresentam uma vida média entre 10 — 15 anos. Uma das maiores raz0es
para a falha dos implantes ortopédicos é a falta de suficiente integracdo do material
implantado e a superficie 6ssea. A pobre integracdo do implante com a superficie 6ssea pode
causar a formacdo de fragmentos, bem como tensdo entre a interface do implante e 0 0sso,
causando eventuais falhas no dispositivo de fixacdo. Por causa destes problemas, existe o
interesse pelo desenvolvimento de biomateriais para promover o crescimento 0sseo para 0
campo da ortopedia (SAHITHI et al. 2010). Como a matriz mineral ¢ssea € composta por um
tipo de fosfato de calcio, varios fosfatos de calcio sdo pesquisados e desenvolvidos com
interesse de aplicacdo como substitutos 6sseos (DOROZHKIN, 2007).

Shirane et al. (2010), por sua vez, avaliaram a importancia do coladgeno e

hidroxiapatita na reparacdo de fraturas provocadas experimentalmente na fibula de ratos e
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concluiram que os biomateriais utilizados possuem capacidade osteocondutora mesmo
observando-se baixa neoformacéo 6ssea. Além disso, a hidroxiapatita é capaz de se incorporar
ao tecido 6sseo por meio da estimulagdo osteocondutiva e osteoindutiva, ndo apresenta
rejeicdo e oferece resisténcia biomecénica no local do implante (MELLONIG, 1991; ONO et
al. 1992).

Para que o biomaterial seja considerado bom é importante que ele apresente as
caracteristicas de osteoinducdo, osteoconducdo e osteointegracdo e segundo Albrektsson;
Johansson (2001), osteoindugdo significa que as celulas primitivas, indiferenciadas e
pluripotentes sdo de alguma forma estimuladas a se desenvolver em linhagem de células
formadoras de 0sso, ou seja, € o processo pelo qual a osteogénese é induzida. A
osteoindutividade é a capacidade de um biomaterial para recrutar e induzir células
indiferenciadas ou células progenitoras para formacgdo de células de linhagem osteoblastica
(SAMAVEDI et al. 2013). A osteoconducéo significa que o 0sso cresce na superficie do
biomaterial. Uma superficie osteocondutiva € aquela que permite crescimento 0sseo em sua
superficie ou dentro dos microporos e canais. A osteointegracéo € o contato direto (em nivel
microscopico) entre tecido 6sseo vivo e o implante sem a formacao de tecido fibroso entre
eles.

Nas ultimas décadas, biomateriais sintéticos incluindo a hidroxiapatita (HA) e o
tricalcico fosfato beta (TCP-B), foram amplamente pesquisados como biomateriais de
sustituicdo Ossea. Esses biomateriais sintéticos de substituicdo éssea demonstraram ser
biocompativeis e possuirem caracteristicas que permitem a formacdo Ossea, isto e,
osteocondutividade. No entanto, esses biomateriais mostraram em muitos casos,
comportamento diversificado da solubilidade que restringem as suas propriedades de
regeneracdo Ossea. Por um lado, biomateriais de substituicdo 6ssea de hidroxiapatita s@o
conhecidos por persistir dentro do local de implantacdo por um longo periodo, o que restringe
a nova formacédo Ossea dentro da area receptora. Embora a hidroxiapatita sintética demonstre
boa osteocondutividade, sua bioreabsorcédo é baixa e ela permanece no organismo por muito
tempo apds a implantacdo; a hipotese € de que o material implantado seja reabsorvido por
meio da formacdo dssea, seguido pela total substituicdo por tecido 6ésseo natural, apos
estimular a formacdo oéssea (KAMITAKAHARA; OTHSUKI; MIYASAKI, 2008).
Hidroxiapatita € amplamente utilizada como substituti ésseo, porque a sua composicdo € a
gue mais se aproxima a do 0sso. Entre as diferentes ceramicas monofasicas, a hidroxiapatita é

a mais estavel e menos solivel (SAMAVEDI et al. 2013). Em contraste, substitutos ¢sseos a
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base de TCP-p séo caracterizados por uma taxa de degradacao rapida, que pode levar a falha
do implante devido a sua inadequada propriedade osteocondutora (GHANAATI et al. 2012).

O fosfato tricalcico-p (TCP-p), por sua vez, foi um dos primeiros compostos de fosfato
de célcio a ser usado como substituto 6sseo, sendo que possui propriedades osteointegrativas
e osteocondutivas (MOORE, 2001). O TCP-f apresenta maior solubilidade do que a
hidroxiapatita e é degradado mais rapidamente do organismo (DUCHEYNE; RADIN; KING,
1993; SAMAVEDI et al. 2013). Bioceramicas bifasicas a base de HA e TCP-B sdo
desenvolvidas e demonstraram que a sua reabsor¢do aumenta conforme se aumenta a
propor¢do TCP-B/HA. Com estes compositos, se observa deposicdo de cristais de apatita
6ssea na superficie dos compostos bifasicos, que se deve, provavelmente, a precipitacdo de
fons célcio e fosfato liberados do componente TCP-f do bifasico (DACULSI; LEGEROS,
1996).

Os bifasicos de HA/TSC sdo uma familia de cerdmicas que combinam a baixa
solubilidade e osteocondutividade da apatita com o osteoindutividade de uma fase mais
soluvel tal como o TCP. Os bifasicos HA/TCP séo produzidos misturando fisicamente HA e
TCP, ou quimicamente por sinterizacdo de apatitas deficientes em calcio, a temperaturas
elevadas para resultar numa mistura de duas fases diferentes. Propriedades quimicas
especificas dos bifasicos, tais como a solubilidade, depende grandemente das caracteristicas
das fases individuais e as suas quantidades relativas (SAMAVEDI et al. 2013).

No entanto, a capacidade de bioreabsor¢do dos fosfatos de calcio depende nao
somente da solubilidade dos constituintes do material, mas também da morfologia, de graos
da microporosidade do biomaterial. A importancia da microestrutura dos poros dos fosfatos
de calcio tem sido reportada por muitos pesquisadores e ja se sabe que controlando as
microestruturas das ceramicas de fosfatos de célcio, podem se desenvolver substitutos 6sseos
com propriedades osteoindutivas intrinsecas. As ceramicas TCP-  microporosas podem ser
Gteis, pois as células relacionadas a formacdo dssea podem ser atraidas. As ceramicas serdo
degradadas com a formacdo dssea (KAMITAKAHARA; OTHSUKI; MIYASAKI, 2008).
Entre as ceramicas com melhor desempenho, estdo os biovidros, a alumina, o fosfato
tricalcico-f e a hidroxiapatita (HENCH, 1991).

Tem sido relatado que os microporos maiores do que 150 pum podem facilitar a
formacdo interna do 0sso mineralizado. Além disso, microporos de diametro inferior a 50 pum
foram observados nas paredes dos macroporos, que sera util para a colonizacdo fibrovascular
e transporte de nutrientes. Um dos principais desafios no desenvolvimento de estruturas de

sustentacdo para engenharia de tecido 6sseo é o conflito de interesses entre a porosidade do
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material e sua resisténcia mecanica. Uma microestrutura altamente microporosa é preferida
em favor do crescimento e proliferacdo celular, mas conseguida a custa da diminui¢do da
resisténcia mecanica. Embora ndo haja qualquer critério claramente definido de equilibrio
entre a porosidade e a resisténcia mecanica requerida para engenharia de tecido ésseo, é
geralmente considerado que o material de sustentacdo deve ter uma resisténcia mecénica tao
perto quanto possivel da forca de osso natural (BOHNER et al. 2004; WANG et al. 2007).

Em resumo, estes estudos indicam fortemente que a alta microporosidade das
ceramicas favorece a adsorcdo de proteinas e que a adsor¢do pode ser independente do
tamanho de poro para os didmetros de poro maior do que 20 nm (SAMAVEDI et al. 2013)

A elaboracdo de biomateriais nanocompdsitos em uma matriz de hidroxiapatita é
tendéncia no desenvolvimento de novos biomateriais nanoestruturados (BASAR et al. 2011;
CAMARGO et al. 2012; CORREA, 2013; REGALIN, 2014; SOUZA, 2009), no entanto o
comportamento dos compositos hidroxiapatita (HA) e do fosfato tricalcico beta (TCP-p), e
seus  bifasicos, hidroxiapatita/fosfato  tricélcico-p  80/20  (HA/TCP-B  80/20),
hidroxiapatita/fosfato tricalcico-f3 20/80 (HA/TCP-p 20/80), hidroxiapatita/fosfato tricalcico-3
70/30 (HA/TCP-B 70/30) e hidroxiapatita/fosfato tricalcico-p 30/70 (HA/TCP-B 30/70), na

formacdo Ossea ainda ndo é sabido.
3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Comparar o comportamento da neoformacéo 0ssea e osteointegracdo entre diferentes
bioceramicas de fosfatos de calcio e avaliar o potencial de formacdo Ossea da hidroxiapatita
(HA), do fosfato tricalcico-B (TCP-B), e seus compdsitos bifasicos em diferentes proporcoes:
hidroxiapatita/fosfato tricalcico-p (HA/TCP-B 80/20), hidroxiapatita/fosfato tricalcico-f3
(HA/TCP-B  20/80), hidroxiapatita/fosfato  tricalcico-p ~ (HA/TCP-  70/30) e
hidroxiapatita/fosfato tricalcico-p (HA/TCP-B 30/70), com interesse de aplicacdes como
substitutos 6sseos, implantados em defeitos 0sseos realizados experimentalmente em tibias de

ovelhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se 0s biomateriais testados sdo biocompativeis e apresentam capacidade de

estimular a osteoinducdo, osteoconducdo e osteointegracdo, bem como, qual dos biomateriais



34

tem a capacidade de estimular a formacdo de tecido 6sseo com maior rapidez e qualidade,
avaliado através de estudo radiografico, exame histolégico e microscopia eletrénica de
varredura em tibias de ovinos aos 03, 06 e 12 meses ap6s o periodo de implantacdo nos
animais.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e de Bem-Estar Animal - CETEA da

Universidade do Estado de Santa Catarina, com o protocolo nimero 1.70.12.
4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas vinte e quatro ovelhas mesticas Texel, higidas, com peso médio de
30 kg (£ 5 kg) e 12 meses de idade. Previamente a inclusdo na pesquisa, todos os animais
foram submetidos a avaliacdo clinica, radiogréfica e laboratorial (hemograma, funcéo renal
[ureia e creatinina] e funcdo hepatica [aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, proteina
sérica total, albumina, globulinas]), a fim de se excluirem individuos com afeccdes que
pudessem comprometer a pesquisa. 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, no minimo, 15 dias, recebendo medicacdo antiparasitaria,
alimentacédo a base de racdo comercial para ovinos com 18% de proteina e silagem de milho,

alem de agua ad libitum.
4.2 PREPARO PRE-OPERATORIO

Quinze dias anterior ao procedimento cirurgico, foi realizada a tosquia dos animais e
no dia anterior a cirurgia foi realizada a tricotomia completa dos membros pélvicos e
subsequente higienizagdo com agua e iodopovidine degermante!. Os animais foram mantidos
em jejum sélido por 24 horas e hidrico de 8 horas, no periodo que antecedeu o procedimento
cirargico.

Para a elaboracdo da anestesia 0s animais receberam medicacdo pré-anestésica a base
de 0,3 mg/kg de morfina? pela via intramuscular e cinco minutos apds, receberam 20 mcg/kg
de detomidina®, pela via intravenosa. Passados 15 minutos, foram submetidos & cateterizacéo
da veia cefalica com cateter venoso periférico de calibre 18G para a inducdo anestésica com
diazepam* 0,5mg/kg e cetamina® 5mg/kg pela via intravenosa. Apds a inducdo, foi realizada

intubacdo com sonda endotraqueal tipo Murphy, de tamanho apropriado ao didmetro traqueal

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

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

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

5 Cetamin®, Syntec, Cotia — SP — Brasil.
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do animal e a manutencdo anestésica foi realizada com isofluorano® diluido em oxigénio a
100%, a uma taxa de 50ml/kg/min, utilizando-se um sistema de reinalagéo parcial de gases.
Foi realizada anestesia subaracndide com a associacdo 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 solucdo fisioldégica 0,9%. Apo6s administracdo subaracndide (no espaco
lombo sacro L6-S1), o animal foi colocado em decubito dorsal aguardando-se 30 minutos
para o tempo de laténcia dos farmacos administrados. Nesse momento os membros foram

preparados para a cirurgia, lavando-os com solugdo de iodopovidine degermante®.
4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Trinta minutos antes do inicio da cirurgia foi administrado cefalotina sddica® na dose
de 30mg/kg como antibioticoterapia profilatica. O procedimento cirurgico foi realizado
sempre pelo mesmo cirurgido e mesmo auxiliar. Com o animal em decubito dorsal e o
membro pélvico esquerdo preso a mesa cirurgica, 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 o 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 articulacéo
fémur-tibio-patelar até a extremidade distal do membro. O mesmo procedimento foi realizado
para acessar a tibia do membro pélvico esquerdo.

O acesso a tibia foi realizado conforme técnica descrita por Regalin et al (2014). Uma
vez realizada a exposicao tibial realizaram-se trés orificios de 06 milimetros de diametro cada
na face medial da diéfise de cada uma delas (figura 1). Todos os orificios foram realizados
com uma trefina de 06 milimetros de diametro®, os quais foram preenchidos por biomateriais
e o tratamento controle. O defeito preenchido com o fragmento 0sseo estava localizado
sempre na regido proximal da diafise tibial (Figura 1). Durante a realizacdo dos defeitos, o
local da perfuracdo, foi constantemente irrigado com solucdo salina estéril resfriada para

auxiliar na prevencdo de lesbes térmicas.

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

" Novabupi®, Cristalia, Itapira - SP — Brasil.

8 Cefariston®, Ariston, Sdo Paulo — SP — Brasil.
° Neodent®, Curitiba — PR — Brasil.
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Figura 1 - Acesso a tibia direita de uma ovelha com orificios a serem preenchidos com os
respectivos biomateriais (setas pretas) e grupo controle (seta branca).

Fonte: produgéo do proéprio autor.

Foram realizados trés orificios em cada tibia, direita e esquerda, de cada um dos 24
animais, totalizando 144 orificios, estes por sua vez tiveram o seus leitos preenchidos com
seis diferentes tipos de biomateriais': hidroxiapatita (HA) (n=24), tricalcio fosfato-p (TCP-p)
(n=24), hidroxiapatita/tricalcio fosfato-f3 em diferentes propor¢des (HA/TCP-f 80/20) (n=12),
(HA/TCP-B 20/80) (n=12), (HA/TCP-B 70/30) (n=12), (HA/TCP-B 30/70) (n=12) e grupo
controle, que foram preenchidos pelos fragmentos 6sseos removidos com trefina no momento
da confeccdo do espaco a ser preenchido (n=48). Cada orificio foi previamente identificado

para o material correspondente. (Figura 2).

19 Hidroxiapatita (HA), tricalcio fosfato-p (TCP-B), HA/TCP-B (80/20), HA/TCP-B (20/80), HA/TCP -B (70/30)
e HA/TCP-B (30/70), produzidos pelo Departamento de Engenharia Mecénica do Centro de Ciéncias
Tecnoldgicas da Universidade do Estado de Santa Catarina - Joinville.
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Figura 2 - Orificios de 06 milimetros de diametro realizados nas tibias direita e esquerda de
ovelhas, para posterior preenchimento com seus respectivos biomateriais e o
grupo controle, sendo “n” o ndmero de orificios preenchidos com cada
tratamento, totalizando 144 orificios.

Controle Controle
n=24 n=24
(HA) (TCP-B)
n=24 n=24
BOYEHA - 2096HA -
20%TCP-B 80%TCP-B
n=12 n=12
Ou Ou
70%HA - 30%HA -
30%TCP-B 70%TCP-B
n=12 n=12

Fonte: produgéo do proprio autor.

Para facilitar a colocacdo dos biomateriais em seus respectivos orificios, eles foram
depositados em uma cuba estéril e em seguida embebidos com sangue arterial proveniente do
proprio animal. Durante o procedimento cirdrgico os animais foram mantidos com acesso
arterial para a coleta de sangue para exames de gasometria e por essa facilidade de obtencéo o
sangue arterial foi utilizado. Esta mistura deu origem a um material pastoso, que facilitou a
colocacdo dentro dos orificios, minimizando a perda de granulos no momento do
preenchimento dos orificios, conforme técnica utilizada por Regalin et al. (2014) em seu

estudo com orificios em tibias de ovelhas (Figura 03).
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Figura 3 - Preparo dos biomateriais para posterior implantacdo no orificio correspondente.
(A) Biomaterial granulado colocado em cuba estéril. (B) Colocacdo de algumas
gotas de sangue do proprio animal para deixar os granulos com consisténcia
pastosa. (C) Mistura pronta para aplicacdo nos orificios elaborados na tibia.

Fonte: produgdo do proprio autor.

Finalizada a colocacdo dos biomateriais, bem como do fragmento 6sseo (controle)
(Figura 4), procedeu-se a sutura das camadas teciduais. A reaproximacdo dos planos
anatdmicos foi realizada mediante sutura do periosteo com fio de nailon n° 2-0 em padréo
continuo simples, seguido pela redugdo do tecido subcutaneo, também em padréo continuo
simples com o mesmo fio. Para a dermorrafia foi utilizado fio de nailon 2-0 e pontos isolados

simples.
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Figura 4 - (A) Acesso cirargico demonstrando os orificios preenchidos com seus respectivos
biomateriais (setas). Notar o inicio da sutura do peridsteo (circulo) durante a
sintese dos planos anatdmicos. Abaixo deste ponto se encontra o0 autoenxerto
(grupo controle). (B) Detalhe do autoenxerto apds ter sido feita a osteotomia com
trefina circular e reposicionado em seu leito (seta preta) e orificio a ser preenchido
com biomaterial (seta amarela).

Fonte: produgéo do préprio autor.

4.4 POS-OPERATORIO

Ao término da cirurgia, os animais foram recuperados da anestesia geral e apds a
extubacdo, ainda levemente sedados, foram encaminhados ao setor de diagnostico por imagem
para obtencdo das radiografias de controle do pds-operatério imediato. Em seguida, os
membros operados foram imobilizados com bandagens de Robert-Jones modificada,

mantendo-as durante 30 dias (Figura 5), a fim de minimizar os riscos de fraturas.
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Figura 5 - Colocacdo de bandagens de Robert Jones modificada com calhas metélicas em
ambos 0s membros pélvicos das ovelhas, apds a realizacdo das radiografias do
pos-operatorio imediato, com a finalidade de se prevenir fraturas espontaneas.

Fonte: produgéo do proéprio autor.

Para o tratamento pos-operatdrio foi realizada analgesia com 5mg/kg 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.
4.5 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Foram realizadas radiografias controle no periodo pré-operatério, imediatamente apos
0 procedimento cirurgico, e com 01, 03, 06 e 12 meses apos a implantacdo dos biomateriais.
As radiografias foram obtidas nas incidéncias antero-posterior e médio-lateral.

Para estes exames, 0s animais foram mantidos em jejum sélido e hidrico por 12 horas,

a fim de possibilitar o uso de protocolo sedativo, evitando o estresse dos animais e permitindo

11 Tramadon®, Cristalia, Itapira — SP — Brasil.
2 Febrax®, Lema-injex biologic, Vespasiano — MG — Brasil.
13 Maxicam® 2%, Ouro Fino, Cravinhos — SP — Brasil.
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correto posicionamento para a realizacdo das radiografias. O protocolo utilizado foi 0,05
mg/kg de xilazinal*, pela via intramuscular.

A interpretacdo das avaliacBes radiograficas foi verificada mediante avaliacdo de
critérios e sempre realizada pelo mesmo avaliador. Para cada critério foi atribuido a escala 0 =
Ausente, 1 = Parcial e 2 = Total, correspondente a propor¢do observada, conforme
demonstrado no quadro 1.

Quadro 1 - Escala de cicatrizagcdo éssea para avaliacdo radiogréafica do grupo controle e
biomateriais no pds-operatério imediato, 01, 03, 06 e 12 meses de pds-

operatdrio
GRUPO CONTROLE
Escala Cicatrizagdo Critério
0 Ausente N&o apresenta 0sso formado na linha de osteotomia
1 Parcial Fechamento parcial da linha de osteotomia
2 Total Fechamento total da linha de osteotomia
GRUPO BIOMATERIAIS
Escala Cicatrizacao Biomateriais
0 Ausente Cortical sem preenchimento 6sseo
1 Parcial Cortical com preenchimento parcial
2 Total Cortical com preenchimento total

Fonte: producdo do proprio autor.

4.6 AVALIACAO MICROSCOPICA

Os animais foram submetidos a eutanasia, conforme Resolucdo CFMV n°1000/2012,
de 11 de maio de 2012, aos 03 (N=8), 06 (N=8) e 12(N=8) meses de pods-operatdrio, conforme
0S grupos a que pertenciam, para coleta de ambas as tibias. As tibias foram retiradas pela
desarticulacdo fémur-tibio-patelar e tibio-tarsica. A musculatura foi retirada e as porcoes
proximal e distal das articulacfes serradas para possibilitar a melhor fixacdo do material.

Os ossos coletados foram adequadamente identificados e acondicionados em frascos
contendo formol 10%, pelo periodo de 30 dias. Apos a fixacdo em formol os ossos foram
divididos em trés fragmentos, correspondentes a cada regido implantada com o biomaterial e
0 autoenxerto (proximal, média e distal) perfazendo 144 amostras. Cada um dos trés
fragmentos obtidos foi, ainda, serrado ao meio, sendo que uma parte foi encaminhada a
analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) e a outra para analise histologica por

microscopia 6ptica (Hematoxilina e eosina), totalizando 288 amostras.

14 Xilazin®, Syntec, Cotia — SP — Brasil.
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4.6.1 Avaliacdo Histoldgica

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 osso cortical, interface e biomaterial (Figura 6).

Figura 6 - Fragmento 6sseo coletado de tibia de ovelha do grupo | (03 meses) com o
biomaterial HA. Notar o biomaterial contrastando com o0 0sso em regido cortical
e canal medular.

Osso
cortical

Osso
cortical

Fonte: producéo do préprio autor.

Ap0s descalcificacdo em acido nitrico a 10% por trés a quatro dias, as amostras foram
processadas em histotécnico onde foram desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol para,
em fim, serem incluidas em blocos de parafina. Posteriormente, as amostras foram
seccionadas no micr6tomo em cortes de 4-5um de espessura. Finalmente, coradas pelo
método de hematoxilina e eosina (H&E) como descrito por Prophet et al. (1992) e observados
em microscopia optica.

A interpretacdo das analises histoldgicas foi efetuada mediante selecdo de critérios
adaptados da pesquisa de Regalin, (2014) e sempre realizada pelo mesmo avaliador. Os
critérios analisados foram: neoformacdo de tecido 6sseo, deposicdo de fibras colagenas,

preenchimento das lacunas osteociticas, presenca de osteoblastos, formacdo de tecido
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mieldide e presenca de infiltrado inflamatdrio, sendo, para cada critério, atribuido numero de

cruzes correspondente a proporcdo observada, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Critérios semi-quantitativos utilizados na avaliagdo histologica dos biomateriais
HA e TCP-B e seus bifasicos HA/TCP-$ 80/20, HA/TCP-B 20/80, HA/TCP-$
70/30 e HA/TCP-B 30/70. Foram classificados quanto: Biomaterial remanescente
(BR), neoformacéo de tecido 6sseo (NTO), deposicédo de fibras colagenas (DFC),
osso primario (OP), o0sso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO),
formacdo de tecido mieldide (FTM) e macréfagos (MA) utilizados para analise
por microscopia Optica.

BR NTO DFC OP OS PO FTM MA

Ausente 0 0 0 0 0 0 0

Leve + + + + + + + +
Moderado ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acentuado +++ e+t +++ +++ +++ +++ +++ +++
Muito

acentuado e T o o S = = o S o S o o

Fonte: modificado de Regalin (2014).
4.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os estudos de caracterizacdo morfologica e microestrutural dos biomateriais
granulados foram realizados antes da sua implantacdo (dados ndo informados neste estudo) e
dos materiais recuperados dos fragmentos 6sseos com 03, 06 e 12 meses de pds-operatorio.

As amostras conservadas em formol a 10% foram submetidas a rigoroso processo de
desidratacdo em alcool 70% e 100%, que durou aproximadamente cinco dias. Apos, passaram
por processo de diafanizacdo em xilol durante periodo de 8 a 24 horas, conforme a espessura
da amostra, para depois retornarem para o alcool 100% por mais 24 horas. Apos esta etapa
preparatoria inicial, com o auxilio de disco de diamante acoplado a motor de alta rotacéo, fez-
se 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 através da técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), as amostras foram preparadas utilizando-se um “porta”
amostra na forma de disco em liga de aluminio com superficie lisa, na qual uma fita de

carbono dupla face foi fixada para a deposicdo do fragmento da amostra fraturada. Esta
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amostra foi, entdo, alocada em metalizador'® e submetida ao processo de metalizagdo por
vaporizacdo catddica, com deposicdo de filme de ouro sobre a superficie da amostra
analisada. Os parametros de deposicdo i6nica estabelecidos foram os seguintes: temperatura
na cadmara de metalizacdo de 25°C, corrente de 40mA, tensdo de 2kV e tempo de deposicdo de
140 segundos, fornecendo filme de ouro na superficie das particulas da ordem de 30nm
(SILVA, 2007).

Os estudos foram realizados com auxilio da técnica de microscopia eletrénica 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 10 mm e tensdo de aceleracdo dos elétrons de 20 kV.

A analise descritiva morfologica foi realizada pelo método visual da interface entre o
material 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 6sseo na regido do implante, sendo estas
analises realizadas sempre pelo mesmo avaliador.

As anélises das MEVs foram realizadas pelo Departamento de Engenharia Mecanica
de Centro de Ciéncias Tecnoldgicas da Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC,
na cidade de Joinville, sob a responsabilidade do Professor Dr. Nelson Heriberto de Almeida

Camargo.

15 Bal-Tec® Sputter Coater SCD 050
16 Zeiss® DSM 940A
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RESULTADOS

Todas as cirurgias foram realizadas sem complicacgdes, as ovelhas se recuperaram
bem e ndo apresentaram sinais de dor no pds-operatdrio. Demonstraram boa adaptagdo a
imobilizagdo com as calhas de Robert Jones modificada, sendo que a maioria delas ficou em
estacdo nas primeiras 12 horas apos a cirurgia.

Apenas um animal (o primeiro) apresentou dificuldade em ficar em estagdo. No exame
clinico-neurolégico apresentou incapacidade em se levantar, déficit neuroldgico
proprioceptivo em ambos 0os membros pélvicos, mais acentuado em membro direito. Foi
instituido o tratamento com dexametasona'’ na dose de 0,1 mg/kg cada 24 horas, durante
cinco dias, o animal apresentou melhora parcial, porém ndo conseguia levantar-se sem
auxilio. Este animal foi eutanasiado aos 03 meses e as avalia¢des radiogréaficas, histologicas e
microscopia eletronica de varredura foram realizadas normalmente, sendo que ndo apresentou
qualquer diferenca quando comparada com o0s outros animais do mesmo grupo. Especula-se
que o problema foi gerado em decorréncia da puncdo subacnoidéa para a anestesia, a qual
pode ter ocasionado a lesdo. Os outros 23 animais permaneceram em boas condicdes clinicas
ndo apresentando complicagfes como infecgdo, deiscéncia de sutura ou fraturas e foram
eutanasiados de acordo com seus respectivos grupos.

Aos 03 meses foi possivel visibilizar macroscopicamente os biomateriais em seus
locais de implantacdo, devido ao contraste entre 0sso cortical normal e os biomateriais. No
entanto, aos 06 e 12 meses ndo foi possivel encontrar os locais de implantacdo devido a
cicatrizacdo da regido e consequentemente a substituicdo do biomaterial por tecido ésseo
novo. Nestes grupos foi necessario realizar radiografia das tibias (Figura 7) para poder se
identificar o local exato onde estavam os biomateriais e possibilitar a coleta das amostras para

a MEV e a avaliacdo histoldgica.

17 Azium, Schering Plough, Sao Paulo — SP — Brasil.
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Figura 7 - Radiografia de tibias esquerda (E) e direita (D) colhidas de ovelha ap6s 12 meses
da implantacdo do biomaterial e os tecidos moles terem sidos ressecados.
Observar os biomateriais dentro do canal medular, as corticais 6sseas (colchetes)
onde foram realizados os orificios encontram-se cicatrizadas, o que dificultou a
identificacdo macroscépica do local exato de deposicdo dos biomateriais.
Observar ainda que o0s grupos controles ndo sdo mais visibilizados (circulos).

Fonte: producdo do préprio autor.

5.1 AVALIACAO RADIOGRAFICA

O exame radiografico do pos-operatério imediato de todos os animais apresentou-se
conforme o planejado para o projeto, sendo todos os orificios bem preenchidos com o0s

biomateriais, bem como o controle alojado em seu local de retirada (Figura 8).
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Figura 8 - Radiografia do poOs-operatério imediato em incidéncias médio-lateral (A) e
antero-posterior (B), evidenciando o local das perfuragdes corticais com seus
respectivos biomateriais (setas cheias) e o local do grupo controle (setas
vazadas).

Fonte: produgéo do proprio autor.

Os exames radiograficos das tibias em todos os tempos de avaliacdo pds-operatoria
revelaram ndo haver reacdo periosteal em qualquer uma delas (figura 9 e 10).

Nas radiografias realizadas no primeiro més de pés-operatério os biomateriais nao
apresentaram diferenca em relacdo aquelas realizada no pos-imediato. A cortical dssea no
local da perfuracdo se apresentou parcialmente aberta, demonstrando cicatrizagdo incompleta
nesses 30 dias de pds-operatorio. O controle também apresentou calcificagdo incompleta,
sendo possivel visibilizar parcialmente a linha de osteotomia (figura 9 A e 10 A).

Na avaliacdo radiografica aos 03 meses de pds-operatério (PO), nos oito animais, a
linha de osteotomia do grupo controle ndo foi mais visibilizada, o que caracteriza a
cicatrizacdo completa da mesma. As corticais 0sseas no local da perfuracéo (para a colocagédo
dos biomateriais) apresentaram-se totalmente fechadas, também evidenciando a cicatrizacéo
Ossea deste local (Figuras 9 C e 10 C).

Ao analisarmos 0s biomateriais individualmente, observou-se que a HA néo

apresentou diferenga no padréo da radiopacidade em todos os tempos avaliados, caracterizado
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pela sua baixa solubilidade e consequente lenta absor¢do. Para 0 TCP-B ocorreu diminui¢do

gradativa da radiopacidade dentro do canal medular.

Figura 9 - Radiografias do pos-operatério (PO) de membro direito de ovelhas, em
incidéncias médio-lateral (esquerda) e antero-posterior (direita), evidenciando 0s
biomateriais em canal medular (proximal HA e distal 80/20). (A) pds-operatério
imediato demonstrando o local da osteotomia e colocagdo dos biomateriais (setas
brancas) e o controle (seta vazada). (B) Um més de PO, notar biomateriais bem
evidentes em canal medular (setas brancas) e grupo controle parcialmente
visibilizado em projecdo médio-lateral (seta vazada). (C) Trés meses de PO,
biomateriais facilmente visibilizados no canal medular (setas Brancas), porém a
regido cortical apresenta-se totalmente fechada (colchetes) e grupo controle nao
mais visibilizado. (D) Seis meses de PO, biomateriais ainda podem ser facilmente
visibilizados em canal medular (setas). (E) 12 meses de PO, HA e o bifasico
80/20 apresentam a mesma radiopacidade entre eles (setas). Notar a auséncia de
reacao periosteal em todos os momentos avaliados.

Fonte: produgdo do proprio autor.
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Figura 10 - Radiografias do pds-operatério (PO) de membro esquerdo de ovelhas, em
incidéncias médio-lateral (esquerda) e antero-posterior (direita), evidenciando os
biomateriais em canal medular (proximal TCP-B e distal 20/80). (A) poés-
operatério imediato demonstrando o local da osteotomia e colocacdo dos
biomateriais (setas cheias) e o controle (seta vazada). (B) Um més de PO, notar
biomateriais bem evidentes em canal medular (setas brancas) e grupo controle
parcialmente visibilizado em projecdo medio-lateral (seta vazada). (C) Trés
meses de PO, biomateriais facilmente visibilizados no canal medular (setas
brancas), porém a regido cortical apresenta-se totalmente fechada (colchetes) e
grupo controle ndo mais visibilizado. (D) Seis meses de PO, biomateriais ainda
podem ser facilmente visibilizados em canal medular (setas cheias). (E) 12 meses
de PO, HA ainda pode ser visibilizado em canal medular (seta cheia), bifasico
20/80 quase totalmente absorvido (setas vazadas). Notar a auséncia de reagédo
periosteal em todos 0s momentos avaliados.

Fonte: producéo do préprio autor.

A anélise radiografica dos bifésicos revelou que o HA/TCP-B 70/30 ¢ HA/TCP-
80/20 néo apresentaram diferenca em suas radiopacidades aos 03, 06 e 12 meses de avaliacao.
Os bifasicos HA/ITCP-B 30/70 e HA/TCP-$ 20/80 foram os que apresentaram diminuicéo
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gradativa mais acentuada na radiopacidade nos tempos avaliados, sendo que na avaliacdo aos

12 meses tornaram-se quase que imperceptiveis nas radiografias (Figuras 11 e 12).

Figura 11 - Radiografias de 2 animais (A) e (B) em incidéncia &ntero-posterior, nos periodos:
dia 0, 03 meses, 06 meses e 12 meses, evidenciando os biomateriais HA, TCP-f,
HA/TCP-B 70/30 ¢ HA/TCP-B 30/70 no canal medular. Notar que o bifasico
30/70 foi que apresentou diminuicdo mais acentuada da radiopacidade dentro do
canal medular quando comparado com o0s outros biomateriais. Em todas as
radiografias da esquerda para a direita demonstram-se 0s tempos: pds-operatorio
imediato, 03, 06 e 12 meses de pds-operatorio.

Fonte: produgdo do proprio autor.
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Figura 12 - Radiografias de 2 animais (A) e (B) em incidéncia &ntero-posterior, nos periodos:
dia 0, 03 meses, 06 meses e 12 meses, evidenciando os biomateriais HA, TCP-f,
HA/TCP-B 80/20 e HA/TCP-B 20/80 no canal medular. Notar que o bifasico
20/80 foi o que apresentou diminuicdo mais acentuada da radiopacidade dentro
do canal medular quando comparado com 0s outros biomateriais. Em todas as
radiografias da esquerda para a direita demonstram-se 0s tempos: pds-operatorio
imediato, 03, 06 e 12 meses de pds-operatorio.

Fonte: produc¢do do proéprio autor.

Os quadros 2, 3 e 4 representam a avaliacdo radiografica da cicatrizacdo 6ssea nos
tempos: pds-operatorio imediato, 01, 03, 06 e 12 meses de pds-operatdrio, demonstrando que

em todos os tempos manteve-se um padrdo de cicatrizacdo para os biomateriais avaliados.
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Quadro 2 - Avaliacdo radiografica aos 03 meses caracterizando a cicatrizacdo 0ssea do
controle e dos biomateriais nos tempos: pds-operatdério imediato, 01 e 03 meses
de pos-operatorio, sendo 0 = cicatrizagdo ausente, 1 = parcial e 2 = total.

Animal
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01 més
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D = Direito, E = Esquerdo, C = controle, B = Biomaterial.
Fonte: producdo do proprio autor.

Quadro 3 - Avaliacdo radiografica aos 06 meses caracterizando a cicatrizagdo 0ssea do
controle e dos biomateriais nos tempos: pds-operatorio imediato, 01, 03 e 06

meses de pds-operatorio, sendo 0 = cicatrizagdo ausente, 1 = parcial e 2 = total.

Ovelha
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D = Direito, E = Esquerdo, C = controle, B = Biomaterial.
Fonte: producdo do proprio autor.
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Quadro 4 - Avaliacdo radiografica aos 12 meses caracterizando a cicatrizagcdo 0ssea do
controle e dos biomateriais nos tempos: pds-operatério imediato, 01, 03, 06 e 12
meses de pds-operatdrio, sendo 0 = cicatriza¢do ausente, 1 = parcial e 2 = total.

Animal | Pdés-imediato 01 més 03 meses 06 meses 12 meses

D E D E D E D E D E
c|p|jc|B|C|B|C|B|C|B|C|B|C|B|C|B|C|B|C|B
01 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
02 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
03 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
04 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
05 o(ojojof1|1|1|1 2|2 |2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
06 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
07 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
08 o(ojojof1|1|1|12|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2

D = Direito, E = Esquerdo, C = controle, B = Biomaterial.
Fonte: producéo do proprio autor.

5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA E MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A formacdo ativa de osso foi indicada pela presenca abundante de ostedcitos e
osteoblastos em todos os tempos avaliados. Foi constatada a presenca de grande quantidade
de 0sso maduro e imaturo, demonstrando a formacao e a renovacdo do 0sso neoformado. A
neoformacéo Ossea foi observada iniciando proxima ao periosteo e nas margens dos orificios
em todos os biomateriais analisados. O 0sso neoformado apresentou-se compacto, porém em
algumas regibes apresentou caracteristicas trabeculares. Remodelacdo foi evidente com
Osteons jovens, com largos canais vasculares embebidos em tecido 0sseo. A por¢do da
periferia do defeito estava constituida de osso neoformado com o minimo de biomaterial
remanescente nos trés tempos avaliados.

Em todas as amostras histologicas analisadas foram encontradas células
multinucleadas aderidas a superficie dos biomateriais granulados. Elas tinham o mesmo
formato e tamanho de osteoclastos aderindo ao tecido ésseo. Sinais de reabsorcédo
osteoclastica dos biomateriais foram evidentes, bem como lacunas de reabsor¢édo na superficie
dos biomateriais granulados.

Aos 03 meses, pode-se constatar que a quantidade de biomaterial remanescente foi
maior para a HA, seguidos pelos bifasicos 70/30, 80/20, TCP-B, 30/70 e 20/80,
respectivamente. Com relacdo a neoformacéo de tecido 0sseo, ela foi considerada de forma
moderada na regido onde foi implantada a hidroxiapatita, 0 TCP-p, 0os compostos bifasicos

80/20, 70/30 e acentuado para os grupos 30/70 e 20/80. A presenca de osteoclastos foi
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considerada leve para todos os tratamentos com excecdo do tratamento controle, que foi
classificado como moderado. A formacdo de tecido miel6ide se mostrou leve para 0s grupos
HA, TCP-B, 80/20. Macrdfagos estiveram presentes de forma leve em todos 0s grupos

avaliados (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados obtidos quanto ao biomaterial remanescente (BR), neoformacéo de
tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP),
osso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formacdo de tecido
miel6ide (FTM) e macrdfagos (MA), dos biomateriais implantados e no grupo
controle aos 03 meses, obtidos dos fragmentos 6sseos de tibias de ovinos.

BR NTO DFC OP OS PO FTM MA
HA ++++ +++ + + ++ + + +
TCP- B ++ +++ + ++ ++ ++ + +
HA/TCP-B 80/20 ++ +++ + ++ +++ + + +
HA/TCP-B 20/80 + ++++ + + ++ + ++ +
HA/TCP-B 70/30 +++ +++ +++ + + + + +
HA/TCP-B 30/70 ++ ++++ + + ++ + + +
Controle 0 +++ + + +++ ++ ++ +

Fonte: producdo proprio autor.

Aos seis meses 0s biomateriais remanescentes se apresentaram com quantidade
acentuada para a HA, moderado para 0 TCP-B ¢ os bifasicos 80/20 e 70/30 e leve para os
bifasicos 20/80 e 30/70. Em relacdo a neoformacdo de tecido désseo o bifasico 70/30
apresentou-se de forma moderada enquanto que os outros biomateriais apresentaram-se de
forma acentuada. A deposicdo de fibras colagenas foi classificada como acentuado para o
bifasico 70/30, leve para o bifasico 20/80, enquanto que para 0s outros biomateriais e 0 grupo
controle classificou-se como moderado. Verificou-se quantidade maior de 0sso secundario em
relacdo ao primario para o TCP-B e os bifasicos 80/20, 20/80 e 30/70, demonstrando que a
organizacdo 0ssea se apresenta bastante avancada. A presenca de osteoclastos e a formacédo de
tecido mieldide se apresentaram de forma leve a moderada para todos os biomateriais. Em
relacdo aos macrofagos o bifasico 30/70 apresentou quantidade moderada enquanto 0s outros

biomateriais apresentaram quantidade leve. O grupo controle apresentou neoformagdo de
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tecido Gsseo e osso secundario de forma acentuada, presenca de osteoclastos e formagédo de
tecido mieledide de forma moderada e deposicdo de fibras colagenas, 0sso primario e
macrdfagos de forma leve (tabela 3).

Tabela 3 - Resultados obtidos quanto ao biomaterial remanescente (BR), neoformacéo de
tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP),
osso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formacdo de tecido
miel6ide (FTM) e macrdfagos (MA), dos biomateriais implantados e do grupo
controle aos 06 meses, obtidos dos fragmentos 6sseos de tibias de ovinos.

BR NTO DFC OP OS PO FTM MA

HA +++ +++ ++ + ++ ++ + +
TCP- B ++ +++ ++ + +++ ++ + +
HA/TCP- B 80/20 ++ +++ 0 ++ +++ ++ ++ +
HA/TCP- 3 20/80 + +++ + + ++ + + +
HA/TCP- B 70/30 ++ ++ ++ + + ++ ++ +
HA/TCP- B 30/70 + +++ ++ + ++ ++ ++ ++
Controle 0 ++++ ++ 0 +++ + ++ +

Fonte: produgdo proprio autor.

A avaliacdo aos 12 meses revelou que os biomateriais remanescentes ndo foram mais
visibilizados na regido cortical para 0 TCP-B ¢ os bifasicos 30/70 ¢ 20/80 e que os bifasicos
70/30 e 80/20 apresentaram quantidade moderada. A HA foi a que mais apresentou
biomaterial remanescente sendo classificada como acentuada. A neoformacéo de tecido 6sseo
se mostrou de forma muito acentuada para o grupo controle e acentuada para 0s outros
biomateriais avaliados. A deposicdo de fibras colagenas se apresentou de forma acentuada
para 0 grupo controle, moderada para os bifasicos 70/30 e 30/70, de forma leva para o TCP-3
e 0 bifasico 20/80 e ausente para o bifasico 80/20. A quantidade de osso secundario foi leve
para 0 grupo controle, moderada pra o os bifasicos 70/30 e 30/70, e acentuada para 0s demais
biomateriais. A quantidade de 0sso primario se manteve o mesmo (leve) para todos o0s
materiais avaliados. A presenca de osteoclastos foi classificada moderada para o TCP-B e o

controle, enguanto que para os demais foi classificado como leve. A formacgdo de tecido
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mieloide ficou em leve para a HA, 30/70 e 70/30 e ausente para os demais. Macréfagos foram
encontrados de forma leve apenas nos bifasicos 70/30 e 30/70.

Tabela 4 - Resultados obtidos quanto ao biomaterial remanescente (BR), neoformacéo de
tecido 6sseo (NTO), deposicdo de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP),
osso secundario (OS), presenca de osteoclastos (PO), formacdo de tecido
mieldide (FTM) e macréfagos (MA), dos biomateriais implantados e o grupo
controle aos 12 meses, obtidos dos fragmentos 6sseos de tibias de ovinos.

BR NTO DFC OP OS PO FTM MA

HA +++ +++ + + +++ + + 0
TCP-B 0 +++ + + +++ ++ + 0
HA/TCP- B 80/20 ++ +++ 0 + +++ + 0 0
HA/TCP- B 20/80 0 +++ + + +++ + 0 0
HA/TCP- B 70/30 ++ +++ ++ + ++ + + +
HA/TCP- B 30/70 0 et ++ + ++ + + +
Controle 0 ++++ +++ + + ++ 0 0

Fonte: producdo préprio autor.
5.2.1 Avaliacdo dos Granulos de Biomaterial Antes e Apds a Implantacéo

A avaliacdo dos biomateriais granulados antes (caracterizacdo em laboratorio) e apos
a implantacdo (03 meses) revelou que em todos eles foi possivel observar alteracdo em suas
morfologias, apresentando infiltrado celular, deposicdo de proteinas e biomineralizacdo de

suas superficies, com o consequente preenchimento das microporosidades (Figura 13 e 14).
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Figura 13 - Micrografias de MEV dos biomateriais HA, TCP-f e o bifasico 80/20, antes
(esquerda) e apds 03 meses da implantacdo (direita) em ovelhas. Notar que todas
as amostras apresentam grande microporosidade antes da implantacdo nos
animais e que elas sdo preenchidas por tecido 6sseo neoformado.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.
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Figura 14 - Micrografias de MEV dos bifasicos 20/80, 70/30 e 30/70 antes (esquerda) e apds
03 meses da implantacdo (direita) nas ovelhas. Notar que todas as amostras
apresentam grande microporosidade antes da implantagdo nos animais e que elas
sdo preenchidas por tecido 6sseo neoformado.

15.0kV  X10,000 WD 6.1mm
> R o

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Aos 06 e 12 meses o preenchimento dos microporos se deu da mesma forma que aos

03 meses (Figura 15).
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Figura 15 - Fotomicrografias de MEVs demonstrando o preenchimento das microporosidades
aos 06 meses (esquerda) e aos 12 meses (direita), para cada biomaterial,
utilizados em ovelhas. Notar que existe muita semelhanca no preenchimento das
microporosidades para todos os biomateriais.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

5.2.2 Controle - Tratamento com Autoenxerto
5.2.2.1 Avaliacéo Histologica

Na avaliacdo do tratamento controle aos 03 meses pode se observar que ndo ha
reacdo inflamatdria, existindo apenas a presengca de macrofagos distribuidos pelo 0sso
neoformado com presenca de tecido mieloide. Observaram-se canais de Havers abertos com

presenca de 0sso lamelar ao seu redor, com osteocitos distribuidos no seu interior (Figura 16).
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Figura 16 - Fotomicrografia de microscopia dptica de ovelha do tratamento controle aos 03
meses. Notar a presenca de 0sso lamelar com ostedcitos distribuidos em seu
interior, canal de Havers, tecido mieldide e células de limpeza (setas amarelas)
envoltas por pequena quantidade de tecido fibroso (*) (H&E. Objetiva 40x).

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

A avaliacdo do tratamento controle aos 06 meses revelou 0sso maduro transformando

em sistemas osteonais com grande quantidade de ostedcitos distribuidos no seu interior

(Figura 17).
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Figura 17 - Fotomicrografia de microscopia Optica de ovelha do tratamento controle aos 03
meses. Notar 0sso maduro com presenca de ostedcitos distribuidos em seu
interior (pontos pretos) e sistemas osteonais (setas) (H&E. Objetiva 10x).

Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

A avaliacdo do tratamento controle aos 12 meses caracterizou-se por apresentar 0Sso
totalmente compacto com sistemas osteonais entre periosteo e enddsteo, alguns locais
apresentam retencao de 0sso primario, observou-se tuneis de formacédo e remodelacdo 0ssea
(Figura 18).
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Figura 18 - Fotomicrografia de microscopia dptica de ovelha do tratamento controle aos 12
meses. Notar 0sso lamelar compacto retencdo de pequena quantidade de 0sso
primario. Presenca de tuneis de formagdo e remodelagdo Ossea (sistemas
osteonais - setas). (H&E. Objetiva 10x). Os ostedcitos (pontos pretos)
apresentam-se mais afastados uns dos outros 0 que caracteriza 0Sso maduro.

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

5.2.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Os resultados da MEV do grupo controle serdo apresentados somente aos 03 e 06
meses, pois ao final deste periodo de avaliagdo a cicatrizagdo se mostrou completada, ndo
sendo possivel por esta técnica distinguir o 0sso neoformado do 0sso nativo, impossibilitando
a avaliacdo aos 12 meses.

Como era de se esperar os orificios que receberam o autoenxerto apresentaram rapida
cicatrizacdo e incorporagdo dele ao osso cortical adjacente, sendo dificil identificar a regiéo
de interface entre o fragmento transplantado e o 0sso remanescente, diferente do que
aconteceu nos grupos onde foi utilizado o biomaterial, pois este foi facilmente visibilizado

causando efeito de contraste com o 0sso neoformado.
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A figura 19 (A) mostra a MEV do controle direito de uma ovelha aos 03 meses e pode
se observar a extensdo (1,8 mm) da regido cortical que apresenta 0sso compacto com algumas
areas a serem preenchidas por tecido 6sseo. A regido mais préxima do canal medular (a
direita da linha branca) apresenta 0sso em formagdo com grandes espagos a serem
preenchidos. Na figura 19 (B) observa-se que o tecido 6sseo ndo apresenta a estrutura lamelar
organizada caracteristica de 0sso jovem em formacao.

Para o controle esquerdo o mesmo padrdo de cicatrizacdo foi encontrado, sendo que se
observa 0sso compacto figura 19 C (circulo), caracteristica de 0sso maduro. Nas porcdes mais
préximas ao canal medular e mais proximas a regido central do defeito, observa-se 0sso com
grandes cavidades, demonstrando que essas areas ainda nao foram totalmente preenchidas por
o0sso (figura 19 D).



65

Figura 19 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses do controle
(autoenxerto) direito (A e B) e esquerdo (C e D). (A) A esquerda da linha branca
observa-se 0sso compacto com algumas areas a serem preenchidas por tecido
Osseo. A direita da linha branca observa-se 0sso jovem em formagéo
apresentando grandes espacos a serem preenchidos por 0sso novo. (B) Notar que
as fibras Osseas apresentam estrutura ndo organizada caracteristica de tecido
6sseo jovem. (C) Grande area de 0sso cortical apresentando aspecto de 0SsoO
denso (circulo). (D) Osso de regido mais proxima da regido central do orificio
onde foi colocado o autoenxerto. Notar que esta area apresenta se com grandes
espacos a serem preenchidos durante a cicatrizagdo ¢ssea.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Na avaliacdo das MEVs aos 06 meses pode se observar que ocorreu cicatrizagdo em
toda a extensdo do osso cortical. Foi possivel verificar a presenca de 0sso compacto com

grande quantidade de ostedcitos, vasos sanguineos e osteoblastos presentes nas superficies
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6sseas. Como esse grupo do autoenxerto foi considerado como controle, tem-se como base de
que estes resultados sejam considerados como 0s parametros para comparagdo com 0S

resultados encontrados com os biomateriais (Figura 20).

Figura 20 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 06 meses do controle
(autoenxerto) direito (A e B) e esquerdo (C e D). Imagens das regides corticais
do autoenxerto direito (A) e esquerdo (C) demonstrando a completa cicatrizacéo
de ambas com estrutura 6ssea compacta e homogénea em toda a sua extensao.
(B) Imagem ilustrando a 6tima qualidade do osso. Notar a grande quantidade de
ostedcitos (setas brancas) e alguns vasos sanguineos (setas pretas) distribuidos
por toda a superficie 6ssea. (D) Imagem demonstrando grande quantidade de
osteoblastos sobre a superficie dssea (circulo).

L1200

LGNE A

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.
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5.2.3 Hidroxiapatita (HA)
5.2.3.1 Avaliacao Histologica

Na avaliacdo histologica do tratamento HA aos 03 meses pode se observar formacao
de tecido Gsseo envolvendo o biomaterial remanescente em regido cortical (Figura 21).
Presenca de pequena quantidade de macrofagos, de tecido fibroso e de células inflamatdrias

em regido do osso cortical neoformado.

Figura 21 - Fotomicrografia de microscopia Optica de ovelha do tratamento HA aos 03
meses. Notar a formag&o dssea entre o os granulos de HA (H&E objetiva 10x).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Para a HA aos 06 meses foi observado a formacdo de uma pelicula éssea em torno
dos biomateriais (figura 22), como se o biomaterial estivessem sendo encapsulados. Além
disso, esses biomateriais ndo apresentaram atividade celular em sua volta sugerindo que eles
realmente permanecam no organismo sem serem absorvidos ou tenham a sua absorcdo de

forma muito mais lenta do que os outros biomateriais.
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Figura 22 - Fotomicrografia da HA aos 06 meses demonstrando o biomaterial foi totalmente
envolvido por osso neoformado, fazendo com ele se apresente de forma a estar
sendo encapsulado (setas pretas). Presenca de pequena quantidade de tecido
mieldide (setas azuis) (H&E. Objetiva 10x).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Ainda na avaliacdo da HA aos 06 meses foi observado grande quantidade de
biomaterial circundado por 0sso neoformado, onde ha o predominio de osso lamelar e fibrose
moderada junto ao periosteo, sendo possivel encontrar biomaterial abaixo do peridsteo e em
0sso cortical compacto. Foram encontradas pequena quantidade de macréfagos distribuidos de
forma aleatoria. A deposicdo déssea sobre os biomateriais ndo foi precedida pela absorcédo
deles pelos osteoclastos, ou seja, 0 0sso estd sendo formado sobre os granulos, sem antes

terem sidos absorvidos pelos osteoclastos (Figura 23).
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Figura 23 - Fotomicrografia da HA aos 06 meses. Notar neoformagéo de 0sso com sistema
osteonal (seta vermelha) junto ao peridsteo (seta preta) e presencga de cristais de
hidroxiapatita circundado por tecido fibroso (*) (H&E, Objetiva 10x).

ARAN

Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Na avaliacdo da HA aos 12 meses foi observado pouca atividade celular, com a
presenca de macrofagos e também leve quantidade de tecido fibroso. A maior parte dos
biomateriais de HA apresenta-se com formacdo 0ssea ao seu redor sem haver indicios de eles
estarem sendo absorvidos, ou seja, 0 0sso esta sendo formado e depositado em cima do

biomaterial e 0 mesmo ficando isolado dentro do osso formado (Figura 24).
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Figura 24 - Fotomicrografia da HA aos 12 meses. Notar neoformagéo de osso lamelar sobre
cristais de hidroxiapatita sem apresentar sinais de absorcdo previa. Pequena
quantidade de macréfagos (setas) (H&E. Objetiva 10X).

Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.
5.2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A avaliacdo das MEVs da HA aos 03 meses, demonstrou neoformacéo de tecido 6sseo
caracterizado por 0sso denso, com grande quantidade de ostedcitos e que a HA remanescente

apresentou-se completa envolvida pelo osso neoformado (Figura 25).
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Figura 25 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o biomaterial HA.
Notar o biomaterial neoformado osteointegrado pelo 0sso novo. A maior parte do
biomaterial ja foi absorvido e substituido por 0sso neoformado.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville.

Neste periodo de avaliacdo de 03 meses, pode se observar que a por¢cdo do 0SSO
cortical onde ocorreu a completa absor¢cdo do biomaterial com consequente substituicdo por
0ss0 novo, foi de aproximadamente 1 mm, sendo que o restante do 0sso cortical apresentou-se
repleto de HA remanescente.

A porcao mais interna compreendida pelo canal medular também apresentou grande
quantidade de biomaterial (Figura 26 A). Foi possivel observar também a grande quantidade
de ostedcitos no 0sso neoformado, o que demonstra 0sso jovem que foi recém-formado. A

HA demonstrou perfeita interface com o 0sso novo o0 que € caracterizado como

osteointegracdo (Figura 26 B).
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Figura 26 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o biomaterial HA.
(A) Notar a éarea cortical de osso neoformado (circulo branco) onde os
biomateriais foram totalmente absorvidos. O restante da area correspondente a
porcdo do osso cortical ainda apresenta biomaterial (colchetes). A por¢do mais
interna corresponde a HA dentro do canal medular (circulo preto). (B)
Biomaterial totalmente envolvido por osso neoformado apresentando a adesao
entre 0sso e biomaterial (circulo) e ostedcitos (setas pretas).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville

Aos 06 meses a HA apresentou desempenho muito semelhante aqueles encontrados
aos 03 meses. A extensdo de osso cortical neoformado e a HA absorvida foi de
aproximadamente 2 mm. A porcdo neoformada apresentou caracteristicas de 0sso compacto
com a presenca de ostedcitos e orificios compativeis com a presenca de vasos sanguineos, o
que indica que este material apresenta caracteristica de induzir a angiogénese local e
consequentemente a osteoinducao.

A cicatrizacdo ocorreu da porcdo mais externa, proxima ao periosteo, em direcdo ao
canal medular e conforme ela foi evoluindo o0 0sso se tornou mais denso. A interface do 0sso
com o material remanescente apresenta-se da mesma forma que aquela encontrada aos 03
meses. Outro detalhe importante encontrado foi a presenca de osteoblastos na superficie 6ssea

e dos biomateriais caracterizando boa osteoindugéo e osteocondugéo (Figura 27).
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Figura 27 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 06 meses com o biomaterial A.
(A) Extenséo de osso cortical neoformado (seta branca). A porcdo de 0SS0
cortical que ainda apresenta HA remanescente esta indicada pelos colchetes. (B)
Osso neoformado denso, com a presenca de ostedcitos e biomaterial
remanescente em porcdo mais préxima ao canal medular. (C) Osteoblastos sobre
a superficie dssea (setas amarelas) e sobre a HA (seta preta vazada). A seta
branca mostra um orificio no o0sso neoformado que corresponde a um vaso
sanguineo.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Aos 12 meses a HA manteve as mesmas caracteristicas de cicatrizacdo no que diz
respeito a taxa de absorcdo e formacdo do novo tecido 6sseo. Em funcdo desta caracteristica
de absorcdo mais lenta que o TCP-B, foi possivel ainda encontrar este biomaterial na regido
do osso cortical. Embora ainda existisse a presenca de HA, o 0sso neoformado apresentou

caracteristicas de o0sso denso com ostedcitos distribuidos de forma aleatria por todo 0ss
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neoformado e apresentando perfeita osteointegracdo entre o 0sso recém-formado e o
biomaterial HA (Figura 28).

Figura 28 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 12 meses com o biomaterial
HA. (A) Notar a pequena regido cortical (esquerda da linha preta) onde o
biomaterial foi totalmente reabsorvido e substituido por osso novo. A maior
porcéo da regido cortical (direita da linha preta) apresenta grande quantidade de
HA embebida em osso neoformado. (B) HA remanescente osteoeintegrada ao
osso neoformado apresentando caracteristicas de 0sso compacto, com a
presenca de ostedcitos e adesao entre os biomateriais e 0 0sso neoformado. (C)
HA e osso neoformado com adesdo entre eles tornando dificil a distin¢do dos
seus limites (circulo). (D) Osso compacto com estrutura ndo lamelada e
presenca de ostedcitos (setas pretas), vasos sanguineos (setas brancas) e canais
de Wolkman (seta vazada).
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Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.
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5.2.4 Tricalcio Fosfato - g (TCP-p)
5.2.4.1 Avaliacao Histologica

Na avaliacdo histolégica aos 03 meses, 0 0sso onde foi implantado TCP-f apresentou
proliferacdo de ostedcitos por toda extensdo do osso neoformado e que indica extensa
formacdo de tecido 6sseo e com isso rapido preenchimento das microporosidades existentes

entre os granulos e também dentro deles (Figura 29).

Figura 29 - Fotomicrografia de avaliagdo histolégica de osso de ovelha aos 03 meses com
enxerto de TCP-B. Notar a formacdo de tecido Gsseo denso com grande
quantidade de ostedcitos (pontos pretos) e a presenca de biomaterial
remanescente sendo absorvido 0sso novo.

Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

A avaliacdo aos 06 meses revelou que a neoformacdo de tecido 6sseo e a formagao
de osso secundario ocorreu de forma acentuada, o biomaterial remanescente, a deposicdo de
fibras colagenas e a presenca de osteoclastos de forma moderada e que a presenca de 0sso
primario, formacdo de tecido mieldide e macréfagos ocorreram de forma leve (Tabela 3). A
figura 30 mostra 0 TCP-B remanescente totalmente envolvido por 0sso neoformado com

prevaléncia de 0sso secundario.
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Figura 30 - Fotomicrografia de avaliacdo histoldgica de osso de ovelha aos 06 meses com
enxerto de TCP-B. Notar a presenca de biomaterial remanescente envolto por
0sso predominantemente secundario (H&E. Objetiva 10x).

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

A avaliacdo aos 12 meses revelou pequena quantidade de biomaterial préximo do
canal medular (endésteo). O biomaterial remanescente apresentou-se totalmente envolvido
pelo osso neoformado, com o predominio de 0sso secundario (Figura 31).
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Figura 31- Fotomicrografia de microscopia Optica de ovelha aos 12 meses de 0sso com
enxerto de TCP-B. Notar grénulo de biomaterial remanescente circundado por
0sso neoformado com predominio de 0sso secundario. Presenca de ostedcitos
(pontos pretos) com distancia maior entre eles, indicativo de 0sso maduro,
quando comparado com 0sso primario (jovem) onde os ostedcitos se apresentam
préximos entre si (H&E. Objetiva 10x).

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

5.2.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As avaliages realizadas com o tricalcio fosfato-p demonstraram a osteointegracéo e
formacdo dssea, inclusive no interior do gréanulo. Demonstrou ser rapidamente absorvido e
capaz de induzir & formacéo de novo tecido 6sseo. Apresenta regides de interface fortemente
aderidas, indicando a osteointegracéo (Figura 32).
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Figura 32 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o biomaterial
TCP-B. Notar interface entre biomaterial e osso neoformado (setas) o que
caracteriza a osteointegracédo deste biomaterial.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Na avaliacdo das MEVs aos 03 meses observou-se também a presenca de
osteoblastos na superficie dssea e do biomaterial. Essas células foram encontradas nessas

superficies caracterizando osteoindutibilidade e osteocondutibilidade (Figura 33).
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Figura 33 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o biomaterial
TCP-B. Notar a presenca abundante de osteoblastos na superficie 0ssea (setas)
caracterizando boa osteoinducdo, osteoconducdo e demonstrando intensa
proliferacdo Gssea.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville

Na avaliacdo aos 06 meses pode se observar que a extensao da regido cortical onde o
TCP-B foi absorvido e substituido por 0sso novo compreende pouco mais de 2 mm. A porgao
que ainda apresenta 0 TCP-P remanescente, mais proxima do canal medular, contém osso
envolvendo esses biomateriais. O 0sso neoformado apresenta-se de forma compacta, com
ostedcitos e orificios que sugerem a presenca de vasos sanguineos (Figura 34). Em todas as
amostras analisadas a interface entre o TCP-p e 0 0sso neoformado se apresentou com perfeita

justaposicdo entre eles.
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Figura 34 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 06 meses com o biomaterial
TCP-B. (A) Linha preta que divide regido onde o TCP- foi totalmente absorvido
(esquerda) e regido onde ainda apresenta biomaterial remanescente (direita). (B)
Regido de transicdo entre area que ndo apresenta mais biomaterial (esquerda) e a
que ainda tem biomaterial remanescente (direita). Notar que existe ostedcitos
distribuidos por toda extensdo do osso neoformado, presenca de muitos vasos
sanguineos (setas pretas). (C) Cavidade 6ssea com presenca de osteoblastos em
sua superficie (setas brancas) e orificios correspondentes a vasos sanguineos
(setas pretas).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Aos 12 meses na regido compreendida pelo osso cortical (3 mm) o TCP-f foi
totalmente absorvido (Figura 35 A), demonstrando mais uma vez a sua capacidade de rapida
dissolucdo quando comparado com a hidroxiapatita. Ao final do periodo de avaliacéo,
analisando aos 03, 06 e 12 meses, pode se observar que a absor¢do do biomaterial e a



81

consequente formacdo dssea se deram da parte mais externa do 0sso cortical em dire¢do ao
canal medular.

Na regido onde foram encontrados os biomateriais remanescentes eles se
apresentaram totalmente envoltos por 0sso neoformado, com a presenca de ostedcitos e
orificios que sugerem vasos sanguineos (Figura 35 B). Da mesma forma que aos 03, 06 e 12
meses também demonstrou que o TCP-B tem capacidade de osteointegragdo caracterizado

pela perfeita interface entre osso e biomaterial (Figura 35 C).

Figura 35 - Fotomicrografias de MEVs de ovelhas aos 12 meses do biomaterial TCP-B. (A)
Notar que toda a extensdo do 0sso cortical que é de aproximadamente de 3 mm,
apresenta-se com reabsorcdo total dos biomateriais e substituicdo por 0sso
neoformado. A direita da linha preta ainda é possivel visibilizar o biomaterial.
(B) TCP-B remanescente envolto por 0sso neoformado jovem com a presenca de
ostedcitos (setas brancas) e vasos sanguineos (setas pretas). (C) Regido de
interface entre 0sso e TCP- demonstrando a adesdo entre eles (retangulo).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville
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5.2.5 Bifasico HA/TCP-p (80/20)
5.2.5.1 Avaliacao Histologica

Na avaliacdo histoldgica desse bifasico, foi encontrado biomaterial em regido cortical
ao mesmo tempo em que se observou producdo de 0sso neoformado. Observou-se ainda a
organizacdo Ossea através da disposicdo das lamelas concéntricas e a presenca de ostedcitos
préximo entre si, 0 que caracteriza tecido 6sseo jovem. A figura 36 demonstra granulos de

biomaterial em regido de transi¢do entre osso cortical e cavidade medular.

Figura 36 - Fotomicrografia de microscopia éptica de osso de ovelha aos 03 meses com 0
enxerto bifasico de HA/TCP-B 80/20. Corte histolégico demonstrando regido de
transicdo entre osso cortical e canal medular. Notar a presenca granulos de
biomaterial remanescente nesta regido (H&E objetiva 4x).
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Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.
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Na avaliacdo aos seis meses este bifasico apresentou moderada quantidade de
biomaterial circundado por pequena quantidade de macr6fagos com citoplasma amplo e
vacuolizado (Figura 37). Observa-se ainda multiplos focos com tecido fibroso distribuidos de
forma aleatéria. Quantidade moderada de osteoclastos multinucleados, sendo que a maioria
deles encontra-se acoplados na superficie do biomaterial. Observa-se no 0sso neoformado a
predominancia de osso lamelar (0sso secundario). Em alguns focos se observa a formagéo
Gssea sobre o biomaterial. Proximo da regido do peridsteo observam-se ilhas de biomaterial

circundada por 0sso primario e secundario.

Figura 37 - Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 80/20. Notar a grande quantidade de macr6fagos
mononucleares — setas pretas), osteoclastos mononucleares (setas verdes) e
osteoclastos multinucleares (circulo verde). Notar também a pequena quantidade
de osso neoformado na superficie do biomaterial (seta amarela) (H&E. Objetiva

40x).
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Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.
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Na avaliagdo aos 12 meses para o bifasico 80/20 foi observado moderada quantidade
de biomaterial proximo ao canal medular. Neste tempo de avaliagdo foi encontrada pouca
atividade celular, com poucos macrofagos e ndo foi visibilizado tecido fibroso ao redor dos
biomateriais na regido do endosteo, o que pode ser caracterizado por reacdo a cicatrizacdo
normal (Figura 38 ).

Figura 38 - Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 12 meses com 0
enxerto bifasico de HA/TCP- 80/20. Notar quantidade moderada de biomaterial
circundado predominantemente por 0sso secundario com presenca de pequena
quantidade de ostedcitos (pontos pretos). Pouca atividade celular e presenca de
pequena quantidade de tecido fibroso na regido do enddsteo (setas) (H&E.
Objetiva 10x).

Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

5.2.5.2 Microscopia Eletrbnica de Varredura

Nas avaliagdes das MEVs, aos 03 meses, o composto bifasico HA/TCP- 80/20
apresentou biomineralizacdo e de formacdo dssea, embora ainda apresentasse biomaterial na
regido cortical (Figura 39).



85

Figura 39 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-B 80/20 demonstrando a relacdo de osso neoformado a esquerda da
linha preta e o biomaterial remanescente a direita da linha preta.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville

Aos 06 meses observa-se formacédo de tecido 6sseo, bem como osteointegracdo entre
0sso e biomaterial (Figura 40 A e B).

A porcdo de osso cortical que foi totalmente substituido por osso neoformado
caracteriza-se por 0sso secundario com a presenca de ostedcitos e orificios sugerindo vasos
sanguineos. Os biomateriais remanescentes encontram-se totalmente envoltos por 0sso
compacto, com a presenga de ostedcitos e vasos sanguineos. Da mesma forma que para a HA
e 0 TCP-B puros, a interface entre o osso e o HA/TCP-f 80/20 demonstrou perfeita

justaposicdo entre eles (Figura 40).
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Figura 40 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 06 meses com o bifasico
HA/TCP-B 80/20. (A) Linha preta dividindo regido cortical a esquerda com 0sso
neoformado. Notar que os biomateriais foram totalmente absorvidos. A direita
presenca de biomaterial osteointegrado perlo novo osso formado. (B) Biomaterial
remanescente osteointegrado em o0sso neoformado compacto. Notar as fibras
Gsseas com caracteristicas de 0sso ndao lamelar, com ostedcitos (setas vazadas) e
vasos sanguineos, caracteristicas de 0sso jovem (setas pretas).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville.

Ao0s 12 meses 0 HA/TCP-B 80/20 apresentou resultado de absor¢ao do biomaterial e
producdo 6ssea menor que aos 06 meses e muito préximo ao de 03 meses. Entretanto, mesmo
apresentando grande quantidade de biomaterial remanescente (Figura 41 A) houve grande
producdo dssea entre o biomaterial granulado. Sendo ela considerada de boa qualidade, com
0sso0 denso, com ostedcitos e vasos sanguineos (figura 41 B). Em todos os espacos que ainda
ndo foram totalmente preenchidos por 0sso novo, observaram-se grandes quantidades de
osteoblastos em suas superficies (Figura 41 C), demonstrando grande capacidade

osteocondutora deste bifésico.
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Figura 41 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 12 meses com o bifésico
HA/TCP-B 80/20. (A) Linha preta dividindo area cortical totalmente substituido
por 0sso neoformado (esquerda) e area com biomaterial remanescente (seta) (B)
Biomaterial remanescente osteointegrado em osso neoformado com ostedcitos e
vasos sanguineos (setas). (C) Cavidade éssea mostrando osteoblastos sobre a
superficie dssea (setas pretas) e sobre os biomateriais granulados (setas vazadas).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville
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5.2.6 Bifasico HA/TCP-B (20/80)
5.2.6.1 Avaliacdo Histologica

No estudo histolégico desse bifasico, aos 03 meses pode-se observar produgdo dssea
com presenca de osteoclastos e ostedcitos e lamelas dsseas concéntricas bem organizadas, o
que demostra a formacdo de tecido 6ésseo. Os granulos de biomaterial ndo sdo mais
observados em regido cortical o que demostra rapida reabsorcdo e consequente neoformacao

6ssea (Figura 42).

Figura 42 - Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 03 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-f3 20/80. Observar a formagdo dssea com presencga
de ostedcitos (setas) e auséncia de biomaterial em regido cortical. Formacéo de
tecido jovem com lamela concéntrica ainda em formagdo (circulo) (H&E.
Objetiva 40x).
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Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Aos 06 meses a avaliacdo histoldgica demonstrou presenca de biomaterial e este
estando mais proximo do canal medular. Presenca leve de macrofagos e de osteoclastos
multinucleados. Observou-se 0sso primario e secundario (lamelar) com a presenca de

sistemas osteonais e canais de Volkmann. (Figura 43).
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Figura 43 - Fotomicrografia de microscopia Optica de 0sso de ovelha aos 06 meses com 0
enxerto bifasico de HA/TCP-B 20/80. Notar presenca de biomaterial
completamente envolto por tecido 6sseo compacto com presenca de ostedcitos
(pontos pretos). Presenca de 0sso primario e secundario (lamelar — seta azul)
com sistemas osteonais (setas pretas) e canis de Volkmann (setas brancas)
(H&E. Objetival0x).
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Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Aos 12 meses observou-se pequena quantidade de biomaterial remanescente, que foi
encontrada apenas em regido mais proxima do canal medular, abaixo do endosteo. Neste
tempo de avaliacdo também foi verificada pouca atividade celular. Foram verificadas

quantidades acentuadas de 0sso secundario (lamelar) e leve de osso primario (Figura 44).
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Figura 44 - Fotomicrografia de microscopia Optica de 0sso de ovelha aos 12 meses com 0
enxerto bifasico de HA/TCP-$ 20/80. Notar o biomaterial circundado por tecido
6sseo predominantemente secundario. Neste grupo a atividade celular se encontra
bastante reduzida. Presenca de ostedcitos (pontos pretos) distantes entre si
caracteristica de 0sso maduro (H&E. Objetiva 10x).
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Fonte: Laboratério de Patologia Animal — UDESC — Lages.

5.2.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Aos 03 meses a analise das MEVs do bifasico HA/TCP- 20/80 revelou absorcéo do
biomaterial granulado e substituicdo por osso neoformado, apresentando aproximadamente

2mm de extensao de 0sso cortical, com 0sso novo (Figura 45).
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Figura 45 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 03 meses com o bifésico
HA/TCP-B 20/80. Notar a extenséo de osso cortical de aproximadamente 2 mm
(a direita da linha preta) onde o biomaterial foi totalmente absorvido e substituido
por 0sso neoformado. A esquerda biomaterial remanescente sendo envolvido por
osso neoformado. Pode se observar ainda que a formagdo 0ssea esta ocorrendo da
porcéo mais externa do osso cortical em direcdo ao canal medular (seta).

20 kV 14X

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Aos 06 meses toda extensdo do osso cortical foi substituida por osso neoformado,
ficando apenas pequena quantidade de biomaterial em regido de canal medular. Alem de a
producdo Ossea ter ocorrido, 0 0sso formado se mostrou de forma densa, com a presenca de
ostedcitos e orificios sugerindo vasos sanguineos. Os espacos encontrados em meio ao 0SS0
neoformado demonstraram presenca de osteoblastos em suas superficies, evidenciando
formacdo Ossea em curso. Os biomateriais remanescentes apresentaram-se circundados pelo
0SS0 hovo, indicando osteointegracdo caracterizada pela justaposicao entre 0sso e granulos de

biomaterial (Figura 46).
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Figura 46 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 06 meses com o bifésico
HA/TCP-B 20/80. (A) Regido de osso cortical demonstrando a extensdo de 0sso
neoformado e a quantidade de biomaterial remanescente (circulos pretos). (B)
Biomaterial remanescente totalmente envolvido por o0sso neoformado com
aspecto de 0sso compacto, revelando a presenca de ostedcitos e vasos sanguineos
(setas). (C) Biomaterial totalmente osteointegrado pelo 0sso neoformado. Notar a
presenca de ostedcitos (setas pretas) e vasos sanguineos (setas brancas) em sua
volta. (D) Circulo demonstrando a interface entre 0sso e biomaterial revelando
adesdo entre eles caracterizando a osteointegracao.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Aos 12 meses toda a extensdo do osso cortical foi substituida por 0sso novo. Foi
possivel visibilizar o biomaterial a partir de 3,8 mm da superficie cortical (Figura 47 A -
circulo preto), sendo que esta regido compreende o interior do canal medular, haja vista 0 0sso
cortical apresentar espessura de aproximadamente 3 mm. O 0sso neoformado indica estrutura

organizada, caracteristicas de 0sso maduro.
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Pode se observar que a produgdo Ossea ocorreu através do preenchimento das
microporosidades, fazendo com que o biomaterial fosse osteointegrado pelo 0sso neoformado
(Figura 47 B). A proliferacdo de osteoblastos nas superficies 6sseas que ainda ndo tinham sido
completamente preenchidas por osso neoformado, demonstra o potencial osteocondutivo
deste bifasico (Figura 47 C).

Figura 47 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 12 meses com o bifasico
HA/TCP-B 20/80. (A) Osso cortical neoformado com absorgdo completa do
biomaterial neoformado. Notar que o biomaterial remanescente se encontra a
partir de 3,8 mm da superficie cortical (circulo). (B) Macroporos entre o
biomaterial granulado sendo preenchido por osso. Notar que o biomaterial esta
sendo recoberto pelo osso neoformado. (C) Osteoblastos em superficie dssea
demonstrando intensa producgdo éssea.

1 69 9y S|

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville
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5.2.7 Bifasico HA/TCP-B (70/30)
5.2.7.1 Avaliacao Histologica

O exame histologico aos 03 meses demonstrou a presenca de pequena quantidade de
biomaterial em regido cortical mais préximo da regido de transicdo com o canal medular
(Figura 48 A). Trés animais desse grupo apresentaram tecido fibroso com intensidade

acentuada em cortical (Figura 48 B).

Figura 48 - Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 03 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 70/30. (A) Notar a presenca de biomaterial (setas
pretas) envolvido por osso cortical neoformado (setas brancas), H&E objetiva
10x. (B) Tecido fibroso (circulo) presente em osso cortical de um animal do
grupo 70/30 (H&E. Objetiva 40x).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Na avaliacdo histoldgica aos 06 meses para este bifasico foram observadas
quantidades moderadas de células de limpeza (macr6fagos mononucleares) com sinais de
reabsorcdo osteoclastica (Figura 49). Na regido cortical ainda foram observados granulos de
biomaterial envolvidos por osso neoformado. A formacdo do osso lamelar se deu de forma
moderada, enquanto que o 0sso primario se deu de forma leve. O biomaterial apresenta

granulado caracteristica porosa em sua periferia
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Figura 49 - Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 70/30. Notar que o biomaterial apresentau
osteoclastos em sua periferia (setas) com pequena neoformacgdo Ossea entre eles
(H&E. Objetiva 40x).
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Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

Na avaliacdo aos 12 meses ainda foi possivel observar quantidade acentuada de
biomaterial remanescente em regido cortical com macr6fagos mononucleares. Tecido fibroso
distribuido de forma aleatdria em toda regido cortical. Neste grupo foi possivel observar ainda
a presenca de biomateriais livres (sem formacdo d6ssea em sua volta), ou com inicio de

formac&o Ossea sobre eles (Figura 50).
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Figura 50 - Fotomicrografia de microscopia Optica de osso de ovelha aos 12 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 70/30. Notar a formacédo de tecido fibroso (setas
pretas) distribuido de forma aleatoria entre o biomaterial granulado e que entre
eles existe pouca formacdo Ossea (setas vermelhas) (H&E. Objetiva 10x).

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC — Lages.

5.2.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Aos 03 meses o hifasico HA/TCP-B 70/30 apresentou absor¢do dos biomateriasis e
substituicdo por tecido 6sseo. Conforme mostra a figura 51 (A), a extensdo de tecido 4sseo
formado é de aproximadamente 2 mm (a direita da linha preta). A regido mais préxima do
canal medular (a esquerda da linha preta) apresenta biomaterial residual envolto por 0sso
neoformado. O osso formado apresenta-se compacto, com grande quantidade de ostedcitos e

algumas lacunas com osteoblastos em sua superficie (Figura 51 B).
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Figura 51 - Fotomicrografia de MEVs de osso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-B 70/30. (A) A direita da linha preta regido onde o biomaterial foi
absorvido. A esquerda da linha preta o biomaterial remanescente envolto por 0sso
neoformado. (B) Osteoblastos na superficie dssea (circulo).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville

Ao contrario do que apresentou aos 03 meses, aos 06 meses nao apresentou 0 menor
desempenho em relagdo a absorcdo dos biomateriais e formacao de tecido ¢sseo, sendo que a
porcdo de biomaterial totalmente substituido por osso novo foi de pouco mais 1 mm de
extensdo (Figura 52 A). O restante do osso cortical apresentou grande quantidade de
biomaterial remanescente. Embora a quantidade de osso formado indique ter sido menor, as
suas caracteristicas podem ser consideradas como de osso de boa qualidade, ou seja, 0Sso
denso, com a presenca de ostedcitos distribuidos em toda sua extensdo, vasos sanguineos e
muitos osteoblastos localizados nas superficies Osseas que ainda ndo tinham sido
completamente preenchidas pelo osso novo. Da mesma forma que 0s outros biomateriais,
também foi observada adesdo perfeita entre 0sso e biomaterial, caracterizando a

osteointegracdo deste bifasico (Figura 52).
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Figura 52 - Fotomicrografia de MEV de osso de ovelha aos 03 meses com o bifasico
HA/TCP-B 70/30. (A) A direita da linha preta pode se observar a area com mais
de um milimetro de extensdo onde o biomaterial foi totalmente absorvido e
substituido por osso neoformado. A esquerda da linha preta observa-se
biomaterial remanescente. (B) Osso compacto com ostedcitos (setas brancas) e
vasos sanguineos (setas pretas). (C) Regido de interface entre biomaterial e 0sso
(circulo). Notar a perfeita adesédo entre eles.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville

Na avaliacdo das MEVs aos 12 meses, pode se observar que a regido cortical onde
ocorreu a total absorcdo do biomaterial e a formacdo de 0sso novo, apresentou
aproximadamente dois mm de extensdo. Os biomateriais foram osteointegrado pelo 0sso novo
(Figura 53 A).
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O osso neoformado também apresentou morfologia de 0sso denso, com a presenca de
ostedcitos e muitos vasos sanguineos, demonstrando possuir caracteristicas osteoindutoras,
osteocondutoras e de estimular a angiogénese (Figura 53 B). Osteoblastos foram visibilizados
em sua superficie o que revela grande capacidade para induzir a formacao 6ssea. Ocorreu a
perfeita adeséo entre 0sso e 0 biomaterial demonstrando a qualidade da interface entre eles
(Figura 53 C).
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Figura 53 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 12 meses com o bifasico
HA/TCP-B 70/30. (A) A esquerda da linha preta se observa area de 0sso cortical
onde o biomaterial foi totalmente absorvido e substituido por osso novo. A
direita da linha preta pode se observar o biomaterial remanescente
osteointegrado pelo osso neoformado. (B) Osso de regido cortical onde houve a
substituicdo completa do biomaterial por osso. Notar a presenca de ostedcitos o
que indica 0sso denso e maduro, (setas pretas) e orificios correspondentes a
vasos sanguineos (setas vazadas). (C) MEV evidenciando a regido de interface
entre 0sso e biomaterial. Notar a perfeita adeséo entre eles (circulo).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.
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5.2.8 Bifasico HA/TCP- (30/70)
5.2.8.1 Avaliacdo Histologica

A avaliacdo do bifasico HA/TCP-B 30/70 aos 03 meses demonstrou boa cicatriza¢do
6ssea com rapida substituicdo dobiomaterial em regido cortical, presenca de tecido miel6ide e
células inflamatorias e de limpeza (Figura 54).

Figura 54 - Fotomicrografia de exame histologico de osso de ovelha aos 03 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 30/70. Observar osso cortical lamelar (setas
brancas) com pequena presenca de biomaterial (setas amarelas), tecido mieldide
(setas pretas) e células inflamatérias e de limpeza distribuidas aleatdriamente
(setas vermelhas) (H&E objetiva 4x).

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC - Lages.

Na avaliacdo aos 06 meses observou-se quantidade moderada de biomaterial mais
proximo do canal medular, circundados por osteoclastos com o predominio de macrofagos
mononucleares com citoplasma amplo e vacuolizado e pequena quantidade de multinucleares.

Também se observa a presenca de 0sso primario (Figura 55).
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Figura 55 - Fotomicrografia de exame histologico de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 30/70. Biomaterial circundado por células de
limpeza composta por macrofagos (setas). Predominio de osso secundério (H&E.

Objetiva 10x).

Fonte: Laboratorio de Patologia Animal — UDESC - Lages.

A figura 56 demonstra biomaterial remanescente com presenca de macrofagos
mononucleares com citoplasma vacuolizado como sinal de fagocitose dos biomateriais que
estdo sendo degradados e liberados no espaco extracelular. Também pode se observar a

presenca de osteoclastos na superficie dos biomateriais caracterizando a absorcao deles.
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Figura 56 - Fotomicrografia de exame histologico de osso de ovelha aos 06 meses com o
enxerto bifasico de HA/TCP-B 30/70. Notar a presenca de macréfagos
mononucleares com citoplasma vacuolizado e com a presenca de grénulos de
biomaterial no seu interior (setas verdes). Também pode se observar osteoclastos

na superficie dos biomateriais (setas pretas) (H&E. Objetitva 40x).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal — UDESC - Lages.

Na avaliacdo aos 12 meses demostrou presenca de quantidade leve de biomaterial

retido em 0sso compacto mais proximo do canal medular, com predominio de osso lamelar

(secundario), poucos osteoclastos e poucas células de limpeza (macréfagos) (Figura 57).
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Figura 57 - Fotomicrografia de dptica de 0sso de ovelha aos 12 meses com o enxerto bifasico
de HA/TCP-B 30/70. Notar a formagdo déssea com a presenca de ostedcitos
distribuidos no seu inetrior (pontos pretos) e o biomaterial remanescente sendo
absorviodo. Presenca de sistemas osteonais (setas) o que demonstra a formacéo
6ssea em curso (H&E. Objetiva 10x).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal — UDESC - Lages.

5.2.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Na avaliacdo das MEVs o bifasico HA/TCP-B 30/70 apresentou cicatrizacdo éssea
com rapida substituicdo do biomaterial ja aos 03 meses, a interface entre 0sso e biomaterial
demonstra a adequada justaposicdo entre eles caracterizando a osteointegracéo.

A extensdo de osso cortical que foi totalmente substituida por osso novo ficou em
aproximadamente 2,85 mm correspondendo quase a extensdo total do osso cortical (= 3 mm).
O biomaterial remanescente encontrou-se totalmente envolvido por osso neoformado (Figura
58).
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Figura 58 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 03 meses com o bifésico
HA/TCP-B 30/70. Observar a porcdo do osso cortical onde o biomaterial foi
absorvido e substituido por osso novo (linhas brancas). O restante da regido
cortical que ainda apresentou biomaterial remanescente esta representada pela
linha preta. Notar que o biomaterial esta envolto por osso neoformado.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville

Aos 06 meses as analises das MEVs demonstraram producdo de 0sso neoformado
com a presenca de pouco biomaterial remanescente (Figura 59 A), o que pode estar
relacionado a fracdo de HA que esta presente neste bifasico. A regido onde o biomaterial foi
todo absorvido apresenta 0sso denso, com ostedcitos e vasos sanguineos distribuidos por toda
extensdo do osso novo (Figura 59 B). Como aconteceu para os biomateriais analisados neste
estudo a osteointegracdo foi considerada étima, pois ocorreu perfeita justaposicéo entre 0sso e

os granulos de biomaterial (Figura 59 C).



106

Figura 59 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 06 meses com o bifésico
HA/TCP-B 30/70. (A) Regido de osso cortical demonstrando extensdo com 0sso
neoformado (linha branca) e pouco biomaterial remanescente. (B) Osso compacto
demonstrando orificios correspondentes a vasos sanguineos (setas). (C) Regido de
interface entre 0sso e biomaterial caracterizando a adesdo entre eles (circulo).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.

Aos 12 meses a absorcdo do biomaterial e consequente formacdo de tecido 6sseo
novo foi de aproximadamente 2 mm (Figura 60 A), com a formacdo 6ssea forma densa, com
grande quantidade de ostedcitos e vasos sanguineos, assim como foi observado para todos os
biomateriais utilizados neste estudo (Figura 60 B). A justaposicao entre o biomaterial e 0 0sso

novo permite caracterizar a osteointegracao entre eles (Figura 60 C).
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Figura 60 - Fotomicrografia de MEV de o0sso de ovelha aos 12 meses com o bifésico
HAJ/TCP-B 30/70. (A) Regido a direita da linha preta demonstra a por¢éo de 0sso
cortical em que o biomaterial foi absorvido e substituido por osso novo. A
esquerda da linha preta biomaterial que ndo foi absorvido. (B) Osso cortical com
0 biomaterial remanescente. Notar a grande quantidade de vasos sanguineos
(setas brancas) e ostedcitos (setas pretas) distribuidos por todo 0sso neoformado.
(C) Regido de interface entre 0sso novo e o biomaterial demonstrando a adesao
entre eles (circulo).

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville

De um modo geral, em todos os materiais, 0s granulos dos enxertos foram bem
integrados com varios graus de remodelacdo ativa ocorrendo nos periodos de 03, 06 e 12
meses. Todos os biomateriais foram absorvidos continuamente ao longo de todo o periodo do

estudo, sendo que os que apresentaram melhor neoformagéo 6ssea foram HA/TCP-3 20/80 e o
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HA/TCP-B 30/70, seguidos pelo TCP-B, HA/TCP-B 80/20, HA/TCP-B 70/30 e a HA,
respectivamente. A analise das MEV's comparando-se 0s biomateriais entre si, dentro de cada
grupo, permite relacionar a extensdo de regido cortical onde o biomaterial foi absorvido bem
como a extensdo de 0sso neoformado. As figuras 60, 61 e 62 demonstram essa relagéo entre
absorcdo do biomaterial e neoformacdo Gssea. Todas as amostras demonstraram completa
cicatrizagdo 0Ossea, apresentando osso lamelar. Os bifasicos 20/80, 30/70 e o0 TCP-p puderam
ser visibilizados somente aos 03 e 06 meses. Os bifésicos 70/30 e 80/20 e a HA ainda foram
encontrados mesmo aos 12 meses, entretanto, esses biomateriais se apresentaram
completamente integrados ao 0sso neofromado (Figura 63).

A avaliacdo dos biomateriais através da MEV possibilitou verificar a justaposicéo
deles junto ao osso neoformado. Em todas as amostras e em todos os tempos avaliados foi

possivel verificar a justaposicdo na interface entre os biomateriais e 0 0sso novo (Figura 64).
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Figura 61 - Fotomicrografia de MEV dos biomateriais aos 03 meses de pés-operatorio,
demonstrando a relacdo entre a neoformacdo Ossea e 0S biomateriais
remanescentes. Nesse periodo de avaliagdo os bifasicos 30/70 e 20/80 foram o0s
que demonstraram melhor neoformagdo Gssea e osteointegracdo do biomaterial
pelo novo tecido 6sseo formado e consequentemente maior formagdo de 0sso * =
0sso neoformado X = biomaterial remanescente.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville



110

Figura 62 - Fotomicrografia de MEV dos biomateriais aos 06 meses de po6s-operatorio,
demonstrando a relacdo entre a neoformacdo Ossea e o biomaterial
remanescente. Nesse periodo de avaliagdo os bifasicos 30/70 e 20/80 foram os
que demonstraram melhor neoformacéo 0ssea e osteointegracdo do biomaterial
pelo novo tecido 6sseo formado e consequentemente maior formacao de 0sso *
= 0sso neoformado X = biomaterial remanescente.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville
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Figura 63 - Fotomicrografia de MEV dos biomateriais aos 12 meses de pds-operatorio,
demonstrando a relag&o entre a neoformacéo Gssea e o biomaterial remanescente.
Nesse periodo de avaliagdo os bifasicos 30/70 e 20/80 foram os que
demonstraram melhor neoformacdo déssea e osteointegracdo do biomaterial pelo
novo tecido 6sseo formado e consequentemente maior formagdo de 0sso * = 0ss0
neoformado X = biomaterial remanescente.

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville.
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Figura 64 - Fotomicrografias de MEV de biomateriais enxertados em tibias de ovelhas
evidenciando a interface entre o biomaterial e 0 0sso neoformado em quatro tipos
de biomateriais (circulos). Notar que em todas elas existe uma estreita adesao
entre 0sso e biomaterial.
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Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC — Joinville

Foi possivel observar também, através das avaliacbes das MEVS, que todos o0s
biomateriais aos 03, 06 e 12 meses revelaram grande quantidade de osteoblastos sobre as suas
superficies (Figura 64 A, C e E). Esses osteoblastos apresentaram grande quantidade de

projecdes citoplasmaticas denominadas de filapodia (Figura 64 B, D e F).
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Figura 65 - Fotomicrografias de MEV demonstrando grande quantidade de osteoblastos na
superficie dssea de tibias de ovelhas de diferentes grupos. (A) Bifasico HA/TCP-
B 30/70 03 meses (setas), (C) Bifasico HA/TCP-B 70/30 06 meses (setas) e (E)
TCP-B 06 meses (setas). (B) HA 06 meses, (D) Bifasico HA/TCP- 20/80 12
meses e (F) Bifasico HA/TCP-$3 20/80 12 meses evidenciando osteoblastos com
grande quantidade de proje¢des citoplasmaticas (filapodia). Em (F) detalhe do
osteoblasto totalmente envolto por osso neoformado, momentos antes de se
tornar um ostedcito.

HA - 06 meses i

Fonte: Grupo de pesquisa em Biomateriais — UDESC - Joinville
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DISCUSSAO

O primeiro animal utilizado neste estudo apresentou déficits neuroldgicos
condizentes com lesdo de medula devido a pungdo no momento de se realizar a anestesia
subaracnoidea. Este animal foi mantido até o periodo 03 meses e as avaliacBes radiogréficas,
histolégicas e de microscopia eletronica de varredura foram realizadas normalmente, sendo
que nédo apresentaram diferenca quando comparadas com 0s outros animais do mesmo tempo
de avaliacdo. Segundo Rocha et al. (2014) os hematomas epidurais da coluna vertebral
(HECV) embora sejam uma complicacdo rara, podem provocar consequéncias neuroldgicas
graves e permanentes e considera que a recuperacao neuroldgica ap6s HECV dependeré tanto
da magnitude como da duragdo da compressdo. Delamarter et al. (2012) em estudo com cées
demonstraram que quando a compressdao tem uma duracdo igual ou superior a 6 horas, a
recuperacdo neurolégica ndo se verifica com o agravante de necrose progressiva da medula.
Vale (2012) ainda citou que podem ocorrer complicacBes neurologicas como cefaleia pos-
puncédo da dura-mater, sindrome da cauda equina e paraplegia.

Nuss et al. (2006) relataram em seu estudo fraturas cominutivas no amero (n = 1) e
fémur (n = 3) dentro dos trés primeiros dias de pos-operatorio. Theiss et al. (2005) em estudo
com ovelhas, descreveram que os animais foram colocados em um dispositivo que as
mantinham suspensas por 4 semanas apos a cirurgia, também com o objetivo de se realizar a
recuperacdo supervisionada e evitar fraturas espontaneas. No presente estudo, a adocéo das
calhas modificadas de Robert Jones se mostrou efetiva, pois nenhum animal apresentou
fratura durante a recuperacdo em todos os tempos de avaliacdo de pds-operatério.

Mesmo os mecanismos de degradacéo celular locais podem ser diferentes em tecido
mole e 0sseo, uma vez que 0s osteoclastos frequentemente envolvidos em materiais sintéticos
a base de hidroxiapatita estdo presentes apenas no 0sso, mas ndo em regido subcutdnea ou
tecidos musculares. No entanto, mais animais por estudo podem ser necessarios devido ao
tamanho dos animais e espaco anatdmico reduzido. Os resultados positivos em roedores
podem ter de ser repetidos e verificados nas espécies maiores antes de ensaios clinicos em
humanos. Por causa das semelhangas com o metabolismo dsseo humano, os resultados em
ovelhas podem ser transportados com mais autoridade, do que os obtidos com esses pequenos
animais de laboratério (NUSS et al. 2006; WILLIE et al. 2004).

As ovelhas utilizadas como modelo experimental neste estudo foram consideradas
apropriadas para a realizacdo de orificios assim como foi testado e aprovado em outros
estudos (THEISS et al. 2005; WILLIE et al. 2004).
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Os tempos de avaliagdo utilizados para este estudo foram de 03, 06 e 12 meses,
contemplando tanto as fases iniciais quanto as fases mais tardias da cicatrizacdo e
remodelagdo Ossea e teve grande importancia para poder avaliar o comportamento dos
biomateriais em longo prazo, conforme citaram Bernstein et al. (2013). O espaco de tempo até
12 meses mostrou-se adequado para este tamanho de defeito (06 mm), uma vez que todos 0s
biomateriais testados foram absorvidos e substituidos por 0sso novo em até pelo menos trés
milimitros de espessura, 0 que corresponde a espessura do 0sso cortical onde foram realizadas
as osteotomias.

Da mesma forma como citados pelos autores acima, o presente estudo avaliou 0s
resultados da neoformacédo Ossea e absorcdao dos biomateriais HA e TCP-B puros e de quatro
bifasicos de HA/TCP-B em diferentes proporc¢des: 70/30, 30/70, 80/20 e 20/80.

Neste estudo todos os biomateriais utilizados apresentaram uma morfologia de poros
entre 200 e 500 um, 0 que segundo Bohner; Baumgart, (2004), sdo classificados como poros
de tamanho ideal para o bom desempenho das caracteristicas de fixacdo, diferenciacdo e
crescimento de osteoblastos e vascularizacdo. Esses autores desenvolveram um modelo
teorico da relacdo entre a taxa de reabsorcao e tamanho do poro de fosfato de calcio utilizado
para substituicdo Ossea. Eles chegaram a conclusdo que o fosfato de calcio microporoso
impediu a penetracdo de células de absor¢éo e de vasos sanguineos no interior do implante.
Isso também foi confirmado por Mayr et al. (2015) que utilizaram TCP-f3 com microporos de
aproximadamente 5,39 (£ 1,33um) onde a reabsor¢do do biomaterial ocorreu exclusivamente
em sua superficie.

O 0sso é um tecido mineralizado que depende muito da presenca de um suprimento
de sangue interno. Qualquer formacdo Ossea nova ou reparacdo deve ser sempre precedida
pela formacao de uma rede vascular que é fortemente influenciada pelo grau de interconexdo
estrutural entre poros (HING et al. 2005). No presente estudo, nos exames histolégicos e de
MEYV foram encontrados vasos sanguineos de varios calibres tanto no osso neoformado como
na interface entre ele e os granulos de biomaterial, assim como citado por Levengood et al.
(2013). Conforme esses autores, 0S vasos sanguineos sdo essenciais para a viabilidade dos
tecidos e consequente formacdo dssea e que a remodelacdo ndo é possivel sem mecanismos
estaveis de nutri¢do e retirada de residuos.

No presente estudo os biomateriais utilizados ndo apresentaram citotoxicidade,
demonstraram  capacidade de osteoinducdo, osteoconducdo, osteointegracdo e

biocompatibilidade, demonstrado pela grande proliferacdo celular (osteblastos) na superficie
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Ossea e dos implantes. Estes achados confirmam a biocompatibilidade dos biomateriais
utilizados e estdo em acordo com outros estudos realizados por outros autores com a
utilizacdo intramuscular e intradssea de bioceramicas bifasicas e TCP-f (GHANAATI et al.
2012; HONG et al. 2010; JENSEN et al. 2007; KUNERT-KEIL et al. 2014; SAGER et al.
2012).

O sucesso da utilizacdo de biomateriais ndo depende somente da composi¢cdo quimica
do biomaterial, mas também da sua superficie e as caracteristicas de degradacdo, pureza e
tamanho de grdo ou da particula (GHANAATI et al. 2012; HEMERT et al. 2004; LIM et al.
2015; LOBO; ARINZEH, 2010). Tendo em mente que diferentes materiais possuem
diferentes caracteristicas de superficie, a influéncia delas na reacdo tecidual para o acimulo
inicial de camadas de proteina pode ser alegada. As diferentes caracteristicas de superficie da
HA e o TCP que sdo causadas por disparidades nas composic¢des quimicas das superficies e na
formacdo dos fosfatos de calcio, podem explicar os diferentes padrbes de reagdes teciduais e
respostas inflamatorias deles (GHANAATI et al. 2012). Assim, as reacOes teciduais
observadas em todos 0s grupos do presente estudo e a variacédo entre eles podem ser devido as
diferencas nas composi¢cdes quimicas e na relacdo HA/TCP, principalmente porque estes
foram os unicos parametros que variaram entre os diferentes biomateriais utilizados.

A remodelacdo Ossea € um processo fisiologico firmemente ligado a absorcao
osteoclastica inicial, seguido de formacdo Ossea pelos osteoblastos. A absorcdo osteoclastica
de substituto Gsseo € processo importante, uma vez que vai levar ao recrutamento de
osteoblastos e substituicdo de enxerto 0sseo por 0sso novo (HEMERT et al. 2004). No
presente estudo, as imagens obtidas através da MEV demonstraram a presenca de osteoblastos
nas superficies 0sseas de todos os biomateriais, indicando intensa atividade dessas células
para todos eles. Segundo Albrektsson; Johansson, (2001), Kunert-Keil et al. (2014) e Lim et
al. (2015), a presenca dessas células denota caracteristica osteocondutiva, pois possibilita que
as células se fixem na superficie 6ssea e dos biomateriais. Essa caracteristica € altamente
desejavel em um biomaterial, pois esta diretamente relacionada a producéo dssea. Portanto, no
presente estudo, devido a presenca dessas células sobre a superficie dos biomateriais pode se
afirmar que todos eles apresentam grande capacidade osteocondutiva.

Lim et al. (2015) relataram em seu estudo que o bifasico HA/TCP-B 30/70
apresentou osteoblastos com grande quantidade de filapodia dentro das particulas do
biomaterial. Segundo Hong et al. (2010) a apresentacdo de osteoblastos com abundante
projecdes citoplasmaticas (filapodia) na superficie das bioceramicas sugere que elas tem

bioatividade mais elevada, porque apenas quando a superficie € favoravel para o crescimento
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celular, os osteoblastos podem demonstrar suas projecoes. Neste estudo todos os biomateriais
apresentaram grande quantidade de osteoblastos com muitas projeces citoplasmaticas
(filapodia) caracterizando que eles apresentam propriedades bioativas elevadas.

Assim como observado por Kunert-Keil et al. (2014) em seu estudo avaliando TCP-f e
HA/TCP-B 60/40 em calvaria de coelhos, osteoclastos e osteoblastos foram observados na
superficie de todos os biomateriais até o final do periodo de avaliagdo, como um sinal de
remodelacdo em curso. No presente estudo ao fim de 12 meses alguns biomateriais ainda
foram visiveis, mas a formacdo de 0sso novo prevaleceu na area do defeito assim como citado
por Pol et al. (2010).

Dentre os biomateriais avaliados neste estudo o TCP-f € o biomaterial que apresenta
caracteristica de solubilidade superior, no entando, ndo foi o que apresentou melhor
desempenho em relacdo a absorcdo e neoformacdo 0ssea aos 03 meses, no entanto, aos 12
meses, toda a extencdo da regido cortical foi substituida por osso neoformado, sendo
encontrado biomaterial remanescente apenas em regido de canal medular.

Levengood et al. (2013) também encontraram resultados semelhantes em seu estudo
com HA, TCP-B, HA/TCP-B 75/25 e HA/TCP-B 25/75. Segundo esses autores o bifasico
25/75 foi 0 que apresentou melhor resultados dentre todos. Eles sugerem que a superficie do
bifasico permite aos osteoclastos agirem de forma mais natural do que a HA ou o TCP-B
puros. Esses autores ainda sugerem que os bifasicos podem coexistir com o tecido 6sseo vivo
sofrendo acdes naturais durante o processo de remodelacdo Ossea.

Assim como descrito por outros autores (HEMERT et al. 2004; HONG et al. 2010;
POL et al. 2010; SAHITHI et al. 2010; SAIZ et al. 2013; SANTOS et al. 2012; WANG et al.
2007) no presente estudo os biomateriais também serviram de suporte para a formacdo de
novo tecido 0sseo, ou seja, as células foram guiadas pelo biomaterial para gerar novo tecido
0sseo.

Dorea Neto et al. (2007) descreveram que granulos de hidroxiapatita podem migrar
para fora do seu lugar de implantacdo e causar reacdo tecidual adversa nos tecidos moles
adjacentes. Arx et al. (2001), Broggini et al. (2015), Dahlin et al. (2015), Jensen et al. (2007)
e Jensen et al. (2008) em seus estudos com mandibulas de porcos, utilizaram membranas de
politetrafluoretileno (PTTE) e constataram que ela foi efetiva para evitar a saida dos granulos
de biomaterial dos orificios elaborados e também evitar a reacdo tecidual nos tecidos moles
adjacentes. No presente estudo ndo foram observadas reacdes periosteais e de tecidos moles

adjacentes nos orificios onde foram implantados os biomateriais. Todos os orificios com 0s
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implantes foram recobertos com o periosteo do proprio animal no momento de se realizar a
sintese da incisdo cirdrgica. Assim como citado pelos autores acima que utilizaram membrana
sintética de PTTE, a utilizacdo do periésteo foi efetivo em evitar a saida dos biomateriais e
consequentemente reacGes periosteais indesejaveis.

Os materiais bioativos ndo devem so ter boa biocompatibilidade, mas também devem
unir-se quimicamente com o 0sso de modo a formar uma interface osso-biomaterial forte. Ao
mesmo tempo, 0s materiais bioativos devem estimular a formacéo de tecido 6sseo (HONG et
al. 2010). Para revelar a verdadeira integridade do contato entre osso-biomaterial, os cortes
histologicos devem ser muito finos (da ordem de 10 a 20 um) para realmente poder revelar a
osteointegracdo. SeccBes mais grossas tém um efeito de sombra, que tornam impossivel
afirmar ou ndo se o contato ésseo direto foi alcancado (ALBREKTSSON; JOHANSSON
2001). No presente estudo os cortes histologicos foram realizados com espessura de 4 a 6 pm.
Na busca de uma analise mais detalhada e avaliando também a topografia tanto da
bioceramica como do o0ssso neoformado em aumentos que chegaram a 10.000 vezes, foi
possivel tambem corfirmar através da MEV esse bom comportamento dos biomateriais, ou
seja, perfeita justaposicdo entre 0sso neoformado e os biomateriais.

Todos os implantes estavam ligados diretamente ao 0sso apresentando formacao de
0ss0 novo sobre as superficies dos macroporos para todos os implantes, as células
inflamatdrias foram observadas muito raramente, e sua presenca foi relacionado ao processo
de cicatrizacédo, assim como relatado por Doernberg et al. (2006) e Theiss et al. (2005).

Todos os biomateriais utilizados neste estudo apresentaram um vinculo forte e direto
entre 0 0sso e 0 material em todas as regides onde foram colocados os enxertos, diferente do
que encontraram Yang et al. (2014), onde essa perfeita coaptacdo foi encontrada
especialmente na margem do defeito. Ainda segundo esses autores, a habilidade para formar
0ss0 entre os tecidos e o material, o que resulta numa interface Unica e forte, € uma
caracteristica especial de materiais bioativos. Dessa forma as anélises histoldgicas e de MEV
deste estudo possibilitaram verificar que todos os biomateriais remanescentes se encontraram
toltalmente osteointegrados pelo osso neoformado, demonstrando a osteointegracéo.

O autoenxerto resultou em rapida formacdo dssea e aumento da maturidade 6ssea aos
trés meses, como reportado por Jensen et al, (2007). Com o transplante de osso autélogo,
ambas as células osteogénicas e moléculas osteoindutivas sdo trazidas até a area receptora, 0
gue ndo acontece quando se utiliza enxertos como substitutivos 6sseos (JENSEN et al. 2007;
MAYR et al. 2015).
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Stein et al. (2009) compararam a percentagem de neoformacdo 6ssea promovida pelo
enxerto 0sseo autdégeno e de trés diferentes biomateriais, entre eles a hidroxiapatita (HA) e
hidroxiapatita associada ao fosfato de célcio-f (HA + TCP-B) e verificaram que 0 0SSO
autdgeno apresentou percentagem de neoformacdo Gssea muito superior a dos substitutos
Osseos testados. Como era de se esperar, no presente estudo, o grupo controle também
apresentou cicatrizagdo e incorporacdo do segmento 6sseo muito mais rapidamente que 0s
biomateriais avaliados, sendo que ja aos trés meses todos 0os segmentos de osteotomia se
apresentaram completamente cicatrizados e apresentando caracteristicas de osso maduro. No
entanto, como ja comentado anteriormente, 0 autoenxerto possui algumas desvantagens, como
volume e forma limitados das areas doadoras, o defeito gerado na extracdo do enxerto e o0 pds-
operatério desta area, que normalmente apresenta maiores complicagdes, como infeccdo, dor
e hematomas, do que a area receptora (BOSTROM; SEIGERMAN, 2005; BURG et al. 2000;
LIM et al. 2015).

O osso recém-formado pode ser distinguido por apresentar maior densidade, ou seja,
mais células por unidade de area que o 0sso maduro. Outra caracteristica, € que 0 0SSO
imaturo ndo tem aparéncia lamelar organizada e com base na disposi¢éo das fibras colagenas,
tal, 0sso é denominado 0sso ndo lamelar, podendo ser denominado também osso fasciculado
entrelacado, devido ao entrelacamento das fibras coldgenas (ROSS; ROWRELL, 1993). As
analises histoldgicas para todas as amostras demonstraram que todos os biomateriais
oferecerem condicBes para o desenvolvimento de 0sso novo e que eles foram integrados
dentro do leito de implantacdo sem induzirem severa reacdo inflamatoria e de corpo estranho.
Trés animais (de quatro) aos 03 meses para o bifasico 70/30 apresentaram formacéo de tecido
fibroso de forma acentuada. Todos os outros animais do estudo apresentaram tecido fibroso
de forma leve, sendo que isto pode ser caracterizado com reacdo inflamatoria normal em
resposta ao procedimento cirurgico, conforme citado por Doernberg et al. (2006) e Theiss et
al. (2005).

No estudo em questdo a taxa de neoformacdo Ossea correu em paralelo com a
degradacdo dos biomateriais, os osteoclastos foram encontrados em todos os tempos de
avaliacdo e estas células estavam envolvidas na degradacdo dos biomateriais, assim como
relatado por Bernstein et al. (2013) em seu estudo com TCP em articulacdo de joelho de
ovelhas, por um periodo de 52 semanas. Ao fim do periodo experimental (12 meses) poucos
osteoclastos foram encontrados e de uma forma geral toda atividade celular se mostrou

reduzida em func&o da fase final de cicatrizacio e absorc&o dos biomateriais. E razoavel supor
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que a estagnacédo da formacao éssea pode diminuir a absorcéo de cerdmica porque ativagao de
osteoclastos é mediada por células da linhagem dos osteoblastos (SPALTHOFF et al. 2015).
Os poucos biomateriais remanescentes que ainda foram visibilizados se encontravam
fortemente integrados ao novo tecido 6sseo formado. Contudo, essa osteointegracdo néo
interfere com a progressdo da degradacéo dos biomateriais (CHENG et al. 2013).

Segundo Jensen et al. (2007) em seu estudo, embora nenhuma diferenca possa ser
demonstrada com relacdo a taxa de degradacdo entre HA e HA/TCP, a formacgdo Ossea foi
mais rapida com HA/TCP, o que sugere que o TCP contido no bifasico HA/TCP teve algum
efeito sobre os eventos da cicatrizacdo. I1sso também pode ser observado no presente estudo
quando comparamos 0s bifaicos 30/70 e 20/80 com os bifasicos 70/30 e 80/20 e eles
comparados com a HA pura.

Arinzeh et al. (2005) em seu estudo, avaliaram biomateriais em varias proporcoes,
HA 100%, TCP 100%, HA/TCP (76/24, 63/37, 56/44 e 20/80), com porosidade de 60-70% e
tamanho de poros entre 300-600 um. Esses autores chegaram a concluséo que a HA e o TCP
100% tiveram menor taxa de formacdo dssea (com 12 semanas), enquanto que o bifasico
20/80 foi 0 que mostrou formacdo Gssea mais rapida (06 semanas) e maior formacao 6ssea no
final do estudo (12 semanas), entre todos os biomateriais avaliados. Da mesma forma que
encontrado pelos autores citados acima, no estudo em questdo, 0s biomateriais que
apresentaram melhor desempenho na formacgdo Ossea foram os bifasicos HA/TCP-B 20/80
seguido pelo HA/TCP- 30/70.

Em conformidade com estudos anteriores, a alta concentracdo de TCP nos fosfatos
de calcio bifasicos parece ter um impacto direto sobre a quantidade de formacéo 6ssea quando
as altas (20/80) e baixas (80/20 e 60/40) concentracbes de TCP foram comparadas. Foi
previamente mostrado que a dissolucdo superficial do TCP nos cristais de apatita do bifasico
favorece a reprecipitacio de uma camada bioldgica de apatita sobre a superficie do
biomaterial, que por sua vez facilita a osteoconducdo e a formacdo de osso (JENSEN et al.
2008).

No presente estudo, a avaliacdo das MEVs mostrou que todos os biomateriais
apresentaram absorcdo progressiva durante o periodo de avaliacdo, no entanto, foram
encontradas diferencas na quantidade de biomaterial absorvido e de osso neoformado dentro
de cada grupo durante os trés periodos de avaliacéo.

Aos 03 meses, a neoformagdo 6ssea em geral aumentou em todas as amostras, com
quantidade maior para os bifasicos 30/70 e 20/80 respectivamente. A HA e o0s bifasicos 80/20

e 70/30 apresentaram praticamente a mesma quantidade de osso neoformado. O biomaterial
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que apresentou menor quantidade de osso neoformado foi o TCP-B e segundo Yang et al.
(2014) isto pode ser atribuido a absorcdo rapida de particulas de TCP-B, o que é uma
caracteristica mais dominante, do que a formacéo de 0sso, especialmente no periodo precoce
de cicatrizagéo.

Ao contrario dos biomateriais citados anteriormente, os bifasicos 70/30 e 80/20
apresentam maior quantidade de hidroxiapatita em relacdo ao TCP-p, o que os tornam menos
soluveis, apresentando absor¢do mais lenta do biomaterial e consequentemente menor
formacdo Ossea.

A quantidade total de biomaterial que foi reduzindo durante os periodos de
observacdo, dentro dos grupos, esta de acordo com estudos realizados previamente por outros
autores (LIM et al. 2015; POL et al. 2010; THEISS et al. 2005) essas diferencas de absor¢édo
indicam estar relacionadas aos graus de solubilidade de cada biomaterial (DAHLIN et al.
2015; LIM et al. 2015). Diferencas na absorcdo dos biomateriais e formacao de novo tecido
0sseo entre 0s animais estdo dentro das variagdes biologicas normais (THEISS et al. 2005)

Na avaliacdo das MEVs aos 06 meses pode se observar que houve alteracdo no
desempenho de alguns dos biomateriais quando comparado aos 03 meses. Comparando-se aos
03 meses a HA ndo apresentou diferenca na absorcdo dos seus granulos e na quantidade de
osso formado. Os bifasicos 80/20, 70/30 e 30/70 apresentaram pequeno aumento na absor¢do
dos biomateriais e consequentemente pequeno aumento na area de 0sso neoformado. Através
da MEV foi possivel observar que o TCP-B ¢ o bifasico 20/80 foram os que apresentaram
maior quantidade de biomaterial absorvido e o0sso neoformado, haja vista serem 0s que
apresentam maior quantidade de TCP-f nas suas constituigdes.

Na avaliacdo das MEVs aos 12 meses pode se observar que a HA ndo apresentou
diferenca na quantidade de biomaterial absorvido quando comparado aos 03 e 06 meses
(aproximadamente um milimetro), demonstrando mais uma vez que ela tem solubilidade
reduzida e consequentemente permanece por muito mais tempo no organismo do que o TCP-f3
e outros bifasicos. Os bifasicos 70/30 e 80/20 apresentaram caracteristicas semelhantes em
relacdo a absorcdo e producdo 6ssea comparando-se aos 03 e 06 meses. O TCP-B apresentou
absorcdo completa dos granulos de biomaterial na regido cortical, demonstrando pequena
quantidade de biomaterial em regido compreendida por canal medular. Os bifasicos 30/70 e
20/80 apresentaram absorcdo completa dos biomateriais e consequentemente substituicdo total
por tecido 6sseo neoformado aos 12 meses, diferente do que foi observado por Yang et al.
(2014) em calvarias de coelhos avaliando HA, TCP-B, HA/TCP- 60/40 e HA/TCP-f 20/80,
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nos periodos de duas e oito semanas. Esses autores concluiram que ndo houve diferenca na
formacdo Ossea para os grupos 60/40 e 20/80. Entretanto, este resultado pode estar
relacionado ao periodo curto de avaliacdo, oito semanas, quando comparado com oS
resultados do presente estudo que foram avaliados por 12 meses.

Jensen et al. (2007) em seu estudo, concluiram que a quantidade de osso formado foi
diretamente dependente da quantidade de TCP-B presente nos biomateriais de fosfato de
calcio. A HA e o HA/TCP-B 60/40 exibiram similares padrdes de absorcdo, enquanto o
enxerto autélogo e o TCP-B mostraram rapida degradagdo e substituicdo por 0sso
neoformado. Da mesma forma, no presente estudo o TCP-B e os bifasicos com maior
propor¢do de TCP-B (30/70 e 20/80) foram oS que apresentaram maior e mais rapida
formacdo Ossea, enquanto os bifasicos 70/30 e 80/20 e a HA foram o0s que apresentaram
menor e mais lenta formacdo 6ssea.

Muitos biomateriais ndo apresentam propriedades osteoindutivas na auséncia de
agentes osteoindutivos adicionais, tal qual proteinas morfogenéticas (KONDO et al. 2006).
Por exemplo, embora muitos fosfatos de céalcio exibam excelentes propriedades
osteocondutivas, o implante por si s6 ndao induz a formagéo de osso. Contudo, muitos estudos
tém demonstrado osteogénese com implantacdo de fosfatos de célcio sozinhos (sem aditivos),
quando aplicados em tecidos moles e tal osteocondutividade € caracteristica desejavel para
materiais utilizados como substitutos 6sseos. No presente estudo ndo foram utilizados agentes
osteoindutivos adicionais, demonstrando que todos eles apresentam boas propriedades
osteoindutivas.

Nas amostras analisadas neste estudo, tanto na MEV quanto no exame histoldgico,
observou-se reducdo da quantidade de biomaterial com aumento simultaneo do novo 0sso
formado, crescente a partir da superficie da regido cortical e periferia do defeito 0sseo, em
direcdo ao canal medular. Esses achados corroboram com os encontrados por outros autores
em trabalhos prévios, Doernberg et al. (2006) em estudo com TCP-f, Yang et al. (2014), com
os bifasicos HA/TCP-B 60/40 e HA/TCP-B 20/80, Kunert-Keil et al. (2013) com os
biomateriais TCP- e HA/TCP-B 60/40, Lim et al. (2015), utilizando os bifasicos HA/TCP-f3
70/30, HA/TCP-B 30/70 ¢ HA/TCP-$ 80/20 e Yuan et al. (1998) avaliando HA, TCP, BCP
(bifasico) e CPC (cimento). Da mesma forma para Mayr et al. (2013) e Bernstein et al.
(2013), em estudo com TCP-p em condilos de fémures de ovelhas, onde observaram que a
neoformacdo de cartilagem teve inicio na porcdo mais externa com progressdo em direcdo ao

centro do implante.



123

A avaliagdo radiogréfica neste estudo foi de grande importancia, haja vista possibilitar
a avaliacdo das tibias antes e ap0Os a realizagdo das cirurgias, bem como, investigar o
comportamento dos biomateriais nos locais de implantacéo e possiveis alteracdes relacionadas
a eles.

Devido a sua alta densidade, os biomateriais puderam ser facilmente visibilizados e
distinguidos do osso cortical nos exames radiograficos pos-operatorios. Todos os orificios
foram completamente preenchidos com os biomateriais, sendo que eles foram colocados até o
interior do canal medular.

Aos 06 e 12 meses, no momento de se fazer a coleta dos fragmentos 6sseos para se
encaminhar para os devidos laboratérios (MEV e Histologia), ndo foi possivel observar os
biomateriais macroscopicamente em seus locais de implantacdo, devido a cicatrizacdo 6ssea
estar completamente estabelecida na superficie cortical. Nesse momento a radiografia das
pecas (tibias - figura 7) se mostrou eficiente em identificar os locais onde se encontravam o0s
biomateriais, possibilitando assim, fazer o corte dos segmentos 0sseos nos locais exatos,
assim como realizado por Jensen et al (2007) em seu estudo em mandibulas de Mini Pig.
Dahlin et al. (2015) utilizaram parafusos de titanio de sete mm adjacentes ao orificios para
poder identificar os locais onde foram colocados os biomateriais, indicando que esta é uma
metodologia que pode ser utilizada em estudos futuros.

A densidade radiografica dos biomateriais implantados diminuiu gradativamente
durante os periodos avaliados e essas mudancas radiograficas sdo sinais de absorcdo e
remodelacdo 6ssea (MAYR et al. 2015). Durante a avaliacdo radiografica foi possivel
observar que alguns biomateriais apresentaram diminuicdo gradativa em sua radiopacidade,
como para o TCP-B e os bifasicos HA/TCP-B 30/70 ¢ HA/TCP-B 20/80. Para a HA, e os
bifasicos HA/TCP- 70/30 ¢ HA/TCP-B 80/20 a diferenga foi praticamente imperceptivel
quando comparada com o pds-operatorio imediato. Ainda nas avaliacdes radiograficas, foi
possivel observar que com 01, 03, 06 e 12 meses de pds-operatorio, nenhum dos animais

desenvolveu reacdo periosteal nos locais de implantacéo dos biomateriais.
6.1 LIMITACOES DO ESTUDO

No presente estudo ndo foram realizadas andlises estatisticas dos exames
histolégicos, pois para a sua realizacdo haveria a necessidade de estudo histomorfométrico das
amostras. Este exame apresenta custo elevado e durante a elabora¢do do projeto nédo foi

previsto verba para a sua realizacéo.
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Os cortes Gsseos para a coleta dos seus fragmentos foram realizados no sentido
transversal, no entanto, para melhor obtengdo dos cortes histoldgicos sugere-se que o corte do
0ss0 seja no sentido longitudinal (no sentido da fibra Ossea) que proporcionara melhor

integridade das fibras dsseas.
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CONCLUSAO

Conclui-se com o presente estudo que as bioceramicas sintéticas hidroxiapatita, o
fosfato tricéalcico-B e os bifasicos HA/TCP-p 70/30, HA/TCP-B 30/70, HA/TCP-B 80/20 e
HA/TCP- 20/80 sinterizados a temperatura de 1.100°C, com poros que variam de 200 a 500
pm e porosidade de 70% apresentam boa capacidade de osteoindugdo, osteocondugdo e
osteointegracdo, promovendo boa capacidade de estimular a formagdo Ossea, podendo ser
utilizados como substitutos 6sseos.

Os biféasicos HA/TCP-f 20/80 e HA/TCP- 30/70 foram os que apresentaram absor¢do
dos biomateriais e formacao 6ssea mais rapida durante a evolucdo da cicatrizacdo aos 03, 06 e
12 meses, seguido pelos biomateriais TCP-p, HA/TCP-B 70/30, HA/TCP-B 80/20 e a HA,

respectivamente.
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