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RESUMO

REGALIN, Bruna Ditzel da Costa. Biomateriais ou enxerto de 0Sso esponjoso como substitutos
0sseos em artrodeses tarsometatarsais em ovinos. 2017. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia
Animal, Lages, 2017.

O objetivo do presente estudo foi comparar a capacidade osteorregenerativa induzida por
biomateriais a base de fosfatos de célcio e silica para a fusdo das superficies 6sseas em
artrodeses tarsometatarsais induzidas experimentalmente em ovelhas. Foram utilizados 12
ovinos, fémeas, mesticos texel, com 12 meses de idade, comprovadamente higidos, alocados
em trés grupos distintos, de acordo com o material implantado: 80% de hidroxiapatita associada
a 20% de tricalcio fosfato p (HA/TCP-p 80/20) (n=4), hidroxiapatita associada a 5% de silica
(HA/SIO2 5%) (n=4) e grupo controle (n=4), que recebeu autoenxerto de 0sso esponjoso. A
estabilidade articular foi obtida pela colocagdo de uma placa de compressdo dinamica (PCD)
com 10 furos, fixada com oito parafusos corticais de 3,5mm na posicdo lateral. Os animais
foram avaliados radiograficamente no pos-operatorio imediato e aos 30, 60 e 90 dias apds o
procedimento cirargico. Foi realizada a eutanasia de dois animais de cada grupo aos 60 e aos
90 dias de pds-operatério, momento em que se coletou a articulagdo para subsequente
encaminhamento a analise histoldgica e a microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
avaliacdo macroscopica indicou fusdo das superficies dsseas em todos 0s animais e extensa
cobertura de tecido fibroso sobre a placa e parafusos, indicando a efetividade desta técnica para
artrodese tarsometatarsal em ovinos. A anélise histoldgica e por MEV demonstrou, nos trés
grupos estudados, boa neoformacédo 6ssea, com presenca de células de linhagem osteogénica
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) e tecido 6sseo primario (jovem) e secundario (maduro),
além de reabsorcdo gradativa do enxerto (biomaterial ou 0sso esponjoso). A presenca de
material remanescente foi observada nos trés grupos, de maneira mais acentuada aos 60 dias,
mas ainda presente aos 90 dias de pds-operatério; o grupo HA/TCP- 80/20 apresentou a maior
taxa de biomaterial remanescente do estudo. No grupo controle, um animal (25%) apresentou
reacdo periosteal exuberante na area doadora do enxerto, demonstrando a necessidade de se
encontrar materiais capazes de substituir o autoenxerto e reduzir a morbidade associada a coleta
de o0sso esponjoso. Com base nos achados deste estudo, os compostos HA/TCP- 80/20 e
HA/SiO2 5% constituem uma boa alternativa ao uso do autoenxerto de 0sso esponjoso, uma vez
que ambos 0s biomateriais pesquisados promoveram osteoinducao e adequada neoformacéo de
tecido 0sseo.

PALAVRAS-CHAVE: Artrodese. Hidroxiapatita. Silica. Fusdo 6ssea. Ovinos.






ABSTRACT

REGALIN, Bruna Ditzel da Costa. Biomaterials or cancellous bone graft as bone substitutes in
tarsometatarsals arthrodesis in sheeps. 2017. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal,
Lages, 2017.

The aim of this study was to compare the osteoregenerative capacity induced by biomaterials
calcium phosphate based and silica for fusion of the bone surfaces in tarsometatarsals
arthrodesis experimentally induced in sheep. Twelve texel crossbred, 12 months old, healthy,
female sheeps, were alocated into three distinct groups, according to the implanted material:
HA/TCP-$ 80/20 (n =4), HA/SiO2 5% (n = 4) and control group (n = 4), that received autograft
cancellous bone. The joint stability was achieved by placing a ten holes dynamic compression
plate (DCP) and eight 3.5 mm cortical screws in the lateral position. Animals were evaluated
radiographically in the immediate postoperative period and at 30, 60 and 90 days after surgery.
Euthanasia of two animals from each group were performed at 60 and 90 days after surgery, at
which time the joint was collected for subsequent histological and scanning electron
microscopy (SEM) analysis. The macroscopic evaluation showed bone surfaces fusion in all
animals of the study and large coverage of fibrous tissue on the plate and screws. The
histological and SEM analysis demonstrate, in the three groups studied, good bone formation
with osteogenic lineage cells (osteoblast, osteocyte and osteoclast) and primary bone tissue
(new formed bone) and secondary bone tissue (mature), in addition to gradual resorption of the
graft (biomaterial or spongy bone). The presence of remaining material was observed in all
three groups, most markedly at 60 days, but still present at 90 postoperative days; the HA/TCP-
B 80/20 group had the highest biomaterial rate remaining in the study. In the control group, one
animal (25%) had an exuberant periosteal reaction in the graft donor area, demonstrating the
need to find materials capable of replacing the autograft and reducing the morbidity associated
with the harvest of spongy bone. Based on the findings of this study, compounds HA/TCP-$3
80/20 and HA/SiO2 5% are a good alternative to the use of sponge bone autograft, since both
biomaterials researched promoted osteoinduction and adequate neoformation of bone tissue.

KEYWORDS: Arthrodesis. Hydroxyapatite. Silicate. Bone fusion. Sheep.
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1 INTRODUCAO

O comprometimento articular, em decorréncia de traumas ou doencas degenerativas, é
frequente tanto em humanos quanto em animais. Em muitos desses casos, a alternativa para
solucionar o problema é cirurgica, por meio de artrodese, a fim de evitar complica¢cGes como
osteoartroses sintomaéticas, dor crénica e déficit funcional (FERNANDES et al., 2008). As
articulacbes dos membros toracicos ou pélvicos sdo as mais acometidas, porém artrodese de
vertebras cervicais e lombares sdo comumente realizadas em humanos, em funcdo de doencas
articulares degenerativas, traumas, neoplasias e deformidades, como procedimento de
salvamento para alivio da dor e retorno das atividades do paciente (REID; JOHNSON; WANG,
2011). No caso de artrodeses na regido distal dos membros em animais, a fixacdo da articulacédo
permite que a lesdo ndo cause mais dor ou prejuizos, sendo uma boa alternativa a amputacao
do membro acometido (DOREA NETO, 2007a; LESSER, 2007).

Para a realizacdo da artrodese, é necessaria a utilizacdo de implantes metalicos rigidos,
como placas, parafusos ou pinos para promover a estabilizacdo, e enxerto 6sseo capaz de
acelerar a osteoinducdo e permitir a fusdo das superficies 6sseas 0 mais rapido possivel. Lyons
et al. (2011) avaliaram a eficacia de placas e parafusos absorviveis a base de &cido poli-DL-
lactico (PDLLA) para a fusdo de vértebras cervicais em ovinos e ndo encontraram um bom
resultado, havendo falha em 75% das fusdes, principalmente em decorréncia de quebra dos
implantes reabsorviveis (50%), embora tenha sido observada falha na unido 6ssea em alguns
casos em gue a integridade dos implantes foi mantida.

A utilizagdo de autoenxerto € frequente, por ndo haver incompatibilidade e por permitir
rapida osteoinducdo e osteoconducdo; entretanto, possui desvantagens, como prolongar o
tempo cirdrgico, aumentar a dor pds-operatoria e o risco de infeccdo na area doadora. Desta
forma, a pesquisa por biomateriais capazes de substituir o autoenxerto é continua.

Compostos osteoindutivos e osteocondutivos a base de fosfatos de calcio e biosilica
auxiliam na fixacdo interna para o tratamento de fraturas especificas e constituem uma
importante alternativa na substituicio de enxertos ésseos autdgenos. Substitutos
osteocondutivos sdo geralmente porosos e servem como suporte estrutural para sustentar o novo
tecido 0sseo; substitutos osteoindutivos estimulam o recrutamento e a diferenciagéo de células
mesenquimais em células osteoprogenitoras (SOLCHAGA et al., 2012).

A composicdo quimica das bioceramicas esta diretamente relacionada com a qualidade

do reparo 0sseo, uma vez que ceramicas bioativas, ou seja, que possuem capacidades
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osteocondutivas e/ou osteoindutivas, apresentam resultados melhores quando comparadas
aquelas apenas bioinertes ou biocompativeis (SOBALLE et al., 1992; HING et al., 2007).

A hidroxiapatita (HA) apresenta uma lenta taxa de absor¢do in vivo, enquanto que 0
tricalcio fosfato-p (TCP-PB) apresenta uma dissolugdo rapida, devido a sua alta porosidade
(COSTA et al., 2015). Diversos estudos demonstraram que a absorcao lenta ou rapida demais
pode trazer prejuizos no que se refere ao reparo do tecido 6sseo, por isso tem sido preconizada
a pesquisa por compostos bifasicos de HA e TCP-B, aliando a maior permanéncia da
hidroxiapatita, que confere maior sustentacdo ao tecido neoformado, a rapida solubilizacdo do
TCP-B, com aceleragdo na deposigao de células osteoprogenitoras (HUANG et al., 2010; KIM
etal., 2012; COSTA et al., 2015).

Porter et al. (2004), compararam a dissolucdo e a precipitacio de HA e de
silica/hidroxiapatita (Si-HA) in vitro e in vivo e observaram que a silica facilita a precipitacédo
de apatitas do implante, promovendo calcificacdo 6ssea. Sendo a silica rapidamente liberada do
implante, estes fragmentos aceleram a mineralizagéo 6ssea.

Além disso, o0 uso de hidroxiapatita isolada ja foi descrito como substituto ao
autoenxerto em um estudo clinico de artrodeses em cdes e gatos, demonstrando bons resultados
e sugerindo um futuro promissor nas rotinas ortopédicas em medicina veterinaria (DOREA
NETO, 2007a).

A espécie ovina tem sido reportada por diversos autores como um modelo experimental
adequado para cirurgias ortopédicas, em funcdo de sua estrutura, temperamento e capacidade
de remodelamento 6sseo (CUNNINGHAM et al., 2009; HEINECK et al., 2010; VAN DER
POL et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2015; COSTA et al., 2015).

Embora a literatura acerca de artrodeses vertebrais experimentais em ovelhas seja vasta
(KHAN & LANE, 2004; CUNNINGHAM et al., 2009; HEINECK et al., 2010; SOLCHAGA
et al., 2012), visto que serve como modelo de extrapolacdo para cirurgias na coluna vertebral
em humanos, ha poucos estudos relacionados a artrodeses em membros toracicos e pélvicos
nesta espécie. Espera-se, portanto, atingir resultados ainda mais satisfatorios com o uso de
composicdes bifasicas de HA/TCP-B 80/20 e hidroxiapatita associada a silica (HA/SiO2 5%),
visto que a associacdo de diferentes fases promove um incremento na atividade
osteoprogenitora, com a manutencdo do suporte estrutural ao 0sso neoformado conferido pela
hidroxiapatita. O presente estudo avaliou o uso da técnica cirargica para artrodeses
tarsometatarsais em ovinos por meio do uso de placa de compressdo dinamica (PCD) e
parafusos corticais na posicao lateral, haja vista que esta técnica esta descrita na literatura para
artrodese tarsometatarsal em cées e gatos (DENNY & BUTTERWORTH, 2006).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA

A extremidade distal da tibia apresenta uma area articular, denominada coclea,
destinada a acomodar a troclea do talus. O talus e o calcaneo s&o dois 0ssos relativamente
grandes que comp6em a fileira proximal dos ossos tarsais (DYCE; SACK; WENSING,
2010).

O tarso, ou jarrete, € uma articulagdo formada por sete 0ssos tarsais e os tecidos
moles a eles relacionados (DENNY, 2006). Como demonstrado na figura 1, 0s 0ssos tarsais
sdo dispostos em trés fileiras, sendo a proximal formada pelo talus (medialmente) e pelo
calcaneo (lateralmente). Este Gltimo apresenta um processo em forma de aculeo, que se
projeta proximalmente atrés da tibia como um brago de alavanca, formando a base da ponta
do jarrete (DYCE; SACK; WENSING, 2010). A extremidade distal do calcaneo se encontra
sobre o0 quarto 0sso tarsico, o0 qual, em ruminantes, € fusionado ao 0sso central do tarso.
Este ultimo localiza-se entre o talus (proximalmente) e o primeiro, segundo e terceiro 0ssos
tarsais, distalmente (DY CE; SACK; WENSING, 2010). Os 0ssos tarsais distais podem ser
fusionados, como no caso do segundo e terceiro em ruminantes, e formam um disco
relativamente achatado, localizados entre 0 0sso central do tarso e 0s 0ssos metatarsicos
(DYCE; SACK; WENSING, 2010). Suas articulagdes especificas sdo: tarsocrural,
intertarsal proximal, centrodistal (distal intertarsal) e tarsometatarsal. Esta Ultima,
compreende as articulacdes entre o tarso distal e os 0ssos metatarsais (DENNY, 2006). A
articulacdo tarsocrural é considerada do tipo ginglimo e permite movimentos de extensao
articular; as intertarsais e tarsometatarsal sdo planas e capazes de movimentos de
deslizamento (DENNY, 2006; KAINER, 2006).
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Figura 1 — Desenho esquematico dos 0ssos do tarso em ruminantes. Notar fusdo do terceiro e
quarto metatarsos (Seta preta).

Fonte: DYCE; SACK; WENSING, 2010. Tib. = tibia; F = fibula; T = talus; C = calcéneo; ¢ = 0sso central do
tarso; algarismos romanos identificam os 0ssos metatarsicos e algarismos arabicos os 0ssos distais do tarso.

2.2 ARTRODESE

LuxacOes e subluxacdes da articulacdo tarsometatarsal sdo comuns em pacientes
humanos e veterinarios e quase sempre resultam de traumas, que podem envolver ainda a
ruptura de ligamentos colaterais e/ou plantares (DENNY & BUTTERWORTH, 2006;
FERNANDES, 2008). Na maioria dos casos, o tratamento de escolha consiste na
imobilizacdo da articulacdo, a fim de controlar a dor e a movimentacdo articular
(FERNANDES, 2008; MAGALHAES, 2015). A instabilidade articular, em decorréncia de
um trauma ou doenca degenerativa, gera um processo doloroso devido a movimentacéao das
superficies articulares e da tensdo aplicada sobre a musculatura e inervacdo adjacentes, o
qual é aliviado pela artrodese (LESSER, 2007).

A realizacdo de artrodese experimental em articulagGes tarsais ja foi realizada em
cdes (CAMACHO, 2005; DOREA NETO, 2007b). Em ovinos, no entanto, ndo foram
encontrados relatos de artrodese em articulagdes do tarso. A artrodese é definida como a
fixacdo cirdrgica de uma articulacéo para permitir a fusao das superficies articulares através
da proliferacdo de células Osseas (LESSER, 2007). Pozzi et al. (2012), citam quatro

requerimentos cirurgicos para a realizacdo da artrodese: desbridamento da cartilagem



articular, emprego de enxerto 6sseo, posicionamento da articulacdo imobilizada em um

angulo funcional para o paciente e aplicacdo de uma fixacdo estavel.

Embora o desbridamento completo da cartilagem articular seja amplamente
difundido como principio basico para a artrodese, Lauge-Pedersen & Aspenberg (2002)
realizaram um estudo promovendo artrodeses patelofemorais percutaneas em coelhos sem
esse desbridamento, e obtiveram uma alta taxa de sucesso em relagdo a fixacdo e
osteointegracdo. Os autores citam ainda o0 sucesso apés realizacdo de artrodese sem
desbridamento articular em pacientes com reumatismo; entretanto, quiseram verificar se em
0ss0s e articulagdes saudaveis o processo ocorreria da mesma forma, o que foi confirmado.
Em casos de artrites pos-traumaticas ou artrites reumatoides, com o alinhamento articular
preservado, as técnicas percutaneas sem desbridamento articular promovem ao paciente um
pGs-operatdrio com menos dor, reducédo do risco de mal posicionamento articular, além de
encurtar o tempo cirargico e anestésico (LAUGE-PEDERSEN & ASPENBERG, 2002;
POZZI et al., 2012). J& foram descritos angulos normais para diferentes articulacbes em
cdes e ovinos (CONCEICAO et al.; 2012; FREITAS et al., 2014), mas o método mais
simples e seguro para sua determinacdo é a mensuracdo por avaliagdo goniométrica do

angulo normal do membro oposto durante a sustentacéo do peso.

2.2.1 Estabilizacéo articular

A fixacdo interna é requisito basico para a artrodese, tendo sido descritas diversas
técnicas para este objetivo: pinos intramedulares (CAIXETA, 2014), placa 6ssea de
compress&o dindmica (MAGALHAES, 2015), placa lateral bloqueada (COUGHLIN, 2012)
parafusos (LAUGE-PEDERSEN & ASPENBERG, 2002) e fixadores esqueléticos externos
(DOREA NETO, 2007b). Lyons et al. (2011) avaliaram o uso de placas e parafusos
absorviveis a base de éacido poli-DL-lactico (PDLLA) em artrodeses cervicais
experimentais em ovinos e obtiveram resultados negativos, visto que na necropsia foi
observado um grande nimero de implantes quebrados, tanto placas quanto parafusos, e um

dos pontos de artrodese sem sinal de consolidagdo em diversos animais.

Em 2007, McLennan relatou quatro casos de anquilose apos luxacéo de articulagao
tarsometatarsal em cdes com peso acima de 20kg, apenas com o emprego de fixador
esquelético externo (FEE), sem desbridamento articular, uso de enxertos 0sseos ou

coaptacdo externa. Os implantes foram mantidos por 12 a 17 semanas e, ap0s esse periodo,
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todos os animais apresentaram sucesso na fusdo articular, com suporte de peso sobre o
membro acometido e deambulagdo normais (McLENNAN, 2007). Embora seja um método
empregado com sucesso, ha risco de infeccdo ao redor dos pinos, podendo levar a
osteomielite se ndo tratada, e os animais tem facil acesso aos implantes, podendo haver
complicacdes atreladas a lambedura e/ou mordedura excessivas (McLENNAN, 2007). Em
gatos, o emprego de FEE apresenta uma taxa moderada de complicagdes (19%), sendo a
regido do tarso com o maior indice de complicacGes no que se refere a falha dos implantes
(BEEVER; GILES; MEESON, 2017).

Chow & Balfour (2012), por sua vez, empregaram pinos intramedulares para a
estabilizacdo de artrodeses tarsometatarsais em cées e gatos, e, apesar de se mostrar uma
opcao viavel e com resultado satisfatdrio, apresentou um risco aumentado de quebra de
implante, além da dificuldade na colocacdo de pinos intramedulares nos metatarsos de

animais pequenos.

O uso de placas metélicas para estabilizacdo de artrodeses é amplamente descrito
em medicina veterinaria. Em 1998, Dyce et al. investigaram o uso de placas posicionadas
lateralmente a articulacdo tarsometatarsal em 10 cdes, sendo que, em trés animais foi
necessaria a remoc¢do dos implantes entre trés e cinco meses de po6s-operatorio, pois 0s

mesmos apresentaram claudicagéo persistente.

Pozzi et al. (2012) sugerem que 0 emprego de técnicas minimamente invasivas para
a colocacdo de placas metalicas pode ser desejavel ndo s6 para correcdo de fraturas, mas
também para a realizacdo de artrodeses, especialmente na regido tarsal. Dessa maneira, 0
desbridamento da cartilagem articular causaria menores trauma aos tecidos moles

adjacentes, reduzindo a probabilidade de complicacfes pds-operatdrias.

O emprego de dois modelos diferentes de placas metalicas foi investigado por
Bristow et al. (2015) para artrodese pancarpal em 219 cédes. A placa de compressdo
dindmica hibrida, um dos métodos de fixacdo avaliado pelos pesquisadores, apresenta
vantagem sobre a placa de compressdo dinamica (PCD) pois permite o emprego de
parafusos menores nos 0ssos metacarpicos comparados aqueles fixados ao radio; o outro
implante avaliado foi uma placa metalica denominada “Castless Plate” (CLP) desenvolvida
com o intuito de promover vantagens biomecanicas adicionais em relacdo a placa de
compressdo dindmica hibrida, reduzindo a necessidade de utilizacdo de coaptacdo externa

durante o pos-operatorio. Nao foi observada diferenca na taxa de complicagdes entre 0s



dois implantes avaliados, embora tenham sido observadas complicagdes relacionadas ao

uso de bandagens pds-operatorias.

A colocacdo de uma bandagem pds-operatdria a fim de fornecer suporte externo a
estabilizacdo cirurgica de uma artrodese é amplamente indicado e difundido (DYCE et al.,
1998; DENNY & BUTTERWORTH, 2006; CHOW & BALFOUR, 2012). Um estudo
realizado em 2012, avaliou a necessidade de coaptacao externa para prevenir a deformidade
de placas metalicas ap0s artrodese pancarpal, e verificou que as bandagens reduzem a
tensdo de maneira significativa, porem a amplitude da tensdo exercida sobre a placa na
auséncia do suporte externo poderia ndo ser suficiente para causar a falha do implante
(WOODS; WALLACE; MOSLEY, 2012). Estes achados sugerem que 0 suporte externo
possa nao ser necessario por periodos prolongados, diferindo do recomendado por DENNY
& BUTTERWORTH, 2006, cuja orientacdo seria manter o suporte externo por oito a 12

semanas ap6s o procedimento cirdrgico.

2.3 ENXERTOS E IMPLANTES OSSEOS

A fim de permitir uma consolida¢do 6ssea mais rapida, é amplamente recomendado
0 emprego de enxertos 6sseos, 0s quais podem ser autdgenos, de 0Sso esponjoso ou cortical,
retirados do préprio paciente, alogenos, utilizando fragmentos ésseos de outro animal da
mesma espécie conservados em glicerina, ou xenogenos, quando o fragmento a ser
enxertado é proveniente de um animal de outra espécie. O requisito basico é que sejam
capazes de preencher defeitos maiores e conferir maior resisténcia mecanica (MOORE et
al., 2001; LEGEROS, 2002; DOREA NETO, 2007b). A colheita de 0sso esponjoso pode
ser efetuada acessando-se a crista iliaca, tibia proximal medial, tmero médio ou corpo
vertebral, dependendo do local cirdrgico, sendo o primeiro local, o0 mais comumente
utilizado (GRIFFON, 2002; MIN et al., 2010). Um estudo comparou a capacidade
proliferativa e de diferenciacdo osteoblastica da medula dssea e de células mesenquimais
coletadas a partir do corpo vertebral e da crista iliaca em humanos, e observou que ambos
os locais fornecem material para enxerto 6sseo adequado, podendo a colheita ser realizada
no local de acesso mais facil para o procedimento cirdrgico em andamento (MIN et al.,
2010). Entretanto, algumas desvantagens sdo observadas com o emprego do autoenxerto,
entre elas a quantidade limitada de material disponivel nas areas doadoras, o defeito gerado

para a coleta do 0sso esponjoso e o pos-operatdrio desta area, que normalmente apresenta
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maiores complicacBes, como infecgdo, dor e hematomas, do que a area receptora (BURG
et al., 2000; BOSTROM & SEIGERMAN, 2005).

Na tentativa de substituir a utilizacdo do autoenxerto, a pesquisa por biomateriais
com capacidades osteogénicas tem sido aprimorada. O material ideal para a reparacdo de
tecidos 6sseos deve ser gradativamente absorvido e substituido por tecido 06sseo
neoformado. Por atuarem como osteoindutores e osteocondutores, os biomateriais & base
de fosfatos de calcio sio uma boa opc&o nas terapias de regeneracio 6ssea (MAGALHAES
et al., 2000; DOREA NETO, 2007a).

A fase mineral Ossea corresponde a 60-70% do seu peso seco e &€ composta
basicamente por fosfatos de célcio. Por esta razdo, o uso de fosfatos de célcio para
restauracdo 0ssea apresenta melhores propriedades osteocondutivas, quando comparado a
outros biomateriais, como por exemplo, zirconia e alumina (DOROZHKIN, 2007;
GOODMAN et al., 2013).

Diversos estudos acerca da eficacia de biomateriais no que concerne a fusdo 6ssea
tém sido conduzidos, entre eles se destaca a realizacao de artrodeses em vértebras cervicais
e lombares, induzidas experimentalmente em ovinos (WHEELER et al., 2007
CUNNINGHAM et al., 2009; SOLCHAGA et al., 2012). Dérea Neto et al. (2007a),
utilizaram hidroxiapatita pura em artrodeses de cées e gatos e pela avaliacdo clinica e
radiografica constataram que houve unido 6ssea, indicando que este biomaterial pode ser

um adequado substituto 6sseo em cirurgia de pequenos animais.

Costa et al. (2015), analisaram a capacidade de neoformacdo 6ssea da hidroxiapatita
(HA), tricélcio fosfato-p (TCP- B) e HA/TCP-B 60/40 na forma de granulos porosos, para
o preenchimento de defeitos 6sseos em tibias de ovelhas, e observaram que a composicao
bifasica apresentou o melhor resultado por aliar a rapida absor¢cdo do TCP-B a maior
resisténcia mecanica conferida pela HA. Estudos anteriores ja demonstraram uma alta
capacidade osteocondutiva do composto bifasico HA/TCP 20/80 (GRIFFON, 2002;
JENSEN et al., 2009). Cunningham et al. (2009) associaram o peptideo B2A, que mimetiza
a acdo de fatores de crescimento, ao composto bifasico HA/TCP 20/80, e observaram que

a associagdo incrementa ainda mais a atividade osteogénica da cerdmica bifésica.

Além dos fosfatos de célcio, outra opg¢ao para regeneracdo 0ssea s@o as biosilicas,
que apresentam bioatividade comprovada, tanto in vitro quanto in vivo. Este biomaterial

possui a capacidade de acelerar a mineralizagdo 6ssea e aumentar a taxa de proliferacdo de



células precursoras 6sseas (WANG; SCHRODER; MULLER, 2014). A silica é encontrada
no organismo em &reas de crescimento 0sseo, e diversas analises tem demonstrado sua
presenca em meio a osteoblastos (HENSTOCK; CANHAM; ANDERSON, 2015). Wheeler
et al. (2007) compararam fosfatos de célcio associados a silica com o autoenxerto para
artrodeses lombares em ovinos, e verificaram que a ceramica contendo silica apresentou
resultados equivalentes ao enxerto autégeno nas avaliagdes radiogréficas, biomecanicas e
histoldgicas, sendo superior aos fosfatos de calcio utilizados isoladamente. Hutchens et al.
(2016) compararam a eficacia de fosfato de célcio associado a silica de alta porosidade
como enxerto 6sseo Unico, associado a medula dssea ou a 0sso esponjoso coletado da crista
iliaca para o preenchimento de defeitos criticos criados na regido distal do fémur, em
ovinos, e observaram excelente biocompatibilidade nas trés formas, com
neovascularizagdo, tecido ésseo maduro e processo de regeneracdo 6ssea. Em coelhos, foi
observada regeneragdo 6ssea com bioceramicas a base de silicato, similar ao observado com
0 TCP-B, no que concerne a velocidade de absorcdo do material e ao tecido Gsseo
neoformado, além de se constatar seguranca na excrecdo de ions silicato pela urina, durante
0 processo de degradacdo do biomaterial, sem acimulo destes em 6rgaos como rins, figado,

baco, ou mesmo no sangue (LIN et al., 2015).

Até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura, relatos do emprego
de HA/TCP-pB 80/20, HA/SiO2 a 5% em artrodeses tarsometatarsais em ovinos. Portanto,
no presente estudo, optou-se pelo emprego destes compdsitos em artrodeses induzidas
experimentalmente em ovinos a fim de verificar sua eficdcia como indutores dsseos. Além
disso, a técnica cirdrgica realizada neste estudo ainda ndo foi relatada em ovinos, também
sendo util a avaliacdo da sua eficacia como método de estabilizacdo articular nesta espécie.
Acredita-se que a técnica de fixacdo articular por meio da utilizacdo de placa de compressao
dindmica (PCD) com 10 furos e oito parafusos corticais de 3,5mm na posicdo lateral seja
efetiva para a estabilizagdo articular e permita a fusdo das superficies dsseas. De maneira
similar, presume-se que os compostos de fosfato de calcio, nas composicBes bifasicas
HA/TCP-B 80/20 e HA/SiO2 a 5% apresentardo boa capacidade osteoindutiva e
osteocondutiva, semelhantes ao autoenxerto de 0sso esponjoso, constituindo uma boa
alternativa ao seu uso. Considerando os dois compostos analisados, supde-se que, devido a
maior capacidade de precipitacdo das apatitas 6sseas da HA/SiO2 a 5% em um mais curto
periodo de tempo, este biomaterial apresentard melhores resultados no que concerne a

proliferacdo de células osteoprogenitoras e neoformacdo dssea. A confirmagdo destas
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hipGteses promoveria alternativas ao uso do autoenxerto de 0sso esponjoso em artrodeses,
reduzindo a morbidade poés-operatoria sem 6nus ao processo de cicatrizacdo 0ssea; 0
emprego de ovinos como modelo experimental permite que estes achados possam ser

empregados tanto em humanos quanto em pacientes veterinarios.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a resposta osteorregenerativa ap6s a implantacdo de biomateriais a base de
fosfatos de calcio e silica ou autoenxerto de 0sso esponjoso (controle) para a fusdo das

superficies 6sseas, em artrodeses tarsometatarsais induzidas experimentalmente em ovelhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar radiograficamente o processo de cicatrizacdo da articulacdo tarsometatarsal
apos o procedimento de artrodese; avaliar a fixacdo dos implantes metéalicos no pds-operatorio
imediato e aos 30, 60 e 90 dias de pds-operatdrio, a fim de acompanhar a estabilidade e

possiveis complicagdes relacionadas ao método de estabilizacdo empregado.

Avaliar histologicamente a capacidade osteorregenerativa do tecido 0sseo ap0s a
implantacdo dos biomateriais HA/TCP-$ 80/20 e HA/SiO, 5% e compara-la aquela induzida
pelo autoenxerto de 0sso esponjoso, aos 60 e aos 90 dias de pds-operatdrio, verificando a
qualidade do tecido ésseo neoformado pela presenca de células de linhagem osteogénica, bem

como a rapidez com que o biomaterial é absorvido pelo tecido.

Avaliar por microscopia eletronica de varredura (MEV) o preenchimento dos granulos
de cada biomaterial com células osteogénicas e o tecido 6sseo neoformado, aos 60 e aos 90

dias de pds-operatorio.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado nas dependéncias do Hospital de Clinica Veterinaria do
CAV/UDESC, sob aprovacdo do Comité de Etica e Bem-Estar Animal desta instituicgo,
segundo o protocolo 1.18.15, com base nas resolucgdes n° 13 e n°® 30 do CONCEA - Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal.

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Na figura 2 estd demonstrado o desenho experimental do presente estudo, a fim de
facilitar a compreensdo acerca da metodologia proposta. Na sequéncia, encontra-se detalhada a

metodologia desenvolvida.
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Figura 2 — Desenho experimental do presente estudo, demonstrando de maneira resumida as
etapas desenvolvidas.

12 OVINOS

4

PROCEDIMENTO CIRURGICO
ARTRODESE TARSOMETATARSAL

1 1 !

HA/TCP-p HA/8103 5% AUTOENXERTO
80/20 (n=4) (n=4) (n=4)

| l !

RADIOGRAFIA POS-OPERATORIO IMEDIATO (n=12)

!

RADIOGRAFIA AOS 30 DIAS DE POS-OPERATORIO (n=12)

|

RADIOGRAFIA AOS 60 DIAS DE POS-OPERATORIO (n=12)

RADIOGRAFIA A0S 90 DIAS DE POS-
OPERATORIO (n=6)

EUTANASIA 60 DIAS POS-OPERATORIO EUTANASIA 90 DIAS POS-OPERATORIO
{(n=6) {(n=6)
e  HA/TCP-p 80/20 (n=2) e  HA/TCP-p 80/20 (n=2)
o HA/SIO2 5% (n=2) s  HA/$I02 5% (n=2)
» AUTOENXERTO (n=2) *» AUTOENXERTO (n=2)

l L |

COLETA DA ARTICULACAO TARSOMETATARSAL E ENVIO PARA
ANALISES HISTOLOGICA E MEV

Fonte: produgdo do préprio autor, 2017.
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4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 12 ovinos, fémeas, mesticas texel, com peso médio de 32,5 + 4,6kg e
12 meses de idade. Durante o periodo do experimento, estes animais foram alocados em baias
no setor de grandes animais do HCV/CAV/UDESC, em grupos de dois ou quatro animais, de
acordo com o tamanho da baia. As ovelhas passaram por um periodo de adaptagdo de, no
minimo, 15 dias previamente ao inicio do experimento, quando receberam medicacao
antiparasitaria (Cloridrato de Levamisol, 1ml/10kg, VO), com uma dose inicial e reforco em 15
dias. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo para ovinos e silagem de

milho, além de &gua ad libitum.

4.3 PRE-OPERATORIO

Previamente a inclusdo na pesquisa, todos os animais foram submetidos a avaliacdo
clinica (coloracdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar [TPC], temperatura retal,
ausculta cardiaca e respiratoria); hematoldgica (hemograma completo e contagem plaquetaria)
e bioquimica (ureia, creatinina, proteina sérica total, albumina, globulinas, aspartato amino
transferase [AST], gama glutamil transferase [GGT], fosfatase alcalina [FA] e fibrinogénio),
para as quais foi colhido sangue da veia jugular, em um volume de 5ml, dos quais 2ml foram
utilizados para a realizacdo de hemograma completo (tubo com EDTA) e o restante para
avaliacdo do perfil bioquimico sérico (tubo com ativador de coagulo).

Foram obtidas radiografias pré-operatérias do membro pélvico esquerdo
compreendendo o terco distal da tibia até, aproximadamente, dois ter¢os proximais dos
metatarsos em duas incidéncias (dorso-plantar e médio-lateral) para que fossem excluidos
individuos com afeccbes osteoarticulares que pudessem comprometer a pesquisa. Neste
momento foi realizado também um exame ortopédico (movimentos de flexdo/extensdo dentro
da normalidade), observacéo da deambulacéo dos animais e avaliacdo dos cascos.

Os animais foram mantidos em jejum solido por 24 horas e hidrico por 12 horas,
previamente ao procedimento cirargico. A tricotomia foi realizada sempre no dia anterior a
cada cirurgia, e compreendia todo 0 membro pélvico esquerdo, desde regido média da coxa até
a altura dos cascos. No dia do estudo, ambos os membros pélvicos foram lavados com agua
morna e clorexidina, a fim de remover ao maximo as sujidades aderidas aos membros e regido

inguinal.
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4.4 PROCEDIMENTOS ANESTESICOS

Administrou-se como medicacdo pré-anestesica, 0,3mg/kg de morfina, por via IM e,
apos cinco minutos, 20ug/kg de detomidina, por via IV. Os animais foram induzidos com
4mg/kg de propofol, por via intravenosa, e em seguida, intubados com sonda endotraqueal tipo
Murphy, de tamanho apropriado ao didmetro traqueal. A manutencdo anestésica foi realizada
com isoflurano em 1,3V% diluido em oxigénio a 100%, tendo sido o paciente mantido em
ventilacdo espontanea por 30 minutos e, apds, alternando aleatoriamente em outras modalidades
de ventilagdo mecénica: ciclada a volume, pressdo e pressdo positiva ao final da expiragdo
(PEEP), cada uma delas durante 30 minutos (estudo paralelo). Como protocolo analgésico, 0s
animais receberam anestesia subaracnoéidea, realizada no espaco lombo sacro L6-S1, com
0,5mg/kg de ropivacaina 0,75% e 0,1mg/kg de morfina, diluida em solucdo fisiolégica NaCl

0,9% em volume final de 1ml/7,5kg.

4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apo6s a indugdo anestésica, 0s animais receberam ceftriaxona sodica, na dose de
30mg/kg, por via intravenosa, a qual foi readministrada a cada 90 minutos enquanto durasse o
procedimento cirdrgico.

Com o animal em decubito lateral direito, foi realizada antissepsia do membro pélvico
esquerdo em todas as suas faces desde a extremidade distal dos metatarsos, estendendo-se
proximalmente até a regido inguinal esquerda, empregando-se o esquema alcool-iodo-alcool.
A extremidade distal do membro foi protegida por atadura estéril, enrolada e fixada ao membro
por tiras de gaze estéril. Os panos de campo foram posicionados de forma a expor 0 membro
pélvico esquerdo a partir da regido distal do fémur.

O acesso a articulacdo tarsometatarsal foi realizado conforme técnica descrita por
PIERMATEI & JOHNSON (2004) para cées e gatos e a artrodese desta foi realizada conforme
técnica e principios descritos por LESSER (2007), também para cées e gatos. Foi realizada uma
incisdo na face lateral do membro pélvico esquerdo, desde o terco distal da tibia até o tergo
distal do metatarso, contornando o aspecto lateral do tarso. O sangramento foi controlado com
pingas hemostaticas e compressdo. O tecido subcutaneo foi divulsionado até se obter a
exposicdo completa do calcaneo. Em seguida, tomou-se o cuidado de afastar o ligamento

colateral lateral, por meio de reparo com fio de seda n° 0.
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A articulacdo tarsometatarsal foi localizada e acessada com uma lamina de bisturi
(Figura 3 A), até se obter a completa separacdo de suas superficies proximal e distal. Foi
realizada a curetagem das superficies articulares com auxilio de um motor elétrico de alta
rotacdo (Figura 3 B), a fim de se promover a destruicdo completa da cartilagem articular e
preparar o leito (Figura 3 C) para posterior preenchimento com o biomaterial correspondente
ou autoenxerto de 0sso esponjoso. Durante todo o desgaste articular, um auxiliar irrigou a area

com solucdo salina estéril, com o intuito de prevenir necrose 6ssea por lesao térmica.

Figura 3 - (A) Acesso cirargico a articulacdo tarsometatarsal em ovinos utilizando uma lamina
de bisturi n® 10; (B) Desgaste de toda a superficie articular com motor de alta rotacéo;
(C) Aspecto da area articular apds a destruicdo completa das superficies (seta). Este
leito foi preenchido com um dos trés tratamentos; (D) Acumulo de sangue no leito
apos desbridamento da cartilagem articulas (seta)

Fonte: Producéo do préprio autor, 2015.

O espaco criado ap6s a destruicdo da articulagdo tarsometatarsal teve seu tamanho
padronizado, entre 5-7mm em todos o0s animais, sendo considerado satisfatério quando
observado sangramento do osso subcondral e uma ampla area de destruicdo da cartilagem
articular. Este espaco foi preenchido por 1,2g de biomaterial granulado esterilizado por radiagédo
gama, HA/TCP- 3 80/20 ou HA/SiO2 5%, hidratados com sangue (Figura 4 A e B), ou ainda
por 0sso esponjoso, coletado da crista da tibia, em quantidade suficiente para preencher a

superficie articular (Figura 4 C e D), no grupo controle. Ambos os biomateriais empregados
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neste estudo apresentaram 0 mesmo aspecto macroscopico e 0 mesmo procedimento prévio a
aplicagéo foi realizado em todos os casos. Os animais foram alocados alternadamente em trés
grupos: Grupo HT (n=4), que recebeu HA/TCP-B 80/20, o Grupo HS (n=4), que recebeu a
composicdo HA/SIO2 5% e o Grupo C (n=4), que recebeu o autoenxerto (controle).

A coleta do osso esponjoso foi realizada a partir de uma incisdo de, aproximadamente,
2cm na regido medial proximal da tibia esquerda, que compreendeu pele, tecido subcutaneo e
peridsteo. Com uma trefina, foi removido um fragmento 6sseo de 6 mm de didmetro, criando-
se um defeito na crista da tibia, através do qual pode-se coletar o tecido 6sseo esponjoso com
auxilio de uma cureta 6ssea de Spratt, em quantidade suficiente para o preenchimento do espaco
articular criado cirurgicamente. Apo6s a coleta, o fragmento 6sseo foi reposicionado no defeito
da tibia e o tecido subcutaneo foi reduzido com dois pontos sultan isolados, com fio de néilon
2-0 e a dermorrafia do local de coleta foi realizada com dois ou trés pontos isolados simples,

utilizando o mesmo fio.
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Figura 4 - (A) Hidratagdo do biomaterial granulado HA/TCP-p 80/20 com sangue arterial
colhido no momento do preparo, para posterior implantagédo no espaco articular;
(B) Aspecto da area articular apds preenchimento com o biomaterial granulado
HA/TCP- B 80/20 (seta); (C) Uso de trefina de 6mm acoplada a uma furadeira para
criar um defeito na crista da tibia esquerda, utilizado para a coleta de 0sso esponjoso
— notar irrigacdo com solucdo fisiolégica NaCl 0,9% para evitar o
superaguecimento e possivel lesdo aos tecidos; (D) Defeito criado na crista da tibia
esquerda, através do qual foi coletado 0sso esponjoso.

Fonte: Produc&o do préprio autor, 2015. '

A estabilizacdo da artrodese tarsometatarsal neste estudo foi obtida pela colocacéo de
uma placa de compressao dindmica de ago inoxidavel, com 10 furos, 170 mm de comprimento,
10 mm de largura e 4 mm de espessura, moldada para acomodacdo no aspecto lateral da
articulacao, e fixada por oito parafusos corticais de 3,5mm, aplicados com compresséo (Figura
5). Destes, cinco parafusos foram fixados aos metatarsos, distais a articulacdo, e trés foram

fixados ao calcéneo, portanto, proximais a articulagéo.
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Figura 5 - Placa de compressao dinamica aplicada na posicdo lateral da tibia esquerda, como
método de fixacao da artrodese tarsometatarsal em ovinos. (A) Placa metalica sendo
moldada para se adaptar a anatomia da regido tarsal em ovinos; (B) Placa moldada
posicionada no aspecto lateral da regido tarsal esquerda em ovinos; (C) Fixacéo do
primeiro parafuso para estabilizacdo do implante metalico; (D) Aspecto final do
implante, ap6s a fixacdo dos oito parafusos corticais para a estabilizagdo da artrodese
tarsometatarsal em ovinos.

Fonte: Producéo do prdprio autor, 2015.

Apos a conclusdo da fixacdo articular, a area foi cuidadosamente lavada com solucéo
salina estéril, a fim de remover quaisquer coagulos, debris ou residuos de granulos dos
biomateriais que eventualmente ficassem depositados nos tecidos moles adjacentes ao defeito
preenchido. A reaproximacdo dos planos anatdmicos sobre a placa dssea foi realizada por meio
de reducéo do tecido subcutaneo com fio de nailon 2-0, em padrdo zigue-zague e a dermorrafia

foi realizada com pontos isolados simples, com fio de nailon monofilamentar n°2-0.

4.6 POS-OPERATORIO

No pos-operatorio imediato, apés o exame radiogréfico, foi confeccionada uma
bandagem do tipo Robert Jones modificada (Figura 6 A, B, C e D), para proteger e fornecer

suporte ao membro operado. A fim de incrementar o suporte, foram criadas artesanalmente talas
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a partir de chapas galvanizadas, moldadas para acompanhar a anatomia do membro, as quais
foram colocadas sobre a espessa camada de algoddo ortopédico, para ndo causar lesdes no
membro operado. Aos 15 dias de pds-operatorio, as bandagens foram retiradas para inspecao
da ferida e retirada de pontos; se ndo houvesse intercorréncia prévia, como deslocamento da
tala, auséncia de apoio no membro operado, ou umidade da bandagem, este era 0 momento da
primeira troca de tala. As trocas seguintes coincidiram com as avaliagdes radiogréaficas (aos 30
e 60 dias de pos-operatdrio) ou a qualquer momento, caso houvesse necessidade por qualquer
uma das razbes anteriormente mencionadas. Estas bandagens foram mantidas por 8 a 12

semanas, até 0 momento da eutanasia.

Figura 6 — Confeccdo da bandagem de Robert Jones modificada. (A) Primeira camada de
atadura envolvendo o membro; abaixo dela, apenas duas tiras de esparadrapo, uma
na face lateral e outra na face medial do membro, estendidas distalmente para
formar o “estribo”; (B) Acima da atadura foi aplicada uma espessa camada de
algodao ortopédico para garantir o acolchoamento da bandagem; (C) Aspecto do
membro apds a Gltima camada de atadura, que recobriu o algodédo ortopédico, sobre
a qual foram colocadas as talas e o esparadrapo; (D) aspecto final da bandagem de
Robert Jones modificada, apds colocacédo das talas e revestimento de esparadrapo.

Fonte: Producéo do préprio autor, 2015.



38

No periodo pds-operatério, os animais receberam suporte analgésico com meloxicam
0,6 mg/kg e dipirona 25 mg/kg, imediatamente ao término da cirurgia, por via intravenosa (1V).
Foi mantido um cateter na veia jugular, ocluido por um plug adaptador PRN, fixado a pele por
fio de nailon 2-0 em ponto de sapatilha chinesa, e envolvido por atadura e esparadrapo, para
administracdes intravenosas subsequentes. Foi administrado meloxicam 0,4 mg/kg a cada 24
horas, durante trés dias, por via IV e dipirona 25 mg/kg a cada 8 horas durante trés dias, por via
IV. Apos cada administracdo IV, o cateter foi lavado com solucéo heparinizada para evitar sua
obstrucdo. Os animais receberam também antibidtico no periodo pos-operatorio, sendo

empregado 5 mg/kg de enrofloxacina, a cada 12 horas, durante 15 dias, por via SC.

4.7 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Durante o estudo, o membro operado dos animais foi avaliado radiograficamente
imediatamente ap6s o término do procedimento cirdrgico e aos 30, 60 e 90 dias de pos-
operatorio. Foram obtidas imagens em duas incidéncias (dorso-plantar e médio-lateral) a cada
avaliacdo e o regime empregado foi de 51 quilovolts (kV) e 1.6 miliampere (mA).

A avaliagdo radiogréafica foi realizada mediante critérios adaptados do estudo de
Albuquerque (2012), conforme tabela 1.
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Tabela 1 — Escores para avaliacdo radiografica da artrodese tarsometatarsal realizada
experimentalmente em ovelhas, com base nos critérios de unido das superficies
Osseas/presenca da linha articular, qualidade do osso neoformado, aspecto e
fixacéo da placa e parafusos e impresséo global da consolidagéo.

Critérios para 0 escore Pontos
UNIAO DAS SUPERFICIES OSSEAS/LINHA ARTICULAR
Perda do detalhe da linha articular 2
Linha articular ainda visivel 1
Linha articular larga 0
QUALIDADE DO OSSO NEOFORMADO
Marcante formacao de novo o0sso, com calo formando ponte 6ssea 2
Formacao 6ssea, mas com ponte dssea pobre 1
Sem neoformacéo 6ssea 0
ASPECTO E FIXACAO DA PLACA E PARAFUSOS
Implantes metalicos com aspecto normal 2
Lise ao redor dos parafusos 1
Afrouxamento, migracdo ou quebra da placa e/ou parafusos 0
IMPRESSAO GLOBAL DA CONSOLIDACAO
Unido radiogréfica 2
Evidéncia radiogréafica de calo, mas com unido incompleta 1
Minima ou auséncia radiogréafica de unido 0

Fonte: Adaptado de Albuquerque (2012).

Para todos os critérios descritos na tabela 1, foi atribuida uma pontuacéo que variou de
zero a dois, sendo que quanto maior a pontuacdo, melhor o resultado. O resultado de cada

critério foi avaliado isoladamente, ndo havendo, portanto, somatdrio entre as pontuacdes.

4.8 AVALIACAO MACRO E MICROSCOPICA

4.8.1 Eutanésia

Os animais foram submetidos a eutanasia ap6s 60 (n=6) ou 90 (n=6) dias de pds-
operatorio, conforme Resolugdo CFMV n°1000/2012, de 11 de maio de 2012 e Resolugéo
CONCEA n°13, de 26 de setembro de 2013, para coleta da articulagéo tarsometatarsal.

O protocolo empregado para a eutanasia consistiu de uma sedacéo prévia dos animais
com 0,2 mg/kg de xilazina, por via IM; apos aproximadamente 15 minutos, os animais foram
induzidos com 8 mg/kg de tiopental por via IV. Na sequéncia, foi administrado 10ml de solugéo
de cloreto de potassio (KCI) a 10% por via intravenosa, como agente indutor da eutanasia. Os

animais foram monitorados por eletrocardiografia digital até a detec¢do de assistolia.
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O fragmento désseo compreendendo a articulacdo tarsometatarsal submetida a fixagéo
permanente foi coletado e dividido em duas partes por meio de uma seccdo longitudinal,
dividindo a amostra 6ssea em uma parte dorsal e outra plantar, sendo que uma porcéo foi
encaminhada a analise por microscopia eletronica de varredura (MEV), no laboratério de
Engenharia Mecénica do Centro de Ciéncias Tecnoldgicas da UDESC, Joinville/SC, e a outra
para andlise histolégica, no laboratério de Histologia Animal do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da UDESC, Lages/SC.

4.8.2 Avaliacdo por Microscopia Optica

As amostras da articulacdo tarsometatarsal destinadas a andlise histoldgica foram
preservadas em formaldeido tamponado a 10%.

O processo de preparo das amostras, iniciou-se com a descalcificagdo em &cido nitrico
a 10%, para posterior processamento em histotécnico, onde foram desidratadas em &lcool,
diafanizadas em xilol para, enfim, serem incluidas em blocos de parafina.

Posteriormente, as amostras foram seccionadas no microtomo em cortes de 4-5um de
espessura e depositados em laminas histolégicas. As ldminas foram coradas pelo método de
hematoxilina e eosina (H&E) descrito por PROPHET et al. (1992) e observadas em microscépio
optico, para andlise dos resultados. A leitura das laminas foi realizada por um avaliador que
desconhecia os tratamentos empregados.

A interpretacao das analises histoldgicas foi realizada mediante 0 emprego de critérios
modificados do estudo de Costa et al., (2015). Os critérios analisados foram: proporcéo de
biomaterial remanescente, 0SSO esponjoso remanescente, cartilagem remanescente,
neoformacéo de tecido 6sseo, deposicao de fibras colagenas, 0sso primério, 0sso secundario,
tecido fibroso, fibrocartilagem e grau de maturacdo, sendo, para cada critério, atribuido um

namero de cruzes correspondente a proporcao observada, conforme demonstrado na tabela 2.
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Tabela 2 — Critérios semi-quantitativos da proporcao de biomaterial remanescente (BR), 0sso
esponjoso remanescente (OER), cartilagem remanescente (CR), neoformacdo de
tecido 6sseo (NTO), deposicéo de fibras colagenas (DFC), osso primario (OP), 0sso
secundario (OS), tecido fibroso (TF), fibrocartilagem (FC) e grau de maturagdo
(GM) utilizados para andalise por microscopia optica.

BR OER CR NTO DFC OoP (O8] TF FC GM

Ausente 0 0 0 0 0 0

Leve + + + + + + + + + +
Moderado ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acentuado ++4+ ++4+ ++4+ ++4+ ++4+ ++4+ +++ ++4+ ++4+ ++4+
Muito ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++4++
acentuado

Fonte: Modificado de Costa et al., (2015).

4.8.3 Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

Os estudos de caracterizagcdo morfoldgica e microestrutural dos biomateriais HA/TCP-
B 80/20 e HA/Si0O2 5% foram realizados previamente a sua implantag&o in vivo.

Amostras da articulacdo tarsometatarsal coletadas no momento da eutanasia dos
animais, aos 60 e 90 dias apds o procedimento cirargico, foram destinadas a analise por
microscopia eletronica de varredura, nos trés grupos. As amostras conservadas em formol a
10% foram submetidas a um rigoroso processo de desidratacdo em alcool 70% e 100%, que
teve duracdo de, aproximadamente, cinco dias. Apds, passaram por um processo de
diafanizacdo em xilol durante um periodo que variou de 8-24 horas, conforme a espessura da
amostra em questdo, e entdo, retornaram para o alcool 100% por mais 24 horas. Apds esta etapa
preparatdria inicial, com o auxilio de um disco de diamante acoplado a um motor de alta
rotacéo, foi feita uma pequena fissura na amostra, a fim de desenvolver um ponto de fragilidade,
que permitiu a fratura do material a ser analisado.

Para facilitar os trabalhos de caracterizagdo pela técnica de microscopia eletronica de
varredura, as amostras foram preparadas utilizando-se um porta amostra na forma de disco em
liga de aluminio com superficie lisa, onde uma fita de carbono dupla face foi fixada para a
deposicdo do fragmento da amostra fraturada. Esta amostra foi, entdo, alocada em um
metalizador e submetida ao processo de metalizacdo por pulverizagdo catodica, com deposicéo

de um filme de ouro sobre a superficie do porta-amostra contendo a amostra a ser analisada. Os
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parametros de deposicédo idnica estabelecidos foram os seguintes: temperatura na camara de
metalizacdo de 25°C, corrente de 40mA, tensdo de 2kV e tempo de deposicdo de 140 segundos,
fornecendo um filme de ouro na superficie das particulas da ordem de 30nm.

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

A analise descritiva morfoldgica foi realizada pelo método visual da interface entre o
biomaterial implantado e a &rea receptora, bem como pela exploragdo do material remanescente
e pesquisa por linhagens de células osteogénicas que se depositaram entre os granulos do
biomaterial, promovendo a formacao de tecido ésseo na regido do implante. Esta analise foi
complementar a analise histologica, sendo realizada por amostragem, ou seja, apenas uma

amostra articular de cada grupo foi analisada por este método.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software computacional (Sigma stat
for Windows, versdo 12). Os dados histoldgicos, obtidos por meio de avaliagdo subjetiva ndo
paramétrica, foram, primeiramente, submetidos ao teste Shapiro-Wilk para analise de
normalidade. Apo6s, para avaliacdo entre grupos, foram submetidos ao teste de Friedman
seguido pelo teste de Tukey, sendo considerados significativos quando p < 0,05. A avaliagdo
do osso esponjoso remanescente (OER) foi submetido ao teste de Mann Whitney Rank Sum

Test e considerado significativo quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO CLINICA

No periodo pds-operatdrio, todos os animais se alimentaram normalmente, apos a
recuperacdo anestésica.
As bandagens de Robert Jones modificadas, mantidas durante todo o periodo do estudo,

se mostraram efetivas e de facil adaptacao por parte dos animais (figura 7 A e B).

Figura 7 - Ovinos submetidos a artrodese tarsometatarsal esquerda, ap6s a colocacdo da
bandagem de Robert Jones modificada. (A) Ovino no segundo dia de pos-
operatorio. Animal apoia 0 membro normalmente. (B) Animais aos 30 dias de pos-
operatério, apos exame radiogréfico e substituicdo da bandagem.

Fonte: Producéo do préprio autor, 2015.

Aos 15 dias de poés-operatorio, foi constatado que um animal do grupo controle estava
evitando apoiar o membro pélvico esquerdo. No momento da retirada da tala para subsequente
retirada de pontos, observou-se que a mesma havia se deslocado parcialmente. Na regido da
crista da tibia, area de coleta do 0sso esponjoso, foi observada a presenca de reacdo periosteal
com formacdo de calo 0sseo, e sensibilidade a palpacdo. Foi realizada massagem com
dimetilsulfoxido (DMSO) e a tala foi refeita. O animal recebeu uma dose de meloxicam para
controle da dor e do processo inflamatério e, no dia seguinte, o animal ja estava deambulando
normalmente. A taxa de complicacdes relacionadas a coleta de 0sso esponjoso no presente
estudo, portanto, foi de 25%.

Um animal do grupo HA/TCP-B 80/20 apresentou crepitagdo na regidao da articulacéo
tarsometatarsal, também aos 15 dias de p6s-operatério, no momento da troca de tala e retirada

de pontos. Foi realizado um exame radiografico para acompanhamento, o qual demonstrou
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movimentacdo da placa em funcdo do afrouxamento dos parafusos localizados no calcaneo,
resultando no afastamento desta das superficies Osseas. A extremidade proximal da placa,
localizada sobre o calcaneo, rompeu a pele e ficou exposta. Este animal recebeu
antibioticoterapia por 21 dias, uma semana a mais do que os demais animais, com enrofloxacina
5mg/kg, a cada 12 horas por via SC e meloxicam por mais dois dias, apos a troca da tala. Aos
32 dias de pds-operatério, o animal apresentou claudicacdo e a exposicdo da placa dssea
aumentou, portanto foi reiniciada a terapia analgésica com meloxicam e dipirona durante dois
dias e antibioticoterapia por mais cinco dias. Este animal foi submetido a exames radiogréaficos
aos 35 e 45 dias de pds-operatdrio, além dos tempos padronizados no estudo. Clinicamente,
apresentava-se bem, com deambulacdo, alimentacdo e comportamento normais, sendo,
portanto, mantido no estudo. Apos a eutandsia, aos 60 dias de pos-operatdrio, a artrodese estava
consolidada e macroscopicamente normal.

Os demais animais submetidos a este estudo apresentaram uma recuperagdo sem
complicacdes, com apoio normal do membro operado, sem sinais de dor, contaminagéo da

ferida e exposicédo da placa dssea.

5.2 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Em todos os animais, exceto um, do grupo HA/TCP-B 80/20, houve uma boa
estabilizacdo do implante, sem sinais de reabsorcdo &ssea, osteomielite ou qualquer
complicacdo. Em todos os momentos, foram obtidas radiografias em duas incidéncias: dorso-
plantar e médio-lateral, a fim de identificar, com precisdo, qualquer alteracdo que pudesse se
manifestar no periodo pés-operatdrio

Em um animal do grupo HA/TCP- 80/20, eutanasiado aos 60 dias de pos-operatorio,
foi observado afastamento da placa de compressdo dindmica da superficie 6ssea e frouxiddo
dos parafusos corticais fixados no calcaneo; estes, na radiografia obtida no pds-operatério
imediato, encontravam-se fixados as duas corticais (lateral e medial) do o0sso, enquanto na
imagem obtida aos 30 dias estavam fixados apenas a cortical lateral, demonstrando que houve
movimentacdo dos implantes. Na ultima imagem radiogréafica obtida, aos 60 dias de pods-
operatorio, observou-se que os parafusos permaneceram fixados a cortical lateral do calcaneo.

Os resultados obtidos pela avaliacdo radiografica estdo demonstrados nos gréaficos

apresentados nas figuras 8 a 11, segundo os critérios: unido das superficies 6sseas/linha articular
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(figura 8), qualidade do osso neoformado (figura 9), aspecto e fixagdo da placa e parafusos
(figura 10) e impressao global da consolidacéo (figura 11).

Na avaliacéo radiografica referente ao aspecto e fixacdo da placa e parafusos, observou-
se que o animal do grupo HA/TCP-B 80/20, que apresentou frouxiddo dos implantes com
deslocamento da placa, foi responsavel pelo importante desvio inferior nos valores do grupo.
Entretanto, nas avaliacdes referentes a unido das superficies 6sseas/linha articular, qualidade do
0sso neoformado e impressdo global da consolidacédo, pode-se observar que esta complicacédo

ndo comprometeu a consolidacdo articular.

Figura 8 - Representacgdo grafica da pontuagdo atribuida para o critério “Unido das Superficies
Osseas/Linha Articular” na avaliagdo radiografica de artrodese tarsometatarsal
induzida experimentalmente em ovinos (comparacdo entre grupos), com base nos
critérios adaptados do estudo de Albuquerque (2012).

Linha Articular
#  Controle
m HATCP
& Ha/5i02
204 ui alSi
2
E 1.0 4 1 tli P17

0,0 1 fli "yt

Pés imediato (n=4) 30d (n=4) 60d (n=4) 90d (n=2)

Momentos

Fonte: 0= linha articular larga, 1= linha articular ainda visivel, 2= perda do detalhe da linha articular. Produgéo do
préprio autor, 2017.
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Figura 9 - Representacdo grafica da pontuacgdo atribuida para o critério “Qualidade do Osso
Neoformado” na avaliagdo radiografica de artrodese tarsometatarsal induzida

experimentalmente em ovinos (comparagao entre grupos), com base nos critérios
adaptados do estudo de Albuquerque (2012).

Qualidade do osso neoformado
® Controle

B HATP
& HASIOZ

;ﬂ i

2,0 1

Mmoo«

1,0

Faontos

of

1 1
P6s imediato (n=4) 30d (n=4) 0d (n=4) 90d (n=2)

Momentos

Fonte: 0= sem neoformacg&o dssea, 1= formagdo Gssea com ponte Gssea pobre, 2= marcante formagdo de novo
0ss0, com calo formando ponte 6ssea. Producéo do préprio autor, 2017.
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Figura 10 - Representacéo grafica da pontuacéo atribuida para o critério “Aspecto e Fixagdo da
Placa e Parafusos” na avaliagdo radiografica de artrodese tarsometatarsal induzida

experimentalmente em ovinos (comparacdo entre grupos), com base nos critérios
adaptados do estudo de Albuquerque (2012).

Aspecto e Fixacdo da Placa e Parafusos

* Controle
H HaTCP
& HalSioz2

S omomom o™

1,0

Faontos

0,0+

Pd= imediato (n=4) 30d (n=4) 60d (n=4) a0d (n=2)
Momentos

Fonte: 0= afrouxamento, migracdo ou quebra da placa e/ou parafusos, 1= lise ao redor dos parafusos, 2= implantes
metélicos com aspecto normal. Produgdo do proprio autor, 2017.
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Figura 11 - Representacdo grafica da pontuacao atribuida para o critério “Impressdo Global da

Consolidagdo” na avaliagdo radiografica de artrodese tarsometatarsal induzida
experimentalmente em ovinos (comparagao entre grupos), com base nos critérios

adaptados do estudo de Albuquerque (2012).

Impressdo Global da Consolidacdo

+ Controle
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& Ha/SiDz
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Pés imediato (n=4) 30d (n=4) 604 (n=4) 90d (n=2)

Momentos

Fonte: 0= minima ou auséncia radiografica de unido, 1= evidéncia radiografica de calo, mas com unido incompleta,
2= unido radiogréfica. Producéo do prdprio autor, 2017.

As figuras 12, 13 e 14 ilustram os resultados radiograficos obtidos com o Grupo HT
(HA/TCP-B), Grupo HS (HA/SIO2 5%) e Grupo C (autoenxerto), respectivamente, no pés-

operatdrio imediato e aos 60 e 90 dias.
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Figura 12 — Radiografias do Grupo HT (HA/TCP- 80/20) no pos-operatorio imediato (A), aos
60 dias de po6s-operatério (B) e aos 90 dias de pos-operatorio (C). Notar area de
radiopacidade acentuada aos 90 dias de pos-operatorio (seta), caracteristica da alta
concentracédo de hidroxiapatita deste composto.

Fonte: Producéo do préprio autor, 2015.
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Figura 13 — Radiografias do Grupo HS (HA/SiO2 5%) no pos-operatorio imediato (A), aos 60
dias de pos-operatério (B) e aos 90 dias de pos-operatorio (C). Observar o
fechamento gradativo da linha articular com o passar do tempo.

Fonte: Producéo do préprio autor, 2015.
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Figura 14 — Radiografias do Grupo C (autoenxerto) no pds-operatorio imediato (A), aos 60 dias
de pos-operatorio (B) e aos 90 dias de pds-operatdrio (C).

Fonte: Producéo do préprio autor, 2015.

No periodo pos-operatério imediato, foi observada a presenca de uma linha articular
larga, preenchida por uma substancia radiopaca (biomateriais ou 0SSO €esponjoso), sem
neoformacao Gssea estabelecida. O aspecto da placa e dos parafusos se mostrou adequado desde
o inicio, conforme demonstrado nas imagens dos trés diferentes grupos.

Aos 60 dias de pos-operatério, foi possivel observar uma reorganizacéo tecidual, com
fechamento progressivo da linha articular, mas ainda com evidéncia desta, além de incremento
na radiopacidade, sugestiva de inicio de neoformacéo 6ssea. Nao foram observadas diferencas
marcantes entre os trés grupos avaliados no que concerne aos aspectos radiograficos pos-
operatorios.

Aos 90 dias de po6s-operatdrio, ainda foi observada a presenca da linha articular, porém
reduzida em relacdo aos momentos anteriores. No grupo HA/TCP-B 80/20 pode-se notar uma
area radiopaca sugestiva da presenca de biomaterial remanescente, 0 que nao demonstrou
comprometer a neoformacgdo dssea. No grupo HA/SIO2 5%, a radiopacidade foi menos
evidente, e havia um aspecto de marcante neoformacdo 6ssea. Nos trés grupos, foi possivel

identificar presenca de calo 0sseo, mas sem a unido 0ssea completa.
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5.3 AVALIACAO MACROSCOPICA

Ap0ds as eutanasias, todos os animais, aos 60 e 90 dias de pos-operatorio, apresentaram
boa consolidacdo Ossea, o foco da artrodese permaneceu firme, sem nenhum sinal de
movimentagdo ou crepitacdo, quando manipulado pelo avaliador (Figura 15). O aspecto

macroscopico da regido coletada foi idéntico para todos os animais, em ambos 0s momentos.

Figura 15 - Aspecto macroscopico post mortem da regido lateral do tarso e metatarsos de ovinos
submetidos a artrodese tarsometatarsal esquerda. (A) Aspecto da placa apds o acesso
a érea cirdrgica. Notar intensa cobertura de tecido mole e fibroso sobre a placa. (B)
Aspecto ap6s a remocdo de tecidos moles e fibroso envolvendo o implante metalico.
(C) Aspecto dos 0ssos ap6s a remocao da placa de compressdo dinamica.

Fonte: Producéo do prdprio autor, 2015.

A placa de compressdo dinamica ficou intensamente coberta por tecido mole e fibroso,
dificultando sua remocao. Esses tecidos foram removidos mecanicamente com lamina de bisturi
e, em seguida, foram retirados os implantes metélicos. Ato continuo, foi realizada intensa
manipulacéo da érea articular estabilizada cirurgicamente e testes de for¢a manuais, realizados
sempre pelo mesmo avaliador, foram exercidos sobre a regido, confirmando a estabilidade

articular e o resultado positivo obtido com a técnica cirlrgica empregada.

5.4 AVALIACAO MICROSCOPICA

A descricdo dos resultados histoldgicos foi realizada por um avaliador cego aos

tratamentos, que atribuiu um ndmero de cruzes para as laminas de cada animal, com base nos
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seguintes critérios: biomaterial remanescente, 0SS0 esponjoso remanescente, cartilagem
remanescente, 0sso primario, 0sso secundario, fibrocartilagem, tecido fibroso e grau de
maturacgéo.

Com base no nimero de cruzes atribuidas para cada critério em cada animal, foi dado o
valor numérico correspondente e realizada a média aritmética para cada grupo, a fim de

simplificar a interpretacdo dos resultados, os quais estdo demonstrados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Mediana (minimo e méximo) dos valores obtidos por grupo ap6s a analise
histologica, com base nos critérios semi-quantitativos analisados: biomaterial
remanescente (BR), 0sso esponjoso remanescente (OER), cartilagem
remanescente (CR), osso primario (OP), osso secundario (OS), fibrocartilagem
(FC), tecido fibroso (TF) e grau de maturacdo (GM), em ovinos eutanasiados apos
60 dias de pos-operatdrio.

GRUPO BR OER CR OP 0sS FC TF GM
HA/TCP- 3 80/20 3,5 0 15 3 1 1 3 3
(3-4) (1-2) (3-3) (1-1) (1-1) (3-3) (3-3)
HA/SiO2 a 5% 4 0 0,5 2 2 15 2,5 2,5
(4-4) 0-1) (2-2 (2-2) 1-2) (2-3) (2-3)
CONTROLE 0 2,5 2 2 2 1 2,5 2,5

(2-3) 2-2) (2-2) (2-2) (1-1) (2-13) (2-13)
Fonte: HA/TCP-B 80/20 (80% hidroxiapatita/20% tricalcio fosfato-B); HA/SIO, a 5% (hidroxiapatita e silica a
5%). Teste de Friedman seguido pelo teste de Tukey, p< 0,05. Para a avaliagdo do OER, foi realizado o teste de
Mann Whitney Rank Sum Test (p< 0,05). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Producao do préprio
autor, 2017.

Aos 60 dias de pos-operatorio, ainda foi observada uma quantidade de biomaterial
remanescente, que variou de acentuada a muito acentuada, em ambos os grupos preenchidos
por uma composicdo a base de fosfatos de célcio; no grupo controle, foram detectados
resquicios de 0sso esponjoso, cuja presenca foi descrita como moderada a acentuada. A
formacao 6ssea, avaliada conforme a observacgdo de 0sso primario e secundario, foi semelhante
nos trés grupos aos 60 dias, considerada, de maneira geral, de moderada a acentuada. Da mesma
forma, a formagé&o de tecido fibroso foi uniforme em todos os animais, sendo observado graus
variaveis de organizacdo, com regides de tecido fibroso em maturagédo e outras com o tecido

maduro. Foi observada a presenca leve a moderada de cartilagem remanescente nestes animais.
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Tabela 4 — Mediana (minimo e méaximo) dos valores obtidos por grupo apos a anélise
histologica, com base nos critérios semi-quantitativos analisados: biomaterial
remanescente (BR), 0sso esponjoso remanescente (OER), cartilagem remanescente
(CR), osso priméario (OP), osso secundario (OS), fibrocartilagem (FC), tecido
fibroso (TF) e grau de maturacdo (GM), em ovinos eutanasiados aos 90 dias de pds-

operatdrio.
GRUPO BR OER CR OP 0S FC TF GM
HA/TCP-$80/20 25 0 15 2 2 0,5 2,5 2
(2-3) (0-3) (22 (2-2 (0-1) (2-3) (2-2)
HA/SIO, a 5% 1,5 0 2,5 2,5 2,5 0,5 3 3
(1-2) 2-3) (-3 (-3 (0-1) (3-3) (3-3)
CONTROLE 0 0,5 1,5 2,5 2 1 2,5 2,5

0-1) @1-2) (2-3) (2-2) (0-2) (2-3) (2-3)
Fonte: HA/TCP-B 80/20 (80% hidroxiapatita/20% tricalcio fosfato-p); HA/SiO, a 5% (hidroxiapatita e silica a
5%). Teste de Friedman seguido pelo teste de Tukey, p< 0,05. Para a avaliagdo do OER, foi realizado o teste de
Mann Whitney Rank Sum Test (p< 0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Producdo do préprio
autor, 2017.

Aos 90 dias, a quantidade observada de biomaterial remanescente foi reduzida variando
entre leve a moderada no grupo HA/SiO, e moderada a acentuada no grupo HA/TCP- 80/20;
a reducdo mais evidente foi observada no primeiro. No grupo controle, por sua vez, houve
reducdo na propor¢do de 0SSO esponjoso remanescente observado, variando de ausente a leve.
A formacdo 6ssea se mostrou ainda entre moderada e acentuada nos trés grupos, ndo sendo

observado uma diferenca marcante entre os dois tempos analisados.

5.4.1 HA/TCP-p 80/20

Aos 60 dias de pés-operatdrio, os animais do grupo HA/TCP-[ 80/20 apresentaram uma
quantidade de biomaterial remanescente que variou de acentuada a muito acentuada, conforme
demonstrado pela andlise histoldgica na figura 16. Embora marcante a presenca do biomaterial
remanescente, € possivel observar neoformacdo déssea ao redor dos granulos na microscopia
eletronica de varredura (MEV), demonstrado na figura 17, indicando alta biocompatilidade e

capacidades osteoindutiva e osteocondutiva.
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Figura 16 - Analise histol6gica demonstrando presenca acentuada de biomaterial remanescente
no grupo HA/TCP-B 80/20 aos 60 dias de pds-operatdrio. Observar que apesar da

grande quantidade de granulos, ha presenca de 0sso primario ao redor destes,
indicando neoformacédo dssea.

Fonte: produgdo do préprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente; OP=0sso primario; OS=0sso0 secundario;
TF=tecido fibroso. H&E, aumento 100x.



56

Figura 17 - Analise por MEV demonstrando a presen¢a marcante de osteoblastos, indicando
processo de neoformacdo Ossea ativo, com tecido 6sseo neoformado envolvendo
um granulo de biomaterial remanescente (setas vermelhas) do grupo HA/TCP-$
80/20, em ovinos aos 60 dias de pos-operatorio.

:
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Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais da UDESC/CCT - Joinville, 2016. Aumento 500x.

A presenca de tecido fibroso também fica evidente e se apresenta em diferentes graus
de maturacdo. Na figura 18, através da andlise histologica é possivel observar uma vasta area
preenchida por tecido fibroso maduro e organizado, em contato direto com areas de

neoformacéo 6ssea, representadas pelo tecido 6sseo primario.
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Figura 18 - Andlise histologica do grupo HA/TCP-B 80/20 aos 60 dias de pds-operatorio.
Observar a acentuada presenca de tecido fibroso (TF) organizado (maduro) e a
neoformacao 6ssea, demonstrada pelas regides com tecido 6sseo primario (OP) e
pela formacdo Ossea adjacente ao granulo de biomaterial remanescente (BR),
indicada pelas setas brancas.

N
\

Fonte: produgdo do proprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente, OP=0sso primario, TF=tecido fibroso.
H&E, aumento 100x.

Aos 90 dias de pos-operatorio, este grupo ainda apresentou quantidade de biomaterial
remanescente moderada a acentuada, e uma evidente neoformacgdo déssea ao redor de seus
granulos (figuras 19, 20 e 21). Esta, pode ser visualizada também ao longo do campo da
microscopia Optica, pela presenca de 0sso primario (jovem) com presenca marcante de
ostedcitos (figura 22).
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Figura 19 - Analise histologica demonstrando a presenca de granulos de biomaterial remanescente

aos 90 dias de pds-operatdrio no grupo HA/TCP-B 80/20. Notar que estes granulos

estdo envolvidos por tecido 6sseo primario, demonstrando a neoformacdo dssea;
presenca de tecido fibroso desorganizado adjacente aos granulos.

Fonte: producdo do préprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente; OP=0sso primario; TF=tecido fibroso.
H&E, aumento 400x.
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Figura 20 - Imagens da MEV evidenciando um granulo de biomaterial remanescente do grupo
HA/TCP-B 80/20 envolvido por tecido 6sseo neoformado, aos 90 dias de pos-
operatorio. As setas vermelhas indicam a zona de interface entre o biomaterial e 0
tecido 6sseo neoformado, caracterizando a capacidade osteointegrativa destes
compostos.
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Figura 21 - A presenca de tecido fibroso (setas vermelhas) é identificada também pela
microscopia eletrénica de varredura (MEV) aos 90 dias de p6s-operatorio do grupo
HA/TCP-B 80/20 (B).
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Figura 22 - Analise histoldgica do grupo HA/TCP-B 80/20 aos 90 dias de pos-operatoério,
demonstrando area de neoformacéo 6ssea com presenca abundante de ostedcitos
(setas pretas) e neoformacdo Ossea ao redor dos granulos de biomaterial
remanescente (setas brancas).

Fonte: producdo do préprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente, TF=tecido fibroso. H&E, aumento 100x.

5.4.2 HA/SiO2 a 5%

Aos 60 dias de pos-operatorio, a presenca de biomaterial remanescente no grupo
HA/SiO2 a 5% foi considerada muito acentuada, de acordo com as imagens histolégicas (figuras
23 e 24). A neoformagdo Ossea nesse grupo foi considerada moderada neste momento,
entretanto, foi observada a presenca de tecido 6sseo primario e secundario em proporcoes
semelhantes. Na MEV, é possivel identificar granulos do biomaterial remanescente envolvidos
por tecido 6sseo neoformado, além de grande presencga de osteoblastos, indicando atividade

osteoprogenitora (figura 25 e 26).
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Figura 23 - Analise histoldgica demonstrando uma presenca muito acentuada de biomaterial
remanescente aos 60 dias de pds-operatério no grupo HA/SIO2 a 5%. A
neoformacdo dssea também € evidente, com observacdo de 0sso primario e
secundario desenvolvendo-se a partir dos granulos. Entremeados ao tecido 6sseo e
ao biomaterial remanescente, pode ser observada a presenca de tecido fibroso
desorganizado.

Fonte: produgdo do proprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente, OP=0sso primario, OS=0ss0 secundario,
TF=tecido fibroso. H&E, aumento 100x.
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Figura 24 - Analise histol6gica demonstrando a presenca de biomaterial remanescente no grupo
HAJ/SiO2 a 5% aos 60 dias de pos-operatorio. Observar o processo de absor¢do do
biomaterial e substituicdo deste por tecido 6sseo neoformado (setas brancas). Neste
detalhe, pode ser identificada uma lacuna deixada pela degradacéo do granulo de
biomaterial, onde se observa a presenca de células grandes (osteoclastos — seta
preta) responsaveis por este processo; além disso, é possivel perceber o fechamento
da lacuna pelo avanco centripeto do tecido 6sseo neoformado.

Fonte: produgdo do proprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente, TF=tecido fibroso. H&E, aumento 100x.
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Figura 25 - Analise por MEV de um granulo de biomaterial remanescente do grupo HA/SiO>
5% envolvido por tecido 6sseo em formacdo (setas vermelhas), demonstrando a
area de interface entre o tecido 6sseo neoformado e o granulo do biomaterial, em

um ovino aos 60 dias de pds-operatorio.

Osteoblastos

Osteoblastos
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Fonte: Grupo de Pesquisa e Biomateriais da UDESC/

CT —Joinville, 2016. Aumento 1000x.
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Figura 26 — Presenca marcante de osteoblastos (setas) na superficie 6ssea, indicando atividade
osteogénica, em um ovino do grupo HA/SiO2 5% aos 60 dias de p6s-operatorio.

Fonte: Grupo de Pesqwsa em Blomaterlals da UDESC/CCT ' J0|nV|IIe 2016. Aumento 500x

Aos 90 dias de pbs-operatorio, foi possivel observar uma marcante redugdo na presenca
de biomaterial remanescente, com fragmentagdo de granulos e liberacdo de pequenas apatitas
deste compdsito, o que ficou bem demonstrado pelas imagens da MEV (figura 27). Houve um
incremento também na proporcdo de tecido 6sseo neoformado, variando entre moderado a
acentuado (figura 28); a formacdo de tecido fibroso também se mostrou acentuada nesse

momento.
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Figura 27 - Aos 90 dias de pds-operatorio, no grupo HA/SiO2 5%, foi observada pela MEV,
minima presenca de granulos concisos e evidenciada a presenga de seus fragmentos,
na forma de apatitas deste biomaterial (setas vermelhas) entremeados ao tecido

0sseo neoformado.
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Figura 28 - Imagem histologica evidenciando area com grande neoformacéo 6ssea no grupo
HAJ/SiO2 a 5% aos 90 dias de pos-operatdrio. Observa-se uma quantidade reduzida
de granulos de biomaterial remanescente, circundadas por grande quantidade de
tecido 6sseo primario (ostedcitos - setas pretas).

Fonte: producdo do préprio autor, 2016. BR=biomaterial remanescente; OP=0sso priméario. H&E, aumento 400x.

5.4.3 CONTROLE

Aos 60 dias de pds-operatério, o grupo controle apresentou moderada a acentuada
quantidade de 0sso esponjoso remanescente (figura 29) e moderada proporcao de neoformacao
0ssea, contendo tecido 6sseo primario (imaturo) e secundario (maduro ou lamelar). Da mesma
forma como nos demais grupos, também foi observada a presenca moderada a acentuada de

tecido fibroso (figura 30).
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Figura 29 - Imagem de MEV ilustrando o aspecto da neoformacdo 6ssea no grupo controle
(autoenxerto de 0sso esponjoso) aos 60 dias de pds-operatério. Observa-se a
presenca de 0SSO esponjoso remanescente (setas vermelhas) bem como intensa
atividade osteoblastica, promovendo neoformacéo 6ssea.

; ’/ - 4. ’
~ Osteoblastos.. .

- g™

=

e -

-




69

Figura 30 - Analise histolégica do grupo controle (autoenxerto de 0sso esponjoso) aos 60 dias
de pds-operatorio, demonstrando presenga moderada a acentuada de 0sso esponjoso
remanescente e moderada neoformacao de tecido 6sseo.

Fonte: producdo do proprio autor, 2016. CR=cartilagem remanescente, OER=0ss0 esponjoso remanescente,
OP=0ss0 primario, TF=tecido fibroso. H&E, aumento 400x.

Aos 90 dias de po6s-operatério, no grupo controle, era praticamente inexistente a
presenca de 0SSO esponjoso remanescente, sendo classificada como ausente a leve. A
neoformacdo éssea foi levemente incrementada, ganhando a classificacdo de moderada a
acentuada, semelhante a proporc¢éo de tecido fibroso observada (figura 31 e 32). Em algumas
areas, proximo as ilhas de cartilagem remanescente, foi possivel observar a presenca de
fibrocartilagem, cuja presenca foi considerada leve neste grupo; este tecido estd em estreito
contato com o tecido 6sseo neoformado (figura 33).
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Figura 31 - Analise histolégica do grupo controle (autoenxerto de 0sso esponjoso) aos 90 dias
de pds-operatoério, demonstrando presenca de tecido 6sseo primario e tecido fibroso
desorganizado.

Fonte: Producéo do prdprio autor, 2016. OP=0sso primario, TF=tecido fibroso. H&E, aumento 400x.
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Figura 32 - Imagem da MEV demonstrando area com tecido fibroso entremeado ao tecido 6sseo
neoformado, em um ovino do grupo controle aos 90 dias de p6s-operatorio.

100x 200 pm

Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais da UDESC/CCT - Joinville, 2016. Aumento 100x.
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Figura 33 - Analise histoldgica do grupo controle aos 90 dias de pds-operatorio, evidenciando
uma area contendo cartilagem remanescente, circundada por tecido 0sseo
neoformado, e a presenca de fibrocartilagem.

Fonte: producéo do préprio autor, 2016. CR=cartilagem remanescente, FC=fibrocartilagem, OP=0sso0 primario.
H&E, aumento 100x.



73

6 DISCUSSAO

A espécie ovina se mostrou adequada para o presente estudo, em que foi realizada
artrodese tarsometatarsal, por sua estrutura anatbmica e por seu temperamento décil, que
permitiram uma adequada execugdo da técnica cirurgica e acompanhamento pos-operatorio
minucioso. Estudos na area de ortopedia vem empregando com frequéncia ovinos como modelo
experimental, por sua estrutura e capacidade de remodelacdo 6ssea (NUSS et al., 2006; VAN
DERPOL etal., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2015; COSTA et al., 2015). Além disso, grande
parte destes estudos envolvem eutanasia em algum momento pos-operatorio, e esta ndo se torna
um impasse para esta espécie mediante comissdes de ética e bem-estar animal, desde que sejam
respeitadas as resolugdes n°1000/2012, de 11 de maio de 2012, do CFMV e n°13, de 26 de
setembro de 2013, do CONCEA, para a realiza¢do do procedimento.

As placas metdlicas sdo dispositivos comumente empregados nas artrodeses por
promoverem boa estabilidade e fixacdo articulares, e seu emprego foi efetivo neste estudo, uma
vez gque 0s animais apresentaram deambulacdo e comportamento normais durante todo o pés-
operatdrio, sem sinais de infecgdo ou méa-unido éssea. Artrodeses em regido distal de membros
sdo mais comumente realizadas, de forma bem-sucedida, com o emprego de placas metalicas
(WININGER et al., 2007; POZZI et al., 2012) e fixadores esqueléticos externos (DOREA
NETO et al., 2007a; LEITE et al., 2013), tanto em humanos quanto em animais. Até o presente
momento, ndo ha descricdo na literatura de técnicas cirdrgicas para artrodese tarsometatarsal
em ovinos, entretanto, a escolha pelo emprego de placas dsseas neste estudo, foi feita com base
no ambiente em que estes animais sdo mantidos, baias com camas de maravalha, o que
dificultaria a manutencdo da higiene do fixador esquelético externo, podendo predispor a
contaminacéo da ferida e dos implantes, com risco de desenvolvimento de complicagdes graves,
como osteomielite; além disso, 0 nimero de animais por baia, que neste estudo variou de dois
a quatro, poderia ser outro agravante, podendo levar a danos nos implantes pelo atrito com os
respectivos implantes de outros animais. Além da maior praticidade e seguranga pos-operatoria,
as placas forneceram suporte rigido e estavel a articulacéo imobilizada, levando a consolidagéo
0ssea em todos os animais deste estudo.

A técnica cirdrgica empregada para a realizacdo do procedimento consistiu em uma
incisdo cutanea no aspecto lateral do membro, do terco distal da tibia até o terco médio dos
metatarsos, correspondente ao tamanho total ocupado pela placa 6ssea. A bandagem de Robert
Jones modificada reforcada com talas metalicas, moldadas para acompanhar a anatomia do

membro pelvico esquerdo, empregadas neste estudo, garantiram o suporte pds-operatorio
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necessario, conforme recomendado por Denny & Butterworth (2006) e foram mantidas durante
todo o periodo de avaliagdo, 60 e 90 dias. A literatura recomenda que seja empregado um
sistema de estabilizacdo externo apos o procedimento de artrodese a fim de auxiliar no suporte
conferido pelo sistema de fixacdo interna, o qual deve permanecer por oito a 12 semanas,
condizente com o que foi realizado neste estudo (DENNY; BUTTERWORTH, 2006). N&o
houve nenhuma complicagdo relacionada a imobilizacéo externa pela colocacéo de bandagem
poOs-operatdria neste estudo, diferindo dos achados de Bristow et al. (2015), que observaram
uma maior morbidade pos-operatdria em decorréncia do emprego de coaptacdo externa.

Alguns autores sugerem a localizacdo da articulagdo tarsometatarsal com auxilio de uma
agulha hipodérmica (POZZI et al., 2012), entretanto, neste estudo foi realizada a localizacéo
com uma lamina de bisturi nmero 10, a qual também se mostrou satisfatoria, pois permitiu a
localizacdo articular e auxiliou na separacdo inicial das superficies 0sseas para posterior
insercdo da broca para desgaste da cartilagem articular.

O desbridamento da cartilagem articular foi realizado por intermédio de um motor de alta
rotacdo com uma broca de desgaste acoplada, sendo que durante o funcionamento desta, havia
um auxiliar irrigando o local com solucéo fisiologica, a fim de minimizar o risco de necrose
tecidual por lesdo térmica, conforme realizado também por Abdulrazaq; Issa; Abdulrazzak
(2015). Embora o desbridamento da cartilagem articular seja um dos requisitos basicos para a
realizacdo da artrodese (POZZI et al., 2012), alguns estudos ja vem sugerindo que técnicas
menos invasivas como compressao do espaco articular e fixacdo rigida sem desbridamento
articular (LAUGE-PEDERSEN; ASPENBERG, 2002); deplecdo do liquido sinovial e
perfuracdo da cartilagem até a exposicdo do o0sso subcondral (LAUGE-PEDERSEN;
ASPENBERG, 2003) ou distracdo da articulagcdo com criacdo de orificios na cartilagem capazes
de expor o osso subcondral (JONES et al., 2009), além de se mostrarem eficientes no quesito
fusdo Ossea, ainda tendem a causar menor trauma aos tecidos moles adjacentes e ao suprimento
sanguineo regional, essenciais para o processo de consolidagdo éssea (POZZI et al., 2012). No
presente estudo, mesmo com a abordagem padréo, mais invasiva, nenhum animal apresentou
isquemia em regido distal do membro, claudicacdo ou ndo-unido 0ssea, sugerindo auséncia de
danos excessivos aos tecidos e suprimento vascular local, corroborando com o estudo de ROCH
et al.(2008), que avaliaram as complica¢des pos artrodeses tarsais em caes e observaram que
ndo houve diferenca significativa na taxa de complicacdes severas, como necrose plantar,
deiscéncia de sutura, perda ou deformidade dos implantes e sepse em artrodeses
tarsometatarsais com ou sem desbridamento da cartilagem articular. Ainda, no presente estudo,

apos as analises histoldgicas, foi observado que, em alguns animais, houve a presenca de
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cartilagem remanescente, todavia, sem comprometer o processo de neoformacdo éssea,
confirmando as informag0es dos autores citados, em que a exposi¢do do 0sso subcondral por si
SO ja permite a estimulacdo do processo de neoformacdo dssea e, atrelado a estabilizagdo rigida
e compressdo das superficies 0sseas, além do uso de enxertos osteoindutores e osteocondutores,
é capaz de promover com sucesso a fusdo das superficies ésseas (LAUGE-PEDERSEN;
ASPENBERG, 2003; JONES et al., 2009, POZZI et al., 2012).

A analgesia po6s-operatdria a base de 0,4mg/kg de meloxicam a cada 24 horas, e 25mg/kg
de dipirona a cada 8 horas, ambos durante trés dias, se mostrou efetiva, levando-se em
consideracdo que os animais ndo apresentaram comportamento diferente do basal ou qualquer
sinal de desconforto aparente. A utilizagdo isolada de anti-inflamatorios ndo esteroidais, como
flunixim meglumine, fenilbutazona e metamizol (dipirona) ja tem sido relatada por outros
autores como método de analgesia pos-operatoria apds procedimentos ortopédicos, como
artrodeses e osteotomias com ou sem coleta de autoenxerto, em ovinos e equinos, de maneira
efetiva (DIAS et al., 2007; JONES et al., 2009; WIEDING et al., 2015).

Aos 15 dias de pos-operatdrio, um animal do grupo controle apresentou reacao periosteal
exuberante na regido da crista da tibia, local doador do autoenxerto, além de dor no membro
pélvico esquerdo, evitando seu apoio. Esta morbidade pds-operatoria relaciona-se com o trauma
gerado durante a coleta do 0sso esponjoso e € amplamente relatada, por diversos autores, que
citam a morbidade da area doadora de autoenxerto como uma importante desvantagem do seu
uso (MOORE et al., 2001; LEGERQOS, 2002; NUSS et al., 2006). Em humanos, um estudo
relacionou alteracdes a curto, médio e longo prazo apds a coleta de 0sso esponjoso, sendo as de
curto prazo: sangramento, fratura tibial, hematoma, equimose, dor severa, infeccdo e perda de
sensibilidade temporéria (CHEN et al., 2006). O animal do presente estudo que apresentou
complicacdes na area doadora do enxerto, manifestou dor e reacdo periosteal, que, embora ndo
esteja descrita pelo referido autor, pode se encaixar em uma complicacdo a curto prazo.

Em outro animal, também aos 15 dias de pds-operatdrio, foi detectada crepitacdo da
regido tarsometatarsal esquerda, sendo que apés avaliacdo radiografica foi evidenciado o
afastamento da placa em relagéo as superficies 6sseas, por afrouxamento dos parafusos fixados
no calcéneo. Roch et al. (2008), avaliaram complicacGes diversas ap0s artrodeses tarsais em
cdes, e consideraram como complicagBes menores 0s casos em que ocorreu movimentacdo dos
implantes, sem a necessidade de remog¢do dos mesmos. Neste mesmo estudo, eles relatam que
estas complicagBes ocorreram por volta dos 28 dias de pds-operatdrio, diferindo do observado
no presente estudo, em que, aos 15 dias de pds-operatorio, o deslocamento ja era evidente. A

provavel causa para este afrouxamento, relaciona-se a movimentacdo lateral da broca no
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momento da confeccdo do orificio, produzindo um defeito maior do que o diametro do parafuso,
predispondo ao seu deslocamento. Prova disso, € que na radiografia obtida no pds-operatorio
imediato observou-se ambos os parafusos fixados ao calcaneo, tanto na cortical lateral quanto
na medial e, aos 30 dias de pds-operatdrio, as imagens demonstraram fixacdo dos parafusos
apenas na cortical lateral.

As imagens radiogréficas sdo ferramentas importantes dentro da ortopedia. Neste estudo,
permitiram monitorar o comportamento dos implantes metalicos empregados, como no caso do
deslocamento mencionado anteriormente, bem como confirmar o correto posicionamento nos
demais animais. Além disso, contribuiram para indicar a velocidade de absor¢do dos
biomateriais empregados, ainda que de maneira subjetiva, e a remodelacdo do espaco articular
em decorréncia do seu preenchimento por tecido 6sseo. Esta avaliacdo pode ser realizada por
meio da observacdo do desaparecimento da linha entre 0 material enxertado e 0 0sso, bem como
pela reducdo na densidade dos implantes, corroborando com o que foi identificado no estudo
de Mayr et al. (2015). O grupo controle aos 90 dias de po6s-operatorio ainda apresentou
radiodensidade inferior ao 0sso cortical normal, da mesma forma como observado por Dias et
al. (2007). Devido a sua subjetividade, esse método ndo deve ser empregado como forma unica
de avaliar a osteointegracdo de biomateriais e a neoformacdo dssea, devendo sempre vir
acompanhada de analises microscopicas, como a histologia e a microscopia eletrénica de
varredura.

O preenchimento do espaco articular com 0sso esponjoso autdlogo € considerado o
padrdo-ouro para a realizacdo de artrodeses, sendo, ainda hoje, 0 método mais comumente
empregado para este tipo de procedimento (POZZI et al., 2012; BRISTOW et al., 2015). Dias
et al. (2007), compararam trés diferentes quantidades (1,59, 3g e 5g) de autoenxerto de 0sso
esponjoso empregados no preenchimento de defeitos corticais criados na diafise tibial de
ovelhas, e concluiram que a resposta esperada no que diz respeito a neoformacdo 0Ossea
independe da quantidade de material colocado, desde que seja preenchida toda a superficie do
defeito. No presente estudo, ndo foi mensurada a quantidade exata de 0sso esponjoso coletado,
entretanto, foi preconizado um volume total capaz de cobrir a superficie dssea distal do defeito,
preenchendo completamente o espaco criado, apds a aposi¢do dos fragmentos 0sseos,
corroborando com os achados de Dias et al. (2007), uma vez que foi observada a fusdo das

superficies 6sseas em todos 0s animais.

Herford et al. (2003) recomendam que a coleta de 0sso esponjoso envolvendo a porgao

proximal da tibia seja feita através da sua face medial e com um instrumento circular, a fim de
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minimizar o risco de fratura no periodo pos-operatorio, exatamente como foi realizado neste
estudo. Neste caso, foi utilizada uma trefina de 6mm de didmetro, estando de acordo com o
estudo feito por Abdulrazag; Issa: Abdulrazzak (2015), que coletaram 0sso esponjoso da crista
iliaca por meio de orificios criados com trefinas de aproximadamente 10mm de diametro e
observaram um pos-operatdrio satisfatério, com minimas complicagbes em humanos. Os
autores recomendam a aplicacdo de uma esponja estéril absorvivel apos a coleta do enxerto
(HERFORD et al., 2003), o que nao foi realizado neste estudo, uma vez que o fragmento 6sseo
cortical removido pela trefina foi reposicionado, previamente a sutura dos planos teciduais.

No presente estudo, apenas um animal de quatro coletados (25%), apresentou dor e reacao
periosteal exuberante na &rea doadora do enxerto, considerada uma complicagdo leve, assim
como sensibilidade, formacédo de seroma ou hematoma e infec¢do, conforme citado por outros
autores (MYEROFF & ARCHDEACON, 2011; O’MALLEY, 2015). Herford et al. (2003)
relataram que a taxa de complicacBes pds-coleta de 0sso esponjoso na tibia proximal é baixa,
especialmente pelo aspecto medial; quando o acesso se da pela face lateral, os autores
consideram que haja um incremento na probabilidade de complicacGes, principalmente pela
proximidade com estruturas anatbmicas, como vasos e nervos, aumentando o risco de lesdes
iatrogénicas. Em 2006, Chen et al. investigaram a morbidade p6s-operatdria na tibia proximal
e observaram 15% de complicacGes leves, como presenca de equimoses e perda temporaria de
sensibilidade em humanos. Em virtude destas e de outras limitacdes, é continua a pesquisa por
biomateriais capazes de substituir o tecido 6sseo autdgeno.

O resultado obtido no presente estudo com o grupo controle demonstrou, ap6s 8 semanas
do procedimento cirlrgico, a presenca de 0SSO €SpoONjoso remanescente, porém com
neoformacao éssea ao seu redor, demonstrando sua capacidade osteoindutiva e osteocondutiva.
Isso se deve ao emprego de 0sso esponjoso no leito desbridado, uma vez que o autoenxerto de
0sso cortical promove osteoconducdo e possui importancia estrutural, com minima atividade
osteoindutiva e propriedades osteogénicas, enquanto que O 0SSO esponjoso apresenta alta
capacidade osteoindutiva, osteocondutiva e osteogénica, além de uma grande area de superficie,
0 que leva a um rapido remodelamento e incorporacdo 6ssea (MYEROFF & ARCHDEACON,
2011). Apos 12 semanas, maior tempo de avaliacdo neste estudo, ainda havia a presenca de
0SSO esponjoso remanescente; avaliacbes mais tardias poderiam ser sugeridas a fim de
investigar o momento em que ocorre a reabsorcdo total do enxerto 0sseo, visto que, apos a
implantacdo, uma parte dos osteocitos transplantados sobrevive e, combinados com a
porosidade do enxerto e as citocinas locais, promove angiogénese e recrutamento de células

mesenqguimais indiferenciadas, promovendo vascularizacdo completa do enxerto em dois dias,



78

neoformacdo dssea em algumas semanas, com remodelagdo por volta de oito semanas e
completa renovacdo do enxerto em torno de um ano apds a implantacdo (MYEROFF &
ARCHDEACON, 2011).

A avaliacdo comparativa entre 0 autoenxerto de 0sso esponjoso e biomateriais a base de
fosfatos de célcio, realizada neste estudo, corrobora com a pesquisa de outros autores que
utilizaram estas substancias com a finalidade de substituicdo 6ssea. A justificativa para tal
aplicacdo esta relacionada ao fato de que a hidroxiapatita, um importante representante desse
grupo, é o principal componente inorganico dos 0ssos, 0 que torna estes compostos bioinertes
e biocompativeis (LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006). Quando comparado aos
biomateriais a base de fosfatos de célcio, 0 0sso autdégeno exibe maior neoformacao e maturacdo
0ssea, entretanto com mais rapida absorcdo do enxerto (BROGGINI et al., 2014), o que pode
ndo ser sempre desejado.

Os resultados obtidos com a composi¢cdo HA/TCP-f 80/20 indicaram acentuada presenca
de 0sso primario, ou seja, 0sso jovem aos 60 dias de pos-operatorio, corroborando com autores
que sugerem que concentracdes mais baixas do TCP-f aumentam a viabilidade celular
(CURRAN; GALLAGHER; HUNT, 2005). Os referidos autores, realizaram estudos in vitro e
observaram que quanto maior a proporcéo de tricalcio fosfato (TCP), menor o nimero de
células viaveis na superficie do biomaterial, enquanto que o TCP em propor¢des mais baixas
(20 a 50%), sustenta a viabilidade celular por mais tempo. Nessa fase de maturacdo éssea, foi
observada a presenca de grande nimero de ostedcitos em suas lacunas e osteoblastos nas bordas
do tecido 6sseo em formacdo, indicando atividade osteogénica. Aos 90 dias, foi possivel
observar presenca moderada tanto de 0sso primario, quanto secundario, este ultimo indicando
a formacdo de osso maduro, com presenca de lamelas concéntricas e dos canais de Havers.
Estes achados corroboram com os estudos de outros autores (KIM et al., 2012; BROGGINI et
al., 2014; COSTA et al., 2015), os quais observaram boa capacidade osteorregenerativa de uma
composi¢éo biféasica contendo 60% de hidroxiapatita e 40% de TCP-p.

Com relagdo a neoformacéo 0ssea, 0s resultados obtidos com o grupo HA/SiO; foram
bastante semelhantes ao bifasico. Houve formagéo de osso primario e secundario de forma
moderada aos 60 dias, 0s quais tiveram um leve incremento aos 90 dias. Broggini et al. (2014)
avaliaram a capacidade osteorregenerativa da HA/SiO e tambem identificaram a presenca de
0sso denso e maduro apds oito semanas de implantagcdo. Chan et al. (2012) implantaram
espumas manufaturadas contendo fosfatos de céalcio associados a silica com diferentes
porosidades na musculatura lombar em ovinos, e observaram que em todas as amostras foi

detectada a formacdo Gssea em até oito semanas. Estes resultados, associados ao observado
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neste estudo, ilustram a alta capacidade osteoindutiva da biosilica, contribuindo de forma
significativa para o incremento da neoformacéo dssea.

O tempo de permanéncia dos biomateriais no organismo € outro foco bastante investigado
em pesquisas, uma vez que as composicdes alteram a velocidade deste processo por aliar
cerdmicas de degradacdo conhecidamente lenta, como a hidroxiapatita, aquelas de absorcéo
répida, como o TCP-p (CHO; CHUNG; RHEE, 2011; COSTA et al., 2015; DALLABRIDA,
2016). No presente estudo, em ambos 0s grupos contendo biomaterial, aos 60 dias apés a
implantacédo, a presenca de biomaterial remanescente foi alta, sendo considerada acentuada a
muito acentuada no grupo HA/TCP- 80/20 e muito acentuada no grupo HA/SiO». Entretanto,
apos 90 dias, houve uma marcante reducdo na quantidade de biomaterial remanescente no grupo
contendo silica, atingindo niveis considerados leve a moderados, enquanto no grupo HA/TCP-
B 80/20 a redugdo foi minima, ficando entre moderada e acentuada. Esses achados corroboram
com os resultados obtidos por outros autores, demonstrando que compostos com grande
proporcao de HA apresentam biomaterial remanescente por longos periodos, ultrapassando 12
a 15 meses (DRAENERT; DRAENERT; DRAENERT, 2014; DALLABRIDA, 2016). Jensen
et al. (2009) avaliaram quatro compostos bifasicos, entre eles HA/TCP-B 80/20, para 0
preenchimento 6sseo de defeitos criados na mandibula de minipigs, e observaram que
compostos com maiores concentracdes de HA demoraram mais tempo para serem absorvidos,
entretanto, sugerem que esta caracteristica parece preservar e oferecer suporte ao tecido 6sseo
neoformado na fase inicial, condizente com o que foi observado neste estudo, em que a
neoformacdo dssea esta em intimo contato com os granulos remanescentes, nao tendo sido
observado prejuizos na osteogénese.

Com relacdo ao grupo HA/SiO2, que apresentou uma importante reducao entre os 60 e 90
dias, estudos sugerem que a porcentagem de material residual é reduzida com o passar do
tempo, de maneira semelhante ao observado com o TCP-B, sendo o processo de neoformacao
0ssea também similar ao referido biomaterial (LIN et al., 2015). Hutchens et al. (2016)
implantaram fosfatos de célcio associados a silica em fémur de ovelhas e observaram
biomaterial remanescente ap6s 12 semanas da implantacdo, embora, assim como no presente
estudo, este biomaterial estivesse completamente circundado por tecido dsseo. Coathup et al.
(2016) compararam fosfatos de calcio associados a silica com duas diferentes porosidades e
observaram, em ambas, uma adequada neoformacgdo éGssea em até 12 semanas, poréem a
composicdo com maior porosidade, apresentou uma absor¢cdo maior, corroborando com o
resultado deste grupo neste estudo, uma vez que os biomateriais empregados no presente estudo

possuem como caracteristica uma estrutura microporosa.
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Nos trés grupos avaliados neste estudo (HA/TCP-B 80/20, HA/SiO2 e autoenxerto) foi
observada presenca moderada a acentuada de tecido fibroso, em sua maior parte, denso e
maduro, além de uma apresentacéo leve de fibrocartilagem, conforme observado também em
outros estudos (DALLABRIDA, 2016; HUTCHENS et al., 2016). Seo et al. (2014) observaram
a formacdo de tecido fibroso denso apds artrodese interfalangeal em equinos, no ponto de
perfuracdo da cartilagem articular, o qual fez uma espécie de “ponte” entre os dois lados da
cartilagem, unindo o osso subcondral subjacente em ambos os fragmentos 0sseos. Sadeghilar
et al. (2014) implantaram na musculatura de coelhos blocos esponjosos contendo diferentes
composicdes bifasicas de HA e TCP, além destes dois puros, e observaram que todos estavam
recobertos por tecido fibroso no momento da retirada, apds trés meses da implantacio. E
possivel que o tecido fibroso identificado neste estudo pudesse ter sido substituido
gradativamente por tecido ésseo, caso avaliagdes mais tardias tivessem sido realizadas, de
acordo com o observado por Dallabrida (2016), que avaliou 0 comportamento de compostos
bifasicos em diferentes proporcGes durante 12 meses e identificou a substituicdo gradativa do

tecido fibroso por tecido 6sseo.
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

7.1 BIOMATERIAL GRANULADO

O biomaterial nesta apresentacéo dificultou sua deposi¢do uniforme na superficie 6ssea,
apos o desgaste da articulagdo tarsometatarsal. O sangramento do 0sso subcondral facilitava a
saida dos granulos do espaco articular e foi necessaria uma quantidade grande de cada composto
para evitar a falha no preenchimento. Além disso, foi necessario o cuidado para que fosse
removido a0 maximo os granulos que se acomodavam nos tecidos moles adjacentes a

articulacéo.

7.2 APARELHO DE RAIO-X

Durante o estudo, o aparelho de raios-x do Hospital de Clinica Veterinaria do
CAV/UDESC apresentou diversos problemas técnicos, sendo que seu uso foi interrompido por
alguns periodos. Algumas avaliacdes radiograficas precisaram ser realizadas com o aparelho de
raios-x portatil empregado para grandes animais, cuja qualidade da imagem é inferior ao
convencional. Isso ndo prejudicou as analises em si, mas limitou o nimero de fotos adequadas
para a ilustracdo do estudo.

As revelacdes dos filmes radiograficos foram realizadas por processador automatico,
exceto nas avaliacBes ocorridas durante o periodo de recesso do Hospital de Clinica Veterinaria
do CAV/UDESC, em que este equipamento se encontrava desligado e foi necessaria a revelacao

manual dos mesmos.
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CONCLUSAO

Conclui-se com o presente estudo que a neoformacdo Ossea promovida pelos
biomateriais HA/TCP-B 80/20 e HA/SIO> € equivalente aquela induzida pelo autoenxerto de
0SS0 esponjoso, tornando estes compostos aptos a substituicdo do tecido 6sseo;

A presenca moderada a acentuada de HA/TCP- 80/20 remanescente ndo traz danos a
osteogénese com base nas analises realizadas neste estudo;

O emprego de placa metalica de compressdo dindmica fixada por oito parafusos
corticais no aspecto lateral da articulagdo tarsometatarsal foi adequada para a estabiliza¢do da

artrodese neste estudo, podendo ser empregada com segurangca em ovinos.
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