OMAR LEONARDO ARISTIZABAL PAEZ.

BIOCERAMICA DE FOSFATOS DE CALCIO NANO-ESTRUTURADO MICRO-
MACRO POROSA EM GRANULOS EM DEFEITO CRITICO EM RADIO DE
COELHOS (Oryctolagus cuniculus).

Tese apresentada a Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para obtencdo do grau de
Doutor em ciéncia animal.

Area de concentracdo: Medicina e Cirurgia
Orientadora: Prof® Cleuza Maria de Faria
Rezende.

BELO HORIZONTE

ESCOLA DE VETERINARIA DA UFMG

2013


http://es.wikipedia.org/wiki/Oryctolagus_cuniculus

A715b

Aristizabal Paez, Omar Leonardo, 1978-

Biocerdmica de fosfatos de calcio nano-estruturado micro macro porosa em granulos

em defeito critico em radio de coelhos (Oryctolagus cuniculus) / Omar Leonardo
Aristizabal Paez. —2013.

54 p.:il

Orientador: Cleuza Maria de Faria Rezende

' Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria.
Inclui bibliografia

1. Coelho — Cirurgia — Teses. 2. Materiais biomédicos — Teses. 3. Ossos — Regeneragio
— Teses. 4. Fosfato de calcio — Teses. 5. Ortopedia veterinaria — Teses. |. Rezende, Cleuza

Maria de Faria. II. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria.
111. Titulo.

CDD - 636.089 79




Tese defendida e aprovada em 10 de maio de 2013, pela Comissdo Examinadora
constituida por:

Prof®. Cleuza Maria de Faria Rezende

’ Presidente ¥,

Dl )

Profe. I\farlene Isabel V?(gas Viloria

~
0y
-

ﬁrof.Mario Jefferson Quirino Louzada

hert (A

Prof?. Elizabeth Ribeiro da Silva

@/mwyam )l

Prof2. £liane Gongalves de Melo




AGRADECIMENTOS.

A UNIVERSIDADE DO TOLIMA, pela oportunidade e o apoio.

A CAPES, pela bolsa de estudo.

A COLFUTURO pelo apoio.

A meus pais e irmd, pelo apoio, compreensdo e carinho mesmo na distancia, estavam junto de mi.
A Professora. Cleuza, pela sua orientacdo, ensinamentos, paciéncia e ajuda.

Aos Professores Anilton e Renato, pela ajuda e co-orienta¢do durante o meu doutorado.

Ao Laboratério EINCO Biomaterial Ltda. Pelo apoio e fornecimento das bioceramicas e demais materiais
por eles fornecidos, assim como o apoio econémico para a realizagdo do experimento.

Aos meus colegas de pds-graduacdo: Endrigo, Fabiola, Isabel, Felipe, Jessica, Raul. Por ser parte da 6tima
equipe cirdrgica e anestésica, 0 que permitiu a correta, rapida e boa execucgdo de todas e cada uma das
cirurgias. Ao aluno de iniciacdo cientifica o Bruno, pelo apoio e ajuda durante todo o experimento.

Ao Centro de microscopia eletronica em cabeca da Professora Elizabeth, pela colaboracgéo nas analises de
microscopia eletrdnica de varredura.

Ao laboratério de Biofisica da UNESP Aracatuba em cabeca do Professor Mario Jefferson, pelo apoio e
ajuda nas avaliagdes densitométricas.

Ao Laboratério de Histopatoldgia da escola de veterinaria da UFV em cabeca da professora Marlene, por
todo o apoio, ajuda e colaboracdo no processamento e analises histolégicos das amostras.

Aos Professores Joaquim Patarroyo e Marlene Vargas, pela amizade, apoio, carinho, conselhos e demais

durantes toda a minha estadia no Brasil, ja sdo quase 10 anos de compartilhar muitas situagdes “MEUS
PAIS NO BRASIL”. Muito obrigado!!!!

A todo o pessoal de escola de veterindria da UFMG, por roda a ajuda, colaboracdo, apoio em todos 0s
momentos, bons e ndo tdo bons.

A todos 0s meus amigos colombianos, Jéssica, Irma, Raul, Ramon, Natalia, Ana Maria, Sebastian. Pela
amizade e momentos de descontragdo lembrando a nossa Colémbia.

A Jessica por toda tua paciéncia, ajuda, conselhos, carinho, sem teu apoio este trabalho néo teria sido
possivel.

A todos 0s que de uma ou outra maneira me ajudaram durante estes 4 anos um MUITO OBRIGADO!!!

VIVA COLOMBIA!!



SUMARIO.

LISTA DE ABREVIACOES 6
LISTA DE FIGURAS 7
LISTA DE QUADROS 12
LISTA DE TABELAS 12
LISTA DE GRAFICOS 13
RESUMO 14
SUMARY 15
1 - INTRODUCAO 16
2 - REVISAO DA LITERATURA 17
2.1 —Tecido 6sseo 17
2.2 - Enxertos 6sseos 22
2.3 — Bioceramicas 23
2.4 — Estudo radiografico 28
2.5 - Densitometria dssea 28
3. OBJETIVOS 28
3.1- Objetivo geral 28
3.2 - Objetivos especificos 28
4. HIPOTESES 28
5. MATERIAL E METODOS 29
5.1 — Animais 29
5.2 — Bioceramicas 29
5.3 - Caracterizacdo das bioceramicas por microscopia eletronica de varredura 29
5.4 - Implantacdo das bioceramicas 29
5.5 - Avaliacdo radiografica 30
5.6 - Densitometria 0ssea 32
5.7 - Microscopia eletrdnica do 0sso 33
5.8 - Analises histologicas 34
6. RESULTADOS E DISCUSSAO 34

7. CONCLUSOES 50
8. PERSPECTIVAS FUTURAS 50
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 50



LISTA DE ABREVIACOES.

a-TCP: Alfa tri-célcio fosfato.

B-TCP: Beta-tri célcio fosfato.

BCO: Fosfato de célcio bifésico.

BMP’s: Proteina morfogenética Gssea.

CETEA: Comité de experimentacdo animal.

COs: Carbonatos.

CGAL: Ceramica em granulos de absorcao lenta.
CGAM: Ceramica em granulos de absor¢do media.
CMO: Contetido mineral dsseo.

CM-UFMG:  Centro de microscopia da universidade federal de minas gerais.

DBM’s: Matriz 6ssea desmineralizadas.

DMO: Densidade mineral 6ssea.

DXA: Densitémetro de dupla emisséo de raios- X.
EBSD: Difracdo de elétrons retroespalhados.

EDS: Espectometro de raios —X de energia dispersa.
FCO: Formacao de calo 6sseo.

FPO: Formacao de ponte dssea.

HA: Hidroxiapatita.

HA-BTCP: Hidroxiapatita beta trifosfato de calcio.

MEV: Microscopia eletronica de varredura.
Mg: Magnésio.

Na: Sadio.

PVPI: lodopolivinilpirrolidona.

RO: Remodelagdo dssea.

RP: Reacdo periosteal.

UNESP: Universidade estadual paulista “Julio de mesquita filho”.



UFMG:
UFV:

Universidade federal de minas gerais.

Universidade federal de vigosa.

LISTA DE FIGURAS.

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Representacdo grafica da estrutura microscopica do osso cortical. (a)
esquema 3D do osso cortical, (b) corte do sistema de Havers, (C)

fotomicrografia de um sistema de Havers. (Fonte: Doblare et al., 2004) .......

Esquema do suprimento sanguineo em um 0sso longo maduro. (Fonte:
Denny e Butterworth, 2000)..........ccoiiriieienie e

llustracdo esquematica da consolidacdo Gssea secundaria. (a) formacgdo do
hematoma no local da fratura. (b) substituicdo do hematoma pelo calo 6sseo.

(c) processo de remodelacdo ¢ssea. (Fonte: Denny e Butterworth,

Esquema da ossificagdo primaria presente nas fixacdes rigidas (Fonte:
Kaderly, L1991) ...ttt enn

Representacdo grafica da consolidacdo 6ssea secundaria. Calo 6sseo apds
nove dias da fratura mostrando osso maduro sob o peridsteo (ossificagcdo
intramembranosa) e abundancia de tecido cartilaginoso adjacente a fratura

(condrogénese) (Fonte: Doblaré et al., 2004) .........ccccovvvveievereie e

Representacdo fotografica dos momentos cirargicos. (A) exposi¢do do radio,
(B) mensuragdo do comprimento do defeito critico, (C) defeito critico, (D)
mini placa dssea posicionada e implantada, (E) implantacdo da biocerdmica
e (F) material ja posicionado no defeito sob a mini placa

OB . v vttt et

Densitbmetro de dupla emissdo de raios X (DXA) modelo DPX-ALPHA

(A) Fotografia da graticula empregada no posicionamento dos 0ssos na mesa

do densitbmetro dsseo, (B) fotografia dos 0ssos posicionados sobre a

18

19

20

21

22

31

32



Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

graticula  prontos para serem  escaneados no  densitdbmetro

Fotografias da tela do computador durante o processamento das analises
densitométricas. (A) fotografia com os dados obtidos depois das analises
feitas pelo software. (B) imagem da densitometria, observa-se a area delimita
da (quadro vermelho) no osso representando a 4&rea objeto do

(2] (0L o [0 TR

Microscopia eletrénica de varredura mostrando os granulos das bioceramicas
de absorcéo lenta e de absor¢do moderada. Na linha A observa-se a macro-
estrutura das particulas de 40-60 mesh; Na linha B observa-se a macro
porosidade das particulas das bioceramicas. Na linha C observam-se 0s

microporos presentes nos granulos das bioCeramicas............ccvvvvveevrieiinncnnnns

Imagem fotografica das radiografias do pos-cirdrgico imediato (dia 0).
Observa-se a ostectomia do radio e o defeito critico, além da mini placa dssea
e 0s seus parafusos, assim como o material implantado e o defeito critico
vazio (controle negativo). (A) vista craniocaudal de ambos os radio operados,
(B) vista mediolateral do radio direito com a bioceramica implantada, (C)
vista mediolateral do radio esquerdo com o defeito critico vazio, controle

QcT0 LY RSSO

Imagem fotogréafica das radiografias dos radios ap6s 8 dias: Observa-se (A)
vista mediolateral do radio direito implantado com a bioceramica de absorc¢éo
lenta, note-se a presenca do material ultrapassando os limites do defeito 6sseo
(seta vermelha). (B) vista mediolateral do réadio direito implantado com a
biocerdmica de absor¢do moderada, a seta vermelha indica a presenca do
material fora do local do implante (C) vista mediolateral do radio esquerdo
com o defeito critico vazio (controle negativo) (quadrado

AMATEIO) ..eieceiie e e e e

Fotografia de microscopia Gtica aos oito dias observa-se tecido de granulagdo
(quadrado azul) assim como presenca de matriz organica ndo mineralizada

nas bordas do defeito critico (circulo preto). Aprecia-se também formacéo de

33

33

35

36

37



Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

tecido Gsseo de aspecto trabécular, sobre o qual havia proliferagdo endosteal
com células osteoblasticas (quadrado preto). Lamina com coloragdo de
HematoXilina-BOSING; 4X.......ceeiiiuiie ittt st sba e s saaaae s
Imagem fotografica das radiografias dos radios dos coelhos apds 15 dias.
Observa-se (A) vista mediolateral do réadio direito implantado com a
bioceramica de absorcdo lenta, observou-se a presenca de reagdo periosteal
avaliada como discreta (escore 1) (seta amarela), nota-se como o parafuso
ultrapassa o limite da segunda cortical do radio (seta laranja). (B) vista
mediolateral do radio direito implantado com a bioceramica de absor¢do
moderada, note-se a presenca de reacdo periosteal avaliada como discreta
(escore 1) (seta amarela), (C) vista mediolateral do radio esquerdo com o
defeito critico vazio (controle negativo): observe-se a presenca de material

radiopaco sugerindo a formacdo de uma ponte 0SSEa...........ccvevreererieriireenenns

Fotografia de microscopia 6tica aos 15 dias, animal pertencente ao grupo GlI.
Observa-se evidente formacao de tecido ésseo (quadrado roxo) assim como
a osteointegracao desse novo tecido 6sseo com as bordas do defeito (circulos
azuis). lgualmente, havia presenca de tuneis vasculares no interior do
implante (quadrados pretos), assim como pequenos focos cartilaginosos no

centro do defeito (circulo preto), Lamina corada com Hematoxilina-Eosina,

Imagem fotografica das radiografias dos radios dos coelhos aos 30 dias
observa-se: (A) vista mediolateral do radio direito implantado com a
bioceramica de absorcdo lenta, aprecia-se a presenca de reacdo periosteal
discreta (escore 1) (seta amarela), (B e C) vista mediolateral do radio direito
implantado com a biocerdmica de absorcdo lenta, observe-se a formagao de
uma ponte dssea discreta (escore 1) (retangulo verde), (D) vista mediolateral
do rédio direito com presenca de calo 6sseo discreto (escore 1) animal

PErtENCENLE 80 Gl.....veiiiiceie e st e nrae e

Fotografia de microscopia 6tica aos 30 dias, animal pertencente ao grupo GlI.
Observa-se presenca significativa de tecido 6sseo imaturo (quadrado roxo),

com numerosas células osteoblasticas. Também foi evidente a presenga da

37

38

39

40



Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

ceramica no local do implante (circulos azuis) assim como a presenca de
vasos sanguineos de grande calibre (retdngulo preto). Lamina corada com
Hematoxilina-Eosina, L10X......ccccoevieeiiiieisieie st

Imagem fotografica das radiografias dos rédios de coelhos aos 45 dias.
Observa-se: (A) vista mediolateral do radio direito com a bioceramica de
absorcdo moderada; observa-se ponte Gssea discreta (escore 1) (retangulo
vermelho), (B) vista mediolateral do radio direito com a bioceramica de
absorcdo moderada; observa-se ponte 6ssea moderada (escore 2) (retangulo
azul). (C) vista mediolateral do radio direito com o defeito critico vazio
(controle negativo). Nota-se a presenca de material radiopaco preenchendo o

defeito, reagdo avaliada como moderada (escore 2) (retangulo verde) ............

Fotografia de microscopia 6tica aos 45 dias. Observa-se evolucdo normal no
preenchimento da falha, ainda com presenca de pequenos focos do material
ceramico no defeito (quadrado verde). Numerosas células osteoblasticas
sobre a superficie do tecido ostedide adjacente as bordas, indicando
osteointegracdo (quadrados pretos). Estas observacbes foram semelhantes

para os Gl e Gll. Lamina corada com Hematoxilina-Eosina, 10X................

Imagem fotogréafica das radiografias dos radios de coelhos aos 60 dias. A e B
vista mediolateral do rédio direito com a bioceramica moderada. Observa-se
a formacdo de ponte 6ssea escore 1 (retdngulo amarelo), e escore 3 (retangulo
laranja). (C) vista mediolateral do réadio direito com a biocerdmica de
absorcdo lenta. Nota-se a presenca de remodelacdo dssea (escore 3) (Seta
laranja). (D) preenchimento do defeito vazio, avaliado como exuberante
(escore de avaliacéo trés) (circulo vermelho). (E) vista mediolateral do radio
direito implantado com a biocerdmica de absor¢do lenta, reacdo periosteal

exuberante  (escore 3) (seta  verde) nos  extremos  da

Fotografia de microscopia oOtica aos 60 dias, grupo Gll. Observou-se maior
formagdo e crescimento de tecido 6sseo (quadrado preto) do que no grupo

Gl, presencga de pequenos focos cartilaginosos (quadrado azul) assim como

41

43

43



Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

da ceramica (circulos verdes) e tecido conjuntivo ao redor dos granulos do
implante. Lamina corada com Hematoxilina-Eosina, 10X..........c.ccoceevvvevnnnee.

Fotomicrogréfias de microscopia eletrénica de varredura aos 60 dias apds a
implantacdo da biocerdmica macro-micro porosa em defeito critico do radio
de coelho, evidenciando o crescimento do tecido 6sseo. (A) granulos de
bioceramica de absorcdo lenta: observa-se o tecido ésseo neoformado ao
redor (quadrado verde) dos granulos e formacdo de dsteon primario (seta
vermelha); (B) granulos de bioceramica de absor¢do moderada evidenciando
também o crescimento de tecido 6sseo ao redor dos granulos de bioceramica
(quadrado verde); (C) grupo controle negativo, observam-se as lacunas

dentro do tecido 6sseo neoformado (circulos laranja) ..........ccoceevverevvineeicnnns

Imagem fotografica das radiografias dos radios dos coelhos ap6s 90 dias.
Observa-se (A) vista mediolateral do radio direito com o bioceramica de
absorcdo moderada. Nota-se a presenca de formacdo de ponte Ossea,
exuberante (escore 3) (retangulo vermelho). (B) vista mediolateral do réadio
direito com o grupo controle. Nota-se a presenca de formacao de ponte dssea,
exuberante (escore 3) (retdngulo vermelho). (C) pode-se observar a
remodelacdo dssea no controle negativo classificada como moderada (escore

2) ap0s 90 dias (CIrculo azul) .......ccceevviiiiiie e e e

Fotografia de microscopia 6tica aos 90 dias, grupo Gll. Observa-se maior
presenca de tecido 0sseo maduro em relacdo ao GlI, caracterizado por
presenca Osteons secundarios (quadrado preto) e grandes vasos sanguineos
(quadrado verde), ainda com presenca de granulos da ceramica (circulos

azuis). Lamina corada com Hematoxilina-Eosina, 10X..........c.ccceevvevieiennnnne.

Fotomicrografias de microscopia eletrdnica de varredura aos 90 dias apés a
implantagdo da bioceramica macro micro porosa no defeito critico do radio
de coelho. (A, B) bioceramica de absorcdo lenta e moderada: observa-se o
tecido 6sseo neoformado maduro, com presenca de ésteons secundarios

(CIFCUIO AZUI) ..o et

44

45

46

47

47



Figura 26

Figura 27

Fotografias de microscopia ética aos 120 dias. (A) Observa-se tecido 6sseo
compacto bem diferenciado preenchendo a totalidade do defeito (quadrados
pretos), com presenca de Osteons secundarios (circulos azuis), sendo
evidentes os sistemas de Havers. 10X. (B) observou-se regeneracdo 0ssea,
porém, menos desenvolvida quando comparada aos grupos (quadrado preto)
Gl e GllI. 4X. Lamina corada com Hematoxilina-

L0 LY 1 1 VTP

Fotomicrogréafias de microscopia eletronica de varredura aos 120 dias ap0s a
implantacdo da bioceramica macro micro porosa no defeito critico do radio
de coelho. (A, B) bioceramica de absorcdo lenta e moderada: observa-se a
presenca de tecido 6sseo maduro, com presenca de Osteons secundarios

(oL L= o [o IR =T o ) PSR

48

49

LISTA DE QUADROS

Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Fosfatos de célcio em sistemas bioldgicos (Fonte: Lobo, 2011) ...................

Classificacdo dos biomateriais de acordo com o tipo de ligacdo com o tecido
0sseo (biodindmica). O= tecido 0sseo; B= biomaterial (Fonte: Lobo,
2000) oot ettt et ne e er s

Escore de avaliagdo radiografica para consolidacdo de osteotomia
experimental (Sanchez, 2010) .......ccocvieeieie s

LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Valores das médias da DMO (g/cm?) observados nos diferentes grupos
avaliados ao longo do tempo. Observam-se diferencas significativas ao ser
comparadas as médias do Glll e as médias dos Gl e G I, pelo teste de
TUKEY (P 0,05) ..ottt ettt sttt re e e e

24

26

32

49



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1

Comparacdo das médias das DMO obtidas durante todos os tempos
experimentais nos trés tratamentos. No eixo Y valores das médias das DMO
obtidas; no eixo X os dias de avaliacdo dos tratamentos ao longo do



RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram determinar as caracteristicas e propriedades estruturais da
bioceramica de fosfato de célcio nano estruturado micro macro porosa em granulos, de absorcao
lenta e moderada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e avaliar seu efeito em defeitos
criticos experimentais em radio de coelhos, mediante avalia¢des clinica, radiografica, histoldgica
e densitométrica (DMO). A andlise na MEV mostrou microporos de até 10um de didmetro e
macroporos acima de 100 um. Utilizaram-se 70 coelhos, Nova Zelandia, adultos jovens, machos
nos quais foi realizado um defeito critico em ambos os radios. Os membros constituiram 0s
grupos: Gl, biocerdmica lenta; Gll, biocerdmica moderada e GlllI, controle negativo. AvaliacGes
radiogréaficas foram feitas antes da cirurgia, imediatamente apds, aos oito, 15, 30, 45, 60, 90 e 120
dias, seguindo-se a eutanasia por sobre dose anestésica no final de cada tempo. Os radios foram
colhidos para avaliacdes de densitometria, histolégica e microscopia eletrénica de varredura. A
MEYV foi feita aos 60, 90 e 120 dias. Observou-se radiograficamente aumento da densidade do
implante aos oito e 15 dias, com diminuicdo gradativa até alcancar uma radiopacidade semelhante
a do tecido Gsseo adjacente. Na histologia verificou-se formacado de rede vascular entre 0s poros
de ambas bioceramicas desde os 8 dias, formacado de tecido 6sseo primario e trabéculas aos 30
dias, ésteons primarios e 0sso compacto aos 120 dias, preenchendo a totalidade do defeito, com
presenca de Osteons secundarios e sistemas de Havers evidentes. A DMO aumentou até aos 45
dias nos grupos I e 11, com diferenca significativa entre os grupos tratados e o controle ao longo
do tempo do estudo. Ambas as biocerdmicas permitem a invasao e crescimento celular e propicia
a regeneracdo 0ssea, constituindo-se em implantes apropriados para o preenchimento de defeitos
0sseos criticos.

Palavras chaves: bioceramica, defeito critico, fosfatos de calcio, radio, coelho.



SUMARY

The objectives of this study were to determine the characteristics and structural properties of
bioceramic calcium phosphate nano-structured micro macro porous granules of slow absorption
and moderated by scanning electron microscopy (SEM) and evaluate its effect on critical defects
in experimental rabbits radio by clinical, radiographic, histologic and densitometric (DMQO). The
analysis on the SEM showed up to 10 um micropores and macropores of diameter greater than
100 micrometers. We used 70 New Zealand rabbits, young adults, males in which we performed
a critical defect in both radios. The members formed groups:Gl, bioceramic slow, Gll, GllI and
bioceramic moderate, negative control. Radiological assessments were made before surgery,
immediately after the eighth, 15, 30, 45, 60, 90 and 120 days followed by euthanasia by anesthetic
overdose at the end of each time. The radios were harvested for evaluation of densitometry,
histological and scanning electron microscopy. The SEM was taken at 60, 90 and 120 days. It
was observed radiographically increased density of the implant at eight and 15 days with a gradual
decrease until reaching a radiopacity similar to the adjacent bone tissue. Histologically there was
formation of vascular network between the pores of both bioceramics from 8 days training of
primary and trabecular bone at 30 days, primary osteons and compact bone at 120 days, filling
the entire defect, the presence of osteons Secondary and Haversian systems evident. The BMD
increased up to 45 days in groups I and Il, with a significant difference between the treated and
control groups throughout the study period. Both bioceramics allow invasion and cell growth and
promotes regeneration of bone, constituting a suitable implant for filling critical defects.

Keywords: bioceramic, critical defect, calcium phosphates, radio, rabbit



INTRODUCAO

A perda ou alteracdo funcional de um 6rgéo
ou tecido é um dos problemas de satde mais
frequentes, complexos e de alto custo
(Langer e Vacanti, 1993). Tais perdas ou
defeitos organicos e teciduais sdo
geralmente abordados por meio da
substituicdo protética da parte acometida ou
por transplantes teciduais (autélogos ou
homologos) ou ainda por érgaos completos
(Vacanti e Langer, 1999). Entretanto, o
indice de insucesso dessas técnicas, além das
desvantagens por elas apresentadas,
demandam uma busca continua por solucgdes
mais eficazes, seguras e previsiveis.

Dentre todos o0s Orgdos e tecidos
transplantados, o tecido 0sseo assume o
segundo lugar, perdendo apenas as
transfusdes sanguineas (Betz, 2002).
Embora os enxertos 06sseos autélogos e
homdlogos correspondam a 90% dos
enxertos, o indice de insucesso varia da 13 a
30% para os autélogos e de 20 a 40 % para
0s homélogos (Mackay et al., 1998). Ha,
portanto, a necessidade de continuidade de
pesquisas por alternativas terapéuticas que
proporcionem maior indice de sucesso nos
procedimentos cirirgicos com minimo risco
para 0s pacientes.

O 0sso0 € um composito mineralizado que
apresenta diversos tipos celulares associados
a uma fracdo mineral e uma biopolimérica.
A fracdo mineral é composta basicamente
por cristais de apatita que se assemelham a
hidroxiapatita (HA) e que contém, em
menores proporgdes, outros minerais como
carbonato (CO3), magnésio (Mg) e sbdio
(Na). A frac&o biopolimérica é composta por
proteinas da matriz extracelular, onde se
observa predominancia de colageno tipo I,
além de outras proteinas ndo colagenosas
como osteopontina, fibronectina,
sialoproteina d6ssea e proteinas 0sseas
morfogenéticas (LeGeros, 2008).

A pesquisa por substitutos Osseos data da
pré-historia e grandes esforgos ainda sdo

direcionados para a elaboracdo de
substitutos  sintéticos  que  possam
proporcionar resultados semelhantes ou
superiores aos enxertos autologos (Caplan e
Goldberg, 1999; Betz, 2002). A
bioengenharia de tecidos, que aplica
principios de biologia, quimica, matematica,
fisica e engenharia, tenta reproduzir
processos bioldgicos basicos que ocorrem
durante a regeneracdo tecidual, para que se
possa obter uma recuperacdo funcional do
esqueleto humano (Caplan e Goldberg,
1999).

Dentre o0s biomateriais sintéticos que
apresentam potencial para serem utilizados
como matrizes carreadoras de células tronco,
estdo as bioceramicas bifasicas de fosfatos
de calcio (BCP), devido a sua semelhanca
quimica com o0 0sso, bioatividade,
biocompatibilidade. Algumas biocerdmicas
tém sido consideradas também
osteoindutoras e nédo apenas
osteocondutoras, como a maioria dos
biomateriais sintéticos (Wykrota et al.,
2000; LeGeros, 2008). Além disso, a
diversidade e versatilidade de formas de
apresentacdo assim como, a possibilidade de
se obter biomateriais com distintas
composi¢bes quimicas e estruturas fisicas
fazem das bioceramicas bifasicas uma
vantajosa  alternativa para  cirurgias
ortopédicas, de cranio e bucomaxilofaciais
(De Oliveira et al., 2007; LeGeros, 2008).

Algumas bioceramicas bifasicas de fosfatos
de célcio sdo capazes de promover a
regeneracao 6ssea com sucesso, de pacientes
portadores de defeitos ortopédicos cavitarios
de diversas magnitudes e em distintas
localizagBes assim como, de defeitos 6sseos
(Wykrota et al.,, 2000). Sabe-se que a
evolugdo clinica de cada paciente é
dependente ndo apenas do tipo de substituto
0sseo utilizado, mas também de suas
condigbes gerais como idade e doencas
associadas e da técnica cirdrgica utilizada.
No que diz respeito aos biomateriais, as
respostas  teciduais sdo  diretamente
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dependentes de sua composi¢do quimica e
de suas caracteristicas fisicas. Biomateriais
que diferem em um ou mais desses quesitos,
levardo inevitavelmente a distintas respostas
locais e logo, a diferentes evolucdes clinicas
(Wykrota et al., 2000; Lobo, 2011). A
biocerdmica de fosfato de célcio nano-
estruturada micro macro porosa em granulos
(HA/BTCP), possui microporos com até 10u
de diametro, apresentam capilaridade e
tensdo superficial, propriedades para
armazenar, transportar e liberar sustancias
proteicas (quimiotaxia), como fatores
morfogenéticos sinalizadores do préprio
individuo para a formagdo de tecidos, ou
substancias extrinsecas, como fatores de
crescimento (BMP’s), medicamentos e
quimioterdpicos. Sua geometria apresenta
vantagens em relacdo a outros materiais sem
essas caracteristicas, ja que a osteogénese é
geometricamente dependente. Da mesma
forma, os macro poros de até 500y permitem
a deposicdo das células e a condugdo do
processo por haptotaxia (movimentacGes das
células na superficie do material),
permitindo a formacgdo dssea dentro dos
poros e na superficie do material, resultando
em uma Otima aderéncia devido a liberacédo
de substéncia cimentante amorfa produzida
pelo osteoblasto que confere estrutura e
resisténcia mecanica ao sistema
(Bioceramica, 2011).

Encontram-se disponiveis diferentes
apresentacbes de ceramicas, inclusive com
diferentes tempos de absorcdo que podera
ser um fator decisivo diante de situagdes
clinico-cirargicas especificas.

Assim o objetivo deste estudo foi avaliar por
exames clinicos, radiograficos, histoldgicos,
de densitometria, e de microscopia
eletrbnica de varredura, o efeito da
HA/BTCP de absorcéo, lenta e moderada,
apos seu emprego em defeito critico em
radio de coelhos.

REVISAO DA LITERATURA

A bioengenharia de tecidos € conhecida
como a ciéncia interdisciplinar que integra
os principios de engenharia aos das ciéncias
biolégicas com o intuito de desenvolver
substitutos  biolégicos que  restaurem,
mantenham ou melhorem a funcéo tecidual
(Langer e Vacanti, 1993; Caplan e Goldberg
1999). Os primeiros indicios de sua
utilizacdo retrocedem ao ano de 1933
quando Bisceglie implantou, na cavidade
abdominal de um suino, células tumorais de
camundongos carreadas em uma membrana
polimérica e observou que as células
permaneceram  Vidveis, sem  serem
eliminadas pelo sistema imune (Langer e
Vacanti, 1999).

Ao longo dos anos e com o aumento do
conhecimento relativo ao isolamento e
cultivo das células, trés estratégias
terapéuticas passaram a ser empregadas: 1 -
infusdo de células; 2 - utilizagdo de
moléculas bioativas ou substéncias indutoras
de tecidos; 3 - implantes de células
cultivadas sobre ou dentro de matrizes
(scaffolds) (engenharia de tecidos) (Langer e
Vacanti, 1993).

Assim, a engenharia de tecidos trouxe
consigo a medicina regenerativa (Vacanti e
Langer, 1999). Fundamentalmente, todos 0s
procedimentos relacionados a engenharia de
tecidos envolvem a utilizacdo de células, que
constituem a base da neoformacéo tecidual
(Caplan e Goldberg, 1999).

Tecido 6sseo

O o0sso € um tecido conjuntivo, duro,
especializado que possui importantes
funcBes estruturais e metabdlicas (Doblare
et al., 2004; Samuelson et al., 2007). A
habilidade deste tecido em armazenar
minerais, em  especial 0 calcio,
principalmente na forma de cristais de
hidroxiapatita, é uma das caracteristicas que
o diferencia dos outros tecidos conectivos
(Samuelson et al., 2007). O esqueleto do
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coelho é mais fragil do que os de outras
espécies e representa 8% do peso corporal
total (Mader, 1997). A anatomia e a
fisiologia 6ssea do coelho apresentam
semelhangas com as dos seres humanos
(Norris et al., 2001), e no coelho adulto, o
0sso lamelar pode ser cortical (compacto) ou
trabécular (esponjoso). Microscopicamente,
0 0ss0 cortical possui uma unidade estrutural
basica formada por um Gsteon ou sistema de
Havers orientado longitudinalmente, onde a
matriz extracelular é depositada em camadas
concéntricas ao redor do canal vascular
central chamado de canal de Havers. Entre
as camadas, pode-se observar lacunas que
contem ostedcitos (Fig. 1) (Webb e Tricker,
2000; Doblaré et al., 2004). Verifica-se um
tempo mais curto de consolidacdo 6ssea no
coelho ao ser comparado com outras
espécies, devido ao metabolismo acelerado
da espécie (An et al., 1999; Richardson,
2000; Hankenson et al., 2003).

No 0sso compacto, fibras nervosas e vasos
sanguineos, passam pelo canal de Havers e
pelos canaliculos até chegarem aos
ostedcitos e no osso trabécular, o aporte
sanguineo é obtido através do enddsteo. Os
canais de Volkmann s&o transversais a
obliquos e unem os canais de Havers e 0
sistema vascular do periésteo e do enddsteo
(Fig. 1) (Samuelson et al., 2007).

O suprimento do osso maduro deriva-se da
circulacdo sistémica e é feito através das
artérias nutricias, metafisarias e periosteais
(Doige, 1990; Denny e Butterworth, 2000).
O fluxo de sangue através do cortex
diafisario dos ossos longos ocorre de forma
centrifuga, da medula para o peridsteo
(Wilson, 1991).0 sistema vascular aferente
encontra-se na cavidade medular do 0sso e é
constituido pela artéria nutricia e pelas
artérias metafisarias proximal e distal. A
artéria nutricia atravessa a cortical e penetra
na cavidade medular onde se divide em
artérias ascendentes e descendentes nutrindo
0 endosteo da regido diafisaria do 0sso
(Wilson, 1991; Denny e Butterworth, 2000).
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(b)
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Canaliculos
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Figura 1. Representacdo grafica da estrutura microscopica do
0sso cortical. (a) esquema 3D do osso cortical, (b) corte do
sistema de Havers, (c) Fotomicrografias de um sistema de
Havers. (Fonte: Doblare et al., 2004).

As metafises dsseas sdo supridas pelas
multiplas artérias metafisarias que se unem
as artérias diafisarias. Nos 0ssos longos,
medula e cortex possuem vascularizacdo
paralela, com ramos vasculares que derivam
da artéria nutricia. O ramo que nutre o cortex
divide-se para suprir 0s vasos dos canais de
Havers (Fig. 2) (Wilson, 1991).

O peridsteo que se encontra unido ao 0sso e
em contato externo com a musculatura,
possui vasos sanguineos, tecido conectivo
fibroso denso e células osteogénicas
(Samuelson, 2007). Sua vascularizacao
consiste em vénulas e arteriolas que
fornecem um aporte sanguineo restrito,
atingindo apenas um quarto a um terco da
espessura da cortical, onde se anastomosam
com os capilares do sistema arterial medular.
A pressdo do fluxo sanguineo medular
parece limitar o fluxo periosteal para a parte
interna do cortex (Fig. 2) (Wilson, 1991).

Durante a vida, o osso cresce, modifica a sua
forma, se regenera e sofre constante
remodelacdo. No adulto, a formacdo e a
reabsorcdo 6ssea mobilizam e armazenam o
calcio e o fosforo dos o0ssos, sendo que o
equilibrio entre essas atividades ao longo do
tempo determina a massa 0ssea. Esses
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processos sdo mediados por eventos
mecanicos, hormonais e fisioldgicos
(Doblaré et al., 2004). Dentre os fatores que
promovem o processo de reabsorcao éssea
esta principalmente, a remocdo de tecido

necrosado, mas também  processos
prolongados de estresse biomecanico,
desequilibrios nutricionais como

deficiéncias de vitaminas e/fou minerais
como o calcio, diminuicdo ou auséncia de
atividade fisica e alteracGes na secre¢do de
hormdnios (Samuelson, 2007).

Quando lesionado, o tecido dsseo, diferente
de outros Orgdos, pode-se regenerar,
voltando apds a remodelacéo, ao seu estado
fisiologico (funcéo e forma). Esse complexo
processo que envolve a interacéo de diversos
mecanismos esta sujeito a variacdes e pode
ser dividido em diferentes fases sequenciais
que compreendem inflamacdo aguda,
formacdo do hematoma, angiogénese,
formacdo do calo, ossificacdo e remodelacao
(Fig. 3) (Webb e Tricker, 2000; Doblare et
al., 2004). A duracdo de cada fase e o tempo

necessario para completar o processo de
reparacdo tecidual depende de alguns fatores
como a idade do paciente e estado de salde
geral, tipo, duracéo e intensidade do trauma,
resposta inflamatoria, suprimento sanguineo
local, reducgdo, estabilizacdo, carga e
movimento (Pinheiro e Gerbi, 2006).

Quando se produz uma fratura, o periosteo é
dilacerado, 0s vasos sanguineos sao
rompidos, os fragmentos @sseos sdo
deslocados e o tecido mole traumatizado.
Como consequéncia, ocorre sangramento
local com subsequente formacdo do
hematoma e interrupcéo do fluxo sanguineo,
inflamacdo e edema na area lesada, seguidos
pela proliferacdo de células mesenquimais
pluripotenciais, para depois dar inicio a
consolidagdo éssea (Doige, 1990).

S&o descritos dois tipos de consolidacdo
Ossea, primaria e secundaria, e a sua
ocorréncia depende fundamentalmente do
grau de estabilidade presente no foco da
fratura durante todo o processo de
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Figura 2. Esquema do suprimento sanguineo em um 0sso ongo maduro. (Fonte: Denny e Butterworth, 2000).
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consolidagdo. Na consolidacdo primaéria,
direta ou por primeira intencdo, 0 0sso é o
Unico tecido formado entre os fragmentos
6sseos;  enquanto  na  consolidagao
secundaria, indireta ou por segunda
intengdo, forma-se inicialmente um tecido
conectivo cartilaginoso ou fibroso entre 0s
fragmentos 6sseos, chamado de calo, que se
tornara mineralizado e sera substituido
progressivamente por 0sso (Kaderly, 1991).
A rigidez da fixacdo ou da imobilizacdo da
fratura determina o tamanho do calo
cartilaginoso e consequentemente o tipo de
consolidagdo (An et al., 1999).

Osso lamelar

remodelado

Figura 3. llustracdo esquemética da consolidagdo 6ssea
secundaria. (a) formagéo do hematoma no local da fratura. (b)
substituicdo do hematoma pelo calo 6sseo. (c) processo de
remodelagéo 6ssea. (Fonte: Denny e Butterworth, 2000).

A consolidacdo priméaria depende de dois
fatores béasicos que sdo a vascularizagédo
local (biolégico) e a estabilidade absoluta
(mecénico). Este tipo de consolidacdo é
observado geralmente nas redugdes abertas
com fixacdo interna rigida, onde ha redugdo,
estabilizacdo e compressdo do foco da
fratura, com consequente eliminagdo do
processo  biolégico de estabilizagdo

progressiva, sem formagdo dos tecidos de
granulagdo, fibroso e cartilaginoso (Fig. 4)
(Webb e Tricker, 2000). Caracteriza-se pela
auséncia do calo periosteal e enddsteal, uma
vez que, sdo eliminados os sinais bioldgicos
responsaveis pelo recrutamento de células
osteogénicas precursoras dos tecidos
adjacentes (Kaderly, 1991). Entretanto, na
grande maioria das fraturas ocorre
consolidagdo secundaria, onde existe um
discreto movimento dos fragmentos 6sseos
que sdo progressivamente estabilizados pela
formacdo do calo 6sseo com recuperacédo da
capacidade de carga. Dispositivos de fixacéo
de fraturas como os pinos intramedulares,
reduzem, mas ndo impedem, 0 micro-
movimento dos fragmentos dsseos, 0 que
estimula a invasao vascular e a formagéo do
calo ésseo (Webb e Tricker, 2000; Flach et
al., 2002).

O processo de consolidacdo  Gssea
secundaria € um conjunto de respostas
teciduais sequenciais. Imediatamente apds a
fratura, ocorre hemorragia local devido a
ruptura de vasos periosteais, medulares e
corticais, presentes nos canais de Havers e
de Wolkman, com consequente formacéo do
coagulo e interrupgdo do fluxo sanguineo
local, na tentativa de promover hemostasia.
Consequentemente, a isquemia local causa
necrose tecidual que é removida pelos
macro6fagos. Paralelo a este processo, ocorre
reorganizacdo do coagulo formando-se um
tecido de granulacdo inicial, pela migracao e
proliferacdo de células mesenguimais
indiferenciadas provenientes dos tecidos
moles adjacentes, como também
neoformacao de pequenos vasos sanguineos.
Desse modo, forma-se o calo priméario que
confere estabilidade inicial a fratura (Webb
e Tricker, 2000; Doblare et al., 2004).

Geralmente, o calo cartilaginoso forma-se
nos primeiros dias pds-trauma e divide-se
em interno, produzido pelo endosteo, e
externo, considerado o mais importante,
produzido pelo periésteo (Doige, 1990;
Webb e Tricker, 2000). Na formacéo do calo
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6sseo, células mesenquimais aferentes do
periésteo, enddésteo e medula Ossea,
diferenciam-se em condrdcitos, osteoblastos
e fibroblastos. Os condrdcitos proliferam e
sintetizam matriz cartilaginosa até a
completa substituicio do tecido de
granulagdo por cartilagem, enquanto 0s
fibroblastos continuam sua proliferagdo.
Paralelamente, ocorre a invasdo de células
do endotélio vascular e inicia-se a
angiogénese (Doblare et al., 2004). Em
seguida, inicia-se a formagdo de matriz
6ssea mineralizada que comega nas areas de
maior estabilidade na periferia do calo. Essa
fase representa o periodo mais ativo da
osteogénese e caracteriza-se por elevada
atividade osteoblastica. O calo 0sseo
primario (cartilaginoso) é progressivamente
substituido pelo calo ésseo secundario
(mineralizado) formando uma ponte rigida
ao redor do foco da fratura, conferindo maior
resisténcia a mesma (Doige, 1990; Oonishi
et al., 1997; Webb e Tricker, 2000; Doblaré
et al., 2004; Samuelson, 2007).

Figura 4. Esquema da ossificacdo priméria presente nas
fixagBes rigidas aprecia-se no detalhe a correta aposi¢do dos
segmentos 6sseos, fator que favorece a consolidagao primaria
do osso. (Fonte: Kaderly, 1991).

O processo de remodelagdo € a fase final e a
mais longa do processo de consolidagao
0ssea. Consiste na reestruturacdo do 0sso
imaturo em sua configuracdo original pela

acdo principalmente dos osteoclastos. Essa
fase comeca lenta e progressivamente com o
intuito de restabelecer a estrutura e funcéo
do osso (Figs. 4 e 5) (Doige, 1990; Webb e
Tricker, 2000; Doblaré et al., 2004,
Samuelson, 2007). Embora as fases
sequenciais de consolidacdo descrevam os
eventos fundamentais ocorridos através do
tempo de regeneracdo Ossea, existe uma
inter-relagdo entre eles, sendo que a
substituicdo do calo pelo osso lamelar ocorre
simultaneamente com a mineralizacdo da
cartilagem, invasdo vascular e formacéo de
0sso imaturo. Além disso, eventos
fundamentais como  proliferacdio e
diferenciacdo celular e sintese de matriz
extracelular ocorrem durante todas as fases
de consolidagdo (Borges et al.,, 1998;
Rezende et al., 1998; Borges et al, 2000;
Yamamoto et al., 2000; Fehlberg, 2001;
Vital et al. 2006). Segundo Richardson
(2000), devido ao metabolismo acelerado da
espécie, as fraturas nos coelhos apresentam
um calo 6sseo por volta do décimo dia ap6s
0 trauma, sendo que a consolidacdo Ossea
completa, em fraturas sem complicacoes,
ocorre geralmente seis semanas pos-trauma.

Diferentes animais tém sido empregados em
pesquisas de consolidacdo de fraturas e
osteotomias (An e Friedman, 1999; Anetal.,
1999). Apesar de todos o0s organismos
apresentarem algumas diferencas na
fisiologia 0Gssea, Norris et al., (2001)
propuseram o coelho como modelo
particularmente (til para se estudar a
fisiologia 6ssea humana, uma vez que essa
espécie apresenta padrdes de crescimento
0sseo e perfis de massa 6ssea semelhante as
dos seres humanos. O fechamento das placas
epifisarias no coelho ocorre por volta da 28?
semana de idade e parece estar associado,
como nos humanos, as concentragcdes de
estrégenos no organismo (Harcourt-Brown,
2002). A densidade mineral 6ssea continua
aumentando até a 362 semana de vida, oito
semanas apés a maturidade esquelética.
Padr@es de aumento de densidade dssea apds
o fechamento epifisario também sdo

21



observados em humanos (Norris et al.,
2001).

Ossificacdo
Intramembranosa

Ossificagao
Endocondral

Figura 5. Representagcdo grafica da consolidagdo 6ssea
secundaria. Calo 6sseo apds nove dias da fratura mostrando
0ss0 maduro sob o peridsteo (ossificagdo intramembranosa)
e abundancia de tecido cartilaginoso adjacente a fratura
(condrogenése) (Fonte: Doblaré et al., 2004).

Outra vantagem é a semelhanca do
comportamento  dos  marcadores  de
remodelacédo Ossea e a 1,25
diidroxicolecalciferol. A metabolismo do
coelno faz com que esses eventos
fisiologicos acontecam em periodos de
tempo mais curtos do que nos humanos, fato
que facilita e aprimora o estudo dos
processos fisiologicos no tecido 4sseo.
Todavia, os autores alegam uma possivel
desvantagem do coelho, que é a maior
relacdo entre a ingesta de Ca/Kg de massa
corporal quando comparada aquela
registrada em humanos. Porém, isto também
é observado com outros modelos animais
(Norris et al., 2001).

Enxertos 6sseos

O auto-enxerto é considerado a melhor
opgéo, mas tem suas limitacbes, bem como
o0 alo-enxerto. O auto-enxerto representa o
padrdo ouro dos enxertos 0sseos, pode ser
obtido do o0sso esponjoso, cortical ou
cértico-esponjoso (Goldberg e Akhavan,
2005) e possui propriedades osteogénicas
(células osteablasticas derivadas da medula
Ossea e células precursoras

preosteoblasticas), osteo-inductivas
(proteinas ndo colagénicas da matriz 6ssea,
incluindo fatores de crescimento) e osteo-
condutivas (mineral 6sseo e colageno). E
histocompativel e ndo ha risco de
transmissdo de doencas (Zarate-Kalfépulos
e Reyes-Sanchez, 2006). As desvantagens
sdo a insuficiente quantidade de enxerto, o
risco de  morbidade  pobs-cirtrgica
significativa na zona doadora, infecgéo, dor,
hemorragia, debilidade muscular, além de
maior tempo cirdrgico, perda sanguinea e
custos adicionais (Goldberg e Akhavan,
2005).

O aloenxerto é empregado  no
preenchimento de falhas e suporte estrutural.
Uma de suas grandes vantagens é sua maior
disponibilidade, diferentes formatos e
tamanhos, néo sdo sacrificadas estruturas do
hospedeiro e ndo acarreta morbidade no
local doador (Goldberg e Akhavan, 2005). A
maior preocupacdo na utilizacdo de
aloenxertos é a possibilidade de transmissdo
de doengas, reacdo imune, que apesar de
reduzida pelos processos de conservacgio,
continua sendo um fator preocupante. Os
processos empregados na reducdo dos
componentes antigénicos (congelamento e
irradiacdo) do enxerto tém efeito dose-
dependente, sobre as  propriedades
biol6gicas e biomecéanicas do enxerto
(Vacarro, 2004; Goldberg e Akhavan, 2005).

As limitacBes do emprego do enxerto
biol6gico tém impulsionado as pesquisas
com biomateriais capazes de favorecer o
crescimento 6sseo por conducdo e se
possivel, por inducdo. Estas caracteristicas,
dependentes das propriedades fisicas e
guimicas do material, devem ser
compativeis com a fisiologia 6ssea Devido a
suas propriedades fisicas e estruturais, a
biocerdmica de fosfatos de célcio nano-
estruturado micro-macro porosa mostra-se
como alternativa para uso em diferentes
situacdes, uma vez que, favorece a reparagao
0ssea em fraturas recentes, cronicas e é
usada também para preenchimento de falhas
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Gsseas nos casos de protese articular. E uma
alternativa viavel, disponivel na quantidade
desejada, economicamente  vidvel e
compativel com o tecido 6sseo, visto que sua
estrutura é semelhante a do osso (Gao et al.,
1995). O biomaterial deve ser degradavel,
para ndo interferir nas propriedades
mecénicas do 0sso neoformado e possuir
poros interconectados de diametro entre 100
e 500 pm (Rumpel et al., 2006). A conexao
entre os poros facilita a invasdo de células e
vasos sanguineos. As desvantagens do
material ~ poroso, entretanto, sdo a
dificuldade de uniformidade dos poros e a
susceptibilidade de  desintegracdo e
consequente perda de fun¢do (Shimazaki e
Mooney, 1985).

Um substituto 06sseo ideal deve ser
esterilizavel,  biocompativel e  estar
disponivel em quantidades suficientes. Deve
proporcionar osteoconducao ou ser capaz de
induzir diferenciacdo de células locais em
células formadoras de osso (Linkhart,
1998) .

“Um biomaterial é caracterizado como
qualquer substancia diferente de um
farmaco, ou uma combinacédo de substancias
de origem natural ou sintética, que possam
ser utilizadas durante qualquer periodo de
tempo, como um sistema ou parte de um
sistema, que trata, aumenta ou substitui
qualquer tecido, 6rgao ou fungdo do corpo”
(Willians, 1987), e sdo divididos em:
bioldgicos e sintéticos. Os bioldgicos podem
ser moles e duros.

Os biomateriais para enxerto ésseo sdo
também classificados como osteogénicos
osteoindutores e osteocondutores (Spriano et
al., 2005, Suzuki, 2005). Os osteogénicos
sdo capazes de estimular a formacao de 0sso
diretamente a partir de osteoblastos. Os
osteoindutores induzem a diferenciacdo de
células mesenquimais indiferenciadas,
aumentando a formacdo Ossea local, ou
mesmo estimulando a formacéo de 0sso em
um sitio heterotdpico. Os osteocondutores,

geralmente  inorganicos, permitem a
aposicdo de tecido novo na sua superficie,
requerendo a presenca de tecido 6sseo
preexistente como fonte de células
osteoprogenitoras. Na osteoconducdo tem-
se a adesdo, migracdo, distribuicdo e
infiltracdo de células osteogénicas, assim
como de vasos sanguineos no material
(Olsson, 2008).

Existem diferentes tipos de biomateriais
inorganicos dentre os quais se destacam as
cerdmicas, que se mostram promissoras
como substitutos dsseos. As ceramicas sdo
enxertos cujos poros permitem a invasdo
vascular e favorece o crescimento e adesao
celular (Safdar et al., 2005).

Bioceramicas

Os procedimentos de enxertias normalmente
utilizados para o tratamento de pacientes
portadores de grandes perdas 0sseas
envolvem enxertos autologos, homdlogos
(ou heterdlogos), xendlogos ou ainda os
aloplasticos, conhecidos também como
biomateriais (De Long et al, 2007 e Lobo,
2011).

Os enxertos homologos, obtidos de
cadaveres, embora ndo requeiram nova
cirurgia e estejam disponiveis em
guantidades ilimitadas, elevam o custo dos
procedimentos cirdrgicos e implicam
principalmente  na  possibilidade de
transmissdo de doencas infectocontagiosas
(Betz, 2002). Embora alguns enxertos
homélogos e xendlogos, incluindo as DBMs
(matriz &éssea desmineralizada), sejam
considerados osteoindutores, devido a
presenca de proteinas 6sseas morfogenéticas
(BMPs), ndo ha& estudos concretos na
literatura mundial que comprovem este fato,
assim como, ndo ha evidéncias clinicas que
mostrem a eficacia ou eventuais vantagens
de tais enxertos sobre os demais. O processo
de esterilizagdo desses tipos de enxertos é
crucial e normalmente realizado por
radiacio gama ou Oxido de etileno.
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Entretanto, enquanto a radiacdo gama afeta
significativamente a resisténcia mecanica
dos enxertos, o Oxido de etileno parece
interferir nas suas eventuais propriedades
osteoindutoras (Lobo, 2011).

Portanto, os enxertos ou implantes de
materiais aloplasticos representam a mais
promissora alternativa para o tratamento de
pacientes portadores de perdas ¢sseas.
Dentre os biomateriais para reconstrugao
0ssea, as bioceramicas de fosfatos de célcio,
materiais obtidos por sinterizacdo a
temperaturas acima de 1000°C, ocupam
posicdo de destaque ndo apenas por sua
similaridade com o tecido 6sseo, mas
também por sua biocompatibilidade,
seguranca, previsibilidade, ilimitada
disponibilidade, auséncia de morbidade para
0 paciente, custo-beneficio favoravel e
possibilidade de serem obtidas com
propriedades distintas, podendo assim
atender as necessidades de cada paciente
(Legeros, 1988; Legeros, 2008).

As bioceramicas de fosfatos de célcio sdo
utilizadas como substitutos 0sseos néo
apenas em cirurgias ortopédicas, de cranio e
buco-maxilo-faciais, procedimentos de
artrodese de coluna e neurocirurgias
(Davies, 2000; Le Nihouannen et al., 2007),
mas também como cimentos, recobrimentos
e sistemas liberadores de drogas. Muitos
tipos de fosfatos de célcio sdo naturalmente
encontrados em sistemas biol6gicos (Quadro
1) (Lobo, 2011). As apatitas s&o o0s
compostos de fosfatos de calcio mais
comumente encontrados (Legeros et al.,
2003). De maneira geral, os biomateriais
para reconstrucdes 0Osseas podem ser
classificados de acordo com sua composi¢éao
quimica, estrutura fisica, grau de reabsorc¢ao
e tipo de adesdo ao tecido 6sseo. Quanto a
composicdo quimica, os biomateriais sdo
inicialmente classificados dentre os grandes
grupos representados pelos biomateriais
ceramicos,  poliméricos, metalicos e
compositos. Dentre os ceramicos, eles

Fosfatos de calcio Férmula quimica Ocorréncia

apatita-F - carbonatada

Octacalcio fosfato, OCP CagH5(PO,)s.5H,0
Brushite, dicalciofosfato CaHPQ,.2H,0
dihidratado, DCPD

Whitlockite, beta tricalcio {Ca,Mg)5(PO,),
fosfato Mg-substituido, -

TCMP

Fosfato de calcio amorfo, (Ca,Mg),(PO,Y’),
ACP

Pirofosfato de calcio Ca,P,0,.2H,0

dihidratado, CPPD

Apatita carbonatada, (Ca, Z),5(PO,,Y)s(OH,Z), Esmalte, dentina, osso, algumas

conchas, calcificagies patologicas
como calculos renais, dentes de
fasseis, calcificagbes de proteses
de valvas cardiacas

Calcificagies patologicas {calculos
dentarios, pedrasunindrias

Calcificagfes patolédgicas, esmalte
humano, caries dentarias

Calcificagiies patologicas,
cartilagem artritica, calcificagdes
de tecidos moles

Calcificagies de tecidos moles
{pele e articulagdes) associadas a
uremia

Depositos em pseudo-gotas no
fluido sinovial

Z=Na, Mg, K, 51, etc; ¥ = CO5, HPO,; X = CI, F; ¥ = P,0;, CO,

Quadro 1: Fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos (Fonte: Lobo, 2011).
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podem ser subdivididos em, biomateriais de
fosfatos de célcio, sulfatos de calcio,
carbonatos de célcio e silicatos. Os de
fosfatos de calcio podem ainda ser
subdivididos em hidroxiapatitas (HA)
[Cal0(PO4)6(0OH)2], beta-tricalcio fosfato
(R-TCP) [Ca3(P0O4)2], alfa-tricélcio fosfato
(a-TCP), octacalcio fosfato, dentre outros,
além dos biomateriais bifasicos de fosfatos
de célcio (BCP), que sdo uma mistura de HA
e B-TCP (Legeros, 1988). As HA podem
ainda ser subdivididas em HA sintéticas ou
HA derivadas de produtos naturais como as
obtidas de corais (Legeros, 1988).

No Brasil, a primeira bioceramica bifasica
micro e macro porosa tém sido produzida e
aplicada clinicamente com sucesso desde
1985 (EINCO Biomaterial Ltda., Belo
Horizonte, MG, Brasil).

Modificagbes em  pardmetros como
temperatura de sinterizacdo e pureza dos
materiais iniciais originam diferentes
bioceramicas de fosfatos de célcio cujas
varidveis incluem composicBes quimicas
distintas, diferentes estruturas fisicas (como
tamanho, geometria de poros e rugosidade
de superficie), energia e carga de superficie,
além da 4érea de superficie especifica
(Legeros et al., 2003; Le Nihouannen, et al.,
2007). Essas  varidveis alteram a
bioatividade, osteoconducao e as
propriedades mecanicas das bioceramicas,
que por sua vez, influenciam na adesdo,
proliferacdo e diferenciacdo celulares (Lobo
et al., 2009). Mais recentemente tém sido
relatado que algumas bioceramicas
osteoindutoras estdo sendo implantadas
ectopicamente em modelos animais (Yuan et
al., 2006; Ripamonti, 2010).

Quanto a reabsorcdo, as biocerdmicas
podem variar de ndo reabsorviveis (como
por exemplo, as hidroxiapatitas) até as
totalmente reabsorviveis (como o B-TCP). O
grau de reabsorcdo decorre de fatores como
a composi¢do quimica, porosidade (quanto
maior 0 nimero e tamanho de poros, maior

a taxa de reabsorcdo/dissolucdo) e
cristalinidade, ou seja, tamanho de cristais
em um dado tamanho de particula, onde
guanto menores 0s cristais, maior a taxa de
reabsorcdo. A utilizacdo de biomateriais
completamente reabsorviveis e/ou sollveis
tem sido o objetivo de muitos pesquisadores
e cirurgides. O processo de reabsorcdo
refere-se a0 mecanismo mediado por
células, enquanto a dissolucdo refere-se ao
processo quimico resultante de reacGes com
os fluidos corporais. Uma alta taxa de
reabsorcdo/dissolucdo pode comprometer a
reconstrucao 6ssea ja que o biomaterial pode
ser degradado mais rapidamente do que a
taxa de neoformacao dssea. Além disso, um
processo de solubilizacdo muito rapido pode
ser prejudicial & neoformagdo 6ssea devido
aos altos niveis de ions Ca+2 e PO4-3 que
sdo liberados no microambiente, apds sua
implantagdo, resultando em uma mudanca
de pH, com consequente resposta
inflamatéria indesejada e formacdo de
fibrose (Yuan et al., 2001). Através da
utilizacdo de bioceramica bifasica pode-se
elaborar biomateriais com taxas diferentes
de reabsorcdo, j& que é possivel variar as
propor¢des entre HA/R-TCP, o que abre um
leque de alternativas para o tratamento de
perdas Gsseas em pacientes com diversas
condicdes clinicas (Lobo, 2011).

Com relacdo ao tipo de adesdo ao tecido
0sseo, 0s biomateriais podem  ser
classificados em biotolerantes, bioinertes ou
bioativos (Quadro 2). A bioatividade das
bioceramicas pode ser o fator responsavel
por sua osteoconducdo e/ou eventual
osteoinducdo. No primeiro  processo,
osteoblastos maduros promovem a aposi¢ao
de matriz dssea diretamente na superficie do
biomaterial enquanto que na osteoinducéo, o
biomaterial favorece 0 recrutamento,
diferenciacdo e maturacdo de células tronco
em células da linhagem osteoblastica (Lobo,
2011).

As bioceramicas bifasicas de fosfatos de
calcio (BCP) apresentam, portanto
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significativas vantagens sobre as demais
devido a sua controlada bioatividade e ao
equilibrio entre reabsorc¢do e solubilizacdo, o
gue proporciona uma estabilidade do
biomaterial, a0 mesmo tempo em que
permite a neoformacao 6ssea (Daculsi et al.,
1990). A combinagdo de diferentes
proporcOes entre a fase mais estavel (HA) e
a fase mais solivel (B-TCP) permite a
obtencdo de materiais aplicaveis em grandes
perdas dsseas, em areas de carga e ainda, a
producdo de substitutos individuais para
casos especificos confeccionados a partir de
tomografias computadorizadas (Daculsi et
al., 1990; Davies, 2000; De Oliveira et al.,
2007).

Esta bioceramica é usada como arcabouco
para reconstrucdo e/ou neoformacdo 6ssea,
permitindo os eventos naturais do processo a
partir das estruturas e substancias organicas
do proprio individuo. A estrutura mineral
organica tem caracteristicas arquitetdnicas
proprias com micro e macro poros
intercomunicantes com espagos necessarios

para interpenetracdo e deposicdo de
substancias e estruturas organicas que
caracterizam o tecido dsseo (Fehlberg, 2001;
Duarte, 2003; Vital et al., 2006). AHA/TCP
possui poros, com limitagbes maximas de
500um e topografia de superficie rugosa que
permitem a deposicdo de células e
substancias orgéanicas essenciais. Possui
micro poros com até 10um de didmetro,
apresenta capilaridade e tensdo superficial e
propriedades para armazenar, transportar e
liberar sustancias protéicas (quimiotaxia),
como fatores morfogenéticos sinalizadores
do proprio individuo para a formacdo de
tecidos, ou substancias extrinsecas como
fatores de  crescimento (BMP’s),
medicamentos e quimioterapicos. Sua
geometria apresenta vantagens em relacéo a
outros  materiais  desprovidos  destas
caracteristicas, ja que a osteogénese &
geometricamente dependente (Bioceramica,
2011).

As respostas organicas diferem de acordo
com o material utilizado, o que significa que

Tipo de Biomaterial Biodinamica Tipo de ligacio
Iletads Biotolerantes Oisteogénese - distante
o | [e
Oxidos (A1,04) Bicinertes Csteogénese — em contato
o B
Biocerfimicas de Ca-F, biovidro EBicativas Disteogénese — continuidade
(igacioguitmica)
o —
— - B

Quadro 2: Classificagdo dos biomateriais de acordo com o tipo de ligagdo com o tecido 6sseo (biodinamica).

O= tecido 6sseo; B= biomaterial (Fonte: Lobo, 2011).
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diferentes cerdmicas podem provocar
respostas organicas diferenciadas. Essas
respostas estdo diretamente relacionadas as
estruturas fisico-quimica e arquiteténica do
material usado para reconstrucdo éssea. A
HA/TCP granulada com peso especifico de
1,2 g/cm?® tem a concentracio de fosfatos de
calcio necesséria para sua finalidade, com
porosidade e  resisténcia  mecanicas
imprescindiveis. Permite sua mistura com
sangue e outras substancias do paciente sem
perdas de suas caracteristicas. O nimero de
poros além dos limites (quantidade
excessiva), ou 0 aumento do diametro além
de 500 pm leva a perda da resisténcia
mecanica, do volume de fosfatos de calcio
necessarios e, evidentemente, a diminuicao
do peso especifico. Cada grama do material
granulado tem a capacidade de absorcdo de
aproximadamente 0,7ml de substancias, ou
cada cm?® tem a capacidade de absorcdo de
mais ou menos 0,84 cm® de substancias,
como sangue medular e seus componentes,
por exemplo. Quando usada para
reconstrucdo éssea, 0 material deve
apresentar granulometria variavel entre 10 e
200 mesh, pois particulas maiores podem
levar a reagdes de corpo estranho e abaixo de
150 p (acima de 200 mesh), podem ser
rapidamente fagocitadas por processo
inflamatdrio agudo que pode ser exacerbado
(bioceramica, 2011).

Um bom material para reconstrucdo éssea
ndo pode ter alteracdo das caracteristicas
fisico-quimicas quando introduzidos no
organismo até ocorrer a neoformacéo 0ssea
desejavel. Portanto, devera ser substituido
pelo organismo no processo organico natural
de reposicdo 6ssea e ndo ser reabsorvido
e/ou solubilizado quando aplicado. Por ser
biologicamente atdxica, sem reacgOes
indesejaveis, a bioceramica fosfocalcica
bifasica micro-macro porosa HA/TCP
(Osteosynt), pode ser utilizada nas mais
diversas situacbes e areas da medicina,
odontologia e veterindria, para o0
preenchimento e reconstrucdo de perdas
0sseas em geral, manutencdo de estruturas

anatdmicas em ortopedia e traumatologia,
neurocirurgia, cirurgia e traumatologia
buco-maxilo-facial,  cirurgias  plasticas
estéticas reconstrutoras, cirurgias cranio
faciais, oftalmologia para o tratamento de
lesGes e perdas, recomposi¢cdes como perdas
segmentares, afundamentos, pseudoartroses,
processos infecciosos 0sseos, osteomielites,
ostedlises, cistos e tumores, laminectomias,
artrodeses, inclusive vertebrais,
osteotomias, reparacdes estéticas, entre
outras. E, portanto, um material que se
mostra promissor no reparo de defeitos
0sseos criticos e ndo criticos (bioceramica,
2011).

A bioceramica de fosfato de calcio biféasico
micro-macro porosa hano estruturada
composta de 65% HA e 35% de p-TCP foi
utilizada por Lobo et al.(2009) para
preencher defeito de 5mm de didmetro no
fémur de coelhos Nova Zelanda, machos,
adultos, seguindo-se avaliagdes por 90 dias.
Os achados histolégicos mostravam aos 15
dias, tecido 6sseo em torno e dentro dos
granulos da bioceramica nas regides cortical
e medular. Havia aos 30 dias, maior
organizacdo do 0sso compacto e
manutencdo do mesmo padrdo de
distribuicdo, apesar da presenca de células
adiposas circundando o complexo. Aos 90
dias, verificou-se maior quantidade de tecido
adiposo e tecido ésseo bem organizado em
torno e dentro dos granulos. No grupo sem
biocerdmica os autores observaram aos 15
dias, na cortical, defeito preenchido por
coagulo mostrando ilhas de tecido 6sseo sem
orientagdes, com muitos vasos sanguineos
no tecido adiposo, na regido medular. Aos
30 dias a regido cortical mostrava camadas
interrompidas de tecido 6sseo, O padrdo foi
mantido aos 90 dias com tecido adiposo
ocupando parte da regido cortical.

Lobo et al, (2009) e Lobo e Arinzeh (2010).
Relataram presenca de canais de Havers e
ostedcitos dispostos longitudinalmente ao
longo do o0sso enquanto o canal medular era
completamente  composto  por  tecido
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adiposo. Aos 15 dias, o grupo controle
mostrava defeitos preenchidos por coagulo
sanguineo, apresentando pequenas ilhas de
tecido 06sseo sem nenhuma orientacdo
definida na regido cortical, e muitos vasos
sanguineos na regido medular. Aos 30 dias,
a regido cortical apresentava uma camada
continua de tecido 6sseo. Esse padréo foi
mantido até os 90 dias, com o tecido adiposo
ocupando parte da regido cortical. No grupo
tratado, aos 15 dias, foi observado tecido
6sseo em volta e no interior dos granulos de
ceramica, em regides corticais e medulares.
Aos 30 dias, as amostras apresentaram um
padrdo de tecido 6sseo compacto mais
organizado na regido cortical. No canal
medular, o tecido 6sseo se manteve com o
mesmo padréo de distribuicdo (na periferia e
dentro dos granulos). Aos 90 dias, observou-
se mais tecido adiposo na regido medular,
mas, foi observado também tecido dsseo
bem organizado ao redor e dentro dos
granulos inteiros da biocerdmica

Estudo radiografico.

A radiografia € um exame complementar
essencial para o estudo das afec¢des que
acometem o sistema osteoarticular. Além de
propiciar informacGes diagnosticas permite
acompanhar a evolugdo do processo.
Algumas afeccbes necessitam de um
razoavel tempo para se manifestarem
radiograficamente, é o tempo necessario
para que as reacdes @sseas promovam
alteracGes da densidade do tecido, mesmo o
paciente apresentando  sinais  clinicos

precoces (Godoy et al., 2010).

Para a avaliagdo radiogréafica apropriada da
condigao osteoarticular, sdo necesséarias pelo
menos duas projecbes em incidéncias
padronizadas (craniocaudal, dorsopalmar /
dorsoplantar e mediolateral). E importante o
conhecimento da posi¢cdo dos centros de
ossificagdo e o periodo em que as linhas
epifisarias se fecham (Godoy et al., 2010).

Densitometria 6ssea.

A avaliacdo da densidade mineral Gssea é
um pardmetro biofisico de grande
importancia experimetal e clinica, podendo
auxiliar o profissional da &rea da saude a
compreender e avaliar melhor o processo de
mineralizagdo 0ssea (Louzada et al., 1990).
Na medicina humana e veterinaria diferentes
técnicas tem sido utilizadas para a
determinacdo da densidade 6ssea mineral.
Algumas doengas, tais como osteoporose,
osteopenia, e  osteocondrose  foram
estudadas por meio da densitometria Gssea
em cdes, coelhos, bovinos, cavalos e seres
humanos (Louzada et al., 1990).

OBJETIVOS.
Objetivo geral:

Estudar o efeito da bioceramica de fosfato de
calcio nano-estruturado micro-macro porosa
em granulos (HA/B-TCP) no tratamento de
defeito dsseo critico experimental em
coelhos.

Objetivos especificos:

- Determinar as  caracteristicas e
propriedades estruturais da HA/B-TCP,
mediante avaliacbes de microscopia
eletronica de varredura.

- Estudar a resposta dssea induzida pela
HA/B-TCP porosa em granulos.

- Avaliar o efeito da HA/B-TCP em
defeitos Gsseos criticos experimentais,
mediante avaliagdes clinicas,
radiograficas, histoldgicas, e por
densitometria Gssea.

HIPOTESE.

O emprego da HA/B-TCP porosa em
granulos permite o reparo de defeito dsseo
critico experimental em radio de coelhos.
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MATERIAL E METODOS.

Este estudo foi aprovado pelo comité de
ética em experimentacdo animal (CETEA)
da Universidade Federal de Minas Gerais,
como consta no protocolo N° 275/2010 (em
anexo).

Animais.

Foram utilizados 70 coelhos (Oryctolagus
cuniculus) da raca Nova Zelandia brancos,
machos, adultos jovens com massa corporal
média de 2,5 — 3,0 Kg, clinicamente sadios,
adquiridos na fazenda Experimental Prof.
HELIO BARBOSA - Universidade Federal
de Minas Gerais, localizada no municipio de
Igarapé-MG.

Os animais foram mantidos por duas
semanas em gaiolas individuais de arame
galvanizado medindo 60x60x37 cm, no
Laboratério de Metabolismo Animal da
Escola de Veterinaria da UFMG, em Belo
Horizonte, quando foram avaliados
mediante o exame clinico geral e laboratorial
(hemograma) e submetidos a avaliagdes
radiograficas de controle.

Bioceramicas.

As bioceramicas bifésicas a base de fosfatos
de célcio foram produzidas e gentilmente
cedidas pela empresa EINCO Biomaterial
Ltda. (Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil).

Dois tipos de bioceramicas foram avaliados:
ceramica em granulos de absorcdo lenta
(CGAL) e ceramica em granulos de absorgao
moderada (CGAM). Os granulos eram de 40-
60 mesh com aproximadamente 1,0 mm em
seu maior didmetro.

Caracterizagdo das bioceramicas por
microscopia eletrdnica de varredura.

A microscopia eletrénica de varredura foi
utilizada para a analise da topografia de
superficie e da presenca de poros nas

bioceramicas estudadas. Para isto foi tomado
um grama de cada uma das amostras das
bioceramicas de absorgdo lenta e moderada
em granulos de 40-60 mesh, que foram
encaminhadas ao Centro de Microscopia da
Universidade Federal de Minas Gerais (CM-
UFMG).

As amostras foram montadas nos ‘“stubs”
usando fita de carbono e procedeu-se a
metalizacdo das mesmas com ouro, 3nm de
espessura. Uma vez metalizadas as amostras
foram analisadas ao microscopio eletronico
de varredura, para documentacdo. Utilizou-
se 0 Microscopio Eletrénico de Varredura -
JEOL JSM - 6360LV com detector de
elétrons secundarios, detector de elétrons
retroespalhados para alto e baixo vacuo,
detector de EDS (espectrémetro de raios-X
de energia dispersiva) e detector de EBSD
(difracéo de elétrons retroespalhados).

Implantagdo das bioceramicas.

No pré-operatério os coelhos receberam,
pela via intravenosa, 30mg/Kg de cefalotina
como antibidtico profilatico, 30 minutos
antes do procedimento. A anestesia foi
induzida com injecdo intramuscular, na
regido glutea, de 20mg/Kg de Cloridrato de
Cetamina e 2,5mg/Kg de Cloridrato de
Xilazina. Logo apos, foi feita a tricotomia
ampla dos membros toracicos direito e
esquerdo desde a regido da escépula até a
articulacdo metacarpofalangeana. Para a
manutencdo  anestésica  foi  utilizada
anestesia  inalatéria com isoflurano,
mediante 0 emprego de tubo endotraqueal
namero 2 sem cuff, na dose de manutencgéo
de 1-3% segundo a necessidade. Durante
todo o periodo anestésico foram
monitoradas as frequéncias cardiaca e
respiratoria e fluidoterapia de apoio foi feita
com solugdo de cloreto de sodio a 0,9%.

Uma vez posicionados em decubito esternal
com 0s membros anteriores estendidos, foi
realizada antissepsia simultanea de ambos os
membros com solugéo de
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iodopolivinilpirrolidona (PVPI) degermante
seguida por solugdo alcodlica de iodo a 2%
desde a articulacdo escapulo-umeral até a
articulagdo metacarpofalangeana, seguindo-
se a colocacédo dos panos de campo.

Foram operados os radios direito e esquerdo
simultaneamente. Os membros constituiram
0s grupos de estudo, denominados Gl, Gll e
GIIl. No grupo | o defeito foi preenchido
com a bioceramica de fosfato de célcio
nano-estruturado micro-macro poroso em
granulos de absorc¢éo lenta com dimenséo de
40-60 mesh e no grupo 11, com a biocerdmica
de absor¢do moderada. No grupo 111 (GlII) o
defeito permaneceu vazio e constituiu o
grupo controle negativo. A abordagem ao
radio foi feita segundo preconizado por
Piermattei e Flo (1997). Apds a exposicdo do
radio e da ulna, seguiu-se a ostectomia
realizada com o emprego de uma serra
pneumatica sob irrigacdo constante com
solucdo fisiologica estéril (Fig. 6). Foi
removido um fragmento 6sseo de duas vezes
0 didmetro do terco médio do radio, cuja
mensuracdo foi feita no momento da
cirurgia, mediante o emprego de um
paquimetro. A ulna foi preservada. Para a
estabilizacdo do radio foram empregadas
mini placas dsseas de titdnio de 2 mm com
seis furos, fixadas com dois parafusos de 2
mm de didmetro em cada fragmento. Os
orificios adjacentes a linha de ostectomia
permaneceram vazios. Em seguida o defeito
6sseo foi preenchido ou ndo segundo o
grupo experimental. Seguiu-se a sutura de
cada um dos diferentes planos cirargicos
(fascia, subcutaneo e pele). A fascia e o
tecido subcutaneo foram aproximados com
fios absorviveis de acido poliglicélico 5-0,
em padrao simples continuo. A dermorrafia
foi realizada por pontos simples separados
com nailon monofilamentar 5-0. Em ambos
0s membros operados foi feita uma
bandagem de prote¢do com atadura cobam,
por dois dias. Ap0s as cirurgias, 0s animais
foram mantidos em gaiolas individuais de
60x60x37 cm, no laboratério de
metabolismo animal da Escola de

Veterindria da UFMG. Realizaram-se
avaliacdes clinicas diariamente durante o0s
10 primeiros dias, tempo no qual foram
observados:  aumento  de  volume,
temperatura local, estabilidade 6ssea e
deambulagéo.

Avaliacgéo radiogréfica.

As radiografias foram feitas no setor de
diagnéstico por imagem do Hospital
Veterindrio da UFMG. Foram realizadas
radiografias dos membros toracicos direito e
esquerdo em duas incidéncias: mediolateral
e craniocaudal. Para isto foi utilizado o
aparelho de Raios X digital REGIUS modelo
110 de 500 mA. com 43 Kvs, 200mA e
tempo de exposicao de: 0,4seg.

As avaliagdes radiograficas foram realizadas
antes da cirurgia (tempo  zero),
imediatamente apés (tempo um), aos oito
dias (tempo dois), 15 dias (tempo trés), 30
dias (tempo quatro), 45 dias (tempo cinco),
60 dias (tempo seis), 90 dias (tempo sete) e
120 dias (tempo oito). Foram avaliadas a
densidade dssea na regido do defeito,
presenca da linha de ostectomia, reacdo
periosteal e a evolucdo do processo de
reparacdo Ossea.

Estas avaliacGes foram feitas em duplo cego
com trés avaliadores distintos que
desconheciam o tempo de realizagdo do
exame e 0 grupo experimental. Para isto foi
colocado um niimero aleatério (1-70) e com
0 auxilio de um escore (Quadro 3), foi
quantificada a evolucdo do processo de
consolidagdo dssea.
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Figura 6. Representacdo fotografica dos momentos cirdrgicos. (A) exposicdo do radio, (B) mensuragdo do
comprimento do defeito critico, (C) defeito critico, (D) mini placa 6ssea posicionada e implantada, (E)
implantagdo da bioceramica e (F) material ja posicionado no defeito sob a mini placa dssea.
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CATEGORIA ESCORE ESPECIFICACOES
Feagdo penosteall 0 Auzente a0 existe reagio.
(RP) 1 Discreto Menor 2 30% do fragmento dsseo.
2 Moderado Entre oz 30 — 60% do fragmento dsseo.
3 Exuberante Ultrapassa oz 60% do fragmento dszeo.
0 Auzente a0 exizte formagEo de celo dzsen.
1 Discreto Longitudinalments € menor do que os 30% do frapmento dsseo efou
Formagso de calo dsseo. transversalmente € menor do que os 30% do didmetro do osso.
(FCO) 2 Moderzdo Longitudinalmente esta entre os 30 - 60% do fragmento dsseo efou
transversalmente estd entre o3 50 -100% do difmetro do osso.

3 Exuberante Longitudinalments ultrapassa os 60% do fragmento osseo e

transversalmente € mator do que o difmetro do osso.

Formacao de ponte oszea. | 0 Ausente

Wisdo nitida de Iinha radiclucente bilateral

(FPO) 1 Discreto /isdo de linha radiclucente pouco definida bilateralmente.
2 Moderzdo Visdo de linha radiclucente parcial e pouco definida.
3 Exuberante O calo dszea esta completamente definido bilateralments.
Femodelagio ossea. T Ausente Calo osseo com superficie mregular.
(RO) 1 Discreta Superficie do calo regular.
2 Moderzada inicial Discreto czlo dzzeo com radiopacidade aumentada.
3 Moderada avangada | Discreto calo odsseo com radiopacidade similar ao osso efou
wvigibilizagdo do canal medular.
4 Total Anséncia de calo daseo.

Quadro 3. Escore de avaliagao radiogratica para consolidacao de osteotomia experimental. (Fonte: Sanchez, 2010).

Para a andlise estatistica utilizou-se a média
dos valores registrados. Reagdo periosteal,
formacdo de calo dsseo, formacdo de ponte
0ssea e remodelagdo Ossea foram o0s
pardmetros semi-quantitativos usados para a
avaliacdo. Cada avaliador recebeu duas
tabelas, uma delas com o escore e as
especificagdes de cada categoria (Quadro 3)
e outra com o codigo da radiografia onde era
registrado o escore (Oztiirk et al., 2008).

Densitometria Ossea.

A densidade mineral éssea (DMO), em
g/cm?, o contetido mineral 6sseo (CMO), em
g, e a area em cm? foram examinados em
todos os radios. A avaliacdo densitométrica
foi realizada aos 8, 15, 30, 45, 60,90 e 120
dias, apos a eutanasia em todos os animais,
objeto do estudo. Utilizou-se o densitdmetro
de dupla emissdo de raios — X (DXA),
modelo DPX-ALPHA LUNAR de

propriedade do Laboratério de Biofisica,
Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba / UNESP. (Fig. 7).

Figura 7. Densitdmetro de dupla emisséo de raios X (DXA)
modelo DPX-ALPHA LUNAR.

Os o0ssos foram agrupados em blocos de seis,
posicionados crénio-caudalmente sobre a
superficie da mesa do densitdmetro e
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alinhados com o feixe de luz do laser do
aparelho. Para isto, foi empregada uma
bandeja cuja superficie possui uma graticula
gue permite 0 correto posicionamento das
amostras e seu alinhamento com o feixe dos
raios-X (Fig. 8).

Uma vez posicionados 0s 0ssos, foram
introduzidos os dados dos animais na
configuragdo do densitbmetro para entdo
iniciar a avaliacao.

Apbds a varredura foi obtida uma imagem
radiografica de alta definicdo do osso e da
area do defeito. A area de estudo foi entdo
delimitada mediante 0 mesmo software para
determinar a DMO (Fig. 9).

Figura 8. (A) Fotografia da graticula empregada no
posicionamento dos 0ssos na mesa do densitdmetro ésseo,
(B) fotografia dos ossos posicionados sobre a graticula
prontos para serem escaneados no densitdmetro 4sseo.

A GUERBE-CIENITERE
Calibragdo DEXA

4 552, 29 15

+Dados alterados, excluindo RDI

*Dados para pesquisa

Figura 9. Fotografias da tela do computador durante o
processamento das analises densitométricas. (A) fotografia
com os dados obtidos depois das analises feitas pelo software.
(B) imagem da densitometria, observa-se a area delimitada
(quadro vermelho) no osso representando a area objeto do
estudo.

As avaliacdes estatisticas foram feitas
comparando o desempenho de cada um dos
tratamentos ao longo do tempo. Foram
obtidas a média e o desvio padrdo da DMO
observados nos diferentes grupos de
tratamentos. Estes valores foram analisados
pelo teste de Tukey com uma significancia
de (p < 0,05).

Microscopia eletrénica do 0sso.

A anélise do 0sso por microscopia eletrénica
de varredura foi limitada aos tempos finais
do estudo, 60, 90 e 120 dias e as imagens
foram analisadas no centro de microscopia
da UFMG e comparadas com as obtidas na
microscopia Otica.

Apoés a eutandsia, foram colhidas amostras
Osseas que foram processadas seguindo-se
os protocolos desenvolvidos no CM-UFMG.
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As amostras constituiram-se de fragmentos
6sseos do radio direito e esquerdo, de cerca
de 2 cm de comprimento compreendendo a
regido do defeito (1 cm) e 0,5 cm além da
linha de osteotomia proximal e distal. As
amostras foram acondicionadas em placa de
12 wells e cobertas com fixador primario
modificado: * Karnovsky (2,0%
paraformaldeido e 2,5% glutaraldeido), em
tampéo fosfato 0,1M , overnight. O fixador
foi removido e as amostras foram
lavadas trés vezes (10 minutos) em tampao
fosfato 0,1M. Em seguida foi realizada a
pos-fixacdo das amostras no fixador
secundario** por 1 hora; (**tetréxido de
6smio 1,0%). Logo depois foram lavadas
novamente por trés vezes (10 minutos)
em tampdo fosfato 0,1M. Posteriormente,
procedeu-se a imersdo das amostras em
acido tanico 1% em tampao fosfato 0,1M por
20 minutos. Em seguida, foram lavadas
novamente por trés vezes (10 minutos)
em tampdo fosfato 0,1M, seguindo-se a
imersao no fixador secundario** por 1 hora;
(**tetréxido de 6smio 1,0%). Imediatamente
ap6s, as amostras foram lavadas por trés
vezes (10 minutos) em agua destilada. Uma
vez lavadas, as amostras foram desidratadas
em solucéo crescente de alcool etilico 35%,
50%, 70%, 85%, 95% (10 minutos) e 100%
(trés vezes -10 minutos). Seguiu-se, entdo, a
secagem das amostras no ponto critico de
CO?, utilizando-se a mesma metodologia ja
descrita anteriormente para a microscopia
eletrdnica da bioceramica.

Analises histoldgicas

As avaliagdes histologicas foram realizadas
aos oito (tempo 1), 15 (tempo 2), 30 (tempo
3), 45 (tempo 4), 60 dias (tempo 5), noventa
(tempo 6) e cento e vinte dias (tempo 7). Os
animais foram submetidos a eutanasia por
sobre dose anestésica com tiopental sodico,
apos sedacdo com 40 mg/Kg de cloridrato de
cetamina.

Apo6s a remocdo dos tecidos moles, o tergo
médio do rédio foi colhido numa extenséao de

cerca de 5 mm além do defeito 6sseo. Este
material foi fixado por 48 horas em
formalina a 10% tamponada.
Posteriormente, cada fragmento  foi
envolvido em gaze e identificado para
descalcificacdo em 4acido férmico a 50%,
durante 20 dias. A solu¢éo era trocada a cada
48 horas até a comprovacao radiografica de
completa descalcificacdo do tecido.

Apo6s a descalcificacdo, as amostras foram
lavadas por 24 horas em &gua corrente,
foram posteriormente desidratadas em
alcoois de concentragdes crescentes (70%,
80%, 90%, absoluto 1, absoluto 2),
permanecendo duas horas em cada um deles.
Apo6s a desidratacdo, os fragmentos foram
diafanizados em xilol por duas horas,
embebidos em parafina liquida por duas
horas e incluidos em blocos de parafina. As
amostras foram coradas com Hematoxilina-
Eosina segundo o procedimento padrdo para
observacdo por microscopia dptica de luz.

A andlise das amostras foi realizada no
Laboratério de  Histopatolégia  do
Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Na
avaliacdo microscopica descritiva foram
considerados a presenca e o tipo de tecido no
defeito e na interface.

RESULTADOS E DISCUSSAO.

Neste estudo, o coelho como modelo
experimental foi satisfatério com as
vantagens da maior facilidade de
manipulacdo e manejo, menor custo da
pesquisa e menor tempo de obtencdo de
resultados, vantagens ja relatadas por An et
al., (1999). Apesar de o esqueleto do coelho
ser mais fragil do que os de outras espécies
(Mader, 1997), o coelho é um dos animais
mais comumente empregados em pesquisas
ortopédicas, superando outras espécies
experimentais como camundongos, ratos,
cabras e cdes (An e et al., 1999; An e
Friedman, 1999). A docilidade da espécie,
especificamente a Nova Zelandia, e seu
pequeno porte contribuiram para facilitar o
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manejo dos animais para a realizacdo dos
exames clinicos e radiograficos, assim como
as colheitas de sangue e urina realizadas no
inicio do experimento.

A andlise da topografia de superficie dos
biomateriais, realizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) evidenciou
em todas as bioceramicas analisadas
superficie nano estruturada macro poros

acima de 100um e micro poros de até 10um
de didmetro (Fig. 10).

As avaliagBes radiogréficas realizadas ao
longo do experimento possibilitaram o
acompanhamento da evolugdo de todo o
processo de reparagdo Ossea. A sedacdo
facilitou o posicionamento dos coelhos para
a execucao dos exames radiograficos

Ceramica Lenta.

A

Ceramica Moderada.

Figura 10. Fotografias da microscopia eletrénica de varredura mostrando os granulos das biocerdmicas de absorcéo lenta
e de absorgdo moderada. Na linha A, observa-se a macro estrutura das particulas de 40-60 mesh; Na linha B, observa-se a
macro porosidade das particulas das bioceramicas. Na linha C, observam-se 0s micro poros presentes nos granulos das

bioceramicas.
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No pos-operatorio imediato, verificou-se
radiograficamente em todos 0s animais 0
adequado posicionamento da mini placa
6ssea e dos quatro parafusos, assim como a
bioceramica implantada no defeito critico
(fig. 11B). A apresentagdo granulada do
produto dificultou sua deposic¢do unicamente
no defeito, contribuindo para a disseminagéo
no tecido mole adjacente, como observado
nas avaliacdes radiogréficas. Mas, notou-se
também ja aos oito dias, reducdo deste
material fora do defeito, sugerindo
reabsorcdo como também mencionado por
Yamamoto et al (2000) e Vital et al (2006).

Figura 11. Imagem fotogréfica das radiografias dos radios
dos coelhos no pds-cirdrgico imediato. Observa-se a
ostectomia do radio e o defeito critico, a mini placa dssea e
o0s seus parafusos, assim como o material implantado e o
defeito critico vazio (controle negativo). (A) incidéncia
craniocaudal e mediolateral obliqua dos radios operados, (B)
incidéncia mediolateral do radio direito com a bioceramica,
(C) incidéncia mediolateral do radio esquerdo com o defeito
critico vazio, controle negativo.

Aos oito dias (35 animais), verificou-se em
todos os animais dos grupos | (biocerdmica
lenta) e Il (bioceramica moderada) uma
maior radiopacidade do material ao se
comparar com 0 0sso receptor e delimitacdo
dos granulos da ceramica no defeito dsseo.
Neste mesmo tempo, na avaliagédo
densitométrica verificou-se que ambos 0s
grupos tratados Gl e GIl apresentavam
maior DMO em relagéo ao grupo Glll, fato
observado também nas radiografias,
traduzido pela maior densidade dos granulos
das  biocerdmicas.  Radiograficamente
observou-se ainda, corticais e canal medular
bem definidos, assim como ampliacdo da
interfase biocerdmica ostectomia, processo
considerado normal nesta fase do processo
de consolidagdo. Os demais escores
avaliados no estudo radiogréafico foram
mantidos em zero, com as imagens
semelhantes aquelas do pds-cirlrgico
imediato (fig. 12). Na avaliacéo histologica
aos oito dias, verificou-se no grupo Gl,
tecido de granulacdo, presenca de matriz
organica ndo mineralizada nas bordas do
defeito critico e proliferacdo Gssea a partir
do peridsteo ulnar em direcdo ao defeito. J&
no Gll, aléem do tecido de granulacdo
também se observou formagdo de tecido
0sseo de aspecto trabecular, sobre o qual
havia proliferacdo endosteal com células
osteoblasticas (Fig. 13). As bordas do
defeito ja ndo eram visiveis e havia presenca
de pequenos ninhos  cartilaginosos
provenientes da ulna. No grupo controle,
nesta mesma data, a falha permaneceu sem
alteracdes na radiopacidade, ou seja, sem
presenca de neoformagdo dssea. Segundo
Borges (1998) e Fehlberg (2001), em todo
processo de reparacdo 0ssea, desenvolve-se
inicialmente um tecido de granulagdo no
foco da lesdo, cuja radiopacidade é
insuficiente para ser perceptivel ao exame
radiografico, devido ao baixo nlumero
atbmico dos constituintes quimicos do
tecido neoformado. No GllII, neste mesmo
tempo, foram observados o0s seguintes
achados na histologia, além da presenca do
tecido de granulagdo o defeito também
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estava preenchido por tecido fibroso e em achados foram ja mencionados na literatura
alguns casos com restos de fibras musculares em estudos semelhantes, Borges (1998),
com as bordas ainda evidentes. Estes Fehlberg (2001) e Vital et al., (2006).

Figura 12. Imagem fotografica das radiografias dos radios de coelhos ap6s oito dias. (A) vista mediolateral do radio
direito implantado com a biocerdmica de absorcéo lenta. Nota-se a presenca do material ultrapassando os limites do
defeito 6sseo (seta vermelha). (B) vista mediolateral do radio direito com a biocerdamica de absor¢do moderada; a seta
vermelha indica a presenca do material no tecido adjacente. (C) vista mediolateral do radio esquerdo com o defeito
critico vazio (controle negativo) (quadrado amarelo).

Figura 13. Fotografia de microscopia 6tica aos oito dias. Observa-se tecido de granulagdo (quadrado azul) assim
como presenca de matriz organica ndo mineralizada nas bordas do defeito critico (circulo preto), ha formagéo de
tecido 6sseo de aspecto trabécular, sobre se observa proliferagdo endosteal com células osteoblasticas (quadrado

preto) (Hematoxilina-Eosina; 4x).
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Aos 15 dias (30 animais), verificou-se na
avaliacdo radiografica, reacdo periosteal nos
extremos da mini placa éssea em todos 0s
grupos, ocorrendo em seis animais (20%) do
Gl, em 10 (33,3%) do Gll e em 5 (16,6%) do
GlII, principalmente no segmento distal com
cerca de 1,0 cm de extensdo por 3,0 mm de
altura, classificado com escore 1. Esta
reagdo pode ser atribuida ao trauma
cirirgico para a exposicdo 0ssea €
justaposicao da placa. Em um animal do Gll|
havia opacidade no defeito a partir das linhas
de ostectomia, mais evidente no segmento
distal do radio, sugerindo neoformacéo
6ssea centripeta (Fig. 14). No grupo Gl, oito
animais apresentaram calo 6sseo adjacentes
a as linhas de osteotomia do segmento
proximal e caudal do radio com escore um
(26,6%) e trés animais com escore dois
(10%), perfazendo um total de 36% da
populacdo avaliada neste periodo de tempo.

Figura 14. Imagem fotogréfica das radiografias dos radios de
coelhos aos 15 dias pos-cirurgia. Observa-se: (A) vista
mediolateral do radio direito com a bioceramica de absorgao
lenta. Observa-se a presenca de reacdo periosteal discreta
(escore um) (seta amarela); (B) vista mediolateral do radio
direito com a bioceramica de absor¢do moderada; nota-se a
presenca de reacédo periosteal avaliada como discreta (escore
um) (seta amarela). (C) vista mediolateral do radio esquerdo
com o defeito critico vazio, observa-se um aumento na
radiopacidade no defeito (controle negativo).

No grupo GlIl, apenas trés animais
apresentavam  sinais radiograficos de
formagdo de calo 6sseo, com escore um,
sendo equivalente a 10% do total da
populacdo. No grupo GllI, havia ponte 6ssea
em quatro animais, sendo trés avaliados com
escore um (10%) e um animal, com escore
trés (3,3%). Neste mesmo periodo de tempo
(15 dias), observou-se histologicamente no
Gl, formacdo de tecido dsseo imaturo
entremeado nos granulos da cerdmica, com
proliferacdo osteoblastica intensa, assim
como resposta hiperplasica do peridsteo
ulnar. No GII era evidente a formacdo de
tecido 6sseo assim como a osteointegracdo
desse novo tecido 6sseo com as bordas do
defeito, presenca de tuneis vasculares no
interior do implante, assim como pequenos
focos cartilaginosos no centro do defeito
(Fig. 15). A presenga de ninhos
cartilaginosos desorganizados entremeando
o0 implante pode ser explicada pelo grande
tamanho do defeito. Este tipo de formacao
Ossea foi descrita por Webb e Tricker,
(2000) e Flach et al. (2002). Os achados
histolégicos corroboram os dados obtidos na
densitometria onde aos 15 dias verificou-se
um aumento nha DMO em ambos 0s grupos
tratados, sendo mais evidente no GII, mas
sem diferenca significativa ao ser
comparado com o Gl (Graf. 1). Ja no GlII
(grupo controle), ainda havia presenga de
tecido de granulacdo e tecido conjuntivo
fibroso, angiogénese acentuada e escassa
presenca de osteoclastos, como descrito por
Borges (1998), Borges et al. (2000), Vital et
al., (2006), Lobo et al (2009), Lobo e
Avrinzeh (2010) e Lobo (2011). Aos 30 dias
(25 animais) verificou-se em todos 0s
animais do grupo Gl (bioceramica lenta),
similaridade da densidade entre a
biocerdmica e 0 0sso. Reacdo periosteal
discreta (escore um) nos extremos da mini
placa Gssea foi observada em sete animais
representando 28 % da amostra e reacéo
periosteal moderada (escore dois) em quatro,
equivalentes a 16%. Em 60% dos animais do
grupo Gl havia formacéo de calo 6sseo
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Figura 15. Fotografia de microscopia 6tica aos 15 dias, animal pertencente ao grupo GlI. Observa-se evidente a formagao
de tecido 6sseo (quadrado roxo) assim como a osteointegracéo desse novo tecido sseo com as bordas do defeito (circulos
azuis), presenca de tlneis vasculares no interior do implante (quadrados pretos), assim como pequenos focos
cartilaginosos no centro do defeito (circulo preto), (Hematoxilina-Eosina, 10X).

cortical discreto, na linha de ostectomia
proximal no segmento distal, escore um
(44%) e moderado escore dois (16%). Ponte
Ossea estava presente em 10 animais
constituindo 44%, com continuidade da
cortical caudal, mas com presenca de ténue
linha de ostectomia no segmento cranial do
defeito. Observou-se em um animal (4%)
sinais radiograficos de remodelagdo 0Ossea
discreta (escore um). No grupo GlI, 48% dos
animais apresentaram reacdo periosteal
adjacente aos extremos da placa, de
contorno irregular com escore um, 20% (5)
formagdo de calo dsseo cortical na linha de
osteotomia proximal e 56% da populagdo
apresentavam ponte 0ssea, sendo 52%
classificados com escore um e apenas um
animal com escore dois. Neste grupo
observou-se também em dois animais (8%)
sinais radiograficos de remodelacdo Ossea
(escore um). Também verificou-se um
animal com calo 06sseo cortical discreto
(escore um). Neste mesmo periodo de tempo
a avaliacdo densitométrica mostrou uma
pequena diferenca nos valores da DMO
entre os grupos tratados, sendo maior no Gl,

porém, sem diferenca significativa. Isto
pode ser devido provavelmente a diferenca
nas porcentagens de HA e B-TCP, ja que a
bioceramica moderada possui na sua
composicdo 40% B-TCP e 60% HA,
enquanto a lenta é constituida por 20% f-
TCP e 80% HA. Ja no grupo GllI 56% dos
animais apresentavam reacdo periosteal
adjacente aos extremos da placa, sendo
discreta em 13 (52%) com extensdo maxima
de 8 mm e 3 mm de altura (escore um).
Apenas dois animais apresentavam sinais de
reacdo periosteal moderada, constituindo
4% da populacdo. Neste grupo ndo foi
observado formagao de calo 6sseo. 60% dos
animais  apresentavam  ponte  0ssea
representada  por  crescimento  &sseo
preenchendo grande parte do defeito, porém
sem atingir a superficie em contato com a
mini placa dssea, sendol3, (52%) escore um
(52%) e dois animais (8%) escore dois.
Neste mesmo grupo (GII) um animal (4%)
evidenciava  sinais  radiogréaficos de
remodelacdo Ossea classificado com escore
um. (Fig. 16D).
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Neste mesmo periodo de avaliacdo (30 dias),
a andlise histolégica mostrou que nos
animais do Gl j& ndo eram evidentes as
bordas dos segmentos proximais e distais do
radio, com presenca de matriz 6ssea nao
mineralizada (ostedide) e de osteoblastos
ativos adjacentes a borda 6ssea, indicando
osteointegracdo. Todavia era evidente a
presenca da cerdmica e de tecido
fibroblastico assim como acentuada
angiogénese. Havia também presenca de
tecido 6sseo imaturo de aspecto trabecular.
Nos animais do GII observou-se presenca
significativa de tecido 6sseo imaturo, com
numerosas células osteoblasticas.

Ocasionalmente observou-se presenca de
fibras musculares, possivelmente originadas
de células tronco provenientes da medula
6ssea ou do tecido adjacente. Também foi
evidente a presenca da cerdmica no local do
implante assim como a presenca de vasos
sanguineos de grande calibre (Fig. 17), o que
est4 de acordo com o mencionado por Vital
et al., (2006). No GllIl, verificou-se minima
evidéncia de crescimento de tecido 6sseo a
partir das bordas do radio, observando-se no
defeito a presenca de tecido fibroso, adiposo
e fibras musculares, como descrito e relatado
por Lobo et al (2009), Lobo e Arinzeh (2010)
e Lobo (2011).

Figura 16. Imagem fotogréfica das radiografias dos radios de coelhos aos 30 dias. Observa-se: (A) vista
mediolateral do radio direito com a bioceramica de absorgdo lenta. Observa-se a presenca de reagdo periosteal
discreta (escore 1) (seta amarela); (B e C) vista mediolateral do radio direito com a bioceramica de absorgao lenta.
Observa-se a formacao de ponte 6ssea discreta (escore 1) (retangulo verde), (D) vista mediolateral do radio direito
com presenca de calo 6sseo discreto (escore 1) GlI.
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Figura 17. Fotografia de microscopia 6tica aos 30 dias, animal pertencente ao grupo GlI. Observa-se presenca
significativa de tecido ésseo imaturo (quadrado roxo), com numerosas células osteoblasticas. Tambhém foi
evidente a presenca da cerdmica no local do implante (circulos azuis) assim como a presenca de vasos
sanguineos de grande calibre (retangulo preto) (Hematoxilina-Eosina, 10X.)

Aos 45 dias (20 animais) de estudo
verificou-se continuidade das corticais distal
e proximal no segmento caudal, com
radiopacidade semelhante a do 0sso receptor
nos grupos Gl e GIl. Neste tempo de
observacdo, 70% dos animais do Gl
mostravam ponte dssea discreta (escore um)
e um animal (5%), ponte 6ssea moderada
(escore dois). No grupo GIlI, 75% dos
animais apresentavam ponte 6ssea, sendo
30% escore um, e os demais 45%, escore
dois. Em 25% dos animais avaliados neste
periodo havia remodelagdo 0ssea, dos quais
60% eram discretas (escore um) e 40%
moderada inicial (escore dois). No GlII foi
observado que 75% dos animais tinham
ponte &ssea de aspecto cuneiforme
preenchendo o defeito, onde a ponte Gssea
apresentava na regido central uma largura de
aproximadamente um mm com evidente
presenca de espacos vazios circundando a
neoformacdo 0ssea central. Destes, 45%,

eram moderada (escore dois), 20%, discreta
(escore um) e 10% moderada avancada
(escore trés) (Fig. 18). Aos 45 dias na
avaliacdo densitométrica verificou-se um
aumento nos valores da DMO, devido
provavelmente a presenca da HA e B-TCP
das bioceramicas, associadas ao tecido 6sseo
neoformado que resultou no aumento dos
valores da densidade 6ssea mineral, nos
animais dos Gl e GIl. Na avaliagdo
histolégica aos 45 dias verificou-se nos
animais dos grupos Gl e Gll, evolugéo
normal no preenchimento da falha, ainda
com presenca de pequenos focos do material
cerdmico no defeito. Havia numerosas
células osteoblasticas sobre a superficie do
tecido ostedide adjacente as bordas,
indicando osteointegracgdo (Fig. 19). No GllI
foi evidente a presengca de tecido
fibrocartilaginoso, adiposo e muscular mais
acentuada que aos 30 dias.
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Figura 18. Imagem fotogréafica das radiografias
dos réadios de coelhos aos 45 dias. Observa-se:
(A) vista mediolateral do radio direito com a
bioceramica de absor¢do moderada; observa-se
ponte &ssea discreta (escore 1) (retangulo
vermelho), (B) vista mediolateral do radio direito
com a biocerdmica de absor¢cdo moderada;
observa-se ponte éssea moderada (escore 2)
(retdngulo azul). (C) vista mediolateral do radio
direito com neoformacdo no centro do defeito
critico (controle negativo). Nota-se a presenca de
material radiopaco preenchendo o defeito, reacdo
avaliada como moderada (escore 2) (retangulo
verde).

Jaaos 60 dias (15 animais), 73% dos animais
do GI apresentavam reacdo periosteal nos
extremos da mini placa éssea, sendo 5,3%
discreta (escore um), 13,3% moderada
inicial (escore dois) e 6,6% moderada
avancada (escore trés) com
aproximadamente 2 cm de extensdo medial
e lateral, recobrindo parte da placa. Esta
reacdo periosteal tinha aproximadamente 6
mm de altura ao exame radiografico e
representa 0 crescimento do 0sso sobre a
placa e na periferia. Ponte ¢ssea foi
observada em 73,3% dos animais do Gl,
sendo 40% discreta (escore um) e 33,3%
moderada (escore dois). Neste periodo ja
havia remodelacdo Ossea discreta (escore
um) em 46,6% dos animais. No G11 60% dos
animais apresentavam reacgao periosteal nos

extremos da mini placa 6ssea, sendo que
50% (escore um) era discreta e 10%
moderada inicial (escore dois). Ao ser
avaliada a formacao de calo dsseo cortical
verificou-se que somente um animal (6,6%)
evidenciava sinais radiograficos com calo
discreto (escore um). Em 73% dos animais
havia evidéncias radiograficas de ponte
Ossea, discreta em 20% dos animais (escore
um); moderada inicial em 40% (escore dois)
e moderada avancada em 13,3% (escore
trés). A remodelacédo 6ssea foi observada em
60% dos animais, sendo 26,6% discreta
(escore um); 20% moderada inicial (escore
dois) e 13,4% moderada avangada (escore
trés). Estas observacfes acompanham o0s
dados obtidos na densitometria 6ssea, onde
verificou-se uma queda nos valores das
DMO dos grupos tratados no dia 60, devido
provavelmente, a reabsorcdo do implante e
substituicdo pelo tecido 6sseo neoformado
ainda em processo de maturacdo. No GllI,
60% dos animais apresentavam reacdo
periosteal nos (Fig. 20) extremos da mini
placa dssea discreta (escore um) e 93,3%
apresentavam sinais radiograficos de ponte
Ossea, sendo 13,4% discreta (escore um),
46,6% moderada inicial (escore dois) e
13,4% moderada avancada (escore trés).
Remodelacdo Ossea foi observada em 20%
dos animais classificada como discreta
(escore um), moderada inicial (escore dois)
26,6% e moderada avancada 13,4% (escore
trés). Na avaliacdo histolégica aos 60 dias,
foi observada, em dois animais do GlI,
formacdo minima de tecido ostedide,
principalmente no extremo proximal do
defeito e presenca de granulos da ceramica.
Nos demais animais, na interface entre as
bordas da ostectomia e o implante havia
evidente formacdo de novo tecido ésseo,
assim como a presenga de centros de
ossificagdo. Nos animais do GlIlI, houve
maior formacdo e crescimento de tecido
6sseo do que no grupo GI, presenca de
pequenos focos cartilaginosos, da ceramica
e de tecido conjuntivo ao redor dos granulos
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Figura 19. Fotografia de microscopia 6tica aos 45 dias. Observa-se evolucéo normal no preenchimento da falha, ainda com
presenca de pequenos focos do material ceramico no defeito (quadrado verde), numerosas células osteoblasticas sobre a
superficie do tecido ostedide adjacente as bordas, indicando osteointegragao (quadrados pretos). Estas observagdes foram
semelhantes para os Gl e Gll. (Hematoxilina-Eosina, 10X).

Figura 20. Imagem fotogréafica das radiografias dos radios de coelhos aos 60 dias. A e B vista mediolateral do radio direito
com a bioceramica moderada. Observa-se a formagédo de ponte 6ssea escore 1 (retangulo amarelo), e escore 3 (retangulo
laranja). (C) vista mediolateral do radio direito com a bioceramica de absorcéo lenta. Nota-se a presenca de remodelagio
6ssea (escore 3) (Seta laranja). (D) preenchimento do defeito por novo osso, formagdo exuberante (escore trés) (circulo
vermelho). (E) vista mediolateral do radio direito com a bioceramica de absorgéo lenta, reagdo periosteal exuberante (escore
3) (seta verde) nos extremos da placa.
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do implante (Fig. 21). J& no grupo GllII,
observou-se maior evolucdo do processo em
relagdo aos 30 dias, com maior substituicdo
de tecido cartilaginoso por tecido ésseo,
como jéa relatado na literatura (Doige, 1990;
Webb e Tricker, 2000; Doblare et al., 2004;
Samuelson, 2007; Lobo et al (2009), Lobo e
Arinzeh (2010) e Lobo (2011). A formagdo
6ssea era mais evidente nos grupos tratados,
Nos quais 0 0ss0 apresentava trabéculas mais
espessas, tendendo a 0sso compacto,
mostrando a caracteristica osteocondutora
da cerdmica de hidroxiapatita e seu efeito
favoravel na reparacao 6ssea, (Fig. 21, como
ja mencionado por Oonishi et al. (1997),
Borges et al.(2000) e Vital et al. (2006),
Estes achados foram corroborados pelas
analises de MEV nos trés grupos avaliados,
onde observou-se as  caracteristicas
mostradas na avaliacdo por microscopia

Otica. Verifica-se a presenca de tecido
ostedide ao redor dos granulos da
bioceramica, preenchendo a totalidade do
defeito e evidente formacdo de Osteons
primérios e estruturas semelhantes a
ostedcitos e osteoblastos, nos grupos
tratados (Fig. 22 A e B). Nos animais do GllI
foi observado tecido neoformado, mas com
presenca de lacunas vazias distribuidas no
defeito critico (Fig. 22 C). Aos 90 dias (10
animais) verificou-se no Gl, reagdo
periosteal nos extremos da mini placa 6ssea
em 60% dos animais, sendo 50%
classificada como discreta (escore um) e
10% como moderada inicial (escore dois).
Calo 6sseo discreto na interface proximal
estava presente em 20% dos animais, (escore
um) e moderado (escore dois) em 10%.
Ponte Ossea foi observada em 70% dos
animais, sendo 30% discreta (escore um),

Figura 21. Fotografia de microscopia 6tica aos 60 dias, grupo Gl1. Observou-se maior formagéo e crescimento de tecido

6sseo (quadrado preto) do que no grupo Gl, presenca de pequenos focos cartilaginosos (quadrado azul) assim como da

ceramica (circulos verdes) e tecido conjuntivo ao redor dos granulos do implante (Hematoxilina-Eosina, 10X).
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CM-UFMG

Figura 22. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura aos 60 dias apds a implantacéo da bioceramica macro-
micro porosa em defeito critico do radio de coelho, evidenciando o crescimento do tecido 6sseo. (A) granulos de bioceramica
de absorcéo lenta: observa-se o tecido 6sseo neoformado ao redor (quadrado verde) dos granulos e formagdo de 6steon
primério (seta vermelha); (B) granulos de bioceramica de absorcdo moderada evidenciando também o crescimento de tecido
06sseo ao redor dos granulos de bioceramica (quadrado verde); (C) grupo controle negativo, observam-se as lacunas dentro

do tecido 6sseo neoformado (circulos laranja).

30% moderada inicial (escore dois) e 10%
moderada avancada (escore trés). A
remodelacdo Ossea foi observada em 50%
dos animais, sendo 30% discreta (escore um)
e 20% moderada inicial (escore dois). No
grupo GII, um animal apresentava reacdo
periosteal nos extremos da mini placa dssea,
constituindo 10% do total dos animais
avaliados. Nesse grupo nenhum dos animais
apresentou calo 0sseo, enquanto, 50%
tinham ponte OGssea discreta (10%);
moderada inicial (30%) com escore dois, e
moderada avancada (10%), escore trés.
Remodelagdo dssea foi observada em 60%

dos animais, sendo discreta em 30% (escore
um), moderada inicial em 20% (escore dois)
e moderada avangada (escore trés) 10% (Fig.
23A). No GlllI, dois animais apresentavam
reacdo periosteal nos extremos da mini placa
Ossea discreta (escore um). Né&o foi
observado calo 6sseo neste periodo de tempo
neste grupo. Em 80% foi verificada ponte
Ossea, sendo discreta (escore um) em 20%;
moderada inicial (escore dois) em 10% e
moderada avangada (escore trés) em 50%(
Fig 23 B e C). A remodelagdo dssea foi
observada em 60% dos animais, sendo 30%
moderada inicial (escore dois) e 30%
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moderada avancada (escore trés). Na
avaliacdo densitométrica neste periodo de
tempo verificou-se que os valores das DMO
dos grupos tratados se mantiveram estaveis,
mas com diferenca significativa ao serem
comparados com o grupo GIIl. Esta
diferenca foi presente durante todas as

Figura 23. Imagem fotogréafica das radiografias dos radios de
coelhos aos 90 dias. (A) vista mediolateral do radio direito
com a bioceramica de absorgdo moderada. Nota-se a presenca
de ponte dssea, exuberante (escore 3) (retangulo vermelho).
(B) vista mediolateral do radio direito, grupo controle. Nota-
sea presencga de ponte 6ssea, exuberante (escore 3) (retangulo
vermelho). (C) Pode-se observar a remodelagdo dssea no
controle negativo, classificada como moderada (escore 2)
(circulo azul).

observacdes ao longo do experimento. Na
avaliacdo histolégica aos 90 dias observou-
se nos animais do grupo Gl presenca de
tecido 6sseo maduro com osteointegracdo do
implante e presenca de granulos da
ceramica. Apenas um animal do Gl
apresentava discreto atraso na formagao de
tecido 6sseo no defeito. J& nos animais do
GlI foi observada maior presenca de tecido
0sse0 maduro em relagio ao Gl,
caracterizado por presenca de Osteons
secundarios e grandes vasos sanguineos,
ainda com presenca de granulos da cerdmica
(Fig. 24), semelhante ao descrito por
Samuelson et al (2007). No Glll, houve
presenca acentuada de tecido conjuntivo,
tecido dsseo imaturo em pequenos focos e

invasdo do defeito por tecido mole,
dificultando o crescimento do osso. Como ja
relatado por Lobo et al (2009), Lobo e
Arinzeh (2010) e Lobo (2011). Nas
avaliacOes da MEV aos 90 dias observou-se
de forma mais evidente, do que aos 60,
maior proporcdo de tecido 6sseo, além da
presenca de  Osteons  secundarios,
significando maturidade do tecido 0sseo
neoformado no defeito, em conformidade
com as avalia¢des na microscopia otica (Fig.
25 AeB).

Ainda aos 120 dias (5 animais), verificou-se
nos grupos | e 1l reagéo periosteal em torno
da placa, em 40% dos animais; No GI, um
animal (20%) apresentou calo 6sseo discreto
(escore um), e nenhum animal do GlI tinha
formacdo de calo ésseo. Nos grupos | e Il
todos os animais (100%) apresentaram ponte
Ossea, discreta em 20%, moderada inicial
(escore dois) em 40% e moderada avancada
(escore trés) em 40%. Remodelacdo 6ssea
foi observada em 100% dos animais de
ambos o0s grupos classificada como
moderada inicial, escore dois (40%) e
moderada avancgada, escore trés (60%). No
G, um animal (20%) apresentou reacdo
periosteal nos extremos da mini placa 6ssea
(escore um). Todos 0s animais observados
apresentavam ponte éssea, porém mais
estreita na regido central do defeito e com
presenca de espagos vazios sob a mini placa
Ossea, sendo discreta escore um, (20%),
moderada inicial, escore dois (20%) e
moderada avancada, escore trés (60%). A
remodelacdo Ossea foi observada em 60%
dos animais, sendo discreta, escore um, em
40% e moderada avancada, escore trés em
20%. Na avaliacdo densitométrica observou-
se uma discreta diferenga entre as DMO do
Gl em relacdo ao Gll, mas sem diferenga
significativa (Graf.1). Este aumento discreto
no valor da DMO no GI, pode ser devido a
maior percentagem de HA associado a
presenca de maior quantidade de 0sso
compacto. A diferenca significativa entre os
grupos tratados Gl e Gll e o grupo controle
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Figura 24. Fotografia de microscopia 6tica aos 90 dias, grupo Gll. Observa-se presenca de tecido 6sseo maduro,
caracterizado por dsteons secundarios (quadrado preto) e grandes vasos sanguineos (quadrado verde), ainda com
presenca de granulos da ceramica (circulos azuis) (Hematoxilina-Eosina, 10X).

CM-UFMG = XZ58 1868rnm CM-UFMG

Figura 25. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura aos 90 dias apds a implantagéo da bioceramica macro
micro porosa no defeito critico do radio de coelho. (A, B) bioceramica de absorcéo lenta e moderada: observa-se o tecido
6sseo neoformado maduro, com presenca de 6steons secundarios (circulo azul).
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GllIl se manteve até 120 dias, ltima
avaliagdo do experimento. Na avaliagdo
histoldgica aos 120 dias, verificou-se no Gl,
presenca de 0sso compacto, presenca de
ceramica no defeito, porém em menor
guantidade quando comparada com 0s
outros tempos. No GlI, havia tecido 6sseo
compacto bem diferenciado preenchendo a
totalidade do defeito. Em um animal foi
observado que o osso formado era
semelhante ao 0sso receptor com presenca
de oOsteons secundarios, sendo evidentes 0s
sistemas de Havers. No GllI, observou-se
regeneracdo  0Ossea,  porém,  Menos
desenvolvida quando comparada aos grupos
Gl e GII. O processo de reparacdo 6ssea nos
grupos tratados mostrou-se mais adiantado
do que no grupo controle até os 120 dias.
Esse fato reforca a afirmacdo de varios
autores, como Oonishi et al. (1997),

Rezende et al. (1998), e Legeros (2003), que
atribuem o efeito osteocondutor da
hidroxiapatita como um favorecedor da
regeneracdo Ossea, fato demostrado neste
estudo (Fig. 26 A e B). As avaliagOes de
microscopia  eletrbnica de varredura
evidenciaram uma maior proporgdo de
tecido 6sseo maduro e presenca de Osteons
secundarios, confirmando os achados nas
avaliac@es histologicas neste mesmo periodo
de tempo (Fig. 27 A e B). Neste trabalho ndo
foi encontrada  diferenca  estatistica
significativa (p < 0,05) na densitometria,
entre as biocerdmicas (Tab. 1), enquanto
houve diferenga significativa entre 0s grupos
Gl e GIl, quando comparados com 0 grupo
GllIl (Graf.l). Isto se deve a grande
propor¢do de HA no implante em relacéo ao
0SS0.

Figura 26. Fotografias de microscopia Otica aos 120 dias. (A) Observa-se tecido dsseo compacto bem diferenciado
preenchendo a totalidade do defeito (quadrados pretos), com presenga de Gsteons secundérios (circulos azuis), sendo
evidentes os sistemas de Havers. 10X. (B) Controle: observa-se regeneragdo 6ssea, porém, menos desenvolvida quando
comparada aos grupos tratados (quadrado preto) Gl e GlI. 4X (Hematoxilina-Eosina).
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Figura 27. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura aos 120 dias ap6s a implantagao da bioceramica macro micro
porosa no defeito critico do radio de coelho. (A, B) bioceramica de absorcéo lenta e moderada: observa-se a presenca de tecido
6sseo maduro, com presenca de dsteons secundarios (quadrado verde).

Tratamentos Madias Besultados do teste
3 0.03€235 al
2 0.274031 B2z
1 0.28551 B2
Medias seguidas pela letra mimiscula com diferente nimerc diferem
significativamente pelo teate de Tukey (p<0,05).

Tabela 1. Valores das médias da densidade mineral 6ssea (g/cm?) observados nos grupos avaliados ao longo do tempo.
Observa-se diferenca significativa ao serem comparadas as medias do G111 e as medias dos Gl e G |1, ao serem avaliados
pelo teste de Tukey (p< 0,05).

AVALIAGAO DOS TRATAMENTOS NOS TEMPOS.
0,4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Gréfico 1. Comparagdo das medias das DMO obtidas durante todos os tempos experimentais nos trés tratamentos.
No eixo Y valores das medias das DMO obtidas, no eixo X os dias de avalia¢do dos tratamentos ao longo do tempo.
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CONCLUSOES.

Os resultados obtidos neste estudo permitem
concluir que:

As bioceramicas de fosfatos de célcio nano-
estruturada micro macro porosa em granulos
de absorcdo lenta e moderada podem ser
indicadas para o tratamento de defeitos
0sseos criticos.

As biocerdmicas permitem um tipo de
crescimento G6sseo direto por meio da
formagdo de um tecido fibrovascular,
diferenciacdo e migracdo ao local de células
osteoblasticas, com sintese de tecido
ostedide.

A  maturacdo dssea  ocorre  mais
precocemente quando se emprega a
ceramica de absor¢do moderada.

PERSPECTIVAS FUTURAS.

A Realizacdo de um estudo
histomorfométrico, que permitird obter
informacbes detalhadas a respeito da
qualidade Ossea ap6s implantacdo de
bioceramica.

S&0 necessarias mais pesquisas com o intuito
de parametrizar as possibilidades de
emprego das bioceramicas de absorcdo lenta
e moderada em relagdo ao paciente
avaliando o seu emprego em animais
doentes, pacientes pediatricos e geriatricos,
bem como em pacientes do sexo feminino e
masculino para se estabelecer os efeitos
hormonais.
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