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RESUMO

SIQUEIRA, ISABELLA MARIA LIRA TAVOLARO. Utilizacdo da Hidroxiapatita,
Quitosana e Células da Medula Ossea na regeneracao de defeito provocado na
metafise femoral de coelhos (Oryctolagus cuniculus). Estudo Clinico-Cirtargico,

Histolégico e Morfométrico. Patos, UFCG. 2011. 35p. (Trabalho de conclusdo de curso
de Medicina Veterinaria, Cirurgia Animal).

Este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar a eficicia entre a quitosana e
hidroxiapatita isoladas e associadas as células da medula 6ssea em defeito 6sseo na
metéfise femoral de coelhos. Os biomateriais foram confeccionados pelo laboratério de
Engenharia de Materiais da UFCG. Foram utilizados 20 coelhos adultos, da raca Nova
Zelandia, provenientes de um criatdrio situado na cidade de Campina Grande — PB, os
quais foram divididos em quatro grupos experimentais de acordo com o membro operado e
localizagdo dos implantes, sendo eles o Grupo quitosana (QUI), Grupo quitosana associada
a medula 6ssea (QUIMO), Grupo hidroxiapatita (HA), Grupo hidroxiapatita associada a
medula 6ssea (HAMO). Os animais foram divididos ao acaso de acordo com dois
momentos experimentais, sendo que 10 animais foram eutanasiados 30 dias apds a
cirurgia, e 10 eutanasiados 60 dias apds a cirurgia. Os materiais foram introduzidos em
defeitos criados cirurgicamente na metéafise proximal (MP) e distal (MD) de cada fémur, de
modo que a quitosana foi introduzida na MP e a hidroxiapatita na MD do membro
esquerdo, e no membro direito além dos implantes foi adicionado medula dssea. Na
avaliagdo clinico-cirdrgica, foram observados a deambulagdo, comportamento de dor e
cicatrizagdo da ferida cirdrgica, ndo sendo observado no periodo imediatamente apds a
cirurgia e até serem eutanasiados com 30 e 60 dias sinal de dor, claudicagdo dos membros
operados, nem caracteristica histopatolégica do enxerto contra o hospedeiro ou rejei¢ao
imunoldgica durante todo o periodo experimental. Na andlise histolégica observou-se que
os grupos QUI e QUIMO estatisticamente foram mais eficazes do que os grupos HA e
HAMO, nao sendo havendo diferenca estatistica entre os grupos QUI e QUIMO,
concluindo que esses ultimos estimularam reacdes mais acentuadas e aceleraram o reparo
dsseo.

Palavras-chave: Biomateriais, cicatrizacdo 6ssea, ortopedia.



ABSTRACT

SIQUEIRA, LIRA MARIA ISABELLA TAVOLARO. Use of hydroxyapatite,

Chitosan and Bone Marrow Cells in regenerating defect caused in
the femoral metaphysis of rabbits (Oryctolagus cuniculus). Clinical
and Surgical, histological and morphometric. Patos, UFCG. 2011.35 p. (course
conclusion paper Veterinary Medicine).

This study aimed to evaluate and compare the effectiveness of chitosan and hydroxyapatite
isolated and associated with bone marrow cells in the bone defect in the femoral
metaphysis of rabbits. The biomaterials were prepared by the laboratory of Materials
Engineering UFCG. We used 20 adult rabbits, New Zeland, from a farm located in the city
of Campina Grande - PB, which were divided into four groups according with member
operated and location of the implants, they were the Group chitosan (QUI ), chitosan group
associated with bone marrow (QUIMO), Group hydroxyapatite (HA), hydroxyapatite
group associated with bone marrow (HAMO). The animals were randomly divided
according with two experimental moments, where 10 animals were euthanized 30 days
after surgery, 10 and euthanized 60 days after surgery. The materials were inserted,
surgically, in defects in the proximal (MP) and distal (MD) of each femur, so that the
chitosan was introduced in the MP and MD hydroxyapatite in the left limb and right limb
was added in addition to spinal implants marrow. The animals were evaluated ambulation,
pain behavior and healing of the wound. Clinical evolution of animals proceeded normally,
without presence of infection or point dehiscence, occurring healing in all surgical wounds
in the first 10 days post-operatively. Histological analysis showed that the
groups were statistically QUI and QUIMO more effective than HA
and HAMO groups, not being statistically ~ different groups QUI and  QUIMO,
concluding that the latter more pronounced reactions stimulated and accelerated bone
healing.

Keywords: biomaterials, bone healing, orthopedics.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem 32 milhdes de caes e 16 milhdes de gatos, de acordo com a Associa¢ao
Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacdo, a Anfal Pet.
Atualmente os animais de estimacdo sdo vistos ndo sé como amigos, mas também como
filhos ou irmdo em boa parte das familias, devido a esta nova classificagdo dos animais na
sociedade a exigéncia de melhores tratamentos vem aumentando, exigindo assim a
necessidade de procedimentos terapéuticos mais seguros, eficientes e eficazes (MEIER;
VAISMAN, 2009).

Os traumas Osseos em animais de companhia vém aumentando cada vez mais,
pondo em risco a saude deles. As afec¢des mais comuns € que exigem um tratamento
ortopédico rdpido e efetivo sdo as fraturas decorrentes principalmente de acidentes
automobilisticos, ou ainda quedas e brigas. Esses sérios problemas de saude afetam
significativamente a qualidade de vida de seus portadores. Em muitos casos, o tratamento
de falhas dsseas requer o uso de implantes (KOKUBO; KIM; HAWASHITA, 2003). O
objetivo no tratamento dessas injurias € a obtencdo rapida da unido dssea preservando as
funcdes principais das articulagdes e tecidos moles proximos.

A reparacdo de uma fratura envolve uma seqiiéncia de eventos celulares que
evoluem desde a agressdo propriamente dita, formacdo de hematoma, iniciagdo do calo
plastico, organizacdao do calo e remodelacdo. Sabe-se que algumas fraturas consolidam
adequadamente apds o uso correto de determinado método de imobilizagcao, porém outras
resultam em consolidagdo demorada ou nao unido. Para obtencdo do sucesso na reparacdo
das fraturas, diversos fatores sao importantes entre eles estdo o tipo de osso envolvido, tipo
de fratura, idade do paciente, métodos de tratamento, fatores biomecanicos e metabdlicos
(JOHNSON, 2008).

No inicio do século vinte o uso de enxerto dsseo foi introduzido na pratica cirtrgica
veterindria e trouxe subsidios para uma reparacdo d6ssea mais acelerada, promovendo a
formacdo de calo precoce através de um processo chamado de substituicdo invasiva
associado ao processo de osteoindugdo e osteocondu¢do (MIRANDA et al., 2005).

Dentre os enxertos Osseos mais utilizados em cirurgias, os enxertos aldgenos
corticais e 0s autdgenos esponjosos € cOrtico-esponjosos sao 0s que apresentam maiores
beneficios para reparacdo de defeitos, entretanto a coleta de osso autégeno danifica partes

sauddveis do corpo e podem causar sequelas sérias ao paciente como dor local, infec¢ao
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além de prolongar o tempo de cirurgia e elevar o custo, como também a quantidade a ser
coletada pode ser limitada. O uso de enxerto alégeno aumenta os riscos de infeccao
podendo ocorrer reagdes de rejeicdo do implante, e em adicdo a isso a quantidade de osso
alogénico disponivel ¢é limitado (MONCHAU et al, 2002; KOKUBO; KIM.;
HAWASHITA, 2003), estes empecilhos cirdrgicos podem ser evitados com o uso de
biomaterias ou enxertos alopldsticos que segundo Legeros (2002) sdo substancias de
origem natural ou sintética, que podem ser usadas durante qualquer periodo de tempo,
como parte ou como sistemas que tratam, aumentam ou substituam quaisquer tecidos,
orgdos ou fungdes do corpo.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficdcia dos implantes de hidroxiapatita e
quitosana e da associacdo dos mesmos as células da medula dssea, na regeneracdo do
tecido dsseo de coelhos, analisando o tempo de consolidacdo 6ssea e descrevendo os
aspectos histologicos e morfométricos na interface entre o tecido dsseo e os implantes aos

30 e 60 dias apds a intervengdo cirtrgica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxertos 0sseos

A enxertia 0ssea é uma parte essencial do tratamento cirdrgico de muitas injdrias
ortopédicas, podendo ser realizada com sucesso de um local para o outro ou de um
individuo para o outro, fazer uma ponte entre os defeitos 6sseos ou para estabelecer a
continuidade de um osso longo, auxiliar na fusdo das articulagdes, preencher as cavidades
e promover unido Ossea em fraturas com unido tardia ou ndo-unidio (MILLIS e
MARTINEZ, 2007). Os enxertos 6sseos sdo determinados de acordo com seu local de
origem e composi¢do. Um auto-enxerto € um tecido retirado de uma parte do corpo e
transplantado para outro local no mesmo individuo (STEVENSON, 1999). Um aloenxerto
(homoenxerto) ¢ um tecido obtido de um individuo e transplantado para outro da mesma
espécie, mas nao geneticamente idénticos. Um xenoenxerto envolve o transplante de tecido
de um individuo a outro de espécie diferente. E finalmente, isoenxertos sdo tecidos
transplantados de um individuo para outro geneticamente idéntico e da mesma espécie
(MILLIS e MARTINEZ, 2007).

A composicdo dos enxertos Osseos pode incluir 0sso esponjoso, 0SSO
corticoesponjoso, 0sso cortical, medula 6ssea ou osso e cartilagem articular (osteocondral).
Os enxertos de osso cortical sao basicamente utilizados para propiciarem suporte estrutural
e osteoconducdo em dreas destituidas de por¢des da coluna dssea, como uma fratura
altamente cominutiva ou um segmento de osso removido como resultado de resseccao
tumoral (FITCH et al, 1997; STEVENSON, 1998).

O enxerto 6sseo pode atuar de trés maneiras distintas no processo de reparagao
Ossea, sendo elas a osteogénese, a osteinducdo e osteconducdo. A osteogénese € a
formacdo de tecido 6sseo no local da implantacdo do enxerto, o qual funciona como fonte
de células osteoprogenitoras. A osteoinducio € a capacidade do enxerto dsseo de recrutar e
estimular células mesenquimais indiferenciadas a se diferenciarem em células
osteogénicas. A osteoconducdo € o processo no qual o enxerto serve como arcabouco para
formacgdo de vasos sanguineos e tecido 6sseo. O enxerto € lentamente reabsorvido através
de atividade osteocldstica e substituido por osso novo (PIERMATEI e FLO, 1999;
MORAES, 2002; FOSSUM, 2002).
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O enxerto mais comumente utilizado € o auto-enxerto devido a auséncia de resposta
imunolégica (MORAES, 2002; FOSSUM, 2002), porém esse tipo de enxerto tem algumas
limita¢des, como a quantidade ndo se tornado vidvel para grandes falhas ésseas, a coleta
que exige sempre uma nova operacao a qual resulta em perda de sangue e um tempo
de anestesia prolongada, podendo levar complica¢cdes ao doador como lesdo neurovascular,
infec¢do, formacdo de hematomae dor cronica. (MONCHAU et al., 2002; KOKUBO;
KIM; HAWASHITA, 2003). Outra caracteristica do enxerto autégeno ¢ a rapida
reabsor¢do o que refor¢a o uso clinico extenso de materiais sintéticos e bioldgicos para o
tratamento de defeitos 6sseos (CEHRELI ez al., 2003).

Os enxertos alégenos (homdgenos) e os xenoenxertos também sio uma opg¢ao
vidvel (CALIXTO, 2001). Porém deve-se levar em conta o risco de transmissdo de doencas
e da ativacdo do sistema imunolégico do hospedeiro (PIERMATEI e FLO, 1999;
KOKUBO; KIM; HAWASHITA, 2003; WU; HUANG; LAN, 2003; RODRIGUEZ,
2004), além de infeccdes que podem ocorrer devido a md conservagdo e manipulacao
errada do mesmo.

Para superar essas limitagdes, enxertos sintéticos vém sendo estudados e usados,
sendo os mais comumente utilizados os metais ou ligas metalicas(titanio, titdnio-aluminio-
vanidio), as ceramicas (hidroxiapatita, trifosfato de calcio, aluminatos de cdlcio), os
polimeros (silicones, poliamida, 4cido glic6lico, polipropileno, polimetilmetacrilato,

poliuretanas, etc) e os compoésitos (amalgama) (CALIXTO, 2001).

2.2 Biomateriais

Um biomaterial pode ser definido como uma substancia, ou a combinacido de duas
ou mais substancias de origem natural ou sintética que € tolerado de forma transitéria ou
permanente pelos 6rgdos e tecidos (CALIXTO, 2001; MORAES, 2002; RODRIGUES,
2004). Os biomateriais devem ser inertes, degraddveis e ou absorviveis, além de favorecer
o crescimento 6sseo por condugdo, e se possivel, por indugdo, as quais variam de acordo
com as propriedades fisicas e quimicas do material que devem ser compativeis com as
reacOes fisioldgicas do osso. Também sendo importantes algumas caracteristicas como
biocompatibilidade, ser de facil aplicacdo clinica, ndo oferecer riscos trans-operatorios e
sequelas pds-operatérias e ter uma boa aceitacio pelo paciente (BORGES, 1998;

FEHLBERG, 2001; MONCHAU et al., 2002).
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Diversos tipos de biomateriais, especialmente as bioceramicas de fosfato de célcio,
continuam sendo pesquisadas e cada vez mais sdo utilizados em procedimentos para a
reconstru¢do e recomposicao tecidual, apresentando a vantagem de ndo provocar trauma
adicional no paciente diferentemente o que ocorre na obtencdo de enxerto autégeno

(KEATING e MCQUEEN, 2001).

2.2.1 Hidroxiapatita

O grupo das ceramicas de fosfatos de cdlcio sdo os que mais se assemelham a
composi¢do do osso (LEGEROS, 2002).

Dentro deste grupo encontra-se a hidroxiapatita, a qual na sua forma natural é o
elemento cristalino essencial dos componentes calcificados do esqueleto e é o principal
mineral do osso e dente (CHERELI et al.,2003). Os cristais de hidroxiapatita sdo
encontrados também nas pequenas calcificacoes dentro da glandula pineal e outras
estruturas, o que € conhecido como corpora arenacea ou "areia cérebro” (HOLMES et
al.,1984).

A hidroxiapatita apresenta férmula molécula C;o(PO4)s(OH),, sendo o biomaterial
mais conhecido e utilizado nas reparacdes cirdrgicas devido apresentar a mesma estrutura
cristalina que a do osso e por isso ser bastante estudado, sua produ¢do vem sendo feita
desde o inicio dos anos 70 e sua utilizacdo desde os anos 80 (SCHMITZ; HOLLINGER;
MILAM, 1999).

Quando sintetizada em laboratério permite a determinacdo de seu tamanho,
porosidade e forma, além da obtencdo de um produto estéril (BORGES, 1998), de fécil
armazenamento e ilimitada disponibilidade. O tamanho dos poros, sua extensdao e a
interconectividade entre eles deve permitir a formacdo de vasos sanguineos e o
crescimento dsseo, levando a uma maior resisténcia na fixacdo do conjunto implante-0sso
(LEGEROS, 2002).

A hidroxiapatita tem uma boa condutibilidade 6ssea (acelera a formagao do tecido
dsse0 novo e serve como suporte para o crescimento 6sseo) a qual € regulada
principalmente pela porosidade da mesma (tamanho dos poros que é completamente
controldvel), a qual influencia na sua velocidade de reabsorcdo. Ela também tem uma alta
biocompatibilidade e seguranca (ndo € téxica, nem alergé€nica ou carcinogé€nica) além de

uma composicao uniforme (NILSSON et al.,2004). Todas essas qualidades ajudam a
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reduzir o tempo de recuperacdo. O contato direto e estdvel desse biomaterial com o 0sso
estimula a forma¢do de uma ligacdo direta e forte com o tecido dsseo, favorecendo um
suporte nutricional do tecido dentro dos poros incentivando o crescimento celular,
fibrovascular, formagao de ostedide e o crescimento do osso mineralizado formando uma
interface direta, Unica e forte com o osso, além de servir como molde para a formacao de
0sso novo (osteoconducao) (LEGEROS, 2002). Esta osteoconducdo (acelera a formagao do
tecido 6sseo novo, uma vez que o 0sso necessita de suporte para fazé-lo crescer) sé €
possivel se o implante estiver em contato direto com 0 0sso, 0 0sso periférico deve estar
vidvel e a interface entre o osso e o implante deve ser estdvel (POLLICK et al.,1995).

A HA vem demonstrando extrema biocompatibilidade, produz neossifica¢io, pouca
fibrose com reacao inflamatéria moderada e ndo forma reagdo de corpo estranho; por isso

as pesquisas com este biomaterial vem aumentando (CAMILLI et al., 2008)

2.2.2 Quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina (termo derivado
da palavra grega Khiton, que significa carapaca, casca ou caixa de revestimento), e que
designa um polissacarideo abundante na natureza, perdendo apenas para a celulose em
quantidade produzida anualmente (SENEL; MCCLURE, 2004). Este material ¢é
proveniente principalmente de carapacas de crusticeos, sendo também encontrado em
insetos, moluscos e na parede celular de fungos. No entanto, toda a quitina comercialmente
produzida é obtida dos residuos das industrias de processamento de crustdceos enquanto
alimento. A quitosana € um polissacarideo originado a partir da reacdo de desacetilagao
parcial de quitina, geralmente por tratamento alcalino (CHEN et al., 2005).

Caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade sdo
suas propriedades fundamentais, além de acdo bacteriostatica (SENEL et al., 2000; NETO
et al., 2008). Devido a estas caracteristicas bioldgicas, foram encontradas diversas
aplicacdes para este biomaterial, dentre elas: na agricultura, na industria de alimentos e,
recentemente, na drea médica (SENEL et al,. 2000; SINGLA; CHAWLA, 2001.). Outra
caracteristica importante e sua alta resisténcia a cargas, bem como a estabilidade dada ao
enxerto, as quais sdo extremamente importantes especialmente nos estdgios iniciais de
formacdo Ossea, essas sO sdo possiveis devido ao arranjo paralelo de pontes de hidrogénio

que constituem o biomaterial (MUZZARELLI et al., 2002).
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Segundo Ueno (2001) a quitosana também té€m sido considerada como acelerador
da reparacdo tecidual, capaz de aumentar a producdo de matriz extracelular através do
aumento de producdo de fatores de crescimento, como também de acelerar a infiltracao de
linfécitos polimorfonucleares nas fases iniciais de cicatrizacdo tecidual, aumentando
consideravelmente a osteopontina, uma fosfoproteina capaz de aumentar a ligagdo celular
na ferida em cicatrizagdo. Ela também tem a capacidade de formar estruturas porosas,
contendo fatores de crescimento, como proteinas morfogenéticas 6sseas ou fatores de
crescimento vascular em sua composi¢do, podendo ser utilizados como moldes para o
crescimento celular, para posterior implantacdo em defeitos extensos (ZHANG et al.,

2006).

2.2.3 Células da medula ossea

A medula 6ssea por sua vez € constituida pelas células primordiais indiferenciadas,
as stem cells (BURWELL, 1985), caracterizadas por baixa taxa de crescimento, capacidade
de auto-renovacao e potencial para diferenciarem-se em vdrias linhagens (OWEN, 1980;
CONNOLLY, 1995). Os dois tipos celulares 6sseos, osteoblastos e osteoclastos, sdo
derivados, respectivamente, dos sistemas medulares estromal e hematopoiético (DEL
CARLO, 2004). No processo de reparacdo Ossea, células presentes na medula
desempenham papel importante na osteogé€nese ou fagocitose, dependendo das condi¢des
do meio (BURWELL, 1985).

A osteogenicidade da medula Ossea deve-se as células osteoprogenitoras do
estroma, que contém dois tipos celulares: as células precursoras dsseas determinadas e as
células precursoras 6sseas indutiveis, que na presenga de fator indutivel local expressam
atividade osteogénica, por exemplo, em fraturas e enxertos 6sseos (DEL CARLO, 2004).

A medula dssea pode ser obtida de varios locais como: crista ilfaca (principal
fonte), extremidade de ossos longos, parte esponjosa de ossos curtos, costelas, corpo das
vértebras e interior dos ossos do cranio e esterno, sua coleta é simples e causa minimos
traumas ao paciente (KEITH, SACK, WENSING, 2004).

Ela pode ser usada isoladamente, nos casos em que existe uma unido Ossea
retardada, artrodese, em pequenos defeitos dsseos € em ndo unido dssea ou em associacdo
com outro enxerto ampliando a propriedade osteogénica ao enxerto, sendo usada no caso

de fraturas extensas. Sua utilizacdo deve ocorrer logo apds a coleta para que um maior
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nimero de células esteja vidvel, quando possivel o método de concentracdo das células
osteoprogenitoras melhora a eficiéncia osteogénica do enxerto, pois a formacao Ossea estd

ligada diretamente ao nimero de células (DEL CARLO, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unidade Académica de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Campina Grande

(UAMV/UFCG), segundo protocolo de aprovacao n° 100/2008.

3.1 Animais

Foram utilizados 20 coelhos adultos, de ambos os sexos, da raca Nova Zelandia,
pesando em média 3,0 £ 0,4 kg, provenientes de um criatério situado na cidade de
Campina Grande — PB. Os animais foram divididos ao acaso, em dois momentos
experimentais com 10 animais cada, de acordo com o periodo em que foram eutanasiados
(30 ou 60 dias ap6s o procedimento cirdrgico). Os mesmos foram acomodados em gaiolas
individuais (Figura 1), por um periodo de sete dias antes do inicio do experimento para se
adaptarem ao ambiente, foram vermifugados com albendazole 5%, na dose de 20mg/kg,
por via oral, e alimentados com ragdo balanceada duas vezes ao dia e dgua potavel ad

libitum desde sua chegada.
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Figura 1: Gaiolas individuais onde os
animais permaneceram durante
o periodo experimental.

3.2 Preparaciao do material de implante

Os implantes utilizados no experimento foram fornecidos pela Unidade Académica
de Biomateriais do Departamento de Engenharia de Materiais (UAEMa) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG). A Hidroxiapatita utilizada foi a de razdo 1.67 e a

Quitosana foi extraida da carapaca de caranguejos e processada em solugdo de hidréxido
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de sddio a 40%, ambas na apresentasdao de 3 mm de didmetro com 5 mm de altura, com

100 a 300 um de porosidade. Todos os substitutos dsseos foram autoclavados antes do uso.

3.3 Procedimento cirirgico e Grupos Experimentais

O procedimento cirdrgico e a utilizacdo dos biomaterias se deu da seguinte forma:
no pré-operatério cada animal foi mantido em jejum sélido por 6 horas e liquido por 3
horas. A tricotomia foi realizada desde a regido dorso-lombar até o calcaneo. Em seguida
fez—se a medicacdo pré-anestésica com acepromazina, na dose de 1mg/kg, por via
intravenosa (IV) e anestesia com zoletil na dose de 15mg/kg, IV. A antissepsia da area
operatoria foi realizada com solugdo de clorexidine a 0,5% (Fig.2A). Ap6s a delimitacao
da 4rea operatdria com os panos de campo (Fig.2B), uma incisdo cutanea foi efetuada ao
longo da margem craniolateral da didfise femoral desde o trocanter maior até a crista
troclear lateral (Fig.2C), a gordura subcutdnea e fascia superficial foram seccionadas
abaixo da incisdo cutanea e a fascia lata foi seccionada ao longo da margem cranial da
aponeurose do musculo biceps femural. A retracdo caudal do biceps e afastamento cranial
do musculo vasto lateral revelou a metafisaria femoral (Fig.2D). O musculo adutor da coxa
foi rebatido na regido subperiosteal para propiciar maior exposi¢do do aspecto caudal do
0SS0.

Foi feita resseccdo longitudinal do peridsteo e dois orificios foram construidos (um
na metafise proximal e outro na distal) com uma broca cirtrgica de 2,0 mm de didmetro na
parte proximal e distal em cada metafise femoral (Fig.2E). Durante a penetracdo da broca
foi utilizada solu¢do de NaCl 0,9% para minimizar o aquecimento 4sseo € conseqiiente
ostedlise. Apds a confeccdo de cada orificio, os substitutos 6sseos (Fig.2F) foram
manualmente introduzidos da seguinte maneira: a quitosanana na metafise proximal
(Fig.2G) (Grupo QUI) e a hidroxiapatitana na metéfise distal do fémur esquerdo (Fig.2H)
(Grupo HA). No fémur direito a disposi¢do dos biomaterias foi a mesma da ocorrida do
lado esquerdo porém com a adi¢do de 0,25ml medula dssea (Fig.2J) sobre a interface osso
implante (Fig.2K) (Grupos QUIMO e HAMO, respectivamente). A medula dssea foi
coletada do trocanter maior do fémur direito (Fig.2I) imediatamente antes de ser utilizada.
Ap6s a introdugd@o dos implantes o musculo tensor da féscia lata foi suturados com

categute 3-0 em plano continuo. A redu¢do do espago morto foi realizada com categute 3-0
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utilizando a sutura em zigue-zague. A pele foi unida com mononailon 3-0 empregando-se

sutura schmieden (Fig.2L).

Figura 2: A - Antissepsia da drea operatdria, B - Delimitacdo da drea operatéria com os panos de campo, C -
Incisdo cutinea ao longo da margem craniolateral da diafise femoral desde o trocanter maior até a crista
troclear lateral, D - Metafisaria femoral, E - Orificios feitos com a broca cirirgica de 2,0 mm.
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Figura 3: F — Biomateriais (Quitosana a esquerda e Hidroxiapatita a direita), G - Quitosana implantada na
metafise proximal, H — Hidroxiapatita implantada na metafise distal, I — Coleta da medula 6ssea, J -
0,5ml de medula 6ssea, K - Adi¢do de 0,25ml da medula éssea na metafise proximal, K - Adicdo de

0,25 mL da medula éssea na metafise distal, L - Dermorafia.
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3.4 Avaliaciao clinico-cirirgica

No pés-operatério os animais receberam enrofloxacina na dose de 10mg/kg, por via
intramuscular (IM) uma vez ao dia durante 5 dias e meloxicam, via IM, na dose de 0,2
mg/kg no primeiro dia (firmaco administrado 30 minutos antes do procedimento cirtirgico)
e 0,1 mg/kg nos dois dias subseqiientes. A higienizacdo da ferida cirirgica foi realizada
com solu¢do de NaCl 0,9% e kuraderm prata durante os 10 primeiros dias do pds-
operatorio, tendo sido retirado os pontos apds esse periodo.

A avaliagdo clinica das feridas cirdrgicas foi feita diariamente, durante os 10
primeiros dias de pds-operatério, observando se havia presenga de reacdo inflamatdria,

infecgdo, dor e deiscéncia da sutura.

3. 5 Avaliacao histolégica

Os animais foram eutanasiados ao final do periodo de observacdo destinado a cada
momento experimental (30 dias e 60 dias pds-cirtrgicos), tendo sido colhido os fémures e
em seguida retirados os fragmentos do tecido 6sseo que continham os implantes, os quais
foram cortados transversalmente no tamanho de 2cm de extensdo, de modo que fossem
colhidos 1lcm de osso proximal e distal em relacdo aos implantes. Os fragmentos 6sseos
foram submetidos a fixacdo com formalina tamponada a 10% durante 10 dias (Fig.3). Logo
ap6s o material foi lavado em dgua corrente e descalcificado em mistura de partes iguais de
solugdo de 4cido férmico 5% + acido cloridrico 5% durante 14 dias. Em seguida eles foram
desidratados por passagens em solugdes de dlcool em concentragdes crescentes (70%,
80%, 90% e alcool absoluto) sendo em seguida incluidos em parafina liquida formando
blocos e posteriormente cortados em fatias transversais de Sum de espessura e montados
em laminas histolégicas. De cada bloco foram obtidas quatro laminas, sendo estas
submetidas a técnica de hematoxilina-eosina para visualizacdo histolégica, avaliando-se a
interface osso-implante os graus de reacdo endosteal e periosteal, proliferacao e
diferenciacao celular no tecido cicatricial, presenca de tecido conjuntivo e cicatrizagdo
Ossea da lesdo. Nessa andlise, foi realizada avaliacdo descritiva qualitativa e comparacao

entre 0s momentos e grupos.
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Figura 4 - Fragmentos dsseos submetidos a fixa¢do com
formalina tamponada a 10% durante 10 dias.

3.6 Analise morfométrica

A neoformacdo 6ssea induzida pelos tratamentos foi quantificada através da anélise
morfométrica das laminas, através do programa Image Pro Plus, versio 6.2®. Para essa
andlise, foram realizadas capturas e digitalizacdo das imagens que compreenderam a
interface osso/implante. Foram obtidas imagens seqiienciadas de cada ldmina analisada
para quantificar em um? todo o tecido 6sseo neoformado em toda interface osso/implante.
Foi obtida a média dos valores para cada grupo estudado e estas foram submetidas a

analise estatistica.

3.7 Analise estatistica

A comparacdo da cicatrizacdo Ossea induzida pelos tratamentos foi realizada por
momento experimental e entre os grupos. Inicialmente foi realizado o teste de normalidade
de Anderson-Darling para a verificacdo da distribuicdo dos dados. Para varidveis com
distribuicdo normal, os grupos foram comparados pela andlise de variancia (ANOVA) de
um critério de classificacdo, com comparacdes miultiplas pelo teste de Tukey. Para
varidveis com distribuicdo ndo normal, a comparacdo foi realizada pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, com comparacdes multiplas pelo teste de Nemenyi
(ZAR23). O nivel de significincia adotado foi de 5% e as andlises foram feitas com o

programa estatistico MINITAB versao 14.0.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO
4.1 Avaliacao clinico-cirargica

Na avaliacdo clinico-cirurgica dos animais durante o periodo experimental, nao foi
observado nenhum sinal de dor e claudicacdo dos membros operados. Isso pode ser
explicado pelo tamanho reduzido da lesdo éssea provocada, ndo provocando processo
inflamatério exacerbado e devido ao uso da analgesia empregada com o meloxicam,
farmaco muito eficaz para minimizar a dor dssea, uma vez que atua no local da lesdo,
diminuindo o processo inflamatério (FANTONI, 2002). Em relagdo a cicatrizagdo ndo foi
observada infec¢do nem deiscéncia da sutura, ocorrendo assim a cicatrizacao de todas as
feridas em 10 dias de pds-operatério. Pode-se observar a importancia de uma adequada
assepsia, técnica cirirgica e antibioticoterapia bem executada, estando estes resultados de
acordo com os encontrados em MORAES (2002), CEHRELI et al.(2003) e VITAL et

al.(2006), o que comprova a biocompatibilidade do enxerto.

4.2 Avaliacao Histolégica

A avaliagcdo histologica foi realizada aos 30 e 60 dias de pds-operatério, sendo
observado aos 30 dias na interface osso-implante que recebeu a quitosana (Grupo QUI),
enddsteo e peridsteo irregular com reagdo celular intensa, muitos osteoblastos e
osteoclastos ativos, grande quantidade de fibroblastos e tecido conjuntivo, intensa
neoformacgdo vascular (Figura 5A), tecido 6sseo imaturo em volta de todo o implante
(Figura 5B) com cicatrizacdo avangada da lesdo e presenca de células mesenquimais em
processo de diferenciacdo. Ja aos 60 dias de pds-operatério, foi observado que o peridsteo
apresentava-se menos irregular em relacdo a analise que foi realizada aos 30 dias, os
osteoclastos estavam em maior quantidade, ainda com muito tecido dsseo neoformado em
volta de todo o implante (Figura 5C) e presenca de células mesenquimais em diferenciacio
(Figura 5D).

Esses resultados se devem a capacidade da quitosana de estimular a formacdo de
estruturas porosas, por conter fatores de crescimento como proteinas morfogenéticas
Osseas ou fatores de crescimento vascular em sua composi¢cio (MADIHALLY, 1999;
ZHANG, 2006). Segundo Ueno (2001), a quitosana € capaz de aumentar as fungdes de

células inflamatdrias, promovendo organizacido celular e atuando no reparo de feridas
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amplas, pois sua estrutura quimica € similar a do 4cido hialurénico, mostrando assim sua
alta capacidade de cicatrizagdo e reparacao do tecido lesionado.

Na interface preenchida pela associacdo de quitosana e medula 6ssea (Grupo
QUIMO), aos 30 dias do p6s-operatério foram constatadas as mesmas reagdes observadas
no Gruopo QUI (Figura SE e F), porém havia maior quantidade de células mesenquimais
em processo de diferenciacdo. J4 aos 60 dias, observou-se a permanéncia da intensa
atividade celular e a cicatriza¢do da lesdo 6ssea encontrava-se avangada, com muito tecido
Osseo neoformado em volta do implante (Figura 5G), ainda com presenca de células
mesenquimais indiferenciadas em atividade na regido da interface osso/implante. Essa
maior reacdo estd associada ao fato de a medula dssea ampliar a propriedade osteogénica
do local, especialmente quando sua utilizac¢do € realizada logo apds a coleta, pois 0 numero
de células vidveis se torna maior no local (DEL CARLO, 2004). Este fato associado a a¢do
estimulante da quitosana sobre a diferenciacdo celular, devido as células se aderirem
fortemente a ela e se proliferarem mais rapidamente (UENO, 1999), propiciou a reacao
dssea mais marcante neste grupo.

Ja na interface que recebeu a HA (Grupo HA) aos 30 dias de pds-operatério foi
observado enddsteo e periosteo bem regulares com presenca de células dsseas, pequena
atividade osteobldstica e osteoclastica, presenca de fibroblastos, tecido conjuntivo,
neoformacdo vascular e do tecido 6sseo (Figura 5H), achados similares aos citados por
VITAL (2005), LEE (2009) e Nandi et al. (2008) que realizaram um estudo para avaliar a
eficiéncia da hidroxiapatita porosa em defeitos dsseos criadas na didfise de radio de cabras
e observaram boa formacdo Ossea e revascularizacdo na drea que recebeu o implante,
confirmando assim a propriedade osteocondutora biolégica natural deste material. Porém,
em comparacdao com os grupos QUI e QUIMO os resultados da HA mostraram-se
inferiores. Aos 60 dias de pds-operatdrio, as reacdes ainda permaneceram muito discretas,
com defeito 6sseo em processo de cicatrizagdo, entretanto Vital et al.(2006) em seu estudo
com HA na falha éssea na ulna de coelhos observou maior formacdo 6ssea no grupo 60
dias.

Na avaliacdo da lesdo dssea que foi preenchida pela HA associada a medula 6ssea
(Grupo HAMO), observaram-se aos 30 dias de pds-operatério reagdes similares as
encontradas no Grupo HA, porém com maior quantidade de fibroblastos e fibras coldgenas,
neovascularizacao e neoformacdo dssea (Figura 5I). Aos 60 dias as reacdes encontradas

foram: regularidade endosteal e periosteal com pouca celularidade, pouca quantidade de
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osteoblastos, porém os osteoclastos estavam em maior quantidade comparado ao momento
30 dias no mesmo grupo. Essa maior quantidade de osteoclastos se deve ao fato da
utilizacdo da medula 6ssea logo apds a coleta ocorrendo assim um niimero maior de células

osteoprogenitoras vidveis (DEL CARLO, 2004).

Figura 5: A — setas pretas mostrando vasos sanguineos Obj.10(HE) (Grupo QUI) aos 30 dias. B- seta preta mostando tecido dsseo imaturo

em volta do implante na regido medular do osso e seta amarela mostrando a quitosana Obj. 4x(HE) (Grupo QUI) aos 30 dias. C- interface
osso/implante com muita celularidade em contato com a quitosana (seta amarela), muito tecido Gsseo neoformado ( A) Obj. 10x (HE)
(Grupo QUI) aos 60 dias. D - células mesenquimais em diferenciacio (setas pretas) Obj. 40x (HE) (Grupo QUI) aos 60 dias. E - intensa
neoformagdo dssea (seta preta) em contato com a quitosana e interface osso implante (seta amarela) Obj. 4x (HE) (Grupo QUIMO) aos 30
dias. F - grande quantidade de tecido conjuntivo (seta preta) acima da lesdo Ossea ja preenchida por tecido 6sseo (cicatrizacao)(seta
amarela) Obj 4x (HE) (Grupo QUIMO) aos 30 dias. G - presenga de muito tecido ¢sseo neoformado ( A ) em volta do implante (seta
amarela) Obj. 4x (HE) (Grupo QUIMO) aos 60 dias. H - pouco tecido 6sseo neoformado preenchendo a lesdo (seta petra) em comparagdo
aos grupos QUI e QUIMO e enddsteo e periosteo regular em contato com a hidroxiapatita (seta amarela) Obj. 4x (HE) (Grupo HA) aos 30
dias. T - hidroxiapatita (A) com pouco tecido Gsseo em volta (setas pretas) sem presenca de celularidade Obj. 4x (HE) (grupo HAMO) aos
60 dias.
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4.3 Avaliacao morfométrica

Como observado na tabela 1, aos 30 e 60 dias, os grupos QUI e QUIMO diferiram
estatisticamente dos demais em ambos 0s momentos pds-cirdrgicos. Essa maior reagdo esta
associada a capacidade da quitosana de aumentar a producdo de matriz extracelular e de
osteopontina (fosfoproteina) além de formar estruturas porosas contendo fatores de
crescimento, estimular a citodiferenciacio e ser um biomaterial osteoindutor,
biodegradavel e biocompativel (UENO et al., 2001).

Nao foi constatada diferenca estatistica entre os grupos QUI e QUIMO, HA e
HAMO, mas histologicamente houve um maior crescimento de tecido 6sseo nos grupos em
que os biomateriais foram associados a medula 6ssea. Isso ocorreu pois a MO € uma
grande fonte de células mesenquimais indiferenciadas (CMlIs), também chamadas de
células tronco, as quais migram para o foco da fratura por meio de osteoinducido onde se
diferenciam em osteoblastos e condroblastos atuando na recuperacdo do local, formando
calos 6sseos (MARTINEZ & WALKER, 1999 ). Outro fator importante estd relacionado a
sua utilizacdo que deve ser realizada logo apds a coleta aumentando a quantidade de

células viaveis introduzidas no local (DEL CARLO, 2004).

Tabela 1: Média e desvio padrao da drea em um? obtidos pela histomorfometria do tecido
0sseo neoformado na interface osso/implante, segundo o grupo e o momento pos-
operatorio.

Grupos/Momentos 30 dias 60 dias
HA 52.527,3169+29.733,2081°¢ 56.587,5992+16.742,0147'
HAMO 58.748,0503+20.275,7217° 64.552,6166+21.093,5182°
QUI 488.450,5034+124.395,9069° | 462.643,7979+94.332,4295¢
QUIMO 533.884,3533+248.355,9503" | 542.955,1836+204.994,4271¢

Letras mintisculas diferentes na mesma coluna denotam diferenga estatistica (p < 0,05).
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5. CONCLUSAO

Os biomateriais mostraram-se biocompativeis, pois ndo causaram sinais de rejei¢ao
ou reacdes inflamatdrias.

Em todos os grupos ocorreu o favorecimento ao processo de reparacao dssea, sendo
que a quitosana isolada e associada a medula éssea propiciou um crescimento 6sseo mais

acentuado.
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