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INTRODUCAO

No decorrer da dltima década, vem sendo crescente a associacdo de varias areas
tecnoldgicas e médicas, com o objetivo de desenvolver terapias capazes de maximizar e
acelerar processos regenerativos de tecidos orginicos sem provocar efeitos adversos aos
pacientes, sendo essa associacdo profissional chamada de engenharia de tecidos. Neste
contexto, a utilizacdo de biomateriais como algumas bioceramicas de fosfato de célcio,
no intuito de acelerar a reparacdo Ossea, sdo muito estudadas e documentadas na
literatura (BORGES, 1998; FLEMING et al., 2000), porém os biopolimeros como a
quitosana, vém merecendo posi¢do de destaque no que se refere a estudos que avaliam
sua capacidade de interagdo em meios organicos para atuar como adjuvante no
tratamento de vdrias afeccdes (BURKATOVSKAYA et al., 2006; LI et al., 2005).

Entre as biocerdmicas mais utilizadas nas 4reas médicas, a hidroxiapatita, o
trifosfato de célcio e o pirofosfato de célcio ocupam lugar de destaque por
apresentarem-se quimicamente muito similar a fase mineral do osso, preenchendo pré-
requisitos bioldégicos importantes para sua interagdo com meios 0rganicos
(GUASTALDI e APARECIDA, 2010; CAMARGO et al., 2009)

A quitosana € obtida da quitina, que € o segundo biopolimero mais abundante na
natureza, perdendo apenas para a celulose. A quitosana vem ganhando destaque em
pesquisas médicas nos tultimos anos (KHAN e PEH, 2003), por ser um material
biocompativel, atéxico e biodegraddvel (SENEL e McCLURE, 2004). Virias pesquisas
apontam sua capacidade em estimular a osteogénese sem causar danos a matriz dssea
(WANG et al., 2002).

A medula 6ssea € rica em células osteoprogenitoras e fatores de crescimento que
sdo importantes no processo de regeneracdo de tecidos, dentre eles o tecido Osseo
(JIANG et al., 2002; KRZYMANSKI et al., 1997). Sua capacidade osteogénica € bem
conhecida, uma vez que os enxertos de 0sso esponjoso sdo ricos em medula dssea e seu
poder em acelerar a osteogénese € fato confirmado (BLOCK, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os processos celulares e o tecido
6sseo neoformado na interface osso-implante promovidos pelos biomateriais utilizados

neste experimento.
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CAPITULO I

Avaliacao de diferentes proporcoes de fosfato de calcio no reparo do tecido dsseo
em defeito provocado na metafise femoral de coelhos: estudo clinico-cirurgico,

radiologico e histolégico.
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Avaliacao de diferentes proporcoes de fosfato de calcio no reparo do tecido dsseo
em defeito provocado na metafise femoral de coelhos: estudo clinico-cirurgico,

radioldgico e histolégico

Adilio Santos de Azevedo , Marcelo Jorge Cavalcanti de S4, Marcus Vinicius Lia Fook,

Roseane de Aratjo Portela, Sérgio Santos de Azevedo, Pedro Isidro da Nobrega Neto.

Evaluation of different proportions of calcium phosphate in the repair of bone
tissue in defects caused by surgery in femoral metaphysis of rabbits: clinical-
surgical, radiological and histological study. Unidade Académica de Medicina
Veterindria, Centro de Satide e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina

Grande, Patos, PB, 58700-970, Brazil. E-mail: adilio_vet@yahoo.com.br

INTRODUCAO

Atualmente, observa-se na rotina cirirgica veterindria o emprego cada vez maior de
materiais sintéticos que podem ser utilizados como substitutos dsseos com a
caracteristica de estimular um processo de cicatrizacdo mais rdpido, sendo justificada a
utilizagdo destes biomateriais em vdrios tipos de lesdes, tais como as ocasionadas por
traumatismos, processos infecciosos e neoplasias dsseas, objetivando uma remodelagdo
e reconstrucdo desses defeitos'. Outra possibilidade ¢é utilizar em artrodeses,
proporcionando imobiliza¢des de articulagdes com o minimo de desconforto para os
pacientes’, ou ainda onde o uso de enxertos autégenos e alégenos sejam invidveis,
devido a problemas como disponibilidade limitada, dificuldade de armazenamento e
tempo cirtirgico maior na obtengdo dos enxertos 0rgﬁnicos3.

No decorrer dos ultimos anos, constatou-se que as bioceramicas microporosas
destacam-se em aplicacdes de substituicdo e regeneracdo de tecidos Gsseos,
principalmente as biocerdmicas formadas pela composicio Ca/P (os fosfatos de calcio)®,
sendo esse grupo de biomateriais 0 que mais se assemelha a composicdo do o0sso,
apresentando-se como materiais biocompativeis e bioativos® °. Esses biomateriais

devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas compativeis com os tecidos vivos
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dos hospedeiros, caracterizando a biocompatibilidade7. A bioatividade é caracterizada
pela similaridade quimica do biomaterial com a parte mineral do tecido &sseo,
permitindo a osteoconducio®, que é a capacidade de promover o crescimento 6sseo
sobre a superficie e através dos poros do material’, servindo como arcabougo passivo
sobre o qual células osteoprogenitoras podem produzir novo 0850°.

Entre os materiais biocerdmicos empregados com relevancia na medicina para a
confec¢do de implantes, podemos citar os fosfatos de célcio, que apresentam vdrias
subdivisdes de acordo com a relagio de Ca/P®°, e os que merecem posicio de destaque
sdo: pirofosfato de célcio com férmula molecular Ca,P,07 e razdo Ca/P igual a 1.0,
fosfato tricdlcio com férmula molecular Cas(PQOy), e razao Ca/P de 1.5 e a hidroxiapatita
com férmula molecular Ca,,(PO,),(OH), e razdo Ca/P de 1.67, por serem 0s mais
estudados, por exemplo, nas reparacOes cirdrgicas Osseas, devido apresentarem
composi¢do inorganica semelhante ao o0sso, estimulando assim o processo de
osteocondugdo 105

Miranda et al.'', em estudo comparativo entre enxerto inorginico e organico
autégeno, concluiu que o enxerto sintético estimula precocemente o processo de
reparacdo 6ssea € os achados radiogréficos e histologicos mostram melhor evolucdo na
formacdo do calo dsseo. J4 Moraes et al.', concluiu que o cimento a base de fosfato de
cilcio em contato com o tecido Osseo ndo induz rejeicdo, sendo desta forma
biocompativel.

Com o intuito de averiguar o processo de osteoconducdo dos biomateriais
disponiveis para as reconstrucdes do tecido Osseo, o objetivo deste trabalho foi
comparar o uso de diferentes fosfatos de cdlcio na correcdo de defeitos Gsseos na
metéfise femoral de coelhos, através da observacdo clinica, radiogréfica e dos aspectos

histolégicos em relacdo ao processo de reparagdo dssea, obtidos pelo método da reacdo

direta.

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 aprovacdo n° 100/2008.
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Foram utilizados 20 coelhos adultos, de ambos os sexos, da raca Nova Zelandia,
pesando em média 2,5+0,4 kg, provenientes de um criatério situado na cidade de Patos
— PB. Os animais foram divididos ao acaso, em dois momentos experimentais com 10
animais cada momento, de acordo com o periodo em que foram eutanasiados (30 ou 60
dias ap0s o procedimento cirtrgico). Os animais foram alocados em gaiolas individuais,
vermifugados com albendazol” 5% na dose de 20mg/kg por via oral e passaram por um
periodo de adaptacdo de sete dias antes do inicio do experimento, recebendo racdo
balanceada duas vezes ao dia e 4gua potdvel ad libitum durante todo o experimento.

Foram utilizados quatro fosfatos de célcio que compreenderam os quatro grupos
estudados: pirofosfato de célcio de razdo 1.0 com tratamento térmico a 700°C
(CPP700), pirofosfato de cdalcio de razdo 1.0 com tratamento térmico a 900°C
(CPP900), fosfato tricdlcio de razdo 1.5 associado a hidroxiapatita de razdo 1.67
(TCP/HA) e hidroxiapatita de razdo 1,67 (HA). Os implantes apresentavam formato
cilindrico com 2 mm de didmetro ¢ 5 mm de comprimento, ¢ 100 a 300 um de
porosidade. Todos os substitutos dsseos foram autoclavados antes do uso.

Os quatro implantes foram aplicados por animal, dois em cada fémur, situados nas
metéfises proximal e distal. Apds a tricotomia, realizou-se a medicacio pré-anestésica
com acepromazinab, na dose de 1mg/kg por via intravenosa (IV) e anestesia com
zoletil’, na dose de 15mg/kg IV. Apds antissepsia da drea operatéria com solugdo de
clorexidine? a 0,5%, fez-se uma incisdo cutinea ao longo da margem craniolateral da
diafise femoral e divulsdo do tecido subcutianeo e muscular para facilitar a exposi¢do da
metéfise proximal e distal do fémur. Foi feita ressec¢ao longitudinal do peridsteo e dois
orificios foram construidos, um na metafise proximal e outro na distal com broca de 2,0
mm de didmetro em cada membro pélvico para colocacdo dos implantes. Durante a
penetracdo da broca, foi utilizada solugdo fisiolégica para minimizar o aquecimento
0sseo. Na metéfise proximal do membro pélvico esquerdo utilizou-se o implante de
CPP700, e na metafise distal utilizou-se CPP900. Na metafise proximal do membro
pélvico direito utilizou-se TCP/HA e na metéifise distal utilizou-se HA. Apds a

introducgdo dos implantes foi realizado a sintese dos tecidos.

?Tbazole 5% - IBASA

b Acepran 1% - VETNIL

¢ Zoletil 100 — VIRBAC

4 Riohex 0,5% - RIOQUIMICA
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No pés-operatdrio os animais receberam enrofloxacina® na dose de 10mg/kg por via
intramuscular (IM), uma vez ao dia durante 5 dias e meloxicam’ na dose de 0,2 mg/kg
IM no primeiro dia (fAirmaco administrado 30 minutos antes do procedimento cirtrgico)
e 0,1 mg/kg nos dois dias subseqiientes. A higienizag@o da ferida cirtirgica foi realizada
com solugdo fisiologica e kuraderm prata® durante os 10 primeiros dias do pds-
operatdrio, tendo sido retirado os pontos ap6s esse periodo.

O processo de avaliagdo clinica das feridas cirdrgicas foi didrio durante os 10
primeiros dias de pds-operatério, observando se havia presenca de reagdo inflamatdria e
infecciosa, dor e deiscéncia da sutura.

Foram realizadas radiografias nas proje¢des craniocaudal (CC) e mediolateral (ML)
dos membros operados, antes e imediatamente apds a cirurgia, com 30 e 60 dias de pds-
operatdrio, visando avaliar a morfologia 6ssea dos fémures e acompanhar o processo de
reparacdo Ossea (Figura 1). Para a avaliacdo radiogréifica foi proposto uma escala
gradual de radiopacidade, a saber: 0 = auséncia de reacdo periostal; 1 = reacdo
periosteal apenas nas bordas da lesdo dssea; 2 = reagc@o periosteal nas bordas da lesdo
com radiopacidade evoluindo concentricamente sem consolidacdo completa da lesdo
Ossea; 3 = consolidacdo completa da lesdo Ossea. Essa avaliacdo foi realizada por trés
avaliadores, tendo sido somados os valores e obtido a média para cada lesdo dssea
avaliada e submetido a andlise estatistica, conduta essa tomada para isentar a ocorréncia
de tendéncias.

Os animais foram eutanasiados ao final do periodo de observag@o destinado a cada
momento, tendo sido colhido os fémures e em seguida retirados os fragmentos do tecido
0sseo que continham os implantes. Os fragmentos 6sseos foram submetidos a fixagao
com formalina tamponada a 10% durante 10 dias. Logo apds o material foi lavado em
dgua corrente e descalcificado em mistura de partes iguais de solucdo de dcido férmico
5% + 4cido cloridrico 5% durante 14 dias. Os fragmentos foram incluidos em parafina
liquida e posteriormente cortados em fatias transversais de Spm de espessura dos blocos
e montados em laminas de vidro. De cada bloco foram obtidas quatro laminas, sendo
estas submetidas as técnicas de hematoxilina-eosina para visualizagdo histoldgica,

avaliando-se a interface osso-implante os graus de reagdo endosteal e periosteal,

° Biofloxacin 2,5% - BIOVET
"Maxicam 0,2% - OURO FINO
£ Kuraderm Prata - AVIPEC
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proliferacdo e diferenciagdo celular no tecido cicatricial e presenca de tecido conjuntivo.
A neoformagdo 6ssea conduzida pelos biomateriais foi quantificada através da andlise
morfométrica das laminas.

A comparagdo da cicatrizacdo dssea conduzida pelos diferentes biomateriais foi
realizada por momento experimental e entre os varios grupos. Inicialmente foi realizado
o teste de normalidade de Anderson-Darling para a verificagdo da distribuicdo dos
dados. Para varidveis com distribuicio normal, os grupos foram comparados pela
andlise de varidncia (ANOVA) de um critério de classificacdo, com comparacdes
multiplas pelo teste de Tukey. Para varidveis com distribui¢do ndo normal, a
comparagdo foi realizada pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, com
comparagdes multiplas pelo teste de Nemenyi (ZAR'). O nivel de significancia adotado

foi de 5% e as andlises foram feitas com o programa estatistico MINITAB versao 14.0.



Figura 1: Radiografias nas projecdes ML e CC dos fémures. Os circulos indicam os locais das osteotomias. a — Imediatamente
apods a cirurgia; b — 30 dias apds o procedimento (notar aumento de radiopacidade nas bordas da osteotomia); ¢ — 60 dias de

pos-operatorio (locais osteotomizados totalmente cicatrizados).

19
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo trans-operatério transcorreu normalmente sem complica¢des. Todos 0s
animais apoiaram os membros operados no pds-operatorio imediato e ndo apresentaram
nenhum grau de claudicag@o, provavelmente devido ao pequeno tamanho da lesdo 6ssea
provocada e ao uso da analgesia empregada. Resultados similares foram relatados por
Rezende et al."”.

Os animais apresentaram evolucdo clinica normal, ndo se observando quaisquer
sinais de infeccdo ou complicacdo, ocorrendo cicatrizagdo por primeira inten¢do em
todas feridas cirdrgicas, justificada pela rigorosa assepsia e técnica cirdrgica adequada
durante o procedimento, em conjunto com uma antibioticoterapia e manejo da dor
adequado, concordando com os resultados relatados por Freitas et al.'"*. Nenhum animal
apresentou sinais de rejeicdo aos implantes, comprovando a caracteristica de
biocompatibilidade dos fosfatos de clcio, conforme relatado por Moraes et al.' e Vital
etal. .

Cinco animais apresentaram edema leve e sensibilidade dolorosa ao toque na regido
operada durante os trés primeiros dias de pds-operatdrio, sendo que dois destes animais
apresentaram apenas em um dos membros operados, regredindo a partir do quarto dia e
ndo mais aparente no 10° dia pds-cirdrgico, resultados que podem ser considerados
normais devido a manipulagdo cirdrgica dos tecidos moles. Esses achados sdo similares
aos encontrados por Duarte et al.'.

Segundo Kealy e Mecallister'”, o aumento da radiopacidade Ossea estd relacionado
com a neoformacdo tecidual do osso. No presente estudo, evidenciou-se diferenca
estatistica significativa entre TCP/HA e HA aos 60 dias em relacdo ao CPP700 e
CPP900 do grupo 30 dias e ao CPP700 do grupo 60 dias (Tabela 1), podendo esse fato
ser atribuido a caracteristica da hidroxiapatita e do trifosfato de cdlcio, que s@do
excelentes osteocondutores e favorecerem o processo de cicatrizacdo Ossea mais
raipidalg. Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Miranda et al."' e

Vital et al.>.
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Tabela 1: Média ou mediana e desvio padrdo ou intervalo interquartil da radiopacidade

da lesdo Ossea, conduzida pelos biomateriais entre os momentos € grupos

Implantes/Grupos 30 dias 60 dias
CPP700 6,0£1,3%" 5.9+1,3°°
CPP900 5,9+1,1¢ 6,2+1,6
TCP/HA 6,0£1,0 6,8+0,9**
HA 6,0+1,0 7,01,2°%¢

Letras mindsculas iguais na mesma coluna e letras

maidsculas iguais em colunas
diferentes denotam diferenca estatistica (p < 0,05).
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Os exames histologicos realizados neste estudo possibilitaram analisar os estimulos
induzidos pelos biomateriais durante o periodo de reparagdo Gssea proposto neste
experimento. Foi observado aos 30 dias, na interface osso-implante que recebeu o
CPP700 e CPP900, pequena irregularidade do enddsteo e peridsteo, pequena atividade
osteobléstica e osteocldstica com pouca deposicdo de tecido conjuntivo. J4 com os
implantes TCP/HA e HA aos 30 dias, foi observado irregularidade do enddsteo e
peridsteo, atividade ostebldstica e osteocldstica e deposicdo de tecido conjuntivo mais
evidente que os demais biomateriais.

Aos 60 dias, todas as reacdes observadas foram mais evidentes que aos 30 dias, e os
implantes TCP/HA e HA estimularam ainda mais essas reagdes, demonstrando maior
capacidade de estimulo. Observou-se também que o tecido conjuntivo aos 60 dias
diminuiu, e houve maior deposicdo de tecido dsseo primério nos biomateriais TCP/HA
e HA, enquanto no CPP700 e CPP900 o tecido conjuntivo aumentou com pouca
deposicao de tecido dsseo.

Os biomaterias sdo utilizados nas cirurgias 6sseas com o objetivo de reconstru¢io
Ossea, e seu desempenho depende de alguns fatores como composi¢do e poder
osteogénicow. A formagdo 6ssea depende do contato dos materiais com o peridsteo e
enddsteo, ji4 que nestes tecidos ha presenga de células osteoprogénitoras que sdo
ativadas durante o processo de regeneracdo 6ssea’ '!. Sendo assim, a irregularidade do
enddsteo e do peridsteo observada neste estudo indica a atividade destas estruturas no
processo de reparo dsseo, sendo essa irregularidade mais evidente aos 60 dias em todos
0S grupos.

Dentre as vdrias células que compdem o tecido Osseo, os osteoclastos e o0s
osteoblastos sdo as principais. Os osteoclastos sdo células multinucleadas que
participam dos processos de reabsor¢ao e remodelag¢do do tecido 6sseo, sendo também
as responsdveis pela reabsor¢do dos biomaterias, e os osteoblastos sdo responsdveis pela
sintese dos constituintes organicos da matriz dssea e também armazenam fosfato e
célcio, participando da mineralizagio da matriz”’. Neste estudo, os materiais TCP/HA e
HA proporcionaram maior estimulacdo destas células tanto aos 30 dias como aos 60
dias, tendo sido aos 60 dias esta estimulacdo mais evidente. Esses resultados sdo
devidos a acdo osteocondutiva e da osteotransdutividade desses biomateriais,
concordando com Déria Neto®. Através desses processos os substitutos 6sseos sdo
degradados, reabsorvidos e substituidos, na mesma propor¢do, por tecido 4sseo

neoformado, conforme observado por Borges et al.”.
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De acordo com Vital et al."”, o tecido conjuntivo € substituido por tecido sseo no
decorrer do processo cicatricial, que segundo Fehlberg”’ é um evento considerado
normal nas cirurgias dsseas, o que justifica a diminui¢do gradativa de tecido conjuntivo
encontrado na interface osso-implante TCP/HA e HA aos 60 dias, enquanto no CPP700
e CPP900 houve um aumento desse tecido, demonstrando uma capacidade
osteocondutiva menor que os demais implantes.

Como pode ser observado na Tabela 2, a formacgio dssea primaria foi maior nos
biomateriais TCP/HA e HA tanto aos 30 como aos 60 dias (P < 0,05), sendo ainda mais
expressivo aos 60 dias (Figura 2). Esse fato comprova capacidade osteocondutiva e uma
osteotransdutividade diferentes entre os fosfatos de célcio, de modo que a regeneragio
Ossea possa acontecer de forma mais rdpida, dependendo do implante utilizado™. Isso se
deve pela caracteristica fisico-quimica de cada biomaterial, que quanto menor a relacdo
de Ca/P, mais facilmente e rapidamente esse implante é absorvido pelo organismo, ndo
sendo formada matriz dssea na mesma proporcdo de absorc¢do, para reparar a lesdo
6ssea”. Dessa forma pode-se observar que os CPP700 e 900 foram absorvidos muito
mais rapidamente que os demais implantes com formagdo Ossea menor nos dois
momentos. Pdde-se notar aos 30 dias, que o TCP/HA conduziu uma deposi¢do de tecido
dsseo maior, isso por que o TCP € absorvido mais rapidamente que a HA, pois é um
material mais denso. Essa associagdo é importante, pois o TCP é biodegradado e
substituido por tecido 6sseo mais rapidamente e a HA mantém esse processo por mais

tempo23 como observado aos 60 dias.
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Tabela 2: Média ou mediana e desvio padrdo ou intervalo interquartil da drea em pum?
obtidos pela histomorfometria do tecido &sseo neoformado conduzido pelos

biomateriais entre 0s momentos e grupos.

Grupos/Momentos 30 dias 60 dias
CPP700 37.458+27.398°45C 74.135432.497%4
CPP900 49.847+115.705 82.742+47.714°
TCP/HA 105.202+59.411° 115.566+35.902*

HA 88.975+105.591° 140.021+42.690*¢

Letras mindsculas iguais na mesma coluna e letras maitisculas iguais em colunas

diferentes denotam diferenca estatistica (p < 0,05).

Figura 2: As linhas pontilhadas demarcam o local onde foi realizada a osteotomia e

colocacdo dos implantes de fosfato de célcio (interface osso-implante). A (®)
representa o tecido dsseo neoformado. A figura A demonstra a interface osso-
implante que recebeu o TCP/HA 30 dias. A figura B recebeu o CPP900 60 dias.

Notar quantidade significativamente maior de tecido 6sseo neoformado em A em

relacdo a B. Obj. 4x (HE).
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RESUMO. - O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de diferentes fosfatos de
célcio na reparag@o 6ssea em coelhos. Foram utilizados 20 coelhos adultos, de ambos os
sexos, da ragca Nova Zelandia, pesando em média 2,5+0,41 kg. 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.
Foram utilizados quatro implantes de fosfatos de célcio que constituiram os grupos. Os
materiais foram introduzidos em defeitos criados cirurgicamente na metéfise proximal e
distal de cada fémur, de modo que os CPP 700 e 900 foram introduzidos no membro
esquerdo, enquanto o TCP/HA e HA no membro direito. Foram realizadas avaliacdes
clinico-cirdrgicas didrias e radiograficas antes e apds a cirurgia e aos 30 e 60 dias do
pos-operatério. Os animais apresentaram evolugdo clinica normal. Na avaliacdo
radiogréfica observou-se diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos, com maior
grau de radiopacidade nas lesdes preenchidas pelos implantes TCP/HA e HA. Na
avaliacdo histologica, por meio de microscopia de luz e andlise morfométrica, os
materiais TCP/HA e HA proporcionaram maior neoformacdo éssea ao redor dos
implantes do que com os CPP700 e CPP900, fato este observado aos 30 e 60 dias de

avaliacdo.

Palavras-chave: Biomateriais, fosfatos de célcio, cicatrizagdo dssea, cirurgia.

ABSTRACT. - The aim of this study was to compare the use of different calcium
phosphates in bone repair in rabbits. Twenty rabbits of both sexes, New Zealand breed,
weighing in average 2.5 + 041 kg were used. Animals were randomly divided
according with two experimental moments, being 10 animals euthanized 30 days after
surgery, and 10 euthanized 60 days after surgery. Four implants of calcium phosphate
which constituted the groups were used. Materials were introduced into the proximal
and distal metaphysis of each femur so that CPP 700 and 900 were introduced into the
left limb, while TCP/HA and HA in the right limb. Clinical-surgical assessments were
performed daily, and radiographic assessments were made before and after surgery and
at 30 and 60 days post-operatively. All animals showed normal clinical progression. At
the radiographic assessments statistical difference (p <0.05) was observed between
groups, with higher radiopacity in lesions filled by TCP/HA and HA implants. At the

histological evaluation by light microscopy and morphometric analysis, materials TCP/
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HA and HA showed better bone formation around the implants than CPP700 and
CPP900, and that was also observed at 30 and 60 days of evaluation.

Key-words: Biomaterials, calcium phosphate, bone healing, surgery.
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CAPITULO I

Avaliacao da utilizacdo da hidroxiapatita e quitosana isoladas e associadas a
medula 6ssea no reparo do tecido 6sseo em coelhos. Estudo clinico-cirirgico,

radiologico e histolégico.

Manuscrito a ser submetido a
revista Brasilian Journal of

veterinary Research and Animal

Science — ISSN 1413-9596.
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AVALIACAO DA UTILIZACAO DA HIDROXIAPATITA E QUITOSANA
ISOLADAS E ASSOCIADAS A MEDULA OSSEA NO REPARO DO TECIDO
OSSEO EM COELHOS. ESTUDO CLINICO-CIRURGICO, RADIOLOGICO E
HISTOLOGICO.

Adilio Santos de Azevedo , Marcelo Jorge Cavalcanti de S4a, Marcus Vinicius Lia Fook,

Pedro Isidro da Nébrega Neto, José Alan S. Aradjo, Sérgio Santos de Azevedo.

Evaluation of the utilization hydroxyapatite and chitosan isolated and associated
with bone marrow in repair of bone tissue in rabbits. Clinical-surgical, radiological
and histological study. Unidade Académica de Medicina Veterindria, Centro de Saide
e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB, 58700-970,

Brazil. E-mail: adilio_vet@ yahoo.com.br

INTRODUCAO

Atualmente, estamos vivenciando o advento da ci€ncia e tecnologia no
desenvolvimento de estudos que visam buscar alternativas vidveis para serem aplicadas
nas diversas dreas profissionais. Neste contexto, vem sendo crescente a associacdo da
cirurgia reparadora com a engenharia de materiais, no que se diz respeito ao
desenvolvimento de estudos cientificos acerca da regeneracdo dssea com auxilio dos
biomateriais e células da medula &ssea. Essas pesquisas tentam disponibilizar
alternativas para maximizar e acelerar o processo de reparo 9sseo em vdrias patologias
inerentes a este tecido sem risco a satide dos pacientes.

Virios sdo os biomateriais desenvolvidos e aplicados em modelos animais para
obtencdo de uma regeneragdo Ossea mais rdpida, tais como os cimentos de fosfato de
célcio e os biopolimeros' * * *. Mais recentemente vem sendo crescente a associacio
destes materiais a células da medula dssea, com o objetivo de se obter a cito

diferenciacdo das células tronco em osteoblastos e assim ocorrer a formagao mais rdpida
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do calo 6sseo” °. Dentre os cimentos de fosfatos de cdlcio mais utilizados em cirurgias
Ossea, a hidroxiapatita é a que apresenta maior destaque, pois, apresenta formulacao
fisico-quimica semelhante a do osso, possibilitando assim substrato para que ocorra o
processo de osteocondugﬁo7. Sua estrutura quimica € representada pela férmula
C10(PO4)s(OH),, sendo assim um material bioativo e biocompativel, proporcionando
assim boa incorporacio no tecido 6sseo””.

A quitosana € extraida da quitina, que € um dos biopolimeros mais abundantes na
natureza. Pode ser extraida da carapaca dos crusticeos, do exoesqueleto de insetos e até
mesmo da parede celular dos fungos. A quitosana vem ganhando destaque em pesquisas
médicas nos ultimos anos por sua possivel capacidade reparadora tecidual'® "', Sua
féormula quimica € representada por 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, unidas por
ligacdes glicosidicas B(1—4). Genericamente sua estrutura molecular é (C¢H;1O4)x,
sendo classificado como um polissacarideo e apresentando estrutura molecular bem

semelhante a celulose'” !

. Apresenta-se como um material biocompativel, atéxico e
biodegraddvel, caracterizando-se clinicamente como adsorvente de gorduras,
cicatrizante, antimicrobiano, analgésico, hemostitico e também vem sendo utilizado
como meio de liberacdo controlada de drogasB. Experimentos realizados apontam que a
quitosana tem capacidade de favorecer neoformacdo éssea por estimular a liberagdo de
fatores indutores celulares, as citocinas, favorecendo a angiogénese e osteogénese'* .
A medula 6ssea (MO) € o principal 6érgdo hematopoiético nos animais e no homem,
apresentando vdrias linhagens celulares que a compde. Dentre essas células, estdo
incluidas as células-tronco multipotentes, conhecidas também como mesenquimatosas,
responsdveis pela origem de vdrios tipos celulares. Essas células apresentam-se em
repouso, sendo ativadas pelos estimulos ambientais e humorais inerentes dos tecidos e

dos fatores de crescimento'® .

As principais caracteristicas destas células sdo
proliferacdo indefinida, multifuncionalidade, auto-renovacio e capacidade de
regeneracao tecidual'®. As principais vantagens da utilizagdo da MO em cirurgias é a
minima invasdo na extragdo, simplicidade do procedimento e ndo requerer material
especializadow. Intimeros trabalhos vém sendo realizados com células da MO com a
perspectiva de regeneracdo do tecido lesionado, tais como tecido cardiaco, nervoso,

dentério e 6sseo? 2! 22

, porém vérias informacdes a respeito da interacdo entre a MO e
os biomateriais ainda faltam para a utiliza¢do rotineira dessa associacao.
Devido a busca constante de materiais e procedimentos que possam acelerar o

processo de regeneracdo Ossea com o minimo de efeitos indesejdveis nos pacientes, o
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presente trabalho teve como objetivo avaliar o processo de regeneragdo dssea em
coelhos através da utilizacdo da hidroxiapatita e da quitosana isoladas e associadas a
MO, observando qual dos tratamentos empregados estimula uma maior e mais rdpida

neoformagdo 4ssea.

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 aprovacdo n° 100/2008.

Neste experimento utilizou-se 20 coelhos adultos, de ambos os sexos, da ragca Nova
Zelandia, pesando em média 3,0+0,41 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 momento, de acordo com o periodo de
eutandsia (30 ou 60 dias ap6s o procedimento cirdrgico). Os animais foram alocados em
gaiolas individuais, vermifugados com albendazol” 5% na dose de 20mg/kg por via oral
e passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias antes do inicio do experimento,
recebendo racdo balanceada duas vezes ao dia e dgua potavel ad libitum durante todo o
experimento.

Os tratamentos utilizados e a aplicacdio dos implantes foram distribuidos da
seguinte forma: quitosana (QUI) na metéfise proximal e hidroxiapatita de razdo 1,67
(HA) na metéfise distal, ambas no fémur esquerdo. No fémur direito, além dos
implantes introduzidos na mesma posicdo utilizada no fémur esquerdo, ainda foi
acrescido 0,25mL de MO cobrindo a interface osso/implante. A MO foi aspirada do
trocanter maior do fémur direito imediatamente antes de ser utilizada. Os implantes
utilizados neste estudo foram fornecidos pelo Grupo de Biomateriais do Departamento
de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e
apresentavam formato cilindrico com 2 mm de didmetro e 5 mm de comprimento, com
100 a 300 um de porosidade, tendo sido auto-clavados antes do uso.

Ap6s a tricotomia, realizou-se a medicagdo pré-anestésica com acepromazinab, na

dose de 1mg/kg por via intravenosa (IV) e anestesia com zoletil® na dose de 15mg/kg

*Ibazole 5% - IBASA
b Acepran 1% - VETNIL
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IV. Ap6s antissepsia da drea operatdria com solugdo de clorexidine” a 0,5%, fez-se uma
incisdo cutdnea ao longo da margem craniolateral da didfise femoral e divulsdo do
tecido subcutaneo e muscular. Foi feita resseccdo longitudinal do periésteo e dois
orificios foram construidos, um na metafise proximal e outro na distal com broca
cirdrgica de 2,0 mm de didmetro para coloca¢do dos implantes. Apds a introducio dos
implantes foi realizado a sintese dos tecidos. Este procedimento foi realizado nos dois
membros pélvicos.

No pés-operatdrio os animais receberam enrofloxacina® na dose de 10mg/kg por via
intramuscular (IM) uma vez ao dia durante 5 dias e meloxicam' na dose de 0,2 mg/kg
IM no primeiro dia (foirmaco administrado 30 minutos antes do procedimento cirtirgico)
e 0,1 mg/kg nos dois dias subseqiientes. A higieniza¢do da ferida cirtirgica foi realizada
com solugdo fisiolégica e kuraderm prata® durante os 10 primeiros dias do pds-
operatorio, tendo sido retirado os pontos ap0s esse periodo.

A avaliagdo clinica das feridas cirtrgicas foi feita diariamente, durante os 10
primeiros dias de pds-operatdrio, observando se havia presenca de reacdo inflamatoria,
infecgdo, dor e deiscéncia da sutura.

Foram realizadas radiografias na projecdo craniocaudal e mediolateral dos
membros operados, antes e imediatamente apds a cirurgia, com 30 e 60 dias de pds-
operatorio, visando acompanhar o processo de reparacio Ossea. A avaliagdo radiografica
foi realizada de forma objetiva, em que se mediu com auxilio de um paquimetro a
espessura do osso em uma linha reta entre as duas margens do cortex dsseo, a qual
compreendeu desde o final da osteotomia da margem do cértex do osso que foi
introduzido o implante até a margem contralateral (Figura 1), tendo sido utilizado
apenas a projecdo craniocaudal para a obten¢do das medidas. Os valores obtidos com a
medi¢do em cada animal foram somados e calculados para obtencdo da média para cada
les@o 6ssea que foi introduzida os implantes, avaliada e submetido & andlise estatistica.

Os animais foram eutanasiados ao final do periodo de observag@o destinado a cada
momento, tendo sido colhido os fémures e em seguida retirados os fragmentos do tecido
0sseo que continham os implantes. Os fragmentos 6sseos foram submetidos a fixagdo

com formalina tamponada a 10% durante 10 dias. Logo apds o material foi lavado em

¢ Zoletil 100 — VIRBAC

4 Riohex 0,5% - RIOQUIMICA
° Biofloxacin 2,5% - BIOVET
fMaxicam 0,2% - OURO FINO
& Kuraderm Prata - AVIPEC
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dgua corrente e descalcificado em mistura de partes iguais de solucdo de dcido férmico
5% + écido cloridrico 5% durante 14 dias. Os fragmentos foram incluidos em parafina
liquida e posteriormente cortados em fatias transversais de Spm de espessura dos blocos
e montados em laminas histolégicas. De cada bloco foram obtidas quatro laminas,
sendo estas submetidas as técnicas de hematoxilina-eosina para visualizagcao histoldgica,
avaliando-se a interface osso-implante os graus de reagdo endosteal e periosteal,
proliferagdo e diferenciagdo celular no tecido cicatricial, presencga de tecido conjuntivo e
cicatrizagdo Ossea da lesdo. Nessa andlise, foi realizada avalia¢do descritiva qualitativa e
comparagdo entre os momentos € grupos.

A comparacio da cicatriza¢do 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
varidncia (ANOVA) de um critério de classificagdo, com comparacdes multiplas pelo
teste de Tukey. Para varidveis com distribui¢cdo ndo normal, a comparagio foi realizada
pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, com compara¢des multiplas pelo teste de
Nemenyi (ZAR™). O nivel de significancia adotado foi de 5% e as andlises foram feitas

com o programa estatistico MINITAB versao 14.0.



Figura 1: Desenho esquemadtico (esquerda) e radiografias com processo de
mensuracdo da osteotomia (direita). Medicao logo ap6s a cirurgia (letra A) e

com presenca de calo 6sseo (letra B).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum animal deste experimento apresentou sinais de dor no pds-operatdrio, e
nao foi observado claudicacio dos membros operados durante todo o periodo
experimental. Esses fatos podem ser explicados pelo tamanho da lesdo dssea provocada
que foi pequena ndo provocando processo inflamatério exacerbado e ao uso da
analgesia empregada com o meloxicam, firmaco muito eficaz para minimizar dor dssea
uma vez que atua no local da lesdo diminuindo o processo inflamatério®*.

A evolugdo clinica dos animais procedeu-se de forma normal, sem presenca de
processo infeccioso nem deiscéncia de pontos, ocorrendo cicatrizagdo em todas feridas
cirdrgicas nos 10 primeiros dias de pds-operatério. A auséncia de complicagdes s6 €
conseguida através da pratica adequada da assepsia e técnica cirtirgica apropriada
durante o procedimento, em conjunto com uma antibioticoterapia bem executada®.
Nenhum animal apresentou sinais de rejeicio aos implantes, comprovando a
caracteristica de biocompatibilidade dos mesmos™®?’.

O estudo radiogrifico realizado neste experimento é justificado para isentar
qualquer tipo de alteracdo na morfologia dssea dos animais, e também para acompanhar
o processo de cicatrizacdo das osteotomias realizadas. A avalia¢@o da cicatriza¢do Ossea
pela obtencdo dos valores justifica-se pela mineralizacio das lesdes que sdo recobertas
por calo 6sseo, os quais podem ser mensurados.

Na comparacdo estatistica das médias dos grupos e seus respectivos controles
radiogréficos, houve diferenca estatistica em todos, com excecdo dos grupos HA e
HAMO 60 dias. Esse fato pode ser explicado pelo tempo de 60 dias de avaliagdo, pois
nesse periodo o tecido 6sseo neoformado entra em processo de remodelagdo e o calo
0sseo formado € absorvido e substituido por tecido maturo®. Na avaliacdo entre os
grupos, houve diferenca estatistica entre 0 QUIMO 30 dias com o HA e HAMO 60 dias,
entre o0 QUI e QUIMO 30 dias com o HA 30 dias, QUIMO 60 dias com HA 30 dias,
HAMO 30 dias com HA 60 dias e HAMO 30 COM HAMO 60 dias (Tabela 1).
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Tabela 1: Média ou mediana e desvio padrdo ou intervalo interquartil da espessura dssea
em mm, utilizada para acompanhar o processo de cicatrizacdo dssea induzida pelos

tratamentos entre 0s momentos € grupos.

Grupos/Momentos Controle 30 dias Controle 60 dias
radiografico radiografico
30 dias 60 dias
QUI 6,25+0,92 9,1+1,95 6,5+0,96 8,8+1,50
HA 6,6+0,49 7,8+0,96 6,6+1,20 7,6£1,02
QUIMO 6,9+0,69 9,75+0,88 6,7+0,99 9,0+0,87

HAMO 6,8+0,70 8,6+0,51 6,8+0,63 7,6+0,83
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Pode-se observar na avaliacdo radiografica que a quitosana associada a medula
Ossea foi superior no processo de cicatrizagdo Ossea. Esse fato pode ser explicado
devido a quitosana ser um biopolimero bioativo e que induz a mineralizagdo do tecido
conectivo oriundo do processo de reparagdo tecidual, pois atua atraindo fons de fosfato
de cilcio® *°. Ratificando esse processo Muzzareli et al.'"*, observou em seu estudo que
a quitosana participa no processo de liberagdo de citocinas, favorecento assim a
osteogénese. Aliado a caracteristica da quitosana em regeneracio 6ssea, a medula dssea
¢é fonte de células-tronco multipotentes, tendo assim capacidade de diferenciacdo de
vérias linhagens celulares, incluido as células dsseas. Assim o processo regenerativo é
maximizado, pois hd associagdo de fatores com capacidade de crescimento tecidual

3132 33

como as citocinas e estimulos locais para a diferenciacdo celular Também se

observou que a Hidroxiapatita associada a medula dssea proporcionou mineralizagdo da
osteotomia superior em relacdo a utilizacdo da hidroxiapatita isolada, atribuindo esse
fato possivelmente ao poder terapéutico regenerativo da medula éssea com a capacidade
osteocondutiva da hidroxiap atita™ .

Na avaliagdo histoldgica, pode-se observar aos 30 dias de pds-operatdrio, na
interface osso-implante que recebeu a quitosana, enddsteo e peridsteo irregular com
reacdo celular intensa, muitos osteoblastos e osteoclastos ativos, grande quantidade de
fibroblastos e tecido conjuntivo, intensa neoformagio vascular (Figura 2B), tecido ¢sseo
imaturo em volta de todo o implante (Figura 2A) com cicatrizacdo avangada da lesdo e
presenca de células mesenquimais em processo de diferenciacdo. A interface preenchida
pela associacdo de quitosana e medula dssea apresentava-se com as mesmas reagdes
observadas com a quitosana isolada (Figura 2C e D), porém havia maior quantidade de
células mesenquimais em processo de diferencia¢do. J4 na interface que recebeu a HA,
observou-se enddsteo e peridsteo bem regulares com presenca de pouca celularidade,
pequena atividade ostebldstica e osteocldstica, presenca de pequena quantidade de
fibroblastos com pouca deposi¢do de tecido conjuntivo, pouca neoformacgio vascular e
menos tecido dsseo neoformado (Figura 2E) em comparacdo com o grupo QUI e
QUIMO. Na avaliacdo da lesdo 6ssea que foi preenchida pela HA associada & medula
dssea, observaram-se as mesmas reacdes encontradas na HA isolada, porém havia maior
quantidade de fibroblastos e fibras coldgenas, neovascularizagdo e neoformacgdo Ossea
comparado ao grupo HA.

Nos animais eutanasiados aos 60 dias de pds-operatdrio, na interface osso-implante

que recebeu a quitosana, foi observado que o peridsteo apresentava-se menos irregular
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em relacdo aos 30 dias, os osteoclastos estavam em maior quantidade, ainda com muito
tecido 6sseo neoformado em volta de todo o implante (Figura 2F) e presenga de células
mesenquimais em diferenciagcdo (Figura 2G). A interface preenchida pela associacdo de
quitosana e medula dssea permanecia com intensa atividade celular e a cicatrizacdo da
lesao 6ssea encontrava-se avancada com muito tecido dsseo neoformado em volta do
implante (Figura 2H), ainda com presenca de células mesenquimais indiferenciadas em
atividade na regido da interface osso/implante. Na interface que recebeu a HA,
observou-se que as reacdes permaneciam muito discretas, com defeito d6sseo em
processo de cicatrizagdo. Na avaliagdo da lesdo 6ssea que foi preenchida pela HA
associada a medula Gssea, observou-se regularidade endosteal e periosteal com pouca
celularidade (Figura 2I), pouca quantidade de osteoblastos, porém os osteoclastos

estavam em maior quantidade comparada ao grupo HAMO 30 dias.
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Figura 2: A - tecido 6sseo imaturo em volta do implante na regido medular do osso (®)

e seta vermelha mostrando a quitosana Obj. 4x (HE). B - setas pretas mostrando vasos
sanguineos Obj. 10x (HE). C - intensa neoformagdo Gssea (®) em contato com a
quitosana (seta vermelha) Obj. 4x (HE). D - grande quantidade de tecido conjuntivo
(@) acima da lesdo Ossea ja preenchida por tecido 6sseo Obj 4x (HE). E - pouco tecido
6sseo neoformado preenchendo a lesdo (seta vermelha) em comparagdo aos grupos
QUI e QUIMO e endésteo regular em contato com a hidroxiapatita (seta preta) Obj.
4x (HE). F - interface osso/implante com muita celularidade em contato com a
quitosana (seta preta), com muito tecido 6sseo neoformado (®) Obj. 10x (HE). G -
células mesenquimais em diferenciacio (setas pretas) Obj. 40x (HE). H - presenca de
muito tecido 6sseo neoformado (e) em volta do implante (seta vermelha) Obj. 4x
(HE). I - hidroxiapatita (@) com pouco tecido 6sseo em volta (setas pretas) sem

presenca de celularidade Obj.4x (HE)
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Na avaliacdo histoldgica descritiva comparativa, observou-se que os grupos QUI e
QUIMO em ambos os momentos estudados, estimularam reacdes mais acentuadas que
os outros grupos. Esse fato € explicado pelas caracteristicas da quitosana, que ¢ um
polissacarideo catidnico que apresenta estrutura semelhante aos glicosaminoglicanos, os
quais se apresentam como principais componentes da matriz extracelular de cartilagens
e 0ssos>’. Esse biopolimero tem a capacidade de ativar os macr(’)fagos36, porém ndo se
sabe exatamente como ocorre esse processo. A hipdtese mais provavel foi proposta no
estudo de Feng et al.”’, no qual foi referido que o processo é mediado por receptores
presentes na estrutura do biopolimero, estimulando dessa forma os macréfagos. Essas
células em contato com a quitosana liberam citocinas e outros fatores de crescimento
que atuam no processo de proliferacdo celular, promovendo a cicatrizagdo dos tecidos™®
* Dessa forma evidenciou-se no presente estudo que a quitosana acelerou e maximizou
o reparo Osseo, apresentando grande potencial osteogé€nico, atuando como um
biomaterial osteoindutor, processo esse também observado no trabalho de Ge et al.®,

Em relacdo a implantacdo da HA isolada e associada a medula 6ssea durante o
tempo experimental, foi evidenciado que o tecido 6sseo neoformado por esses dois
tratamentos foi discreto comparado aos demais grupos, fato esse explicado pela
capacidade deste biomaterial de estimular apenas a osteoconducdo, porém sem
capacidade osteoindutora*’ 7, diferentemente da quitosana que estimula a
citodiferenciacio®. Como sua relagio de Ca/P é 1,67 e seus poros sio relativamente
pequenos, a HA apresenta um tempo maior de biodegradacdo que outros fosfatos de
célcio®, nesse contexto puderam ser notados menores reagdes e celularidades na
interface osso/implante da HA em relag@o a quitosana, durante o tempo experimental.

No presente trabalho, foi evidenciado que a associacdo da medula dssea com a
quitosana promoveu um aumento na diferenciacdo das células mesenquimais, porém as
demais reacdes histoldgicas ndo diferiram muito daquelas observados com o grupo
QUI. J4 a associagdo da MO com a HA, observou-se apenas melhores resultados
comparado com a HA isolada. Esse fato pode ser explicado pela composicio da MO
que é rica em células mesenquimais indiferenciadas e fatores de crescimento, que atuam

4 No estudo de Krzymanski et al.®, ele

acelerando o processo de osteogénese
ratificou outros estudos demonstrando que a aplicacdo de medula dssea a fresco
diretamente na lesdo dssea promovia a indugdo celular, acelerando assim o processo de

cicatrizagdao 6ssea. Em outro experimento desenvolvido por Muschler e Midura®, foi
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evidenciado que a associacdo da MO com biomateriais promovia maior deposicdo de

osso em defeitos em comparacdo a MO isolada.
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RESUMO. - O objetivo do presente trabalho foi avaliar o processo de regeneracdo
O0ssea em coelhos através da utilizacdo da hidroxiapatita e da quitosana isoladas e
associadas a medula 0ssea. Foram utilizados 20 coelhos adultos, de ambos os sexos, da
raca Nova Zelandia e pesando em média 3,0+0,41 kg. 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. Foram
utilizados quatro implantes que constituiram os grupos. Os materiais foram introduzidos
em defeitos criados cirurgicamente na metéfise 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, € no membro direito além dos implantes foi adicionado medula
Ossea. A avaliacdo clinica das feridas cirtirgicas foi feita durante os 10 primeiros dias de
pos-operatério. Foram realizadas radiografias dos membros operados, antes e
imediatamente apds a cirurgia, e com 30 e 60 dias de pds-operatorio, visando
acompanhar o processo de reparacido Ossea. Para a avaliag@o histolégica foi realizado
estudo comparativo das reagdes entre 0os grupos € momentos. A evolug@o clinica dos
animais procedeu-se de forma normal, sem presenca de processo infeccioso nem
deiscéncia de pontos, ocorrendo cicatrizagdo em todas feridas cirdrgicas nos 10
primeiros dias de pds-operatério. Na avaliacdo radiogréfica entre os grupos, a quitosana
(QUI) isolada e associada a medula dssea (QUIMO) proporcionou um processo de
cicatrizagdo Ossea superior, caracterizado pela diferenga estatistica (p < 0,05). Na
avaliagdo histoldgica descritiva comparativa, constatou-se que os grupos QUI e QUIMO
em ambos os momentos estudados, estimularam reagdes mais acentuadas e aceleraram o

reparo 0sseo.

Palavras-chave: Biomateriais, hidroxiapatita, quitosana, cicatrizagdo 6ssea, medula

dssea.

ABSTRACT. - The aim of this study was to evaluate the process of bone regeneration
in rabbits by the use of hydroxyapatite and chitosan only and associated with bone
marrow. Twenty rabbits of both sexes, New Zealand breed and weighing in average 3.0
+ 0.41 kg were used. Animals were randomly divided according with two experimental
moments, being 10 animals euthanized 30 days after surgery, and 10 euthanized 60

days after surgery. Four implants that constituted the groups were used. Materials were
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introduced into the proximal (MP) and distal metaphysis (MD) of each femur, so that
chitosan was introduced into the MP and hydroxyapatite into the MD of the left limb,
and in the right limb bone marrow was added beyond the implants. Clinical-surgical
evaluation of the wounds was made during the first 10 days post-operatively.
Radiographs were performed in the operated limbs, before and immediately after
surgery, and with 30 and 60 days after surgery aiming to monitor the process of bone
repair. For the histological evaluation a comparative study of reactions between groups
and moments was carried out. 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. At the radiographic evaluation between
groups, chitosan (QUI) alone and associated with bone marrow (QUIMO) resulted in a
higher bone healing process with statistical difference (p < 0.05). At the comparative
descriptive histological evaluation, it was found that the QUI and QUIMO groups in

both periods stimulated more pronounced reactions and accelerated bone repair.

Key-words: Biomaterials, hydroxyapatite, chitosan, bone healing, bone marrow.
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CONCLUSOES

Capitulo I

Os resultados obtidos neste experimento permitem concluir que os quatro
biomateriais utilizados mostraram-se biocompativeis, pois nenhum animal apresentou
rejeicdo aos enxertos. Houve diferenca radiolégica e histomorfométrica significativa em
relacio aos graus de radiopacidade e formacdo de tecido Osseo primdrio
respectivamente, demonstrando que os biomateriais TCP/HA e HA proporcionaram
uma cicatrizagdo maior que os outros implantes. O método de obtencdo dos fosfatos de
célcio utilizado por ser de baixo custo e demonstrou ser um método efetivo de obtencao

de biomateriais para regeneragdo dssea.

Capitulo 1T

Concluimos neste estudo que os tratamentos empregados mostraram-se
biocompativeis. Na avaliacdo radioldgica, os grupos QUI e QUIMO proporcionaram
maior grau de radiopacidade nas lesdes preenchidas pela quitosana isolada e associada a
medula dssea, evidenciando maior cicatrizagdo Ossea. Na avaliagdo histoldgica, os
grupos QUI e QUIMO estimularam rea¢des celulares mais intensas com deposi¢do de
tecido 6sseo em maior propor¢do em relacdo aos grupos HA e HAMO tanto aos 30

como 60 dias.
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N

Capitulo I submetido a revista: Brazilian Journal of Veterinary Research and
Animal Science.

Sao Paulo, 25 de Maio de 2010.

Prezado Autor,

Recebemos o artigo intitulado “‘Avaliacdo de diferentes proporc¢oes de fosfato de
calcio na regeneracao do tecido 6sseo em defeito provocado na metafise femoral de
coelhos: estudo clinico-cirtrgico, radiolégico e histolégico.”

de autoria de “Adilio Santos de Azevedo , Marcelo Jorge Cavalcanti de Sa, Marcus
Vinicius Lia Fook, Roseane de Aratjo Portela, Sérgio Santos de Azevedo.”

na categoria de Artigo Completo, cadastrado com o nimero 037/10.

Qualquer informacéo a respeito deste artigo pode ser solicitada diretamente a Secdo de
Publicacdo da FMVZ/USP, com as funciondrias da FUMVET, Sra. Cristiane Santos
Torralba Orbéa e ou Vania de Almeida dos Santos

Tel/Fax: 011 — 3091 — 7636/ Tel: 3091- 1472

Pelos e-mails: cristiane.fumvet @ gmail.com/cristiane @ fumvet.com.br e ou

vania.fumvet @ gmail.com/ vania @ fumvet.com.br

Atenciosamente,

;%m

Prof ®. Helenice de Souza Spinosa
Professora Titular FMVZ/USP
Editora Cientifica do BJVRAS 2009-2012.do

Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science.
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