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RESUMO

Esta dissertag@o é composta por dois capitulos. No primeiro objetivou-se realizar uma revisao
sistematica de estudos clinicos com a utiliza¢do de bioceramicas na reparacao de tecido dsseo
em diferentes espécies animais. Para a realizacdo desta revisdo foi empregada uma ampla
pesquisa online de artigos publicados e indexados nas bases eletronicas PubMed, Scielo e
LILACS. Procurou-se reunir todos os estudos disponiveis, publicados no maximo ha 10 anos,
os quais foram utilizados implantes a base de bioceramicas para reparacao Ossea. Foram
adotados critérios de inclusdo e exclusdo. Trinta e cinco estudos compuseram o presente
trabalho. Observou-se uma quantidade considerdvel de estudos que atenderam aos critérios de
inclusdo, evidenciando o interesse de diversos pesquisadores em desenvolver formulagdes de
bioceramicas que promovam a reparacdo Ossea € apresentem caracteristicas de
biocompatibilidade e aplicabilidade, as quais sdo propriedades determinantes para
recomendacdo de um biomaterial. As bioceramicas sdo amplamente estudadas, isso se deve as
suas excepcionais propriedades mecanicas e bioquimicas. A utilizacdo de diferentes
associacOes de bioceramicas para criagdo de implantes com alta aplicabilidade e variadas
funcdes, parece ser uma tendéncia cada vez maior. No segundo capitulo objetivou-se avaliar a
utilizacdo de implante a base de silicato de célcio na reparacdo de tibias de coelhos. Foram
utilizados 12 coelhos de ambos os géneros, da linhagem Nova Zelandia, pesando em média 3
kg. Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos. Os animais que compuseram O
grupo 1 foram submetidos a eutandsia aos 30 dias de estudo. Os animais do grupo 2 foram
eutanasiados apds 60 dias de estudo. Foram realizados orificios em ambas as metafises
proximal e distal das tibias de cada animal, esses orificios foram preenchidos com implante a
base de silicato de calcio no membro direto e ndo receberam nenhum implante na tibia
esquerda. Os animais foram submetidos a avaliacdes clinico-radiograficas e as amostras
submetidas a microscopia de luz e eletronica de varredura. O implante a base de silicato de
cdlcio propiciou o crescimento Osseo, caracterizado pelo aumento progressivo da
radiopacidade observada durante as avaliagdes radiograficas. Os achados histologicos
demonstraram gradual degradacdo dos implantes e neoformacdo Ossea. Concluiu-se que o
enxerto de silicato de célcio estimulou o inicio do processo da reparacdo 6ssea em coelhos.

Palavras chaves: Biomateriais; Bioceramicas; Coelhos; Osso; Regeneracio.



ABSTRACT

This dissertation is composed of two chapters. The first objective was to carry out a
systematic review of clinical studies with the use of bioceramics in the repair of bone tissue in
different animal species. For the accomplishment of this review an extensive online search of
articles published and indexed in the electronic databases PubMed, Scielo and LILACS was
employed. We sought to gather all the available studies, published a maximum of 10 years
ago, which used bioceramic implants for bone repair. Inclusion and exclusion criteria were
adopted. Thirty-five studies composed the present study. A considerable number of studies
were carried out that met the inclusion criteria, evidencing the interest of several researchers
in developing formulations of bioceramics that promote bone repair and have characteristics
of biocompatibility and applicability, which are determinant properties for the
recommendation of a biomaterial. Bioceramics are widely studied, due to their exceptional
mechanical and biochemical properties. The use of different associations of bioceramics to
create implants with high applicability and varied functions seems to be an increasing trend.
In the second chapter, the objective of this study was to evaluate the use of a calcium silicate-
based implant in the repair of rabbit tibiae. Twelve rabbits of both genders, of the New
Zealand strain, weighing an average of 3 kg were used. The animals were randomly divided
into two groups. The animals that composed group 1 underwent euthanasia at 30 days of
study. The animals in group 2 were euthanized after 60 days of study. Orifices were made at
both the proximal and distal metaphyses of the tibiae of each animal, these holes were filled
with a calcium silicate-based implant in the straight limb and received no implants in the left
tibia. The animals were submitted to clinical-radiographic evaluations and the samples were
submitted to light microscopy and scanning electron microscopy. The calcium silicate implant
provided bone growth characterized by the progressive increase of the radiopacity observed
during radiographic evaluations. The histological findings showed a gradual degradation of
the implants and new bone formation. It was concluded that the calcium silicate graft
stimulated the beginning of the process of bone repair in rabbits.

Keywords: Biomaterials; Bioceramics; Rabbits; Bone; Regeneration.
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1. INTRODUCAO GERAL

As bioceramicas baseadas em fosfatos de cédlcio vém sendo usadas com sucesso por
mais de 30 anos em procedimentos de reparacdo dssea nas especialidades de traumatologia,
odontologia e cirurgia maxilo-facial. As principais causas de seu sucesso Sao
biocompatibilidade, bioatividade e 6steocondutividade (HENCH, 1991).

Apesar de serem bem aceitadas pelos profissionais, as bioceramicas de fosfatos de
célcio apresentam algumas desvantagens; por exemplo, a taxa de bioreabsor¢c@o é muito baixa
e elas permanecem sem degradar por varios anos apds sua implantacdo, fazendo com que as
propriedades mecanicas e bioldgicas do local regenerado sejam diferentes daquelas do osso
normal sadio (DOROZHKIN, 2007).

A literatura relacionada a ortopedia cita diversos métodos alternativos de estimulacio
do reparo 6sseo. Eles foram desenvolvidos objetivando acelerar o processo de consolidacdo
de fraturas recentes e tratamento de problemas de unido dssea e pseudoartrose (MAYR et al.,
2000), além de reduzirem o tempo de recuperacdo, garantindo retorno precoce da funcio do
membro, e também diminuir seu custo (CROCI et al.,2003). No caso das fraturas dsseas, eles
possuem a funcdo de estimular uma consolidacdo precoce ou ainda minimizar danos ou
atrasos na consolidacdo que poderiam ocorrer devido a traumas excessivos de manipulacao
durante o procedimento cirurgico (MORAES, 2006).

Na Medicina Veterindria estas necessidades se tornam maiores pela dificuldade de se
conseguir repouso adequado dos pacientes e, dessa forma, impedir a sobrecarga precoce ao
osso fraturado (MORAES, 2006).

Segundo Boschi (2003), para que os biomateriais consigam realizar as funcdes
esperadas as quais foram desenvolvidos, precisam possuir pelo menos duas propriedades
importantes: a biocompatibilidade e a biofuncionalidade. A primeira é a capacidade de o
material responder apropriadamente ao hospedeiro em aplicacdo especifica. A segunda esta
relacionada ao conjunto de propriedades que dao a determinado dispositivo a capacidade de
desempenhar a funcdo desejada semelhante aquela que esta substituindo.

Nesse contexto, pesquisas relacionadas a bioengenharia vém crescendo
significativamente, na busca de materiais que facilitem a regeneracido 6ssea em fraturas ou em
casos de falhas 6sseas decorrentes de ndo unides e neoplasias. Apesar do grande nimero de

estudos, ainda ndo foi descrito um produto ideal para uso isolado (SANTOS 2000).



Diante deste contexto, os experimentos propostos nessa dissertacdo tiveram como
objetivo avaliar a influéncia do implante a base de silicato de cdlcio no processo da reparacdo

Ossea de coelhos.
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3. CAPITULO I:

UTILIZACAO DE BIOCERAMICAS NA REPARACAO OSSEA: PANORAMA
ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS COM BASE EM REVISAO SISTEMATICA.

Manuscrito submetido a Revista Ciéncia Rural
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Utilizaciao de bioceramicas na reparacao 6ssea: Panorama atual e perspectivas futuras
com base em revisao sistematica.

Use of bioceramics in bone repair: Current outlook and future prospects based on
systematic review.

Monique Silva Avelino*'; Marcelo J orge Cavalcanti de S4l: Pedro Isidro Nobregal; Francisco
Alipio de Sousa Segundo'; Millena de Oliveira Firmino';

'Programa de P6s-Graduagio em Medicina Veterindria (PPGMYV), Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Centro de Saide e Tecnologia Rural (CSTR), Campus de Patos.
Rua Natalicia Ramos vieira, 194, jardim paulistano Campina Grande PB, Brasil. E-mail:
Monique.avelino@hotmail.com. *Autor para correspondéncia.

RESUMO

Objetivou-se realizar uma revisdo sistemdtica de estudos clinicos com a utilizagdo de
bioceramicas na reparacdo de tecido 6sseo em diferentes espécies animais. Para a realizacdo
desta revisao foi empregada uma ampla pesquisa online de artigos publicados e indexados nas
bases eletronicas PubMed, Scielo e LILACS. Objetivando reunir todos os estudos disponiveis,
publicados no maximo a 10 anos, os quais utilizaram implantes a base de biocerdmicas para
reparacdo Ossea. Foram adotados critérios de inclusdo e exclusdo. Trinta e cinco estudos
compuseram o presente trabalho. Observou-se uma quantidade considerdvel de estudos que
atenderam aos critérios de inclusdo, evidenciando o interesse de diversos pesquisadores em
desenvolver formulacdes de bioceramicas que promovam a reparacdo Ossea € apresentem
caracteristicas de biocompatibilidade e aplicabilidade, as quais sdo propriedades
determinantes para recomendacdo de um biomaterial. As bioceramicas sdao amplamente
estudadas, isso se deve as suas excepcionais propriedades mecénicas e bioquimicas. A
utilizacdo de diferentes associagdes de bioceramicas para criacdo de implantes com alta

aplicabilidade e variadas funcdes, parecem ser uma tendéncia cada vez maior.

Palavras-chaves: Biomateriais; Fosfato de calcio; Hidroxiapatita; Reparacao tecidual;

ABSTRACT

The aim of this study was to conduct a systematic review of clinical studies with the use of

bioceramics in the repair of bone tissue in different animal species. For the accomplishment of
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this review an extensive online search of articles published and indexed in the electronic
databases PubMed, Scielo and LILACS was employed. Aiming to gather all available studies,
published a maximum of 10 years, which used implants based on bioceramics for bone repair.
Inclusion and exclusion criteria were adopted. Thirty-five studies composed the present study.
A considerable number of studies were carried out that met the inclusion criteria, evidencing
the interest of several researchers in developing formulations of bioceramics that promote
bone repair and have characteristics of biocompatibility and applicability, which are
determining properties for biomaterial recommendation. Bioceramics are widely studied, due
to their exceptional mechanical and biochemical properties. The use of different associations
of bioceramics to create implants with high applicability and varied functions seems to be an

increasing trend.

Key-words: Biomaterials; Calcium phosphate; Hydroxyapatite; Tissue repair;

INTRODUCAO

A reparacdo de tecidos especializados como o tecido 6sseo pode ser um verdadeiro
desafio médico, principalmente em casos onde se tem uma significativa perda tecidual, se
fazendo necessdrio procedimento cirtrgico reconstrutivo. Este objetiva restaurar a arquitetura
Ossea e consequentemente sua funcionalidade, para tal pode-se empregar enxertos naturais ou
biomateriais (COSTA NETO et al., 2010).

Os biomateriais podem ser definidos como implantes sintéticos, que, para serem
aplicados em meio biolégico, precisam apresentar caracteristicas como biocompatibilidade,
nenhuma citotoxicidade e estrutura quimica e mecanica que favoreca a reparagdo do sitio
tecidual no qual € depositado (SANTANA et al., 2014).

O potencial da utiliza¢do de biomateriais na drea médica e biomédica € evidente, o que
reflete no desenvolvimento de diversas pesquisas que visam avaliar a capacidade de diversos
polimeros diferentes como biomateriais que possam reparar diferentes lesdes em diferentes
tecidos (ALVES et al., 2017).

Novas tecnologias e biomateriais, para auxiliarem nos complexos processos de reparo
dsseo, dependem do conhecimento das vias moleculares que cercam a formacdo Ossea, e, em
particular, da relacdo existente entre as células progenitoras e o ambiente especifico na qual
irdo diferenciar-se em suas células de destino, bem como a interacio com biomateriais que

sejam usados no preenchimento de tais defeitos. Além disso, vdrias condi¢des podem
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influenciar os resultados obtidos quando da utilizacdo destes materiais, como tipo e tamanho
do defeito, regido a ser tratada, drea exposta ou ndo ao meio bucal e, conforme o enfoque
principal deste estudo, as caracteristicas do material, principalmente de seus granulos,
aplicados de maneira rotineira para os cirurgides-dentistas que trabalham com regeneragdo
tecidual (AZEVEDO et al., 2010).

Entre os tipos de materiais sintéticos empregados na drea médica, as bioceramicas
possuem destaque quando se busca uma reparacao de tecido dsseo, esses derivados ceramicos
apresentam uma semelhanga quimica com o tecido dsseo a qual estimula a osteocondugao,
etapa importante na reparacdo do osso (AZEVEDO et al., 2012).

O silicio desempenha um papel essencial nos eventos metabdlicos que conduzem a
formacdo dssea endocondral e intramembranosa (CARLISLE, 1980a, 1980b) e, juntamente
com o cdlcio e o fésforo, atua na expressao de determinados genes responsadveis por controlar
o ciclo celular de osteoblastos humanos e animais, e estimula a produ¢do de novo 0sso (
XYNOS et al., 2001; HENCH, 2003; BIELBY et al., 2005)

A fim de visualizar um panorama atual sobre as principais bioceramicas que vem
sendo relatadas na literatura e estabelecer perspectivas sobre os avangos e futuro desses
materiais, objetivou-se realizar uma revisdo sistemdtica de estudos clinicos com a utilizagao

de bioceramicas na reparacao de tecido dsseo em diferentes espécies animais.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo desta revisdo foi empregada uma ampla pesquisa online de artigos
publicados e indexados nas bases eletronicas PubMed, Scielo e LILACS. Para a busca foram
utilizados os termos em portugués e inglés: “bioceramicas”, “fosfatos de célcio”, “reparagao”
e “0ss0”. Objetivando reunir todos os estudos disponiveis, publicados no maximo a 10 anos,
os quais utilizaram implantes a base de bioceramicas para reparacio dssea.

Os critérios de inclusdo aplicados aos estudos encontrados foram; ser ensaios clinicos
randomizados os quais buscassem avaliar o uso implantes a base de fosfatos de célcio,
isolados ou associados, sobre a reparagdo 0ssea in vivo de animais.

Os critérios de exclusao adotados foram; trabalhos de revisdo de literatura, estudos in

vitro, estudos que utilizaram outros biomateriais que ndo fosfatos de célcio, ensaios

randomizados em seres humanos e relatos de casos.
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Os estudos incluidos tiveram suas informacdes sumarizadas, compiladas e descritas

neste trabalho através de tabelas e gréficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados seis estudos na base LILACS, 22 estudos na base Scielo e 139
estudos na base Pubmed, totalizando 167 estudos. Apos a aplicacdo dos critérios de inclusio e
exclusdo, 35 estudos compuseram o presente trabalho, seus dados sumarizados foram

expostos na Tabela 1.

Quantidade e cronologia dos estudos

Observou-se uma quantidade considerdvel de estudos que atenderam aos critérios de
inclusdo, evidenciando o interesse de diversos pesquisadores em desenvolver formulagdes de
biocerimicas que promovam a reparacdo Ossea € apresentem caracteristicas de
biocompatibilidade e aplicabilidade, as quais sd3o propriedades determinantes para
recomendacao de um biomaterial, tal preocupacdo é relatada por Cheng et al., (2010), o qual
utilizou implante poroso a base de hidroxiapatita e B-Fosfato tricdlcico em forma cilindrica
para preencher lacuna dssea produzida em ratos, o implante promoveu estimulo significativo
para recuperagdo dssea.

Esse interesse ainda é observado quando analisamos a quantidade de estudos
publicados por ano nos ultimos anos (Grafico 1), sendo visualizada um crescente
desenvolvimento de pesquisas principalmente nos anos de 2013 e 2015 quando comparados
com os anos de 2009 e 2010. Isso pode ser explicado pela capacidade das bioceramicas de
tratar afeccoes de dificil resolucdo, como a propria reparagdo de tecido 6sseo (KAYGILI et
al., 2015), como também casos de osteomielite cronica (MISTRY et al., 2016), em ambas

situagdes implantes a base de hidroxiapatita e sulfato de célcio, respectivamente, obtiveram

sucesso no tratamento.

Bioceramicas

Entre as bioceramicas mais pesquisadas, a hidroxiapatita e suas variagdes foram os
mais relatados (40% dos experimentos), seguidos de outras bioceramicas de fosfatos de
célcio e suas variacdes, relatada em 38% dos experimentos (Gréfico 2). Estes resultados

corroboram com Lobo et al., (2009), o qual utilizou implantes a base de hidroxiapatita e B-
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fosfato tricélcico para reparo de fémur em coelhos. O autor ainda relaciona a maior procura
por estas duas cerimicas as suas propriedades mecanicas, biocompatibilidade e taxas de
absor¢do mais previsiveis, se destacando das demais.

Estes materiais sdo de interesse em aplicagdes em que ndo € desejdvel outra
intervencdo cirurgica , tal como na engenharia tecidual, pois estes materiais implantados sao
absorvidos e transformados naturalmente em um novo tecido dsseo. S@o materiais com a poli
(e-caprolactona), o beta fosfato tricélcico, o alfa fosfato tricalcico

A hidroxiapatita é a bioceramica mais relatada na literatura, o que esta associado as
suas caracteristicas de reparacdo tecidual, podendo ser utilizada para reconstrucdo Ossea,
tratamento de fraturas, como enxerto 6sseo em casos de substituicao total de articulacdo e em
nao unides ou unides retardadas de fraturas (LEE et al., 2014).

O extenso uso da hidroxiapatita na formulacdo de diferentes implantes é explicado
pelo fato dessa bioceramica ser de facil aquisicao, podendo ser isolada de fontes naturais ou
fabricada sinteticamente, este dltimo € a forma mais utilizacdo para obtencao de hidroxiapatita
(NANDI et al., 2015).

O poder de estimular a reparagdo e neoformacgdo 6ssea da hidroxiapatita esta ligado a
sua capacidade osteocondutiva, a qual contribui para os processos de remodelamento e reparo
do tecido 6sseo na qual foi implatada, possui ainda capacidade de osteointegracdo, onde o
implante consegue se ligar de forma eficiente ao tecido implantado (TAVAKOLI-
DARESTANTI et al., 2015).

A associacdo de biomateriais, a outros produtos foi comumente observada, com isso
objetiva-se agregar caracteristicas particulares de cada material ou produto ao implante, como
relatado por Lee et al., (2014) que utilizou a hidroxiapatita para melhorar as propriedades
mecanicas do implante a base de quitosana para reparacio de defeitos dsseos em coelhos.

Os fosfatos de calcio como o a-fosfato tricélcio e o B-fosfato tricdlcio, assim como a
hidroxiapatita, sdio amplamente utilizados em diversas dreas médicas, sua utilizagdo objetiva
principalmente o reparo de lesdes e defeitos 6sseos (GRANDI et al., 2011).

Essas bioceramicas apresentam excelentes caracteristicas, semelhanca quimica com o
tecido Osseo, material bioativo, 6tima biocompatibilidade e capacidade osteoindutora, fazem
com que esse material seja bastante utilizado (ARISTIZABAL et al., 2017).

Entre os implantes menos relatados, estdo materiais como o whitlockite, o qual se
acredita constituir entre 26 a 58% da dentina humana, contribuindo em aproximadamente

20% do tecido 6sseo (JANG et al., 2015).



15

Os poucos relatos sobre sua utilizacdo parecem estar relacionados a dificuldade de
sintese, se mostrando um processo complexo e desafiador a ser reproduzido, entretanto, este é
um cendrio em mudanca, uma vez que novas tecnologias que facilitam sua fabricacdo vem
sendo desenvolvidas, o incentivo para isso sd@o 6timos resultados sendo relatados com sua
utilizacdo para reparagdo de tecido 6sseo (JANG et al., 2015).

Além de diferentes associacdes, foi possivel observar que diferentes materiais vém
sendo pesquisados, buscando melhores propriedades e ao mesmo tempo, mostrando uma
perspectiva futura a implantes a base de novas ceramicas, como exemplificado por Liu et al.,
(2013), ao associar fosfato tricélcico e silicato de célcio. Este dltimo material € pesquisado
com menor intensidade quando comparado a ceramicas como a hidroxiapatita, entretanto,
possui grande potencial, como mostrado por Lin et al., (2015), ao utilizar o silicato de célcio
para reparo de defeitos 6sseos em coelhos.

A adicdo de outros produtos, como plasma rico em plaquetas (LOBO et al., 2009) ou a
proteina morfogenética dssea recombinante humana (FU et al., 2013), a implantes a base de
bioceramicas, expandem as possibilidades de utilizagdo dos mesmos, adicionando uma func¢do
de veiculos a a administragdo de medicamentos ou outros produtos, assim como mostrado por
Nandi et al., (2015), que utilizou implante a base de hidroxiapatita como veiculo de

administracio de fator de crescimento.

Aplicabilidade e versatilidade das bioceramicas

Os implantes a base de biocerdmicas basicamente sdo formulados em forma de p6 ou
granulo, o que viabiliza sua aplicacdo em diversas situacdes, favorecendo o preenchimento de
lacunas e facilitando sua bioabsorcao pelo tecido implantado (MA et al., 2016).

A possibilidade de moldar os implantes associado as fortes propriedades mecanicas
das bioceramicas ainda possibilitam a fabricagdo de implantes projetados para preencher
lacunas 6sseas de grandes dimensdes e suportar em determinadas intensidades, forcas
mecanicas provenientes da deambulacdo, diferenciando estes biomateriais dos demais
(CHENG et al., 2010).

Essas caracteristicas sdo evidenciadas quando percebemos a diversidade de sitios
possiveis de aplicacdo desses implantes, sendo relatados, ossos longos e o cranio (LUO et al.,

2012).



16

CONCLUSAO
As bioceramicas sao amplamente estudadas, isso se deve as suas propriedades

mecanicas e bioquimicas, estimulando assim o desenvolvimento de diferentes formulagdes de
implantes para as mais diversas aplicacdes. A utilizacdo de diferentes associacdes de
bioceramicas para criagao de implantes com alta aplicabilidade e variadas func¢des, como a de

veiculo para substancias, parecem ser uma tendéncia cada vez maior.
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Tabela 1: Informagdes sumarizadas dos estudos incluidos na revisdo sistematica.
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Estudo (ano) Espécie N Bioceramica Consisténcia  Sitio de implantacdo  Periodo de avaliacdo

1 Wau et al., (2015) Coelhos 12 Clinoenstatita Pé Fémur 60 dias
12 Hidroxiapatita P6 Fémur 60 dias

2 Tavakoli-Darestani et al., (2013) Ratos 15 Hidroxiapatita + Dexatametasona Pé Cranio 60 dias
15 Hidroxiapatita P6 Cranio 60 dias

3 Trejo et al., (2010) Coelhos 4 Silicato de célcio P6 Fémur 60 dias
4 Ulum et al., (2015) Ovelhas 1 Ferro Granulo Radio 60 dias
1 Ferro + Hidroxiapatita Granulo Radio 60 dias

1 Ferro + Fosfato tricdlcico Granulo Rédio 60 dias

1 Ferro + Fosfato bicdlcico Granulo Radio 60 dias

5 Luo et al., (2012) Ratos 20 Silicato de célcio Esferas Fémur 30 dias
6 Mistry et al., (2016) Coelhos 14 Sulfato de calcio Granulo Tibia 90 dias
7 Reddy et al., (2012) Ratos 3 Hidroxiapatita + B-Fosfato tricdlcico Pé Fémur 90 dias
8 Lee et al., (2013) Ratos 3 Hidroxiapatita P6 Fémur 90 dias
3 Fosfato metacalcico P6 Fémur 90 dias

9 Mukherjee et al., (2016) Coelhos 4 Hidroxiapatita P6 Fémur 120 dias
10 Liu et al., (2016) Coelhos 10 Fosfato tricalcico Pé Fémur 90 dias
11 Nandi et al., (2015) Coelhos 6 Hidroxiapatita + Fator de crescimento Granulo Tibia 90 dias
12 Lee et al., (2014) Coelhos 6 Nanohidroxiapatita + Quitosana Pé Tibia 60 dias
Microhidroxiapatita + Quitosana P6 Tibia 60 dias

13 Lobo et al., (2009) Coelhos 15 Hidroxiapatita + B-Fosfato tricdlcico Granulo Fémur 30 dias
15 Hidroxiapatita + B-Fosfato tricélcico + PRP Granulo Fémur 30 dias

14 Liu et al., (2013) Coelhos 6 Fosfato tricalcico P6 Fémur 104 dias
6 Silicato de célcio P6 Fémur 104 dias

15 Lozano et al., (2012) Coelhos 4 Osteostatina Pé Fémur 15 dias
16 Kaygili et al., (2015) Coelhos 7 Hidroxiapatita Granulo Tibia 28 dias
17 Lin et al., (2015) Coelhos 9 Silicato de calcio P6 Fémur 90 dias
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo de implante a base de silicato de célcio na
reparacao de tibias de coelhos. Foram utilizados 12 coelhos de ambos os géneros, da linhagem
Nova Zelandia, pesando em média 3 kg com 1 ano de idade.. Os animais foram divididos ao
acaso em dois grupos; os animais que compuseram o grupo 1 foram submetidos a eutanésia
aos 30 dias de estudo. Os animais do grupo 2 foram eutanasiados apds 60 dias de estudo.
Foram realizados orificios em ambas as didfises proximal e distal das tibias de cada animal,
esses orificios foram preenchidos com implante a base de silicato de cdlcio no membro direto
e ndo receberam nenhum implante na tibia esquerda. Os animais foram submetidos a
avaliacoes clinico-radiograficas e de microscopia de luz e eletronica de varredura. O implante
a base de silicato de cdlcio propiciou o crescimento dsseo, caracterizado pelo aumento
gradativo da radiopacidade observada durante as avaliacOes radiograficas. O biomaterial foi
biocompativel e promoveu neoformacio 6ssea. O implante de silicato de célcio estimulou o

processo da reparagdo ssea em coelhos.

Palavras Chaves: Biomateriais; Bioceramicas; Osso; Regeneracao.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of a calcium silicate based implant in the

repair of rabbit tibia. Twelve rabbits of both genders, of the New Zealand strain, weighing an
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average of 3 kg were used. The animals were randomly divided into two groups; the animals
that composed group 1 underwent euthanasia at 30 days of study. The animals in group 2
were euthanized after 60 days of study. Holes were made in the both proximal and distal tibial
diaphysis of each animal, these holes were filled with calcium silicate-based implant in the
right tibia and received no implants in the left tibia. The animals were submitted to clinical-
radiographic evaluations and light microscopy and scanning electron microscopy. The
calcium silicate implant provided maintenance of bone radiopacity, presented
biocompatibility and promoted bone neoformation. The calcium silicate implant stimulated

the process of bone repair in rabbits.

Keywords: Biomaterials; Bioceramics; Bone; Regeneration.

INTRODUCAO

O tecido 0sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo que, como outros
tecidos deste tipo, € constituido por células e matriz extracelular, possuindo capacidade de
restaurar perfeitamente sua estrutura original e suas propriedades mecanicas, quando agredido
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Na busca de facilitar ou acelerar a reparacdo de defeitos Osseos, a utilizacdo de
biomateriais vem crescendo cada vez mais, o termo biomaterial envolve todos os materiais
usados em aplicacdes médicas que estejam em contato com o ser vivo ou desenvolvidos para
uso extracorpdreo; como proteses, € incluem metais, cerdmicas polimeros naturais e
sintéticos.

As bioceramicas de fosfato de cdlcio apresentam-se hoje como os principais materiais
estudados e empregados como biomaterial para reconstitui¢do e formacdo de tecidos dsseos,
principalmente, por estes biomateriais apresentarem caracteristicas mineraldgicas semelhantes
com a dos tecidos dsseos e dos dentes (BEST et al., 2008)

Dentre estas bioceramicas, se destacam em particular o a-fosfato tricdlcico (a-TCP) e
fosfato B-tricdlcico (B-TCP) com razdo molar de célcio/fésforo (Ca/P) igual a 1,5. Estes
biomateriais sdo naturalmente bioativos e apresentam boas caracteristicas de dissolugdo,
absor¢cdo e de biodegradacdo, o que favorece a osseoinducdo, a osseointegracdo e a
substituicao 6ssea, quando implantados em meio biol6gico (RAYNAUD et al., 2002).

A fim de evitar falhas no processo de cicatrizagdo das fraturas, vdrios estudos em

humanos e modelos animais tém fornecido informacgdes sobre as etapas que regulam o
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processo bioldgico da cicatrizagdo das fraturas, além de promoverem orientacdo para novas
pesquisas (SANTOS, 1999; EINHORN, 2005). Apesar do grande nimero de estudos, ainda
ndo foi descrito um produto ideal para uso isolado (SANTOS 1999).

Diante deste contexto, objetivou-se com este estudo avaliar a capacidade de implante

de silicato de célcio em estimular a reparacdo 6ssea em tibias de coelhos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no setor de Cirurgia de Pequenos Animais do Hospital
Veterindrio (HV) do Centro de Satde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG) campus de Patos, Paraiba, o mesmo foi aprovado pelo Comité de
Etica do Uso de Animais desta Institui¢do sob protocolo n° 031.2017.

O implante a base de silicato de célcio foi produzido no Laboratério de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste, CERTBIO. Os implantes foram obtidos pelo
método de impregnacdo de uma esponja de poliuretano com poro aberto em forma de disco
com 8 mm de didmetro e 2 mm de espessura. A suspensdo aquosa preparada com 40% de
fosfato tricalcico e 60% de wollastonita. Apds a secagem, as amostras foram levadas a mufla

para a sinterizacao.

Para as avaliagOes in vivo foram utilizados 12 coelhos de ambos os géneros, da
linhagem Nova Zelandia, pesando em média 3 kg, com 1 ano de idade, adquiridos do setor de
Cunicultura do Centro de Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal da Paraiba, em Areia,
Paraiba. Os animais foram alocados em gaiolas individuais de tamanho 60x40x60 cm,
previamente higienizadas e suspensas do solo, permanecendo um periodo de adaptacdo de
sete dias. Os animais receberam ragdo balanceada duas vezes ao dia e 4gua a vontade durante

todo o experimento.

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de seis horas e hidrico de trés horas,
tiveram os pelos dos membros pélvicos e da regido lombossacra removidos. O protocolo
anestésico foi a base de associacdo de xilazina a 2% na dose de 5 mg/kg e cloridrato de
cetamina a 5% na dose de 30 mg/kg, ambos por via intramuscular (IM). Prosseguiu-se com
administracao de lidocaina a 2% na dose de 0,3 ml/kg associado a tramadol 5% na dose de 1
mg/kg, ambos por via epidural. Cerca de 30 minutos antes do procedimento cirurgico

administrou-se enrofloxacino na dose de 10 mg/kg por via intravenosa.
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Os animais foram posicionados em decubito esternal, com os membros pélvicos
preparados para a cirurgia asséptica. Foi realizada incisdo de 2 cm de extensdao na margem
cranio-medial proximal e distal da tibia, seguiu-se com divulsdo do tecido subcutineo e
muscular até a exposicdo do peridsteo. Foram realizados orificios de 2,0 milimetros com o
auxilio de furadeira ortopédica sob constante irrigacdo de solucdo de NaCl a 0,9% nas
matéfises proximal e distal. No membro direito foi implantado o silicato de calcio em ambos
os orificios criados. No membro esquerdo os orificios 6sseos ndo foram preenchidos com
nenhum implante. Foi realizada sintese da musculatura com fio poliglactina 910 3-0 em
padrdo “x”, redu¢do do espaco morto subcutaneo com fio poliglactina 910 3-0 em padrio
intradérmico e dermorrafia com fio nylon 3-0 padrao Wolf.

Durante o pés-operatorio os animais receberam administragdes de tramadol na dose de
10 mg/kg por via IM, a cada 24 horas, durante 3 dias, e limpeza didria da ferida cirtrgica com
solucdo de NaCl a 0,9% durante 10 dias, sendo entdo realizada a remocdo dos pontos
cirdrgicos.

Foi realizada avaliacido clinico-ortopédica, observando a presenca ou auséncia de
claudicacdo, edema, sensibilidade dolorosa, deiscéncia e infec¢do da ferida cirurgica, durante
os primeiros 10 dias ap6s o procedimento cirdrgico.

Para andlise radiogrifica, foram realizadas radiografias de ambas as tibias nas
projecoes mediolateral e craniocaudal, imediatamente apds a cirurgia, aos 30 e 60 dias do pds-
operatorio. A técnica radiografica foi padronizada (45Kv, 100mA e 0,03s), e as radiografias
analisadas de forma subjetiva, levando em considera¢do caracteristicas e intensidade de
reacOes da regido do orificio dsseo. Os resultados foram estudados por andlise descritiva.

Os animais foram eutanasiados ap6s 30 ou 60 dias, de acordo com o grupo, para coleta
de amostras e subsequente avaliacdo histopatolégica. O protocolo de eutandsia adotado
consistiu na administragdo da associagdo de xilazina a 2% na dose de 5 mg/kg e cetamina a
5% na dose de 40 mg/kg, ambos por via IM, apés 15 minutos foi realizada administracao de
propofol a 1% na dose de 5 mg/kg seguida da administra¢do de cloreto de potdssio 19,1% na
dose de 1 ml/kg, ambos por via intravenosa.

As amostras dos orificios foram coletadas e fixadas em formol a 10%. Cada recipiente
foi identificado com o nimero do animal e com o grupo a qual pertencia. Apds o periodo de
fixacdo (trés dias), as amostras foram descalcificadas em solu¢do de 4cido nitrico 10% por um
periodo de cinco dias. Em seguida as pecas foram rotineiramente processadas e incluidas em

parafina. Os cortes foram realizados em Microétomo Rotativo Manual Ek Microl(Eikonal do
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Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil) com espessura de 5 mm, semiseriados de 1/5, e corados pela
técnica de Hematoxilina de Harris e Eosina Alcodlica (H/E).

As amostras processadas foram entdo avaliadas através de andlise descritiva
comparativa por um avaliador cego no Laboratério de Patologia Animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Em sequéncia as amostras foram encaminhadas para anélise de
microscopia de varredura. As andlises da parte de microscopia eletronica de Varredura (MEV)
foram realizadas no laboratério do CERTEBIO pertencente ao Departamento de Engenharia

de Materiais da UFCG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais avaliados ndo apresentaram durante a avaliacdo clinico-ortopédica
nenhum sinal clinico de claudicacdo, edema, sensibilidade dolorosa, deiscéncia ou infecg¢ao.
Poucas horas apds o procedimento cirurgico todos os animais apoiavam o membro e
deambulavam sem claudicar. Fato este também relatado por BORGES (1998), REZENDE et
al. (1998), FRANCO et al. (2001) e VITAL et al. (2006), que observaram apoio normal dos
membros de coelhos operados poucas horas apds a cirurgia. O retorno funcional do membro
estd relacionado ao procedimento cirtirgico desenvolvido de forma precisa, manejo analgésico
adequado e biocompatibilidade do implante utilizado, este ultimo pode afetar negativamente o
pos-operatério dos animais, como mostrado por MARTINEZ (2009) que avaliou coelhos com
implante a base de hidroxiapatita e observou claudicacdo dos animais por um periodo de até
sete dias.

Nas radiografias realizadas imediatamente apds a cirurgia, foi possivel visualizar halos
radioluscentes (Figura 1), estes diminuiram gradativamente e aos 60 dias, ja era semelhante a
do tecido 6sseo, revelando adequada absor¢@o e incorporacdo do implante a estrutura dssea.
Este fato foi favorecido pela estrutura quimica semelhante do implante ao tecido dsseo,
possibilitando uma biodegradacdo gradativa, o que também foi observado por AZEVEDO et
al., (2012) ao utilizar outras bioceramicas como o fosfato de cdlcio para reparacao de tecido
Osseo de coelhos.

A avaliacdo radiografica apos 30 dias (Figura 2) revelou que um dos animais
apresentava discreta reacdo periosteal com proliferacdo osteocitica adjacente ao orificio
contendo o implante na metéfise da tibia direita. Nos demais animais (5) do grupo 30 dias
observou-se uma drea radioluscente envolvendo a cortical no local implantado, auséncia de

reacdo periosteal e de sinais sugestivos de processo inflamatério. Isto evidencia o processo de
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biodegradacdo do implante e sugere adequada biocompatibilidade do material, assim como o
relatado por AZEVEDO et al., (2013) ao empregar hidroxiapatita para reparagdo dssea em
coelhos, o autor ainda relata que a utilizacdo de bioceramicas tendem a promover uma
neoformagdo 6ssea mais discreta, o que pode explicar a discreta reagdo periosteal observada
em um Unico animal no presente estudo.

Ap6s 60 dias (Figura 3), observou-se a auséncia de halo radioluscente em locais do
implante e corticais preservadas, indicando uma fase avangada na absorcdo do implante e
sugerindo que o silicato de célcio apresenta uma taxa de absor¢do relativamente mais rdpida
quando comparado com outras bioceramicas, como o fosfato B-triclcico o qual foi estudado
por AZEVEDO et al., (2014), e apresentou radiodensidade apds 90 dias de implantacao.

Através da microscopia de luz pdode-se observar discreta reorganizacdo do tecido 6sseo
compacto e discreta reacao periosteal nos orificios com implantes aos 30 dias. No grupo com
60 dias (Figura 4), evidenciou-se darea focal de remodelacdo Gssea de osso compacto e
proliferacdo de matriz 6ssea ao redor do material implantado, conforme relatado por
DUFRANE et al. (2003) o qual avaliou a citotoxicidade in vitro de calcio e silicato liberados
por pseudowollastonitta.

De acordo com Vital et al. (2006), o tecido conjuntivo € substituido por tecido dsseo
no decorrer do processo cicatricial. Este achado foi observado no grupo tratamento do
presente experimento na forma de multiplas cavitacdes com material granular basofilico, com
proliferacdo de tecido conjuntivo e fibroblastos e formagdo de novos vasos, circundados por
osteoblastos, em ambos os momentos de avalia¢do histolégica

Foi observado que ao redor do implante formou-se tecido &sseo de forma
desorganizada, atingindo até a area medular ja aos 30 dias, sendo maior intensificado aos 60
dias. Sabe-se que as ceramicas a base de cdlcio promovem uma interagdo direta com o tecido
dsseo, sem interposicdo do tecido fibroso, sendo uma propriedade de extrema importancia
para formacao 6ssea (LE GUEHENNEC et al., 2004; CORSETTI et al., 2008). Além disso, o
célcio presente na ceramica possui uma superficie complexa capaz de favorecer a ativacao
plaquetdria, dando inicio os fendmenos celulares que culminam na neoformagdo Ossea
(WILLIAMS, 2009; TABATA, 2009).

Nao foi observada reacdo do tipo inflamatéria ou necrose durante a andlise
histopatoldgica, confirmando a baixa citotoxicidade e alta biocompatibilidade do implante,
caracteristicas fundamentais para qualquer biomaterial, o mesmo foi relatado por

ALEXANDRE (2016) que observou a presenga de implante a base de silicato de calcio sem
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sinais de reacdo do tipo inflamatéria ou corpo estranho em coelhos aos 30 dias da
implantacio.

Na microscopia eletronica de varredura verificou-se recobrimento dos implantes por
tecido 6sseo e auséncia de reacao inflamatoéria. Observou-se que a coloracdo variou de regides
mais esbranquicadas ao cinza escuro proximo do preto. Proximo a regido do implante
verificou-se estrutura de cor cinza claro que pode sugeriu ser presenga de tecido dsseo jovem.
Além do que, ocorreu uma diminui¢ao da quantidade de biomaterial na regido da interface
osso-implante, indicando reconstru¢ao do tecido 6sseo agredido (Figura 5). Resultados
semelhantes foram relatados por SHEIKH et al., (2017) ao utilizar a microscopia eletronica de
varredura para analisar a absorcdo de cimentos a base de fosfato dicédlcico para reparacdo de

fémur de coelhos.

CONCLUSAO

Com o presente estudo conclui-se que o enxerto de silicato de calcio estimulou o inicio
do processo da reparacdo Ossea em coelhos. Além disso, vale ressaltar que o implante

apresentou caracteristicas de biocompatibilidade e baixa citotoxicidade.
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Figura 1- Radiografia da tibia de coelhos submetidos a implante de silicato de cdlcio. P6s-
cirirgico imediato. Observar dreas de implantes na regido metafisaria distal e proximal (setas
amarelas). Fonte: Hospital Universitirio Veterindrio Universidade Federal de Campina

Grande, Patos, 2017.
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Figura 2 - Radiografia da tibia de coelhos submetidos a implante de silicato de célcio com 30
dias ap6s o implante. Observar uma drea radioluscente envolvendo a cortical na drea proximal
e distal no local implantado (setas laranjas), auséncia de proliferacio osteocitica, auséncia de
sinais sugestivos de processo inflamatdrio, tecidos moles preservados. Fonte: Hospital

Universitdrio Veterinario Universidade Federal de Campina Grande, Patos, 2017.
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Figura 3: Radiografia da tibia de coelhos submetidos a implante de silicato de célcio com 60
dias apds o implante. Observar auséncia de halo radioluscente em locais dos implantes (setas
vermelhas), corticais preservadas, radiopacidade de tecidos moles e corticais preservadas.
Fonte: Hospital Universitdrio Veterindrio Universidade Federal de Campina Grande, Patos,

2017.
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Figura 4 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 30 dias apds a cirurgia, em tibias

N

de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de cdlcio (A) Observa-se drea focal de
remodelacdo 6ssea do osso compacto (R), presenca de moderado material fibrilar, irregular,
eosinofilico provavelmente implante de silicato de cdlcio utilizado (i) e proliferacao de matriz
6ssea (*).HE. 200um. (B) Observa-se drea de descontinuidade do osso compacto associado a
material fibrilar, irregular e eosinofilico (implante), (i) e proliferacdo de matriz éssea (*). HE.
200um. (C) Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 60 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de cdlcio. Observa-se em detalhes multiplos
osteoblastos circundando o tecido ésseo neoformado (setas), além do implante de silicato de
cdlcio utilizado(i) e matriz 6ssea proliferada (*). HE. 50um. (D) Observa-se em meio a
proliferacdao de matriz dssea (*) a presenca de multiplos osteoclastos (seta). HE. 20um. Fonte:

UFPB, 2017.
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Figura 5 - Implante de silicato de célcio em tibias de coelhos. Imagem de microscopia de
varredura aos 60 dias( A) . Observa-se a variacdo da coloragdo onde a drea cinza mais claro
(seta preta) mostra o tecido dsseo antigo e a drea cinza mais escuro (seta vermelha) mostra
tecido 6sseo neoformado circundando o implante (seta amarela). Ao lado, a mesma amostra
submetida a micoroscopia de varreduara aos 30 dias( B). Observa-se o implante (seta preta) e
area generalizada com tonalidade cinza mais claro. Aumento de 300x. Fonte: CERTBIO

2017.
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ndo tramitard enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante

consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente poderd ser utilizado.
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13. Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).
14. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

15. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o

encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

16. Em caso de divida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se

a Comissao Editorial.



