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ALEXANDRE, PETERSON RENE DA SILVA. Avaliaciio histologica da reparacio 6ssea
utilizando implantes de silicato de calcio em tibia de coelhos. Patos, UFCG. 2016. 37p.

(Trabalho de conclusio de curso de Medicina Veterinaria).

RESUMO

A utilizacdo dos diversos biomateriais existentes tem sido uma prética frequentemente
estudada e utilizada na ortopedia veterindria, devido a necessidade de adequac@o mecanica de
implantes e enxertos ao meio bioldgico onde serd implantado. Os implantes a base de silicato
de calcio sdo possiveis substitutos do tecido 6sseo, assim como todo composto que possui
silicato em sua estrutura, apresentando favordvel biocompatibilidade, desencadeando uma
resposta osteogénica através da estimulacdo e ativacdo das células osteobldsticas.
Recentemente tem sido proposta uma nova biocerdmica inspirada no Bioeutectic. Ela é
produzida mediante a sinteriza¢do de uma mistura de pds de a-Ca3(POy), e a-CaSiO3; com a
composi¢do do ponto eutéctico do sistema (40 %m a-Caz(PO4), 60 %m a-CaSiO3) a 1350 °C.
Objetivou-se com este estudo analisar a funcionalidade histolégica e morfologica da
biocerdmica composta por silicato de cdlcio na reparacdo Ossea, comparado a reparagdo
fisiolégica sem auxilio de implantes de qualquer outra natureza, em tibias de coelhos. Foram
utilizados 10 coelhos adultos, machos, da raca Nova Zelandia, higidos, pesando em média 3,5
kg. Nas regides metafisdrias proximal e distal de ambas as tibias, criou-se em cada uma delas
um defeito circular em plano 6sseo medindo 2,4 mm de didmetro. Em um dos membros
implantou-se o silicato de cdlcio em ambos os defeitos criados. Os resultados obtidos
demonstraram uma menor formagdo Odssea das regides onde o silicato de cdlcio foi
implantado, em relagdo a resposta da reparacdo fisioldgica. Conclui-se que o implante de
silicato de cdlcio se mostrou bioativo, osteocondutor, € ndo citotoxico, porém retardou a

cicatrizagdo Ossea.



ALEXANDRE, PETERSON RENE DA SILVA. Histological Evaluation of Bone Repair
Using Calcium Silicate Implants in Rabbit Tibia. Patos, UFCG. 2016. 37 p. (Work of

completion of course of Veterinary Medicine).

ABSTRACT

The use of the various existing biomaterials has been a practice frequently studied and
used in veterinary orthopedics, due to the necessity of the mechanical adequacy of implants
and grafts to the biological environment where it will be implanted. Calcium silicate implants
are possible substitutes for bone tissue, as well as any compound that has silicate in its
structure, presenting favorable biocompatibility, triggering an osteogenic response through the
stimulation and activation of the osteoblastic cells. Recently, a new bioceramic inspired by
Bioeutectic has been proposed. It’s produced by sintering a mixture of a-Ca 3 (PO 4) 2 and a-
CaSiO 3 powders with the eutectic dot composition of the system (40% m a-Ca 3 (PO 4) 2
60% m o-CaSi0 3) at 1350 ° C. The purpose of this study was analyze the histological and
morphological functionality of the bioceramics which are composed of calcium silicate in the
bone repair, compared to the physiological repair without the aid of implants of any other
nature, in rabbit’s tibia. Ten healthy male New Zealand rabbits weighing on average 3.5 kg
were used. In the proximal and distal metaphyseal regions of both tibias, a circular defect in
the bone plane measuring 2.4 mm in diameter was created. In one of the limbs calcium
silicate was implanted in both created defects. The obtained results demonstrated a smaller
bone formation of the regions where the calcium silicate was implanted, in relation to the
response of the physiological repair. It was concluded that the calcium silicate implant was

bioactive, osteoconductive, and non-cytotoxic, but delayed bone healing
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos diversos biomateriais existentes tem sido uma prética frequentemente
estudada e utilizada na ortopedia veterindria, devido a necessidade existente que € a
adequagdo mecénica de implantes e enxertos ao meio bioldgico onde serd implantado ou
enxertado. Os enxertos comumente utilizados na busca da reparagao 6ssea incluem aloenxerto
dsseo do osso esponjoso, autoenxerto e enxertos vascularizados da crista iliaca e da tibia.
Outra alternativa € a utilizacdo de cimentos 6sseos e ceramicas bioativas preenchendo a regiao
a ser reparada.

As bioceramicas geralmente sdo utilizadas para fixagcdo de tecidos conectivos duros.
Possuem semelhanca quimica e morfologica com a parte mineral dos tecidos 0Osseos
ocorrendo a osteoconducdo, sendo a ceramica substituida por novo tecido dsseo durante e
sucessivamente ao tratamento com a vantagem de ndo causar rejeicdo. Bioceramicas
compreendem duas fases, orgadnica e ceramica, sendo esta segunda predominantemente
hidroxiapatita.

Os implantes a base de silicato de cdlcio sdo possiveis substitutos do tecido dsseo,
assim como todo composto que possui silicato em sua estrutura, apresentando favoravel
biocompatibilidade e capacidade de unir-se ao tecido Osseo sadio, desencadeando uma
resposta osteogénica através da estimulagdo e ativacdo das células osteoblasticas.

O silicato de célcio possui propriedades hidraulicas e espontaneidade de consolidag¢ao
mecanica ao entrar em contato com a dgua. Quando utilizado como cimento apresenta
biocompatibilidade e bioatividade satisfatorios, sendo componente estrutural para implante
dsseo.

Objetivou-se com este trabalho analisar a funcionalidade histoldgica e morfoldgica da

bioceramica composta por silicato de cédlcio na reparagdo 6ssea, em coelhos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sistema Osseo

O tecido 6sseo possui conformacdo solida, constantemente submetida a estresses que
contribuem no seu desenvolvimento e arquitetura estrutural. A adaptacdo aos estimulos
mecanicos por atrofia e hipertrofia, determina a arquitetura do esqueleto através de leis

mecanicas (KISNER, 1998).

A Lei de Woff relaciona o crescimento 6sseo aos estresses e estiramento localizados
no o0sso; ou seja, € a capacidade do osso de adaptar-se as mudangas de tamanho, forma e
estrutura, dependendo dos estresses mecanicos impostos a esse tecido (GOULD, 1993).

O estimulo mecanico incentiva o modelamento e remodelamento dsseo. Os 0ssos
submetidos ao estiramento mecanico desenvolvem cargas elétricas, onde as regides
comprimidas, geralmente cOncavas, apresentam uma carga negativa, e as regioes estendidas,
tendem a ser convexas, apresentam uma carga positiva. Nas regides comprimidas predomina a
atividade osteocldstica, e nas regides onde ocorre estiramento predomina a atividade

osteoblastica (CHAMAY; TSCHANTZ, 1972).
2.2. Bioceramicas

A associacdo da cirurgia com a engenharia de materiais vem evoluindo e sendo
crescente no decorrer da ultima década, objetivando 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.
Baseando-se nesse contexto, a utilizacdo dos biomateriais como as ceramicas de fosfato de
célcio no intuito de acelerar a regeneracdo Ossea jad estd bem estabelecida na literatura
(BORGES, 1998; FLEMING; CORNELL; MUSCHLER, 2000).

As bioceramicas baseadas em fosfatos de cédlcio vém sendo usadas com sucesso por
mais de 30 anos em procedimentos de reparacdo Ossea, nas especialidades de traumatologia,
odontologia e cirurgia maxilo-facial. As principais causas de seu sucesso sdo as suas
biocompatibilidade, bioatividade e 6sseocondutividade (HENCH, 1991). As bioceramicas
comerciais de fosfato de célcio geralmente sdo compostas de hidroxiapatita (Cajo.
(HPO4)x(PO4)6x(OH),x, com 0<x<l1), B-fosfato tricdlcico (B-Ca3(PO4);) ou sua mistura,
doravante denominados HAp, B-TCP e fosfato de cdlcio bifasico (BCP), respectivamente

(LEGEROS et al.,, 2003; DE AZA; DE AZA; DE AZA, 2005; DOROZHKIN, 2007a;).
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Apesar de serem bem aceitadas pelos profissionais, as biocerdmicas de fosfatos de
calcio apresentam algumas desvantagens. Por exemplo, a taxa de bioreabsorcdo das
bioceramicas de HAp € muito baixa e elas permanecem sem degradarem-se por vdrios anos
apds o implante, fazendo com que as propriedades mecénicas e bioldgicas do local regenerado
sejam diferentes daquelas do osso normal sadio (DOROZHKIN, 2007a).

Nas udltimas décadas muitas pesquisas t€ém se dedicado a preparacdo de materiais de
fosfatos de célcio, com substitui¢des id6nicas no reticulo cristalino visando o incremento das
taxas de osteogénese e reabsorcdo juntamente com a resisténcia do material. O silicio em
particular tem recebido grande atencdo como substituinte em fosfatos de célcio para
aplicacdoes biomédicas, especificamente em HAp e TCP ( LANGSTAFF et al., 2001;
GIBSON et al., 2002; PATEL et al., 2002; PORTER et al., 2003, 2004; BOTELHO et al.,
2006; DOROZHKIN, 2007b; BEST et al., 2008).

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

Os biovidros baseados em SiO;, Na,O, CaO, e P,0s, desenvolvidos por Hench e
colaboradores na década de 60, foram os primeiros biomateriais nos quais foi observada a
bioatividade in vitro e a formacdo de uma forte ligacdo direta com o tecido dsseo quando
implantados in vivo (HENCH et al., 1971). Apds os biovidros, a bioatividade in vitro foi
descrita para outros materiais que contem fésforo de diversas naturezas.

Foi estabelecido que vitro-ceramicas de apatita-wollastonita do sistema MgO-CaO-
S10,-P,05-CaF, (KOKUBO et al., 1986) e algumas cerdmicas de fosfato de cdalcio eram
também bioativas, e algumas delas ainda sdo usadas na prética clinica no preenchimento de
defeitos 6sseos, implantes dos ossos do ouvido médio, substitutos de corpos vertebrais, e
implantes dentais (HENCH; ANDERSSON, 1993).

No entanto, bioceramicas, biovidros e vitro-ceramicas que contém fésforo nio sdo os
unicos materiais bioativos. Outros materiais carentes de fosforo na sua composi¢cao também
sdo capazes de apresentar bioatividade. Nesse sentido, Ohura et al. (1991) observaram a
formacdo de uma camada de apatita na superficie de vidros do sistema CaO-SiO, quando
expostos a um meio bioldgico artificial (SBF). Também, mais recentemente, foi encontrado
que ceramicas cristalinas dos sistemas CaO-MgO-SiO; e CaO-SiO,, por exemplo, diopsido

(CaMgSi,06) e pseudowollastonita (B-CaSiO3), sdo bioativas ( DE AZA et al.,1994, 1996a;
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NONAMI; TSUTSUMLI, 1999; DE AZA et al., 2006;).
A cerdmica de pseudowollastonita (-CaSiO3) reage rapidamente no SBF da seguinte

forma (DE AZA et al., 1996b):

1. fons Ca** do reticulo cristalino da pseudowollastonita sdo trocados por fons H*
presentes no SBF;

2. Devido a troca i0nica anterior, forma-se uma camada superficial de silice amorfa
hidratada;

3. O pH na interface pseudowollastonita/SBF aumenta para aproximadamente 10,5
como resultado da troca idnica;

4. As concentragoes de Ca2+, PO43’, e OH na interface alcancam o nivel de
sobressaturacdo e formam-se nudcleos de apatita sobre a camada de silice amorfa
hidratada;

5. Ao mesmo tempo, acontece a dissolucdo parcial da camada de silice hidratada nas
condig¢des de alto pH interfacial;

6. Os nucleos de apatita crescem até coalescer em uma camada homogénea sobre a
superficie da ceramica e o processo € interrompido pela impossibilidade da difusao

das espécies i0nicas.

Testes in vivo feitos em tibia de rato demostraram que os osteoblastos migraram até a
superficie dos implantes de pseudowollastonita e comecaram a depositar 0ssO novo que
gradualmente foi se transformando em osso maduro (DE AZA et al., 2000, 2001). As
cerdmicas de pseudowollastonita sintética ndo foram citotéxicas (DUFRANE et al., 2003;
SARMENTO et al., 2004), tudo o contrario, os produtos resultantes da sua dissolugdo
induziram calcificagdo em culturas de osteoblastos in vitro (SARMENTO et al.,, 2004;
BROWN et al., 2004).

Embora pseudowollastonitas comerciais de alta pureza e baixo custo sejam
disponiveis, quase todos os desenvolvimentos de bioceramicas de pseudowollastonita t€ém
sido realizados com wollastonita sintética, muito mais cara e dificil de obter. No entanto, ja
foi demostrado que € possivel produzir ceramicas de pseudowollastonita partindo de um p6
precursor de wollastonita natural de alta pureza. As ceramicas obtidas apresentaram
composi¢ao de fases, reatividade in vitro, bioatividade e citotoxicidade muito parecidas com
as das ceramicas totalmente sintéticas, mais ainda, apresentaram maior fiabilidade e
resisténcia a compressao que as sintéticas (CARRODEGUAS et al., 2007).

Quando testadas in vivo em tibia de rato, ambas as biocerdmicas de
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pseudowollastonita, natural e sintética, apresentaram biocompatibilidade, bioatividade e
biodegradabilidade (MINARELLI-GASPAR et al., 2008).

No entanto, hd uma desvantagem comum para todas as biocerimicas bioativas: eles
ndo sdo osteointegraveis. Quando uma bioceramica bioativa é implantada no tecido dsseo, a
interacdo entre o material e o tecido dsseo tem lugar apenas na interface e o seio do material
permanece inalterado, o que origina tensdes de cisalhamento como resultado da diferenca em
modulo de elasticidade entre o material e o osso (DE AZA et al., 1997).

A solucdo mais empregada para evitar a situacdo anterior € a criacdo de abundante
macroporosidade interconectada na bioceramica durante o seu processamento ( ROY;
LINNEHAN, 1974; PASSUTI et al., 1989; LIU, 1996). Essa porosidade, sempre que seja da
ordem de 100-500 um, permite que as células osteoprogenitoras colonizem o implante e
circulem livremente os nutrientes necessarios para a sua proliferacdo, assim como os residuos
do metabolismo celular sejam removidos.

Na década de 1990 foi reportada uma nova bioceramica, composta de a-Caz(PO.), (a-
TCP) e a-CaSiOs (a-wollastonita, a-W) (DE AZA; GUITIAN; DE AZA, 1996; DE AZA et
al., 1998) chamada de Bioeutectic® (DE AZA; GUITIAN; DE AZA, 1998). A
microestrutura do Bioeutectic® consiste em coldnias quase esféricas de diminutas laminas
alternadas de a-Ca3(POs), e a-CaSiOs;, sendo as primeiras bioativas e as segundas

reabsorviveis.

Testes in vitro realizados em soro sintético mostraram que as laminas de a-CaSiOy4 sdo
dissolvidas rapidamente e as de a-Caz(POs), sdo transformadas pseudo-morficamente em
apatita. Como resultado uma matriz porosa de apatita com uma estrutura porosa semelhante a
do osso esponjoso € obtida (DE AZA et al., 2007). No entanto, o tamanho médio dos poros
interconectados no Bioeutectic® é da ordem dos 2 um, pequeno demais para permitir a
colonizacgdo celular do implante. Além disso, a obtencdo do Bioeutectic® envolve o emprego
de temperaturas muito altas, tempos de processamento muito longos e o processo € limitado

para pegas pequenas.
2.3. Silicato de Calcio

Recentemente foi desenvolvida uma nova bioceramica inspirada no Bioeutectic®. Ela
€ produzida mediante a sinterizacdo de uma mistura de pds de a-Caz(PO,), e a-CaSiO3 com a
composi¢ao do ponto eutéctico do sistema (40 %m a-Caz(PO4), 60 %m a-CaSiO3) a 1350 °C.

A ceramica densa resultante, denominada Silicato de Calcio (Wallastonita-Fostato tricalcico;
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W-TCP), quando implantada na forma de cilindros em defeitos criados em tibia de ovelhas
demostrou ser biocompativel, bioativa e osteocondutiva (Figuras 1 e 2) (DE AZA et al.,

2012).

Figura 1 - Osteoconducdo observada em implantes de biocerdmica densa

silicato de célcio apds 12 meses de implantagdo em tibia de ovelhas
(DE AZA et al., 2012).

50 m

Reaction
Layer

Implant

Figura 2 - Mapa da composi¢cao elemental da interface entre o osso cortical de tibia
de ovelhas e a bioceramica densa silicato de cdlcio apés 12 meses de
implantacdo em tibia de ovelhas (DE AZA et al., 2012).
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Quando a ceramica silicato de célcio foi imersa em tampao Tris-HCl de pH 7,4 foi
observada a liberacdo de fons (Figura 3) de célcio e aumento do pH (CARRODEGUAS et al.,
2012). Embora a liberacdo de fésforo e silicio nao tenha sido monitorada, é de esperar que
também espécies iOnicas destes elementos sejam liberadas, contribuindo para estimular as
células mesenquimais a migrarem para o implante, se aderirem e se diferenciarem em células

osteoprogenitoras ( XYNOS et al., 2001; HENCH, 2003; BIELBY et al., 2005).
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Figura 3 - Perfis de liberacio Ca®* e aumento do pH da cerimica
silicato de calcio em tampado Tris-HCI (CARRODEGUAS
etal., 2012).

Estes resultados preliminares permitem esperar que o silicato de cdlcio seja
adequado como material de reparagdo Ossea. Quando testado in vitro em culturas de
osteoblastos, foram encontrados niveis de osteocalcina superiores em presenca da ceramica de

W-TCP que para os controles segundo ilustrado na Figura 4 (CARRODEGUAS et al., 2012).
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Niveis de osteocalcina humana intacta em culturas de
osteoblastos realizados na presenca de silicato de
calcio (CARRODEGUAS et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Campina Grande e aprovado sob o protocolo 285-2015.

O experimento foi desenvolvido no Setor de Cirurgia de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande e no Laboratério de
Patologia Animal do Hospital Veterindrio da Universidade Federal da Paraiba.

Foram utilizados 10 coelhos adultos, machos, da raca Nova Zelandia, higidos, pesando
em média 3,5 kg. A higidez dos animais foi comprovada através de exames clinicos e
laboratoriais, como hemograma e perfil bioquimico.

Os animais foram alocados em gaiolas individuais e receberam rac¢do concentrada
propria para coelhos, capim e dgua a vontade desde 10 dias antes do inicio do experimento até

o término deste.’

3.1 Pré-operatdrio

No pré-operatdrio cada animal foi submetido a jejum sélido por 12 horas e liquido por
6 horas. Os animais foram anestesiados com a associacdo de cloridrato de xilazina a 2%1, na
dose de 5 mg/kg, e cloridrato de cetamina a 10%”, na dose de 30 mg/kg, ambos na mesma
seringa e administrados por via intramuscular. Quando necessirio, o prolongamento da
anestesia foi realizado utilizando um quarto da dose original de cloridrato de cetamina, pela
via intramuscular. Realizou-se tricotomia dos membros pélvicos de ambas as tibias, anestesia
epidural com lidocaina 2%3, na dose de 0,22 mlL/kg, associada ao tramadol4, na dose de 1
mg/kg. Em seguida procedeu-se a antissepsia com clorexidina a 0,5% e a infiltracdo do local
da incisio com 2 mL de lidocafna a 2% com vasoconstrictor, € em seguida colocaram-se os

panos de campo estéreis.

3.2 Trans- operatorio
Procedeu-se uma incisao cirdrgica de trés centimetros de extensao na linha medial, na
metafise proximal e distal de ambas as tibias, de ambos os membros, em todos os planos

teciduais acima do peridsteo, utilizando-se bisturi de 1amina 24. Em seguida, divulsionou-se a

! Xilazin 2% - Syntec do Brasil Ltda. - Hortolandia, Sao Paulo.

*Cetamin 10% - Syntec do Brasil Ltda. - Hortolandia, Sdo Paulo.

*Anestt 2% - Syntec do Brasil Ltda. - Hortolandia, So Paulo.

*Tramal® 50mg/mL — Laboratérios Pfizer Ltda. — Guarulhos, Sdo Paulo.

SChemitril® Injetavel 2,5% - Biofarm Quimica e farmacé€utica Ltda. Jaboticabal, Sdo Paulo.
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musculatura em espessura total com tesoura Metzenbaum, expondo o tecido dsseo.

Expostas as regidoes metafisdrias proximal e distal de ambas as tibias, criou-se em cada
uma delas um defeito circular em plano 6sseo total medindo 2,4 mm de didmetro, com
auxilio de uma furadeira ortopédica utilizando uma broca 2,4 mm, sob irriga¢do constante de
solugdo fisiolégica NaCl a 0,9% para evitar lesdo térmica nas bordas do defeito.

. Em um dos membros implantou-se o silicato de cdlcio nos defeitos criados (Grupo
tratamento), fixando-o as dreas receptoras através da sutura da musculatura sobre os mesmos
com padrao de sutura em ‘X’ descontinuo com fio nylon 3-0. No membro contralateral os
defeitos 6sseos criados ndo foram preenchidos com nenhum produto, servindo como Grupo
controle. Em ambos os membros as feridas foram fechadas realizando reducdo do espaco

morto subcutaneo , fio poliglactina 910 3-0 e dermorrafia com fio nylon 3-0.

3.3 Pés-operatorio
Imediatamente e 24 horas apdés a cirurgia, os coelhos foram tratados com
enrofloxacina a 2,5%, por via intramuscular, na dose de 5 mg/kg, curativo sob a ferida

cirurgica e retirada dos pontos apds 10 dias.

3.4 Avaliacao Microscopica

Foram criados dois momentos de avaliacdo histolégica, um aos 30 e outro aos 60 dias
apos a cirurgia, os quais foram denominados T30 e T60, respectivamente. Para compor o T30,
cinco animais foram escolhidos aleatoriamente e submetidos a eutandsia, empregando-se
tiopental sédico a 5%, na dose de 20 mg/kg, pela via intravenosa, seguido pela indugdo do
choque bulbar, administrando lidocaina a 2% pela via subaracndidea, a partir da pungdo
atlanto-occipital. O T60 foi composto com os animais remanescentes, nos quais a eutandsia
foi realizada da mesma forma que no T30.

Cada amostra 0ssea das regides metafisarias proximais e distais, foi cortada com serra
de diamante e em seguida acondicionada em recipientes pldsticos contendo formalina a 10%,
para fixacdo, durante 7 dias.

Ap6s a fixacdo os fragmentos foram descalcificados em dcido férmico a 10%,
tamponado com citrato de sédio para pH 4,5, sob vicuo moderado, durante 20 dias. A seguir,
os fragmentos Osseos foram lavados em dgua corrente, desidratados em alcool 70, 80 e 90%
por 12 horas cada e em élcool a 100% por seis horas e entdo diafanizados em dois banhos de

xilol por duas horas.
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Os fragmentos foram emersos em parafina e mantidos em estufa a 58% durante uma
noite e depois incluidos. Cortes de 5 um incluindo a interface osso-implante foram obtidos em
micrétomo e montados em laminas de vidro. De cada bloco de parafina foram obtidas pelo
menos duas laminas para submissdo a técnica da hematoxilina-eosina (RIBEIRO; LIMA,
2000), ap6s o que foram analisados por microscopia de luz, onde foi observada a regeneracao
tecidual JUNQUEIRA et al., 1979; PROPHET et al., 1992).

A neoformacdo 6ssea induzida foi quantificada através da andlise morfométrica das
laminas, através do programa Image Pro Plus, versdo 6.2®. Para realizacdo da andlise, foram
realizadas capturas e digitalizacdo das imagens que compreenderam a interface osso-implante.
Foram obtidas imagens sequenciadas de cada lamina analisada para quantificar em um? o
tecido 6sseo neoformado em toda a interface osso-implante, além da area preenchida pelo
implante.

Os resultados foram submetidos a andlise descritiva e quantitativa dos achados

histolégicos e média da drea de osso neoformado em relacdo ao grupo controle, sendo esta

mensuracao realizada através da morfometria.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A andlise histolégica realizada possibilitou mensurar o estimulo induzido pelos
implantes de silicato de célcio durante o periodo de reparacao proposto neste experimento.

No presente estudo, no grupo tratamento evidenciou-se a presenca de discreto
infiltrado inflamatério com células mononucleares, indicando uma aceitacdo do sitio de
implantacdo sem evidéncia de citotoxicidade, em ambos os, momentos de avaliacao
histolégica, conforme relatado por Dufrane et al. (2003) e Sarmento et al (2004).

No grupo tratamento, em ambos os momentos de avaliacdo histolégica foram
evidenciadas trabéculas dsseas imaturas com intensa proliferacdo de osteoblastos em suas
adjacéncias (Figuras 5 e 6), conforme relatado por De Aza et al. (2000, 2001) que
demonstraram em tibia de ratos que os osteoblastos migraram até a superficie dos implantes
de pseudowollastonita e iniciaram uma deposi¢do de osso neoformado gradualmente até se

transformar em osso maduro.
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Figura 5 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 30 dias apés a cirurgia,
em tibias de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de calcio.
Setas vermelhas: trabéculas 6sseas. Aumento de 4x. Fonte: HV-
UFCG, 2016.

Figura 6 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 60 dias apds a cirurgia, em tibias

N

de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de célcio. Setas vermelhas:

trabéculas dsseas. Aumento de 4x. Fonte: HV-UFCG, 2016.
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De acordo com Vital et al. (2006), o tecido conjuntivo é 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
proliferacao de tecido conjuntivo e fibroblastos e formagao de novos vasos, circundados por
osteoblastos, em ambos os momentos de avaliagdo histolégica (Figuras 7 e 8).

De Aza et al. (1997), relatam uma desvantagem das bioceramicas bioativas, que € a
auséncia de dsteointegracdo, sendo entdo empregada uma solucdo por diversos autores como
Liu (1996), Passuti et al. (1989), Roy e Linnehan (1974) que € a criacdo de macroporosidades
com diametro de 100 a 500 um nos implantes. De fato, através das anélises das laminas aos
30 e aos 60 dias apds a cirurgia, observa-se a presenca de tecido conjutivo e fibroblastos,
vasos neoformados e presenca de células osteoblésticas através dessas aberturas presentes no

implante (Figuras 7 e 8).

f
f
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Figura 7 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 30 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de calcio. Setas vermelhas:

cavitacdes com material basofilico granular. Aumento de 4x. Fonte: HV-UFCG,

2016.
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Figura 8 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 60 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de calcio. Setas vermelhas:
cavitacdes com material basofilico granular. Fonte: HV-UFCG, 2016.

A presenga de intensa sintese Ossea, com presenca de osteoblastos em ambos o0s
momentos de andlise histolégica do grupo tratamento sugere biocompatibilidade, bioatividade
e osteocondutividade do implante de silicato de célcio (Figuras 9 e 10). De Aza et al. (2012)
obtiveram resultados semelhantes quando implantaram o silicato de cdlcio em tibias de
ovelhas, no entanto seus resultados na relagdo osso-implante foram mais intensos, possuindo
maior quantidade de osso neoformado, com maior composi¢cdo de elementos e liberagdao de
célcio pois seu implante foi imerso em tampao Tris-HCI de pH 7,4 e o implante foi analisado
ap6s 12 meses, onde graficamente mostra o aumento continuo de célcio liberado do silicato de
célcio a medida que o pH também aumenta proporcionalmente a partir das 12 horas de

1mersao.
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Figura 9 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 30 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de célcio, demonstrando a
presenca de osteoblastos (setas vermelhas), o implante de silicato de célcio inerte
(esfera preta) e o osso neoformado (esfera branca). Aumento de 10x. Fonte: HV-
UFCG, 2016.

Figura 10 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 60 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de célcio, demonstrando a
presenca de osteoblastos (setas vermelhas), o implante de silicato de célcio inerte
(esfera preta) e o osso neoformado (esfera branca). Aumento de 10x. Fonte: HV-
UFCQG, 2016.
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No grupo controle, em ambos os momentos de andlise histolégica observou-se a
completa cicatrizacdo Ossea, com 0 o0sso completamente reparado e remodelado em sua

grande maioria, na drea da cicatriz, além do processo de maturacdo e ostedcitos formando

lacunas 6sseas (Figuras 11 e 12).

Figura 11 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 30 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de célcio, demonstrando a
delimitacdo do defeito dsseo (barras pretas), osso neoformado (esfera preta),
sistema de Havers e trabéculas Osseas (setas pretas) Aumento de 4x. Fonte: HV-
UFCG, 2016.

Figura 12 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 60 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de célcio, demonstrando a
delimitagdo do defeito d6sseo (barras pretas), osso neoformado (esfera preta),
sistema de Havers e trabéculas dsseas (setas pretas) Aumento de 4x. Fonte: HV-
UFCG, 2016.
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Comparando-se as regides distais dos grupos tratamento e controle, evidenciou-se uma
neoformacgdo 6ssea discreta de tecido dsseo primdrio em ambos os grupos na interface osso-
implante, sendo, no momento T30, um crescimento médio de osso neoformado e imaturo de
574083 um2 enquanto seu respectivo controle possuiu um crescimento 6sseo neoformado e
maturado de 705764 pm?, demonstrando assim uma diferenca negativa de 131680 um? no
grupo tratamento. Na andlise das regides distais dos grupos no momento T60, verificou-se um
crescimento dsseo de 364352 umz no grupo tratamento e de 644809 pm2 no grupo controle,

com uma diferenca entre o grupo tratamento e o controle de 280456 um2 (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores individuais e médios da area de osso neoformado, em |.lm2, na regido distal
de tibias de coelhos submetidos a implantagado de silicato de célcio, aos 30 (T30) e
60 (T60) dias apds a cirurgia.

Grupo/momento Animal Média
1 2 3 4 5
Tratamento
- T30 417839 462700 35323 67504 1887051 574083
- T60 179589 116111 95262 515496 915306 364353
Controle
- T30 1157108 797753 639874 457122 476965 705764
- T60 697953 773414 741863 254781 756036 644810

Com relacdo as regides proximais da tibia, no momento T30 o crescimento 6sseo do
grupo tratamento foi de 341882 pmz, enquanto no grupo controle foi de 522024 pmz, com
uma diferenca de 180142 pm2 de osso neoformado a mais, em relagdo ao grupo tratamento.
Aos 60 dias pés-operatérios o crescimento 6sseo na no grupo tratamento foi de 188025 pm?,
com o grupo controle obtendo 721824 pum?, com uma diferenca de 533798 pm” a mais de
osso neoformado (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores individuais e médios da area de osso neoformado, em pmz, na
regido proximal de tibias de coelhos submetidas a implantag¢do de silicato de célcio, aos 30

(T30) e 60 (T60) dias apds a cirurgia.
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Grupo/momento Animal Média
1 2 3 4 5
Tratamento
- T30 538146 795246 29334 46896 299786 341882
- T60 212268 73474 89387 549878 15119 188025
Controle
- T30 952913 378669 508443 328923 441174 522024
- T60 800064 722666 604385 659483 822521 721824

Verificou-se maior quantidade deste no T30 do que no T60. Para compreensdo dos

dados mensurou-se a média de area preenchida pelos implantes em cada momento de

avaliacdo histolégica. No T30 a média de preenchimento do implante no defeito realizado na

regido distal foi de 1968548 pm?, enquanto que no T60 esta média foi de 1153461 um®. J4 na

regido proximal a média de drea preenchida foi de 1727219 ;.lm2 no T30 e de 992655 pmz no

T60.

Tabela 3 — Valores individuais e médios da drea preenchida pelo implante, em pm?, na regido
distal de tibias de coelhos submetidas a implanta¢do de silicato de célcio, aos 30
(T30) e 60 (T60) dias ap0ds a cirurgia.

Grupo/momento Animal Média
1 2 3 4 5
Tratamento
- T30 884313 2007816 1807181 3247783 1895649 1968548
- T60 1216386 1718139 1881786 337771 613228 1153462

Tabela 4 — Valores individuais e médios da 4rea preenchida pelo implante, em pm?, na regido
proximal de tibias de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de calcio, aos
30 (T30) e 60 (T60) dias ap6s a cirurgia.

Grupo/momento Animal Média
1 2 3 4 5
Tratamento
- T30 976673 1509443 1633348 2858033 1658602 1727220
- T60 957010 1318995 1635220 525861 526191 992656
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Realizando uma relacdo da média da area preenchida pelo implante entre os momentos
de avaliacdo, os animais que foram avaliados no T60 receberam no defeito da sua porcao
distal uma diferenca positiva 956607 um? em comparagio aos do T30, enquanto que na
porcio proximal os avaliados no T30 apresentaram uma diferenca positiva de 734564 um?>.

Relacionando os valores de neoformacdo dssea e de preenchimentno do defeito dsseo
encontrados, entende-se que o preenchimento maior ou menor do defeito dsseo pelo silicato
de célcio ndo interferiu na osteogénese. De acordo com os achados histolégicos, o que de fato
provavelmente interferiu na osteogénese foi a presenca do implante em si preenchendo a drea
do defeito realizado, uma vez que no grupo controle a cicatrizacdo éssea foi mais rapida que
no grupo tratamento. Achado este também encontrado por DE AZA et al., (1997) relatando
quando uma biocerdmica bioativa é implantada no tecido dsseo, a sua intera¢cdo com o tecido
dsseo tem lugar apenas na interface e o seio do material permanece inalterado.

O material implantado apresentava-se integro e sem sinal de absor¢cdo (Figuras 13 e
14), semelhante ao relatado por De Aza, De Aza e De Aza (2005) e Legeros et al., (1995,
2003), que relataram sobre as bioceramicas compostas por B-TCP serem mais reabsorviveis
que a HAp, no entanto ainda possuindo uma absorcdo lenta quando se pretende uma

substituicdo total do material implantado por osso neoformado.

Figura 13 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 30 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de calcio, demonstrando a regido
cortical do osso neoformado (esfera preta), adjacente ao implante de silicato de
célcio (esfera branca). Aumento de 4x. Fonte: HV-UFCG, 2016.



Figura 14 - Fotomicrografia da interface osso-implante, aos 60 dias apds a cirurgia, em tibias
de coelhos submetidas a implantacdo de silicato de cdlcio, demonstrando o
implante de silicato de cdlcio (esfera preta) na regido cortical com 0sso
neoformado (seta vermelha) Aumento de 4x. Fonte: HV-UFCG, 2016.
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5. CONCLUSOES

O implante composto por silicato de célcio possui propriedades que contribuem para
reparagdo dOssea por possuir propriedades osteocondutoras, bioativas, ndo citotéxicas. Sua
caracteristica macroporosa permite que a angiogénese ocorra no interior do implante, com a
formacdo de tecido cartilaginoso e tecido fibroso, para posteriormente ser formado o novo
0ss0, agindo assim de forma osteointegravel entre o implante e o 0sso primdrio formado. No
entanto, a presenca do implante retardou a cicatrizacdo 6ssea, independente da quantidade de
implante posicionado no defeito, pois ndo houve bioabsor¢do suficiente, sendo esta uma
caracteristica comum entre biocerdmicas compostas por B-TCP, um dos componentes
presentes no implante experimentado.

Portanto, sd3o necessdrios novos experimentos, possivelmente diminuindo ou
substituindo parcialmente a composi¢ao do implante que possui fosfato tricdlcico (TCP), para
mais esclarecimentos a respeito da retardada cicatrizacio e taxa de reabsorcao do implante de

silicato de calcio.
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