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RESUMO

Objetivo: A importancia da regeneragdo Ossea ¢ diretamente proporcional a dificuldade de
reparar grandes falhas 6sseas. Perdas Osseas de grande magnitude como as produzidas por
traumas, infecgdes, tumores, sdo um desafio a ciéncia médica. Sabendo da limitacdo dos
estoques 6sseos autogenos e da dificuldade do uso medicinal de outros enxertos, passamos a
considerar 0 uso de substancias substitutas para o preenchimento ¢ para a reparagdo dessas
perdas. Métodos: O presente estudo utilizou a hidroxiapatita granulada em defeitos 6sseos em
calvaria de coelhos Nova Zelandia. Foram utilizados 44 coelhos, divididos em grupos de 32
coelhos no grupo controle e 12 no grupo experimental: Os defeitos confeccionados nao
receberam nenhuma barreira de protecao. No grupo experimental, foi adicionado ao defeito da
calvaria a hidroxiapatita granulada, misturada ao coagulo sangiiineo da propria ferida.
Avaliagdes foram realizadas com 15, 30, 60, 120 dias de pds-operatorio, através de métodos
de histomorfometria e radiografias digitais. Resultados: A analise microscopica demonstrou a
auséncia de reacdo inflamatoéria do tipo corpo estranho e formacdo de material ostedide
firmemente aderido a superficie dos granulos de hidroxiapatita, indicando processo de
osteocondugio no grupo experimental. As radiografias digitalizadas mostraram aformagao de
tecido 6sseo ja com 30 dias da cirurgia nesse grupo. Destacamos que a hidroxiapatita
granulada mostrou degradacdo e substituicdo por osso autdégeno. Houve formagdo Ossea
imatura nos periodos de 15, 30 ¢ 60 dias e formagdo 6ssea madura nos periodos de 30 e 60
dias com p<0,05 Conclusido: Concluimos pela histocompatibilidade da hidroxiapatita, além
das propriedades de enchimento e manuten¢do da estabilidade mecanica e volumétrica no

defeito dsseo critico.

Palavras-chave: regeneragio Ossea; morfometria; defeito dsseo critico; substituto 0sseo;
hidroxiapatita; coelhos.



ABSTRACT

Objective: The importance of bone regeneration is directly proportional to the difficulty to
repair large bone defects. Large bone losses, such as those caused by trauma, infections or
tumors, are a great challenge to medical practice. Due to the limited autogenous bone
available and difficult utilization of other grafts for medical purposes, the use of substitute
materials to fill and repair these losses has been considered. Methods: The present study
employed granulated hydroxyapatite in bicortical bone defects in calvarias of New Zealand
rabbits. A total of 44 rabbits were used, divided into 32 rabbits in the control group and 12 in
the study group. Defects in the control group did not receive any protective barrier. In the
study group, granulated hydroxyapatite mixed with blood clot of the wound was placed in
calvaria defects. Evaluations were performed at 15, 30, 60 and 120 days postoperatively, by
histomorphometry and digital radiographs. Results: Microscopic analysis reveal ed absence of
foreign body inflammatory reaction and formation of osteoid material firmly attached to the
surface of hydroxyapatite granules, indicating an osteoconductive process. The digital
radiographs revealed formation of bone tissue at 30 days after surgery. It should be
highlighted that the granulated hydroxyapatite presented degradation and replacement by
autogenous bone. There was formation of immature bone at 15, 30 and 60 days and of mature
bone at 30 and 60 days, with p<0.05. Conclusion: This demonstrated the histocompatibility
of hydroxyapatite, as well as the properties of filling and mechanical and volumetric stability
in critical size bone defect.

Key words: bone regeneration; morphometry; criticadl size defect; bone substitute;
hydroxyapatite; rabbits.
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INTRODUCAO

Grandes perdas 6sseas no esqueleto humano sio de dificil manejo, pois muitas vezes
nio podem ser supridas facilmente, uma vez que, constantemente, deparamo-nos com
pacientes em que ha falta de reserva éOssea ideal, criangas com pouco estoque 0sseo, baixa
compleigdo esquelética e outras particularidades que dificultam sobremaneira a captagio
dessa reserva 6ssea.

No organismo adulto, a evolugdo da regeneragdo de uma lesdo dssea recapitula varios
estagios do crescimento esquelético, na mesma ordem temporal, podendo ocorrer de forma
indireta, com formagao de tecido de granulagao mesenquimal, cartilagem, 0sso imaturo € 0sso
remodelado; ou de forma direta, com formagdo imediata de calo osteogénico constituido, em
seqiiéncia, por tecido de granulagdo mesenquimal, osso imaturo ndo osteonal e 0SSO
remodelado osteonal maduro. Este processo resulta na recuperagdo completa da estrutura
Ossea original, sem qualquer cicatriz detectdvel, tornando o tecido 6sseo neoformado
indistinguivel do tecido derivado da embriogénese (SCHENK, 1994).

A regeneracao do tecido 0sseo exibe varias caracteristicas singulares e se modifica ndo
s6 conforme as diferentes localizagOes anatdmicas, como também dentro de um mesmo 0sso,
requerendo, por vezes, a utilizagdo de procedimentos diferenciados para alcancar a
regeneracio 6ssea desejada.

Determinadas magnitudes de perdas o6sseas tém capacidade de se regenerarem e o
proprio arcabougo 6sseo local consegue uma neoformagdo e o preenchimento do defeito.
Outros defeitos 6sseos podem nio ter a mesma capacidade de regenerarem por s 6. E o
conceito de defeito critico, em que é provocado um defeito 6sseo que o organismo por si s6
ndo consegue preencher novamente com tecido 6sseo, sendo invadido primeiramente por

tecido fibroso que ocupa o espago desta perda e impede a neoformagdo Ossea. Esse defeito
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critico ¢ particular em sua dimenséo e varia com cada tipo de osso, da espécie e do local, entre
outros fatores (SCHMITZ, 1986; CONNOR, 2006).

O créanio ¢ formado por um mosaico de componentes individuais, cada um com
crescimento proprio durante o desenvolvimento e para manter sua estabilidade promovem
estratégias diferenciadas para a restauracdo de sua integridade morfologica e funcional diante
de uma grande perda 6ssea. Enxertos utilizando ossos autégenos de origem intramembranosa,
embora constituam a modalidade de tratamento de maior preferéncia, geram dificuldades
devido a taxa de reabsor¢do irregular ou apresentam limitagdes na estabilidade mecénica do
defeito. Ossos de origem endocondral, freqiientemente da crista iliaca e costela, apresentam
reabsor¢do acelerada quando implantados na calvaria (BELMONTE et al., 2005). A
insuficiéncia desse tecido para a reconstru¢do pode, ainda, inviabilizar procedimentos com
0Ss0S autogenos; outras limitagdes e desvantagens incluem complicagdes como infecgdes,
hematomas, morbidade da area doadora, dores prolongadas e perda sensorial (ZHANG,
2001).

Dessa forma, tém sido propostos tratamentos para o reparo de grandes defeitos 6sseos
gue utilizam diversos principios de biologia dssea como osteoinducdo, osteocondugdo e
osteopromocgao.

Para contornar o problema de reparagio de defeitos dsseos criticos, foram pesquisadas
outras maneiras para estimular a regeneracao 6ssea e impedir a invasao de tecido conjuntivo
gue impossibilita 0 processo de reparo osseo.

Uma das possibilidades ¢ o emprego de enxertia Ossea, tais como os autdgenos,
alogenos, e heterdlogos ou até mesmo substitutos Osseos. O osso autdogeno ¢ retirado do

proprio individuo; os aldgenos sdo da mesma espécie e os heterdlogos retirados de outra

espécie.
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Segundo Schenk (1994), além da osteocondugdo, outras condigdes ideais para o

crescimento 6sseo sdo apresentadas pelo 0sso autdgeno esponjoso, tais como:

Densidade e volume total 20 a 30% (porosidade 70 a 80%);

Diametro dos bastonetes ou feixes em torno de 200um;

Poros com tamanho médio intratrabecular de aproximadamente 500 pm;

Amplasinterligagoes dos poros.

A obtengdo de enxerto autdogeno promove uma segunda intervengdo cirargica sujeita a
algumas complicacdes, tais como infecgdo, aumentando ainda a morbidade. O uso de
enxertos heterologos e xendgenos tem como riscos principais a ndo-compatibilidade e as
contaminagoes.

Materiais osteocondutores sao substancias que ndo promovem, por si, a formagéo de
tecido 6sseo, servindo apenas de arcabougo para a invasio de tecido Osseo vizinho em
defeitos dsseos criticos. Servem de barreira fisica a ocupacdo dos tecidos moles e sua
arquitetura tridimensional porosa permite a formagdo de neovasos e a invasdo de células
indiferenciadas osteoprogenitoras. Deve ter duas propriedades, a saber: estrutura com material
bioinerte/bioativo e ter forma para facilitar a deposi¢io oOssea tecidual. Material
bioinerte/bioativo é aquele que fornece unido quimica e ligagdo firme ao osso. Sdo exemplos a
hidroxiapatita (HA) natural, HA de osso bovino, HA sintética, sulfato de calcio, fosfato beta
tricalcico, carbonato de calcio e vidro bioativo (CALONGNE, 2001).

Osteopromogdo ¢ o uso de barreira fisica na forma de membrana oclusiva
biocompativel, reabsorvivel ou ndo, para prote¢dao de defeito dsseo, separando-0 dos tecidos
moles atamente proliferativos, esperando que as células de linhagem osteogénica ocupem

esse loca formando novo tecido dsseo.
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A auséncia de um substituto biologico que atenda perfeitamente as necessidades
cirurgicas levou diversos pesquisadores a procurarem biomateriais sintéticos para eventuais
substituicdes dsseas. Nesse sentido, esforgos foram dirigidos para se conseguir um substituto
6sseo adequado. Foram estudados diversos materiais com propriedades que permitissem seu
USO em Seres Vivos sem Ou com poucas reagdes lesivas ao organismo hospedeiro.

Alguns materiais aternativos vém sendo estudados, como polimeros, hidrogéis ¢
ceramicas, entre outros, baseados em materiais naturais ou sintéticos, abrindo um amplo
espectro de pesquisas e aplicagdes.

Os polimeros biologicos constituem uma classe de materiais biocompativeis, podendo
ser naturais ou sintéticos. Os mais utilizados em pesquisas sdo o silicone, acido polilatico,
acido poliglicdlico, polietileno, polipropileno, metilmetacrilato e ao poliuretano.

Segundo Constantino (1992), o implante ideal deve possuir algumas caracteristicas

como:

e Forte o suficiente para tolerar traumas naregiao;

¢ Resistente ainfecgoes;

e Maleavel para contornar defeitos;

e Estavel por longo tempo;

¢ Pouca resposta inflamatoria;

¢ Radiopacidade para visualizagdo em diagnostico de imagens;
e Nao ser alérgico e carcinogénico;

e Sintético (diminui possibilidade de transmissao de doengas).

A utilizagdo desses materiais como substitutos de tecidos dOsse0s levaram 0s

estudiosos a considerar a influéncia desses na resposta tecidual e reacdo interfacial. Fatores
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como biocompatibilidade, forma, tipo de superficie e condigdes do tecido receptor parece
interferir nos resultados obtidos (ANDRADE, 1997).

Segundo Hench (1991), os biomateriais utilizados para implantes Osseos sdo
classificados em quatro tipos principais, de acordo com a resposta a interface tecido

vivo/implante.

Tipo 1 — material denso (microporoso), quase inerte
Tipo 2 — material poroso (Macroporoso), quase inerte
Tipo 3 — material denso (microporoso), superficie reativa

Tipo 4 — material reabsorvivel

Os materiais tipo 1 sio aqueles que provocam a formagao de uma céapsula fibrosa de
espessura, que varia de acordo com o implante e separa o material do tecido 6sseo hospedeiro.
Esta capsula, apesar de ser adjacente ao tecido, ndo ¢ ligada quimica ou biologicamente ao
implante e resulta no movimento da interface tecido/biomaterial, quando sob estresse,
limitando a vida ttil de muitos materiais. Exemplos deste tipo de material Sio as ceramicas de
alumina densa, borracha de silicone, ago inoxidavel.

Os do tipo 2 permitem o crescimento de tecido ésseo através de seus poros, resultando
em uma ligagdo mecanica que aumenta a resisténcia do implante devido ao grande
entrelagcamento ocorrido. Exemplos sdo as cerdmicas porosas de alumina, cerdmicas porosas
de hidroxiapatita, metais revestidos com hidroxiapatita.

Os do tipo 3 induzem uma reagdo biologica, resultando na formagdo de osso na
superficie do implante através de uma ligagdo quimica, ao contrario do que fazem os do tipo 1
e 2. Exemplos sio biovidros, ceramicas vitreas bioativas.

Os materiais tipo 4 sio desenvolvidos para serem substituidos por tecido em
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regeneragido ao mesmo tempo em que sofrem degradagdo. Exemplos sio o sulfato de calcio e
o fosfato de calcio.

Substancias como o acido polilactico e acido poliglicolico Sio materiais
biossintéticos, isentos de riscos de patologias cruzadas, que apresentam varias aplicabilidades
biologicas (ALPISTE-ILLUECA et al., 2006).

Em nossa interpretagdo, na implantodontia, pode ser empregado nos procedimentos
de regeneracdo 0ssea guiada. Sob as formas de po, espuma e gel, utilizadas separadamente ou
em conjunto, visa a substituicdo dos materiais de enxertos convencionais, favorecendo a
proliferagdo das células osteogénicas em seu interior. Possui um tempo de reabsorgdo variavel
entre trés/quatro até seis/oito meses e nao impede a ossificagéo local.

Materiais como gesso, cimento acrilico (metilmetacrilato) vém sendo utilizados ao
longo do tempo; contudo, apresentam inconvenientes mecanicos e biologicos ¢ podem causar.
reacdes lesivas adversas sobre os tecidos circunvizinhos (NI, 2006).

O vidro bioativo ¢ um material composto de sais de calcio e sodio, fosfato e didoxido
de silica), na forma granular esta disponivel para uso de tratamento de defeitos intra-6sseos
decorrentes da doenga periodontal, exodontias ou perdas dsseas ortopédicas. As particulas sdo
irregulares e variam de 90 a 710um, in vivo, O vidro bioativo desencadeia uma Série de
reacoes quimicas, resultando na formacao de camaras de hidroxicarbonatoapatita (HCA) na
superficie das particulas. Moléculas organicas, como sulfato de condroitina e
glicosaminoglicanas, incorporam-se a estas camaras, contribuindo para a atuagdo de células
osteogénicas que levam a sua ossificagio (ANDEREEG; ALEXANDER; FRIEDMAN,
1999).

As ceramicas bioativas (fosfato de calcio) compdem a maior familia de materiais
aloplasticos usados em procedimentos para incremento do volume Osseo, em que €eStdo

incluidos o fosfato de calcio e as hidroxiapatitas sintéticas.
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Os fosfatos de calcio (hidroxiapatita — HA, fosfato tricalcio — TCP) apresentam
excelente biocompatibilidade e se ligam diretamente ao 0sso, sem interposi¢ao de qualquer
outro tipo de tecido. O calcio e o fosfato sdo necessarios para a mineralizagdo de 0sso novo no
local do enxerto. Uma das fontes minerais para o tecido 6sseo ¢ o material cerdmico
implantado. Pela analise da literatura, ficou claro que a formagdo 6ssea pode ser otimizada
guando estes minerais estdo prontamente disponiveis no local do implante. Alguns dos
compostos do fosfato de calcio envolvidos na formagdo 6ssea e mineral ou como implantes
sdo: dicalcio fosfato desidratado, ortofosfato de calcio, fosfato de calcio amorfo, tricalcio
fosfato e hidroxiapatita. Estudos que avaliaram a biocompatibilidade destas bioceramicas nao
encontraram reagdoes de corpo estranho ou outras formas de resposta inflamatoria cronica

(KURASHINA, 1998).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PERDAS E DEFEITOS OSSEOS

Perdas osseas ocorrem em grande variedade de situagdes e sua reconstituigdo ¢
importante para prover o esqueleto de estabilidade mecanica e reabilitagio completa do
organismo. Essas perdas podem ocorrer por conseqiiéncia de tumores, infecgdes,
deformidades congénitas, traumas, sao comuns no dia-a-dia dos grandes centros médicos.

Os defeitos criticos, assim chamados por ndo permitirem reparagdo primaria a
contento, sAo de dificil manejo e requerem incremento de técnicas para o sucesso desses
reparos. Ainda assm, permanecem discutiveis na literatura os pormenores envolvendo a
conceituacdo desses defeitos. Ferreira et al. (2004) consideraram defeito critico as ocorréncias
com magnitudes de 8mm de diametro em clavicula de ratos, preenchidos com hidroxiapatita
Sintética e concluiram que as BMPb-HA nao sdo bons carreadores para as BMPs expressarem
seu potencial indutor, aém de reacdo inflamatoria tipo corpo estranho que inibiu a formagao
Ossea. Jaime et al. (2005) consideram que um defeito critico dsseo experimental deve ser tdo
grande que ndo ocorra reparo espontaneo, pois s6 nesta situacdo o potencial osteogénico do
implante, enxerto ou medicamento pode ser considerado real. Em seu trabalho, provocaram
defeito 0sseo de 8mm de didmetro em calvaria de ratas adultas. O defeito intra-6sseo de
tamanho critico seria aguele de menor tamanho, que ndo pode ser reparado espontaneamente

durante toda a vida do animal, segundo o protocolo sugerido por Schmitz e Hollinger (1990).
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2.2 ENXERTOS OSSEOS

O uso de enxertos 6sseos tem se mostrado de grande valor. Os enxertos 0sseos
autégenos t€m propriedades exclusivas de compatibilidade entre doador e receptor e, apesar
da morbimortalidade aumentada, ¢ indicado quando possivel.

O termo enxerto ¢ ainda vago na literatura e sua defini¢ao a despeito da origem varia
conforme definigao de cada autor. Garg 2004, define enxerto 6sseo em trés tipos primarios:
Autogenos, alogenos e aloplasticos. Descreve os autdgenos como sendo capaz de osteogénese
e osteoinducdao. Os alogenos como sendo retirados de cadaveres, com propriedades
osteocondutoras e possiveis propriedades indutoras, mas ndo osteogénicas. Aloplasticos sdo
capazes apenas de osteocondugdo. Ainda, segundo o autor, enxertos xendgenos sdo uma
subclassificagdo dos alogenos.

Enxertos autélogos mostraram-se tuteis na reconstrucdo de falhas dOsseas, apesar de
alguns riscos, como transmissio de doengas, incompatibilidade, infecgdo e outros. Apresenta
ainda como inconvenientes, como a limitada disponibilidade do material e a morbidade
cirargica no local doador. Vialogo (1999) enalteceu a superioridade do enxerto dsseo autdlogo
para fechamento de orificios de trepanagdo em cranio humano submetidos a neurocirurgias.
Considerou-o0, ainda, superior nos aspectos de morbimortalidade, econémicos e biologicos.
Enneking et a. (1975) usaram enxertos autogenos de fibula de cdes em transplantes
contralaterais e notaram que esse tipo de enxerto osteointegrou e levou cerca de 48 semanas
para remodelagio.

Enxertos heterologos mostraram-se uteis na reconstrucio de falhas Osseas, apesar de
alguns riscos, como transmissio de doengas, incompatibilidades, infecgdes entre outras. Park
et al. (2004), em seu trabalho com fémures de coelhos, notaram que enxerto 6sseo bovino

associado mostrou-se, tanto quimica como morfologica e histologicamente, de grande
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potencial de regeneragdo Ossea e promissor papel como substituto o6sseo autoldogico em
defeitos dsseos. Galia et al. (2005) em seu estudo, considerando os resultados obtidos quanto
a capacidade de osteointegragdo e antigenicidade, concluiram que utilizacdo de enxertos
osseos heterologos liofilizados pode ser uma alternativa na correcao desses defeitos.

Tendo em vista a dificuldade e a limitagdo com esses enxertos Osseos, atualmente,
vém-se buscando alternativas para solu¢dao de defeitos que ndo podem ser tratados com

enxertos 0sseos.

2.3 SUBSTITUTOS OSSEOS

Os substitutos 6sseos podem ser classificados de diversas maneiras, porém, atuam
basicamente de duas formas: ou promovem o crescimento 6sseo de forma ativa, ou servem
como barreira para a penetragao de tecidos competidores e de arcabougo tridimensional para a
invasio de material 6sseo. Segundo Ignacio (2002), tais substitutos tém despertado grande
interesse no sentido de permitir o crescimento do tecido 6sseo vizinho em sua estrutura
(osteocondugdo) ou estimular a neoformagdo ossea do tecido hospedeiro adjacente
(osteoindugao). Essas substancias indutoras podem ser celulares ou fatores de crescimento,
tais como as proteinas morfogenéticas dsseas, colageno, lipossomas, entre outras.

Ciani et al. (2006) utilizaram mistura de BMPs, hidroxiapatita, colageno liofilizado ¢
0SSO inorganico envolvido por membrana de pericardio bovino liofilizado em radios de
coelhos. Comparado com o lado controle contralateral, notaram que a regeneragiao 6ssea foi
inibida nos defeitos 6sseos tratados com esse material. Franco et al. (2001) estudaram
hidroxiapatita pura, associada a lipossoma, a colageno ¢ compararam ao grupo controle em
tibias de cdes. Fizeram controle histopatologico com 8, 30, 60, 120, 180 dias e notaram a

neoformagdo 6ssea no controle, hidroxiapatita pura e associada a lipossoma, ndo observado
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no grupo com colageno. Turk et al. (1993) compararam cinco grupos de coelhos com defeitos
em cranio, com HA, HA + BMP, acido polilatico e poliglicolico e acido polimetilmetacrilato
+ BMP e notaram melhor crescimento e neoformagdo dssea nos grupos que utilizaram
elementos osteoindutores (BMPs) e osteocondutores associados.

Gomes et a. (2001) compararam matriz dentaria desmineralizada em defeito de cranio
de coelhos usando membrana amniética humana no grupo, notaram que a remodelagdo Ossea
foi mais rapida no grupo com essa membrana. Nilsson et al. (1986) usaram BMPs de osso
bovino em ulna de cies ¢ demonstraram que essas proteinas Sio capazes de diferenciar outras
células e células pro-osteogenitora, melhorando o processo de regeneragdo ossea.

A osteointegragdo ¢ definida como uma interligagdo estrutural e funcional entre um
0sso organizado e o implante, sendo que a formagao de uma capsula fibrosa na interface
deveria ocorrer somente nas fases iniciais. Borges et al. (2000), usando tibias de caes,
implantaram hidroxiapatita sintética e¢ compararam com o lado contralateral. Usando
histologia e microscopio eletronico, avaliaram a formagdo Ossea e concluiram que a
osteointegragdo da hidroxiapatita ¢ semelhante ao processo normal de reabsor¢ao-aposicao
ossea.

Dérea Neto (2004) estudou a artrodese do carpo em gatos, usando como enxerto a
hidroxiapatita e fixando a artrodese com fixador externo. Apos 60 dias, apesar da soltura dos
pinos do fixador, havia sinais de osteointegragdo da artrodese. Figueiredo et al. (2004) em seu
trabalho, compararam a osteointegragdo do osso autogeno, osso bovino desvitalizado,
hidroxiapatita de coral e poliuretano de mamona em defeitos 6sseos de fémures de coelhos.
Notaram maior potencial osteogénico no osso autdégeno, maior reagdo inflamatoria no 0sso
bovino desvitalizado. Hidroxiapatita e poliuretano foram invadidos por 0sso neoformados e
concluiram que o 0SS0 bovino desvitalizado induz a reagao tecidual guiada mais lenta que o

0SSO0 autégeno, a hidroxiapatita e o poliuretano de mamona.
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2.4 BIOMATERIAIS

As alternativas para a reparagao incluem a utilizagdo dos implantes de biomateriais,
dentre eles os materiais metalicos, as ceramicas e os biopolimeros reabsorviveis ou ndo. Esses
polimeros biologicos constituem uma classe de materiais biocompativeis, tais como a
poliuretana, o polietileno e polipropileno, silicone, acido polilatico, acido poliglicolico e

metilmetacrilato.

2.4.1 BIOPOLIMEROS ABSORVIVEIS

Hing et a. (2006) experimentaram implantes siliconados com hidroxiapatita em
fémures de coelhos e os compararam com o grupo controle apenas com HA, notando que a
formacao Ossea era mais significante nos elementos siliconados, desde a primeira semana até
avigésima segunda semana.

Elias et a. (1997), concluiram que implantes de acido poliglicdlico e polilatico
mostraram-se capazes de substituir implantes metalicos em fratura de tornozelos de humanos
com a vantagem de uma perda gradual de dureza, chegando a seis semanas com dureza
semelhante do 0sso in vivo. A degradagdo ocorre principalmente por hidrélise e, parcialmente,
por processo enzimatico. Imbronito (1999) estudou o uso de membranas de acido polilatico
em defeitos em mandibulas de caes, concluindo que houve importante neoformagdo dssea nos
defeitos recobertos com membranas de acido polilatico, quando comparado ao grupo controle.

Poliuretanas sio produtos alternativos compostos por polidis e pré-polimeros,
sintetizados a partir de moléculas de acidos graxos vegetais. Apresentam vantagens como a
processabilidade, maleabilidade de temperatura de cura e controle de pico exotérmico na

transi¢ao liquido-gel, flexibilidade de formulagdo e auséncia de emissdo de vapores toxicos.
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Ignacio et al., em 1997, empregaram a poliuretana da mamona em defeitos produzidos em
radios de coelho, comprovaram a biocompatibilidade desse material, sem formacdo de capsula
fibrosa na interface osso-resina e verificaram que o materia foi biocompativel, nao
apresentou reagdo tipo corpo estranho e permitiu a osteoconducgdo. Barsam et al. (2003)
pesquisaram a confecgdo dos espagadores de polimero da mamona em tenddes flexores de
patas de coelhos e a compararam com espacadores de silicone. Os achados permitiram
concluir que areagdo tecidual a ambos os materiais foi praticamente a mesma, demonstrando

gue o polimero de mamona ¢ biocompativel ¢ pode ser usado como espagador.

2.4.2 BIOPOLIMEROS NAO ABSORVIVEIS

Polimeros de polietileno, polipropileno e outros podem ser classificados de acordo
com o material de fabricagao, sendo basicamente de fibra de carbono ou de polimeros de
hidrocarbonetos. Estes ultimos, no entanto, sdo fabricados por diferentes empresas,
apresentando diferencas quanto a sua composi¢ao, forma e nomenclatura, como, por exemplo:
Goretex, ligamento de polipropileno, préoteses de poliéster, entre outros.

Cohen (1994) utilizou o politetrafluoretileno em associagdo com ligamento bioldgico
autdogeno em reconstrugdo ligamentar de joelhos humanos e notou que o implante
caracterizou-se pela adequada biocompatibilidade, boa penetragao do tecido conjutivo fibroso
e pela satisfatoria resisténcia as forcas de cisalhamento. Camargo et al., em 2001, também
concluiram que a implantacdo de préteses ligamentares de hidrocarbonetos para reconstrugao
do ligamento cruzado anterior leva a resultados iniciamente satisfatorios, que tendem a se
deteriorar em médio prazo.

Cordioli, Pustiglioni e Georgetti (2000) estudaram a neoformagdo dssea em alvéolos

de molares humanos com e sem oclusao de membranas de PTFE. Notou que a formagao dssea
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no interior desses avéolos era semelhante tanto no controle como no grupo recoberto com
membrana e ainda a qualidade do osso formado foi semelhante em ambos. Barros Filho et al.
(2003) utilizaram membranas de PTFE em medulas de ratos pos-laminectomizados intentando
a diminuigdo da fibrose pos-operatoria. Notou que essa membrana ndo produziu os efeitos
desgjaveis, porém, mostrou-se ser material inerte. Macedo et al. (2003) compararam duas
membranas em defeitos de tibia de ratos, usando uma membrana como barreira ndo porosa de
politetrafluoretileno, blocos de hidroxiapatita de coral e outro grupo controle para
comparagao, ¢ notaram importante qualidade de osso neoformado nos diapositivos com
barreirasfisicas, mais notadamente na barreira de politetrafluoretileno.

Materiais acrilicos a base de metilmetacrilato mantém-se tteis e com indicagdes
precisas oferecem excelentes resultados. Estudos recentes em fistulas oroantrais de humanos
demonstram bons resultados em colocagdo de placas de polimetilmetacrilato, fixadas em
defeitos por retalhos de partes moles nao tensionados. Raiser et al., em 2001, empregaram a
resinaacrilica autopolimerizavel com sucesso para a redugdo de abertura palatina em um gato,
gue ja havia passado por duas cirurgias corretivas com recidivas. Wooley et al. (2002), ao
andisarem a diferenciagdo celular em resposta ao biomaterial, em contraste com a
predominancia de composigédo fibroblastica no modelo-controle, verificaram que a introdugio
do acrilico resultou em maior acimulo de macrofagos ¢ presenca de eosindfilos e células
gigantes. Ni et al. (2006) demonstraram a formagdo 6ssea em cimentos contendo cimento de
polimetilmetacrilato nas revisdes de artroplastias de quadril em humanos. Houve formagio de

tecido fibroso nainterface cimento-0sso.
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2.4.3 BIOVIDROS

Dentre estes materiais, 0s biovidros tém demonstrado histologicamente
biocompatibilidade e intimo contato com tecido 6sseo (BIFANO et al., 1998; SANTOS
2003). Koberle e Castro (1981) implantaram biovidro em fémures de cies e notaram boa
tolerancia, sem apresentar formagdo de tecido fibroso na interface osso-implante, mesmo
guando analisado a microscopia Optica e eletronica. Santos (2005) estudou essa substancia em
regeneracio ossea guiada, comparando com enxerto autéogeno, HA e cimento de sulfato de
calcio. Exaltou a biocompatibilidade e as propriedades biomecanicas proximas do tecido
6sseo. SO et al. (2006) adicionaram a hidroxiapatita uma substidncia biodegradavel e a
compararam com HA pura. Notaram a aceleracao da formagdo 6ssea e foi mais facilmente e
completamente degradada, concluindo que compostos biodegradaveis, como o biovidro

associado a hidroxiapatita, t€ém futuro promissor na ortopedia.

2.44 BIOCERAMICAS

O uso das bioceramicas varia desde seu uso isolado até outras formas de utilizacgio,
como por exemplo, no revestimento de proteses metalicas ou na associagdo com materiais
poliméricos, tais como o colageno. Assim, afirma Vallet-Regi (1997), em termos gerais, as
bioceramicas sdo classificadas em bioinertes ¢ bioativas. Como exemplos de bioceramicas
bioinertes podemos citar a alumina, zirconia ¢ didoxido de titdnio. Por outro lado, uma
bioceramica bioativa é aquela que induz a uma atividade biologica especifica. Sdo exemplos a
hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH),], 0 fosfato tricalcico [Caz(POs)2] € os biovidros ja citados

anteriormente (KAWACHI et al., 2000). Hench (1998) classificou de outra forma, agrupando
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as ceramicas em quatro classes, de acordo com a resposta na interface tecido vivo/implante,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificaciao das bioceramicas.

Tipo de biocerimica Interagdo com os tecidos Exemplos
Inertes Nao ha intera¢des quimicas nem biologicas Alumina

Porosas Ocorre o crescimento interno dos tecidos Aluminatos e hidroxiapatita porosos

através dos poros
Bioativas Ocorre umaforte ligagdo na interface osso- Biovidros, hidroxiapatita e vitro-
implante cerdmicas
Reabsorviveis As ceramicas sdo degradadas e substituidas Gesso e fosfato tricalcico
pel os tecidos

Fonte: KAWACHI et al., 2000.

As bioceramicas tém sido empregadas na forma densa e na forma porosa. O aumento
da porosidade do material diminui sua resisténcia mecanica, mas a existéncia de poros com
determinadas dimensdes favorecem o crescimento de tecido através deles, promovendo um

entrelagamento do tecido com o implante, aumentando a resisténcia do material in vivo.

2.4.4.1 SINTESE E MORFOLOGIA DE BIOCERAMICAS

De acordo com Valet-Regi (1997), o preparo de uma bioceramica envolve trés etapas
fundamentais. 1) preparo do po; 2) secagem parcial do bloco conformado e 3) aquecimento a
altas temperaturas para obtencao do bloco sinterizado. Apos a sintese, as particulas do p6 sdo
moldadas na forma desgada, por compactacao a altas pressdes ou umectagdo do po, e
posteriormente submetidas a sinterizagdo a temperaturas elevadas. Outra alternativa é a
compactacdo sob pressdo ¢ aquecimento de maneira simultanea. Para melhorar a coesdo das
particulas e tornar os corpos mais densos, pode ser feita a adicdo de agua ou substancias

organicas, como o polialcool vinilico, seguida da secagem parcial do bloco.
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Durante a ultima etapa do processo de obtencdo de ceramicas, o aquecimento do
material a altas temperaturas (até aproximadamente 2/3 da temperatura de fusio do material,
normalmente acima de 1.000'C), as particulas do po6 sdo levadas a fusdo superficial, fazendo
com gue elas se aglomerem e formem um bloco sélido e denso. No entanto, este
procedimento resulta em ceramicas com poros da ordem de um (micra), dimensdo pouco
interessante para materiais utilizados em implantes 6sseos (KAWACHI et al., 2000).

Hulbert, Morrison e Klavitter (1972) definiram a porosidade 6tima das bioceramicas
em poros de 100um, uma vez que favorecem o crescimento do 0sso através do material. Esta
dimensio de poro fornece suprimento sangiiineo ao tecido conetivo em crescimento,
permitindo o desenvolvimento de capilares entremeados com a ceramica porosa. Afirma ainda
0 autor que ¢é importante salientar que 0 conceito de material poroso, sob a optica da
biocompatibilidade, ¢ completamente diferente do que ¢ usual para a Quimica. Para ele, um
biomaterial macroporoso ¢ aquele que apresenta poros de 50 a 250pum.

Sepulveda (1999) estudou uma nova técnica para a produgdo de hidroxiapatita porosa
feitaatravés da agitacdo de suspensdes cerdmicas aquosas contendo tensoativos. Esse método
permite alta resisténcia mecéanica ¢ boa porosidade. Em estado imaturo “verde”, manteve
propriedade de suportar cortes e torneamento, mantendo a temperatura de sinterizagdo
(tratamento térmico que é dado as amostras de ceramica “verde”) em 1.350° Celsius.

Rosa, Shareef e Van Noort (2000) demonstraram que as porcentagens de porosidade
das particulas de hidroxiapatita sofrem alteragdes diretas da carga utilizada na compactagio
de particulas e da temperatura de sinterizacdo. Segundo estes autores, a sinterizacdo, o
tratamento térmico dado a ceramica “verde”, passando do estado de aglomeracao simples para

estado onde ha fusdo entre essas particulas.
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2.44.2 BIOCERAMICAS DE HIDROXIAPATITA

Os varios fosfatos de calcio sdo classificados através de sua razdo molar Ca/P.
Possuem razio variando de 0,5 a 2,0 e podem ser sintetizados por precipitacdo a partir de
solugdes contendo ions calcio e fosfato e em condi¢des alcalinas ou 4cidas. Estes materiais
podem ser transformados em ceramicas biocompativeis ¢ osteocondutoras (LAYMAN;
ARDOIN, 1998).

Kruyt et a. (2006) estudaram defeitos 6sseos em coluna de cabras, usando células de
estroma da medula em quatro diferentes materiais tais como a hidroxiapatita a 1150° e 1250°,
fosfato de calcio bifasico (BCP) e fosfato tricalcico (TCP). Notou que o0 crescimento 6sseo
sobre determinada arquitetura pré estabelecida e a osteocondugdo eram melhores com BCP e
TCP, quando avaliados histomorfometricamente. Stubbs et al. (2004) compararam o sulfato
de calcio sozinho e o sulfato de calcio adicionado a hidroxiapatita de coral marinho em
defeitos 6sseos de tibias de ratos, obtendo melhores resultados, quando a substancia foi
agregada com hidroxiapatita

Compostos de hidroxiapatita com fosfato tricalcio mostraram-se capazes de
osteoindugdo em tecido celular de coelhos, efeito ndo visualizado em outros compostos de
hidroxiapatita sem o fosfato e ainda, que, aos seis meses, 0 composto guardava suas
propriedades estruturais com pouca degradacao (KURASHINA et al., 2002).

Ripamonti (1996) implantou no reto abdominal de animais (coelhos, cachorros e
primatas) material contendo hidroxiapatita e notou que houve formagao dssea apds 90 dias
maior no primata e, em menor escala, no coelho e cachorro. Esse estudo demonstra a
propriedade osteoindutora da HA, segundo o autor. Wahl e Czernuszka (2006) demonstraram
gue a associagdo de colageno com hidroxiapatita promoveu osteocondugdo, sendo excelente

substituto para enxertos autogenos em falhas oOsseas. Kazakia et al. (2006) estudaram a
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hidroxiapatita in vitro demonstrando sua capacidade de formagao ossea, quando usada como
enxerto em falhas 6sseas. Foi avaliada do ponto de vista de fluorescéncia e microscopia
eletronica e comprovada a capacidade osteoindutora dessa substincia. Xie et a. (2006)
relataram o uso de hidroxiapatita em artrodeses cervicais em humanos e notaram a faléncia do
enxerto com formagdo de tecido fibroso na interface osso-hidroxiapatita, desencorgando o
uso desses enxertos em cirurgias ortopédicas.

A hidroxiapatita com raziao Ca/P igual a 1,67, por sua semelhanca ao osso, ¢ a mais
utilizada para as finalidades clinicas, porém, seu uso ¢ limitado devido a sua lenta
biodegradacdo. De Groot (1980) e Van Blitterrswijk (1985) demonstram ainda que a
hidroxiapatita inicia gradativamente sua reabsor¢cdo apds quatro ou cinco anos da
implantagdo. Conz, Granjeiro e Soares (2005) citaram a diferenca entre as hidroxiapatitas
encontradas no mercado brasileiro, chamando a atengio para cristalinidade, superficie de area,
composicao e biodegradabilidade.

Para Williams (1987), tnico trabalho encontrado que relata, de forma genérica, as
bioceramicas, observou que elas degradam em uma velocidade diferente, a saber:
CaHPO4.2H,O > CaHPO, > CagHx(POs)s .5H2O > Cag(POas)2, > Cano(POs)s(OH). A

reabsor¢do do material pela dissolu¢do depende de:

¢ Produto de solubilidade do material;

e pH local no meiofisiologico;

e Desintegracio fisica das pequenas particulas;

e Fatores hiologicos como fagocitose, leucocitos, mediadores quimicos

diminuem o pH local.
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Afirma ainda o autor que a velocidade de reabsorgdo ¢ proporcional ao aumento da
area superficial (p6 > s6lido poroso > so6lido denso), com o decréscimo da cristalinidade e, no
caso da hidroxiapatita, pela substitui¢o de COs* nos sitios de fosfato e por Mg®* e Sr** nos
sitios de célcio.

Gao et a. (1997) afirmam que, dentre esses materiais reabsorviveis, um dos mais
estudados ¢ o fosfato tricalcico, com razdo Ca/P igual a 1,5. E biocompativel ¢ biodegradavel,
sendo, dependente da porosidade, parcialmente reabsorvido entre 6 e 15 semanas apds sua
implantagdo. Segundo Miranda et al. (2005), o uso de hidroxiapatita em granulos associada a
fosfato de calcio favorece a consolidagdo de fraturas provocadas em radio de coelhos.
Tiveram melhor indice de reparagdo Ossea tanto radiografica como histologicamente,
indicando para 0 uso de rotina desse material em cirurgias ortopédicas. Foram realizadas
radiografias e histologia em periodos de 15, 30, 60 e 75 dias. Os autores anteriores
ressaltaram ainda a importancia da presenga de células progenitoras e fatores indutivos para o
bom andamento dessa reparagao ossea.

Duarte (2003) usou hidroxiapatita sintética em mandibula de cdes e notou sua
degradacao progressiva, quando da formagdo Ossea lamelar direta, com intensa proliferagdo
de osteoblastos e neovascularizagdo. Apontou para a biocompatibilidade e a degradagdo
progressiva ao processo de neoformagdo ossea. Caporali (2004), ao experimentar a
hidroxiapatita absorvivel em radios de coelhos, notou que houve reagdo tipo corpo estranho.
Hasegawa et a. (2006) implantou em fémures de coelhos, dois tipos de compostos com HA,
analisando-os apds a morte natural dos coelhos, em uma média de quatro anos, € notou que
ambos 0s compostos com ou sem calcio foram parcialmente reabsorvidos. Houve importante
crescimento 6sseo no defeito e em volta das particulas ndo absorvidas da HA.

Rogero, Braga e Higa (1999) avaliaram, através de um método de contagem de

Células, a citotoxicidade de bioceramicas de fosfato de calcio usando cultura de células de
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ovario de ratos em contato com extratos diluidos de bioceramicas. Considerando pirofosfato
de calcio, hidroxiapatita sintética ¢ hidroxiapatita proveniente de osso de boi, apenas este
ultimo apresentou efeito citotoxico. Em outro trabalho, Chen et al. (1999) estudaram o efeito
sobre a estrutura do fibrinogénio (principal proteina do plasma) quando da sua adsor¢do em
superficies cerdmicas, usando métodos como calorimetria de varredura diferencial, dicroismo
circular e espectroscopia de fluorescéncia. Através da analise dos resultados, 0S autores
sugeriram que 0 mecanismo de adsor¢ao do fibrinogénio é controlado principalmente pelas
interagdes eletrostaticas da proteina com a superficie da ceramica.

Kawachi, Bertran e Kubota (1998) analisaram o potencia na interface das
bioceramicas por meio de medidas potenciométricas. Usando hidroxiapatita (HA), fosfato
tricalcico (TCP) para construgdo de eletrodos, o comportamento do potencial de interface das
ceramicas/fluido que mimetiza o liquido extracelular foi determinado em uma faixa de pH que
corresponde a observada em processos inflamatorios no corpo humano e a temperaturas
ambiente e fisiologica. Os resultados mostraram que HA e TCP atingem mais rapidamente o
potencial de interface de equilibrio com a diminui¢do do pH da solugdo e o aumento da
temperatura. Afirmam os autores que a formagao da camada rica em calcio esta diretamente
ligada a dissolug¢@o que ocorre mais rapidamente em pH baixos, como as associadas as lesdes
cirurgicas intraoperatorias.

Segundo Borges (1998), preenchendo defeitos 6sseos em tibias de cdes com
hidroxiapatita sintetizada percebeu-se crescimento vascular e 6sseo no interior da
hidroxiapatita. Notou-se ainda, em analise por microscopico eletronico, a ndo-interposicao de
tecido fibroso na interface hidroxiapatita e 0sso, indicando-o como substituto 6sseo. Shuroff
(2004), estudou fémures de ratos preenchido com HA, comparou-0S com defeito dsseo sem
preenchimento, concluiu que ndo houve diferenga no reparo 6sseo. Houve diferenga apenas

histolégica na concentragdo de osteoclastos e radioldégica na reconstituicdo medular.
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Albuquerque (2004) estudou a hidroxiapatita em tibia de ratos com trés grupos, sendo um
controle s6 com HA, outro com HA e plasma rico em plaquetas e ainda um terceiro grupo de
HA com dexametasona, destacando que na primeira semana o0 plasma rico em plaguetas
acelerou a deposigdo Ossea, mas que, apOs quatro semanas, a deposicdo final de matriz dssea
foi amesmanostrés grupos.

Hidroxiapatita misturada a outros materiais também foram testados por Ni et al.
(2006). Adicionada aions de estroncio e colocada em defeitos dsseos de quadril de coelhos e
avaliando-se por sei's meses, notou-se crescimento semelhante a hidroxiapatita isolada. Braz et
al. (2003) provocaram defeitos em cranios de ratos e compararam o controle com
hidroxiapatita associada a matriz 0ssea bovina desvitalizada. Apos analise histologica,
verificaram que, com 60 dias, apresentava maior quantidade de osteoblastos e presenga de
0sso do que no lado controle, observando que tal combinagdo favorece a reparagao Ossea.

Resende et al. (2006) pesguisaram a neoformagdo dssea em fissuras longitudinais de
fémures de coelhos preenchidos com hidroxiapatita, também, indicando esse material como
substituto 6sseo. Kim et a. (2005) estudaram compostos gelatinosos com colageno e
hidroxiapatita e notaram boa resposta a formagdo de matriz 6ssea a partir de osteoblastos in
vitro. Segundo Ishikawa et a. (2001), o tendio de Aquiles foi inserido em tnel dsseo de
fémur de coelho e, no grupo estudado, foi inserido gel, contendo colageno com hidroxiapatita.
No grupo controle, apenas solucéo salina. Foi notada, apds quatro semanas, a formagdo dssea
no grupo com gel de hidroxiapatita enquanto que, no grupo controle, apenas fibrose.

Coathup et al. (2005) realizaram fixagdes de componentes acetabul ares de artroplastias
de quadris com diversas substancias, entre elas a hidroxiapatita em componentes porosos e
notou que esse composto mostrou ter a melhor fixagdo entre implante e osso, com formagao e
crescimento 6sseo entre as particulas e com menor niimero de “debris” (microparticulas que

Se soltam ao atrito), quando comparado com implantes cimentados.
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Chris-Arts et a. (2006) pesquisaram a fixagdo de componentes acetabulares de
proteses em humanos com composto de hidroxiapatita (Ostin®) e notaram boa estabilidade
Mmecanica, além de crescimento 6sseo, embora observassem remanescentes do composto entre
0 tecido 6sseo integrado. Ni et al. (2006) demonstraram a formagdo dssea em cimentos
bioativos, contendo hidroxiapatita em comparagdo a0 cimento polimetilmetacrilato nas
revisdes de artroplastias de quadril em humanos. O cimento bioativo contendo hidroxiapatita
promoveu crescimento 6sseo na interface cimento-0Sso, enquanto que no metilmetracrilato

houve formagéo de tecido fibroso.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho ¢ o estudo histomorfométrico da capacidade de regeneragdo
do tecido 6sseo, usando como meio condutor a hidroxiapatita granulada em falhas Osseas
previamente realizadas em calvarias de coelho, especificando sua reabsor¢ao, osteointegragéo

e biocompatibilidade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E GRUPO DE ESTUDO

Foram utilizados 44 coelhos da raga Nova Zelandia, de ambos os géneros, com peso
entre 2.986 e 3.650 gramas, adquiridos pelo Biotério da USC. Doze coelhos foram,
aleatoriamente, separados para 0 grupo experimental. O grupo controle como 32 coelhos, e
outro grupo experimental com 12 coelhos acomodados em gaiolas individuais de aluminio
galvanizadas em galpao proprio construido de alvenaria, coberto com telhas de amianto, sem
forro, alimentados ad libidum com ragio balanceada da marca FRI-RIBER, FRI-Coelhos RL e
agua a vontade. Antes de iniciar os procedimentos ciriirgicos, os animais foram submetidos a
um periodo de aclimata¢do durante um més. Os procedimentos cirurgicos ocorreram em sala
propria, pertencente ao prédio do Biotério da USC e os coelhos foram recolocados em suas
gaiolas e foram oferecidas ragao e agua da mesma forma que antes do procedimento cirtrgico.

A eutanasia foi realizada com 15, 30, 60 e 120 dias, 8 coelhos do grupo controlee 3
do grupo experimental com hidroxiapatita, sendo procedidas com overdoses de anestésicos
(cerca de quatro vezes a dose preconizada para anestesia). Apds a morte dos animais, eram
cuidadosamente retiradas as calotas cranianas para estudos e analises. Foram utilizados oito
coelhos para o grupo controle, devido ao fato desses fazerem parte de um estudo multicéntrico
dessa universidade. O delineamento experimental consta na Figura 1.

Para a avaliagdo radiografica foi utilizado um coelho com hidroxiapatita granulada
preenchendo seu defeito e submetido a eutanasia pelo mesmo processo dos demais, logo apds
0 término do procedimento operatorio.

Todos os passos metodologicos foram previamente analisados e aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa da USC, protocolo n.° 074/2005 (Anexo A).
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Figura 1 — Delineamento experimental.

4.2 MATERIAL, REAGENTES E SOLUCOES

Hematoxilina, eosing, tricromico de Masson polivinilpirrolidiona — iodo (PVPI),
anestésico Ketalar, antibiotico tetraciclina, solugdo de citrato de so6dio — acido formico,

soluc@o de Ringer, microscopio e maquina fotografica.

43 MATERIAL CIRURGICO

Bisturi cirtrgico descartivel, lamina de bisturi n.° 22 descartivel, afastadores
cirurgicos, pano de campo, brocas tipo trefina 0,5cm, seringas anestésicas descartaveis,
sindesmotomo, espatula 7, porta-agulha, pinga homostatica curva e reta, gaze estéril, fio de
sutura absorvivel e fio de sutura montado, seringa de insulina descartavel e aparelho de

micromotor (Figura 2).



Figura 2 — Material cirargico utilizado.

4.4 TECNICAS E PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais ndo foram submetidos a jejum prévio e foi realizada a anestesia
intramuscular primeiramente com Anasedan injetavel (cloridrato de xilazina 2,3g) ¢ em
seguida Ketamina Agener (Cloridrato de cetamina 11,549) na regido da musculatura interna
dacoxa. Apos um periodo de cerca de cinco minutos, ja com o animal mais calmo e sedado,
foi procedida a tricotomia com navalha e tesoura, em regiao craniana superior. Os coelhos
foram posicionados em decubito ventral, em mesa propria para cirurgia na regido craniana; foi
feita a assepsia cirtrgica com fric¢do de iodo topico e coberta com campo fenestrado. AnteS
daincisio, foi realizada infiltragdo anestésica subcutanea no local a ser incisado com carpule
e um tubete de citocaina® a 3% (cloridrato de prilocaina 3% + felipressina 0,03UI/ml)

(Figura 3).
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Figura 3 — Anestesia local apo6s anestesia geral.

A técnica cirurgica consistiu em incisdo sagital, interessando a pele e o subcutaneo em
iNncisio unica, realizada com bisturi lamina n.° 22. Apos essa abertura, era feita a hemostasia

compressiva com gaze (Figura 4).

Figura 4 — Incisao interessando por¢io mediana de calvaria.
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Foi realizada uma segunda incisio, agora separando o peridsteo e procedida a
dissecgdo desse tecido com instrumento rombo até visualizagdo da calvaria para realizagdo do
defeito 6sseo. O defeito dsseo foi realizado em plano coronal, ao nivel da regido posterior do
espaco interorbital e com trefina giratéria de cinco milimetros de didmetro com duas mil
rotacdes por minuto, sempre com irrigacdo de soro fisioldogico durante o uso desse motor
(Figura 5). O defeito realizado consistiu de uma seqiiéncia linear de trés defeitos circulares
justapostos, adquirindo forma eliptica na dimensdo de 1,5cm x 0,5cm, tomando-se 0 cuidado
de remover todo 0 0sso cortical e esponjoso (diploe), tendo suas bordas regularizadas com
ostedtomos para melhor uniformidade do defeito. Esse defeito 6sseo compreendeu tanto a
retirada de tabua externa com tabua interna do osso craniano, tomando-se cuidado com a

preservacao da integridade da duramater (Figura 6).

Figura 5 — Confeccio de defeito 6sseo de forma eliptica com motor cirurgico sob irrigacao.

Uma vez delineado o defeito dsseo, foi colocada hidroxiapatita ndo absorvivel em
granulos marca Consulmat®, que variavam em uma faixa de tamanho de 250 a 1.000pum, até
chegar proximo ao nivel da tdbua externa do osso craniano. Aproveitando o coagulo

sangiiineo da propria ferida (Figura 6) e com instrumento rombo, para nao ferir a meninge, era
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revolvido até completo contato entre particulas de hidroxiapatita e essa substancia, de modo
gue toda a superficie dos granulos estivesse embebida com coagulo sangiiineo (Figura 7).
Procedeu-se o fechamento do peridsteo sobre a lesdo com pontos simples de fio de nylon 3.0
e, em seguida, suturadas pele e subcutineo em plano tnico, também, com o mesmo fio
(Figura 8). O grupo controle (sem hidroxiapatita) foi submetido as mesmas regras do pré,
intra e pos-operatorio com a excegdo de que seus defeitos ndo eram preenchidos com

hidroxiapatita, apenas com coagulo sangiiineo.

Figura 6 — Defeito 6sseo de forma eliptica.

Figura 7 — Defeito 6sseo preenchido com massa hidroxiapatita/sangue.



Figura 8 — Sutura final de couro cabeludo em pontos continuos.

4.5 ANALISES DAS AMOSTRAS

Preparo das pegas

Decorridos 15, 30, 60 e 120 dias, 11 animais (8 do grupo controle e 3 do grupo
experimental) foram sacrificados com overdose de anestésicos (Figuras 9 e 10). As pecas
contendo os defeitos o6sseos foram removidas em bloco, fixadas em formol a 10% e
submetidas, inicialmente, a analise radiografica digitalizada.

Apbés a obtengdo das imagens radiograficas digitalizadas, os espécimes foram
submetidos ao processo de descalcificagdo. Em seguida, foram inseridos em blocos, cortados

e as secgdes coradas pelos métodos da hemoxilina eosina e tricromico de Masson.



Figura 9 — Overdose da anestésicos para a eutanasia.

Figura 10 — Anestésicos usados para anestesia e eutanasia.

Andlise macroscopica
Os espécimes foram analisados, macroscopicamente, nas suas dimensoes, coloracdo e
fotografados com lente de aproximagdo. Em seguida, os espécimes foram preparados para

analise com imagens digitalizadas.

Andlise com imagens radiograficas digitalizadas
1 - Obtengao da imagem digitalizada

As placas de imagens especificas do sistema Digora, envoltas por embalagens
plasticas, fornecidas pelo fabricante, foram lacradas na sua extremidade aberta pelo soldador
térmico do aparelho. Foi utilizado um aparelho de raios-X proprio para odontologia, regulado

para 70kVp e 8mA, 2mm de filtro de aluminio, com o feixe central incidindo
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perpendicularmente ao plano do filme, com distancia foco/filme de 40cm ¢ a exposigdo de
(2mAs).

Para as tomadas radiograficas digitais, utilizamos parametros ¢ condigdes técnicas
usadas no filme radiografico, porém, num menor tempo de exposigdo 2mAs, previamente
selecionado.

A placa de imagem sensibilizada desta maneira, apos sua remogdo da embalagem
plastica, foi introduzida no leitor optico do Sistema Digora que, por varredura a laser, fez a
captura da imagem latente, contida na por¢ao ativa da placa, transferindo-a, depois de
convertidos os sinais analogicos em digitais, para um computador compativel e armazenada
em arquivos binarios na memoéria do computador, para posterior manipulagdo e analise

interpretativa

2 — Analises das imagens digitalizadas pelo Sistema Digora

Com os recursos do software Digora for Windows, as imagens digitalizadas foram
resgatadas do arquivo e apresentadas uma a uma para 0 examinador, no monitor do
computador, em uma sala obscurecida com ampliagdes 0,5X, 1,0X, 2,0X ¢ tratadas nos
padrdes visuais de inversdo de contraste (negativo-padriao), realce de relevo (3D — padrio) e
de intensidade do nivel de cinza, medidas pelos valores dos pixels das areas do defeito
controle a experimental. As imagens da area de exame foram avaliadas por pardmetros
quantitativos do proprio sistema Digora. Foi avaliado o histograma, no qual o intervalo de
cores do preto até o branco que variou, respectivamente, de zero a 256. A concentragdo de
cores na imagem foi distribuida segundo sua correspondéncia numérica no grafico (porgdo
inferior esquerda da Figura 11b). Outra avaliagdo desse sistema se realizou usando linhas
formando um quadrilatero e que mediram as caracteristicas dos pixels verticalmente por sob

as linhas demonstrando vales nas regides mais radiotranparentes ¢ picos em regides com
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maior radiopacidade (porgdo inferior direita da Figura 11b). Os valores obtidos foram as
médias dos valores das trés radiografias de cada periodo de tempo analisado, com exce¢do do

grupo controle (zero), que contou com apenas uma radiografia.

Morfometria

Cada pega inclusa foi submetida a cortes seriados, fornecendo seis laminas de cada
peca de defeito Osseo. Dentre estas laminas, trés foram submetidas a analise morfométrica
aleatoria. Cada indice observado representa, portanto, a média dos valores obtidos nas trés
laminas.

A analise morfométrica foi desenvolvida de modo a abranger toda a extensio do
defeito e realizada através do Programa de Analise Computadorizada Software Image-pro
Plus, Version 5.1 for Windows, da Media Cybernetics, instalado em um microcomputador,
acoplado a um fotomicroscopio marca Nikon, modelo Eclipse 80i. O programa de dados mede
varios objetos dentro de uma mesma imagem. Apds determinar o perimetro dos objetos a
serem medidos e selecionar a cor que sera utilizada para sua identificagdo, o processo de
mensuragio foi selecionado no comando de medidas. Os dados referentes a area do objeto sdo
captados automaticamente em termos de concentragdo de pixels em toda a area do objeto.
Apds medir um determinado objeto, escolhe-se um segundo objeto na mesma imagem e se
repete o procedimento. Com este processo, ¢ possivel medir a fragdo de volume em
percentagem dos varios componentes teciduais como 0sso imaturo, 0osso maduro e estroma
fibrovascular, e a fragdao de volume ocupado pelo substituto 6sseo utilizado, dentro de cada
periodo fixado no experimento. Para avaliar o grau de regeneragdo dssea nos defeitos 6sseos
cirurgicos experimentais determina-se, inicialmente, a extensio ocupada pelos varios objetos
encontrados na imagem, como: estroma fibrovascular, 0sso reticular imaturo e 0sso maduro.

A proporcao de osso regenerado em um determinado periodo é equivalente a soma dos pixels
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obtidos para 0sso reticular imaturo e 0sso maduro. O estroma fibrovascular incluiu também a

medula dssea.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para diferencas das médias nas fracdes de volume (0Ss0 imaturo, 0sso maduro,
estroma fibrovascular, trabéculas osseas, hidroxiapatita) no grupo experimental ¢ grupo
controle, em cada tempo experimental, foram calculadas as estatistica F e p, e a diferenca foi
considerada significativa quando p<0,05 (p ¢ a probabilidade de se concluir erroneamente
pela significancia) Para contraste entre os pares de médias, foi calculada a diferenga minima
significativa pelo método de Tukey para a = 0,05. Os resultados da analise estatistica pelo
teste de analise de varidncia (ANOVA).

No experimento, foram estudados o processo de remodelagdo ossea com HA
granulada sobre um grupo de coelhos da mesma idade, escolhidos aleatoriamente de um
grupo de 44 animais. O calculo da tamanho da amostra do grupo experimental foi realizado

por meio da expressio: n =z, 2. s 2/ o, em que:

n = tamanho da amostra

a % = nivel de significancia da pesquisa

Z .= valor tabelado de confianga (100 - alfa)%
Sy = desvio padrao da média considerada

d = precisio da estimativa como fungdo da média considerada.

Neste estudo, a média considerada foi o peso dos animais no primeiro momento de

avaliagio:
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0% = 5%
Z,= 1,96 para ( 100-afa) = 95%
S = 238 (desvio padrao do peso)

d = 0,05 (media do peso = 3265)

Substituindo-se os valores na formulagdo, calcularam-se aproximadamente oito
coelhos para o grupo experimental e para o grupo controle, entdo maximizou-se a amostra do
grupo experimental para 12 coelhos, em virtude da equivaléncia dos tempos experimentais do

estudo (CURI, 1978).



5 RESULTADOS

5.1 ANALISE MACROSCOPICA

5.1.1 GRUPO CONTROLE
As pegas obtidas em todos os periodos estudados apresentaram ligeira retragdo na
superficie e um tecido cicatricial recobrindo o defeito. Nos periodos iniciais, o tecido que
cobria o defeito erafragil. Ja nos periodos de 60 e 120 dias, o tecido era mais espesso, porém

sem arigidez do tecido dsseo.

5.1.2 GRUPO EXPERIMENTAL
Nos periodos estudados, observou-se que os defeitos enxertados mantiveram o
volume dsseo original. No periodo de 15 ¢ 30 dias, ndo se observava muito claramente 0sso
formado. Nos periodos de 60 e 120 dias, observou-se a presenca de tecido duro entre as

membranas.

5.2 IMAGENS RADIOGRAFICAS DIGITALIZADAS

Enxerto com hidroxiapatita granular — periodo zero dia
- Resultados das medidas dos pixels da area selecionada da imagem radiografica do
defeito cirargico (Figura 11):
¢ Intensidade de cinza dos pixels mais escuros. 36
¢ Intensidade de cinza dos pixels mais claros: 122
e Média obtida da leitura dos pixels da area: 82,23
e Desvio padrao obtido da leitura dos pixels: 9,72

e Dimensio, em pixels, dos segmentos da reta: 156,66
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Figura 11 — A. Imagem radiografica obtida digitalmente pelo sensor do Sistema Digora for Windows 1.51,
ampliada quatro vezes no monitor. B. Avaliacdes da imagem radiografica do periodo zero dia, usando a
ferramenta Density Measurements drea, do programa Digora for Windows 1.51.

Descri¢iao: Radiopacidade envolvendo toda area do defeito cirtirgico.

Histograma: intensidade de pixe/ minima de 36 (escuro radiotransparente) e maxima
de 122 (clara, radiopaca), com média em torno de 82,23. A intensidade de pixels maxima de
122 indica a radiopacidade da hidroxiapatita e a pressio da sua condensagdo com o coagulo
sangiiineo.

Perfil da densidade: linhas com intensidade variada de pixels a0 longo das retas. Os
picos indicam radiopacidade e os vales radiotransparéncia.

As duas linhas superiores apresentam baixa variagdo mais homogénea identificando
homogeneidade nos niveis de pixels. Isto ocorre provavelmente devido a condenagdo mais
regular do material. As duas linhas inferiores sio mais discrepantes devido a irregularidade no

processo de condensacdo do material.
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Enxerto com hidroxiapatita granular — periodo de 15 dias
- Resultados das medidas dos pixels da area selecionada da imagem radiografica do
defeito cirargico (Figura 12):
¢ Intensidade de cinza dos pixels mais escuros. 16
e Intensidade de cinza dos pixels mais claros: 95
e Média obtida da leitura dos pixels da area: 49,16
e Desvio padrao obtido da leitura dos pixels: 9,35

e Dimensio, em pixels, dos segmentos da reta: 166,60

. |Density Mcasurement - AREA <]

~Density

Max: 95 Mark line
Mean: 4916

M. dev: 335

I Show Dimension
Lines

- Cursor

Densily: 48
Loc:  [82.246)
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End:  [124,300)
d¥.dY:  [166,60) ':_I"”e

Figura 12 — A. Imagem radiografica obtida digitalmente pelo sensor do Sistema Digora for Windows 1.51,
ampliada quatro vezes no monitor. B. Avaliacées da imagem radiografica do periodo de quinze dias,
usando a ferramenta Density Measurements drea, do programa Digora for Windows 1.51.

Descricio: Radiopacidade envolvendo a maior parte do defeito com pequenas areas
de radiotransparéncia.

Histograma: Intensidade minima de pixels de 16 e maxima de 95 com média de
49,16. As areas de menor intensidade de pixels Sio pequenas e esparsas e proximas as paredes

do defeito indicando formagao de tecido conjuntivo osteogénico nestas areas.
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Perfil da densidade: Linhas com intensidade variada de pixels ao longo das retas. As
duas linhas superiores iniciam-se com areas de menor intensidade de pixels, elevando-se
ligeiramente nas por¢des médias da reta, devido a maior intensidade de pixels.

As duas linhas superiores sio homogéneas.

As duas linhas inferiores sao diferentes.

A terceira linha inicia=se em areas de maior intensidade de pixels, mais radiopacas,
caindo em seguida nos seguimentos subseqiientes com areas de intensidade de pixels mais
baixa A quarta linha iniciase em areas de baixa intensidade de pixels, mais
radiotransparente, e sobe na extremidade a direita, denotando maior radiopacidade. Estas duas
linhas inferiores mostram perfil discrepante.

A terceira linha inicia-se em areas de maior intensidade de pixels, mais radiopacas,
caindo em seguida nos seguimentos subseqiientes com areas de intensidade de pixels mais
baixa A quarta linha iniciase em areas de baixa intensidade de pixels, mais
radiotransparente, e sobe na extremidade a direita denotando maior radiopacidade. Estas duas

linhas inferiores mostram perfil discrepante.

Enxerto com hidroxiapatita granular — periodo de 30 dias
- Resultados das medidas dos pixels da area selecionada da imagem radiografica do

defeito cirargico (Figura 13):

Intensidade de cinza dos pixels mais escuros. 27
e Intensidade de cinza dos pixels mais claros: 111
e Média obtida da leitura dos pixels daarea: 73,83
e Desvio padrao obtido da leitura dos pixels: 9,23

e Dimensio, em pixels, dos segmentos da reta: 160,600
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Figura 13 — A. Imagem radiografica obtida digitalmente pelo sensor do Sistema Digora for Windows 1.51,
ampliada quatro vezes no monitor. B. Avaliacoes da imagem radiografica do periodo de trinta dias,
usando a ferramenta Density Measurements drea, do programa Digora for Windows 1.51.

Descriciao: Radiopacidade nao homogénea em toda area do defeito. O aspecto ¢ de
radiopacidade granular com pequenas areas de radiotransparéncia.

Histograma: Ampla faixa de variagao dos tons de cinza dos pixels. A dispersio das
intensidades de pixels indica variagdes de tons de cinza, devido a presenga de areas densas,
intercaladas com areas menos densas.

Intensidade minima de pixels de 27, maxima de 111 com média de 73,83. As areas de
menor intensidade de pixels estdo proximas as paredes da cavidade cirtrgica. Nota-Se,
contudo, uma pequena area no centro do defeito de menor intensidade de pixels ocupado pelo
material enxertado.

Perfil da densidade: as linhas mostram variagdo de pixels a0 longo das retas. Notar
intensificagdo dos vales (depressdo) na parte média do trajeto das linhas indicando
radiotransparéncia. As duas linhas superiores sdo homogéneas. As duas linhas inferiores sio
bem heterogéneas, indicando variagdo acentuada na intensidade de pixels. Isto ocorre,

provavelmente, devido a formagéo de tecido dsseo entre as particulas.
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Enxerto com hidroxiapatita granular — periodo de 60 dias
- Resultados das medidas dos pixels da area selecionada da imagem radiografica do
defeito cirargico (Figura 14):
e Intensidade de cinza dos pixels mais escuros: 4
¢ Intensidade de cinza dos pixels mais claros. 104
e Média obtida da leitura dos pixels da area: 28,59
e Desvio padrao obtido da leitura dos pixels: 14,43

e Dimensio, em pixels, dos segmentos da reta: 166,62
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Figura 14 — A. Imagem radiografica obtida digitalmente pelo sensor do Sisterma Digora for Windows 1.51,
ampliada quatro vezes no monitor. B. Avaliacdes da imagem radiografica do periodo de sessenta dias,
usando a ferramenta Density Measurements drea, do programa Digora for Windows 1.51.

Descricao: Areas radiopacas nas margens e no centro do defeito. A area radiopaca no

centro do defeito esta delimitada por duas areas radiolucidas de cada lado.



56

Histograma: Ampla faixa de variagdo de intensidade de pixels, 0 que denota ampla
variagdo nos tons de cinza. Desvio-padrio alto coerente com a grande dispersdo das
intensidades de pixels e ampla variagao dos tons de cinza. Intensidade minima de pixels de 4 e
maxima de 104, com média de 28,59. Duas areas de menor intensidade de pixels Sio
observadas nas extremidades direita e esquerda do defeito.

Perfil da densidade: as linhas mostram grande variagdo na intensidade de pixels ao
longo das retas. As linhas iniciam-se em areas de grande intensidade de pixels, indicando
radiopacidade. Em seguida, mostram vales (queda) acentuados indicando radiotransparéncia.
Subitamente, as linhas sobem mostrando picos definidos de maior intensidade de pixels
(radiopacidade) para cairem em vales com baixa intensidade de pixels, relacionados as areas
de radiotransparéncia. As linhas sobem na extremidade direita, mostrando elevagdo na
intensidade de pixels, indicando nova radiopaci dade.

Enxerto com hidroxiapatita granular — periodo de 120 dias

- Resultados das medidas dos pixels da area selecionada da imagem radiografica do
defeito cirargico(Figura 15):
e Intensidade de cinza dos pixels mais escuros; 12
e Intensidade de cinza dos pixels mais claros: 110
e Média obtida da leitura dos pixels daarea: 62,52
e Desvio padrio obtido da leitura dos pixels: 15,90

e Dimensio, em pixels, dos segmentos dareta: 172,58
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Figura 15 — A. Imagem radiografica obtida digitalmente pelo sensor do Sistema Digora for Windows 1.51,
ampliada quatro vezes no monitor. B. Avaliacdes da imagem radiografica do periodo de cento e vinte dias,
usando a ferramenta Density Measurements drea, do programa Digora for Windows 1.51.

Descricao: Radiopacidade envolvendo toda a area do defeito dsseo. Na regido central,
observa-se ligeira radiotransparéncia.

Histograma: Intensidade minima de pixels de 12 e maxima de 110, com média de
62,32. As areas de menor intensidade de pixels estdo localizadas na regido central do defeito e
correspondem as areas de maior radiotransparéncia. A intensidade maior de pixels,
principalmente nas extremidades marginais do defeito, provavelmente, estio relacionadas a
remodelagido dssea com particulas de hidroxiapatita osteoi ntegradas.

Perfil da densidade: As linhas iniciam-se em areas com maior intensidade de pixels
devido a radiopacidade da regido.

As linhas apresentam depressio na parte média do trajeto, indicando mais

radiotransparéncia, e sobem no segmento seguinte, indicando radiopacidade. Na extremidade
direita, a intensidade de pixels se eleva nas trés primeiras linhas, indicando maior

radiopacidade.
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Todos os resultados das analises por radiografia digital encontram-se ilustrados nas

tabelas 2 e 3 efigura 16:

Tabela 2 — Valor médio dos pixels e o desvio padriao e a dimensao dos defeitos 6sseos em relacio aos
periodos de avaliacio, pelo programa Digora for Windows 1.51.

Analise radiografica

grupo experimental n=12

digitalizada periodos de avaliacdo (dias)
0 15 30 60 120
pixels 82,2349,72  49,1649,35  73,83t923 28,50:14,43 62,52+15,90

dimensio 156,66 166,60 160,60 166,62 172,58
o
'§ 200 -
'E 180 + . . -
E” 160 - —
=} 140 ~
R~ | )
% < 1(2)8 @ pixels
= o |
S o 9,7 . ~
¥ 2 80 9.2 15.9 O dimensio
S 60 - 93
<
= 40 A 14,4
@
2 20 - r
2 0 ‘ ‘
<

15 30 60 120

periodos de avaliacio (dias)

Figura 16 — Resultados da medidas da densidade e dimensao dos pixels das areas selecionadas da imagem
radiografica do defeito cirurgico do grupo experimental nos periodos de avaliacio: zero, 15, 30, 60 e 120

dias.
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Tabela 3 — Valor minimo, maximo e médio da densidade dos pixels nos defeitos dsseos em relagio aos
periodos de avaliacio, pelo programa Digora for Windows 1.51.

Densidade
Periodo minima média maxima
0 39,00 82,23 122,00
15 16,00 49,16 95,00
30 27,00 73,83 111,00
60 4,00 28,59 104,00
120 12,00 62,52 110,00

53 ANALISE MICROSCOPICA

Os achados morfologicos mais freqiientes foram analisados em conjunto, dentro de

cada periodo considerado no experimento para o grupo controle ¢ para grupo experimental

5.3.1 PERIODO DE 15 DIAS

5.3.1.1 GRUPO CONTROLE

No processo de reparo por ossificagdo osteonal direta, nota-se auséncia de cartilagem e
o0 tecido conjuntivo preenche grande parte da extensio do defeito dsseo; trabéculas Osseas
imaturas sio observadas junto as bordas da cavidade cirargica. Observa-se ligeira depressio
central. Tecido ostedide ¢ observado proximo as margens da cavidade cirurgica. Em algumas

areas, nota-se tecido ostedide evoluindo para tecido dsseo trabecular imaturo (Figura 17).



Figura 17 — Corte histolégico do defeito 6sseo no periodo de 15 dias no grupo controle. Coloracio:
tricromico de Masson. Aumento original: 2,5x.

5.3.1.2 GRUPO EXPERIMENTAL

Observa-se ossificagdo direta com auséncia de cartilagem e o tecido conjuntivo
osteogénico envolvendo os granulos de hidroxiapatita, separando os granulos entre si € o
conjunto granular da parede da cavidade cirurgica. Na regido inferior, nota-se a formagdo de
material ostedide. O tecido ostedide forma-se na superficie dos granulos de hidroxiapatita e
preenche 0 espago entre eles, anteriormente ocupado pelo tecido conjuntivo osteogénico.

Nota-se, também, auséncia de reagdo inflamatoria tipo corpo estranho (Figura 18).

Figura 18 — Corte histolégico do defeito com enxerto de hidroxiapatita granulada no grupo experimental.
Periodo de 15 dias. Coloracio: tricromico de Masson. Aumento original 10x.
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5.3.2 PERIODO DE 30 DIAS

5.3.2.1 GRUPO CONTROLE

Nota-se processo de reparo por ossificagdo osteonal direta, com auséncia de cartilagem e
o tecido conjuntivo osteogénico intertrabecular ¢ observado na regido de tecido dsseo imaturo
reticular. Ha predominio de trabéculas 6sseas imaturas nas regides mais centrais do processo
de reparo. Ocorre regeneragdo Ossea mais volumosa na area correspondente a sutura
interparietal. Areas em processo de remodelagio sio observadas proximo as margens da

cavidade 6ssea (Figura 19).

Figura 19 — Corte histolégico do defeito 6sseo no periodo de 30 dias no grupo controle. Coloracio:
tricromico de Masson. Aumento original: 2,5x.

5.3.2.2 GRUPO EXPERIMENTAL

Observa-se ossificagdao osteonal direta com auséncia de cartilagem. Particulas de
hidroxiapatita total mente encapsuladas por tecido conjuntivo osteogénico e trabéculas dsseas
imaturas. O tecido conjuntivo osteogénico separa as particulas entre si e o conjunto de
particulas da parede dssea cirtrgica. O tecido 6sseo imaturo forma-se diretamente em contato
com a superficie das particulas de hidroxiapatita, desencadeando verdadeira osteointegracao.
A proporcao de tecido 6sseo imaturo na superficie de contato das particulas ¢ maior do que no

periodo de 15 dias. Similarmente, a proporgéo de tecido 6sseo imaturo com relagao ao tecido
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conjuntivo osteogénico ¢ mais predominante, nota-Se auséncia de reagdo inflamatoria cronica

tipo corpo estranho (Figura 20).

Figura 20 — Corte histologico do defeito 6sseo com enxerto de hidroxiapatita granulada no grupo
experimental. Periodo de 30 dias. Colorag¢do: tricrémico de Masson. Aumento original: 10x.

5.3.3 PERIODO DE 60 DIAS

5.3.3.1 GRUPO CONTROLE

Nota-se processo de reparo por ossificagdo osteonal direta e auséncia de cartilagem.
Areas de osso imaturo podem ser observadas nas tdbuas interna e externa do 0sso e no tecido

intertrabecular em formagao e também a predominancia de osso lamelar e espagos medulares

definidos (Figura 21).
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Figura 21 — Corte histolégico do defeito 6sseo no periodo de 60 dias do grupo controle. Coloracio:
tricromico de Masson. Aumento original: 2,5x.

5.3.3.2 GRUPO EXPERIMENTAL

Observam-se particulas de hidroxiapatita revestidas na superficie de contato por tecido
osseo reticular imaturo. O tecido conjuntivo osteogénico escasso € visto apenas em algumas
areas, sobrepondo-se a0 tecido 6sseo imaturo, formado na superficie das particulas de
hidroxiapatita. A proporcao de tecido dsseo com relagao ao tecido conjuntivo osteogénico €
maior. Neste periodo, a osteointegragdo das particulas de hidroxiapatita com o 0sso
regenerado esta avancada. Nao ha sinais de reabsor¢do na superficie das particulas. Nota-se
apenas um aumento no percentua de adaptagdo do osso neoformado com a superficie de
contato das particulas enxertadas. Neste periodo, puderam ser observadas areas de
remodelagido dssea com formagdo de osso lamelar na superficie de contato das particulas de

hidroxiapatita (Figura 22).



Figura 22 — Corte histologico do defeito 6sseo com enxerto de hidroxiapatita granulada no grupo
experimental. Periodo de 60 dias. Colorag¢do: tricrémico de Masson. Aumento original: 10x.

5.3.4 PERIODO DE 120 DIAS

5.3.4.1 GRUPO CONTROLE

Nota-se processo de reparo por ossificagdo osteonal direta e auséncia de cartilagem.
Excesso de 0sso neoformado na regiao da sutura interparietal. Ha pouca defini¢do das tabuas
Osseas externas e internas. Notar osso reticular imaturo entremeado com trabéculas de 0sSO

lamelar e tecido conjuntivo osteogénico ainda visivel em algumas areas (Figura 23).

Figura 23 — Corte histologico do defeito dsseo no periodo de 120 dias. Grupo controle. Coloragio:
tricromico de Masson. Aumento original: 2,5x.
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5.3.4.2 GRUPO EXPERIMENTAL

Observa-se processo de reparo por ossificagdo osteonal direta e auséncia da
cartilagem. Osso neoformado encapsulando particulas de hidroxiapatita. Ocorre aderéncia
completa do osso heoformado com a superficie de contato das particulas. As trabéculas dsseas
separam as particulas entre si € unem o conjunto osso/particulas osteointegrados com as
paredes da cavidade cirtargica. Ha areas mostrando particulas osteointegradas em processo de
remodelagdo. Essas particulas de hidroxiapatita mostram discretos sinais de rarefagdo na
superficie de contato. Notar auséncia de reacdo inflamatoria tipo corpo estranho (Aumento

original 10x) (Figura 24).

Figura 24 — Corte histologico do defeito 6sseo com enxerto de hidroxiapatita granulada no grupo
experimental. Periodo de 120 dias. Coloracio: tricromico de Masson. Aumento original: 10x.

5.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As fragoes de volume dos componentes teciduais de osso imaturo, osso maduro e
estroma fibrovascular foram obtidas ao longo de toda extensio do corte histologico.
Analisando os valores das médias das fragdes de volume para cada componente

tecidual, do grupo de controle, observa-se que o estroma fibrovascular apresenta valores
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elevados nos periodos de 15 e 30 dias e decresce nos periodos de 60 e 120 dias (Tabela 4;
Figura 27). Os defeitos controles, destes componentes representam niao sO estroma
fibrovascular osteogénico como também o tecido conjuntivo invasor. Nos defeitos dsseos
preenchidos com HA granulada, este componente representa apenas o estroma fibrovascular
osteogénico. A fragdo de osso imaturo no grupo controle apresenta valores altos nos periodos
de 15 e 30 dias e decresce nos periodos de 60 e 120 dias (Tabela 4; Figura 25). A fragdo de
volume referente a0 0sso maduro no grupo controle mostra comportamento diferente: ¢ baixa
nos periodos de 15 ¢ 30 dias e alta nos periodos de 60 ¢ 120 dias (Tabela 4; Figura 26).
Podemos notar a velocidade da remodelagdo oOssea, na qual o osso imaturo, depositado
inicialmente, ¢ substituido gradativamente pelo osso maduro com valores altos nos periodos
tardios.

No grupo controle, quando somamos a fragdo de tecido 6sseo maduro e tecido dsseo
imaturo, temos a quantidade de trabéculas 6sseas. Notamos que, nos periodos iniciais, a
fragdo e o volume de estroma fibrovascular ultrapassa o de fragdo de trabéculas d6sseas no
periodo de 15 dias, igualando os volumes nos periodos de 30 ¢ 60 dias. No periodo de 120
dias, ocorre uma completa inversio com significativo aumento da fragdo de trabéculas 6sseas
(Tabela 4; Figura 27, 28 e 30).

Modelos animais sio freqiientemente utilizados para determinar a utilidade clinica ¢ a
seguranga de novos materiais utilizados como membrana oclusiva, ou como materiais de
enxerto endosseo. Nos defeitos submetidos a enxertos de hidroxiapatita granulada, os
procedimentos para as analises histomorfométrica levaram em consideragdo o osso maduro,
0SS0 imaturo, estroma fibrovascular, trabéculas dsseas e a propria hidroxiapatita, a propdsito
dacicatrizacao ossea guiada com HA granulada.

Os valores histomorfométricos individuais referentes a fracdo de volume do osso

imaturo, 0sso maduro, estroma fibrovascular e hidroxiapatita granulada encontram-se na
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Tabela 4. Os valores médios e o desvio-padrio da fracdo de volume da hidroxiapatita
granulada e do 0sso imaturo, 0sso maduro e estroma fibrovascular em fungio dos periodos de
observagdo podem ser observados na Tabela 4. Esses valores estdo representados
graficamente na Figura 31.

Analise comparativa entre as médias da fracdo de volume do osso imaturo, 0sso
maduro e estroma fibrovascular entre os defeitos tratados com hidroxiapatita granulada e os
defeitos controles em fungdo dos periodos de observagdo, encontram-se na Tabela 4. Esses
valores comparativos estio representados graficamente na Figura 25, 26, e 27.

A fragdo de volume da hidroxiapatita granulada sofre reducdo de acordo com os
periodos de observagdo (Tabela 4 e Figura 29). Na analise microscopica (qualitativa),
verificamos que os granulos de hidroxiapatita mostravam sinais de rarefacdo na superficie de
contato com 0 0sso neoformado. Algumas areas com particulas osteointegradas mostravam
sinais de remodelagdo em fungdo do tempo de observagdo. Contudo, os granulos de
hidroxiapatita, cuja fragdo de volume sofre reducdo com os periodos de tempo, ainda sdo
visiveis no periodo de 120 dias (Tabela 4). A comparagdo entre as médias da fracdo de
volume do 0sso imaturo no grupo controle e no grupo experimental foi significante nos
periodos de 15, 30 e 120 dias, e ndo significante no periodo de 60 dias (Tabela 4). A
comparagdo entre as médias da fracdo de volume do osso maduro, entre os grupos controles e
experimentais, foi significante nos periodos de 30 ¢ 60 dias ¢ ndo significante nos periodos de
15 e 120 dias (Tabela 4). A fragdo de volume do estroma fibrovascular teve a comparagdo
entre as médias significantes em todos os periodos estudados (Tabela 4). A presenga, mesmo
gue discreta, do estroma fibrovascular no periodo de 120 dias se deve a presenga de medula
6ssea que foi considerada no sistema histomorfométrico como estroma fibrovascular. A
fragdo de volume das trabéculas 6sseas aumenta com os periodos de observagdo vendo-se 0

contrario com o componente estroma fibrovascular (Tabela 4). A comparagdo entre as médias
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dafragao de volume das trabéculas dsseas entre os grupos controles e tratado com enxerto de
hidroxiapatita granulada foi significante nos periodos de 15, 30 e 60 dias e ndo significante no
periodo de 120 dias (Tabela 4). Na Figura 27, observa-se que oS componentes, estroma
fibrovascular e hidroxiapatita mostram um padrao de curvatura semelhante com diferenca
apenas nos indices de valores médios. A diferenca aumenta nos periodos mais avangados de
observagdo (Tabela 4). A fracdo de volume das trabéculas 6sseas mostra um padrao diferente
de curvatura e indice de valores médios mais elevados em comparagdo com componentes
anteriores.

A analise comparativa das médias da fragdo de volume das trabéculas Osseas entre o
grupo controle e o grupo tratado com hidroxiapatita granular evidenciou valor nio
significante (p < 0,05) no periodo de 120 dias (Figura 28 e Tabela 4). Contudo, nos outros
periodos, os valores médios foram significantes (Figura 28 e Tabela 4). Esses dados
histomorfométricos, analisados em conjunto com 0s resultados histologicos, permitem
concluir que a hidroxiapatita granular ndo sofreu degradacdo significativa nos periodos de
tempo observado. As particulas de hidroxiapatita foram envolvidas pelas trabéculas dsseas em
regeneragio, cujo aumento foi estatisticamente significante nos periodos de 15, 30 e 60 dias
(Tabela 4). Finalmente, cabe destacar que as particulas de hidroxiapatita mostram franca

evolucdo a degradagdo e a serem substituidas por tecido 6sseo autdogeno em regeneragao.
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Tabela 4 — Valores médios e desvio padrio da fracio de volume do osso imaturo, 0sso maduro e estroma
fibrovascular e trabéculas 6sseas no grupo controle e experimental e hidroxiapatita (apenas grupo
experimental) em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia em funcio dos periodos de observacio.

microscopia grupo controle n=32 grupo experimental n=12
(% do volume) periodos de avaliacio (dias)
15 30 60 120 15 30 60 120
0ss0 imaturo 15,945,7 16,242,5 15,3+3,3 10,4+1,7 *44.8+3,2 *44,0£3,1 16,725 *4,4+1.4
0sso maduro 58+2,3 29,9+3,3 34,8+3,2 70,9+2,6 8,2£0,8 *23,8+1,5 *59,7+4,1 73,3+4,3

e. fibrovascular 78,3t6,7 54,0+3,6 49,9+3,8 18,7£2,3
t. 0sseas 25,1+8,1 47,8+4,1 49,4+27 81,6+2,8

hidroxiapatita =~ -———- = -

*13,8+2,6 *7,0+£3,2 *5,8+1,6 *5,0+3,3
*53,0+3,9 *67,8+4,3 *76,4+1,9 77,7+5,4
33,2£5,1 252+3,3 17,804 17,3+3,9

microscopia (% do volume)
0ss0 imaturo

15 30 60

*médias significativamente diferentes em

relacio ao gupo controle (p<0,05)

S = Desvio padréo
B grupo cortrole
B grupo experimental

120

periodos de avaliacio (dias)

Figura 25 — Representacio grafica dos valores médios da fracio do volume de osso imaturo, obtidos por
craniotomia no grupo controle e experimental, em fun¢do dos periodos de observagdo. S = desvio padriao
amostral. « p<0,05.
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Figura 26 — Representacdo grafica dos valores médios da fracdo do volume de osso maturo, obtidos por
craniotomia no grupo controle e experimental, em fun¢do dos periodos de observacio. S = desvio padrio

amostral. « p<0,05.

S = Desvio padrao
B grupo cortrole
B grupo experimental

microscopia (% de volume)
estroma fibrovascular

15 30 60 120

periodos de avaliacio (dias)

Figura 27 — Representaciio grafica dos valores médios da fracdo do volume de estroma fibrovascular,
obtidos por craniotomia no grupo controle e experimental, em func¢iio dos periodos de observacio. S =

desvio padrio amostral. « p<0,05.
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S = Des\io padrao
B grupo cortrole
B grupo experimental

microscopia (% de volume)
trabéculas osseas

15 30 60 120

periodos de avaliacio (dias)

Figura 28 — Representacdo grafica dos valores médios da fracio do volume de trabéculas 6sseas obtidos,
por craniotomia no grupo controle e experimental, em funcio dos periodos de observacio. S = desvio

padrio amostral. « p<0,05.

3% 51
30
3,3
= 25
=] S = Desvio padréo
=~ 20 0,4 3,9 .
% X B grupo experimental
S < 15 -
=
= 10
5 -
0 _
15 30 60 120

periodos de avaliacio
(dias)

Figura 29 — Representaciio grifica dos valores percentuais médios de HA no grupo experimental, em
funcio dos periodos de observacio. S = desvio padriao amostral.
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Figura 30 — Representacgio grafica dos valores percentuais médios de osso imaturo, osso maduro, estroma
fibrovascular e trabéculas 6sseas no grupo controle, em funcio dos periodos de observacio.
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Figura 31 — Representacio grafica dos valores percentuais médios de osso imaturo, osso maduro, estroma
fibrovascular, trabéculas dsseas e hidroxiapatita no grupo experimental, em func¢io dos periodos de
observacao.
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DISCUSSAO

Grandes perdas dsseas ainda tém se mostrado de dificil manejo na medicina, enxertos
autdégenos sao limitados e contém pouco arcabougo para substituicdo. Os enxertos aloplasticos
tem se mostrado como boa alternativa e tornou-se, entdo, a for¢a motriz para esse estudo,
pois, tém vantagens sobre enxertos heterélogos, como menor custo, perigos com reagdes
alérgicas e riscos de transmissao de doengas.

Orr (2000) revela a dificuldade de manipulagdo dos aloenxertos tais como: incerteza
imunologica, reabsor¢do prematura e propagagdo de doengas. Defino (1997), preocupado
COmMo 0 0s0 iliaco, que ¢ area doadora de enxerto autdogeno em humanos, cita a importancia e
define técnicas para manutencgdo desse estoque dsseo com reconstrugao desses sitios doadores
com 0ssos de costelas e vértebras do proprio paciente. Dumas (2006), estudou métodos de
purificagdo de enxertos aldogenos e concluiu que determinados processos de purificagdo
podem diminuir a capacidade osteointegradora desses enxertos. Garg (2004), cita ainda que
enxertos aloplasticos se dividlem em matriz bovina inorganica, carbonato de calcio e
ceramicas sintéticas de fosfato de calcio, este ultimo se subdividindo em HA, tricalcio fosfato
e carbonato de calcio.

Dentre os materiais de enxerto, a HA tem se mostrado promissora. Varios autores
declinam suas vantagens que vao desde prego e facilidade de aquisi¢do até suas varias formas
de apresentacao ¢ semelhanga estrutural com o componente inorganico do osso. Em nosso
estudo, foi utilizadaa HA granulada, devido ao facil manejo e bom preenchimento no local do
defeito dsseo.

Segundo Vital (2006), sua composi¢do quimica ¢ estrutural ¢ similar ao osso humano,
sendo amplamente difundida como osteocondutora. Sassioto (2004), independentemente da
classificagdo, afirma que todo enxerto sofre influéncia do organismo receptor, como tensio de

oxigénio, desnutri¢do protéica, doengas metabodlicas, hormdnios e vitaminas.
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Houve preferéncia nesse trabalho pelo uso da hidroxiapatita na forma granulada tendo
em vista suas vantagens como substituto dsseo, tais como, a facil modelagdo da HA granulada
no sitio do defeito 6sseo, aumentando assim a superficie de contato. Esse contato foi ainda
incrementado com a adi¢do de tecido sanguineo da propria ferida operatoria do receptor
misturado a essas particulas. Tal procedimento, além de promover maior fixa¢do entre as
particulas, também as envolveu em coagulo sangiiineo, o que facilitou a colonizacdo de
células osteogénicas.

Pinhold 1992, defende também que s6 ocorre formagdo ostedide na interface HA/osso
guando se usa forma nao porosa dessa substancia. Letic-Gavrilovic (2002), em seu trabalho,
também utilizou o codgulo sangiiineo para aumentar a coesdo entre as particulas de HA e
concluiu que houve importante incremento na osteocondugao. Marx e Garg (2005) citaram a
importancia do envolvimento de materiais bioativos em plasma rico em plaquetas com
melhora da osteocondugdo e ainda observaram caracteristicas de osteoindu¢do nessa
associacio.

Optamos pelo estudo experimental em animais, uma vez que NOSSO interesse ¢ a
utilizacdo futura da HA em organismo humano como alternativa de enxerto 6sseo. Efeitos
observados in vivo S3o, na maioria das vezes, mais ilustrativos ¢ fidedignos que resultados
vistos em trabalhos in vitro, outro importante aspecto ¢ o comportamento do organismo vivo
como compatibilidade e degradagdo ou reagdes adversas, sendo esses os principais motivos do
estudo ser experimental

Jensen (1996) cita a HA como 6timo material de substitui¢ao Ossea, pois possui
caracteristicas de biocompatibilidade e osteocondu¢do, quando usado em seres vivos. Kim
2005, por outro lado, obteve bons resultados em estudos com a HA gel misturado a derivados

do colageno in vitro.
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Foi observado em nosso estudo que a HA porosa permitiu uma melhor regeneragdo do
defeito 6sseo, quando comparado com as formas ndo granulosas ou membranas. Permitem a
deposicdo de células osteogénicas através da margem Ossea cruenta da lesdo, penetram nos
poros e depositam matriz 6ssea. A formagdo de novo osso inicia-se na borda do defeito e é
conduzido através do implante, formando uma ponte entre 0 0sso e a HA, o que constitui, o
principio da osteocondugdo. Essa observagdo também foi realizada por Ripamonti (1992) e
Kurashina (2002). Thaller (1989) obteve os mesmos resultados, citando o progressivo
crescimento e aposicdo Ossea no interior da HA porosa. Porém, ao contrario de nossos
resultados, o autor também observou a¢édo osteoindutora em seu estudo.

A HA pode se apresentar sob a forma densa ou porosa e possui a fase solida e a fase
liquida que, quando misturadas, reagem paraformar a hidroxiapatita. A reacdo final determina
se 0 produto obtido sera reabsorvivel, minimamente reabsorvivel ou ndo reabsorvivel
(MAVROPOULOS, 1999; LEVENTOURI, 2001; BOANINI, 2006). Segundo Hutchens
(2006), mesmo usando a HA descalcificada ocorre indugao a colonizagdo em falhas dsseas

O uso de coelhos em nosso trabalho se deu devido a facilidade de manuseio, assm
como suas dimensdes permitirem o uso de materiais cirrgicos muito semelhantes aos usados
rotineiramente pelos profissionais da sande como médicos, veterinarios, dentistas ¢ outros.
Sdo, ainda, animais calmos que oferecem poucos riscos a quem os manuseia, nao tém habitos
autofagicos, ndo requerem cuidados especiais além dos triviais e filogeneticamente sdo muito
proximos aos seres humanos. Destarte, sio usados como modelos experimentais nas linhas de
pesquisas com regeneragio Ossea no Biotério da USC, proporcionando maior similaridade
entre as pesquisas.

Peltola (2001) estudou processo regenerativo com HA na calvaria de coelhos. Ja Betti
(2004) optou pelo estudo em fémures de coelhos. Alt (2001) utilizou proteses com HA e

gentamicina também em coelhos. Ambos descreveram vantagens no uso desses animais. Por
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outro lado, Sugar (1994), utilizou HA porosa em maxila de ratos, obtendo bons resultados e
Cancian (2002) optou em seu trabalho pela utilizagdo de mandibulas de macacos.

Utilizamos métodos de avaliagdo que podem ser reproduzidos sem muito custo e de
dominio na comunidade académica que fossem reprodutiveis mesmo interobservadores. As
observagdes macroscopicas sdo realizadas diretamente sem necessidade de aparelhos ou
técnicas apuradas. Os resultados microscopicos foram processados com técnicas e corantes
padronizados e as caracteristicas observadas, como estroma fibrovascular, trabéculas 6sseas ¢
enxerto de HA, sio relativamente de facil reproducédo entre diferentes examinadores.

O gistema radiografico digital (Digora), embora requeira material e técnica
especializada, o que dificulta sua reprodutibilidade em outros locais, tem a vantagem de ser
pouco dependente do fator humano, pois um conjunto de aparelhos de radiografos,
escaneadoras e computadores processam a imagem até o resultado final. Este procedimento
tem a vantagem de ser pouco examinador-dependente.

Pinholt (1992) procedeu analise histologica de quatro tipos de HA afirmou que a
granulada (Interpore 200) foi reabsorvida durante o periodo do estudo. Figueiredo (2001)
descreveu resultados semelhantes aos nossos com granulos de HA avaliados por métodos
radiologicos, histologicos. Caporali (2004) realizou avaliagdo radiografica, tomografica e
histologica em seu trabalho em radios de coelhos.

Nossos resultados microscopicos demonstraram que, desde o inicio, a presenga da HA
inibiu a formagdo do estroma fibrovascular pelo proprio efeito de massa, ocupando o espaco
vazio. Também, ao final da avaliagdo com 120 dias, a porcentagem de volume de estroma era
significantemente menor no grupo experimental. Essa diferenga de volume foi preenchida
pela HA. Esta, por sua vez, também apresentou reabsor¢do parcial, demonstrando seu

potencial de degradagao no periodo estudado.
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Nunes (1998) em seu trabalho com HA porosa, nao observou degradagdo das
particulas no periodo estudado de 30 meses. Hong (2006) concluiu em seu experimento com
HA granulada uma rapida degradagdo e chamou até de “destruigdo dos compostos”, devido a
essa rapidez. Hutchens (2006) ao utilizar gel de HA, notou rapida incorporagdo pelo tecido
0sseo. Nunes (1998) descreveu que a estrutura da HA produz um guia tridimensional para
invasio vascular e posterior deposi¢do de tecido Osseo. Nao observou reabsor¢do e
degradagdo em seu estudo.

A HA porosa granulada, utilizada nesse trabalho, evidenciou excelente tolerancia
tecidual, havendo auséncia total de citotoxicidade, haja vista que ndo houve nenhuma reagao
imunoldgica indesejavel.

Braz (2003), em seu trabalho com HA, associada a matriz organica bovina, ndo
encontrou sinais de reagdo por corpo estranho nem sinais de reagdo inflamatoria. Seguiu ainda
concluindo que essa combinagdo nao causou nenhum tipo de reagdo adversa. Figueiredo
2001, obteve excelente integracdo HA/osso, usando HA porosa em blocos ¢ foi muito
semelhante a encontrada no osso autdogeno no transcorrer de 12 semanas.

Notamos gque, no grupo com HA, aformagio de osso imaturo foi mais volumosa com
15 dias de evolugdo que no controle. Ge (2003) descreveu a similaridade entre a HA e o osso
dos vertebrados e relata maior rapidez na formagao ossea na presenca desse biomaterial.
Notamos também um significante aumento na formag¢do de 0ss0 maduro no periodo de 60
dias no grupo experimental, sugerindo o potencial osteocondutor da HA. Hong (2005) notou
maior velocidade da regeneragdo Ossea com uso da HA, porém diferentemente de nosso
estudo notou aposicdo inicial de condrocitos que foram substituidos por tecido Osseo
posteriomente. Ao somarmos o0 volume de 0sso maduro e imaturo obtemos o volume de
trabéculas Osseas e notamos que, até sessenta dias, a formagdo dessas trabéculas ¢ maior no

grupo experimental, tendo esse resultado influéncia da HA.
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Esses resultados permitem afirmar o papel de condugio da HA e sua
biofuncionabilidade. Biocompatibilidade ¢ a aceitagdo desse material pelo corpo e
biofuncionabilidade ¢ a capacidade desse material desempenhar a fungdo desejada
(MAVROPOULOS 1999; ITO 2001).

O papel da HA tem sido discutido no prisma das suas propriedades. Alguns autores
afirmam ser osteocondutor, outros alegam promover a osteoindugdo. Parece-nos que as
definigdes por vezes se entrelagam gerando um conjunto de davidas.

Lindholm e Lindholm (1996) colocaram a HA como ostecondutora, e que, parata in
vivo, € necessario intimo contato com o o0sso. Ja Belmonte (2005) define a osteoindu¢do como
a capacidade de certos materiais biologicos promoverem o crescimento 0sseo, mesmo em
sitios de tecidos ndo dsseos.

Sdo exemplos de osteoindutores 0 0sso autdogeno, matriz organica de osso humano e
bovino, fatores de crescimento e as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP). Sabemos da
importancia da estabilidade que deve haver na interface entre o enxerto da HA e o sitio
receptor, pois se houver movimentos ou instabilidade pode seguir-se falha na reagdo tecidual
ossea e promover formacao de tecido fibroso nesta interface e por conseguinte, ndo havera o
processo adequado de neossificagdao. Notamos nesse estudo que a calvaria de coelhos detém
importante estabilidade e foi fator determinante para formagdo de pontes ostedides e dsseas
na interface. Pinholt (1992) demonstrou que micromovimentos na interface osso-enxerto HA
causa diminuicdo da tensdo de oxigénio ¢ favorece a criagdo de tecido ndo Osseo ¢ até
cartilaginoso.

Com o passar do tempo, afixacao das particulas de HA passa a depender da deposigdo
de material ostedide em sua superficie e poros. Essa deposi¢do, inicialmente ostedide,
promove a estabilidade das particulas e, com o processo de remodelagdo, passam a ser

aprisionadas por 0sso inicialmente imaturo e subseqiientemente maduro.
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Sugar (1994) também descreveu a estabilidade da HA porosa em seu trabalho,
chamando atengdo para a (INTERPORE, 200) que apresentou melhor estabilidade. Wang
(1994) fez referéncia sobre a incorporagdo da HA pela matriz dssea.

Algumas caracteristicas da HA, como a porosidade, entre outras, influenciam na
eficacia da conducdo do crescimento tecidual para o seu interior. Notamos que, em NOSSO
experimento, a presenca de poros permitiu maior estabilidade e regeneragao.

Egdgli, Miller e Schenk (1988) demonstram que 0 0sso se forma melhor em poros entre
50 a 100 micrometros. Joschek (2000), relacionou a osteocondu¢do da HA porosa com o
tamanho dos poros.

Devido a essas extensas conexoes osseas, as particulas de HA adquirem firme fixagdo
podendo, inclusive, suportar for¢as mecanicas de sobrecarga sobre a regido 6ssea do processo
de reparo. A fixagdo e, portanto, a estabilidade mecanica do sistema depende de intimo
contato do 0sso regenerado com a superficie das particulas. Esse contato pode ser observado
em nosso estudo pela auséncia de espaco preenchido por tecido fibroso na interface osso-
superficie das particulas.

Takeshita (1997), nao encontra tecido fibroso na superficie de contato HA/osso, ¢ essa
fixagdo oOssea se faz devido a similaridade desta com componentes do tecido dsseo. Garg
(2004) afirma que blocos de HA ndo absorviveis e ndo porosas tiveram papel importante na
for¢a de coesdo, e suportando o stress durante o processo de reossificagdo. Takeshita (1997)
visualizou uma fina camada osteoide sobre a face da HA ja com cinco dias. Com sete dias, era
clara a penetragio de tecido ostedide sobre a superficie porosa.

Na analise histologica deste trabalho, notamos gque o transcurso de regeneragio dssea
no grupo experimental seguiu um processo de osteogénese intramembranosa, também

chamado de osteonal direto o qual, a partir da lesio, o tecido fibrovascular invade o enxerto,
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em seguida a matriz ostedide e, na seqiiéncia, o osso imaturo e maduro penetram
definitivamente nesse enxerto, ndo passando pela formagédo de tecido cartilaginoso.

Miranda (2005) relata uso de HA misturada em particulas de sangue do proprio sitio
de fratura e observa o inicio ainda mais precoce de formagdo de pontes Osseas nesse
biomaterial que no proprio enxerto autégeno. Por outro lado, Arx (2000) notou formagéo de
tecido conectivo na interface com a membrana e atribuiu tal fato a presenca de
micromovimentos na fase inicial, refor¢cando a idéia da importancia de uma boa estabilizagdo
inicial nainterface.

Esse estudo observou que a biocompatibilidade da hidroxiapatita, obtida de forma
bovina, tem sugerido seu uso ndo somente por sua composi¢ao, mas pelos resultados obtidos
em implantes in vivo. Demonstra auséncia de toxicidade local ou sistémica, ndo provoca
reacdo inflamatoria tipo corpo estranho. Em contato com a hidroxiapatita, ocorre aposi¢do
direta de material ostedide sem a interposi¢do de tecido fibroso. Braz (2001) observou
osteointegragdo da HA porosa cilindrica com o0sso receptor, sem causar nenhum tipo de
reacdo adversa.

Os resultados obtidos através do método de radiografia digital (Digora) mostraram-se
pouco conclusivos, principalmente as médias obtidas no periodo de 60 dias, onde
esperariamos progressivo aumento da radiopacidade e foi observado queda. Esses valores nao
permitem afirmagao de progressiva radiopacidade com neofornagdo 6ssea no decorrer do
periodo. Tal quebra da curva no periodo de 60 dias pode representar falha de técnica de
manipulagdo das amostras ou outros problemas técnicos durante o processo de preparo do
material. Pode também representar uma diminuigdo de concentragao de material osteogénico
nesse periodo especifico. Contudo, devido a essa alteracdo ndo se pode fazer conclusdes
precipitadas e aguardaremos uma outra oportunidade para trabaho especifico de elucidagio

cientifica.
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Almeida (2001) comparou trés métodos de radiografias convencionais e digitais e
concluiu que na regido periapical 0 sistema Digora mostrou-se estatisticamente superior aos
outros. Silva (2006) estudou o processo de reparo alveolar comparando o sistema digora com
outras radiografias convencionais digitalizadas e concluiu que o sistema Digora é superior e

preciso para acompanhar 0 processo de reparo dsseo.
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CONCLUSAQO

1. A fragdo de volume da hidroxiapatita granulada sofre redugao ao longo dos periodos
de observagdo. O processo de remodelagdo osso/particulas, em que se observa
formagdo de osso maduro lamelar firmemente aderido a superficie das particulas que,
com o tempo, sofre gradual destrui¢do é observado nos periodos mais tardios do
enxerto de hidroxiapatita

2. Asparticulas de hidroxiapatita unem-se ao tecido 6sseo imaturo e, subseqiientemente,
ao tecido 6sseo maduro, denotando perfeita osteointegragao.

3. A auséncia de reacdo inflamatoria e de encapsulamento fibroso comprova a
biocompatibilidade de hidroxiapatita que atuou como space filler, ist0 ¢, como
material de enchimento, mantendo a estabilidade mecanica e volumétrica do defeito
nos periodos iniciais, impedindo a penetracdo de tecido conjuntivo ndo osteogénico na

area do defeito.
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ANEXO B — GRAFICOS, FIGURAS E TABELAS

Tabela 6 — Fracao de volume do osso imaturo, osso maduro e estroma fibrovascular em defeitos 6sseos
obtidos por craniotomia no grupo controle em funcio dos periodos de observacao.

Periodo de 15 dias

Animal Osso Imaturo Osso Maduro Estroma Fibrovascular
1 14,6 4.4 81,0
2 13,0 10,7 76,3
3 9,8 3,2 87,0
4 14,3 59 79,8
5 10,0 50 85,0
6 15,1 34 81,5
7 26,3 6,1 67,6
8 23,9 7,8 68,3

Média 15,9 58 78,3

SD 57 23 6,7
Periodo de 30 dias

Animal Osso Imaturo Osso Maduro Estroma Fibrovascular
1 11,3 28,4 60,3
2 19,4 30,9 49,7
3 17,3 24,9 57,8
4 14,9 31,7 53,4
5 14,3 36,2 49,5
6 15,7 29,6 54,7
7 19,1 26,0 549
8 17,3 31,3 51,4

Meédia 16,2 29,9 54,0

SD 25 33 3,6
Periodo de 60 dias

Animal Osso Imaturo Osso Maduro Estroma Fibrovascular
1 15,3 339 50,8
2 14,1 36,2 49,7
3 12,5 39,4 48,1
4 10,8 37,9 51,3
5 15,3 28,6 56,1
6 13,4 34,5 52,1
7 21,9 36,4 41,7
8 18,8 31,7 49,5

Média 15,3 34,8 499

SD 33 32 38




Periodo de 120 dias

Animal Osso Imaturo Osso Maduro Estroma Fibrovascular
1 9,4 68,8 21,8
2 10,2 67,3 225
3 9,8 73,4 16,8
4 8,0 73,8 18,2
5 13,4 69,2 17,4
6 12,8 68,9 18,3
7 9,7 70,9 19,4
8 10,0 74,7 15,3

Média 10,4 70,9 18,7

SD 1,7 2,6 23

Tabela 7 — Valores médios e desvio padrio da fracio de volume do osso imaturo, 0sso maduro e estroma
fibrovascular em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia no grupo controle em funcio dos periodos de
observacio.

Periodo (dias) Osso Imaturo (%) Osso Maduro (%) Estroma Fibrovascular (%)
15 15,9+ 5,7 58+23 78,3+ 6,7
30 16,2+2,5 299+33 54,0+3,6
60 15,3+ 3,3 348+32 499+3,8
120 104+1,7 709+2,6 18,7+2,3

Grupo Controle

90 —=&— Osso Imaturo
—— Osso Maduro
80 —A— Estroma Fibrovascular

Fragao Volume (%)
N w oy a (2]
(e] QO (e} (@) (@)

=
(@]

20 40 60 80 100 120
Periodo (dias)

Figura 32 — Representaciio grafica dos valores médios da fracio do volume do osso imaturo, osso maduro
e estroma fibrovascular em defeitos 6sseos, obtidos por craniotomia no grupo controle, em funcio dos
periodos de observacio.
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Tabela 8 — Fracao de volume das trabéculas ésseas e estroma fibrovascular em defeitos 6sseos obtidos por
craniotomia no grupo controle em funcio dos periodos de observacao.

Periodo de 15 dias

Animal Estroma fibrovascular Trabéculas 0sseas
1 62,8 37,2
2 76,3 23,7
3 87,0 13,0
4 79,8 20,2
5 76,1 23,9
6 815 18,5
7 67,6 32,4
8 68,3 31,7

Média 74,9 25,1

SD 8,1 8.1
Periodo de 30 dias

Animal Estroma fibrovascular Trabéculas 0sseas
1 58,8 41,2
2 49,7 50,3
3 53,4 46,6
4 45,6 54,4
5 49,5 50,5
6 54,7 45,3
7 54,9 45,1
8 51,4 48,6

Média 52,3 47,8

SD 4,1 4,1
Periodo de 60 dias

Animal Estroma fibrovascular Trabéculas 0sseas
1 47,7 52,3
2 49,7 50,3
3 48,1 51,9
4 51,3 48,7
5 56,1 43,9
6 52,1 47,9
7 50,3 49,7
8 49,5 50,5

Média 50,6 49,4

SD 2,7 2,7




Periodo de 120 dias

Animal  Estroma Fibrovascular Trabéculas Osseas
1 21,8 78,2
2 225 77,5
3 16,8 83,2
4 18,2 81,8
5 15,4 84,6
6 14,6 85,4
7 18,3 81,7
8 194 80,6

Média 18,4 81,6

SD 2,8 2,8
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Tabela 9 — Valores médios e desvio padrido da fracdo de volume das trabéculas ésseas e estroma
fibrovascular em defeitos dsseos obtidos por craniotomia no grupo controle em funcdo dos periodos de

observacio.
Periodo (dias) Estroma Fibrovascular (%) Trabéculas Osseas (%)
15 74,9+ 8,1 25,1+ 8,1
30 52,3+4,1 478+4,1
60 50,6 + 2,7 494+27
120 18,4+2,8 81,6+2,8
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Figura 33 — Representacgido grafica dos valores médios da fracdo de volume das trabéculas ésseas e
estroma fibrovascular em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia no grupo controle em func¢io dos

periodos de observacao.
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Tabela 10 — Fracio de volume da hidroxiapatita granulada e do osso imaturo, osso maduro e estroma
fibrovascular em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia e tratados com enxerto de Hidroxiapatita
granulada em func¢éo dos periodos de observacio.

Periodo de 15 dias

Animal Hidroxiapatita  Osso imaturo Osso maduro Estroma fibrovascular

1 29,3 48,2 91 13,4

2 38,9 41,9 7,7 11,5

3 31,3 44,3 7,8 16,6

Média 33,2 44,8 8,2 13,8

SD 5.1 32 0.8 2,6

Periodo de 30 dias

Animal Hidroxiapatita  Osso imaturo Osso maduro Estroma fibrovascular

1 254 45,8 25,5 33

2 21,8 45,9 23,2 91

3 28,3 40,4 22,6 8,7

Média 25,2 44,0 23,8 7,0

SD 33 3,1 1,5 3,2

Periodo de 60 dias

Animal Hidroxiapatita  Osso imaturo Osso maduro Estroma fibrovascular

1 18,2 16,7 58,2 6,9

2 17,4 14,2 64,4 4,0

3 17,9 191 56,6 6,4

Média 17,8 16,7 59,7 5,8

SD 0,4 2,5 4,1 1,6

Periodo de 120 dias

Animal Hidroxiapatita  Osso imaturo Osso maduro Estroma fibrovascular
1 21.6 3 71.2 4.2
2 139 57 78.2 22
3 16.3 4.6 70.4 8.7

Média 17.3 44 73.3 5.0

SD 3.9 1.4 4.3 33
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Tabela 11 — Valores médios e desvio padriao da fracio de volume da hidroxiapatita granulada e do osso
imaturo, osso maduro e estroma fibrovascular em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia e tratados com
enxerto de hidroxiapatita em funcio dos periodos de observacio.

Periodo Hidroxiapatita Osso imaturo (%)  Osso maduro (%)  Estroma fibrovascular
(dias) (%) ()
15 332+5,1 448+ 3.2 8,2+0,8 13,8+ 2,6
30 252+33 440+ 3,1 238+ 1,5 70+32
60 17,8+ 0,4 16,7+ 2,5 59,7+4,1 58+ 1,6
120 17,3+3,9 44+ 1,4 73,3+43 50+33
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Figura 34 — Representacio grifica dos valores médios da fracio de volume da hidroxiapatita granulada e
do osso imaturo, osso maduro e estroma fibrovascular em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia e
tratados com enxerto de hidroxiapatita granulada em funcio dos periodos de observacao.
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Figura 35 — Representacio grifica da analise comparativa entre as médias da fracdo de volume do osso
imaturo, osso maduro e estroma fibrovascular entre o grupo tratado com enxerto de hidroxiapatita e o
grupo controle.

Tabela 12 — Comparacéo entre as médias da fracdo de volume do osso imaturo, osso maduro e estroma
fibrovascular entre os defeitos tratados com Hidroxiapatita granulada e os defeitos controles, usando o
teste ANOVA — fator tnico.

Periodo Osso imaturo Osso maduro Estroma fibrovascular

15 S NS S
30 S S S
60 NS S S
120 S NS S

Obs.: S significa que as médias dos dados sdo significativamente diferentes (p<0,05).

NS significa que as médias ndo sio significativamente diferentes.
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Tabela 13 — Fracdo de volume da hidroxiapatita granulada do estroma fibrovascular e das trabéculas
osseas em defeitos 6sseos obtidos por craniotomia e tratados com enxerto de hidroxiapatita granulada, em
funcio dos periodos de observacio.

Periodo de 15 dias

Animal Hidroxiapatita Estroma fibrovascular  Trabéculas ésseas
1 29,3 13,4 57,3
2 38,9 11,5 49,6
3 31,3 16,6 52,1
Média 33,2 13,8 53,0
SD 5,1 2,6 3,9
Periodo de 30 dias
Animal Hidroxiapatita Estroma fibrovascular  Trabéculas ésseas
1 254 33 71,3
2 21,8 91 69,1
3 28,3 8,7 63,0
Média 25,2 7,0 67,8
SD 33 3,2 4,3
Periodo de 60 dias
Animal Hidroxiapatita Estroma fibrovascular  Trabéculas ésseas
1 18,2 6.9 74,9
2 17,4 4,0 78,6
3 17,9 6,4 75,7
Média 17,8 5,8 76,4
SD 0,4 1,6 1,9
Periodo de 120 dias
Animal Hidroxiapatita Estroma fibrovascular  Trabéculas ésseas
1 21,6 4,2 74,2
2 13,9 22 83,9
3 16,3 8,7 75,0
Média 17,3 5,0 77,7
SD 3,9 33 54
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Tabela 14 — Valores médios e desvio padrao da fracdo de volume da hidroxiapatita granulada do estroma
fibrovascular e das trabéculas ésseas em defeitos obtidos por craniotomia e tratados com enxerto de
hidroxiapatita granulada, em funcio dos periodos de observacio.

Periodo (dias) Hidroxiapatita (%) Estroma fibrovascular (%) Trabéculas 6sseas (%)
15 332+5,1 13,8+ 2,6 53,0+3.,9
30 252+3,3 70+3,2 67,8+43
60 17,8+ 0,4 58+ 1,6 76,4+1,9
120 17,3+ 3,9 50+3,3 77,7+£54
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Figura 36 — Representacio grifica dos valores médios da fracio de volume da hidroxiapatita granulada e
do estroma fibrovascular e trabéculas ésseas em defeitos 0sseos obtidos por craniotomia e tratados com
hidroxiapatita granulada, em funcio dos periodos de observacio.



80
70
| Grupo Hidroxiapatita
60 + —A— Estroma Fibrovascular
= E —w— Hidroxiapatita
S 504 —<— Trabéculas Osseas
[0} | Grupo Controle
1S —@— Estroma Fibrovascular
(_:; 40 —&— Trabéculas Osseas
> -
18 30
On
& J
S
L 204
of g I
0 | - L
T T T T T T T T |
0 60 80 100 120
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hidroxiapatita granulada, estroma fibrovascular e trabéculas ésseas, entre o grupo tratado com enxerto de

hidroxiapatita granulada e o grupo controle.

Tabela 15 — Comparacio entre médias da fracio de volume das trabéculas oésseas e do estroma
fibrovascular entre os defeitos tratados com hidroxiapatita granulada e os defeitos controles, usando o

teste ANOVA — fator tnico.

Periodo Trabéculas 6sseas Estroma fibrovascular
15 S S
30 S S
60 S S
120 NS S

Obs.: S significa que as médias dos dados sdo significativamente diferentes (p<0,05).

NS significa que as médias ndo sio significativamente diferentes.
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