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RESUMO

CARLO, Emily Correna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2007.
Compositos de hidroxiapatita e polihidroxibutirato em defeitos 0sseos
experimentais na ulna de coelhos. Orientadora: Andrea Pacheco Batista Borges.
Co-orientadores: Claudio Cesar Fonseca, Ricardo Junqueira Del Carlo e Marlene
Isabel Vargas Viloria.

Os biomateriais hoje utilizados no tratamento das fraturas 6sseas e da perda do
tecido Osseo ainda apresentam deficiéncias a serem corrigidas. O presente trabalho
consta da analise preliminar de caracteristicas essenciais para utilizacdo de compdsitos
de hidroxiapatita (HAP-91®) e polihidroxibutirato (PHB) em ortopedia. Estudou-se a
biocompatibilidade, osseointegracdo, osseoconducdo e biodegradacdo dos compdsitos
em defeitos O6sseos. Foram implantados trés compdsitos fabricados com diferentes
proporcdes desses biomateriais em defeitos circulares bilaterais no olécrano de 30
coelhos, onde cada membro recebeu um compdsito, com um total de 12 membros por
grupo. Os membros do grupo 1 receberam compésitos contendo 10% de HAP-91°® e
90% de PHB, do grupo 2 contendo 25% de HAP-91® e 75% de PHB, do grupo 3, 50%
de cada biomaterial e os animais do grupo controle ndo receberam compdsito. Os
membros foram avaliados quanto a claudicacdo, circunferéncia do membro,
sensibilidade dolorosa, deiscéncia e infeccdo nos oito primeiros dias ap0s a cirurgia e
aos 45 e 90 dias. Foram radiografados imediatamente apds a cirurgia e aos oito, 45 e 90
dias. Nessas mesmas datas, 4 animais de cada grupo foram eutanasiados, coletando-se
material para processamento histoldgico. Existiu diferenca significante entre os valores
de circunferéncia do membro no pré-operatorio e do primeiro dia ap6s a cirurgia dentro
de todos os grupos, 0 que ndo ocorreu em relacdo aos dias quatro e oito. N&do houve
diferenca entre 0s grupos para esse parametro assim como para os demais. N&o foi
observado contato direto entre 0sso e composito nas radiografias obtidas aos oito dias
apos as cirurgias, mas aos 45 e 90 dias nos trés grupos tratados observou-se este
contato. A anélise histologica do grupo controle observou-se processo tipico de
reparacao, ou seja, tecido conjuntivo denso vascularizado e trabéculas dsseas novas aos
oito dias com evolucdo para osso trabecular mais organizado aos 90 dias e cortical
lateral restabelecida. Os tecidos observados nos grupos 1, 2 e 3 foram semelhantes ao
controle, sendo a proporcdo de tecido 6sseo formada no defeito, maior do que a de

tecidos moles em todas as datas. Nos grupos dois e trés foram observadas projecdes de
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tecido 6sseo e conjuntivo no interior dos poros do composito. Infiltrados inflamatérios
ndo foram observados em nenhum momento. O grupo 3 apresentou interface com maior
propor¢do de tecido 6sseo formado na regido do defeito e no interior do composito do
que os grupos 1 e 2. Observou-se osteoclastos nas bordas dos compdsitos e fragmentos
dos mesmos separados do bloco principal aos 45 e 90 dias nos trés grupos. Concluiu-se
que os compdsitos sdo biocompativeis, osteocondutores, se integram ao tecido 0sseo e

séo degradados in vivo.
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ABSTRACT

CARLO, Emily Correna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2007.
Hydroxyapatite-polyhydroxybutyrate composites in experimentally made bone
deffects in rabbits ulna. Adviser: Andrea Pacheco Batista Borges. Co-advisers:
Claudio César Fonseca. Ricardo Junqueira Del Carlo and Marlene Isabel Vargas
Viloria.

Biomaterials used today to treat bones' defects and fractures still bear some
deficiencies to be corrected. This study is a preliminary analysis of composites’ made of
hydroxyapatite (HAP-91®) and polyhydroxybutyrate (PHB) essentials characteristics to
be used in orthopedics. The composites were studied in osseous defects concerning their
biocompatibility, osseointegration, osseoconduction, and biodegradation. Bone defects
were made bilaterally in the olecranon of 30 white rabbits and each filled with a
composite, with a total of 12 members per group. Limbs in the 1 group received
composite # 1: 10% of HAP-91® and 90% of PHB; limbs in 2 group received composite
# 2: 25% HAP-91® and 75% PHB; and in 3 group the composite # 3: 50% of each
biomaterial. Defects in the control group were not filled. Limbs were evaluated in the
first eight days after surgery and again at 45 and 90 days afterwards for lameness,
circumference, pain, dehiscence, and infection. Radiographs were taken 8, 45 and 90
days after surgeries when four animals in each group were euthanized and samples with
defects taken for histology. Significant differences in circumference data were found for
all groups before and one day after surgery, what did not happen with four and eight
days. No significant differences were found between groups for circumference as well
as for the other clinical parameters. Radiographs taken 8 days after surgery showed no
bone-composite apposition, but those for the 45th and 90th days after showed that
composites were in direct contact with bone. Histological observations indicated a
normal repair process in the 8th day, i.e., a vascularized, dense connective tissue and
new, early trabecular bone; this evolved to fully organized trabecular bone and the
lateral cortical completely formed by the 90th-day. At the three observation dates,
tissues in 1, 2, and 3 group samples were found similar to those in control, where more
bone than soft tissues were found in the defect. Projections of connective and bone
tissues were seen inside composites #2 and 3. No inflammatory cells in any place
whatsoever were found at any observation date. Clearly more bone built up in 3
samples, and at its interface, than in the 1 and 2 groups’ samples. At the 45 and 90th

days, in all three groups, osteoclasts were seen in the bone-composite interface, and also
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composite pieces, detached from the original block, were found within the bone
structure and surrounding soft tissues. Conclusion is that the composites are
biocompatible, osseoconductive, integrate to bone and can undergo in vivo degradation.
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INTRODUCAO

Dois importantes desafios da ortopedia sdo a perda de tecido 6sseo e 0s
problemas na consolidacdo de fraturas. Grandes defeitos 0sseos resultantes de diversas
afeccbes como traumas e neoplasias precisam ser preenchidos com algum tipo de
enxerto para manter a continuidade 6ssea local e auxiliar a regeneracdo. Quanto as
fraturas, muitas delas necessitam de estabilizacdo interna, o que envolve algum material,
implantado diretamente em contato com os tecidos.

Baseados nessas necessidades, pesquisadores de diversas areas do conhecimento
vém por décadas procurando um substituto dsseo ideal e um material que cumpra a
funcéo de estabilizagéo de fraturas sem provocar qualquer alteracéo local ou sistémica a
curto e longo prazos.

Esta pesquisa consta de uma analise preliminar para permitir futuramente, de
acordo com os resultados obtidos, diferentes destinos para compositos fabricados com
matérias-primas e tecnologia nacionais. Esses destinos podem incluir o uso como
material preenchedor de defeitos 0sseos capaz de suportar cargas mecanicas e a
fabricacdo de placas e parafusos para fixacdo de fraturas e artrodeses. Podem, ainda,
servir como suporte para cultura de células e posterior implantacdo em defeitos 6sseos,
aliando assim a osteoinducéo, resisténcia mecanica e osseoconducao.

Para tal, deve-se confirmar primeiramente a biocompatibilidade desses
compositos, necessaria para qualquer uma dessas utilizagdes. Para servir como ponte
entre fragmentos 6sseos em um grande defeito, tornando possivel a regenera¢do normal
sem a interposicdo de tecido fibroso, as caracteristicas também necessarias sdo a
osseoconducdo e biodegradacdo. Ja para a fabricacdo de placas e parafusos a
osseoconducdo ndo é importante, mas sim a biocompatibilidade, biodegradacdo e
resisténcia mecéanica.

Portanto, este estudo teve por objetivo investigar a resposta a compositos de
hidroxiapatita e polihidroxibutirato em defeitos provocados na ulna de coelhos,
analisando a biocompatibilidade dos compositos, avaliando se 0s mesmos interferem na
formacdo de novo 0sso e verificando o tipo de interagdo 0sso-composito, de acordo com
os tecidos e as células envolvidos na resposta do organismo. Objetivou-se, também,
determinar a existéncia ou nao da propriedade osseocondutora, avaliar o potencial de

biodegradacgéo e comparar os diferentes compositos quanto a essas caracteristicas.
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REVISAO DE LITERATURA

1. O problema

Doencas e lesdes dsseas sdo condi¢des que afetam diretamente a qualidade de
vida de pessoas e animais de companhia, sendo diversos 0s processos que podem
resultar na perda de tecido ou na dificuldade de sua reparacdo (Kokubo et al., 2003).

Em traumatologia, as fraturas cominutivas sdo um grande problema tanto pela
perda do tecido quanto pela dificuldade de estabilizacdo e, consequentemente, de
regeneracdo, gerando longos periodos de internamento e podendo levar a unido
retardada ou até mesmo a ndo-unido. Grande parte dessas fraturas resulta dos acidentes
automobilisticos, tanto em pequenos animais quanto na espécie humana, além de quedas
e agressoes fisicas. Existem locais sabidamente predispostos a unido retardada e a ndo-
unido como nas fraturas distais no radio em cées de pequeno porte. Este local também é
um problema na espécie humana, assim como fraturas proximais no imero e platd tibial
(Boer et al., 2003; Ilan e Ladd, 2003).

Na odontologia, a perda de tecido 6sseo é comum devido a reabsorcdo do 0sso
alveolar em decorréncia da doenca periodontal, gerando alteragcdes no contorno facial e
perda dos dentes adjacentes, o que também ocorre em cdes e gatos (MacNeill et al.,
1999). Outro problema € a dificuldade na manutencdo da borda alveolar apds perdas ou
extracOes dentarias, afetando a fixacdo de implantes dentérios (Brandao et al., 2002).

No caso das cirurgias na coluna vertebral, implantes sdo usados para
proporcionar estabilidade imediata permitindo a artrodese de vértebras, intervencdo
necessaria em conseqliéncia de processos traumaticos ou doencas degenerativas
(Vaccaro et al., 2003).

A expectativa de vida das pessoas tem aumentado nas Ultimas décadas e
continua a aumentar, mas a qualidade do tecido 6sseo, em termos de resisténcia e
densidade, diminui progressivamente (Hench, 2000). A osteoporose e o préprio
processo de envelhecimento sdo mudancas degenerativas que predispdem as fraturas e a
dificuldade na regeneragéo do osso fraturado (Kawachi et al., 2000; Gruber et al., 2006).
Estima-se que, nos EUA, 16,8 milhdes de mulheres (54%) ap0s a menopausa tém
osteopenia e 9,4 milhGes tém osteoporose, e que 40% de todas as mulheres e 13% de
todos os homens acima de 50 anos terdo fraturas em decorréncia disso, dados aplicaveis
a realidade brasileira (Jordan e Cooper, 2002; Simpdsio, 2006).
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As cirurgias craniofaciais corretivas, comuns na espécie humana em decorréncia
de traumas, neoplasias ou correcao estética, geralmente resultam em defeitos 6sseos ou
osteotomias que necessitam de preenchimento ou fixagéo por placas e parafusos (Klinge
etal., 1992; Walsh et al., 2003).

2. Enxertos e biomateriais

Os biomateriais aplicados na ortopedia podem ser divididos em dois grandes
grupos, os substitutos para o tecido 0sseo e os implantes para fixacéo de fraturas. O tipo
de fratura ou defeito 6sseo dita 0 que se espera de um substituto 6sseo ou implante de
fixacdo (llan e Ladd, 2003).

Nos defeitos 6sseos, 0s substitutos tém por funcdo ocupar o espaco, mantendo
reducdo apropriada e continuidade dos fragmentos 0sseos, permitindo adequada
regeneragdo (Boer et al., 2003). Em face da necessidade de preenchimento recorre-se
aos enxertos autdgenos, aldgenos, xendgenos e aos biomateriais de origem natural ou
sintética. O enxerto autdégeno é considerado o padrdo para o tratamento de defeitos
0sseos ou retardo na regeneracdo por apresentar excelente atividade bioldgica sendo
osseocondutor e osteoindutor, além de ndo induzir resposta imune (MacNeill et al.,
1999; Hench, 2000; Boer et al., 2003; Ilan e Ladd, 2003). Entretanto, esses enxertos
possuem desvantagens importantes como disponibilidade e quantidades limitadas,
resisténcia mecanica inadequada, dificil fixacdo ao local necessario e ainda a alta
morbidade associada ao local doador, que pode incluir a deformidade deste local além
de dor e infeccdo (Klinge et al., 1992; Boeree et al., 1993; Hench, 2000; Ilan e Ladd,
2003; Mygind et al., 2007). Essa taxa de morbidade varia dependendo do tipo de estudo
realizado, com um minimo de 8,6% e maximo de 30% dos casos (Boer et al., 2003;
Vaccaro et al., 2003; Xie et al., 2006).

Os enxertos aldgenos, aqueles obtidos de outros individuos da mesma espécie do
individuo receptor, sdo boas alternativas. Encontra-se sua principal utilizacdo em
medicina veterinaria naquelas fraturas cominutivas da diafise de 0ssos longos e na
medicina humana nos casos de fraturas cominutivas e exérese de neoplasias ésseas.
Contudo, apresentam desvantagens que limitam sua utilizacdo, como a possibilidade de
transmissdo de patdgenos como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e os virus da
AIDS e hepatites B e C em humanos. Além disso, possui baixa atividade bioldgica em

comparagdo com 0s enxertos autdgenos, além das preocupacdes éticas e religiosas
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envolvidas em alguns casos. Ao contrario do que se imaginaria, ja que um doador pode
beneficiar até 30 pessoas, sua disponibilidade € limitada na espécie humana, com tempo
meédio de espera na “fila de transplantes” de seis meses no Brasil. No ano de 2006, o
Instituto Nacional de Traumato-Ortopedia do Rio de Janeiro recebeu apenas trés
doacBes quando seriam necessarias de 30 a 40 para atender a demanda. Além desses
problemas na especie humana, existem relatos de que até 25% das reconstrucdes
utilizando enxertos aldgenos sdo mal sucedidas devido a infecgdo, ndo-unido e fraturas
(Hench, 2000; Kokubo et al., 2003; Castro, 2007; Ferraz, 2007; Into, 2007; SC
Transplantes, 2007; Woodard et al., 2007). O problema de disponibilidade seria
eliminado no caso dos enxertos xendgenos, mas ainda existe a possibilidade de
transmissdo de doencas e de rejeicdo devido a reacdo imunoldgica (Piermattei e Flo,
1999; Hench, 2000).

Diversos estudos tém sido realizados nas Gltimas décadas buscando materiais
sintéticos (biomateriais) para o preenchimento de defeitos 6sseos. As principais
vantagens dos materiais sintéticos sdo a disponibilidade, reprodutibilidade,
confiabilidade e a resisténcia mecanica em alguns casos (Hench, 2000). Como
preenchedor de defeitos 0Osseos, o objetivo é desenvolver um material que seja
osseocondutor, servindo como suporte para 0 crescimento de novo 0SSO e que seja
reabsorvido a uma velocidade conhecida, sendo assim, gradativamente substituido pelo
novo 0sso em crescimento (MacNeill et al., 1999).

Atualmente os implantes ortopédicos mais utilizados sdo placas e parafusos
fabricados com metais como as ligas de titanio e aco inoxidavel. Suas vantagens estao
nas propriedades mecanicas, com grande resisténcia as diversas forcas neles exercidas.
Contudo, essas propriedades mecanicas sdo muito diferentes das propriedades
mecénicas do 0sso e, apds a consolidacdo da fratura, esse implante protege 0 0sso das
cargas normalmente impostas durante a movimentacdo e apoio dos membros. Sabe-se
gue essas cargas normais sdo necessarias a manutencao da densidade e contorno 0sseos,
sem elas, o remodelamento dsseo € afetado, levando a osteolise local e consequente
enfraquecimento, com possibilidade de novas fraturas (Doyle et al., 1991; Boeree et al.,
1993; Liu e Wang, 2006; Rumpel et al., 2006).

Existe ainda grande preocupacdo devido a liberacdo lenta e progressiva de ions
metalicos (debris) no organismo. Esses debris sdo citotoxicos e responsaveis por
hipersensibilidades, respostas inflamatdrias continuas e progressivas € mesmo

neoplasias, incluindo hemangioendotelioma e sarcoma de Ewing em pessoas e
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osteossarcoma em cées (Hallab et al., 2000; Pereira et al., 2005; Kleiner e Silva, 2007;
Rasse et al., 2007; Sargeant e Goswami et al., 2007). Essas reagdes sdo particularmente
importantes quando os implantes sdo utilizados na coluna vertebral e face, devido a
proximidade com o tecido nervoso (Vaccaro et al., 2003; Yerit et al., 2005), mas 0s
debris ndo se limitam as regides peri-implante, tendo sido encontrados em linfonodos
regionais e nos pulmdes. A presenca desses debris e suas conseqléncias sao
particularmente importantes em criangas e animais jovens ja que permanecem no
organismo por longo tempo, além de que a permanéncia do implante pode afetar
negativamente o crescimento (Gogolewski, 2000; Maurer et al., 2002; Yerit et al., 2005;
Russias et al., 2006; Rasse et al., 2007).

Outras desvantagens de implantes metalicos incluem a interferéncia com alguns
tipos de técnicas de diagndstico por imagem, a migracao e colapso apds algum tempo de
implantacdo e a sensibilidade ao calor ou frio (Oliveira, 2005; Sargeant e Goswami et
al., 2007). Para eliminar essas desvantagens uma alternativa é a remocao do implante
apos a consolidacdo dssea, procedimento que envolve a realizacdo de nova cirurgia,
com todos seus inconvenientes, custos e potenciais complicacBes (Weiler et al., 2000).

Nos Ultimos anos, a engenharia de biomateriais vem mudando a énfase que da a
materiais que permanecem completamente estaveis em meio biolégico para materiais
que alteram suas propriedades ou biodegradam em resposta ao meio celular ou
extracelular (Doyle et al., 1991; Ni e Wang, 2002).

Os implantes reabsorviveis eliminam as desvantagens dos implantes metalicos e
fornecem nova alternativa como material preenchedor de defeitos, proporcionando um
arcabouco para o crescimento de tecido 6sseo com resisténcia mecanica. Um material
lentamente reabsorvido, com resisténcia e elasticidade préximas as do 0sso e a
capacidade de estimular a regeneracdo 0ssea, seria revolucionario no preenchimento de
defeitos 0sseos e na fabricacdo de implantes, eliminando as desvantagens dos enxertos
autologos e dos implantes metalicos (Rumpel et al., 2006).

A grande vantagem dos implantes reabsorviveis na estabilizagdo de fraturas é
que conferem resisténcia mecénica durante a regeneracdo Ossea e, apds a
osseointegracdo, normalmente de 4 a 8 semanas, sdo gradualmente reabsorvidos quando
ndo mais sdo necessarios. Esses implantes degradam em meio bioldgico gerando
produtos de degradacdo que sdo incorporados aos processos fisiologicos e bem
tolerados pelo organismo receptor. Além disso, esses materiais possuem mddulo de

elasticidade mais proximo ao do 0sso quando comparados com 0s metais, nao
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interferem em exames por imagem e, a medida que sdo reabsorvidos, as forcas
mecanicas sdo compartilhadas, progressivamente, entre 0sso e implante (An et al., 2000;
Vaccaro et al., 2003). Outra possivel utilizacdo desses implantes reabsorviveis sdo 0s
sistemas de liberacdo lenta de medicamentos, com implantes contendo antibacterianos
contra osteomielite (An et al., 2000). Em alguns procedimentos na medicina do esporte,
ndo existe a necessidade de implantes de grande resisténcia mecéanica ou sdo até contra-
indicados, abrindo caminho para utilizacdo dos implantes biodegradaveis (Weiler et al.,
2000).

Existem disponiveis no mercado internacional, implantes ortopédicos
biodegradaveis fabricados por diferentes processamentos e diversas proporc¢des de acido
polilactico (PLA) e &cido poliglicdlico (PGA). Esses materiais foram testados como
espacadores em cirurgias da coluna vertebral e na fixacdo de fraturas cranio-faciais
(Vaccaro et al., 2003; Pereira et al., 2005). Contudo, suas limitacdes encontram-se no
alto custo e na baixa resisténcia mecanica, reservando o uso em locais ndo submetidos a
grandes cargas, sendo considerados sistemas de fixacdo interna semi-rigida. Alguns
trabalhos relatam problemas na degradacdo, com ocorréncia de inflamacéo asséptica e
ostedlise associadas aos debris produzidos durante a degradacdo, e problemas de
instabilidade na interface desses implantes com o tecido 6sseo, ndo ocorrendo
osseointegracdo, mas sim a formacdo de tecido fibroso circundante que pode evoluir
para encapsulamento fibrético hipertréfico (Hench, 2000; Yerit et al., 2005; Lima Janior
et al., 2006; Russias et al., 2006; Rasse et al., 2007).

3. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita natural, representada pela formula Ca;o(PO4)s(OH),, é 0o
principal constituinte da parte mineral da matriz 6ssea. E uma cerdmica que pode ser
obtida de fonte natural ou sinteticamente (Cobb et al., 1990; Holden e Bernard et al.,
1990; Knowles et al., 1992; Borges et al, 2000; Boskey e Myers, 2004).

Atualmente, a hidroxiapatita tem como principal indicacdo clinica o
preenchimento de defeitos dsseos, auxiliando a regeneracdo em diversos locais como
nos seios maxilares, nas diafises de 0ssos longos, na borda do osso alveolar e como
adjuvante em artrodeses (Brandao et al., 2002; Dérea Neto et al., 2004; Ajdukovic et al.,
2005; Mangano et al., 2006; Scarano et al., 2006; Vital et al., 2006).
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A hidroxiapatita (HA) sintética € um material biocompativel, bioativo e
osseocondutor, ou seja, tem a capacidade de servir como suporte para o crescimento de
novo 0sso, dentro de seus poros, a partir das margens de um defeito (Cobb et al., 1990;
Holden e Bernard et al., 1990; Knowles et al., 1992; Ayers et al., 1998; Kienapfel et al.,
1999; Borges et al., 2000; Galego et al., 2000; Eid et al., 2001; Tampieri et al., 2001,
Boer et al., 2003; Ilan e Ladd, 2003; Duarte et al., 2006; Imaizumi et al., 2006; Scarano
et al., 2006; Resende et al., 2006; Vital et al., 2006). A HA ndo apresenta a propriedade
de osteoinducéo (Borges et al, 2000; Conz et al., 2005; Carlo et al., 2006 b).

A maioria dos materiais sintéticos sdo geralmente isolados por tecido conjuntivo
fibroso quando implantados no organismo, diferentemente dos bioativos, que formam
ligacdo fisico-quimica com o tecido d6sseo. Diversos estudos demonstraram a ligacéo
direta da HA com o tecido 6sseo, sem interposi¢do de tecido conjuntivo fibroso. Foi
observado que, ao entrar em contato com fluidos corpéreos como o plasma sanglineo, o
meio em torno da HA se torna &cido, como ocorre nas lesGes cirurgicas proprias do
processo de implantacdo, permanecendo sua superficie carregada negativamente, devido
a grupos OH e PO™,. Esses grupos combinam, seletivamente, com o Ca*?, carregado
positivamente, formando fosfato de célcio. A medida que o célcio acumula, a superficie
comega a se tornar positiva, atraindo dos fluidos corporais, ions fosfato carregados
negativamente. Essa camada é instavel e transiente e se transforma em camada de
apatita carbonatada, que foi demonstrada por Fujibayashi et al. (2003) por meio da
microscopia eletrénica de varredura. Esta camada € responsavel pela bioatividade da
HA e alguns estudos demonstraram que 0s nanocristais de apatita muito semelhantes a
fase mineral da matriz 6ssea, que fornecem um ambiente para células precursoras
migrarem, fixarem e diferenciar-se em osteoblastos, produtores de novo 0sso. Esses
nanocristais também se associam as fibras colagenas da matriz organica produzida pelos
osteoblastos e, o recrutamento dessas celulas precursoras leva a formacdo de tecido
0sseo. Acredita-se que o plasma sanguineo, primeira fase organica com a qual a HA
entra em contato ao ser implantada, inicie as trocas iénicas com sua superficie. Portanto,
pode-se considerar que a interface HA-tecido 6sseo é um produto da combinacéo de
interacfes quimicas, bioldgicas e fisiologicas (MacNeill et al., 1999; Rohanizadeh et al.,
1999; Borges et al., 2000; Hench, 2000; Kawachi et al., 2000; Kim, 2003; Kokubo et
al., 2003).

Diversos estudos enfatizam que a formacgdo da camada de apatita na superficie
das ceramicas é o pré-requisito para a bioatividade in vivo (Fujibayashi et al., 2003;
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Kim, 2003). Apdés a implantacio da HA, a seqliéncia de eventos passa pela
neovascularizagdo, diferenciacdo de células osteoprogenitoras, formacao de novo 0sso e
remodelamento ésseo (Walsh et al., 2003).

A semelhanca da HA com a matriz ¢ssea inorganica é quimica, fisica e estrutural
(Oliveira, 2005; Wang et al., 2005). Sua estrutura apresenta poros que funcionam como
suporte para a migracao e deposicao de células osteogénicas, permitindo a formacéo de
novo 0sso. O contato estabelecido com o tecido 6sseo se forma entre 0s granulos e no
interior dos poros presentes em sua estrutura, dessa forma, a HA é incorporada ao tecido
0sseo em formacéo (Borges et al., 2000; Galego et al, 2000; Tampieri et al., 2001; Boer
et al., 2003; Woodard et al., 2007). Acredita-se que o tamanho ideal dos poros para
permitir a migracdo de células osteoprogenitoras esteja entre 150 e 500 um (Tampieri et
al., 2001; llan e Ladd, 2003).

A HA pode ser reabsorvivel, se for sinterizada durante seu processamento, ou
ndo reabsorvivel, se for calcinada (Fujita et al, 2003). A forma de degradacdo da
hidroxiapatita € mais uma de suas vantagens. Envolve um processo correspondente a
degradacdo natural do tecido 6sseo, por osteoclastos, sugerindo a possibilidade de
completa degradacdo durante o remodelamento normal do o0sso, o que seria ideal
(Borges et al., 2000; Rumpel et al., 2006). Foi observado que ocorre mais rapidamente
quando em contato com 0sso trabecular e medula 6ssea do que com 0 0sso cortical
(Imaizumi et al., 2006).

A HA possui coesdo nem resisténcia mecanica suficientes para ser usada na
fabricacdo de implantes (Boeree et al., 1993). Trata-se de um material rigido, com baixa
elasticidade, o que a torna frégil, limitando sua utilizacdo em locais que requeiram
sustentacdo de peso (Shishatskaya et al., 2006). Além disso, a migracdo de particulas
para fora do defeito 6sseo é um problema comum (Borges et al., 2000; Saba-Chuijfi et
al., 2002; Rupprecht et al., 2003).

Para minimizar ou até eliminar os problemas gerados pelas deficientes
propriedades mecanicas da HA, ou seja, reduzir sua rigidez, aumentar sua elasticidade e
promover a coesdo entre as particulas, uma das abordagens mais estudadas é sua

associacao a polimeros (Shishatskaya et al., 2006).
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4. Polihidroxibutirato

O polihidroxibutirato (PHB) é um polimero (Fig. 1) natural biodegradavel, ndo-
toxico e biocompativel pertencente ao grupo dos polihidroxialcalonatos (PHAS). Trata-
se de um poliéster sintetizado por diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas de
pelo menos 75 géneros diferentes (Shishatskaya et al., 2002; Reddy et al., 2003;
Shishatskaya et al., 2004; Chen e Wu, 2005; Ray e Bousmina, 2005). O PHB é o PHA
melhor caracterizado até o momento (Reddy et al., 2003; Volova et al.,, 2003;
Shishatskaya et al., 2004; Chen e Wu, 2005; Oliveira, 2005; Ray e Bousmina, 2005).
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Figura 1. Férmula estrutural do monémero do polihidroxibutirato.

Os PHAs tém sido testados como matéria-prima em diversas areas, desde a
fabricacdo de embalagens para produtos agricolas e de higiene, passando por brinquedos
e material escolar, até serem empregados na area médico-farmacéutica na fabricacéo de
fios de sutura, préteses, membranas para regeneracdo tecidual guiada, matriz para
cultura celular, capsulas e sistemas de carreamento de drogas (Boeree et al., 1993;
Kostopoulos e Karring, 1994; Shishatskaya et al., 2002; Oliveira, 2005; Ray e
Bousmina, 2005; Liu e Wang, 2006).

Suas caracteristicas mais importantes para utilizacdo com biomaterial sdo a
biocompatibilidade, sua lenta biodegradacdo e as Otimas propriedades mecénicas
(Knowles et al., 1992; Boeree et al., 1993; Galego et al., 2000). Estudos demonstraram
que a resisténcia a compressdo do PHB € muito semelhante & do osso humano,
sugerindo estudos voltados para sua utilizagdo em ortopedia (Duarte et al., 2004).

Volova et al. (2003) e Shishatskaya et al. (2004) estudaram em ratos fio de
sutura de polihidroxibutirato, analisando parametros bioquimicos sanglineos,
metabolismo proteico, fungdes renal e hepatica e histologicamente, os linfonodos e o

tecido ao redor do implante. Eles demonstraram que o polimero ndo produz efeitos
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adversos nos tecidos e no organismo como um todo e mantém sua forca mecanica até a
cicatrizacdo do tecido. Consideraram a reacdo inflamatéria, observada por outros
pesquisadores, uma consequiéncia da falta de pureza de alguns PHAs comercialmente
disponiveis, ndo preparados com a pureza necessaria a utilizagdo medica.

Além de biocompativel, o PHB demonstrou 6tima osseointegracdo (Knowles et
al., 1992; Boeree et al., 1993; Shishatslaya et al., 2002). Doyle et al. (1991) analisando o
PHB, implantado em defeitos no céndilo femoral de coelhos observaram média de 90%
de aposicao direta entre tecido 0sseo e este polimero ap6s implantacdo por seis meses.
A topografia da superficie do implante afetou a osseointegracdo, uma vez que
superficies rugosas como pode ser a do PHB proporcionam um espaco adequado para
fixacdo dos osteoblastos, fornecendo locais para ancoragem dos filopddios (projecoes
citoplasmaticas) e exercendo influéncia na adsorcdo de proteinas séricas (Wang et al.,
2004). O sucesso da implantacdo de compdsitos depende de suas propriedades de
superficie, resisténcia mecéanica, cristalinidade, porosidade e também do estado do 0sso
receptor e das condicOes de fixacdo e estabilizacdo do compdsito (Shishatskaya et al.,
2006).

Quando implantado num organismo PHB ¢é biodegradavel e pode ser absorvido
(Liu e Wang, 2006). Acredita-se que o PHB degrade em estagios in vivo iniciando por
quebra hidrolitica ndo-especifica das ligacOes ésteres. Isso resulta na formacédo de D,L-
R-hidroxibutirato (HB), normalmente presente no sangue e tecidos, convertido a
acetoacetato. Este entra no ciclo do acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) e € excretado
na forma de CO; e H,O (An et al., 2000; Weiler et al., 2000; Volova et al., 2003).
Estudo recente, in vitro, relata que o HB né&o interferiu na progresséo do ciclo celular e
mais, ainda inibiu a morte celular apoptdtica e necrética (Cheng et al., 2006).

A taxa de biodegradacdo de um polimero depende de fatores relacionados ao
implante como seu tamanho, o tipo de polimero, seu peso molecular, a fase do material
(amorfa ou cristalina), a presenca de aditivos e impurezas e do mecanismo de
degradacéo. Também depende de fatores relacionados ao individuo receptor, como local
de implantagdo, o estresse mecénico transmitido ao implante e a idade, podendo levar
meses ou anos para se completar (Luklinska et al., 1997; Shishatskaya et al., 2004).

A taxa de degradacdo de implantes 0sseos € fator de extrema importancia visto
que alguns polimeros podem perder sua resisténcia mecanica muito antes de atingida
adequada consolidacdo ou antes do preenchimento adequado do defeito 6sseo (An et al.,
2000). Os PHAs tém uma taxa de degradacdo mais lenta do que outros polimeros como
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acido poliglicélico, por exemplo, podendo ser usados para restauracdo de grandes
defeitos 6sseos que demandam maior tempo (Shishatskaya et al, 2006). Além disso, o
PHB degrada gradual e lentamente em meio bioldgico, retendo sua for¢a mecéanica por
longo periodo (Reddy et al., 2003; Shishatskaya et al., 2004). As informacdes sobre taxa
de degradacdo do PHB ndo sdo uniformes, o que pode ser explicado por diferentes
ambientes de implantacdo e nas diferentes formas e tamanhos dos implantes utilizados
(Pouton e Akhatar, 1996).

Esse polimero ja é conhecido e estudado nos EUA e Europa, onde seu custo de
producdo é alto (Doyle et al., 1991). Pesquisadores brasileiros conseguiram reduzir
consideravelmente o custo de producdo do PHB, em funcdo da diferenca entre o cultivo
da cana-de-agUcar, matéria-prima utilizada em nosso pais, quando comparado com
cultivo do milho e da beterraba utilizados em outros paises (Oliveira, 2005).

A producdo do PHB se baseia na conversdao microbioldgica por bactérias que
consomem a sacarose e transformam parte dela em poliésteres armazenados em
granulos intracelulares. As bactérias sdo cultivadas em fermentadores até que atinjam
uma quantidade suficiente e entdo sua alimentacdo é desequilibrada pela adicédo
exagerada de acuUcar. Isso faz com que as bactérias acumulem o polimero em seu
citoplasma e, em seguida, basta romper sua membrana celular para purificar a resina dai
extraida, podendo-se obter de algumas bactérias até 70% de seu peso seco de PHB
(Reddy et al., 2003; Chen e Wu, 2005).

Esses polimeros podem ter inumeras aplicacGes. Nas artrodeses, um substituto
com boa resisténcia mecanica e osteocondutividade forneceria a estabilidade e o
arcabouco para crescimento de novo 0sso necessario para o sucesso da cirurgia (Chen e
Wu, 2005).

Muitas questbes essenciais sobre os polihidroxialcalonatos ainda necessitam ser
resolvidas, como por exemplo, 0 seu processamento associando-0s a materiais bioativos
e a farmacos e 0 uso como base para cultura de células osteogénicas. A regeneracdo de
tecido 6sseo em contato com compositos em processo de biodegradacdo é um processo

complexo que ainda necessita de estudos aprofundados (Shishatskaya et al., 2006).

5. Composito de hidroxiapatita e polihidroxibutirato (HA+PHB)

O proposito da associacdo de uma cerdmica com um polimero € unir a excelente

bioatividade da primeira, que ndo possui coesdo e resisténcia adequados, com as
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propriedades mecanicas do Ultimo, como resisténcia e elasticidade, muito semelhantes
as do osso cortical, mas que ndo possui a excelente bioatividade em relagdo ao tecido
6sseo (Doyle et al., 1991; Knowles et al., 1992; Boeree et al., 1993; Galego et al., 2000;
Hench, 2000; Shishatskaya et al., 2005).

Oliveira (2005) e Wang et al. (2005) demonstraram que a HA e o PHB séo
sinergicamente compativeis, com grande afinidade entre as fases e boa adesdo deste
polimero aos grupamentos de HA, e concluiram que o PHB ¢é eficiente como matriz
para esta ceramica.

Estudos in vitro demonstraram que a associacdo HA e PHB ndo é citotdxica, ndo
é imunogénica e é biocompativel (Doyle et al., 1991; Knowles et al., 1992; Shamshuria
et al., 2004; Wang et al., 2004; Shishatskaya et al., 2006).

O composito HA+PHB é mais bioativo do que o PHB puro (Luklinska e
Bonfield, 1997; Wang et al., 2001; Ni e Wang, 2002). A introducdo da HA na matriz de
PHB melhorou a bioatividade do PHB, demonstrada por melhores respostas de
osteoblastos, podendo ser o resultado de alteragdes na morfologia e quimica de
superficie (Wang et al., 2005). Estudos in vitro demonstraram a formacdo da camada de
apatita carbonatada sobre a superficie do composito HA+PHB, quando a quantidade
desses cristais foi diretamente proporcional as diferentes porcentagens de hidroxiapatita
presentes nos compositos (Ni e Wang, 2002). Guerra Neto et al. (2005) estudaram in
vitro um composito associando PHB ao biovidro e também observaram a formacéo da
camada de apatita. Shishatskaya et al. (2006) observaram maior proliferacdo de
osteoblastos em compositos contendo HA associada ao PHB do que apenas o PHB,
aparentemente devido a maior facilidade para adesdo das células a superficie mais
hidrofilica dos compdsitos. Sabe-se que a adesdo celular € geralmente melhorada em
superficies rugosas e hidrofilicas (Anselme, 2000).

A associacdo HA+PHB possui propriedades mecanicas muito semelhantes as do
0ss0, principalmente quando se trata de forgas de compressédo, sendo compativel com o
uso como enxerto em areas de tensdo (Doyle et al., 1991; Boeree et al., 1993; Luklinska
e Bonfield 1997; Ni e Wang, 2002; Guerra Neto et al., 2005). Boeree et al. (1993)
observaram no teste de compressdo que os compdsitos com maiores proporgoes de HA
(40 e 50%) apresentaram mais fratura e ao término do teste se fragmentaram
completamente, 0 que ndo ocorreu com compositos contendo menores proporgdes de
HA (10 e 20%). Essa observacdo é particularmente importante para utilizagdo deste

compdsito na fabricacdo de implantes e para preenchimento de defeitos em locais
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submetidos a grandes cargas mecanicas. A resisténcia a tracdo também é inversamente
proporcional ao conteido de HA. Resultados semelhantes em testes mecénicos foram
obtidos por Doyle et al. (1991).

Luklinska e Bonfield (1997) demonstraram que o mecanismo de interacdo entre
composito de HA+PHB e tecido 0sseo ocorre pela degradacdo da matriz de PHB na
regido de contato com o tecido 6sseo, onde se formam novos cristais de HA associados
aos cristais ja presentes. Osteoblastos penetram nos poros do compdsito, se aderem e
proliferam, produzindo matriz 6ssea. A medida que o material é biodegradado, novos
poros sdo formados na matriz do composito, novos osteoblastos irdo aderir, e assim,
gradualmente, ocorre a substituicdo por tecido 6sseo (Shishatskaya et al., 2006).

Né&o seria dificil pensar que esses resultados seriam obtidos associando a HA
com qualquer polimero, mas pequenas mudangas na composicdo sdo suficientes para
gerar grandes alteracdes nas caracteristicas do composito (Doyle et al., 1991). Doyle et
al. (1991) demonstraram que a associacdo HA+ PHB é muito superior em promover o
crescimento de novo 0sso do que a associacdo da HA com outros polimeros como o
polipropileno.

Diversos autores sugerem a utilizacdo deste compdsito como substituto para
enxertos autodgenos, incluindo a preparacdo de modelos cortico-trabeculares para
reconstrucdo 6ssea (Ito et al., 2005; Imaizumi et al., 2006; Shishatskaya et al., 2006).
Essa alternativa surge com a possibilidade de fabricacdo de implantes em tamanhos e
formas apropriados dependendo da necessidade, onde a estabilidade e a resisténcia
proporcionadas seriam melhores e ainda continuariam a melhorar & medida que o

compdsito fosse integrado ao 0sso e substituido por ele (Boeree et al, 1993).
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MATERIAL E METODOS

A metodologia deste trabalho utilizando animais experimentais foi analisada
pela Comissdo de Etica do DVT / UFV, tendo sido aprovada em 01/03/2007 e
protocolada como processo n.° 37 / 2007.

Para este projeto foram utilizados 30 coelhos da ragca Nova Zelandia,
esqueleticamente maduros a confirmacdo radiografica, com idade de sete meses e
pesando entre 3 e 3,5 kg. Essa espécie é considerada padrdo para estudos in vivo de
biocompatibilidade, e apresenta taxas de formacdo e remodelamento 6sseos cerca de 3 a
4 vezes maiores do que na espécie humana (An et al., 2000; Kudo et al., 2001). Os
animais tiveram um periodo minimo de um més para aclimatacdo ao novo ambiente,
foram alojados em gaiolas individuais recebendo no dia de chegada ivermectina® na
dose de 0,4 mg/kg pela via subcutanea e racdo fornecida duas vezes ao dia e dgua ad
libitum.

Previamente & cirurgia, os animais receberam 40.000 Ul/kg de penicilina G2 pela
via intramuscular, foram sedados com levomepromazina® na dose de 2 mg/kg e
anestesiados com associacdo de tiletamina-zolazepam® na dose de 30mg/kg, ambos pela
via intramuscular. A regido de ambos os membros torécicos, estendendo-se desde a
regido proximal da diafise do Umero até o carpo, foram tricotomizadas e a antissepsia
pré-operatoria foi feita de acordo com as normas do DVT-UFV. Em seguida, realizou-se
bloqueio anestésico do plexo braquial com 1,5 ml de lidocaina®, em cada membro.

Foi realizada incisdo curva de pele de aproximadamente 3 cm de comprimento
na superficie lateral da articulacdo umerorradioulnar. Foi realizada incisdo na fascia do
musculo triceps braquial permitindo assim afastar parte do ventre da cabeca lateral do
masculo triceps braquial e do tenddo do masculo triceps braquial em diregdo proximal
ao olécrano, liberando parte da insercéo lateral do tenddo com uma lamina de bisturi.
Em seguida, uma incisdo uma inciséo reta de aproximadamente 3 cm de comprimento
foi realizada na bolsa tricipital, expondo, assim, a superficie lateral do olécrano. Uma

falha 6ssea circular foi realizada na cortical lateral do olécrano, com o auxilio de uma
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broca trefina® de 4 mm de diametro acoplada a uma perfuratriz elétrica (Fig. 2A).
Durante a perfuracdo, o local foi irrigado com solucédo fisiologica estéril para evitar
aquecimento.

Os compositos foram fabricados com uma mistura dos biomateriais absorviveis
hidroxiapatita sintética’ e polihidroxibutirato (PHB), em 3 diferentes proporgées. O
composito um foi confeccionado com 10% de HA e 90% de PHB, o compdsito dois
com 25% de HA e 75 % de PHB e o compdsito trés com 50% de HA e 50% de PHB. Os
compositos foram fornecidos em formato retangular de aproximadamente 15 mm de
comprimento por 6 mm de largura. Para adequar o tamanho e formato dos compdsitos
ao defeito, os blocos foram cortados com uma broca trefina® de 4 mm de didmetro
acoplada a uma perfuratriz elétrica, com irrigacdo constante com solucdo fisioldgica
estéril.

Os 30 coelhos foram divididos aleatoriamente em dois grupos sendo o primeiro
0 grupo controle, com 12 animais e 0 segundo, o grupo tratado com 18 animais. Os
animais do grupo controle (C) ndo receberam qualquer forma de tratamento, ou seja, 0
defeito foi preenchido pelo coagulo que se forma normalmente. Esses animais tiveram
ambos 0s membros operados, sem 0 preenchimento com composito. Ambos o0s
membros dos animais do grupo tratado foram operados, mas cada membro recebeu um
compdésito de concentracdo diferente (Tab. 1), portanto, o grupo tratado foi subdivido
em trés grupos. Os membros do grupo tratado 1 receberam o composito 1 dentro do
defeito provocado experimentalmente na ulna (Fig. 2B). O mesmo foi realizado para 0s
grupos tratados 2 e 3, onde 0s membros receberam os compdsitos 2 e 3,
respectivamente.

A bolsa tricipital, tenddo do mdsculo triceps braquial e parte da cabeca lateral do
musculo triceps braquial foram aproximados em um s6 plano com sutura em padrao
simples continuo e em seguida a pele com pontos separados, ambos utilizando fio néo-
absorvivel de nailon®. Imediatamente ap6s a cirurgia foram realizadas radiografias de
cada membro nas posi¢cdes mediolateral com a articulacdo umerorradioulnar flexionada
em aproximadamente 90° e tangencial ao olécrano. Nesta Gltima radiografia, o animal
foi posicional em decubito dorsal com o Umero paralelo & mesa e a articulagéo

umerorradioulnar em total flexao.
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Tabela 1. Distribuicdo dos compositos contendo 10% de HA
e 90% de PHB (grupo 1), 25% de HA e 75% de PHB (grupo
2) e 50% de HA e 50% de PHB (grupo3) nos membros por

animal.

Animais Membro Direito Membro Esquerdo
1 composito 1 ( grupol) compdsito 2 (grupo 2)
2 compdsito 1 (grupo 1) composito 3 (grupo 3)
3 composito 2 (grupo 2)  compaésito 3 (grupo 3)
4 composito 2 (grupo 2)  compdésito 1 (grupo 1)
5 compdsito 3 (grupo 3) composito 1 (grupo 1)
6 composito 3 (grupo 3)  compadsito 2 (grupo 2)
7 controle controle
8 controle controle
9 controle controle
10 controle controle

Obs.: essa tabela mostra a subdivisdo para 10 animais apenas, 0 mesmo foi
realizado para os outros 20 animais.

Figura 2. Procedimento cirdrgico para realizacdo do defeito experimental na
ulna de coelho. A- Realizagdo do defeito na cortical lateral do olécrano com
broca trefina acoplada a perfuratriz elétrica sob irrigacdo com solucédo salina.
B- Compdsito 1 (seta) dentro do defeito.

Os cuidados pds-operatorios incluiram, em todos os animais, a administracdo de
2 mg/kg de morfina'® no pés-operatério imediato pela via subcutanea e 40.000 Ul/kg de
penicilina' pela via intramuscular a cada 24 horas por dois dias. Os animais foram
avaliados diariamente nos primeiros oito dias e depois aos 45 e 90 dias.

Cada membro foi avaliado quanto a claudicagdo, de acordo com o apoio da
extremidade do membro com os escores: 0-sem claudicacéo; 1-apoio com claudicacgéo;

2-auséncia completa de apoio. A ferida cirurgica foi avaliada quanto a presenca de

19 Dimorf®- Cristalia do Brasil. Sao Paulo- SP, Br.
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reacdo inflamatoria, deiscéncia e infeccdo. Para avaliar a reacdo inflamatdria os
parametros analisados foram o edema, avaliado quantitativamente pela mensuracéo da
circunferéncia do membro no local da ferida cirtrgica, e a sensibilidade dolorosa,
avaliada pela reacdo do animal ao toque da ferida cirtrgica e flexdo e extensdo da
articulacdo umerorradioulnar, atribuindo-se os escores: 0-quando ndo existiu qualquer
manifestacdo do animal; 1-retragdo do membro sem outra manifestacdo; 2-retragédo do
membro associada a vocalizagdo ou tentativa de fuga. A deiscéncia de sutura foi
avaliada em presente ou ausente assim como a infeccdo da ferida cirurgica, observada
pela presenca de secrecdo purulenta proveniente do local.

A avaliacdo estatistica para as variaveis infeccdo, claudicacdo, dor e deiscéncia
consistiu na comparagdo entre os dias um, quatro e oito dentro de cada grupo para
avaliar a evolucdo do parametro com o passar do tempo e na comparacdao entre 0s
grupos em cada um desses dias. Utilizou-se teste estatistico de Kruskal-Wallis com
p<0,05. A variavel edema foi avaliada como evolucdo de um mesmo animal utilizando
0 teste de Wilcoxon para amostras ndo independentes jA que o importante ndo era o
valor da circunferéncia do membro mas sim a diferenca de valores de um dia para o
seguinte. Comparou-se as medidas pré-cirdrgicas e os dias um, quatro e oito apds a
cirurgia, com p<0,05.

Quatro animais de cada grupo foram eutanasiados com sobredose anestésica’
em cada um dos dias oito, 45 e 90 apds a cirurgia quando foram realizadas duas
radiografias de cada membro, novamente nas posicdes mediolateral e tangencial ao
olécrano. A técnica radiogréfica foi padronizada em todos 0os momentos para a distancia
de um metro do aparelho ao filme, 40 quilovolts e 0,04 segundos de tempo de
exposicdo. Foram coletadas desses animais duas amostras para processamento
histoldgico, uma do olécrano direito e a outra do esquerdo, contendo o defeito, nesses
mesmos dias.

As radiografias foram analisadas observando a radiopacidade do defeito em
comparagdo com a do o0sso normal. Foram confeccionados esquemas em folhas
transparentes que foram sobrepostos as radiografias permitindo melhor defini¢do dos
locais de radiopacidade semelhante ao osso vizinho (Fig. 3). Esses esquemas tiveram
como resultado a definicdo de quatro quadrantes, permitindo uma melhor analise da

radiopacidade de cada quadrante caracterizada em menor, semelhante ou maior do que a

12 Tiopental® - Cristélia. Itapira- SP, Br.
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do osso vizinho. Ainda utilizando esses esquemas, observou-se as bordas do
defeito/compdsito, caracterizando se a margem de cada quadrante podia ser facilmente
delimitada ou ndo, ou seja, se o limite entre 0sso e composito podia ser bem distinguido.

tecido 0sseo
defeito ou compdsito

N
N

B

A

¢

Figura 3. Representacdo da analise radiografica. Esquema da radiografia
mediolateral (A), esquema da divisdo em quadrantes em transparéncia (B) e
sobreposicao para divisdo em quadrantes (C).

A radiografia mediolateral de cada membro obtida no p6s-operatério imediato
foi sobreposta a sua radiografia correspondente aos oito, 45 ou 90 dias, para analisar o
tamanho do defeito, observando se existiu contato entre 0 0sso e 0 composito. As
radiografias tangenciais ao olécrano foram utilizadas para observacdo de reacdo
periosteal.

Radiografias seqlienciais durante o periodo estudado ndo foram realizadas para
evitar a freqlente necessidade de sedacdo dos animais e morte por estresse a
manipulacdo.

Os fragmentos dos olécranos coletados em cada dia foram fixados em formol
10% tamponado por um tempo médio de trés dias. Apds esse periodo os fragmentos
foram descalcificados em acido férmico a 10% tamponado com citrato de sédio para pH
4,5 sob vacuo moderado por aproximadamente 20 dias e seccionados no sentido
transversal ao eixo longo da ulna, no centro do defeito (Fig. 4) para se obter a superficie
de analise. Apos a descalcificacdo, foram lavados em agua corrente e entdo desidratados
em alcoois etilicos a 70, 80, 90 e 100% durante 24 horas em cada etapa e repetida a
100%. A sequir, foram diafanizados em dois banhos de xilol por 30 minutos cada e
embebidos em dois banhos de parafina em estufa a 58 °C por 30 minutos cada. Foram
obtidos cortes de cinco um de espessura, corados pelas técnicas da hematoxilina-eosina,

tricromico de Gomori e azul de toluidina, para posterior analise a microscopia de luz.
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Caudo-cranial

Lateral

Figura 4. Sentido de corte do fragmento do olécrano para obtengdo da superficie de
andlise. Vistas lateral e caudo-cranial do fragmento coletado da ulna. A vista caudo-
cranial demonstra as regifes anatdbmicas em relacdo ao defeito onde: T- regido
trabecular, L-regido lateral, P- regido proximal e D- regido distal. Estas Ultimas (P e D)

sdo as regides ao redor do compasito.

O material foi analisado qualitativa e quantitativamente. Qualitativamente,
foram caracterizados os tecidos e células presentes em toda a amostra.

A andlise quantitativa, ou seja, histomorfometria, foi realizada para avaliar a
presenca de osteoclastos na regido de tecido dsseo em todos 0s grupos. Apenas nos
grupos tratados foram avaliados também gquantitativamente o tecido predominante na
interface com o composito, a proporcao entre os tecidos formados no defeito como um
todo, ou seja, na regido trabecular e a proporcao entre os tecidos formados no interior do
compdsito.

O ndmero de osteoclastos presentes em 10 campos por amostra foi contado em
aumento de 200X nos grupos tratados e controle. Utilizando o teste estatistico de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s, analisou-se a
diferenca entre os grupos a cada dia e a diferenca entre os dias de um mesmo grupo,
com p<0,05.

Com auxilio de ocular graduada com 18 colunas e 12 linhas correspondendo a
216 pontos equidistantes de intersecdo, foram quantificados percentualmente as
estruturas composito, tecido 6sseo, tecidos moles e medula 6ssea, em aumento de 40x,
somente nos grupos tratados. A grade foi posicionada de forma que as trés primeiras
linhas estivessem completamente sobre o compdsito e a quarta linha sobre os tecidos,
apenas na regido trabecular, ndo incluindo as regibes proximal e distal ao defeito,

devido a variabilidade na conservagédo da area mais superficial da mesma. Essa analise



32

permitiu a obtencdo de dados para verificar se existiu diferenca entre a porcentagem de
tecido dsseo formado dentro do defeito em relagdo a porcentagem de tecidos moles em
cada dia, utilizando o teste de Mann-Whitney com p<0,05. Também pode-se analisar se
existiu diferenca entre porcentagem de tecido Osseo formado entre 0s grupos
comparando cada dia assim como para a porcentagem de tecidos moles. Esse mesmo
tipo de comparacdo, para tecido 6sseo e tecidos moles, foi realizada para verificar se
existiu diferenga na formacdo de cada tecido entre os dias num mesmo grupo. Para essas
comparagbes entre os grupos e dias foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
complementado pelo procedimento de compara¢des multiplas de Tukey ou Dunn’s com
p< 0,05.

Realizou-se a caracterizacdo dos tecidos presentes na interface com o
composito, permitindo a obtencdo do percentual de tecido 6sseo, medula 6ssea e tecidos
moles. Com uma grade contendo 33 linhas verticais e 25 linhas horizontais, foram
contados apenas o primeiro ponto de intersecdo imediatamente apds o compdsito em
cada linha em aumento de 100X. Esses dados permitiram analisar as diferencas na
relacdo entre tecidos 6sseo e moles em cada dia em cada grupo e a diferenca para cada
tecido entre os grupos. Os mesmos testes estatisticos citados no paragrafo anterior
foram utilizados para essas comparagdes.

Para analisar a formacdo de tecidos dentro do compdsito foi utilizada uma grade
contendo 100 pontos equidistantes, sobreposta somente no interior do compdsito em
cinco campos por amostra em aumento de 100X. A comparacdo entre os dados seguiu

da mesma forma como na analise da formacéao de tecidos na borda inferior do defeito.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Trans-operatério

O composito um, contendo 10% de HA, se mostrou mais resistente ao corte e
manipulacdo do que os compdsitos dois e trés. O composito trés (50% de HA) se
mostrou fragil, se quebrando algumas vezes, dificultando seu corte para adequagdo ao
formato do defeito, o que pode limitar sua utilizacdo para a fabricacdo de parafusos e
placas. Esta observacédo esta de acordo com os achados de Doyle et al. (1991) e Boeree
et al. (1993) que observaram que os valores de resisténcia a tragdo e compressdo eram
inversamente proporcionais a porcentagem de HA dos compdsitos.

Observou-se uma distancia de aproximadamente um milimetro entre a margem
do defeito e 0 composito a implantacdo dos compositos no defeito, que no momento da
cirurgia foi preenchida por coagulo. Essa diferenca ocorreu devido a utilizacdo da
mesma broca para fazer o defeito no 0sso e o corte do compdsito, resultando na retirada
do didmetro externo da broca, ao corte do 0sso e, do didmetro interno da broca, ao corte

dos compositos. Essa distancia corresponde a espessura da broca.

2. Exame Clinico

Para analise dos parametros clinicos é necessario ressaltar que os dados
apresentados sdo de 12 membros por grupo, correspondendo a quatro animais
necessarios a cada dia de exame histologico (8, 45 e 90 dias). Do total de 30 animais, 18
pertenceram aos grupos tratados, perfazendo 36 membros operados, 12 em cada grupo
um, dois e trés. Os 12 animais restantes constituiram o grupo controle, com ambos os
membros operados com a finalidade de eliminar interferéncias nos dados clinicos,
particularmente na claudicacdo. Desses animais, apenas as variaveis de um membro,
escolhidas aleatoriamente, foram utilizadas para analise.

Como pode ser observado na tabela 2, nenhuma das variaveis se apresentou em
mais do que quatro membros por grupo, ou seja, 33% deles. Sdo demonstrados dois
valores, o primeiro deles referente ao nimero de membros que apresentaram o
parametro analisado e o segundo o numero de dias nos quais o parametro foi
apresentado. Exemplificando, enquanto na analise por membro observa-se a existéncia

de dor grau 1 em um membro de um total de 12 do grupo um, analisando o nimero de
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dias observa-se que, de um total de 96 observacdes (8 observacdes para cada um dos 12
membros), esse parametro foi observado em apenas um dia, uma anélise mais precisa

para os variaveis dor e claudicacéo.

Tabela 2. Resultado da andlise dos pardmetros clinicos de acordo com o nimero de
membros afetados e numero de manifestacdes durante o periodo de exames, apés a
realizacdo de defeitos 0sseos experimentais na ulna de coelhos e implantacdo ou ndo
(grupo controle — C) de compositos contendo 10% de HA e 90% de PHB (grupo 1),
25% de HA e 75% de PHB (grupo 2) e 50% de HA e 50% de PHB (grupo3).

DOR CLAUDICACAO DEISCENCIA INFECCAO

n° de n° n° de n° de n° de n° n° de n°

membros de membros dias membros de membros de
dias dias dias

C 3 8 2 4 1 7 0 0

1 1 1 0 0 3 7 0 0

2 3 12 3a 8b 4 13 1 4

3 3 7 2 3 1 3 0 0
Total de 12 96 12 96 12 96 12 96

observagoes
em cada
grupo

Variaveis dor e claudicacdo correspondem ao grau 1 com excecao dos valores assinalados por a
e b. Valor a corresponde a dois membros referentes ao grau 1 e um referente ao grau 2. Valor b
corresponde a cinco dias referentes ao grau 1 e trés dias referentes ao grau 2.

A dor foi observada em até trés membros por grupo (25%) ou em 12
observagdes (12,5%), todas classificadas em grau 1. Concentrou-se nos primeiros dias
apos a cirurgia, ocorrendo nos ultimos dias (seis, sete e oito) em quatro membros, dois
deles associados a deiscéncia (um grupo controle e um no grupo dois) e dois nédo
associados a outros parametros clinicos. Do grupo um, apenas um membro apresentou
dor grau 1 em apenas um dia de exame. Contudo, ndo foi observada diferenca
significante entre os grupos. A demonstragdo de dor pelo toque da ferida cirdrgica e
movimentacdo da articulagdo umerorradioulnar pode ter sido influenciada pela
proximidade do examinador para o exame clinico, necessaria para manipulacdo do
membro, inibindo ou alterando essa manifestacdo. Acredita-se que a claudicacdo seja
um pardmetro melhor para verificagdo da dor em coelhos, parametro esse analisado com
o animal em liberdade, sem manipulacéo direta durante o exame.

A claudicacdo se concentrou nos primeiros quatro dias apds a cirurgia em todos
0s grupos, predominantemente de grau 1. Este sinal clinico foi manifestado por no

maximo oito observacfes (8,3%) ou trés membros (25%), dados esses referentes ao
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grupo dois membro do grupo dois apresentou claudicacdo grau 2, associada a fratura na
regido do olécrano onde foi realizada a cirurgia, estando também associada a dor grau 1.
N&o foi observada diferenca significante entre os quatro grupos.

Deiscéncia foi observada em no méaximo quatro membros por grupo, se
concentrando nos ultimos dias de exame clinico, com excecdo de um membro do grupo
controle e um do grupo um. N&o existiu diferenga entre os grupos. E importante
salientar que deiscéncia ocorreu devido a interferéncia do animal em todos os casos com
excecdo do membro que apresentou infeccdo. Apesar da interferéncia do animal, a
regido peri-implante ndo sofreu influéncia, j& que a deiscéncia se limitou a sutura de
pele, ndo afetando o tecido subcutaneo ou fascia.

Infeccdo da ferida cirurgica foi observada em um membro do grupo dois estando
associada a dor grau 1 e deiscéncia. Nos outros grupos este parametro nao foi
observado, nao existindo diferenca entre 0s quatro grupos.

Ndo foram observadas diferencas significantes para as varidveis dor,
claudicacdo, deiscéncia e infeccdo entre os dias dentro de cada grupo, além da
comparagao entre os grupos ja citada. A semelhanca dos grupos tratados com o controle
indica que esses sinais clinicos ocorreram devido ao proprio ato cirdrgico e ndo devido
ao composito. Observacdes semelhantes foram realizadas por Borges et al. (2000) com
HA em tibia de cdes e Vital et al. (2006) com HA na ulna de coelhos. A semelhanca
entre 0s grupos tratados indica que o maior conteudo de PHB ndo interferiu nos
parametros clinicos.

Como esperado, nos quatro grupos existiram diferencas significantes entre os
valores pré-operatorios da circunferéncia do membro em relagdo aos valores do
primeiro dia, indicando a existéncia de edema no primeiro dia, possivelmente devido a
manipulacdo dos tecidos no ato cirurgico assim como sugerido por Pouton e Akhtar
(1996). Comparando-se os valores pre-operatorios com o quarto dia, existiu diferenca
significante nos grupos controle, dois e trés, o que ndo ocorreu no grupo dois
demonstrando que nos membros deste Ultimo grupo o edema nao era significativo nessa
data. A diferenca entre os valores pré-operatorios e aos oito dias ap0s a cirurgia nao foi
significante em nenhum dos grupos. Esses dados corroboram com a possibilidade dos
materiais serem biocompativeis.

Comparando a media da diferenca de circunferéncia entre os membros (Tab. 3)
observou-se que ndo existiu diferenca significante, indicando que a formacgéo de edema

néo foi diferente entre 0s grupos.
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Um animal do grupo controle aos 90 dias apresentou-se extremamente
emaciado, com porte e peso semelhantes aos que tinha aos sete meses de idade,
diferindo dos demais a eutanésia, entdo com 10 meses de idade, todos maiores e mais

pesados. Os dados desse animal foram desconsiderados em todas as analises.

Tabela 3. Médias e desvio padrdo das diferencas dos valores de
circunferéncia (cm) dos membros, ap6s a realizacdo de defeitos
0sseos experimentais na ulna de coelhos e implantagdo ou ndo
(grupo controle — C) de compositos contendo 10% de HA e 90% de
PHB (grupo 1), 25% de HA e 75% de PHB (grupo 2) e 50% de HA e
50% de PHB (grupo 3).

rupos 1 2 3 C
Dias

pré Xdial 09+05a 06+07a 06+04a 06+06 a
pré Xdia4 05+06 b 03+x05b 03+x08b 04%£050Db
pré Xdia8 03+0,7c 01+04c 05+08c 02%06 c

Letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem de forma significante pelo
teste de Kruskal-Wallis, com p<0,05.

3. Andlise radiografica

As radiografias obtidas no po6s-operatério imediato se caracterizaram no grupo
controle por radiopacidade do defeito menor do que a do 0sso vizinho em todos os
quadrantes, com bordas bem delimitadas e auséncia de reacdo periosteal (Fig. 5A).
Pode-se verificar nas radiografias do pos-operatorio imediato dos trés grupos tratados
que os compositos foram devidamente implantados no sitio receptor, sem migracéo, o
que também foi verificado nos exames clinicos. O compdsito um apresentou-se menos
radiopaco do que 0 0sso vizinho. Foi observado um halo menos radiopaco do que o
composito ao seu redor (Fig. 6B), correspondendo a distancia entre a parede do defeito e
0 composito, observada no trans-operatorio ocupada pelo coagulo sangiineo (Fig. 1B).
Sabe-se que os tecidos moles ndo sdo radiopacos devido a auséncia da matriz
calcificada (Sé et al., 2007). Esse mesmo halo radiotransparente foi observado ao redor
dos compadsitos dois e trés, contendo 25 e 50% de HA, respectivamente (Fig. 5C e 5D),

0s quais apresentavam radiopacidade semelhante a do o0sso vizinho, justificada pelo
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maior teor de HA que possui elementos com alto nimero atdmico em sua constituigéo,
portanto, mais radiopacos (Borges et al., 2000; Duarte et al., 2006).

Aos oito dias apos a cirurgia os defeitos de todos os grupos foram semelhantes
ao pos-operatdrio imediato, ou seja, sem diminuicdo de tamanho do defeito, alteragdes
na radiopacidade do defeito ou compdsitos e auséncia de reacéo periosteal (Fig. 6). Essa
semelhanca sugere a formacdo de tecido conjuntivo ou a formagéo de 0sso imaturo de
baixa densidade, etapas iniciais da reparacdo 6ssea, como sugerido por Yamamuro et al.
(1994), Borges et al. (2000) e Vital et al. (2006), o que era esperado nessa data.

A avaliacdo das radiografias do grupo controle aos 45 dias revelou reducédo no
tamanho do defeito, mas este ainda era evidente (Fig. 7A). A maioria dos quadrantes
apresentou radiopacidade menor do que a do 0sso vizinho (62,5%). Na maioria dos
membros as margens do defeito apresentaram-se bem delimitadas e regulares, com
apenas um quadrante de borda irregular, sugerindo reabsorcdo nesse local e possivel
crescimento de novo 0sso. Em defeitos de cinco mm de didmetro no cranio de coelhos
Klinge et al. (1992) observaram resultados semelhantes. Um animal apresentou todas as
margens do defeito bastante irregulares, ndo sendo possivel sua delimitacdo, sugerindo
uma regeneracao 0ssea mais adiantada, a despeito do mesmo tempo de observacdo em
relacdo aos outros animais. Esse achado sugere que, apesar de toda a padronizacao de
um experimento, existem condicdes individuais de cada animal alheias ao controle do
pesquisador, podendo gerar variagdes como esta.

Nas radiografias dos grupos tratados aos 45 dias o halo menos radiopaco do que
0 0sso vizinho ndo foi observado, os defeitos tinham diminuido de tamanho com
contato completo entre compositos e 0sso ao redor (Fig. 7B, 7C e 7D), sugerindo
crescimento de novo 0sso has bordas e osseointegracdo. A radiopacidade do compdsito
um variou de menor do que a do 0sso vizinho na maioria dos quadrantes para
semelhante ao 0sso vizinho para alguns, no mesmo membro. Nesse mesmo grupo nos
quadrantes onde a radiopacidade apresentou-se semelhante a do 0sso vizinho, as
margens do defeito ndo podiam ser delimitadas, também sugerindo osseointegracéo. Os
compositos dois e trés mantinham a radiopacidade semelhante a do 0sso vizinho. Em
um membro do grupo trés, o halo menos radiopaco ainda estava presente ao redor do
composito, porém, menor. As margens dos defeitos nos grupos dois e trés apresentaram-
se facilmente delimitadas e ndo possivel de se delimitar no mesmo ndmero de

guadrantes.
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Aos 90 dias no grupo controle, os defeitos diminuiram de tamanho, mas em dois
animais eles ainda foram visiveis principalmente nas bordas caudais que ainda puderam
ser delimitadas (Fig. 8A). A radiopacidade aumentou, sendo semelhante ao 0sso vizinho
na maioria dos quadrantes. Esse processo de regeneracdo 6ssea mais avancada neste dia
em comparacdo com as anteriores era esperado ja que foram realizados defeitos de
tamanho ndo-critico, ou seja, onde a formacdo desse tecido ndo é dificultada ou
impedida pelo tamanho do defeito, sendo fisiologicamente rapida a resposta no coelho
(MacNeill et al., 1999).

No grupo um aos 90 dias (Fig. 8B) notou-se auséncia do halo menos radiopaco
ao redor do composito, assim como aos 45 dias. Em dois membros foi observada
radiopacidade do compdésito menor do que a do 0sso vizinho, com margens facilmente
delimitadas e regulares, e outros dois apresentaram radiopacidade do composito
semelhante, sugerindo osseointegracdao do compadsito.

No grupo dois nesse mesmo dia a diminuicdo do tamanho do defeito e a
radiopacidade semelhante & do osso vizinho foram uma constante em todos os
membros, com as bordas que ndo podiam ser delimitadas em maior numero. Esses
dados sugerem osseointegracdo do compdsito. Foi observada reacdo periosteal e um
halo de radiopacidade maior do que a do 0sso vizinho ao redor de dois quadrantes em
um membro. Os achados foram semelhantes no grupo trés aos 90 dias (Fig. 8D), com
excecdo de que os quadrantes com bordas bem delimitadas se apresentaram em maior
nimero do que as que ndo podiam ser delimitadas. Os dados de radiopacidade do 0sso
vizinho e tamanho do defeito sdo apresentados na tabela 4.

Reacdo periosteal foi observada em trés membros do grupo controle, dois aos 45
dias e um aos 90 dias, um membro do grupo dois aos 45 e um aos 90 dias e em dois
membros do grupo trés aos 45 dias. Esses dados, aliados aos resultados dos exames
clinicos, sugerem que a reacdo periosteal seja apenas a ativacdo do periosteo para
formacéo de tecido 0sseo, sem qualquer indicio de reacdo inflamatoria ou neoplésica. A
reacdo periosteal pode estar associada a fraturas estabilizadas por diversos métodos e
defeitos Osseos tratados ou ndo com enxertos autdgenos, alégenos e 0s biomateriais,
como a HA e o fosfato de calcio (Maria et al., 2004; Miranda et al., 2005).

Essas variacOes de apenas contato entre 0sso-compdsito com margem bem
delimitada ou néo, sugerindo osseointegracdo e possivelmente osseoconducdo, podem
ter ocorrido devido a uma maior ou menor mobilidade dos compdsitos nos diferentes

membros. E sabido que as condicbes de fixacdo e estabilizacdo de um compoésito
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interferem na sua integracdo com o tecido 6sseo, uma vez que a movimentacéo destroi
0s vasos sanguineos em desenvolvimento, essenciais para a formacdo de novo 0sso
(Boeree et al., 1993; Griffon, 2005; Shishatskaya et al., 2006).

Tabela 4. Porcentagem de quadrantes que apresentaram radiopacidade semelhante a do
0ss0 Vvizinho e porcentagem dos defeitos que diminuiram de tamanho em radiografias
realizadas aos 8, 45 e 90 dias ap0s a realizacdo de defeitos 6sseos experimentais na ulna
de coelhos e implantacdo ou ndo (grupo controle — C) de compositos contendo 10% de
HA e 90% de PHB (grupo 1), 25% de HA e 75% de PHB (grupo 2) e 50% de HA e
50% de PHB (grupo3).

Grupos Dias Radiopacidade semelhante Diminuicdo de tamanho

C 8 0 0
45 37,5 25
90 58,33 66,67
1 8 0 0
45 37,5 100
90 31,25 100
2 8 100 0
45 75 100
90 81,25 100
3 8 100 0
45 100 75
90 100 100

Esses resultados aliados aos dados clinicos sugerem que a osseointegracao
ocorreu com os trés compoésitos ao se observar, tanto aos 45 quanto aos 90 dias,
radiopacidade condizente com tecido 6sseo em contato direto com os compdsitos. Estes
resultados estdo de acordo com os achados de Knowles et al. (1992), Luklinska e
Bonfield (1997) e Doyle et al. (1991), sendo que estes Gltimos observaram uma média

de 90% de aposicao direta entre 0sso e PHB apds implantagédo por 6 meses.
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Figura 5. Radiografias mediolaterais do olécrano de coelhos submetidos a realizacéo
de defeito na cortical lateral e implantacdo de compdsitos de hidroxiapatita e
polihidroxibutirato, no pos-operatorio imediato. A- grupo controle, sem composito. B-
grupo 1 (10%HA e 90%PHB), C- grupo 2 (25%HA e 75%PHB), D- grupo 3
(50%HA e 50%PHB). Setas indicam halo radiotransparente ao redor dos compositos.

Figura 6. Radiografias mediolaterais do olécrano coelhos submetidos a realizacdo de
defeito na cortical lateral e implantacdo de compositos de hidroxiapatita e
polihidroxibutirato, aos 8 dias ap0s a cirurgia. A- grupo controle, sem composito. B-
grupo 1 (10%HA e 90%PHB), C- grupo 2 (25%HA e 75%PHB), D- grupo 3
(50%HA e 50%PHB). Setas indicam halo radiotransparente ao redor dos compositos.

Figura 7. Radiografias mediolaterais do olécrano de coelhos submetidos a realizacdo
de defeito na cortical lateral e implantacdo de compositos de hidroxiapatita e
polihidroxibutirato, aos 45 dias ap6s a cirurgia. A- grupo controle, sem composito. B-
grupo 1 (10%HA e 90%PHB), C- grupo 2 (25%HA e 75%PHB), D- grupo 3
(50%HA e 50%PHB). Auséncia do halo radiotransparente entre comp0sito e 0ss0 e 0
contato direto entre eles (setas). Regido de radiopacidade menor do que a do 0Sso
vizinho no grupo controle (asterisco).

Figura 8. Radiografias mediolaterais do olécrano de coelhos submetidos a realizacao
de defeito na cortical lateral e implantacdo de compositos de hidroxiapatita e
polihidroxibutirato, aos 90 dias apds a cirurgia. A- grupo controle. B- grupo 1
(10%HA e 90%PHB), C- grupo 2 (25%HA e 75%PHB), D- grupo 3 (50%HA e
50%PHB). Contato direto entre compdsitos e tecido dsseo (setas finas).
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4. Avaliagdes histoldgicas e histomorfométricas

A técnica de descalcificacdo para permitir o processamento do tecido ésseo com
inclusdo em parafina e corte em navalha comum ndo se mostrou a melhor escolha visto
que, apesar da HA descalcificar junto do tecido 6sseo suficientemente para permitir o
corte, o PHB né&o perdeu a sua rigidez, dificultando a microtomia. A obtencdo de bons
cortes foi dificultada e, além disso, dois compdsitos do grupo um (um de 45 e um de 90
dias) se separaram do tecido adjacente neste momento. Este fato pode ser entendido por
dados de Luklinska e Bonfield (1997) que observaram a separacdo de compositos de
PHB puro dos tecidos adjacentes a microtomia apds seis meses de implantacdo em
tecido 6sseo, 0 que ndo ocorreu com amostras contendo o compdsito com 40% de HA.
Em analises desse material a microscopia eletrbnica de transmissdo e varredura,
observaram que existia matriz de PHB em degradacdo na interface, responsavel pela
fratura e separagdo. Dificuldade semelhante foi relatada por Doyle et al. (1991) em
pequeno numero de amostras, mesmo utilizando o processamento das amostras nédo-
descalcificadas, que também atribuiram o problema ao inicio da degradacdo do material.
Além disso, a influéncia da contracdo dos tecidos durante o processamento histolégico
(Denissen e Groot, 1990) pode ter atuado no PHB em degradacdo na interface, o que
pode também ter contribuido para a separacdo. Os dados desses autores remetem a
possibilidade de que o PHB na interface com os tecidos estivesse em degradacéo aos 45
e 90 dias na presente pesquisa, permitindo que a forca da navalha através dos tecidos e
compdsitos, realizada durante a microtomia, superasse a forca de ligacdo na interface
com o polimero em degradacdo. O mesmo ndo ocorreu com os compositos dois e trés, o
que pode dever-se a uma interface mais forte devido ao maior conteido de HA nos
mesmos, prevenindo a separacgdo destes dos tecidos adjacentes.

Observou-se que, durante a coloragdo do material, os compdsitos se
desprendiam das laminas no momento em que 0 mesmo entrava em contato com a agua
da lavagem, &lcool contendo alguma proporcdo de agua (80 ou 90%) ou corantes.
Tentando manter o compdsito na lamina, foram realizadas diversas tentativas com
substéncias coladoras, no sentido de melhor fixar o corte nas laminas, além de
diferentes corantes. Observou-se que ao contato com a agua ocorria o desprendimento
dos compositos, mesmo utilizando substancias para fixacdo dos cortes as laminas.
Optou-se pela coloragdo com azul de toluidina, corando as laminas na posigédo

horizontal sem a passagem pela agua, conservando-se assim 0s cortes na sua totalidade.
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Compdsitos associando a HA ao PHB séo hidrofilicos, tornados mais hidrofilicos ainda
a medida que aumenta a proporcao de HA (lto et al., 2005; Shishatskaya et al., 2006), o
que pode ter feito com que, no momento da passagem pela dgua, o compdsito se
soltasse. Por esse motivo, em seis amostras a microtomia foi realizada até o final do
bloco, sem que fosse possivel fixar o composito as laminas no momento da coloracao,
permanecendo apenas os tecidos e algum composito que estivesse separado do bloco
original. Essa dificuldade afetou também a profundidade de onde os cortes foram
obtidos, ndo permitindo homogeneidade, impossibilitando medidas precisas de
comprimento de interface de contato entre composito e diferentes tecidos (em um) e
quantificacdo de tecidos formados em toda a amostra. Sob esse aspecto a caracteristica
hidrofilica do composito ndo favoreceu o processamento, mas deve-se considerar que a
adesdo celular, pertencente a primeira fase da interacdo entre tecido e biomaterial, €
grandemente favorecida por uma superficie hidrofilica (Anselme, 2000; Shishatskaya et
al., 2006).

Devido aos problemas de interface e afinidade pela 4gua os grupos tratados nao
se encontraram completos para andlise histoldgica, perdendo-se a amostra de um
membro de cada dia para analise histomorfométrica, com exce¢do do grupo T3 aos 90
dias. E necessario ressaltar que interface ¢ a regido onde o compoésito faz contato com os
tecidos ao seu redor que, neste trabalho, constituiu-se das regides trabecular e lateral,
distal e proximal ao compdsito.

Em das caracteristicas histoldgicas é importante deixar claro que em nenhuma
das amostras foi observado infiltrado inflamatorio de qualquer tipo celular, em nenhum
dos dias analisados. Isso indica claramente a biocompatibilidade do compdsito,
corroborando com estudos realizados por Cheng et al. (2006) e Shishatskaya et al.
(2006).

Aos 8 dias no grupo controle pode-se observar processo tipico de reparacédo de
uma falha dssea. Partindo-se do osso cortical medial ndo lesionado, observou-se 0sso
trabecular organizado com medula 6ssea a ele associada, seguido por um grande
namero de trabéculas Osseas novas entremeadas por tecido conjuntivo denso
vascularizado, remanescentes do coagulo representado por um emaranhado de fibras e
muitas hemacias em meio a elas, que ocupara essa regido imediatamente apos a
realizacdo do defeito (Fig. 9A). Esse tecido trabecular novo se caracterizou por
trabéculas delgadas e numerosas, com grande numero de osteoblastos ativos,
caracterizados pelo aspecto arredondado com nucleos ovéides apresentando cromatina
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frouxa e nucléolo evidente (Fig. 9B). Pode-se observar numerosos osteoclastos nas
margens das trabéculas. Os limites proximal e distal ao defeito foram perfeitamente
caracterizados pela parede do osso cortical (Fig. 8A) enquanto que a regido trabecular
do defeito ndo o foi, devido a intensa formacdo de 0sso novo. No tecido conjuntivo
denso vascularizado pode-se observar alta celularidade com fibroblastos, células
mesenquimais com ndcleo ovdide, cromatina frouxa e nucléolo evidente, células
gigantes além de hemécias extravasadas. Observou-se ostedide entremeado este tecido,
nas proximidades das trabéculas novas e em outros locais foi identificado um tecido
fibrocartilaginoso (Fig. 10). Sabe-se que este Gltimo € um tecido associado a baixa
tensdo de oxigénio e foi observado que em sistemas de cultura de tecidos onde se
esperaria a formacéo de tecido 6sseo, é formado tecido cartilaginoso quando a tensdo de
oxigénio é diminuida (Brown, 1982).

Percebeu-se a presenca de todos os tecidos conjuntivos e as regides de transicao
entre eles observadas em um processo normal de reparacdo de uma falha ou fratura
Ossea. Sabe-se que independentemente do local, o tecido 6sseo sempre se desenvolve a
partir de um tecido conjuntivo pré-existente, sendo ele préprio um tecido conjuntivo
especializado (Brown, 1982; Griffon, 2005).

Observou-se nas amostras dos grupos um e dois aos oito dias que a arquitetura
dos tecidos apresentou-se muito semelhante a observada nas amostras do grupo
controle. Partindo do osso cortical medial intacto em dire¢do ao compdsito, observou-se
0sso trabecular organizado e medula 6ssea seguidos de intensa formacdo de tecido 6sseo
trabecular novo partindo daquela regido, entremeado por tecido conjuntivo denso
vascularizado contendo ostedide em alguns locais. A deposicdo de novas camadas de
matriz 6ssea foi caracterizada pela intensidade de coloracédo (Fig. 11). A interface com o
composito na regido trabecular do defeito constituiu-se principalmente por trabéculas
novas mas também de tecido conjuntivo denso vascularizado, estando de acordo com os
achados de Doyle et al. (1991). E importante salientar que este ultimo tecido
predominou na interface das regibes distal e proximal ao defeito e ndo na regido
trabecular, provavelmente devido a influéncia de dois fatores. O primeiro deles é a
distdncia entre a parede Ossea do defeito e o compdsito, facilmente observada a
radiografia, pela linha radiotransparente ao redor destes. O segundo, mas ndo menos
importante, € a presenca de grande quantidade de medula 6ssea na regido trabecular do
defeito, origem de células osteoprogenitoras (Brown e Kramers, 1996) responsaveis
pela rapida formacdo de trabéculas novas nessa regido, o que nao ocorre de forma téo
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Figura 9. Regido do defeito
06sseo realizado no olécrano
de coelho do grupo
controle, 8 dias apdés a
cirurgia. A- Osso cortical
(OC) regido distal ao
defeito, osso trabecular
(TB), medula 6ssea (MO),
.| tecido  conjuntivo  denso
| vascularizado e coagulo
| (CG). HE, 40X. B-
Trabécula dssea nova com
osteoblastos ativos (setas)
nas bordas. HE, 1000X.

Figura 10. Regido do
defeito 6sseo realizado no
olécrano de coelho do
grupo controle, 8 dias apds
a cirurgia. Tecido
fibrocartilaginoso (FC) em
meio ao 0sso trabecular
novo (TB) e tecido
conjuntivo denso
vascularizado (DV). HE,
200X.

| Figura 11. Regiao
trabecular do defeito dsseo
| realizado no olécrano de
| coelho  submetido &
| implantagdo do composito
1 um, 8 dias ap0s a cirurgia.
Diferenca na intensidade
de coloracdo demarca nova
. deposicdo de camadas de
‘4| tecido 0sseo (setas). Osso
| trabecular novo (TB),
medula 6ssea (MO). Azul
de Toluidina, 100X.

pronunciada nas regides proximal e distal, local de predominancia de osso cortical.
Nessas regides também se encontrou formacgdo de osso trabecular novo e pequenas
regides de tecido fibrocartilaginoso. Em meio ao o0sso trabecular novo observou-se a
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maioria dos osteoclastos presentes nas amostras. Na regido lateral ao composito foi
possivel identificar ainda o coagulo de fibrina que se continuava com um tecido
conjuntivo frouxo, associado ao tecido conjuntivo denso vascularizado nas regioes
proximal e distal ao defeito.

Nas amostras do grupo trés aos 8 dias as caracteristicas foram essencialmente
semelhantes acrescentando-se que, nas trés amostras deste grupo, foram observadas
projecdes dos tecidos conjuntivo frouxo com vasos sanglineos identificados pelo
endotélio vascular, conjuntivo denso vascularizado e também o tecido 6sseo recém
formado (Fig. 12). Esse fato ndo sé reforca o carater biocompativel deste compdsito
mas também fornece indicios de que ele permite o desenvolvimento de tecido no
interior de seus poros, servindo como local para fixacdo de células produtoras de novo
0sso por exemplo, sendo osseocondutor. O desenvolvimento de tecidos no interior dos
poros de biomateriais, como aqui observado, pode assegurar uma interface
mecanicamente mais forte, como citado por Luklinska e Bonfield (1997), observacoes
semelhantes foram citadas por Shishatskaya et al. (2006). Tal resultado ndo foi
observado nas amostras dos grupos um e dois, possivelmente devido ao maior contetdo
de HA no composito trés.

No grupo controle aos 45 dias observou-se tecido 0Osseo trabecular mais
organizado na regido trabecular do defeito, com trabéculas mais espessas e menos
numerosas. Aproximando-se da regido lateral ao defeito ainda foi observado tecido
conjuntivo denso vascularizado que se continuava também sobre o osso cortical nas
regibes proximal e distal. Pequenas formacOes de tecido fibrocartilaginoso foram
observadas em meio a esses tecidos. Osteoclastos e células gigantes se distribuiam na
regido de transicdo entre trabéculas novas presentes e o tecido conjuntivo denso
vascularizado. Esses dados sdo condizentes com a evolugdo de uma reparagdo normal
(Brown e Kramers, 1996) e de acordo com o sugerido nas andlises radiograficas quanto
a reacdo periosteal presente aos 45 e 90 dias, confirmando que esta se deveu a ativacdo
do periosteo para formacao de novo 0sso, j& que a anélise histolégica ndo foi observada
reacdo inflamatoria.

Nas amostras do grupo um aos 45 dias percebeu-se a interface do compdsito
com tecido 6sseo, 0 que indica osseointegracdo, mas também tecido conjuntivo.
Encontrou-se tecido 0sseo trabecular mais organizado do que aos 8 dias, com trabéculas
mais espessas e em menor nimero, com poucos osteoblastos ativos. O tecido conjuntivo

apresentou muitos fibroblastos dispersos em matriz de fibras de orientacdo irregular e
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uma pequena regido com tecido fibrocartilaginoso. Observou-se em uma das amostras
que a regido lateral do composito estava completamente envolvida por trabéculas novas
(Fig. 13A), delgadas com muitos osteoblastos em intensa atividade, assim como vistos
na borda inferior do defeito aos oito dias. Outra amostra apresentou tecido do mesmo
tipo que envolvia aproximadamente metade dessa regido, e se continuava com um
tecido mesenquimal, altamente celular, com células globosas e nucleos redondos
apresentando cromatina frouxa e nucléolo evidente. Esse foi o Unico tecido sobre a
lateral da ultima amostra, que se continuava por curta extensdo na interface das regides
proximal e distal ao defeito. Essas trés situacbes em um mesmo dia podem indicar uma
progressdo no desenvolvimento desses tecidos. N&do foram observadas trabeculas no
interior dos compdsitos.

Aos 45 dias, no grupo dois, o quadro foi muito semelhante, diferindo quanto a
interface com o compdsito, que se fazia quase que exclusivamente com tecido 6sseo em
todas as regides do defeito (Fig. 13B). Na envolvendo o compdésito na regido lateral
pode-se observar pequenas areas de tecidos dsseo, fibrocartilaginoso e tecido conjuntivo
denso que se continuava na interface por curtas extensdes nas regides proximal e distal.
A presenca de tecido fibrocartilaginoso pode estar associada a uma baixa tensao de
oxigénio nesses locais ou pequena mobilidade do compésito (Brown, 1982; Griffon,
2005). Os osteoclastos presentes se concentraram nas trabéculas menos organizadas, ou
seja, nas regides proximal e distal, mais proximas a lateral, mas também na interface
entre 0 0sso e 0 compasito.

No grupo trés, aos 45 dias, era notavel a formacdo de vérias projecdes dos
tecidos conjuntivo e 6sseo para o interior dos poros do composito (Fig. 14A). Em duas
amostras foi possivel observar fragmentos separados do bloco original na regido de 0sso
trabecular organizado e medula éssea (Fig. 14B). Aqui, muitos dos osteoclastos
observados estavam na interface, entre 0sso e compoésito. As outras caracteristicas se
assemelharam as relatadas para o grupo dois.

Nos trés grupos tratados aos 45 dias a reparacao tecidual se deu de forma muito
semelhante & reparacdo das amostras do grupo controle, o que j& foi comprovado para a
HA pura, passando pela neovascularizagdo, diferenciacdo de células osteoprogenitoras,
formacgéo de novo 0sso e remodelamento dsseo (Davies e Baldan, 1997; Borges et al.,
2000; Walsh et al., 2003; Duarte et al., 2006; Vital et al., 2006). Isso demonstra que a
formagdo de novo o0sso na interface dos compodsitos com o tecido Osseo é

morfologicamente comparavel com locais de remodelacéo 6ssea normais, 0 que esta de
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Figura 12. Regido do defeito 0sseo realizado no olécrano de coelho submetida a
implantacdo do compdsito trés, 8 dias apds a cirurgia. A- Projecdo de tecido
conjuntivo denso vascularizado (DV) e 6sseo (O) para o interior do composito (C).
B- Projecdo de tecido conjuntivo (TC) sem conex@o aparente com tecidos
adjacentes no interior do compdsito (C), com vaso sanglineo no centro (seta).
Azul de Toluidina, 200X.

Figura 13. Regides do defeito 6sseo realizado no olécrano de coelho do grupo um,
45 dias apos a cirurgia. Regido lateral (L) do compoésito um envolvida por tecido
0sseo trabecular novo. Regides distal e trabecular com tecido dsseo mais
organizado (TO). HE, 40X. B- Grupo dois aos 45 dias. Interface (seta) com contato
direto entre tecido ésseo (O) e compdsito (C). Azul de toluidina, 200X.

Figura 14. Regides do defeito 6sseo realizado no olécrano de coelhos do grupo trés,
45 dias ap0s a cirurgia. A-Trabéculas no interior do compdsito (setas), préximas a
regido trabecular do defeito, com 0sso trabecular mais organizado (TM) do que aos
8 dias. HE, 100X. B- Fragmentos do composito (C) separados do bloco original em
meio ao tecido dsseo (O) na regido trabecular do defeito. O contato direto entre 0sso
e composito € indicado pelas setas. Azul de toluidina, 200X.
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acordo com os achados de Doyle et al. (1991). Deve-se ressaltar que em nenhuma
amostra foi observado infiltrado inflamatério de qualquer tipo, confirmando a
biocompatibilidade do composito.

Aos 90 dias, no grupo controle, observou-se arquitetura tecidual ja restabelecida,
com 0sso trabecular no centro e a cortical lateral do oOlecrano formada na lateral da
amostra. Foram vistas trabéculas organizadas, ou seja, espessas, com osteoblastos e
osteoclastos, associados a medula dssea.

Nas amostras do grupo um aos 90 dias, assim como no grupo controle, foi
observado tecido dsseo trabecular mais organizado na regido trabecular do defeito, com
trabéculas espessas, pouco numerosas e auséncia de osteoblastos ativos nas margens. Na
interface foram observados contato direto com tecido 6sseo em alguns locais e fina
camada de tecido fibroso em outros (Fig. 15A). Ndo foram observadas projecdes de
tecido para o interior do compdsito distantes das margens, apenas projecoes de tecido
6sseo nas porosidades presentes na interface. Em uma das amostras que apresentou
grande dificuldade para se obter os cortes, pode-se observar fragmentos separados do
bloco original, envoltos pelos tecidos 6sseo e conjuntivo frouxo, assim como visto em
trés aos 45 dias.

No grupo dois a interface se fez predominantemente com o tecido 06sseo
trabecular organizado (Fig. 15B). Foi também observada uma projecéo de tecido dsseo e
pequenas regiGes de tecido conjuntivo para o interior do composito (Fig. 15B),
reforcando a propriedade osseocondutora do mesmo. Nas regides proximal e distal de
uma amostra e envolvendo a regido lateral de outra, observou-se alternancia entre tecido
0sseo e tecido conjuntivo apresentando duas camadas. Uma mais externa, em contato
com o 0sso adjacente contendo fibras com orientacdo paralela a superficie do composito
entremeando células fusiformes com nucleos pequenos e alongados. A outra regido
encontrava-se em contato direto com o composito e apresentava abundancia de células
com nucleos ovais apresentando cromatina frouxa e nucléolos evidentes que se
sobressaiam as fibras dispostas irregularmente. A orientacdo das fibras do tecido
conjuntivo paralelas a superficie do compoésito é também encontrada em éareas de
formacdo de ostedide na superficie da HA e em areas de consolidacdo d6ssea normal
(Borges et al., 2000), o que ndo elimina a possibilidade de formag&o de tecido 0sseo em

dias posteriores.
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Nas amostras do grupo trés a interface com o compdsito foi exclusivamente
constituida por tecido 6sseo trabecular organizado e medula 6ssea a ele associada (Fig.
16A). Foi comum a formacdo de uma lamina 6ssea na borda inferior do defeito entre o
composito e a regido de medula 6ssea no centro da amostra (Fig. 16A). Foram
observadas muitas trabéculas no interior do compdsito apresentando também tecido
conjuntivo frouxo e vasos sangliineos associados, tecidos que se formam previamente
ao tecido Gsseo, assim como aos 45 dias. A grande maioria dos osteoclastos presentes
estavam na interface do tecido 0sseo com o compdsito invaginando em sua direcéo,
inclusive nas trabéculas no interior do mesmo (Fig. 16), em disposicdo semelhante ao
tinel de reabsor¢do que se forma para dentro do tecido 6sseo em remodelacéo,
semelhante ao relatado por Rumpel et al. (2006) que analisou a degradacdo da
hidroxiapatita em mandibula de cobaios.

Nas regides proximal, distal e trabecular em relacdo ao defeito pode-se observar,
assim como aos 45 dias nesse mesmo grupo, fragmentos de compdsito separados do
bloco original em meio ao tecido dsseo adjacente, semelhante ao relatado por Sa et al.
(2007) quando trabalharam com associacdo de HA e zirconia. E interessante observar
uma possivel progressdo de acontecimentos, onde o tecido penetraria nos compositos,
englobaria fragmentos do mesmo que ent&o se separariam do bloco original, como num
processo de integracdo com os tecidos e também de degradacdo (Fig. 17). Essa
progressdo estd de acordo com os achados de Luklinska e Bonfield (1997) e
Shishatskaya et al. (2006) que sugeriram que 0 mecanismo de interacdo composito-0sso
ocorre pela degradacdo da matriz de PHB na regido de contato com o tecido 6sseo, onde
osteoblastos penetram nos poros produzindo novo 0sso e, com a biodegradacdo do
material, novos poros sdo formados na matriz do compdsito e assim sucessivamente
com gradual substituicdo do biomaterial.

Observacdo semelhante a descrita no grupo trés foi realizada por Doyle et al.
(1991) e Knowles et al. (1992), estes ultimos observando inicio de degradacdo dos
materiais apds oito semanas de implantacdo em tecido dsseo, semelhante ao aqui
observado a partir dos 45 dias. Contudo, esses fragmentos ndo se limitaram a essa
regido, estando presentes também no tecido que envolveu a regido lateral ao composito
que se continuava com o tecido 0sseo adjacente. Esses fragmentos eram numerosos e
estavam associados a um tecido mesenquimal com grande nimero de células blasticas
de formato ovoOide com ndcleos e nucléolos proeminentes, em meio a fibras sem

orientacdo definida e células gigantes ao redor desses fragmentos (Fig. 18). Associados
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a este tecido e ao composito pode-se observar discretas formacbes de osteoide,

sugerindo a possibilidade de formacao de tecido 6sseo neste local.

Figura 15. Regido do defeito dsseo realizado no olécrano de coelhos submitdos a
implatacdo de compdsitos de hidroxiapatita e polihidroxibutirato. A- Interface (seta) do
composito um (C) com fina camada de tecido fibroso aos 90 dias. Tecido 6sseo (O) e
medula 6ssea associada (MO). HE, 100X. B- Interface (setas) do compdsito dois aos 90
dias com tecido 06sseo (O) e medula Ossea adjacente (MO). Projecbes de tecido
conjuntivo (asteriscos) no composito (C). Azul de toluidina, 100X.

Figura 16. Regides do defeito 6sseo realizado no olécrano de coelhos do grupo trés, 90
dias apos a cirurgia. A- Osteoclasto (retdngulo) ativo na interface entre tecido 6sseo
trabecular mais organizado (O) e composito (C). Lamina Ossea (asterisco) entre
compésito e medula éssea (MO). HE, 100X. B- Ampliacdo da &rea demarcada em A.
Osteoclasto ativo. HE, 1000X. C- Osteoclasto (seta) na interface de trabécula 6ssea no
interior do compdésito (C). HE, 400X.
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| Figura 17. Seqliéncia do
h desenvolvimento de tecidos para

- | o interior do compoésito trés até a
| fragmentacdo do mesmo a partir
|do bloco original. A- Tecido
| conjuntivo denso vascularizado
(seta) penetrando no composito
| (C) aos 8 dias. Tricromico de
! Gomori, 200X. B- Tecidos 0sseo
. 3 C (seta larga) e conjuntivo denso

;.\t. ! - -
vascularizado (setas finas) envolvendo fragmentos do compdsito
(asteriscos). HE, 100X. Fragmentos do compésito (C) envolto por
tecido Gsseo (seta) separado do bloco original. Azul de toluidina,
100X.
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Figura 18. Regido do defeito 6sseo realizado no olécrano de coelhos submetidos a
implatacdo de compdsitos de hidroxiapatita e polihidroxibutirato, 90 dias apos a
cirurgia. A- Area total do compdsito (C), tecido 6sseo (O) adjacente e tecido
mesenquimal (TM) na borda superior do defeito. Tricrbmico de Gomori, 40X. B-
Ampliacdo de area demarcada em A com fragmentos do composito (C) circundados
por tecido mesenquimal (TM) com células blasticas (setas finas) e células gigantes
(setas largas). Tricromico de Gomori, 400X.

A principio, a presenca de células gigantes poderia sugerir reacdo tecidual a
corpo estranho, ou seja, de incompatibilidade. Se assim o fosse elas deveriam estar

associadas a infiltrado linfoplasmocitério, tipico de reagdes inflamatorias, o que néo foi
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observado em nenhum momento. Sabe-se que células gigantes sdo responsaveis pela
degradacdo de material e restos teciduais em locais de reparacdo. Dessa forma, as
caracteristicas aqui observadas sugerem processo de degradacdo do compdsito. Esses
achados estdo de acordo com Volova et al. (2003) e Shishatskaya et al. (2005) que
observaram que a degradacdo de fibras de PHB foi influenciada por enzimas da matriz
extracelular dos tecidos, macrofagos e células gigantes, ocorrendo erosdo na superficie
das fibras, sem qualquer reacdo adversa como inflamacdo supurativa, necrose,
calcificacdo de tecido fibroso ou formacdo tumoral maligna, assim como no presente
trabalho. Também condizem com Borkenhagen et al. (1998) que estudaram sistemas de
guias, para regeneracdo de nervos, constituidos de diferentes proporces de PHB e seu
co-polimero, o polihidroxivalerato. Observaram perda de peso de até 88% e macr6fagos
e células gigantes associados aos sistemas, que ndo interferiram no processo,
demonstrando assim a degradacdo dos mesmos. Rumpel et al. (2006) relataram a
presenca de osteoclastos sobre os granulos de hidroxiapatita mesmo em particulas
circundadas por tecido fibrovascular, distante do tecido dsseo, geralmente sem a
formacdo das lacunas de reabsorcdo. Esses autores concluiram que o processo de
reabsorcdo dessa ceramica correspondia ao processo natural de degradacdo do tecido
0sseo e sugeriram a possibilidade de completa degradacdo da mesma durante a
remodelagdo Ossea. Borges et al. (2000) estudando a HA em tibia de cées, fizeram
constatacdo semelhante ao observarem macrofagos e células gigantes associadas a
particulas dessa cerdmica, fora do tecido 0Osseo. Esses dados corroboram com a
possibilidade levantada na andlise histoldgica, de que os compositos estariam em
degradacéo na interface com os tecidos.

E também importante entender que o local de implantacdo, tecido dsseo ou
tecidos moles, com diferentes tipos celulares com os quais o biomaterial interage,
influencia grandemente a resposta do organismo devido as diferentes proteinas que
podem aderir & superficie do biomaterial, influenciando a resposta local (Rohanizadeh et
al., 1999). Isso é reforcado pela observacdo de uma resposta inflamatoria importante
guando Giessen et al. (1996) implantaram catéteres de polihidroxivalerato em artéria
coronaria de suinos. Estes autores ndo esperavam tal resultado devido a bons resultados
desse polimero in vitro, também obtidos quando utilizado in vivo na regeneracdo de
nervos por Borkenhagen et al. (1998).

A andlise histomorfométrica, pode-se notar que em todos os dias dos trés grupos
tratados o percentual de tecido 6sseo formado foi maior do que a formagéo de tecidos
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moles, com diferenca significante (Tab. 5). Percebe-se assim que a presenca dos
compositos ndo afetou negativamente o desenvolvimento do tecido 6sseo.

Na analise da interface, o percentual de tecido 6sseo foi estatisticamente maior
do que o de tecidos moles somente nos grupos dois aos 45 dias e trés aos 45 e 90 dias
(Tab. 6). Essa diferenca pode dever-se a forma de analise, uma vez que a analise dos
diferentes tecidos formados se restringiu a regido trabecular do defeito e tecidos distais
a ela e da interface englobou toda a regido de interface, incluindo regides proximal e
distal (ao redor do compdsito), onde se podia notar maior concentracéo de tecidos moles
em alguns casos. Acredita-se que essa concentracdo de tecidos moles ao redor do
composito possa ter sido influenciada ndo s6 pelo contetdo de HA, o que influencia a
bioatividade do compoésito, mas também pela maior proporcdo de tecido 0sseo
compacto do que de medula 6ssea nessas regides, o que influencia a migracdo de células
osteoprogenitoras a partir da medula dssea. A formacéo de tecidos moles também pode
ter sido influenciada pela distancia entre a parede do defeito e o compdsito, podendo
retardar a formacdo do tecido 6sseo. A invasdo de tecido conjuntivo em local onde o
tecido 6sseo é necessario ja foi relatada por outros autores e se assemelha ao que ocorre
na regeneracdo do osso alveolar acometido por doenca periodontal, onde uma das
alternativas para prevenir essa migracdo tecidual indesejada é a utilizacdo de uma
barreira fisica, seguindo o principio da Regeneragdo Tecidual Guiada (MacNeill et al.,
1999; Saba-Chuijfi et al., 2002; Carlo et al., 2006 a). Ainda na analise da interface por
dias, observou-se que aos 90 dias no grupo um e aos 8 dias no grupo dois, o percentual
de tecidos moles era maior do que o tecido désseo, provavelmente devido aos mesmos
fatores discutidos (Tab. 6).

Analisando-se a diferenca entre os grupos na formacdo de cada tecido,
considerando o mesmo dia, observou-se que ndo houve diferenga significante para
nenhum dia tanto em relacdo ao tecido 6sseo quanto aos tecidos moles (Tab. 5). Ou
seja, a quantidade de tecido 6sseo formado nédo foi diferente entre os grupos tratados,
podendo indicar que o contetdo de HA ndo influenciou o tipo de tecido formado como
um todo.

Comparacdo semelhante na analise da interface evidenciou que aos 90 dias a
proporcao de tecido 6sseo formado foi significantemente maior no grupo trés do que no
grupo um, o que ndo ocorreu entre grupos um e dois e também entre dois e trés nesse
mesmo dia (Tab. 6). A mesma comparacdo entre tecidos moles, foi também verdadeira
aos 90 dias, ou seja, a proporcao de tecidos moles formados era maior no grupo um do
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que no grupo trés (Tab. 6). Sabe-se que todo biomaterial implantado no organismo
incita algum tipo de resposta. Quatro tipos de respostas sdo possiveis: se 0 material €
toxico, o tecido circundante morre; se o material ndo é toxico e dissolve, o tecido
circundante ira substitui-lo; se o material ndo € tdxico e biologicamente inativo, uma
capsula fibrosa se forma; se o material ndo é toxico e biologicamente ativo, forma-se
uma ligacdo entre eles (Hench e Wilson, 1984). Como a hidroxiapatita é bioativa
(Borges et al., 2000; Kim, 2003; Scarano et al., 2006; Resende et al., 2006; Vital et al.,
2006) o primeiro passo da ligacdo tecido-biomaterial é grandemente influenciado pela
troca de ions e rapida adsorcédo de proteinas, com ligacdo fisico-quimica e ndo somente
mecanica com o tecido 0sseo, o que pode ter influenciado a maior formacdo de tecido
0sseo no grupo trés do que no grupo um. Associando esses dados com a anélise anterior,
pode-se inferir que a HA ndo influenciou o tipo de tecido formado como um todo, mas
sim, o tipo de tecido formado na interface. Pode-se ainda perceber que a diferenca de
contetdo de HA entre os compositos dois e trés, cerca de 25%, ndo influenciou o tipo
de tecido formado na interface, entretanto é sabido que o aumento no contetdo de HA
influencia as propriedades mecanicas dos compositos como a deformacdo elastica e a
resisténcia a compressdo, tornando-o mais fragil (Boeree et al., 1993; Duarte et al.,
2004; Oliveira, 2005).

Apesar da introducdo de 10% de HA parecer ndo influenciar a formagéo de
tecido 6sseo na interface, observado no compoésito um, este ndo deve ser descartado em
detrimento do PHB puro, ja que este Gltimo ndo foi analisado neste trabalho. Existe
indicacdo de que a introdu¢do da HA tornou o compdsito mais bioativo do que o PHB
puro (Luklinska e Bonfield, 1997; Wang et al., 2001; Ni e Wang, 2002) além de
melhorar as propriedades mecanicas do PHB, aproximando-as das propriedades
mecanicas do 0sso (Boeree et al., 1993; Guerra Neto et al., 2005). E importante lembrar
que em todos os dias para os trés grupos tratados foi observado contato direto dos
compositos com o tecido dsseo, indicando que os trés se integram com esse tecido.

Comparando-se 0s grupos tratados, observou-se que o percentual de tecido 6sseo
formado como um todo ndo foi significantemente maior entre os dias em um mesmo
grupo (Tab. 5). Apenas no grupo trés este percentual foi maior aos 90 dias do que aos 8
dias, possivelmente devido ao maior contetdo de hidroxiapatita aliado a uma data mais
avancada de andlise, os 90 dias. A mesma analise para a formacéo de tecidos moles ndo

mostrou qualquer diferenca entre os dias dentro do mesmo grupo.
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Analisando-se a formacdo de tecidos no interior do composito (Tab. 7), ou seja,
a osteoconducdo, observou-se que no grupo trés, a proporcao de tecido ésseo formado
aos 90 dias foi significantemente maior do que aos 8 dias. Estudos demonstraram que
osteoblastos penetram nos poros da HA, se aderem e ali proliferam normalmente
(MacNeill et al., 1999; Borges et al., 2000; Duarte et al., 2006; Mangano et al., 2006).
N&o existiu diferenca entre 8 e 45 dias e entre 90 e 45 dias, assim como para a formagao
de tecidos moles entre todos esses dias. Nos demais grupos ndo houve diferenca entre os
dias, apesar de ter sido observado tanto tecido 6sseo quanto tecidos moles dentro do
composito dois em trés amostras.

Ainda analisando a formacdo de tecidos no interior do compdsito, pode-se
observar que a formacdo de tecido 6sseo foi significantemente maior no grupo trés do
qgue nos grupos um e dois aos 90 dias (Tab. 7). Ocorreu diferenca na formacédo de
tecidos moles aos 45 dias, também com grupo trés maior do que um e dois (Tab. 7),
possivelmente demonstrando a evolugdo com ocupacado inicial por tecidos conjuntivos
de formacéo e vasos sangliineos que trazem as células osteoprogenitoras para formacédo
do tecido dsseo. Aos 90 dias a formacdo de tecidos moles no grupo trés sé foi maior do
que no grupo um (Tab. 7), onde ndo foi observado tecido no interior do compdsito,
sendo estatisticamente semelhante a dois. Esses dados sugerem que o compdsito trés é
mais osseocondutor do que os compdsitos um e dois. Deve-se analisar esses resultados
com cautela j& que uma maior proporcdo de HA nos compdsitos dois e trés pode ter
influenciado os resultados da osseoconducdo devido ao aumento da bioatividade ou da
porosidade. A porosidade do PHB é discutivel, ja que a presenca e tamanho dos poros
sdo muito dependentes do processamento, sendo poroso em alguns casos (Chen e Wu,
2005; Shishatskaya et al., 2006), com poros de tamanho muito pequeno para 0
crescimento do tecido 6sseo como o estudado por Boeree et al. (1993) e ndo-poroso,
como observado por Duarte et al. (2004). Shishatskaya et al. (2006) observaram que a
porosidade de compdsitos contendo HA e PHB aumenta a medida que a proporc¢do da

primeira é aumentada, melhorando o efeito osseocondutor.
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Tabela 5. Médias e desvio padrédo das porcentagens de tecido 6sseo e
tecidos moles formados nos defeitos 6sseos experimentais na ulna de
coelhos aos 8, 45 e 90 dias ap0s a implantacdo de compositos
contendo 10% de HA e 90% de PHB (grupo 1), 25% de HA e 75%
de PHB (grupo 2) e 50% de HA e 50% de PHB (grupo 3).

Dias Grupos Tecido dsseo Tecidos moles
1 42,3+83 a A 133+88 b D
8 2 47377 a A 102+£70b D
3 57,769 a A * 53 b+91D
1 52,7+36 a B ObE
45 2 42,0+£10,8 a B ObE
3 50,773 aB ObE
1 382+ 37aCcC ObF
90 2 41,3+ 6,7 a C 65+70 b F

3 383+129aC * 02+04b F

Letras minusculas diferentes na mesma linha sinalizam diferencga significante, pelo
teste de Mann-Whitney com p<0,05;

Letras mailsculas iguais na mesma coluna dentro do mesmo dia, sinalizam
diferenca ndo significante entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis com
p<0,05.

* indica Unica diferenca significante entre os dias dentro do mesmo grupo, pelo
teste de Kruskal-Wallis com p<0,05.

Tabela 6. Médias e desvio padrdo das porcentagens de tecido 6sseo e tecidos
moles formados na interface com compdsitos contendo 10% de HA e 90%
de PHB (grupo 1), 25% de HA e 75% de PHB (grupo 2) e 50% de HA e
50% de PHB (grupo 3), de aos 8, 45 e 90 dias ap6s a implantacdo em
defeitos 6sseos experimentais na ulna de coelhos.

Dias Grupos Tecido 0sseo Tecidos moles
1 29,9+216 a A 68,7+21,6 a D

8 2 16,4+83 a A 836+83 b D
3 451+£27,7 a A 432+343 a D
1 574+148 a B 244+ 265 a E

45 2 718+6,1 a B 09+16 b E
3 794+89 a B 43+37b E

1 184+13 a C 743+26 b F

90 2 54,6 +27,6 a CH 34+£290 a FG
3 66,9492 a H 20,0136 b G

Letras minusculas diferentes na mesma linha sinalizam diferenca significante, pelo teste de
Mann-Whitney com p<0,05;

Letras mailsculas iguais na mesma coluna dentro do mesmo dia, sinalizam diferenca nao
significante entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis com p<0,05.
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Tabela 7. Médias e desvio padrdo das porcentagens de tecido désseo e
tecidos moles formados no interior de compositos contendo 10% de HA e
90% de PHB (grupo 1), 25% de HA e 75% de PHB (grupo 2) e 50% de
HA e 50% de PHB (grupo 3), de aos 8, 45 e 90 dias apos a implantacédo
em defeitos 6sseos experimentais na ulna de coelhos.

Dias Grupos Tecido 0sseo Tecidos moles
1 0A 0E
8 2 0A 04+15E
3 0514 A * 2,772 E
1 0B 0F
45 2 0B 0F
3 41+70 B 9,2+146 G
1 0C OH
90 2 1,8+6,7 C 1,545,2 HI
3 76+83 D * 35+6,6 |

Letras mailsculas iguais na mesma coluna dentro do mesmo dia, sinalizam diferenca néo
significante entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis com p<0,05.

* indica Unica diferenca significante entre os dias dentro do mesmo grupo, pelo teste de
Kruskal-Wallis com p<0,05.

Os osteoclastos sdo as células responsaveis pela reabsor¢do 0ssea, importante
para a formacdo e remodelacdo desse tecido, além de serem 0s responsaveis pela
degradacdo da HA (Borges et al., 2000). Comparando-se 0s grupos por dias de anélise,
ndo foram observadas diferencas significantes entre nenhum deles (Tab. 8). Essa
informacdo é de grande importancia ja que estd de acordo com a hipétese de que 0s
compositos ndo interferem negativamente no desenvolvimento do tecido 6sseo, visto
que ndo existiram diferencas entre 0s grupos tratados e o grupo controle.

Avaliando-se a evolugdo da presenca dessas células ao longo do tempo, foram
observadas diferencas significantes entre oito e 90 dias, em todos os grupos (Tab. 8).
Essa diminuicdo significativa no nimero de osteoclastos com o passar do tempo
tambem corrobora a possibilidade de auséncia de interferéncia do compdsito no
desenvolvimento do tecido 0sseo, ja que a evolu¢do do numero dessas células foi
semelhante entre os grupos tratados e controle.

Os osteoclastos presentes aos oito dias nos grupos tratados se concentravam nas
margens das trabéculas, e aos 90 dias, na interface entre tecido 0sseo e compositos,
particularmente importante no grupo trés. Foi nitida a tendéncia de entrada dos
osteoclastos pelo compdsito (Fig. 16) neste grupo, de forma semelhante aos tlneis de

reabsorcéo por eles formados no processo de remodelacéo 0ssea.
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Tabela 8. Média e desvio padrdo do nimero de osteoclastos presentes nos defeitos
6sseos na ulna de coelhos aos 8, 45 e 90 dias apos a cirurgia com implantagdo ou
ndo (grupo controle — C) de compdsitos contendo 10% de HA e 90% de PHB
(grupo 1), 25% de HA e 75% de PHB (grupo 2) e 50% de HA e 50% de PHB

(grupo 3).

Dia 1 2 3 C

8 252+134 aA 202+97aA 255+x91aA 27,7+35 aA
45 143+50 aAB 13,7+50 aAB 87+76 aAB 10,7+115 aAB
90 1,7+11 aB 2,724 aB 58+6,1 aB 13+15 aB

Letras minusculas iguais na mesma linha mostram valores que néo diferem entre si e letras
maiusculas na mesma coluna néo diferem entre si, todas pelo teste de Kruskal-Wallis com p<0,05.
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CONCLUSOES

Nas condigdes deste experimento e com base nos resultados obtidos pode-se chegar as

seguintes conclusoes:

1. Nenhum dos comp@sitos interfere negativamente com a formagéo de novo 0sso;

2. Os trés compositos sdo biocompativeis, osseocondutores e se integram ao tecido
0sseo;

3. Os tecidos envolvidos na interacdo com os compositos implantados em tecido
0sseo sao compativeis com os de uma reparacao normal um defeito 6sseo.

4. O composito 3, contendo 50% de hidroxiapatita e 50% de polihidroxibutirato é
mais osseocondutor e se integra melhor ao tecido 6sseo do que os compdsitos 1,
contendo 10% de hidroxiapatita e 90% de polihidroxibutirato, e 2, contendo
25% de hidroxiapatita e 75% de polihidroxibutirato.

5. Os trés compositos sdo degradados in vivo.
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PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo indicam que os compdsitos constituidos de HA e
PHB possuem o0s requisitos basicos necessarios a um biomaterial, tendo assim, o
potencial para aplicacdo em cirurgias ortopédicas, reconstrutivas e maxilofaciais.

O composito trés pode ser uma boa opgao como substituto de tecido dsseo ja que
é osseocondutor, se integra bem ao tecido 6sseo e, ao contrario da HA pura, tem coesao
suficiente para a fabricacdo de implantes prevenindo a migracao de particulas. Também
pode ser analisado como matriz para cultura de células e matriz para liberacéo lenta de
medicamentos. Contudo, as avaliacbes sugerem que ndo deve ser indicado para
fabricacdo de implantes para utilizagdo em locais submetidos a grandes cargas
mecanicas.

Os compdsitos um e dois devem ter suas propriedades mecanicas bem
determinadas. Estes estudos podem viabilizar a utilizacdo do compdsito dois como
substituto de tecido 6sseo em locais submetidos a grandes cargas mecanicas como, por
exemplo, a fabricacdo de modelos cortico-trabeculares para substituicdo de segmentos
de ossos longos. Pode também ser estudado para associacdo com células tronco,
proteinas morfogenéticas 6sseas e como matriz para liberacdo lenta de medicamentos,
como antibacterianos e quimioterapicos. Ambos tém o potencial para fabricacdo de

implantes necessarios a fixacdo de fraturas, osteotomias corretivas e artrodeses.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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