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RESUMO

Objetivo: Avaliar a importancia do colageno e hidroxiapatita
na regeneragdo de fraturas provocadas experimentalmente na
fibula de ratos. Métodos: Utilizou-se 15 ratos nos quais foram
submetidos a cirurgia para retirada de um fragmento da fibula
sendo o local enxertado com tubos de silicone preenchidos com
hidroxiapatita e colageno. Resultados: Ocorreu pouca neoforma-
¢éo dssea no interior dos tubos preenchidos com os biomateriais
sendo em maior quantidade naqueles com colageno. Conclusao:
Os biomateriais usados apresentaram biocompatibilidade e capa-
cidade osteocondutora capaz de estimular a osteogénese mesmo
nos ossos com fungdes mecanicas e morfoldgicas secundarias
como a fibula de ratos.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the importance of collagen and hydroxy-
apatite in the regeneration of fractures experimentally induced in
the fibulas of mice. Method: 15 rats were submitted to a surgery
for the removal of a fragment of the fibula. The fragment was
replaced by a silicone tube filled with hydroxyapatite and colla-
gen. Results: Little bone neoformation occurred inside the tubes
filled with biomaterials, the largest amount occurring in those
with collagen. Conclusion: The biomaterials used demonstrated
biocompatibility and osteoconductive capacity capable of stimu-
lating osteogenesis, even in bones with secondary mechanical
and morphological functions such as the fibula of the rat.
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INTRODUCAO

As fraturas traumaticas tém aumentado considera-
velmente nos ultimos anos decorrentes principalmente
de acidentes automobilisticos assim como de patologias
que afetam o metabolismo 6sseo'!). Desse modo, o estu-
do de diferentes tratamentos ortopédicos para estimular
e acelerar a regeneracao o0ssea vem sendo amplamente
pesquisados. Dentre eles, destaca-se o uso de enxertos
0sseos fundamentais naqueles casos clinicos de fratu-
ras cominutivas ou explosivas nos quais possa haver
a necessidade da utilizagdo do enxerto em fungdo da
perda consideravel de massa 0ssea conforme a energia
do trauma ou gravidade da patologia Ossea.

Como alternativa ao reparo dessas fraturas, podendo
ou nao ser associada aos enxertos 6sseos autdégenos ou
demais fatores indutores da osteogénese, também se
destacam a utilizagdo de biomateriais, pelas suas pro-
priedades osteogénicas, ¢ a biocompatibilidade, além
da facilidade de confecg¢do em vista do avango da en-
genharia de tecidos. Assim sendo, a hidroxiapatita ¢ o
colageno sao alguns dos varios materiais que vém rece-
bendo atengdo especial em diversas pesquisas na busca
dos implantes sintéticos ideais para a osteocondugao,
biocompatibilidade e resisténcia biomecanica durante o
processo de reparo dos defeitos 0sseos ou regeneracao
das fraturas>'?,
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A hidroxiapatita tem boa condutibilidade 6ssea, a qual
influéncia na sua velocidade de reabsor¢ao, sendo regu-
lada principalmente pela porosidade do material'?. O
contato direto e estavel desse biomaterial com o 0sso esti-
mula a osteogénese e, portanto, a sua osteointegragao!.
Nandi et al"® realizaram um estudo para avaliar a efici-
éncia da hidroxiapatita porosa em defeitos dsseos criadas
na diafise de radio de cabras e observaram boa formacao
ossea ¢ revascularizagdo na area enxertada com hidroxia-
patita, confirmando assim a propriedade osteocondutora
biologica natural deste material.

As indicagdes para o uso da hidroxiapatita direcio-
nam-se para as correcdes de defeitos craniomaxilofa-
ciais, traumatismos, deformidades congénitas e também
pode ser utilizado na medicina estética»!>). Outras subs-
tancias que merecem atencao sao os polimeros naturais,
que tém sido usados em numerosas aplicagdes'®.

Polimeros naturais como o coldgeno, além de sua
biocompatibilidade, participam no controle da estrutura
do tecido e na regulagdo do fenotipo celular simulando a
matriz extracelular. O colageno ¢ a proteina fibrosa mais
abundante no organismo humano, representando 25 a
30% da massa total de proteinas nos mamiferos. Como
o colageno ¢ o principal composto organico do tecido
0sseo, ele vem sendo amplamente usado na fabricagao
de biomateriais!”.

A biocompatibilidade e estabilidade do colageno,
devido as caracteristicas bioldgicas de biodegradavel,
bioabsorvivel, apresentar debilidade antigénica, além de
poder ser manipulado facilmente em diferentes formas,
torna-o um recurso fundamental a aplicagdo médica!®.
Takaoka et al*” utilizaram colageno de osso desminera-
lizado juntamente com hidroxiapatita no tratamento de
defeitos ortopédicos congénitos e adquiridos. Nos seus
resultados, notaram que o colageno de osso desminerali-
zado enxertado em combinacdo com a hidroxiapatita foi
um excelente material osteoindutivo associado a BMP
(proteina morfogenética Ossea).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
osteocondutora da hidroxiapatita e colageno no processo
de reparo 6sseo em defeitos provocados pela remogao
de parte do ter¢o médio da fibula de rato.

METODOS

Animais

Foram utilizados 15 ratos albinos (Rattus norvegicus)
Wistar, adultos, pertencentes ao Biotério da Faculdade

de Medicina de Jundiai. Os animais foram separados da
seguinte maneira:

Grupo TS: animais que receberam o tubo de silicone
vazio no defeito criado na fibula;

Grupo TH: animais que receberam o tubo de silico-
ne preenchido com hidroxiapatita no defeito criado na
fibula; e

Grupo TC: animais que receberam o tubo de silicone
preenchido com coldgeno no defeito criado na fibula.

Procedimento cirurgico

Inicialmente, os animais foram pesados e anestesia-
dos com solu¢do de Ketamina (Francotar) e Cloridrato
de Xylazina (Virbaxyl 2%) na propor¢ao de 1:1 e na
dose de 0,10ml/100gramas de corporea por via intra-
muscular. Os animais foram colocados em decubito
dorsal e realizou-se uma incisao longitudinal na pele
da regido anterolateral da perna esquerda. A musculatura
foi afastada de modo a expor a fibula. Com o auxilio
de materiais cirargicos, foi realizada uma falha através
da retirada de aproximadamente 2mm do ter¢co médio
da fibula. No local desta falha foram colocados tubos
de silicone.

Estudo radiologico

Ap6s oito semanas do implante, os animais foram
sacrificados e os ossos da perna submetidos a radio-
grafia usando o aparelho FUNK-X10 com ponto focal
de 0,8 x 0,8mm e filmes radiograficos Kodak medindo
4.4 x 3,3cm.

Estudo histolégico

As amostras foram submetidas aos métodos histolo-
gicos de fixacdo, descalcificagdo e confec¢ao das lami-
nas com cortes semisseriados longitudinais na area do
defeito 6sseo preenchidos com tubos de silicone.

Estudo morfométrico

A quantificagdo do osso neoformado foi realizada
através da estereologia de acordo com o principio de
Delesse (Mandarim de Lacerda, 1999). Usou-se a se-
guinte formula V=P,/P1(%), onde:

Vy = densidade de volume ou volume relativo;

P, = quantidade de pontos (intersec¢do de linhas)
sobre o osso neoformado; e

P = niimero total de pontos do sistema.

Através de um reticulo quadrilatero de 100 pontos
e acoplado na ocular do microscopio de luz Carl Zeiss,
calculou-se a densidade do volume 6sseo neoformado
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na area do implante dos tubos de silicone e a partir da
extremidade do fragmento da fibula. Esta analise foi
feita com a objetiva do microscopio de luz padronizada
em aumento de 4x.

Estudo estatistico

A técnica utilizada na analise dos dados morfométri-
cos foi o estudo de trés amostras independentes e médias
paramétrica pelo método de Watson-Williams.

RESULTADOS

Analise radiologica

Nos animais do grupo TS, TH e TC presenciou-
se boa interagcdo do tubo de silicone com os tecidos
circunvizinhos devido a imagem radiopaca nitida do
contorno do tubo e nenhum sinal radioldgico de alteracao
patologica (Figuras 1, 2 e 3).

Figuras 1,2 e 3 — Grupos TS, TH e TC, respectivamehte. Nota-
se a radiopacidade do tubo de silicone implantado (S). Indicados:
tibia (T) e fibula (F).

Analise histologica

Nos animais do grupo TS notou-se que o interior
do tubo de silicone foi preenchido parcialmente por
tecido conjuntivo sem indicios de neoformacao dssea
(Figura 4). Além disso, ocorreu uma proliferagao
do tecido 0sseo a partir do fragmento da fibula em
dire¢do a extremidade do tubo implantado (Figura 5).
Nos animais do grupo TH e TC observaram-se, além
de tecido conjuntivo, areas de neoformacgdo Ossea
no interior do tubo de silicone, além de osso jovem
crescendo a partir da extremidade do fragmento da
fibula (Figuras 6 e 7).
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Figuras 4 e 5 — (Grupo TS), 6 (TH) e 7 (TC). Na Figura 4 nota-
se a presenca de tecido conjuntivo (setas) no interior do tubo
de silicone (S) e na Figura 5 presencia-se a projecdo de 0sso
neoformado (ON) a partir do fragmento da fibula (F) em direcao
a extremidade do tubo de silicone, mas sem indicio de 0sso neo-
formado no interior desses tubos. Nas Figuras 6 e 7 observa-se
tecido conjuntivo (setas) e areas de neoformacao éssea (ON) no
interior dos tubos de silicone preenchidos com biomateriais.

Analise morfométrica e estatistica

Na quantificag@o do percentual de osso neoformado
na area do implante, notaram-se valores maiores para
os grupos TH (10,2%) e TC (13,4%) comparados com
o grupo TS (2,6%). Estatisticamente, os valores entre os
grupos foram diferentes (p < 0,05) (Figura 8).

Volume de Osso Neoformado

Percentual de osso formado

TS TH TC

Grupos

Figura 8 — Percentual de osso neoformado nos grupos TS, TH
e TC.

DISCUSSAO

As limitacdes clinicas do uso de enxertos 6sseos au-
togenos em fraturas com perda 6ssea levaram diversos
estudos a avancos na area de engenharia de tecidos e
biomateriais com o objetivo de fabricar materiais sin-
téticos capaz de promover rapidez na osteogénese, in-
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corporacdo com o tecido 6sseo através da estimulagao
osteocondutiva e osteoindutiva, ndo gerar complicacao
de rejeicao associada ao seu uso como fator essencial
de biocompatibilidade além de oferecer resisténcia bio-
mecanica no local do implante®”. Atendendo a essas
exigéncias, a hidroxiapatita e o colageno vém receben-
do consideravel aten¢do no campo da cirurgia plastica,
ortopédica e odontologica®V.

Duarte et al®® usaram a hidroxiapatita sintética
em defeito no processo alveolar da mandibula de caes
e observaram intensa proliferacdo de osteoblastos e
neovascularizagdo na presenca do implante. Camilli
et al®® implantaram hidroxiapatita subperiostalmente
no fémur de ratos e observaram boa neoformacao 0s-
sea na area do implante além da biocompatibilidade.
Resultados semelhantes também foram descritos por
Pinheiro et al®* ao implantarem hidroxiapatita em
falha dssea criada experimentalmente no terco distal
de ratos. Cunha et a/® implantaram colageno em de-
feitos no fémur de ratas e notaram bom fechamento
da area devido a intensa quantidade de osso formado
e também concluiram através de ensaios biomeca-
nicos, que a area regenerada apresentava com boa
qualidade mecanica.

Além da importancia da biocompatibilidade e capa-
cidade osteocondutora dos implantes de biomateriais
no processo de regeneracdo Ossea, também ¢ funda-
mental a qualidade mecanica e o tipo de ossificagdao
embrioldgica do osso. Camilli et a/®® observaram que
o fémur, osso endocondral, respondeu melhor ao im-
plante de hidroxiapatita do que a calota craniana na
qual origina-se a partir de uma ossificagdo membrano-
sa. Raab et al® afirmaram que a fun¢do mecénica do
osso influencia na resisténcia e na formacao do tecido
0sseo. Sendo assim, nota-se na literatura que a maioria
dos trabalhos com biomateriais usaram fémur e tibias
de ratos devido a sua boa capacidade biomecanica e
origem endocondral importante para a funcdo osteo-
génica do 0sso®2,

Quanto a fibula de ratos, nota-se que ela apresenta
particularidades morfologicas, pois o eixo da diafise
distal da tibia se funde com a fibula pos-natal, um pro-
cesso iniciado pelo sétimo dia com a formacao de car-
tilagem secundaria que subsequentemente ¢ substituido
por ossificacdo endocondral. Assim, a fibula apresen-
ta baixa qualidade e importancia biomecéanica®”. E
definido que a fibula apresenta um papel reciproco
em regular o crescimento da tibia do rato. A baixa

influéncia biomecanica da fibula, mesmo pela baixa
acdo da gravidade em que ¢ submetida, pode interferir
na consolidagdo das fraturas pela sua insuficiente fun-
¢do angiogénica e osteogénica®?,

Mediante aos fatores anatomicos da fibula citados
anteriormente, podemos notar em nossa pesquisa que
a quantidade de osso formado no interior dos tubos
com biomateriais implantados na falha o6ssea da fi-
bula dos ratos foi em pequena quantidade frente aos
resultados descritos na literatura usando fémur e tibia.
Além disso, ndo houve neoformacdo 6ssea no inte-
rior dos tubos vazios implantados. Tal fato pode ter
ocorrido levando-se em consideracdo a fung¢ao bio-
mecanica secundaria da fibula pela sua fusao na tibia
e consequentemente a sua baixa funcdo angiogénica
e osteogénica. Com estas caracteristicas morfologicas
da fibula, sugere-se que o tempo de implante adota-
do nessa pesquisa até o momento do sacrificio dos
animais foi insuficiente para o processo completo de
osteoconducao dos biomateriais.

Apesar da baixa neoformacgao 6ssea na area do im-
plante, podemos notar, através dos dados radioldgicos,
que ndo houve rejei¢do ao tipo de biomaterial utilizado
sugerindo a biocompatibilidade assim como descri-
tos por outros pesquisadores que usaram 0S mesmos
implantes©?39,

CONCLUSAO

Os biomateriais utilizados tém a capacidade osteo-
condutora mesmo observando-se uma baixa neoforma-
¢do Ossea em nossa pesquisa. Entretanto, outros fatores
como a embriologia, tipo de ossificagdao, morfologia e
biomecanica do osso em estudo sdao fundamentais no
processo de osteogénese. Assim ha a necessidade de
elaborar um protocolo de experimentagdo mais padro-
nizado e embasado cientificamente nos casos daque-
les ossos, como a fibula de ratos, que ainda ndo tem
qualidades bioldgicas e pardmetros mecanicos bem
definidos sendo fatores que interferem diretamente
nos resultados esperados quanto ao processo de rege-
neragao Ossea.
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