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RESUMO

Avaliaram-se os compositos de hidroxiapatita sintética e carbono (HAC) e hidroxiapatita sintética,
carbono e fosfato biacido de sédio (HACF), ambos na forma sélida, como substituto 6sseo em 36 coelhos
adultos. Apos protocolos anestésico e cirurgico habituais, retirou-se um fragmento de aproximadamente
2cm de comprimento no ter¢o médio da ulna esquerda. Os animais do grupo 1 receberam, em cada falha
provocada, blocos de HAC e HACF, e os do grupo 2 somente HAC. Os do grupo 3 ndo receberam
tratamento. Os animais foram submetidos a avaliagdes clinicas e radiologicas nos dias 8, 15, 30, 60, 120 e
180 de pds-operatorio. Nas mesmas datas, dois animais de cada grupo foram sacrificados e deles colheu-
se material para histologia. Observou-se evolu¢cdo normal da regeneracdo Ossea em todos os animais,
sendo mais precoce nos dos grupos que receberam os compdsitos. O uso de HAC e HACF na ulna de
coelho mostrou-se um método eficiente, ndo apresentando sinais de infecgdo e nem evidéncia de rejeicdo.
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ABSTRACT

Composites of synthetic hydroxyapatite and carbon (HAC) and synthetic hydroxyapatite, carbon and
sodium biacid phosphate (HACF), both of them in solid form, as substitute in bone regeneration were
studied. Thirty-six rabbits divided in three groups were used. After routine anesthetic and surgical
procedure, a bone fragment with two-centimeter in length was taken from the middle part of the left ulna.
Animals from group 1 received one block of HAC and HACF, from group 2 received only HAC, in the
criated bone defect, and animals from group 3 did not receive any treatment. They were submitted to
clinical and radiographic examinations at 8, 15, 30, 60, 120 and 180 days after surgery to evaluate bone
healing. At the same dates, two animals of each group were enthanised and bone fragments were
collected for histological evaluations. The results showed normal evolution of bone regeneration in all
groups but faster in animals that received the composites. The use of HAC and HACF showed to be
efficient and biocompatible, and not caused rejection.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de biomateriais no reparo de partes
danificadas do tecido ¢sseo tem revolucionado a
ortopedia e a odontologia atuais. O emprego de
substancias quimicas que facilitem a reparagdo
Ossea, através da osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducdo, ¢ alvo de pesquisas constantes
(Borges, 1998; Franco et al., 2001; Legeros,
2002).

Os Dbiomateriais podem ser definidos como
substidncias de origem natural ou sintética,
tolerados de forma transitéria ou permanente
pelos diversos tecidos que constituem os 6rgaos
dos seres vivos (Moraes, 2002). Eles devem ser
inertes, degraddveis e absorviveis e favorecerem
o crescimento dsseo por condugdo e, se possivel,
por indugdo. Essas caracteristicas dependem das
propriedades fisicas e quimicas do material, que
devem ser compativeis com as reagdes
fisiologicas do osso (Borges, 1998).

O grupo de biomateriais que mais se assemelham
a composicdo do osso ¢ o das cerdmicas de
fosfato de célcio (Legeros, 2002), dentre as quais
a mais difundida ¢ a hidroxiapatita (HAP), cuja
estrutura quimica ¢ representada pela formula
C10(PO4)s(OH),. A HAP, produzida
sinteticamente desde o inicio dos anos 70, tem
sido usada clinicamente desde o inicio dos anos
80 (Schmitz et al., 1999).

As propriedades biologicas da hidroxiapatita
sintética (HAP) sdao bem documentadas na
literatura. Ela ja foi utilizada na corregcdo de
defeitos 6sseos no homem e em varias espécies
animais, com resultados satisfatorios o suficiente
para ser indicada como alternativa para a
enxertia 0ssea na rotina clinica (Franco et al.,
2001; Legeros, 2002).

Segundo Schmitz et al. (1999), Franco et al.
(2001) e Legeros (2002), a HAP ¢é biocompativel
com o osso pelo fato de possuir a mesma
estrutura cristalina, sendo assim considerada
como o soélido inorgénico mais importante em
biologia.

A HAP ¢ esterilizavel e relativamente nao
absorvivel (Pollick et al., 1995; Ono et al., 2000).
E vantajosa por causa de sua composi¢do
uniforme, alta biocompatibilidade, seguranca
(ndo é toxica, nem alergénica ou carcinogénica) e
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pelo fato de sua microestrutura (tamanho dos
poros) ser completamente controlavel (Ono et al.,
2000).

A estrutura porosa da hidroxiapatita funciona
como suporte passivo a neoformagdo vascular, o
que leva a proliferacdo de fatores indutores da
aposi¢do oOssea (Borges, 1998). Segundo Vidigal
Jr. e Goisman (2003), a superficie porosa da
hidroxiapatita parece fornecer um substrato
adicional a proliferacdo do tecido odsseo. A
hidroxiapatita permite a jungdo, proliferacdo,
migragdo e expressdo fenotipica de células
oOsseas, o que resulta em formagao de novo 0sso,
em aposicao direta ao biomaterial (Sakano et al.,
2001; Legeros, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
da hidroxiapatita sintética associada apenas ao
carbono e associada ao carbono e ao fosfato
biacido de sodio no preenchimento de defeito
osseo na ulna de coelhos, pela avaliagdo de sua
osteointegragdo, por meio de estudos clinicos,
radiologicos e histologicos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 36 coelhos adultos, clinicamente
sadios, da raca Nova Zelandia, com média de
peso de 3kg. Os animais foram alojados em
gaiolas individuais, onde receberam ragdo
comercial uma vez ao dia e agua a vontade.
Antes de serem confinados nas gaiolas,
receberam uma dose Uunica de 0,2ml de
ivermectina'.

Foram constituidos trés grupos com 12 animais
cada. Os do grupo 1 receberam hidroxiapatita
associada ao carbono e ao fosfato biacido de
sodio, os do grupo 2 receberam hidroxiapatita
associada apenas ao carbono e os do 3 ndo
receberam tratamento.

Em todos os animais, produziu-se uma falha
ossea no terco médio da ulna esquerda, conforme
procedimento descrito a seguir: apos tricotomia e
desengorduramento do  membro  toracico
esquerdo, os animais foram sedados com
acepromazina® 1%, na dose de 02mlkg e
anestesiados com associagdo de tiletamina e
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zolazepam’, na dose de 0,4ml/kg, ambos pela via
intravenosa. Fez-se uma incisdo na face lateral
no terco médio do membro toracico esquerdo,
expondo a ulna por meio de incisdo longitudinal
da pele e afastamento do tecido muscular,
produzindo uma falha Ossea de,
aproximadamente, 2cm em todo o seu didmetro,
com auxilio de um martelo ortopédico ¢ um
ostedtomo. Introduziu-se, entdo, um bloco de
aproximadamente 1,8x1,8x1,8 de hidroxipatita
associada ao carbono e ao fosfato biacido de
sodio e outro de hidroxiapatita, associada ao
carbono, nos animais dos grupos 1 e 2,
respectivamente. No grupo 3, o defeito
provocado ndo recebeu tratamento, sendo
utilizado como controle. Os tecidos incisados
foram suturados de maneira rotineira.

As avaliagdes clinicas e da ferida foram diarias,
observando-se presenga de reac¢do inflamatoria,
sensibilidade a dor e deiscéncia da ferida. Nao se
utilizaram antibiotico e antiinflamatorio durante
o experimento. Foram realizadas radiografias dos
membros operados nas posi¢des mediolateral e
craniocaudal, imediatamente apds a cirurgia e
aos 8, 15, 30, 60, 120 e 150 dias do pds-
operatorio, visando a comparagdo entre 0SSO
controle e osso tratado.

Para analise histologica, de dois animais de cada
grupo, sacrificados com super-dosagem de
tiletamina e zolazepam, desarticulou-se o
membro toracico esquerdo na articulagdo
umeroradioulnar, nas mesmas datas de realizagao
das radiografias. Para histologia, coletou-se
material, de aproximadamente 2,5x2,5%2 5cm,
sobre a regido do implante das hidroxiapatitas.
Fragmentos de mesmas dimensdes foram
retirados dos animais do grupo-controle. As
amostras foram fixadas em formol a 10%,
tamponado, por aproximadamente 20 dias.

Completada a fixagdo, as amostras foram
descalcificadas em acido formico a 10%,
tamponado com citrato de sodio para pH 4,5 sob
vacuo moderado, com duragdo média de 15 dias.
A seguir, foram lavadas em dagua corrente,
desidratadas em alcool 70, 80, 90 ¢ 100% por,
aproximadamente, 12 horas em cada etapa, com
repeticdo, e diafanizadas em dois banhos de
xilol, por duas horas cada.

? Zoletil® Virbac
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Os fragmentos foram embebidos em parafina e
mantidos em estufa a 58°C durante uma noite e,
entdo, incluidos em parafina. A seguir, cortes de
7um foram obtidos em um micrétomo rotativo e
montados em lamina de vidro. De cada bloco de
parafina foram obtidas, pelo menos, duas ldminas
para que fossem submetidas a técnica de
coloragdo pela hematoxilina-cosina, visando a
identificagdo e analise histologica da amostra.

Nas sec¢des histologicas analisaram-se o padrdo
de regeneragdo do tecido com base nos graus de
proliferacdo e diferenciacdo celular no tecido
cicatricial, a neoformagao Ossea e sua maturagao,
a incorporagdo da hidroxiapatita ao osso, a
formacdo de medula dssea e o nivel de
degradagdo do material investigado.

Usou-se analise qualitativa  descritiva e
comparagao entre os grupos tratados e controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Logo apos a cirurgia, os animais nao apoiaram o
membro operado. Tanto no grupo-controle
quanto nos grupos tratados, o retorno completo a
funcdo do membro ocorreu em aproximadamente
sete dias, diferente dos resultados encontrados
por Borges (1998), Rezende et al. (1998) e
Franco et al. (2001), nos quais os animais nio
apresentaram nenhum grau de claudicagdo apds o
procedimento cirargico. A demora em apoiar o
membro, provavelmente, deve-se ao tamanho do
defeito 6sseo, que resultou em maior trauma.

Os animais apresentaram evolu¢do clinica
normal, ndo se observando quaisquer sinais de
infeccdo ou complicacdo. A cicatrizacdo da
ferida cirurgica ocorreu por primeira intencao,
sendo os pontos retirados no oitavo dia, sem que
houvesse indicios de rejeicdo da hidroxiapatita.
Estes resultados clinicos levam a acreditar na
biocompatibilidade das hidroxiapatitas testadas,
estando de acordo com Oonishi et al. (1997),
Yamamoto et al. (2000), Schmitz et al. (1999) e
Legeros (2002).

Ap0s a cirurgia, nos grupos tratados, observou-se
que o implante preencheu a falha dssea, sendo
sua radiopacidade maior do que a do osso
normal. Contudo, ndo diferiu, visualmente, entre
os grupos. Isto pode ser explicado pela formula
quimica da hidroxiapatita, que, em fungdo de
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seus constituintes quimicos, apresenta elevado
nimero atdmico (Ono et al., 2000). Portanto, a
imagem radiografica ¢é representada por
radiopacidade. Nas radiografias feitas

imediatamente apds a cirurgia e aos 8, 15 e 30
dias do pds-operatorio (Fig. 1), a radiopacidade
do implante ainda foi superior a do 0sso normal.
Ela diminui gradativamente e, aos 60 dias, ja era
menor que a do osso (Fig. 1). Esse aspecto, ja
esperado, e descrito por Borges et al. (2000),

pode ser atribuido a invasdo de tecido conjuntivo
junto ao processo normal de regeneracdo Ossea.
Deve-se considerar, ainda, que ndo ha alteragdo
na densidade da hidroxiapatita, uma vez que seu
numero atomico ndo se altera. Entretanto, o
crescimento do tecido conjuntivo e do tecido
0sseo, ao longo do tempo e ao redor das
particulas de hidroxiapatita, contribui para
diminuir sua definicdo (Rezende et al., 1998).

Figura 1. Radiografias de ulna de coelho tratado com hidroxiapatia (A, C, e E, grupo 1; B, D e F, grupo
2). A-oito dias apds a cirurgia; B-15 dias ap6s a cirurgia; C-30 dias apos a cirurgia; D-60 dias apos a
cirurgia; E- 120 dias apos a cirurgia; F- 120 dias apds a cirurgia; seta- hidroxiapatita
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No oitavo dia, nos animais dos dois grupos
tratados, ndo havia sinais de qualquer reagdo
6ssea. No 15° dia, em todos os animais, pode-se
notar o comeco de crescimento Osseo, notado
pelo aumento da radiopacidade do defeito, que
ocorria  paralelamente a diminui¢do da
radiopacidade da hidroxiapatita. O aumento de
radiopacidade do defeito deve-se,
provavelmente, ao comeg¢o da formacdo Ossea
que ocorreu no local. Aos 60 dias, a
radiopacidade unia as extremidades da ulna,
sugerindo a formagdo de uma ponte 6ssea. Em
um dos animais foi observado crescimento ¢sseo
deslocando a HAP. Aos 120 e 150 dias (Fig. 1), a
hidroxiapatita ainda era visivel, mas ocorreu a
formacgdo de duas corticais 6sseas envolvendo o
implante.

Em apenas um animal, a massa radiopaca
caracteristica de hidroxiapatita, do grupo HAC,
deslocou-se do lugar original, provavelmente por
crescimento  Osseo entre as extremidades
fraturadas da ulna.

Nos animais do grupo-controle, apds a cirurgia,
foi constatada a presenca de falha Ossea
radiotransparente (Fig. 2). Segundo Fehlberg
(2001), em todo processo de reparacdo Ossea,
desenvolve-se, inicialmente, tecido conjuntivo no
foco da lesdo, cuja radiopacidade ¢ insuficiente
para ser perceptivel ao exame radiografico, pelo
fato de os constituintes quimicos do tecido
neoformado serem de baixo nimero atdmico.

Figura 2. Radiografias de ulna de coelho do grupo-controle evidenciando o defeito 6sseo (seta) produzido
na ulna e sua evolucao de radiopacidade. A-imediatamente apos a cirurgia; B-15 dias apos a cirurgia;

C-30 dias apos a cirurgia; D-60 dias ap6s a cirurgia.

Aos oito dias do pos-operatdrio, nos animais do
grupo-controle, a imagem radiografica foi
semelhante a imagem obtida imediatamente apos
a cirurgia, indicando que aparentemente ainda
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ndo havia sinais de regeneracdo oOssea. Aos 15
dias, observou-se em todos os animais inicio de
radiopacidade da periferia para o centro da falha
ossea. Aos 30 dias, na periferia do defeito, pode-
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se notar radiopacidade semelhante a do osso
normal, o que também foi observado por
Rezende et al. (1998), Borges (1998) e Fehlberg
(2001). Aos 60 dias, o defeito encontrava-se
quase que em sua totalidade radiopaco como
osso normal (Fig. 2). Aos 120 e 150 dias, o
defeito ainda era visivel, porém com a presenga
de uma ponte Ossea. O defeito estava
praticamente preenchido por tecido radiopaco,
sugerindo a formagéao de tecido 6sseo.

A caracterizagdo da presenga de hidroxiapatita
foi evidenciada por meio de andlise histologica
do grupo tratado, que se apresentou sob a forma
de material amorfo, acelular, bem delimitado e
com maior afinidade pela hematoxilina, ja
descrita por Borges (1998).

Em todos os grupos, aos oito dias de pos-
operatorio, observou-se atividade osteoclastica
nas bordas da fratura. Tal atividade sugere o
inicio do processo de regeneragdo Ossea, que ¢
caracterizada pelo debridamento das bordas da
les@o. Este achado ¢ compativel com a descri¢ao
de Borges (1998), Franco (2000) e Fehlberg
(2001). Percebeu-se intensa formagao 6ssea com
o esboco de cartilagem sendo substituido por
tecido conjuntivo. O tecido condrdide induziu a
formagdo conjuntiva que serd substituida pelo
tecido 6sseo (Fig. 3A e B). Foram observadas,
ainda, areas de medula d6ssea com ossificacdo
intramembranosa, caracteristico de processo de
ossificacdo normal, como o descrito por
Junqueira e Carneiro (1998), Slatter (1998),
Flach et al. (2002) e Fossum (2002).

No grupo-controle, aos oito dias de pos-
operatorio, foram identificados ostedcitos
encerrados em osso trabecular (Fig. 3) e
osteoblastos  localizados nas bordas das
trabéculas osseas, seguindo um processo normal
de reparagdo oOssea, conforme o descrito por
Flach et al (2002) (Fig. 4A). Aos 15 dias de pds-
operatorio, observou-se predominio de tecido
cartilaginoso desorganizado e, ainda, presenca de
osso trabecular bem definido (Fig. 4B). A
presenga de tecido cartilaginoso desorganizado
pode ser explicada pelo grande tamanho do
defeito provocado, levando a maior instabilidade
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no foco da fratura. Essa instabilidade predispoe a
formagdo de tecido cartilaginoso conforme
descreveu Flach et al. (2002).

Nos grupos com hidroxiapatita, aos 15 dias de
pbs-operatorio, observou-se que a hidroxiapatita
estava praticamente toda circunscrita por 0sso
trabecular. Havia a presenca de tecido conjuntivo
desorganizado, agregados de tecido cartilaginoso
na periferia da falha e intensa vascularizagao.
Como foi descrito por Borges (1998), Borges et
al. (2000) e Franco (2000), evidenciou-se grande
aporte sangiiineo para a area, o que ¢ um fator
importante nos processos de reparagdo 6ssea.

Aos 30 dias de pods-operatério, os animais do
grupo-controle apresentaram formacdo de osso
novo a partir das bordas da lesdo, mas com a
falha ossea preenchida por tecido conjuntivo
frouxo, o que, segundo Fehlberg (2001), ¢
caracteristico de um processo de reparacdo
normal. Havia a presenca de projecdes de tecido
conjuntivo denso e restos de cartilagem, e, ainda,
esbogo de medula dssea e predominio de osso
trabecular. Nos grupos tratados, observou-se
maior formacao 6ssea ao redor da hidroxiapatita,
fato comprovado pelos resultados radiograficos.
Na regido da falha dssea, verificou-se a presenca
de osso trabecular (Fig. 3D e 3E). Aos 60 dias de
pds-operatorio, no grupo-controle, observou-se
maior grau de substituigdo de tecido
cartilaginoso por tecido dsseo quando comparado
ao grupo de 30 dias. Porém, a formagao 0ssea era
mais evidente no grupo tratado, no qual o o0sso
apresentava trabéculas mais espessas, tendendo a
osso compacto (Fig. 3F), confirmando os
achados de Oonish et al. (1997), Borges et al.
(2000) e Franco et al. (2001), ao citarem a
caracteristica osteocondutora da hidroxiapatita.

Aos 120 dias de pos-operatorio, os achados
histologicos mostraram um tecido 6sseo denso
bem mais desenvolvido nos grupos tratados do
que no grupo-controle. A hidroxiapatita estava
bem incorporada pelo tecido 6sseo, havendo
ainda presenga de tecido conjuntivo na falha
Ossea e presenca de osso se organizando em fase
adiantada de regeneragao (Fig. 4C).
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Figura 3. Fotomicrografias de ulna de coelho aos 8, 30, 60 e 120 dias ap6s confecgdo de defeito dsseo e
adi¢do de hidroxiapatita (A, B, C e D, grupo 1; E, F, G, H e I, grupo 2). A- oito dias, 40x; B- oito dias,
30x%; C- oito dias, 50x; D- 30 dias, 40x; E- 30 dias, 260%; F- 60 dias, 60x; G- 120 dias, 20x; H- 120 dias,
80x; I- 120 dias, 40x. HE. TC: tecido cartilaginoso; OC: tecido 6sseo compacto; OT: tecido 6sseo

trabecular; HAP: hidroxiapatita.

O processo de reparagdo Ossea nos grupos
tratados mostrou-se mais adiantado que no
grupo-controle até as observagdes de 120 dias. A
partir dai, e na observacdo seguinte, ndo houve
diferenca qualitativa entre os grupos. Esse fato
reforca a afirmagdo de varios autores, como
Oonish et al. (1997), Rezende et al. (1998), e
Legeros (2002), os quais atribuem o efeito
osteocondutor da hidroxiapatita como um
favorecedor da regeneragdo Ossea.

Aos 150 dias, tanto nos grupos tratados quanto
no grupo-controle, ja existia medula Ossea e,
praticamente, ndo se notava mais a presenga de
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tecido cartilaginoso. Nos dois grupos havia
tecido oOsseo maduro na regido da falha,
mostrando processos de reparagdo Ossea bem
adiantados, o que ¢ compativel com os resultados
de Franco (2000).

Conclui-se que ambos os tipos de hidroxiapatitas
usadas mostraram-se biocompativeis, por ndo ter
havido, em nenhum dos animais, qualquer
indicio de rejei¢do do implante ou de reagdo
inflamatoria. Nos animais tratados, o processo de
regeneracdo Ossea ocorreu mais cedo do que nos
animais do grupo-controle, o que comprova a
capacidade osteocondutora da hidroxiapatita.
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Figura 4. Fotomicrografias de ulna de coelho aos 8, 15, 120 e 150 dias apos produgdo de defeito dsseo. A-
8 dias, 600x; B- 15 dias, 40%; C- 120 dias, 30x; D- 150 dias. 30%. HE. OC: tecido 6sseo compacto; M:
matriz 6ssea; OT: tecido 6sseo trabecular. Seta: ostedcito encerrado em lacuna; seta larga — osteoblasto.
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