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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os fosfatos de calcio, pirofosfato de calcio (CPP) com tratamento térmico a 700 e
900°C, fosfato tricalcio associado a hidroxiapatita (TCP/HA) e hidroxiapatita (HA) como substitutos dsseos. Foram
utilizados 20 coelhos (Oryctolagus cuniculus), de ambos os sexos, da raca Nova Zelandia, pesando em média 2,5+0,41
kg. Os animais foram distribuidos, ao acaso, em dois grupos de 10 animais de acordo com o periodo em que foram
eutanasiados (30 ou 60 dias). Os implantes foram introduzidos na metafise proximal e distal de cada fémur, de modo
que os CPP 700 e 900 foram introduzidos no membro esquerdo, enquanto o TCP/HA e HA no membro direito.
Foram realizadas avaliagdes clinico-cirurgicas e radiograficas imediatamente apds a cirurgia e aos 30 e 60 dias do
pés-operatorio. Os animais apresentaram evolu¢io clinica normal. Na avaliacdo radiografica observou-se diferenca
estatistica entre os grupos com maior grau de radiopacidade nos animais do grupo 60 dias que utilizaram os implantes
TCP/HA e HA. Na avalia¢do histoldgica, por meio de microscopia de luz e analise morfométrica, os materiais TCP/HA
e HA proporcionaram maior neoformagao dssea ao redor dos implantes do que com os CPP700 e CPP900 aos 30 e 60
dias de avaliacio.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the calcium phosphate, calcium pyrophosphate (CPP) with heat treatment at
700 and 900 ° C, tricalcium phosphate combined with hydroxyapatite (TCP/HA) and hydroxyapatite (HA) as bone
substitutes. We used 20 rabbits (Oryctolagus cuniculus) of both sexes, New Zealand breed, with mean weigh of 2.5 +
0.41 kg. The animals were randomly divided into two groups of 10 animals in the period in which they were euthanized
(30 or 60 days). The implants were placed on the proximal and distal metaphysis of each femur so that CPP 700 and 900
were introduced in the left, while TCP/HA and HA in the right. Clinical and radiographic-surgical evaluations were
performed immediately after surgery, and 30 and 60 days post-surgery. The animals showed normal clinical evolution.
In the radiographic evaluation there was statistical difference between groups with higher degree of radiopacity at group
60 days that used TCP/HA and HA implants. In the histological evaluation by light microscopy and morphometric
analysis the materials TCP/HA and HA showed greater bone formation around the implants than CPP700 and CPP900
at 30 and 60-days evaluation.
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e neoplasias Osseas, objetivando uma remodelagdo e
reconstrucio desses defeitos' ou ainda em artrodeses,
proporcionando imobilizagdes de articulagdes com o
minimo de desconforto para os pacientes?, onde o uso
de enxertos autdgenos e alogenos seja inviavel, devido
a problemas como disponibilidade limitada, dificul-
dade de armazenamento e tempo cirurgico maior na
obtengdo dos enxertos orgénicos”.

Entre os materiais ceramicos empregados com rele-
vancia na medicina para a confec¢do de implantes, po-
de-se citar os fosfatos de calcio, que apresentam varias
subdivisdes de acordo com a relagdo de Ca/P*. Os que
merecem posi¢ao de destaque sao: pirofosfato de calcio
com férmula molecular Ca,P,O, e razdo Ca/P igual a
1.0, fosfato tricdlcio com férmula molecular Ca,(PO,),
e razdo Ca/P de 1.5 e a hidroxiapatita com férmula mo-
lecular CaIO(PO4)6(OH)2 e razao Ca/P de 1.67, por se-
rem os mais empregados, por exemplo, nas reparagoes
cirurgicas Osseas, devido apresentarem composicao
inorganica semelhante ao osso, estimulando assim o
processo de osteocondugao®.

Com o intuito de averiguar o processo de osteocon-
dugdo dos biomateriais disponiveis para as reconstru-
¢oes do tecido dsseo, objetivou-se comparar o uso de
diferentes fosfatos de célcio na correcdo de defeitos
6sseos na metafise femoral de coelhos, por meio da
observagdo clinica, radiografica e dos aspectos his-
toldgicos em relagao ao processo de reparagao Ossea,

obtidos pelo método da reagdo direta.

Material e Método

Foram utilizados 20 coelhos, de ambos os sexos, da
raca Nova Zelandia, pesando em média 2,5+0,4 kg,
provenientes de um criatério situado na cidade de
Patos — PB. Os animais foram distribuidos, ao acaso,
em dois grupos de 10 animais de acordo com o peri-
odo em que foram eutanasiados (30 ou 60 dias apos o
procedimento cirtrgico). Os animais foram alocados

em gaiolas individuais, vermifugados com albendazol
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a 5% (Ibazole 5% °- Laboratério Ibasa LTDA, Porto
Alegre-RS, Brasil) na dose de 20mg/kg por via oral e
passaram por um periodo de adaptagdo de sete dias
antes do inicio do experimento, recebendo ragdo ba-
lanceada duas vezes ao dia e agua potavel ad libitum
durante todo o experimento.

Foram utilizados quatro fosfatos de célcio: pirofos-
fato de calcio de razao 1.0 com tratamento térmico
a 700°C (CPP700), pirofosfato de calcio de razao 1.0
com tratamento térmico a 900°C (CPP900), fosfato
tricalcio de razao 1.5 associado a hidroxiapatita de
razao 1.67 (TCP/HA) e hidroxiapatita de razdo 1,67
(HA). Os implantes apresentavam formato cilindrico
com 2 mm de didmetro e 5 mm de altura, e 100 a 300
pm de porosidade. Todos os substitutos 6sseos foram
autoclavados antes do uso.

Os quatro implantes foram aplicados por animal,
dois em cada fémur, situados proximal e distalmente.
Apos a tricotomia, realizou-se a medicagdo pré-anes-
tésica com acepromazina (Acepran®, Vetnil Industria
e Comércio de Produtos Veterindarios, Louveira-SP,
Brasil), na dose de 1mg/kg por via intravenosa (IV)
e anestesia com tiletamina-zolazepam (Zoletil®, Vir-
bac do Brasil Induastria e Comércio, Sio Paulo-SP,
Brasil), na dose de 15mg/kg IV. Apos antissepsia da
area operatoria com solucido de clorexidine (Riohex
0,5%° - Industria Farmacéutica Rioquimica, Sao José
do Rio Preto-SP, Brasil) a 0,5%, fez-se uma incisiao
cutanea ao longo da margem craniolateral da diafise
femoral e divulsdo do tecido subcutaneo e muscular
para facilitar a exposi¢do do fémur. Foi feita ressec-
¢do longitudinal do peridsteo e dois orificios foram
construidos, um proximal e outro distal com broca de
2,0 mm de didmetro em cada membro pélvico para
coloca¢do dos implantes. Durante a penetracdo da
broca, foi utilizada solugéo fisioldgica para minimizar
o0 aquecimento dsseo. Na regido proximal do membro
pélvico esquerdo utilizou-se o implante de CPP700, e
na regido distal utilizou-se CPP900. Na regido proxi-

mal do membro pélvico direito utilizou-se TCP/HA e

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 1, p. 12-18,2012



14

na regido distal utilizou-se HA. Apés a introdugao dos
implantes foi realizado a sintese dos tecidos.

No pds-operatdrio os animais receberam enroflo-
xacina (Biofloxacin 2,5%° - Biovet laboratorio Vete-
rinario, Vargem Grande Paulista-SP, Brasil) na dose
de 10mg/kg por via intramuscular, uma vez ao dia
durante 5 dias e meloxicam (Maxicam 0,2%° - Ouro
Fino Agronegdcio, Cravinhos-SP, Brasil) na dose de
0,2 mg/kg por via intramuscular no primeiro dia (far-
maco administrado 30 minutos antes do procedimen-
to cirurgico) e 0,1 mg/kg nos dois dias subsequen-
tes. Também foi administrado em todos os animais
tramadol (Tramadon®, Cristdlia produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda, Sdo Paulo-SP, Brasil) na dose
de 1 mg/kg por via intramuscular, antes do procedi-
mento operatoério. A higienizagdo da ferida cirtrgica
foi realizada com solucao fisiologica 0,9% e suspen-
sdo de sulfadiazina prata, sulfato de neomicina e alu-
minio spray (Kuraderm Prata® - AVIPEC Produtos,
Curitiba-PR, Brasil) durante os 10 primeiros dias do
pos-operatdrio, tendo sido retirados os pontos apds
esse periodo.

O processo de avaliagdo clinica das feridas cirar-
gicas foi diario durante os 10 primeiros dias de pos-
operatorio, observando se havia presenca de reagao
inflamatoria e infecciosa, dor e deiscéncia da sutura.

Foram realizadas radiografias nas proje¢des cranio-
caudal e mediolateral dos membros operados, antes
e imediatamente apos a cirurgia, com 30 e 60 dias de
pos-operatdrio, visando acompanhar o processo de
reparagdo oOssea (Figura 1). Para a avaliagdo radiogra-
fica foi proposto uma escala gradual de radiopacida-
de, a saber: 0 = auséncia de reagdo periostal; 1 = rea-
¢do periosteal apenas nas bordas da lesdo dssea; 2 =
reacdo periosteal nas bordas da lesao com radiopaci-
dade evoluindo concentricamente sem consolida¢iao
completa da lesdo dssea; 3 = consolidagdo completa
da lesdo Ossea. Essa avaliacdo foi realizada por trés
radiologistas; os valores atribuidos a cada lesdao 6ssea

por avaliador foram somados e submetidos a anali-
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Figura 1 - Radiografias nas proje¢oes ML e CC dos fémures,
indicado pelo circulo os locais das osteotomias.
a - Imediatamente apds a cirurgia; b - 30
dias apds o procedimento (notar aumento de
radiopacidade nas bordas da osteotomia); ¢ — 60
dias de pds-operatdrio (locais osteotomizados
totalmente cicatrizados)

se estatistica. Essa conduta foi tomada para evitar ou
pelo menos minimizar a ocorréncia de vies.

Os animais foram eutanasiados ao final do periodo
de observagido destinado a cada momento experimen-
tal, tendo sido colhidos os fémures e, em seguida, re-

tirados os fragmentos do tecido 6sseo que continham



os implantes. Os fragmentos dsseos foram submeti-
dos a fixagdo com formalina tamponada a 10% duran-
te 10 dias. Logo apds, o material foi lavado em agua
corrente e descalcificado em mistura de partes iguais
de solugao de acido férmico 5% + acido cloridrico
5% durante cinco dias. Os fragmentos foram inclui-
dos em parafina liquida e, posteriormente, cortados
em fatias transversais de 5pm de espessura dos blocos
e montados em lAminas de vidro. De cada bloco, fo-
ram obtidas quatro laminas, sendo estas submetidas
as técnicas de hematoxilina-eosina para visualizagao
histoldgica, avaliando-se a interface osso-implante, os
graus de reagdo endosteal e periosteal, proliferacao e
diferenciagdo celular no tecido cicatricial e presenca
de tecido conjuntivo. A neoformacio 6ssea induzida
pelos biomateriais foi quantificada através da analise
morfométrica das laminas.

A comparagio da cicatrizagao dssea conduzida pelas
diferentes propor¢des de calcio e fosforo foi realiza-
da por momento experimental e entre os momentos.
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade de
Anderson-Darling para a verificagdo da distribuicao
dos dados. Para varidveis com distribui¢ao normal, os
grupos foram comparados pela andlise de variancia
(ANOVA) de um critério de classifica¢do, com com-
paragdes multiplas pelo teste de Tukey. Para variaveis
com distribui¢do ndo normal, a comparacio foi rea-
lizada pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,
com comparagdes multiplas pelo teste de Nemenyi®.
O nivel de significancia adotado foi de 5% e as anali-
ses foram feitas com o programa estatistico MINITAB

versao 14.0.

Resultados e Discussao

Os animais apresentaram evolugéo clinica normal,
ndo se observando quaisquer sinais de infec¢do, dor
ou complicagdo, ocorrendo cicatrizagdo por primeira
inten¢do em todas feridas cirtrgicas, justificada pela

rigorosa assepsia e técnica cirurgica adequada durante
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o procedimento, em conjunto com uma antibioticote-
rapia e manejo da dor adequado, concordando com os
resultados relatados por Freitas et al.”. Nenhum ani-
mal apresentou sinais de rejeicao aos enxertos, com-
provando a caracteristica de biocompatibilidade dos
fosfatos de calcio®.

O aumento da radiopacidade dssea esta relaciona-
do com a neoformagao tecidual do osso’. No presen-
te estudo evidenciou-se diferenga estatistica signi-
ficativa entre TCP/HA e HA aos 60 dias em relagdo
ao CPP700 60 dias (Tabela 1), podendo esse fato ser
atribuido a caracteristica da hidroxiapatita e do tri-
fosfato de calcio, que sdo excelentes osteocondutores
e favorecerem o processo de cicatriza¢ido ossea mais
rapida’. Resultados semelhantes foram encontrados

nos estudos de Vital et al.® e Miranda et al.!’.

Tabela 1 - Média ou mediana e desvio padrio ou intervalo
interquartil da radiopacidade da lesdo Ossea,
induzida pelos biomateriais entre os momentos

€ grupos
Momentos
Implantes/Grupos

30 dias 60 dias

CPP700 6,0+1,3 5,9+1,3*
CPP900 5,9+1,1 6,2+1,6
TCP/HA 6,0+1,0 6,8+0,9°

HA 6,0+1,0 7,0+1,2>

Letras minusculas diferentes na mesma coluna denotam diferenga
estatistica (p < 0,05)

Os exames histoldgicos realizados neste estudo
possibilitaram analisar os estimulos induzidos pelos
biomateriais durante o periodo de reparagio dssea
proposto neste experimento. Foram observadas aos
30 dias, nas interfaces osso-implante que receberam
CPP700 e CPP900, pequena irregularidade do en-
désteo e peridsteo e pequena atividade osteoblastica
e osteocldstica com pouca deposi¢do de tecido con-
juntivo. Ja com os implantes TCP/HA e HA aos 30
dias, foram observadas irregularidades do enddsteo
e periosteo, atividade osteblastica e osteoclastica e
deposicao de tecido conjuntivo mais evidente que os

demais biomateriais.

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 1, p. 12-18, 2012



16

Ja aos 60 dias, todas as reacdes observadas foram
mais evidentes do que aos 30 dias, e os implantes
TCP/HA e HA estimularam ainda mais essas reagoes,
demonstrando maior capacidade de estimulo. Obser-
vou-se também que o tecido conjuntivo aos 60 dias
diminuiu, havendo maior deposi¢do de tecido dsseo
primario nos biomateriais TCP/HA e HA, enquanto
no CPP700 e CPP900 o tecido conjuntivo aumentou
com pouca deposicao de tecido dsseo.

Os biomateriais sao utilizados nas cirurgias dsseas
com o objetivo de reconstrugdo 6ssea, e seu desem-
penho depende de alguns fatores como composi¢ao
e poder osteogénico'. A formagao dssea depende do
contato dos materiais com o periosteo e enddsteo, ja
que nestes tecidos ha presenca de células osteoprogé-
nitoras que sdo ativadas durante o processo de rege-
neragdo dssea'"’. Sendo assim, a irregularidade do
endosteo e do peridsteo observada neste estudo indi-
ca a atividade destas estruturas no processo de reparo
6sseo, sendo essa irregularidade maior nos animais
do grupo 60 dias.

Dentre as vérias células que compdem o tecido 6s-
seo, 0s osteoclastos e 0s osteoblastos sdo as principais.
Os osteoclastos sao células multinucleadas que par-
ticipam dos processos de reabsor¢do e remodelagao
do tecido dsseo, sendo também as responsaveis pela
reabsor¢do dos biomateriais, e os osteoblastos sdo
responsaveis pela sintese dos constituintes organicos
da matriz dssea e também armazenam fosfato e cal-
cio, participando da mineralizagdo da matriz'*. Neste
estudo, os materiais TCP/HA e HA proporcionaram
maior estimulacdo destas células tanto aos 30 como
aos 60 dias, tendo sido aos 60 dias esta estimulacido
mais evidente. Esses resultados ocorrem devido a
acdo osteocondutiva e da osteotransdutividade des-
ses biometeriais, concordando com o observado por
Déria Neto®. Através desses processos os substitutos
6sseos sao degradados, reabsorvidos e substituidos
por tecido dsseo neoformado, conforme observado

por Borges et al.’.
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De acordo com Vital et al.%, o tecido conjuntivo é
substituido por tecido 6sseo no decorrer do processo
cicatricial, que segundo Fehlberg'® é um evento con-
siderado normal nas cirurgias dsseas, o que justifica a
diminuig¢do gradativa de tecido conjuntivo encontra-
do na interface osso-implante TCP/HA e HA aos 60
dias, enquanto no CPP700 e CPP900 houve um au-
mento desse tecido, demonstrando uma capacidade
osteocondutiva menor que os demais implantes.

Como pode ser observada na tabela 2, a formagao
Ossea primaria foi maior nos biomateriais TCP/HA e
HA aos 30 e 60 dias (P < 0,05), sendo ainda mais ex-
pressivo aos 60 dias (Figura 2). Esse fato comprova ca-
pacidade osteocondutiva e uma osteotransdutividade
diferentes entre os fosfatos de célcio, de modo que a
regenerac¢do Ossea possa acontecer de forma mais ra-
pida, dependendo do implante utilizado'. Esse pro-
cesso também foi evidenciado nos estudos de Vital et

al. 8e Franco et al.’®.

Tabela 2 - Média ou mediana e desvio padrdo ou intervalo
interquartil da drea em pm* obtidos pela
histomorfometria do tecido ¢sseo neoformado
induzido pelos biomateriais entre os momentos

e grupos
Momentos
Implantes/Grupos
30 dias 60 dias

CPP700 37.458+27.398** 74.135+32.497°®
CPP900 49.847+115.705 82.742+47.714*
TCP/HA 105.202+59.411° 115.566+35.902°
HA 88.975+105.591° 140.021+42.690°

Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas
diferentes na mesma linha denotam diferenga estatistica (p < 0,05)

Conclusoes

Os resultados obtidos neste experimento permi-
tem concluir que os quatro biomateriais utilizados
mostraram-se biocompativeis, pois nenhum animal
apresentou rejeicao aos enxertos. Houve diferenca
radiolégica e histomorfométrica significativa em
relacao aos graus de radiopacidade e formacgao de

tecido dsseo primario, respectivamente, demons-
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Figura 2 - As linhas pontilhadas demarcam o local onde foram feitas a osteotomia e colocagdo dos implantes
de fosfato de calcio (interface osso-implante). A (®) representa o tecido 6sseo neoformado. A
figura A demonstra a interface osso-implante que recebeu o TCP/HA do momento 30 dias. A
figura B recebeu o CPP900 do momento 60 dias. Notar quantidade significativamente maior de
tecido dsseo neoformado (@) em A relagio a B. Obj. 4x (HE)

trando que os biomateriais TCP/HA e HA propor-
cionaram cicatrizacdo maior que os outros implan-

tes. O método de obten¢ao dos fosfatos de calcio
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