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RESUMO

REYES OCHOA, Clara Cecilia, M Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2013. Hidroxiapatita, policaprolactona e alendronato em defeitos 0sseos
experimentais no olecrano de coelhos. Orientadora: Andréa Pacheco Batista
Borges. Coorientador: Ricardo Junqueira Del Carlo.

A perda 06ssea, tanto na Medicina quanto na Veterinaria, € um problema, que
tem levado pesquisadores a procura de biomateriais, para favorecer a
regeneracdo o6ssea. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
biocompatibilidade, a osseointegracdo e a biodegradacdo de compdsitos de
hidroxiapatita (HA), policaprolactona (PCL) e alendronato (ALO) e o polimero
policaprolactona (PCL) em defeitos 0sseos circulares de 5 mm de diametro
realizados no olecrano direito de coelhos. Foram utilizados 36 coelhos da raca
Nova Zelandia, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, de igual nimero.
Os compositos foram fabricados com diferentes proporcdes, sendo que o
composito um foi composto por 49,5% de hidroxiapatita, 49,5% de
policaprolactona e 1% de alendronato (grupo PCL+HA+ALQO) e o compdésito
dois foi de 50% de hidroxiapatita e 50% de policaprolactona (grupo PCL+HA).
Um grupo recebeu o compdsito um, outro recebeu o compdsito dois, um
terceiro grupo foi tratado apenas com o polimero de policaprolactona (grupo
PCL) e um grupo nédo recebeu tratamento, sendo utilizado como controle. A
avaliacao foi feita por meio de andlise clinica nos dias 2, 4 e 8 pds-cirurgia
onde foram avaliados os parametros claudicacdo, sensibilidade dolorosa,
deiscéncia e infeccdo. Para avaliar edema, foi medida a circunferéncia do
membro nos dias 1, 2, 4 e 8 pOs-operatdrios. Foram feitas radiografias antes,
imediatamente apds a cirurgia e no dia da coleta de material para exame
histopatolégico e histomorfométrico, nas datas 8, 45 e 90 pés-operatérias, com
trés animais por grupo para cada data. Ndo houve diferenca para o0s
parametros claudicacao, dor, infecdo e deiscéncia entre os grupos. Na analise
clinica foi observada diferenca na variavel edema entre o dia 1 e 8 em todos 0s
grupos. Radiograficamente, no lugar do defeito foi observado aos 8 dias nos
grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA pontos de radiopacidade semelhante a do
0sso adjacente e nos grupos PCL e controle radiopacidade menor a do 0sso
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adjacente. Aos 45 dias os grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA apresentaram
melhor resultado por terem maior porcentagem de quadrantes com pontos de
radiopacidade semelhante a do osso adjacente e bordas de dificil delimitacdo
em comparacdo aos grupos PCL e controle. Aos 90 dias, a radiopacidade foi
observada em 100% dos quadrantes para os grupos PCL+HA+ALO, PCL+HA e
PCL e s6 em 83.3% para o grupo controle. Histologicamente, observou-se que
0S animais do grupo controle apresentaram as bordas do defeito facilmente
identificaveis, com inicio de formacdo de osso trabecular partindo dele, osso
esse organizado, seguido por um grande numero de trabéculas ésseas, 0
grupo PCL, aos oito dias, formacgédo de osso trabecular na periferia do defeito,
ja nos grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA a formacéo foi observada tanto no
centro quanto na periferia do defeito. Os biomateriais que compuseram 0s
grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA demostraram contato direto com o tecido
0sseo aos 45 e 90 dias. Concluiu-se que os compositos PCL+HA+ALO,
PCL+HA e o polimero PCL sdo biocompativeis. Acredita-se que ocorreu
neoformacédo 6ssea a medida que os biomateriais foram degradados, uma vez
que houve crescimento 0sseo dentro do defeito, onde anteriormente era
preenchido por biomaterial. Além dos compoésitos PCL+HA+ALO e PCL+HA

demonstrarem integracao ao tecido ésseo.



ABSTRACT

REYES OCHOA, Clara Cecilia, M Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2013. Composite of hidroxiapatite, polycaprolactone and alendronato in
ulna bone defects in experimental rabbits. Adviser: Andréa Pacheco Batista
Borges. Co-adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo.

Bone loss is a problem, both in medicine and in veterinary medicine, which has
led to researchers in the search for biomaterials to promote bone regeneration.
This study aimed to evaluate the biocompatibility, osseointegration and
biodegradation of the composites of hydroxyapatite (HA), polycaprolactone
(PCL) and alendronate (ALO) and the polymer polycaprolactone (PCL) in
circular bone defects of 5 mm diameter made in the right olecranon of rabbits.
The study included 36 New Zealand rabbits that were randomly divided into four
groups of equal numbers. The composites were manufactured with different
proportions, composite one was composed by 49.5% hydroxyapatite, 49.5%
polycaprolactone, 1% alendronate ( PCL + HA + ALO), and composite two was
composed by 50% hydroxyapatite, 50% polycaprolactone (PCL + HA) and
polymer polycaprolactone (PCL group). Each group received a composition
above and one group received no treatment and was used as control. The
evaluation was made by clinical examination on days 2, 4 and 8 after surgery
and lameness, pain, infection and dehiscence parameters were evaluated. To
assess edema the circumference of the member was measured on days 1, 2, 4
and 8 post-operatively. Radiographs were taken before, immediately after
surgery and the day of euthanasia. The dates 8, 45 and 90 postoperative were
evaluated, with three animals per group for each date. In the last three dates
olecranon was collected for histologic and morphometric analysis. There was no
difference in the lameness, pain, infection and dehiscence parameters between
groups. In clinical analysis, differences were observed between the variable
edema of the limb circumference values on day 1 and 8 in all groups. The X-
Rays shown similar radiopaticy 8 days after surgery at the in the PCL+HA+ALO
e PCL+HA and a smaller one at the groups PCL e .45 after surgery the groups
PCL+HA+ALO e PCL+HA Showed a high percent of similar radiopacity 90 days
after surgery the radiopaticy showed was 100% for PCL+HA+ALO, PCL+HA e
PCL groups and 83.3% for control group. Histologically, the control group



showed edges of the defect easily identifiable beginning of trabecular bone
formation, this organized bone, followed by a large number of trabecular bone,
the group PCL, after eight days, trabecular bone formation in the vicinity of the
defect, since the groups PCL + + ALO HA and PCL + HA formation was
observed both in the center and the periphery of the defect. The biomaterials
used has direct contact with the tissue proving biocompatibility and also it might
occour a bone formation as biomaterials have been degraded, since it was

within the bone defect.
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1. INTRODUCAO

Doencas e lesbes Osseas sdo condicbes que afetam diretamente a
qualidade de vida de pessoas e animais, e ainda hoje a magnitude desses
problemas tem levado pesquisadores a buscarem material que possa substituir,
facilitar ou estimular o reparo de forma cada vez mais adequada para o tecido
0sseo lesionado ou perdido (SUGAWARA, 2006; SUGAWARA et al., 2008;
CHOW, 2009; STUART et al., 2013).

O tecido 6sseo possui capacidade regenerativa e é capaz de restabelecer
sua estrutura 6ssea arquitetdnica. No entanto, sua capacidade de reparacgao €
limitada em casos de grande perda de tecido 6sseo (PINHEIRO E GERSBI,
2006). A perda de tecido 6sseo € um problema grave tanto na medicina quanto
na medicina veterinaria, sendo resultado, por exemplo, da excisdo cirurgica de
neoplasias e de traumas cranio-maxilo-faciais e em ossos longos (AJDUKOVIC
et al., 2005).

A importancia das afecbes do tecido 6sseo no ambito médico e
odontoldgico € tdo grande que as estatisticas mostram que s6 no Brasil, foram
realizados 17.866 transplantes de tecido 6sseo para reparo de defeitos durante
o terceiro trimestre de 2012, (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE
DE ORGAOS, 2012). Em traumatologia, as fraturas cominutivas sdo um grande
problema devido a perda do tecido ésseo e dificuldade de regeneracao,
podendo levar a unido retardada ou a ndo unido. Grande parte dessas fraturas
decorre de acidentes automobilisticos, tanto em animais quanto em humanos,
além de quedas e agressdes fisicas (BOER et al., 2003).

Devido a que enxertos autdégenos e alégenos possuem fatores como
baixa disponibilidade, morbidade associada ao local doador e a possibilidade
de transmissao de doencas (MYGIND et al., 2007) . Assim sendo, substitutos
0sseos com propriedades adequadas sdo fonte constante de pesquisas,
buscando o reparo de tecidos lesionados (TABATA, 2009; OLIVEIRA et al.,
2010). Os biomateriais podem servem como um suporte para a formacéo
O0ssea (DAVIES et al., 2010).



Portanto, este estudo, teve como objetivo avaliar os efeitos da
hidroxiapatita, policaprolactona e alendronato por meio da andlise clinica,
radiogréfica, histologica e histomorfométrica em defeitos 6sseos experimentais
no olecrano direito de coelhos. O objetivo da associacdo hidroxiapatita -
policaprolactona € de unir a bioatividade da primeira, com as propriedades
mecanicas da Ultima. Espera-se que, ao acrescentar o alendronato ao
compoésito, a regeneracdo Ossea seja favorecida, tendo em vista as
caracteristicas de alendronato de promover a proliferacdo 6ssea. Espera-se,
ainda, que a associagdo da HA, PCL e ALO, seja biocompativel, biodegradavel

se integre ao 0sso e acelere o processo de reparacdo 0ssea.



2. REVISAO DE LITERATURA

As perdas 6sseas constituem um problema de saude. O tecido 0sseo
possui capacidade regenerativa e é capaz de restabelecer sua estrutura 6ssea
arquitetdnica. No entanto, sua capacidade de reparacao tem limites (PINHERO
E GERBI 2006).

Com tal intuito, o de recuperar e/ou manter volume e qualidade 6ssea em
regides que perderam suas conformacbes anatdmicas, tém procurado
desenvolver ou aperfeicoar materiais biocompativeis, os quais favorecem o
reparo dos defeitos 6sseos (SUGAWARA 2006; SUGAWARA et al., 2008).

O termo substituto Osseo refere-se aos produtos destinados a
regeneracdo do tecido 0sseo, incluindo o biomaterial utilizado com essa
finalidade (YUAN et al., 2005). Por isso, os biomateriais utilizados como
substitutos do tecido 6sseo devem possuir caracteristicas peculiares. Eles
devem ser biocompativeis e biodegradaveis (CHEN et al., 2009). Além disso,
precisam proporcionar uma estrutura adequada, que servird de suporte para a
neoformagdo 6ssea (PRECHEUR, 2007). Esses biomateriais ainda devem
possuir habilidade de integragcdo com o organismo (VUNJAK-NOVAKOVIC e
KAPLAN, 2006).

O biomaterial quando inserido em meio vivo, substituindo ou
complementando um tecido do organismo, desempenha as funcbes desse,
sem efeito nocivo ao hospedeiro (HAYEK e NEWESELY, 1963). O biomaterial
empregado pode ser classificado como permanente ou temporario. O material
permanente € utilizado com o objetivo de substituir um tecido lesado por tempo
indeterminado. Dessa forma, € produzido de modo a manter as suas
caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas (TORMALA et al., 1998). Esse tipo
de dispositivo € comumente empregado como, por exemplo, protese
substituindo articulagées danificadas, valvulas cardiacas, lentes intraoculares
dentre outras utilizagbes. Por outro lado, existem situagOes onde se necessita
de um suporte que preencha apenas temporariamente a regiao lesada, até que

a recomposicao tecidual se concretize, ou ainda que direcione 0 processo



regenerativo. Nesse caso, uma alternativa € o biomaterial temporario
(ARNALDO e SANTO, 2007).

O biomaterial deve apresentar propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma
resposta adequada dos mesmos, apresentando uma propriedade importante: a
biocompatibilidade (SILVA et al., 2011). Deve, também, ser isento de produzir
qualquer resposta biolégica adversa local ou sistémica, ou seja, o0 material ndo
deve ser toxico, carcinogénico, antigénico ou mutagénico (HABIBOVIC et al.,
2005).

Sao caracteristicas desejaveis de um biomaterial ter uma taxa de
reabsorcéo conhecida e coincidente com a formacéo do novo tecido desejado e
uma superficie adequada para a fixacdo, diferenciacdo e proliferacdo de
células para favorecer a formacgdo dos tecidos no local do implante (NAIR e
LAURENCIN. 2007).

J4 a biofuncionalidade do biomaterial estd relacionada com as
caracteristicas mecanicas e fisicas que o dispositivo implantado deve ter para
cumprir a funcao desejada durante o tempo necessario, que pode ser longo em
caso de implante permanente, ou bem mais curto em caso de implante
temporario (FONSECA, 2007).

A Hidroxiapatita (HA) € o componente mineral natural do osso, podendo
ser obtida para uso como biomaterial de uma fonte natural, como é o coral, ou
sintética e, tem sido amplamente adotada como biomaterial para regeneracao
do tecido 6sseo (BORGES et al., 2000; CHEN et al., 2007; HUANG et al.,
2007).

A HA pertence a um grupo chamado de bioceramicas, que tém recebido
atencdo desde que sua area de superficie foi relatada como benéfica para
formacéao de ligac6es com tecidos do hospedeiro (KIEN-SENG et al., 2011).

A HA tem sido amplamente adotada como biomaterial para reparagao
0ssea e regeneracdo do tecido 0sseo, por sua biocompatibilidade, por sua
osteocondutividade alta, por ndo possuir imunogenicidade e nao ser
inflamatoria (BORGES et al., 2000; HUANG et al., 2007; CHEN et al., 2007).

Séo diversos os estudos com esse biomaterial, como por exemplo, Vital et al.



(2006) observaram que, a regeneracdo O0ssea dos animais tratados com HA
ocorreu mais cedo do que nos animais do grupo néo tratado.

Uma de suas caracteristicas mais importantes é provavelmente a
osteocondutividade, ou seja, funciona como arcabouco para o crescimento
0sseo (TRUEDSSON et al., 2010), entretanto, ndo apresenta a propriedade de
onteoinducdo (CARLO et al., 2007).

A HA feita a partir de produtos sintéticos HAP tem importantes vantagens
devido a sua composicdo uniforme, elevada biocompatibilidade, seguranca
geral e o facto de a sua microestrutura ser completamente controlavel,
incluindo a porosidade e tamanho de poros (SHIGERU et al.,1989; ONO et al.,
2000). Ela é utilizada na correcédo de defeitos 6sseos no homem e em varias
espécies animais, com bons resultados, de modo que € indicada como
alternativa para a enxertia 6ssea na rotina clinica (REZENDE et al., 1998;
FRANCO et al.,, 2001; LEGEROS, 2002; VITAL et al., 2006; DUARTE et al.,
2007).

A forma de degradacdo da HA € mais uma de suas vantagens ocorrendo
de forma semelhante a degradacao natural do tecido 6sseo, por osteoclastos,
sugerindo a possibilidade de completa degradacdo durante o remodelamento
normal do 0sso, o que seria ideal (BORGES et al., 2000; VACCARO et al.,
2003).

Dentre suas varias indicacbes de uso, destaca-se o reparo de defeitos
0sseos em aplicagBes odontoldgicas, oftalmologicas e ortopédicas, como o
aumento de rebordo alveolar, a regeneracdo guiada de tecidos 0sseos, a
reconstru¢do bucomaxilofacial; o reparo e substituicdo de paredes orbitais e a
substituicdo do globo ocular (PINTO et al., 2007). Diversos estudos clinicos e
experimentais demonstraram a eficacia da HA na regeneracdo de defeitos
0sseos (BORGES et al., 2000; MIRANDA et al., 2005; VITAL et al., 2006;
SAIKIA et al., 2008; BANSAL et al., 2009; GARRIDO et al., 2010).

A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético, biocompativel,
biodegradavel, semicristalino, pertencente a familia dos poliésteres poli-a-
hidroxil (OLIVEIRA et al., 2007). Esse polimero possui duas propriedades muito

importantes do ponto de vista tecnoldgico. Boa solubilidade e baixo ponto de



fusdo (59-64 °C). Através da solubilidade, pode-se prever se o polimero é
capaz de formar filmes pela possibilidade de interacdo desses com moléculas
do solvente, caracteristica importante para a preparacdo de compdésito. O baixo
ponto de fusdo € uma caracteristica que permite que o polimero seja moldado
(BATHISTA e da SILVA, 2003). A biocompatibilidade da PCL tem estimulado
sua aplicacdo na area biomédica (OKADA, 2002) devido a capacidade de
desempenhar uma resposta apropriada numa determinada aplicagdo com o
minimo de reac¢des alérgicas, inflamatorias ou toéxicas, quando em contato com
tecidos vivos ou fluidos organicos.

A PCL tem alto grau de cristalinidade e hidrofobicidade (RENTSCH et al.,
2010), caracteristicas que fazem com que ela seja de alta resisténcia e tempo
longo de degradacéo, portanto, esta indicada para implante de longa duracao
(PUPPI, 2010), cristalinidade essa, que nao permite ampla elasticidade (LIPIK
et al., 2010). Tem-se observado grande namero de investigacdes do polimero
para a engenharia de tecidos, tanto em tecidos moles como em duros, como
por exemplo, como matriz para o crescimento vascular e reparacdo 0ssea
(OKADA, 2002; WANG et al., 2010).

A PCL apresenta propriedades valiosas tais como reabsorcao gradual
apos implantacéo e resisténcia mecanica desejavel (CHANG et al., 2009).

Pode-se inferir que a degradacdo da PCL compreende trés etapas: a
primeira etapa consiste na quebra da cadeia polimérica por hidrélise, que
ocorre nas ligacbes ésteres num processo que nao envolve enzimas. Na
segunda etapa, formam-se cadeias curtas de oligbmeros, 0 que resulta numa
perda de massa molecular da PCL e, a terceira etapa implica na fagocitose da
PCL pelos macréfagos (SALGADO 2011). Estudos de degradacgéo usando PCL
in vitro (solucdo salina) e in vivo (coelho) relataram que a degradacao
hidrolitica em ambas foram semelhante (LAM et al.,2008).

Varios pesquisadores (SCHANTZ et al., 2003; LAM et al., 2007; LAM et
al., 2008; HUTMACHER et al., 2008), analisaram a biocompatibilidade tanto a
curto prazo como a longo prazo de matrizes de PCL usando diferentes modelos
animais; concluindo haver formacdo de 0sso novo no centro das matrizes
PCL/sitios do defeito.



Wang et al. (2010), relataram que a PCL é eficientemente colonizada por
fibroblastos em cultura de células, indicando um potencial de integracdo com o
tecido fibrovascular. Segundo Makarov et al. (2010) compdsitos contendo PCL
apresentaram apoio para a fixacdo e proliferacdo de células endoteliais e
osteoblasticas.

Com tais vantagens e alguns problemas como sua fragilidade, as
ceramicas como, por exemplo, a hidroxiapatita, sdo muito utilizadas na
formacdo de compositos. Em geral, seu desenvolvimento tem por finalidade
melhorar as caracteristicas individuais dos biomateriais ao produzir tais
associacbes (WAN et al., 2009; LIU e WEBSTER, 2010). Por isso,
pesquisadores como Xiufeng et al. (2009), sugeriram a incorporacdo de
substancias inorganicas hidrofilicas como a PCL associada a HA, observando
melhora na hidrofilicidade do compdésito. Kim et al. (2004) demonstraram que a
associacdo de HA com PCL possui boas caracteristicas mecénica e de
bioatividade.

A policaprolactona (PCL) que tem sido estudada como matriz para a
hidroxiapatita, possibilitando a fabricacdo de implantes para fixacdo ortopédica
reabsorviveis, como placas e parafusos (JAYABALAN. 2009) e matrizes para a
regeneracao do tecido 6sseo (ASEFNEJAD et al., 2011). A biocompatibilidade
favoravel da PCL com os tecidos moles e duros tem incentivado os estudos do
uso do polimero no campo da engenharia de tecidos (WANG et al., 2010).

A associacdo de HA com PCL foi utilizada por Zhao et al. (2008), para
manter a osteoconducao pelo qual o material serve de suporte para a formacao
do tecido 6sseo novo. Além disso, a PCL pode servir como uma camada
protetora na fase inicial ap6s implantacdo in vivo sob algumas condicbes de
suporte de carga. Estes autores fizeram ensaios de compressao para investigar
a influéncia da PCL sobre as propriedades mecanicas da HA, mostrando que a
dureza do compdsito HA/PCL é significativamente melhor quando comparada
com a da HA sozinha. Assim, sugeriram que esse compdsito pode ser utilizado
como substituo 6sseo e em sistemas de liberacdo de drogas.

De forma analoga, medicamentos também séo utilizados em associagéo

com a matriz de polimeros e ceramicas. Um desses medicamentos € o



alendronato (ALO) substancia do grupo dos bifosfonatos, amplamente utilizada
no tratamento de doencas caracterizadas pela reabsorcdo 6ssea (NOBRE et
al., 2008). Os bisfosfonatos sdo medicamentos anticatabdlicos ou
antirreabsortivos que aumentam a massa 0ssea e reduzem a incidéncia de
fraturas na osteoporose ao inibir a reabsorcdo 6éssea (GUANABENS e PARES,
2012). Os efeitos do ALO sobre o tecido 6sseo podem, em parte, derivar de
sua forte afinidade pelo mesmo, possibilitando uma interacdo direta com
osteoblastos, aumentando a formacdo Ossea, e com 0s osteoclastos
diminuindo a reabsor¢cdo do o0sso, através de uma variedade de ciclos
bioquimicos (KIM et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2009; INOUE et al., 2010;
PANZAVOLTA et al., 2010; Wang et al., 2010).

O alendronato (ALO) é um medicamento do grupo dos bifosfonatos,
analogos dos pirofosfatos organicos, que tém uma grande afinidade pelos
cristais de HA (PERES et al., 2009). Estas substancias apresentam em comum,
dois grupos fosforicos em sua estrutura molecular, possuindo grande afinidade
pela matriz éssea e capacidade de inibir sua reabsor¢cdo (RIBEIRO e
VOLPATO, 2005). Ao inibir a acdo da farnesil pirofosfato sintetase, o ALO
interfere na manutencdo da funcdo e viabilidade dos osteoclastos, levando a
menor atividade de reabsorcdo dos osteoclastos e acelerando sua apoptose
(BURGOS, 2011; GUERRA et al., 2011).

O alendronato (ALO) € um farmaco que tem provado ser capaz de inibir a
reabsorcdo 6ssea ao inibir os osteoclastos e também induzir a mineralizacao
do osso recém-formado pelos osteoblastos (INOUE et al., 2010; PANZAVOLTA
et al., 2010; WANG et al., 2010).

Xiong et al. (2009) observaram que o uso de alendronato aumentou
significativamente o numero de células semelhantes a osteoblastos (linha
celular MG-63 obtida da American Type Culture Collection (ATCC), constituida
por células osteoblasticas procedentes de um osteossarcoma humano) com
relacdo ao controle. Observaram, também, que a fosfatase alcalina, a
expressao génica da proteina morfogénica 6ssea tipo 2, o colageno tipo 1 e a

osteocalcina aumentaram. Concluiram que, além de inibir a reabsor¢cdo 0ssea



pelos osteoclastos, ele também promoveu a proliferacdo e maturacdo de
osteoblastos.

Alvarez e Curiel (2010), em seu trabalho sobre o tratamento da
osteoporose com bisfosfonatos, afirmam que tem um efeito positivo sobre a
massa 0ssea e o0s niveis de diminuicdo de marcadores da remodelacédo éssea.

Fernandes et al. (2004) relataram que a aplicacéo local do alendronato
com hidroxiapatita ndo interferiu na reparacédo 0ssea. Autores como Rodriguez
et al. (2009) e Agholme et al. (2012) demonstraram que a associacdo de
alendronato com hidroxiapatita acelerou o processo de reparacdo 0Ossea.
Rentsch et al. (2010), utilizando a associacdo PCL e ALO, relataram maior
afinidade pela superficie 6ssea, em comparacdo com a utilizacdo da PCL
sozinha, diminuindo assim a reabsorcédo e aumentando a formacao de 0sso.

Toker et al. (2012), relataram que o ALO aumenta a formacdo de 0sso
novo em defeito 6sseo craniano no rato, sugerindo que a inibicdo da atividade
osteoclastica permite um aumento da taxa de aposi¢cao 0ssea.

Assim, Fernandes et al. (2004) analisaram a associagdo do ALO com a
HA pura granular na reparacdo de defeitos 6sseos. Estes autores observaram
neoformacdo d&ssea, maturacdo e remodelacdo, concluindo que essa
associacdo € bioativa, osteocondutora, com excelentes propriedades
mecanicas e com caracteristicas antirreabsortivas.

Em um estudo in vitro com a associacdo da PCL, HA e ALO, como
potencial de utilizacdo para a reparacdo Ossea, foi observada elevada
formacdao de tecido 6sseo, podendo ser utilizada no reparo 6sseo (CHEN et al.,
2011).



3. MATERIAL E METODOS

Nesse experimento, foram utilizados dois compoésitos e um polimero. O
composito foi fabricado com uma mistura de hidroxiapatita sintética HAP-91
(HA)!, policaprolactona (PCL) e alendronato (ALO). O compésito | foi formado
por 49,5% de HA, 49,5% de PCL e 1% de ALO e o composito Il foi constituido
por 50% de HA e 50% de PCL. O polimero utilizado foi a PCL.

As normas de conduta para o uso de animais no Ensino, Pesquisa e
Extensdo do DVT/UFV foram seguidas rigorosamente. O projeto foi
encaminhado para Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Vigosa e aprovado sob o protocolo numero 309-2011.

Para este projeto foram utilizados 36 coelhos da raca Nova Zelandia,
esqueleticamente maduros a confirmacdo por imagem radiografica, pesando
entre 2,5 e 3 kg, separados em quatro grupos de nove animais. Os animais
receberam invermectina, na dose de 0,4 mg/kg pela via subcutanea, foram
alojados em gaiolas individuais recebendo racdo uma vez no dia e 4gua ad
libitum e tiveram um periodo de trés meses para aclimatacdo ao novo
ambiente.

Antes da cirurgia os animais receberam, enrofloxacina® 10 mg/kg pela via
intramuscular, em seguida foram sedados com acepromazina® na dose de 0,25
mg/kg pela via subcutdnea e anestesiados com associacdo de tiletamina-
zolazepam®, na dose de 28 mg/kg, pela via intramuscular. O membro torécico
direito, desde a regido proximal da diafise do uUumero até o carpo, foi
tricotomizado e desengordurado com éter. Apds serem posicionados em
decubito lateral esquerdo, foi realizado bloqueio anestésico do plexo braquial
com 1,5 ml de lidocaina® 2%. O preparo do campo operatério foi feito com
povidine topico, sendo isolado com faixa esterilizada e delimitado com panos

de campo apropriados.

! HAP91®- JHS Laboratorio Quimico.Sabara-MG.Br
? Flotril 2.5% ®- intervet. Cruzeiro — Sp.Br

3 Acepran®- vetnil. Louveira-Sp.Br

* Zoletil®- virbac .S&o Paulo- Sp.Br

® Xylestesin®- cristalia. Sdo Paulo- Sp.Br
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Foi realizada incisdo curva de pele de aproximadamente 3 cm de
comprimento na superficie lateral da articulagdo Umero rédio-ulnar e o
afastamento das fascias musculares. Uma incisédo reta de aproximadamente 3
cm de comprimento foi realizada na bolsa tricipital, expondo, assim, a
superficie lateral do olecrano. Com o auxilio de um trépano manual de 5 mm de
didmetro, uma falha déssea foi realizada na cortical lateral do olecrano direito
(Figura. 1A), de cada animal. A diluicdo de 250 mg dos compdsitos, que
estavam em po, foi realizada em 1ml de solucéo salina 0,9%, no momento da
cirurgia, de acordo com cada tratamento. A finalidade de tal dilui¢cdo foi a de se
obter um material de consisténcia pastosa capaz de ser introduzido de modo a
preencher o defeito realizado na cortical do olecrano e permanecer no mesmo
(Figura. 1B). Os animais do grupo HA+PCL+ALO receberam o composito |, os
animais do grupo HA+PCL receberam o compésito Il, os animais do grupo PCL
receberam o biomaterial PCL, e 0os animais do grupo controle ndo receberam

tratamento no lugar do defeito, apenas solucédo salina 0.9%.

Figura 1. Procedimento cirdrgico para a realizacdo do defeito experimental no olecrano de
coelho. A. defeito 6sseo no olecrano direito de coelho (seta preta). B. defeito dsseo preenchido

com compdsito (seta preta).
A bolsa tricipital, o tenddo do musculo triceps braquial e parte lateral da

cabeca do musculo triceps braquial foram aproximados em um s6 plano com
sutura em padrao simples continuo e em seguida a pele com o mesmo padrao,

11



ambos utilizando fio de néilon (4-0)°. No pés-operatério, os animais receberam
duas doses de morfina’ (Img/kg) via subcutanea com intervalo de 12 horas
entre aplicacdes. Os animais foram avaliados clinicamente quanto claudicacéo,
sensibilidade dolorosa, deiscéncia e infec¢do, nos dias dois, quatro e oito apos
cirurgia. E quanto edema no dia da cirurgia e nos dias dois, quatro e oito apos
cirurgia.

O grau de claudicacéo foi avaliado de acordo com o apoio da extremidade
do membro. Para tal, cada animal foi retirado da gaiola e deixado no chéo da
coelheira por 5 minutos, durante cada periodo de observagédo, sendo aplicado
os escores: 0 - sem claudicacdo, 1 - apoio com claudicagédo, 2 - auséncia
completa de apoio. A ferida cirlrgica foi avaliada quanto a sensibilidade
dolorosa, deiscéncia e infeccdo. A sensibilidade dolorosa foi avaliada mediante
a reacdo do animal ao toque da ferida cirlrgica e flexdo e extensdo da
articulagdo umeroradioulnar, atribuindo-se os escores: 0 - quando ndo existiu
qualquer manifestacédo do animal, 1 - reacdo de dor sem retracdo do membro e
2 - retracdo do membro associada a vocalizacdo ou tentativa de fuga. A
deiscéncia da sutura foi avaliada em presente ou ausente assim como a
infeccdo da ferida cirdrgica, pela presenca ou ndo de secre¢do purulenta no
sitio cirargico, seguindo o modelo proposto por Carlo et al. (2010).

A avaliacdo estatistica para as variaveis claudicacdo, sensibilidade
dolorosa, deiscéncia da sutura e infec¢do, consistiu ha comparacdo entre 0s
dias dois, quatro e oito pds-cirurgia em relacdo ao tempo e entre 0s grupos em
cada uma das datas. Utilizou-se o teste estatistico de Kruskal-Wallis com
p<0,05. Para avaliar a presenca de edema, mediu-se a circunferéncia da
articulacdo umeroradioulnar utilizando-se uma fita métrica. Esse procedimento
foi realizado nos dias um (dia da cirurgia), dois, quatro e oito apés a cirurgia. A
avaliacdo estatistica consistiu na comparacdo dos dados entre os tempos de
observacdo de cada grupo utilizando-se o teste de Tukey. Para a comparacéo
entre 0s grupos em cada data, utilizou-se o teste estatistico de Kruskal-Wallis

com p<0,05.

® Shalon®- S&o Luis de Montes Belos.GO. Br
’ Dimorf®- cristalia. Sdo Paulo- Sp. Br
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Imediatamente apds a cirurgia e nos dias oito, 45 e 90 pos-cirurgico foram
realizadas duas radiografias do membro, a primeira na posigcdo mediolateral,
com articulacdo umeroradioulnar flexionada e a segunda com o feixe de raios X
incidindo de forma tangencial ao olecrano. Nesta ultima projecao radiografica, o
animal foi posicionado em decubito dorsal com o Umero paralelo a mesa e
articulagdo umeroradioulnar em total flexdo. As radiografias foram analisadas
observando a radiopacidade do defeito em comparacdo com a radiopacidade
do osso adjacente e a delimitacdo das bordas do defeito. Foram
confeccionados esquemas em folhas transparentes que foram sobrepostas as
radiografias permitindo melhor definicho das amostras (Figura 2). Esses
esquemas tiveram como resultado a definicdo de quatro quadrantes, permitindo
um melhor analise de cada quadrante, caracterizando se a radiopacidade em
menor, semelhante e maior a do osso adjacente e a margem podia ser
facilmente delimitada ou n&do, ou seja, se o limite do defeito podia ser
distinguido. A radiografia mediolateral de cada membro obtido no pés-
operatorio imediato foi sobreposta a radiografia correspondente aos oito, 45 e
90 dias.

As radiografias tangenciais ao olecrano foram utilizadas para observagéo
de deposicao de tecido 6sseo na superficie periosteal. A técnica radiografica foi
padronizada para a distancia de um metro da fonte de emisséo dos raios X ao
filme radiografico, com 45 Kv, 100 mA e 0,09 segundos para a projecéo

tangencial e 45 Kv, 100 mA e 0,07 segundos para a projecdo mediolateral.

Borda do Folha
defeito / Transparente
, / ‘,,»’_7 (7 )
\ r:’\\)) [ .; #‘ ) >/
o \‘ A
| SN
. - -

Clara. Ochoa

Figura 2. Representacdo da andlise radiografica. Esquema da radiografia mediolateral do
defeito 6sseo, com a divisdo em quadrantes em transparéncia em sobreposi¢do para divisao
dos quadrantes.
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Aos oito, 45 e 90 dias ap0s a cirurgia, trés animais de cada grupo foram
eutanasiados para a coleta do olecrano, que foi dissecado e separado da ulna
com o auxilio de uma serra manual. Em seguida, foi coletado o fragmento do
defeito 6sseo que foi entdo, fixado em formol 10% e processado segundo
técnicas histologicas de rotina, sendo descalcificado em solu¢cdo de acido
férmico e citrato de sodio, desidratado em solugBes crescentes de alcool,
diafanizado em xilol e incluido em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram
obtidos em microtomo de rotacdo e corados em hematoxilina e eosina. As
laminas foram fotografadas no aumento de 100x por camera Olympus SC20
acoplada a um microscépio 6tico Olympus CX31 e software AnalySIS getIT
versao 5.1. Foram fotografados trés campos do defeito.

As imagens foram analisadas no programa ImageJ versdo 1.45s e 0s
seguintes parametros foram obtidos por planimetria por contagem de pontos:
biomaterial e osso. Para tal, uma grade de 9 colunas e 7 linhas foi sobreposta a
cada imagem totalizando 63 pontos de intersecdo. Foram contabilizados os
pontos coincidentes com cada parametro em cada campo de observacédo. Os
valores obtidos foram somados e convertidos para porcentagem dividindo-os
pelo nimero total de pontos contabilizados.

Para as variaveis obtidas na andlise histomorfométrica (biomaterial e
0Ss0), que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias,
utilizou-se ANOVA 2-Way, sendo consideradas variaveis independentes o
tratamento (PCL+HA+ALO; PCL+HA; PCL e Controle) e 0 momento da coleta
(8, 45 e 90 dias). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi empregado
qguando as premissas da ANOVA ndo se cumpriram. Em caso de p<0,005, o
teste de Holm-Sidak foi utilizado como post-hoc. As andlises estatisticas foram
realizadas no programa SigmaPlot 11.0, considerando-se nivel de significancia
de 5% para todas as variaveis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Exame clinico

O parametro dor nao foi observado em nenhum animal dos grupos
PCL+HA+ALO e controle. Ja4 nos grupo PCL+HA e PCL, um animal de cada
grupo apresentou dor ambos em grau 1, no primeiro dia apés a cirurgia, nao
sendo observada diferenca com p>0,05 entre os grupos. Esse resultado foi
similar ao encontrado por Carlo et al. (2010), que trabalhando com compdsito
de hidroxiapatita e polihidroxibutirato em defeitos 0sseos provocados no
olecrano de coelhos, ndo observaram a presenca de dor.

Nos grupos PCL+HA+ALO e controle observou-se deiscéncia da ferida
em um animal de cada grupo. Ja no grupo PCL+HA, trés animais apresentaram
deiscéncia da ferida e no grupo PCL néo foi observado esse parametro. N&o
houve diferenca com p>0,05 entre os grupos. A deiscéncia pode ser
interpretada como possivel incompatibilidade de um material, mas como néo
houve diferenca entre os grupos tratados e o controle, acredita-se que a sua
presenca foi em consequéncia da interferéncia daqueles animais, por
condic@es individuais do comportamento, mesmo com toda a padronizacdo do
experimento, como sugerido por Fontes (2009) e Carlo et al. (2010). Nao foi
observada a presenca de infeccdo em nenhum animal durante o experimento.

Foi observada claudicacdo nos quatro primeiros dias apds a cirurgia,
predominantemente de grau 1, de forma semelhante nos grupos
PCL+HA+ALO, PCL e controle com trés observacdes grau 1 e uma observacao
grau 2 em cada um deles. Seis animais do grupo PCL+HA apresentaram
claudicacdo grau 1 e em um animal observou-se grau 2. Esse animal
apresentou claudicacdo nas diferentes datas, observacao justificada pela
presenca de fratura na regido do olecrano onde foi realizado o defeito.
Resultados similares foram relatados por Carlo et al. (2010), que também
relataram fratura de olecrano em um animal. A analise estatistica revelou nédo
haver diferenca para esse parametro (p>0,05), portanto, sugere-se que a sua

presenca se deva a uma variagao na técnica, com a realizacéo do defeito muito
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proximo a margem caudal do olecrano o que levo a fratura na regido do
olecrano onde foi realizado o defeito e ndo aos tratamentos.

Como nédo foram observadas diferencas significativas para as variaveis
dor, deiscéncia, infeccdo e claudicacdo entre os grupos, acredita-se que 0s
sinais clinicos observados ocorreram devido ao proprio ato cirargico e nao
devido aos compdsitos ou ao polimero utilizado.

Para a variavel edema, existiu diferenca significativa entre os valores de
circunferéncia do membro no dia 1 e 8 dentro de todos os grupos (Tabela 1),
indicando a existéncia de edema na primeira semana pos-cirurgia,
possivelmente devido a manipulagdo dos tecidos no ato cirdrgico.
Imediatamente apds o trauma, ocorre a formacdo de um hematoma. A lesdo
inicia uma resposta inflamatéria levando ao recrutamento de células que séo
necessarias para o processo de cicatrizacdo (GERSTENFELD et al., 2003).
Junto com o edema ndo ocorreu manifestacdo como, fistulas ou exsudados
purulentos, sugerindo-se, assim, a biocompatibilidade destes produtos.

Tabela 1. Medias e desvio padrdo das diferencas dos valores de circunferéncia (cm) dos

membros, apés a realizacdo de defeitos 6sseos experimentais no olecrano de coelhos e a
implantac&o ou ndo de biomaterial

Grupos PCL+HA+ALO PCL+HA PCL Controle
Dias

1 8,83+061 B 872+036 C 855+068 B 8,61+0,48 B

2 9,05+ 0,60 AB 8,82+0,41BC 8,83+055AB 8,84+0,46 AB

4 925+052AB 9,38+0,33AB 9,11+0,33AB 9,83+0,75AB

8 9,83+055 A 971+065 A 988+048 A 955+0,63 A

* Letras mailsculas iguais na mesma coluna néo diferem pelo teste de Tukey. Letras mailsculas
iguais na mesma linha néo diferem pelo teste de Kruskal- Wallis com p<0,05.

Observou-se que todos o0s animais apresentaram evolucdo clinica
satisfatoria, sem alteracdes que pudessem ser atribuidas aos biomateriais
utilizados. Nao ocorreu manifestacdo que demonstrasse reacOes locais
associadas a rejeicao do implante, tais como, fistulas ou exsudados purulentos,
sugerindo-se, assim, a biocompatibilidade destes produtos, esse resultado foi
similar aos resultados relatados por Azevedo et al. (2012), que trabalhando
com hidroxiapatita na regeneracdo de tecido 6sseo em coelhos, nenhum
animal apresentou sinais de rejeicdo aos enxertos, comprovando a

caracteristica de biocompatibilidade

16



3.2. Andlise radiografica

As radiografias obtidas no pés-operatério imediato se caracterizaram nos
grupos tratados PCL+HA+ALO e PCL+HA com bordas do defeito delimitadas e
radiopacidade semelhante a do osso adjacente em varios pontos dos
quadrantes, devido a utilizacdo de compdsitos que possuem um elemento
radiopaco. Os pontos radiopacos foram justificados pela presenca da HA no
composito, a qual possui alto PM, como o visto por Borges et al. (2000), Vital et
al. (2006), Duarte et al. (2006) e Carlo et al. (2010) ao utilizar a HA (Figura 3A e
B). Nos grupos PCL e controle, observou-se a borda do defeito bem delimitada
e radiopacidade menor do que a do osso adjacente, uma vez que os tecidos de
preenchimento do defeito, provavelmente, ndo possuem elementos quimicos
radiopacos (Figura 3C e D). Segundo Fehlberg (2001), em todo processo de
reparacdo 0Ossea, 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 atbmico.

Figura 3. Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido a realizacdo de defeito
na cortical lateral e implantagcéo ou ndo de compdsitos, no dia da cirurgia. A- PCL+HA+ALO, B-
grupo PCL+HA, C- grupo PCL, D- grupo controle. Setas brancas indicam pontos de
radiopacidade semelhante a do osso adjacente. Setas azules indicam regido de radiopacidade
menor a do 0sso adjacente.

Aos oito dias apds a cirurgia os aspectos radiograficos dos defeitos de

todos os grupos foram semelhantes aos do pés-operatério imediato, ou seja,
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sem alteracbes na radiopacidade ou na delimitacdo das bordas do defeito e
auséncia de reacgao periosteal (Figura 4). Em um animal do grupo PCL+HA foi

diagnosticada fratura do olecrano.

Figura 4. Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido a realizacdo de defeito
na cortical lateral e implantag&o ou ndo de compadsitos, aos 8 dias. A- PCL+HA+ ALO, B- grupo
PCL+HA, C- grupo PCL, D- grupo controle. Setas brancas indicam pontos de radiopacidade
semelhante a do osso adjacente. Setas azules indicam regido de radiopacidade menor a do
0sso adjacente.

No grupo PCL+HA+ALO e aos 45 dias, encontrou-se em 75% dos
guadrantes radiopacidade semelhante a do osso adjacente (Tabela 2) com
bordas de dificil delimitacdo (Figura 5A), sugerindo um possivel crescimento
0sseo. No grupo PCL+HA aos 45 dias, O defeito estava parcialmente
preenchido por tecido radiopaco, sugerindo a formacdo de tecido 06sseo,
observou-se radiopacidade semelhante a do osso adjacente em 75% dos
quadrantes (Tabela 2), com bordas de dificil delimitacdo (Figura 5B). Em
apenas um animal observou-se reacdo periosteal (animal desse grupo)
provavelmente em consequéncia da presenca de fratura do olecrano
diagnosticada na data de oito dias. Carlo et al. (2010) também diagnosticaram
fratura de olecrano em coelho, sugerindo que essa reacdo periosteal poderia
ser apenas a ativacdo do periosteo para a formacdo de tecido 6sseo, sem
indicio de reacao inflamatoria ou neoplasia.

O grupo PCL, aos 45 dias, ndo revelou aumento evidente da
radiopacidade na regido do defeito, com bordas de facil delimitacdo (Figura
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5C). No grupo controle aos 45 dias, foram evidentes as bordas do defeito, com
radiopacidade menor a do osso adjacente (Figura 5D) como o visto por Carlo et
al.(2010) que observaram radiopacidade menor que a do 0sso adjacente na
maioria dos quadrantes. Esses achados sugerem que, nessa data de
observacdo, os grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA apresentaram melhor
resultado por terem maior porcentagem de quadrantes com radiopacidade
semelhante a do osso adjacente e bordas de dificil delimitacdo em comparacéo
aos grupos PCL e controle. Azevedo et al. (2012), Vital et al.(2006) e Miranda
et al.(2005), descreveram na hidroxiapatita caracteristica para favorecer o

processo de cicatrizacdo 6ssea mais rapida.

Figura 5. Radiografias mediolaterais do olécrano de coelho submetido a realiza¢éo de defeito
na cortical lateral e implantacao ou ndo de compoésitos, aos 45 dias. A. PCL+HA+ALO. B. grupo
PCL+HA. C. grupo PCL. D. grupo controle. Setas brancas indicam radiopacidade semelhante a
do osso adjacente. Setas azules indicam regido de radiopacidade menor a do 0sso adjacente.

Nos grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA aos 90 dias, notou-se
radiopacidade semelhante a do osso adjacente em 100% dos quadrantes
(Tabela 2) com bordas que ndo podiam ser delimitadas (Figura 6A e B). No
grupo PCL aos 90 dias, pb6de-se notar aumento da radiopacidade no lugar do
defeito. O aumento de radiopacidade do defeito deve-se, provavelmente, a
formacado 6ssea que ocorreu no local. Neste grupo as bordas do defeito foram
dificilmente delimitadas (Figura 6C), diferentemente de Schantz et al. (2003)
que, com a utilizagao da PCL, em defeitos de 15 mm em calvarias de coelhos,

relataram bordas facilmente delimitadas devido a menor radiopacidade no lugar
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do defeito Isto pode ter ocorrido pelo menor tamanho do defeito do presente
trabalho o que poderia ter influenciado em uma melhor resposta. No grupo
controle ainda foram observados pontos com radiopacidade menor a do 0sso
adjacente e bordes de facil delimitacéo (Figura 6D).

Tabela 2. Porcentagem de quadrantes que apresentam pontos de radiopacidade semelhante a

do osso adjacente em radiografias realizadas aos 8, 45 e 90 dias apos a realizacdo de defeitos
Osseos experimentais no olecrano de coelhos e implantacdo ou nao de compésito ou polimero.

Grupos Dias % de quadrantes
8 0
Controle 45 25
90 83.3
8 0
PCL 45 16.6
90 100
8 50
PCL+ HA 45 75
90 100
8 33
PCL+ HA+ ALO 45 75
90 100

Figura 6. Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido & realizacdo de defeito
na cortical lateral e implantacdo ou ndo de compdsitos, aos 90 dias. A. PCL+ HA+ALO. B.
grupo PCL+HA. C. grupo PCL. D. grupo controle. Seta branca indica borde do defeito de f4cil
delimitagéo.

4.3. Analise histologica e histomorfométrica

No oitavo dia do poés-cirdrgico, os animais do grupo controle
apresentaram as bordas do defeito facilmente identificaveis, com inicio de
formacao de osso trabecular partindo dele, osso esse organizado, seguido por

um grande numero de trabéculas Osseas novas e muitas hemacias,
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entremeadas por tecido conjuntivo denso vascularizado, resultados similares a
Carlo et al. (2010) e descritos como um processo normal de reparacédo éssea.
O inicio de formacdo de trabéculas 6sseas foi caracterizado por trabéculas
finas, rodeado por um grande nimero de osteoblastos ativos que se dispunham
ordenadamente ao redor das trabéculas; concordando com Fernandes et al.
(2004) e Vital et al. (2006), onde descreveram as trabéculas bem delimitadas,
com aspecto imaturo e presenca de ostedcitos volumosos situados no interior
de amplas lacunas. No grupo PCL, foi visivel observa¢des muito semelhantes a
do grupo controle, com formacdo de osso trabecular partindo das bordas do
defeito, seguido de intensa formagéo de trabéculas novas, osteoblastos ativos
e hemacias evidenciando grande aporte sanguineo para a area, o que é um
fator importante nos processos de reparacdo 0ssea. Varios autores relataram
pouca participacdo da PCL nas atividades de reparacdo éssea, devido a
auséncia de integracdo com o tecido 6sseo (SAWYER et al., 2009; XIUFENG
et al.,, 2009; ERDEMLI et al., 2010; WOODRUFF e HUTMACHER, 2010). Foi
também observada a presenca do polimero nas amostras, contudo, sem um
contato direto com o tecido 6sseo, achados similares aos de Rentsch et al.
(2009) que néo relataram ligagdo direta da PCL com o tecido 6sseo.

No grupo PCL+HA+ALO e PCL+HA, aos oito dias de poés-operatorio,
observaram-se as bordas do defeito facilmente identificaveis, partindo delas
trabéculas O6sseas que se mostravam imaturas e delicadas, por vezes se
anastomosavam, sendo circundadas por osteoblastos grandes e volumosos.
Entre as trabéculas, observava-se a presenca de amplos espacos medulares,
eritrocitos e plaquetas. Foi observada a presenca de biomaterial envolto ao
tecido recém-formado perto das bordas do defeito (Figura 7). Nestas amostras
observou-se também formacgédo de trabéculas novas no centro do defeito. Boer
et al. (2003) utilizando HA, relataram resultados similares com formacdo de
trabéculas 6sseas no centro do defeito. Nesse experimento, como no grupo
PCL nado apresentou trabéculas no centro do defeito, pode-se inferir que os
resultados encontrados nos grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA, sejam em
consequéncia da presenca da hidroxiapatita.
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Figura 7 Regido do defeito realizado no olecrano de coelho, onde foi implantado o compdsito
HA+PCL+ALO. A. 8 dias ap0s cirurgia. Biomaterial (a), osso recém-formado (b), matriz
provisoria (c) e borda do defeito (d).

Aos 45 dias no grupo controle, uma quantidade maior de tecido 6sseo foi
observada, com trabéculas evidentemente mais organizadas e osteoblastos
ativos. A borda do defeito ainda podia ser delimitada. Neovascularizacdo e
trabéculas novas partindo da borda do defeito, foram vistas em um processo de
reparacdo similar ao observado por Davies e Baldan (1997) e Walsh et al.
(2003).

No grupo PCL aos 45 dias, as observagcbes foram semelhantes as do
grupo controle, evidenciando neovascularizagdo, trabéculas novas partindo da
borda do defeito e tecido ésseo mais organizado. Isso demonstra que a
formacdo de 0sso novo no grupo PCL é comparavel com processo normal de
reparacao 6ssea, concordando com Lam et al. (2008), que revelaram em suas
amostras in vivo, em defeitos no osso craniano de coelhos, com a utilizagédo de
PCL, uma formacdo de tecido 6sseo, sem reacfes adversas dos tecidos
hospedeiros. Ja Erdemli et al. (2010) com a implantacdo da PCL fabricada na
forma de discos de 5 mm, na regido proximal do Umero de coelhos, aos 50

dias, observaram auséncia da atividade das células 6sseas, sugerindo em seus
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resultados que tal fato é influenciado pela forma de processamento da PCL e
fabricacao do implante.

Nos grupos HA+PCL+ALO e PCL+HA (Figura 8A e B) aos 45 dias, as
observacdes foram semelhantes, com formacdo éssea, diferenciacdo de o0sso
trabecular em osso lamelar, no entanto, ainda foi encontrado osso trabecular
ndo remodelado. Notou-se formacdo de trabéculas que se continuava na
interface compésito e tecido 0sseo, sugestivo de osseointegracao,
representada pela figura 9 no grupo HA+PCL+ALO. Nos grupos HA+PCL+ALO
e HA+PCL aos 45 dias, observou-se maior formacdo 6ssea ao redor dos

compasitos, fato comprovado pelos resultados radiograficos.
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Figura 8. Regido do defeito realizado no olecrano de coelho, onde foi implantado o compésito
HA+PCL. A. 8 dias apds cirurgia, (a) Biomaterial. (b) Osso recém-formado. (Seta branca) Matriz
provisoria. B. 45 dias apés cirurgia. Interface de osseointegracao (Seta preta).
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Figura 9. Regido do defeito realizado no olecrano de coelho, onde foi implantado o compésito
HA+PCL+ALO. 45 dias apés a cirurgia. Biomaterial (a), interface de osseointegracdo (Seta
preta) e formacgéo 0ssea (Cabeca da seta preta).

No dia 90 no grupo controle, a cortical lateral tinha sido restabelecida
guase em sua totalidade, junto com a maturidade do osso trabecular adjacente.
A periferia do defeito foi preenchida por osso lamelar e apenas o centro
apresentou 0sso trabecular associado a medula 6ssea. No grupo PCL, as
bordas do defeito tinham sido reestabelecidas, sendo o defeito preenchido por
tecido 6sseo lamelar e parcialmente trabecular. Estes resultados diferem de
Schantz et al. (2003) com a utilizacdo de PCL. Entretanto, os tamanhos dos
defeitos foram diferentes, onde os autores utilizaram um defeito de tamanho
critico. Nessa pesquisa, como o diametro do defeito foi menor, acredita-se o
maior preenchimento de tecido 6sseo foi em consequéncia desse fato. As
observagfes vistas com a utilizacdo da PCL demonstraram que é compativel
com ambiente fisiolégico, uma vez que o tecido ésseo pode ser regenerado na
sua presenca, resultados similares a Okada (2002), Schantz et al. (2003), Sun
et al. (2006), Hutmacher e Woodruff (2008), Xiufeng et al. (2009) e Wang et al.
(2010).

Ja no grupo PCL+HA aos 90 dias, a periferia do defeito foi totalmente
preenchida por 0sso lamelar e apenas o centro apresentou 0sso trabecular. Foi
observada a presenca de compdsito em contato direto com tecido 0sseo e na
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sua interface predominantemente tecido 6sseo trabecular organizado. Ao
comparar o grupo PCL+HA com o grupo PCL, percebeu-se que a formacao de
0SSO hovo com intensa atividade de osteoblastos e a neovascularizacdo foram
mais evidentes na presenca da hidroxiapatita. Segundo Jensen et al. (1996) e
De Vicente et al. (2000), a hidroxiapatita funciona como um suporte para a
migracdo de células osteoprogenitoras originadas no receptor e nos tuneis
vasculares, permitindo a aposicdo 0ssea. Acredita-se que no grupo PCL+HA
houve uma melhor resposta na interagcdo com o tecido 6sseo em comparacao
com o grupo PCL ao longo do experimento, resultados similares aos de Kim et
al. (2004).

No grupo PCL+HA+ALO, observou-se 0sso compacto caracterizado pela
presenca de grandes quantidades de trabéculas Osseas maduras e
interconectadas com o0sso periférico, cavidades medulares de menor tamanho,
além da presenca de biomaterial com tecido 6sseo ao redor dele (Figura 10).
Neste mesmo grupo foi observada a formacédo de tecido 6sseo na superficie
periosteal, fato encontrado também por Fernandes et al. (2004) ao utilizar ALO.
Sugere-se que este achado pode ter ocorrido pela presenca do ALO.

Aos 90 dias de pos-operatério, os achados histolégicos mostraram um
tecido 6sseo mais desenvolvido nos grupos PCL+HA+ALO, PCL+HA e PCL do

que no grupo-controle.
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Figura 10. Regido do defeito realizado no olecrano de coelho, onde foi implantado o compésito
HA+PCL+ALO. 90 dias apds cirurgia. Biomaterial (Seta branca), tecido 6sseo ao redor do
biomaterial (a).

Durante todo o periodo do experimento ndo foram vistas a presenca de
células gigantes, nem evidéncias de infeccdo pos-cirargica, sugerindo
biocompatibilidade dos constituintes dos grupos PCL+HA+ALO, PCL+HA e
PCL, corroborando com os dados clinicos.

Na analise histomorfométrica, pode-se observar a formacdo de tecido
0sseo0 no lugar do defeito para todos os grupos nas distintas datas de
avaliacdo, ou seja a formacao de tecido 6sseo logo depois a realizacdo do
defeito. Analisando os dados e comparando os grupos, ndo houve diferenca
significativas (Tabela 3).

27



Tabela 3. Medianas para variavel osso segundo o tratamento e a data de avaliacédo
histomorfométrica

Grupo Mediana
PCL+HA+ALO 8 0,229 a
45 0,407 a

90 0,476 a

PCL+HA 8 0,217 a
45 0,444 a

90 0,386 a

PCL 8 0,360 a
45 0,344 a

90 0,481 a

controle 8 0,159 a
45 0,455 a

90 0,434 a

As diferencas nos valores de medianas entre os grupos néo tem diferenca significativa.

No presente experimento ndo foi observado absorcdo dos biomateriais
por acao celular como citado por Borges et al. (2000) ou degradacdo por
dissolucéo quimica como citado por White e Shors (1986). Mas este fato ndo é
suficiente para descartar a biodegradacdo dos biomateriais, uma vez que
houve crescimento 6sseo dentro do defeito 6sseo, onde anteriormente era
preenchido por biomaterial. Além disso, as controvérsias relacionadas a
biodegradacdo de PCL, HA e ALO encontradas em varios experimento
(BARROS et al., 2006; LAM et al., 2008; CARLO et al., 2009; ALVAREZ et al.,
2010; ERDEMLI et al., 2010; SALGADO, 2011) podem ser justificadas pela
diferencga das caracteristicas fisicas dos biomateriais.

Varios fatores provavelmente influenciam a resposta dos tecidos a PCL,
HA e ALO dentre outros se destacam o tamanho do biomaterial, a estrutura
fisica, o processo de fabricacéo e a via de aplicacao.

Jessen et al.(1996), afirmam que o substituto ésseo ideal, além de outras
caracteristicas como osseointegracdo, biocompatibilidade e biofuncionalidade
deve manter seu volume na fase inicial de regeneracdo 6ssea e entdo ser
totalmente absorvido. No presente experimento, a PCL, a HA e o ALO nao
haviam desaparecido completamente no final do experimento (Tabela 4).
Provavelmente o recorte temporal ndo foi suficiente para que ocorresse a
degradagcdo completa dos produtos utilizados, embora existisse diferenga

significativa do grupo PCL+HA+ALO e PCL. Tal fato pode estar associado ao
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processamento das laminas com menor afinidade da PCL pela hematoxilina e

eosina o que poderia ter levado a sua menor observagao.

Tabela 4. Médias e desvio padrdo para variavel biomaterial segundo o tratamento e a data de

avaliacdo histomorfométrica

Grupos Dias Media Desvio padréo
8 0,01 0,01 A
PCL 45 0,06 0,03 A
90 0,01 0,01 A
8 0,06 0,03 AB
PCL+ HAP-91 45 0,09 0,06 AB
90 0,07 0,02 AB
8 0,14 0,08 B
PCL+HAP-91+ALO 45 013 009 B
90 0,08 0,02 B

Letras mailsculas iguais na mesma coluna nédo diferem pelo teste Holm-Sidak a um nivel de

significancia P<0,005
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CONCLUSAO

Nas condicbes deste experimento e com base nos resultados obtidos

pode-se chegar as seguintes conclusdes:

R/
L X4

X/
L X4

Os compoésitos de HA+PCL+ALO; HA+PCL e o polimero PCL
mostraram ser eficientes no reparo de defeitos 6sseos no olecrano
de coelhos.

Os compoésitos de HA+PCL+ALO; HA+PCL e o polimero PCL
mostraram biocompatibilidade.

Nos grupos HA+PCL+ALO; HA+PCL e o polimero PCL, pode-se
acreditar degradacdo ao observar a formacao de tecido 6sseo no
lugar do defeito, onde anteriormente era preenchido por
biomaterial.

Os grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA mostraram a capacidade de
integrar ao 0Sso.

Os grupos PCL+HA+ALO e PCL+HA aos 45 dias, mostraram uma
resposta mais evidente em comparacdo com o grupo PCL e
controle, por terem maior porcentagem de quadrantes com
radiopacidade semelhante a do osso adjacente e bordas de dificil
delimitacdo, fato comprovado pelos resultados histopatolégicos

onde se observou maior formacao éssea ao redor dos compasitos.
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