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RESUMO

VITAL, Cristiane Carneiro, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, marco de
2005. Hidroxiapatita associada a lignina no preenchimento de falha
O0ssea experimental na tibia de coelhos. Orientadora: Andréa Pacheco
Batista Borges. Conselheiros: Claudio César Fonseca e Luiz Gonzaga
Pompermayer.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a hidroxiapatita sintética associada a
lignina em forma de bloco, como substituto na regeneracao 6ssea. Para tanto,
foram utilizados vinte coelhos, clinicamente sadios, da raca Nova Zelandia. Os
animais foram divididos em dois grupos, com 10 animais em cada. O grupo um
recebeu hidroxiapatita associada a lignina e o grupo dois ndo recebeu o
implante. ApOs a realizacdo de protocolo anestésico rotineiro, foi feita uma
inciséo de pele no terco médio do membro pélvico direito, expondo a tibia. Um
fragmento ésseo circular de 4,5 mm de diametro foi retirado, com o auxilio de
uma broca trefina, nos animais dos dois grupos, e o defeito foi preenchido de
acordo com o protocolo de cada grupo. Os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica diaria com o objetivo de se observar reacao inflamatéria e
sensibilidade dolorosa. Foram realizadas radiografias imediatamente ap0s o
procedimento cirargico e aos quatro, oito, 15, 30 e 60 dias do pds-operatorio
para se avaliar o processo de regeneracao 6ssea. Nas mesmas datas, exceto
no dia da cirurgia, dois animais de cada grupo foram sacrificados objetivando a
coleta de material para histologia. As amostras foram fixadas em formol 10%,
tamponado, e processadas segundo técnicas rotineiras de histologia. Os
resultados clinicos mostraram que a maioria dos animais teve evolucao clinica
normal, sem indicios de infeccdo ou de rejeicdo do implante. As radiografias
mostraram, no grupo tratado, um decréscimo de radiopacidade do defeito, até
que a imagem ficasse semelhante ao 0sso. Ja no grupo controle, observou-se
0 inverso, ou seja, aumento gradual da radiopacidade do defeito. Os resultados
histol6égicos mostraram evolu¢cdo normal no processo de regeneracdo 0ssea

nos dois grupos. Entretanto, nos animais tratados, o processo de reparacao



O0ssea se mostrou mais precoce nas observacdes de 15 e 30 dias, ndo havendo
diferenca entre os grupos na observacao subseqtiente. Com isto se conclui que
a hidroxiapatita associada a lignina como substituto 6sseo é eficiente, nao

causando reacao inflamatoria e se mostrando biocompativel.



ABSTRACT

VITAL, Cristiane Carneiro, M.S., Universidade Federal de Vigosa, march, 2005.
Hydroxyapatite associated to lignin in the filling of experimental bone
defect in rabbit’'s tibia. Adviser. Andréa Pacheco Batista Borges.
Committee menbers: Claudio César Fonseca and Luiz Gonzaga
Pompermayer.

The propose of this work was to evaluate synthetic hydroxyapatite with lignin
in solid form as substitute in bone regeneration. Twenty rabbits, from New
Zealand race, clinically healthy were used. The animals were divided in two
groups with 10 animals each one. Group one received hydroxyapatite
associated lignin and group two didn’t received the implant. After customary
anesthetic and surgical protocol in all the animals, a skin incision was made on
lateral surface in the right pelvic member in their third middle. A circular bone
fragment with 4,5 mm of diameter was retreated from the tibia in all groups, and
the bone defect was filled up as a protocol for each treatment group. The
animals were submitted to a daily clinical inspection to observe inflammatory
reaction and painful sensibility. Radiographs were taken immediately after the
surgery and at four, eight, 15, 30 and 60 days after surgery to evaluate bone
healing. At same time, two animals per time period were sacrificed and
fragments for histopathological evaluations through optical microscopy were
collected. The samples were fixed in 10% formol and processed as customary
technical in histopathology. The clinical results showed that most of the animals
had a normal clinical evolution without infection or rejection of the implants. The
results of the X-rays showed a decreasing of opacity on the bone defect until
they look like regular bone in the groups that received hidroxyapatite. In the
control group, the X-rays revealed increasing of opacity on the bone defect. The
histological results showed normal evaluation of the bone regeneration in
control group and in the treated one, although it was more precocious in the
group that received hidroxyapatite until the 30™ day observation. Therefore, the
use of hidroxyapatite associated with lignin as bone substitute showed to be

efficient, without inflammatory reaction and showing to be biocompatible.
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1- INTRODUCAO

As enfermidades 6sseas e as fraturas sdo um sério problema de salde que
afetam significantemente a qualidade de vida de seus portadores. Em muitos
casos, o0 tratamento de falhas Osseas requer o uso de implantes &ésseos
(KOKUBO et al.,, 2003). A utilizacdo de biomateriais no reparo de partes
danificadas do tecido 6sseo tem revolucionado a ortopedia e odontologia
atuais. O emprego de substancias quimicas que facilitem a reparacdo 0ssea,
através da osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo vem sendo alvo de
pesquisas constantes (BORGES, 1998; FRANCO et al., 2001; LEGEROS,
2002; MORAES, 2002).

Os implantes 6sseos mais usados sdo enxertos alégenos e autdgenos,
entretanto, a coleta de osso autégeno danifica partes saudaveis do corpo e a
quantidade que se consegue coletar € limitada. Além disso, este procedimento
aumenta os tempos anestésico e cirurgico. O uso de enxertos alégenos
aumenta os riscos de infeccdo podendo ocorrer reacdes de rejeicdo do
implante, e em adicdo a isso, a quantidade de osso alogénico disponivel é
limitada (MONCHAU et al., 2002; KOKUBO et al., 2003).

Materiais artificiais implantados em defeitos 6sseos sdo geralmente
encapsulados por tecido fibroso e se tornam isolados do o0sso circunvizinho.
Consequentemente, eles ndo se aderem ao 0sso, e isso tem sido um problema

critico para seu uso na reparacdo 6ssea. Desde a década de 70, esse



problema tem sido solucionado através do uso de ceramicas bioativas que
espontaneamente se ligam ao osso (KOKUBO et al., 2003).

Numerosos materiais tém sido utilizados como substitutos ésseos, porém
poucos apresentam resultados satisfatorios ja que a maioria provoca, em maior
ou menor grau, uma resposta imunoldgica do organismo receptor (MORAES,
2002).

Os biomateriais podem ser definidos como uma substancia, ou a
combinacdo de duas ou mais substancias de origem natural ou sintética que
sdo tolerados de forma transitéria ou permanente pelos diversos tecidos que
constituem os 6rgdos dos vertebrados (CALIXTO, 2001; MORAES, 2002;
RODRIGUEZ, 2004). Eles devem ser inertes, degradaveis e ou absorviveis,
além de favorecer o crescimento 6sseo por conducdo, e se possivel, por
inducdo. Estas caracteristicas dependem das propriedades fisicas e quimicas
do material que devem ser compativeis com as reacdes fisioldgicas do 0sso
(BORGES, 1998; FEHLBERG, 2001; MONCHAU et al., 2002).

As propriedades biolégicas da hidroxiapatita sintética (HAP) sédo bem
documentadas na literatura. Ela tem sido estudada por tratar-se de uma
substancia bioativa ndo téxica que provoca pouca reacao tecidual (MOREIRA
et al., 2003). A hidroxiapatita ja foi utilizada na correcédo de defeitos 6sseos no
homem e em varias espécies animais, com resultados satisfatérios o suficiente
para ser indicada como alternativa para a enxertia 0ssea na rotina clinica
(REZENDE et al., 1998; FRANCO et al., 2001; LEGEROS, 2002). Seu emprego
tem sido muito diversificado, sendo utilizada para o preenchimento de falhas

0sseas, reconstrucao de defeitos 6sseos provocados por ressecc¢des cirurgicas



e revestimento de componentes metdlicos para fixacdo 6ssea (MOREIRA et al.,
2003).

Segundo BORGES (1998), 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 sélido inorganico
mais importante em biologia. Por ter excelente capacidade osteocondutora e
ser altamente biocompativel, a hidroxiapatita € uma 6tima alternativa aos
enxertos de 0sso homadlogo e autdgeno em falhas 6sseas tanto no ser humano
como em animais domeésticos.

A lignina é um componente da parede celular das plantas lenhosas que Ihes
fornece rigidez e age como agente permanente de ligacéo entre as células. E
um polimero complexo de elevado peso molecular constituido de unidades de
fenil-propano. A lignina ocorre na maioria das plantas, mas sua composi¢ao
ndo é idéntica em todas elas, ja que apresenta variagcbes em sua estrutura
basica (SJOSTROM, 1993).

O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia da hidroxiapatita associada a
lignina, em forma sélida, como substituto 6sseo em falha provocada na tibia de
coelhos. O estudo baseou-se na caracterizacdo do tipo de reacdo que ocorre
na osteointegracdo do material, nos tipos de tecido calcificado que participam
desta osteointegracdo e, ainda, nos tipos de células que participam do
processo. Para tanto, foram empregados recursos clinico-cirdrgicos,

radiograficos e histoldgicos.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- Implantes 6sseos

O tecido 6sseo é considerado ideal para enxertos, uma vez que pode ser
transplantado com sucesso de um local para outro ou de um individuo para
outro (MORAES, 2002). O enxerto 6sseo pode atuar de trés maneiras distintas
no processo de reparacdo 0ssea, sendo elas a osteogénese, a osteoinducao e
a osteoconducdo (PIERMATEI & FLO, 1999; MORAES, 2002; FOSSUM,
2002).

A osteogénese é a formacao de tecido 6sseo no local da implantacéo
do enxerto, o qual funciona como fonte de células osteoprogenitoras
(MORAES, 2002; FOSSUM, 2002). A osteoinducao é a capacidade do enxerto
0sseo de recrutar e estimular células primitivas, indiferenciadas e
multipotenciais do tecido mesenquimal a se diferenciarem em células
osteogénicas (PIERMATEI & FLO,1999; ALBREKTSSON & JOHANSSON,
2001; MORAES, 2002). A osteoconducédo € processo no qual o enxerto serve
como um arcabouco para a deposicdo de vasos sanguineos e tecido 6sseo. O
enxerto é lentamente reabsorvido atravées de atividade osteoclastica e
substituido por osso novo (PIERMATElI & FLO,1999; MORAES, 2002;

FOSSUM, 2002).



Tomando como referéncia a origem do biomaterial, os enxertos podem
ser classificados como autdgeno, ou seja, material organico obtido e
empregado no mesmo individuo, aldgeno ou homégeno, que € o material
organico obtido de outro individuo da mesma espécie e heterégeno ou
xenoenxerto, que € o material organico obtido de individuo de espécie diferente
(MELLONIG, 1998). MORAES (2002) considera que o termo enxerto implica
na transferéncia de tecido vivo para um organismo receptor, enquanto que
implante refere-se ao material conservado. Os implantes também podem ser
constituidos de materiais ndo bioldégicos, como metais, ceramicas e polimeros,
sendo denominados de implantes aloplasticos (CALIXTO, 2001; MORAES,
2002).

Os autoenxertos ou enxertos autdgenos possuem potencial osteogénico
maximo e resposta mais precoce (PIERMATEI & FLO, 1999) principalmente os
de 0sso esponjoso, que além de fornecer fatores de inducdo Gssea, possuem
uma estrutura porosa que favorece o crescimento fibrovascular em seu interior
(CALIXTO, 2001). Sdo os mais utilizados devido a auséncia de resposta
imunoldgica, sendo sempre compativeis (MORAES, 2002; FOSSUM, 2002). No
entanto, este tipo de enxerto tem a inconveniéncia da morbidade cirurgica da
fonte doadora, além da disponibilidade limitada do material, problemas
arquitetbnicos e estruturais do enxerto. Outro problema em potencial é o ritmo
de absorcédo do material, que pode ser mais rapido do que o tempo necessario
para que ocorra a regeneracdo 6ssea (CALIXTO, 2001; WU et al., 2003;
KOKUBO et al., 2003 e RODRIGUES et al., 2003). De acordo com CEHRELI

et al. (2003), a alta taxa de reabsorcdo dos enxertos autdégenos é



provavelmente o fator que mais indicaria 0 uso clinico extenso de materiais
sintéticos e bioldgicos para o tratamento de defeitos 6ésseos.

Os enxertos alégenos (homogenos) e os xenoenxertos também sdo uma
opcao viavel (CALIXTO, 2001). Porém deve-se levar em conta o risco de
transmissdo de doencas e da ativacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(PIERMATEI & FLO, 1999; KOKUBO et al, 2003; WU et al.,, 2003 e
RODRIGUEZ 2004).

Na enxertia heterdgena tem-se utilizado principalmente ossos de origem
bovina, que além de serem amplamente disponiveis, parecem desenvolver alto
grau de interagdo com o tecido 6sseo hospedeiro (CALIXTO, 2001).

Os materiais aloplasticos mais comumente utilizados nas cirurgias
médicas e odontolégicas sdo os metais ou ligas metalicas (titanio, titanio-
aluminio-vanadio cobalto-cromo-molibdénio, ferro-cromo-niquel), as ceramicas
(hidroxiapatita, trifosfato de calcio, aluminatos de calcio), os polimeros
(silicones, poliamida, acido glicélico, polipropileno, polimetiimetacrilato,

poliuretanas, etc) e os compodsitos (amalgama) (CALIXTO, 2001).

2.2- Caracteristicas da hidroxiapatita sintética (HAP)

A hidroxiapatita natural € o elemento cristalino essencial dos
componentes calcificados do esqueleto e é o principal mineral do 0sso,
esmalte, cemento e dentina (YASUNAGA et al., 1999; ONO et al., 2000;

CEHRELI et al., 2003).



O grupo de biomateriais que mais se assemelham a composicao do
0SSO € 0 grupo das ceramicas de fosfato de calcio (REZENDE et al., 1998;
FEHLBERG, 2001; LEGEROS, 2002); dentre as quais a mais difundida é a
hidroxiapatita (HAP) cuja estrutura quimica € representada pela férmula
C10(PO4)s(OH)2. A HAP tem sido produzida sinteticamente desde o inicio dos
anos 70 e tem sido usada clinicamente desde o inicio dos anos 80 (SCHMITZ
et al., 1999).

A HAP é preparada por precipitacdo em condi¢des basicas e sinterizada
usualmente entre 1100 e 1150°C (LEGEROS, 2002). Quando sintetizada em
laboratoério € livre de impurezas que retardam a osteogénese, além disso, o
tamanho, a forma e a porosidade do produto podem ser controlados e pré-
determinados (BORGES, 1998). O tamanho dos poros, sua extensdo e a
interconectividade entre eles deve permitir a formacéo de vasos sanguineos e
0 crescimento 0sseo, levando a uma maior resisténcia na fixacdo do conjunto
implante-osso (POLLICK et al., 1995; BORGES et al., 2000; ONO et al, 2000;
LEGEROS, 2002). A HAP ¢é esterilizavel e relativamente ndo absorvivel
(POLLICK et al., 1995; ONO et al., 2000), é vantajosa por causa de sua
composicdo uniforme, alta biocompatibilidade, seguranca (ndo é tdxica, nem
alergénica ou carcinogénica) e pelo fato de sua microestrutura (tamanho dos
poros) ser completamente controlavel (ONO et al.,, 2000; NILSSON et al.,
2004).

Apesar de clinicamente ser considerada ndo degradavel, analises
quantitativas em cées tém mostrado que a hidroxiapatita se degrada (BORGES
et al., 2000). Esta degradacdo é influenciada por varios fatores, sendo que

alguns deles sédo controlados pelo implante; tais como: porosidade, area de



superficie, cristalinidade e tamanho dos cristais (OSBORN & NEWESELY,
1980; POLLICK et al., 1995). Segundo BORGES (1998), outro fator que
influencia a degradacédo da hidroxiapatita, € sua temperatura de sintetizacéo.
Outros fatores sao controlados pelo hospedeiro, dentre eles destacam-se: a
espécie animal, o local de implantacdo e a pressdo biomecanica sobre o

implante (POLLICK et al., 1995).

2.3 - Regeneracédo O0ssea na presenca de hidroxiapatita

Por décadas, as ceramicas de fosfato de célcio tém recebido atencédo na
ortopedia e odontologia por causa de sua habilidade de se ligar a tecidos vivos
(SUOMINEN et al., 1996; LOPES et al., 2000; KOKUBO et al., 2003). As mais
desejaveis propriedades dos materiais de fosfato de calcio tém sido
documentadas na literatura médica. Entre elas, a similaridade na composi¢cao
do osso mineral, bioatividade, ou seja, habilidade do material de formar uma
ligacéo direta e forte com o tecido ésseo, de formar uma interface direta, Unica
e forte com o0 0sso, além da habilidade de prover um molde para a formacao de
0SSO novo, processo denominado de osteoconducdo (LOPES et al., 2000;
SAKANO et al., 2001; LEGEROS, 2002). A principal vantagem dos biomateriais
a base de ceramica é a sua baixa reatividade quimica, sendo geralmente
biocompativeis (MORAES, 2002). Estudos biolégicos, histologicos e
biomecanicos da implantacdo de hidroxiapatita no osso relatam que esta €
segura e tem excelente propriedade osteocondutora (YAMAMOTO et al.,

2000).



Para que ocorra a osteoconducdo existem trés requisitos basicos:
primeiro, o implante deve estar em aposi¢ao direta com o 0sso hospedeiro;
segundo, o0 0sso periférico deve estar viavel; e terceiro, a interface entre 0 0sso
e o implante deve ser estavel, sem movimentacao (POLLICK et al., 1995).

A estrutura porosa da hidroxiapatita funciona como um suporte passivo a
neoformacédo vascular, o que leva a proliferacdo de fatores indutores da
aposicao 6ssea (BORGES, 1998). Segundo VIDIGAL JR & GOISMAN (2003) a
superficie porosa da hidroxiapatita parece fornecer um substrato adicional a
proliferacdo do tecido 0sseo. De acordo com RODRIGUEZ (2004), outra
vantagem desta estrutura porosa € a reducdo da ocorréncia do fendémeno de
encapsulamento, aumentando a velocidade de crescimento tecidual. A
hidroxiapatita permite a juncao, proliferacdo, migracdo e expressao fenotipica
de células 6sseas permitindo a formacao de novo 0sso em aposicdo direta ao
biomaterial (SAKANO et al., 2001; LEGEROS, 2002). Os eventos que ocorrem
na interface entre o implante e os tecidos adjacentes sao resultado direto de
reacfes quimicas, mecanicas, fisioldgicas e celulares evocadas pela presenca
deste no organismo (SUN et al., 1997).

OONISHI et al. (1997) listaram algumas vantagens do uso de
hidroxiapatita, tais como: auséncia de imunoreacdo; auséncia de
deslocamentos pds-operatorios se pequenos blocos e fragmentos forem
adequadamente posicionados durante a cirurgia e presenca de pequeno grau
de absorcdo pos-operatéria da hidroxiapatita, com substituicdo por tecido
0sseo. Como desvantagem, os autores destacaram que as particulas de
hidroxiapatita tendem a nao ficar fixas em locais onde ha sangramento. ONO et

al. (2000) e RODRIGUES et al. (2003), demonstraram que a capacidade da



hidroxiapatita em resistir a impactos esta ligada a porosidade e espessura do
implante. Quanto mais porosa, menos resistente ela se torna, exigindo um
aumento na espessura do implante para compensar esta diminuicdo de
resisténcia (OSBORN & NEWESELY, 1980; ONO et al., 2000). Além disso, se
o implante néo for bem fixado ele pode ser removido do local, reduzindo assim
a eficacia do mesmo. Além de ser importante com relacdo a resisténcia do
material, a porosidade da hidroxiapatita também regula mecanicamente o
crescimento celular e vascular. Poros maiores favorecem a invaséo de células
e vasos, permitindo o crescimento 6sseo (BORGES, 1998; ONO et al, 2000 e
ORR et al., 2001).

A hidroxiapatita possui pequena resisténcia mecanica, por este motivo
sua aplicacao clinica é limitada a areas onde ndo ha suporte de peso ou em
cavidades 6sseas (BORGES, 1998; YASUNAGA et al., 1999; RODRIGUEZ,
2004).

OONISHI et al. (1997), ap6s a implantacéo de hidroxiapatita no fémur de
coelhos, observaram, apls trés semanas, que houve formacdo de 0sso
trabecular entre varias particulas do implante. YAMAMOTO et al. (2000)
usaram hidroxiapatita para preencher cavidades resultantes da exérese de
tumores 0sseos benignos em 75 pacientes humanos e verificaram que nao
houve nenhuma reacdo inflamatéria pos-operatoria. Em todos os casos foi
demonstrado radiograficamente que a hidroxiapatita implantada estava bem
incorporada ao tecido 6sseo circunvizinho. Avaliagdes periddicas revelaram
que, apo6s algum tempo, as areas radioluscentes haviam desaparecido devido
ao desenvolvimento de osso novo. Concluiram que a hidroxiapatita € um

substituto efetivo do implante de osso autdlogo em cirurgia de retirada de
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tumores &ésseos benignos. Sua implantacdo promove osteointegracdo com
poucas complicacgdes.

Nos estudos de BORGES (1998), onde se utilizou hidroxiapatita
sintética na tibia de caes, observou-se evolucao da reparacdo 6ssea sendo que
apos 120 dias o defeito possuia caracteristicas de osso normal. FRANCO et al.
(2001) observaram em seu experimento, por um periodo de 120 dias, que o
processo de reparacdo Ossea observado nos animais tratados com
hidroxiapatita sintética foi normal e semelhante ao dos animais do grupo
controle.

SUOMINEN et al. (1996) utilizaram hidroxiapatita em defeitos 6sseos
provocados cirurgicamente no o0sso subcondral do fémur de coelhos e
registraram excelente biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade do

material utilizado.

2.4 - Hidroxiapatita associada a outros componentes:

Implantes de titanio tém tido aplicacdo crescente na odontologia e na
ortopedia (KOKUBO et al., 2003). Porém eles ndo séo bioativos e por isso tém
sido utilizados cobertos com hidroxiapatita, o que lhes confere uma superficie
bioativa, induzindo assim a unido direta entre o implante e o tecido 6sseo
(KOKUBO et al.,, 2003; PORTER et al., 2004). VIDIGAL JR. & GOISMAN
(2003) utilizando implantes de titanio puro e implantes de titanio recobertos
com hidroxiapatita, observaram que ocorre maior formacao de tecido 6sseo em
torno dos implantes cobertos com hidroxiapatita do que nos implantes de

titAnio. Os implantes cobertos com hidroxiapatita apresentaram uma
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percentagem média de contato 6sseo em torno de 75,9%, enquanto que 0s
implantes de titanio puro apresentaram em torno de 50% de contato ésseo,
sendo essa uma diferenca significativa.

A hidroxiapatita pode ser associada a diversos materiais principalmente
com o intuito de potencializar sua caracteristica osteocondutora, sua
capacidade de fixacdo ao 0sso e sua resisténcia mecéanica (MORAES, 2002;
RODRIGUEZ, 2004).

Recentemente, alguns compostos de hidroxiapatita com colageno foram
desenvolvidos como biomateriais para a reconstru¢do 6ssea por apresentarem
uma composi¢cdo similar a do osso (RODRIGUEZ, 2004). Em estudo
utilizando-se hidroxiapatita associada ao colageno e associada ao lipossoma
na tibia de caes, FRANCO (2000) observou que o processo de reparacdo
0ssea nos animais tratados com os dois tipos de compésito foi normal e
semelhante a dos animais que nao receberam tratamento. FRANCO (2000) e
RODRIGUEZ (2004), observaram que a associacdo da hidroxiapatita com o
colageno retarda a processo de reparacdo Ossea, demonstrando ter menor
capacidade osteocondutora do que a hidroxiapatita associada a outros
componentes.

RODRIGUEZ (2004) relatou um aumento na atividade osteocondutora
da hidroxiapatita quando esta foi associada ao alandronato de so6dio, um
bifosfanato inibidor da reabsorcao 6ssea.

Nos estudos de VITAL (2003) e VITAL et al. (2005), onde se utilizou
hidroxiapatita associada ao carbono e ao carbono e fosfato biacido de sédio
constatou-se que ambos 0s compdsitos eram biocompativeis e possuiam

propriedade osteocondutora.

12



2.5 - Hidroxiapatita associada a lignina:

A lignina é basicamente um polimero aromatico constituido de um
sistema heterogéneo e ramificado sem nenhuma unidade repetidora definida. O
sistema é totalmente amorfo e ligado quimicamente as hemiceluloses. O papel
bioldgico da lignina nas plantas vivas é formar, juntamente com a celulose e
outros carboidratos da parede celular, um tecido de excelente resisténcia e
durabilidade. A lignina também reduz a permeabilidade da parede celular a
agua. (SJOSTROM, 1993).

Acredita-se que a associacdo da hidroxiapatita com a lignina resultaria
em um material com maior capacidade de aderéncia ao 0sso sem que haja
desprendimento de calor, problema que ocorre quando se utiliza outros

polimeros.
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3 - MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste experimento, foram utilizados 20 coelhos adultos,
fémeas, clinicamente sadios, da raca Nova Zelandia, provenientes do setor de
cunicultura do Departamento de Zootecnia da UFV. Os animais selecionados
foram alojados em gaiolas individuais, onde receberam ragcdo comercial uma
vez ao dia e agua a vontade. Os animais receberam uma dose Unica de 0,2 ml
de ivermectina’ antes de serem confinados nas gaiolas.

A hidroxiapatita sintética (HAP-91)? foi produzida por precipitacéo, apos
adicao, gota a gota, de H3PO, sobre o Ca(OH),, obtido a partir da calcinacéo da
calcita e sua posterior hidratacdo por agitacdo constante. O precipitado foi
calcinado a 900°C. O célcio da HAP-91 foi determinado por volumetria de oxi-
reducao e, o fosfato, pela precipitacdo com fosfomolibidato de amonio, usando
a analise volumétrica e a espectroscopia de UV-V (BORGES, 1998). Apoés este
processo, de acordo com o fabricante, foi acrescentado a HAP-91 1% de
lignina derivada de eucalipto. Com este material foram, entdo, obtidos blocos
circulares de 4,5 mm de diametro.

Foram constituidos dois grupos aleatoriamente com 10 animais em
cada. Os animais do grupo um receberam hidroxiapatita associada a lignina
(grupo tratado) e os animais do grupo dois ndo receberam tratamento (grupo

controle).

! Mogimeca Mogivet, Sdo Paulo, Brasil
2 HAP-91 - JH.S. Laboratério Quimico Ltda, Belo Horizonte, Brasil
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Em todos os animais, foi produzida uma falha 6ssea no terco médio da
tibia direita conforme descricdo a seguir: foi feita tricotomia e
desengorduramento com éter do membro pélvico direito. Em seguida, os
animais foram sedados com acepromazina® 1% na dose de 0,2 mg/Kg por via
intravenosa e anestesiados com Bubivacaina® a 0,5% na dose de 0,5 ml/kg, por
via epidural, através do espaco intervertebral lombo-sacro. O campo operatério
foi preparado de maneira rotineira. Foi feita incisdo na face medial no terco
médio do membro pélvico direito, expondo a tibia por meio de incisdo
longitudinal da pele e afastamento do tecido muscular (fig. 1 A e B). Em
seguida, foi produzido um orificio cortico-medular na metafise tibial proximal,
utilizando-se uma broca trefina de 4,5mm de diametro (fig. 1C) no qual foi
introduzido, entdo, um bloco circular de diametro igual ao da broca, de

hidroxiapatita associada a lignina (HAL) nos animais do grupo um.

Figura 1. Etapas do procedimento cirdrgico. A: apds a incisdo de pele; B:
exposicao da tibia (seta); C: falha 6ssea experimental (seta)

% Aceprama Univet S.A., Sdo Paulo, Brasil
4BubiAbbotta Abbott Laboratérios do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil
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No grupo dois este defeito provocado n&o recebeu tratamento, sendo
utilizado como controle. Os tecidos incisados foram suturados utilizando-se
néilon cirdrgico e padrdo simples continuo. Nao foi utilizado nenhum tipo de
antibiético nem antiinflamatorio durante o periodo experimental.

Os animais foram submetidos a observacfes diarias da ferida cirargica
durante uma semana, avaliando-se o grau de reacao inflamatéria baseado na
presenca de edema e dor que foram graduadas em ausente, discreta,
moderada e intensa. Avaliou-se, ainda, a presenca de hemorragia, de secrecao
purulenta e de deiscéncia de sutura que foram classificadas em ausente ou
presente.

O edema foi considerado discreto quando se limitou ao local da incisé&o
cirirgica, moderado quando se notou aumento de volume também na face
lateral do membro e intenso quando se estendeu por todo o membro.

Para se avaliar a dor e o desconforto dos animais, procedeu-se a
palpacédo do da area operada com as seguintes observacfes: na auséncia de
dor, o animal ndo demonstrou nenhum tipo de reacdo ao toque digital da area
operada. A dor foi considerada discreta quando manifestada ap6s o toque
digital, moderada quando o animal relutava em se movimentar e intensa
quando, além das caracteristicas de dor discreta e moderada o animal se
mostrou prostrado e sem interesse pelo alimento. A andlise dos resultados
clinico-cirargicos comparou, de maneira descritiva, a presenca e a evolucao da
resposta inflamatoria, de hemorragia e de infeccéo entre os grupos.

Para analise radiolégica foram realizadas radiografias dos membros
operados nas posicOes mediolateral e craniocaudal em todos os animais,

imediatamente apds a cirurgia e aos quatro, oito, 15, 30 e 60 dias do pos-
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operatério, visando a comparacdo entre 0sso controle e o0 osso tratado. As
radiografias foram analisadas quanto a radiopacidade e classificadas em
diferentes graus, sempre comparando a falha éssea a cortical do 0sso
circunvizinho, considerado normal (tab. 1). Os resultados foram interpretados
com auxilio de analise de variancia ndo paramétrica empregando-se o teste de

Kruskal-Wallis.

Tabela 1. Classificagdo do grau de radiopacidade na regido da falha éssea de
coelhos do grupo controle e do grupo tratado com hidroxiapatita
associada a lignina

GRAU CARACTERIZACAO RADIOGRAFICA

0 Radiopacidade intensamente menor do que a cortical do 0sso
circunvizinho

1 Radiopacidade discretamente menor do que a cortical do osso
circunvizinho

2 Radiopacidade igual a cortical do osso circunvizinho

3 Radiopacidade maior do que a cortical do osso circunvizinho

Para analise histoldgica, dois animais do grupo controle e dois animais
do grupo tratado eram sacrificados aos quatro, 8, 15, 30 e 60 dias do pés-
operatorio com super dosagem de pentobarbital sodico, a fim de que seu
membro pélvico direito fosse amputado na articulacdo coxofemoral. O membro
amputado, ainda com os tecidos moles, foi fixado em solugdo de formol 10%
tamponado por 24 horas, apés o que foi realizada a coleta de material, de
aproximadamente 1,0 x 1,0 x 1,0 cm na regido em que se implantou a
hidroxiapatita. Fragmentos de mesmas dimensdes foram retirados dos animais

do grupo controle.
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As amostras foram, fixadas em formol a 10%, tamponado, por
aproximadamente 20 dias. Completada a fixacdo, as amostras foram
descalcificadas em acido férmico a 10%, tamponado com citrato de sodio para
pH 4,5 sob vacuo moderado, com duracdo média de 15 dias. A seguir, foram
lavadas em &gua corrente, desidratadas em &lcoois 70, 80, 90 e 100% por
aproximadamente 12 horas em cada etapa, com uma repeticdo no alcool
absoluto e diafanizadas em dois banhos de xilol, por duas horas cada.

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 7
mm foram obtidos em micrétomo rotativo e montados em laminas de vidro. De
cada bloco de parafina foram obtidas pelo menos dois cortes histologicos, que
foram entdo submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina,
visando a andlise histoldégica da amostra em microscépio éptico.

Os resultados histolégicos foram interpretados através de analise
descritiva avaliando-se o padrao de regeneracao tecidual com base nos graus
de proliferacdo e diferenciacdo celular no tecido cicatricial, de neoformacéo
0ssea, de incorporacdo da hidroxiapatita ao 0sso e de maturacdo do 0SSO
neoformado, proliferacdo de medula éssea e a taxa de absorcdo do material

investigado.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Aspectos clinicos e cirdrgicos:

Durante o periodo trans-operatério, ap6s a confeccdo do defeito dsseo,
evidenciou-se hemorragia em todos os animais, mas a hemostasia por
compressdo, indicada por BORGES (1998) e REZENDE et al. (1998) foi
eficiente permitindo o preenchimento da falha 6ssea com o implante nos
animais do grupo tratado. Contudo n&o se evidenciou hemostasia total ao final
do procedimento, o que também foi observado por RODRIGUEZ (2004),
havendo necessidade de se realizar uma bandagem compressiva no poés-
operatério imediato em trés animais do grupo tratado e em quatro animais do
grupo controle. Nos outros animais o sangramento foi contido com a simples
sutura dos tecidos incisados.

Algumas horas apés a cirurgia todos 0s animais apresentaram
deambulagdo normal, ou seja, apoiaram normalmente o membro operado,
estando este fato de acordo com o observado por BORGES (1998); REZENDE
et al. (1998) e FRANCO et al. (2001). Porém nestes trabalhos o modelo
experimental foi o c&o e no atual, o coelho.

N&o houve diferenca perceptivel entre os animais dos dois grupos
quanto ao edema apresentado nos primeiros sete dias do pos-operatério (tab.

2). Apenas um animal do grupo controle apresentou edema moderado no
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terceiro dia ap6s o procedimento cirdrgico, ocorrendo deiscéncia de sutura no
quinto dia. Este mesmo animal manifestou dor moderada no terceiro dia de
pbs-operatorio. Todos os outros animais manifestaram dor discreta somente no
primeiro dia apés a cirurgia (tab. 3).

Em dois animais do grupo controle (20% dos animais) e em um do grupo
tratado (10% dos animais) observou-se a presenca de secrecédo purulenta no
local da incisédo. Estes resultados diferem do que foi descrito por BORGES
(1998), MORAES (2002) e CEHRELI et al. (2003), que n&do observaram
quaisquer indicios de reacdo inflamatéria no pds-operatorio. Pelo fato de tanto
animais do grupo controle quanto do grupo tratado terem apresentado sinais
locais de inflamacgéo, atribui-se este fato ao trauma tecidual causado pela
técnica cirargica e ndo a reacao ao implante.

Tabela 2. Classificacdo do edema no pds-operatério avaliado durante exame
clinico imediatamente apds o procedimento cirdrgico (dia 0) até 7 dias

nos animais do grupo controle (GC) e nos animais do grupo tratado
com HAL (GT).

DIA AUSENTE DISCRETO MODERADO INTENSO
n° de coelhos n° de coelhos n° de coelhos n° de coelhos
GC GT GC GT GC GT GC GT
0 10 10 0 0 0 0 0 0
1 5 4 5 6 0 0 0 0
2 9 10 1 0 0 0 0 0
3 9 10 0 0 1 0 0 0
4 9 10 0 0 1 0 0 0
5 7 8 0 0 1 0 0 0
6 7 1 0 0 0 0 0
7 8 8 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. Classificacdo da dor no pds-operatério avaliada durante exame clinico
imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico (dia 0) até 7 dias nos
animais do grupo controle (GC) e nos animais do grupo tratado (GT).

DIA AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA

n° de coelhos n° de coelhos n°de coelhos n° de coelhos

GC GT GC GT GC GT GC GT
0 10 10 0 0 0 0 0 0
1 3 5 7 5 0 0 0 0
2 9 10 1 0 0 0 0 0
3 8 10 1 0 1 0 0 0
4 9 10 0 0 1 0 0 0
5 7 0 0 1 0 0 0
6 7 1 0 0 0 0 0
7 8 0 0 0 0 0 0
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4.2 - Aspectos radioldgicos:

Os resultados radiograficos dos animais do grupo controle obtidos
imediatamente apoOs a cirurgia revelaram radiopacidade grau 0 na regido do
defeito, uma vez que a falha éssea experimentalmente produzida foi mantida

sem qualquer preenchimento (fig. 2A e tab. 4).

Ja4 no grupo tratado, observou-se no mesmo periodo, radiopacidade
semelhante a cortical do osso vizinho, ou seja, grau 2 (tab. 4), o que difere do
descrito por BORGES (1998), DUARTE (2003) e RODRIGUEZ (2004) que
relataram a ocorréncia de radiopacidade grau 3 nos animais tratados com
hidroxiapatita. Esta diferenca pode ser devida ao fato de que no presente
experimento a hidroxiapatita foi associada a lignina e nos trabalhos citados foi
usada hidroxiapatita pura e em p6. Além disso, deve-se considerar também
que as espécies animais estudadas foram diferentes. Nas radiografias feitas
aos quatro, oito, 15, 30 e 60 dias a radiopacidade da hidroxiapatita foi
gradualmente diminuindo até apresentar grau 1 (fig. 3). Este fendmeno era
esperado e foi descrito por BORGES et al. (2000) devido a invasao de tecido
conjuntivo junto ao processo normal de reparacdo 6ssea. Deve-se considerar
ainda que ndo ha alteracdo na densidade da hidroxiapatita, uma vez que seu
namero atémico ndo se altera. Entretanto, o crescimento do tecido conjuntivo e
do tecido 6sseo, ao longo do tempo e ao redor das particulas de hidroxiapatita,

contribui para diminuicao de sua radiopacidade (REZENDE et al., 1998).

Assim como descrito por YAMAMOTO et al. (2000), as radiografias
obtidas imediatamente apds o procedimento cirdrgico mostraram que a

hidroxiapatita foi bem implantada no osso (fig. 3A). Isso demonstra que apesar
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de ter ocorrido sangramento em todos 0s animais no momento da cirurgia ele
nao foi suficiente para remover a hidroxiapatita do sitio receptor. A
hidroxiapatita ndo ter sido removida pelo sangramento ocorrido no local da
fratura provavelmente se deve ao fato de que no presente trabalho foi usada
uma hidroxiapatita solida, o que facilita a sua colocacdo no sitio receptor e
dificulta a remocao de suas particulas pelo sangue.

Com quatro dias, a andlise radiogréfica dos defeitos tratados nao
mostrou sinais de reducédo de radiopacidade ou quaisquer sinais de reacao
O0ssea e de absorcdo do implante (fig. 3B). No grupo controle, a falha
permaneceu com radiopacidade O (tab. 4), porque, neste periodo, o tecido
presente na falha ainda ndo possuia radiopacidade suficiente para ser
registrada no exame radiografico. Segundo FEHLBERG (2001), em todo
processo de reparacao 6ssea, inicialmente se desenvolve tecido conjuntivo no
foco da lesdo, cuja radiopacidade € insuficiente para ser perceptivel ao exame
radiografico, pelo fato dos constituintes quimicos do tecido neoformado
possuirem baixo nimero atémico.

Aos oito dias de pos-operatério, ainda nao se notou diminuicdo de
radiopacidade do implante na maioria dos animais. Apenas em um animal
pdde-se observar a presenca de um halo radiotransparente (radiopacidade
grau 0) na periferia do implante. Isso sugere um processo de absorcdao da
hidroxiapatita na periferia do defeito, como observou radiograficamente
DUARTE (2003). Ou ainda, isto pode sugerir a invasao de tecido conjuntivo
precedendo a formacdo 6ssea na periferia do defeito apés a absorcdo da
hidroxiapatita (FEHLBERG, 2001). No grupo controle a falha éssea continuou

radiotransparente, e em ambos 0s grupos nao havia sinais de reacdo Ossea
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periosteal (fig. 2C). Esta diferenca significativa de radiopacidade entre os
grupos tratado e controle, comprovada pela analise estatistica, pode ser
explicada pelo alto nUmero atdmico da hidroxiapatita, que faz com que ela
apareca ao raio X como uma estrutura radiopaca.

Tabela 4. Radiopacidade média do centro e da periferia do defeito 6sseo

produzido experimentalmente na tibia de coelhos. Comparacao
com 0 0sso vizinho. GC: grupo controle; GT: grupo tratado

Dias do pos- n°de GC GC n®de GT GT
operatorio animais animais
Periferiado  Centro do Periferia do Centro do
defeito defeito defeito defeito
Logo apds a 10 0 0 10 2s 2s
cirurgia
4 10 0 0 10 2s 2s
8 8 0 0 8 1,75*s 2s
15 6 1 0 6 Ins 2s
30 4 2 1 4 2ns 1ns
60 2 3 2 2 3ns 1ns

0- Auséncia de radiopacidade
1- Radiopacidade menor do que a do 0sso vizinho
2- Radiopacidade semelhante a do osso vizinho
3- Radiopacidade maior do que a do 0sso vizinho
* Um animal apresentou grau 0 na periferia do defeito
s- Indica diferenca significativa entre o grupo tratado e o grupo controle pelo
teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade
ns- Indica que nao houve diferenca significativa entre o grupo tratado e o
grupo controle pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade

Aos 15 dias pdde ser observada reacao periosteal em todos os animais
dos dois grupos. Esse achado difere do descrito por MOREIRA et al. (2003)
que relataram a ocorréncia desse tipo de reacdo somente a partir de 30 dias.
Esse fendbmeno, macroscopicamente, pareceu ser mais evidente nos animais
tratados com hidroxiapatita. Em todos os animais pode-se sugerir comeco de
crescimento 6sseo, observado pelo aumento da radiopacidade do defeito, da
periferia para o centro do mesmo, paralelamente a diminuicdo da

radiopacidade da hidroxiapatita. No grupo controle, aos 15 dias notou-se ligeiro
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aumento de radiopacidade (grau 1), que assim como no grupo tratado, ocorreu
da periferia para o centro da falha éssea (tab. 4). Segundo a analise estatistica
utilizada, aos 15 dias ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos,
considerando-se apenas a periferia do defeito. Este fendbmeno pode ser
explicado pelo fato de que aos 15 dias provavelmente existia crescimento
0sseo da periferia para o centro do defeito nos dois grupos, ao mesmo tempo
em que a hidroxiapatita possivelmente era absorvida no grupo tratado.

Apb6s 30 dias, em ambos 0s grupos, notou-se intensa reacao periosteal,
ndo havendo diferenca macroscipica e nem estatistica entre grupo controle e
tratado tanto no centro quanto na periferia do defeito. Observou-se crescimento
da cortical e formacdo de ponte 6ssea. Na periferia do defeito pdde-se notar
radiopacidade semelhante a do osso normal (grau 2), o que também foi
observado por REZENDE et al. (1998), BORGES (1998) e FEHLBERG (2001),
sendo este fato, um indicativo radiografico de havia ocorrido um processo
completo de reparacao Ossea.

Aos 60 dias, observou-se o defeito 6sseo preenchido por estrutura
radiopaca em todos os animais, embora a radiopacidade da falha néo fosse
totalmente semelhante a do osso normal (fig. 2F), assim como o descrito por
FRANCO (2000). Nos animais dos dois grupos, notou-se radiopacidade grau 3
na periferia do defeito (fig. 2F e 3F). Nos animais do grupo controle observou-
se, no centro do defeito, grau 2 e nos animais do grupo tratado, grau 1, sendo
que era evidente a presenca de ponte 0ssea unindo a cortical proximal e distal.
Nos animais tratados, o implante ainda era visivel, preenchendo quase toda a
falha Ossea, sem diferenca significativa entre os grupos, sendo este fato

sugestivo da ocorréncia de reparacao 6ssea (fig. 3F).
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Considerando-se somente 0s aspectos radiolégicos, ndo parece ter
havido diferenca na velocidade da reparacao 6ssea entre 0s grupos controle e
tratado, o que também foi observado por FRANCO (2000). A lignina nao
pareceu interferir negativamente no processo de reparacéo, ja que aos 60 dias
se observaram indicios radiograficos de que a falha Ossea estava
completamente preenchida por tecido 6ésseo em todos os animais do grupo
tratado. Este fato estda de acordo com o descrito por BORGES (1998) que aos
60 dias de poés-operatdrio observou reparacdo O0ssea completa na tibia dos

animais que foram tratados com hidroxiapatita pura.
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Figura 2. Radiografia da tibia de coelhos do grupo controle em posicionamento
mediolateral. A, dia 0, radiopacidade grau 0O; B, 4 dias, radiopacidade grau 0;
C, 8 dias, radiopacidade grau 0O; D, 15 dias, radiopacidade grau O; E, 30 dias,
radiopacidade grau 1 e F, 60 dias, radiopacidade grau 2. A seta evidencia o
defeito 6sseo.
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Figura 3. Radiografias da tibia de coelhos tratados com hidroxiapatita
associada a lignina em posicionamento craniocaudal (B, C e D) e mediolateral
(A, E e F). A, dia 0, radiopacidade grau 2; B, 4 dias, radiopacidade grau 2; C, 8
dias, radiopacidade grau 2; D, 15 dias, radiopacidade grau 1; E, 30 dias e F, 60
dias, radiopacidade grau 1. Seta: hidroxiapatita preenchendo o defeito 6sseo.
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4.3 - Aspectos histolégicos:

A caracterizacdo da presenca da hidroxiapatita foi feita por meio de
andlise histologica. Esta se apresentou sob a forma de material amorfo,
acelular, bem delimitado e sem afinidade pelo corante utilizado, como
caracterizado por BORGES (1998) e VITAL (2003).

Nos locais em que foram produzidas as falhas 6sseas, nos dois grupos,
ndo foram observadas evidéncias de infeccdo pos-cirtrgica. Além disso, no
grupo tratado ndo se observou reacao de rejeicdo ao implante, estando estes
resultados de acordo com o descrito por YASUNAGA et al. (1999) e CEHRELI
et al. (2003).

Aos quatro dias do pés-operatorio, tanto no grupo controle quanto no
grupo tratado ndo havia nenhuma indicacdo de formacéo 6ssea, porém havia
uma grande quantidade de osteoblastos nas bordas da lesdo. Em ambos os
grupos foram observados extravasamento de sangue decorrente do trauma
cirargico (fig. 4A e B). No grupo tratado péde-se notar a presenca de tecido
conjuntivo frouxo, desorganizado e reabsorcdo das bordas da fratura, de
acordo com o processo normal de regeneracao 0ssea.

No oitavo dia de pdés-operatério nos animais do grupo controle, foram
observados inicio de reabsorcédo das bordas do defeito e a presenca de tecido
conjuntivo frouxo na sua superficie, assim como descrito por BORGES (1998),
FRANCO (2000) e DUARTE (2003). Em um dos animais o defeito estava
preenchido por tecido de granulagcao altamente vascularizado, e ainda se podia
notar o mesmo extravasamento de sangue que foi observado aos quatro dias.

Também foi observado tecido ésseo trabecular que se formava a partir das
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bordas do defeito, sendo que nestes locais observou-se grande quantidade de
osteoblastos (fig. 5), caracterizando um processo normal de reparacdo 0ssea,
conforme o descrito por FLACH et al. (2002).

Ja no grupo tratado, aos oito dias observou-se a presenca de tecido
conjuntivo frouxo, desorganizado nas bordas do defeito (fig. 6) e tecido
conjuntivo fibroso ao redor das particulas de hidroxiapatita. Foi observada uma
pequena area de neoformacédo 6ssea circundando o implante. Este atraso no
grupo tratado, quando comparado ao grupo controle, pode ser devido a inibicdo
inicial da formacdo Ossea pela hidroxiapatita, que provavelmente atua como
corpo estranho como descrito por BORGES (1998) e DUARTE (2003). No
entanto, este achado difere do relatado por TAMPIERI et al. (2001), que
observaram no mesmo periodo, a presenca de 0sso novo ao redor e no interior
da hidroxiapatita. Além disso, VITAL (2003) observou intensa formacao 6ssea
com o esboco de cartilagem sendo substituido por tecido conjuntivo. FRANCO
(2000), utilizando hidroxiapatita associada ao lipossoma, observou aos oito
dias, formacdo de osso trabecular ao redor do implante, com numerosos
osteoblastos na superficie trabecular.

No grupo tratado, foi observado, aos 15 dias de pds-operatdério, que a
hidroxiapatita estava praticamente envolvida por osso trabecular (fig. 4F), o que
também foi observado por LOPES et al. (2000) e DUARTE (2003), e havia a
presenca de tecido conjuntivo denso e intensa vascularizacdo. Como descrito
por BORGES (1998), BORGES et al. (2000) e FRANCO (2000), evidenciou-se
um grande aporte sanguineo para a area, o que configura importante fator nos

processos de reparacao 0ssea.
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Nos animais do grupo controle também se observou formacao de tecido
0sseo trabecular a partir das bordas da lesdo. Assim como no grupo tratado,
este tecido se mostrou muito ativo, com um grande numero de osteoblastos,
assim como observado por BORGES (1998) e CEHRELI et al. (2003).
Entretanto, o tecido 6sseo formado nos animais do grupo tratado, aos 15 dias,
mostrou-se mais organizado e com trabéculas 6sseas mais espessas do que 0
tecido formado nos animais do grupo controle (fig. 4E e F). Este fato, de acordo
com BORGES (1998), é sugestivo da caracteristica osteocondutora da
hidroxiapatita, o que a torna desejavel como substituto 6sseo.

Aos 30 dias ap0s a cirurgia, 0os animais de ambos 0s grupos mostraram
tecido 0sseo trabecular preenchendo toda a falha (fig. 7A e B), como descrito
por BORGES (1998), FRANCO (2000) e LOPES et al. (2000).

Nos animais do grupo controle observou-se a presenca de tecido
conjuntivo denso no centro do defeito e osso trabecular que se formou do 0sso
compacto a partir das bordas da leséo, o que segundo POLLICK et al. (1995) e
FEHLBERG (2001), é caracteristico de um processo de reparacdo normal.
Assim como nas observacfes anteriores, este tecido se mostrou muito ativo,
com uma grande presenca de osteoblastos (fig. 7A).

No grupo tratado, aos 30 dias observou-se a presenca de um tecido
0sseo muito ativo, e ricamente vascularizado. Envolvendo a hidroxiapatita
pdde-se notar a presenca de tecido conjuntivo denso bem vascularizado,
porém em menor quantidade do que o observado aos 15 dias, fato também
descrito por BORGES (1998) e, assim como no grupo controle, osso trabecular
a partir das bordas da lesdo (fig. 7B). Na observacdo de 30 dias pode-se

observar, assim como descrito aos 15 dias, formacao 6ssea mais evidente no
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grupo tratado, evidenciando-se trabéculas ésseas mais espessas e sistemas
de Havers mais organizados, fato este indicativo da caracteristica
osteocondutora da hidroxiapatita, sugerindo um processo de reparacao 0ssea
mais adiantado.

Aos 60 dias, tanto no grupo controle quanto no grupo tratado observou-
se uma extensa formacdo Ossea, sendo que esse tecido se mostrou mais
desenvolvido do que aos 30 dias. Nesta data, o tecido 6sseo formado
apresentou caracteristicas de o0sso compacto lamelar, com 6steons bem
definidos (fig. 7C e D) e pouca atividade celular. Diferente de OONISH et al.
(1997) e FRANCO (2000), no presente trabalho ndo se observaram diferencas
marcantes na formacdo O6ssea dos grupos controle e tratado aos 60 dias,
sugerindo que o processo de reparacdo 0ssea estava completo.

Ao contrario do descrito por DUARTE (2003), que ndo mais observou a
presenca de hidroxiapatita aos 60 dias de pos-operatério, no presente
experimento o implante ainda era visivel ao final deste periodo, sendo que se
encontrava totalmente envolvido por tecido 6sseo. Esta diferenca pode ser
explicada pelo fato de que no trabalho supracitado o autor usou o0 0sso alveolar
como modelo experimental, sendo que neste local, 0 metabolismo ésseo é
mais intenso do que na tibia, levando a uma absorcédo mais rapida do implante.
Entretanto, durante a evolucdo do experimento, foi observada, visualmente, a
diminuicdo da quantidade de hidroxiapatita, tendo este fato também sido
observado por BORGES (1998).

Diferente do descrito por BORGES (1998) que observou a presenca de
particulas de hidroxiapatita no interior de macréfagos, neste experimento nao

se observou sinal de fagocitose do implante, o que poderia sugerir sua
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biodegradacéo. Além disso, as controvérsias relacionadas a biodegradacédo da
hidroxiapatita encontradas em varios experimentos podem ser justificadas pela
diferenca das caracteristicas fisicas dos tipos de hidroxiapatita (DUARTE,
2003). Além disso, o mecanismo de absor¢do da mesma é incerto (OONISH et
al., 1997; DUARTE, 2003).

Varios fatores provavelmente influenciam a resposta dos tecidos ao
implante de hidroxiapatita e a sua degradacdo. De acordo com OSBORN &
NEWESELY, (1980) e POLLICK et al., (1995), estes fatores sao o tamanho dos
granulos e a estrutura fisica da hidroxiapatita, dentre outros, que determinariam
sua bioabsorcdo, a sua biodegradacdo e a formacdo éssea. JENSEN et al.
(1996) afirmaram que o substituto 6sseo ideal além de outras caracteristicas
deve manter seu volume na fase inicial de regeneracdo O6ssea e entdo ser
totalmente absorvido. No presente experimento a hidroxiapatita ndo havia
desaparecido completamente na observacao de 60 dias. Provavelmente nao se
observou diminuicdo drastica de seu volume devido ao fato de que a
hidroxiapatita utilizada nao ser pura. Possivelmente a lignina retardou o
processo de degradacdo da mesma. Outra explicacdo provavel € que 60 dias
nao foi um intervalo de tempo suficiente para que ocorra a degradacao
completa do implante.

Da mesma forma que BORGES (1998) observou-se, neste estudo, a
presenca de tecido conjuntivo fibroso ao redor das particulas de hidroxiapatita
(fig. 4E). Este fato é diferente do descrito por CEHRELI et al. (2003), que
afirmaram que a hidroxiapatita quando depositada em uma cavidade Ossea

recentemente preparada provoca a deposicado de osso diretamente sobre sua
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superficie, sem a intervencdo de tecido fibroso, seguindo um processo de
calcificacdo normal.

Assim como o descrito por DUARTE (2003), em nenhum momento se
observou qualquer reacdo de corpo estranho ou infeccéo. Diferentemente de
BORGES (1998) e YAMAMOTO et al. (2000), o tecido que se formou nao
apresentou celularidade que indicasse uma reagdo de corpo estranho ou um
processo de degradacao da hidroxiapatita como a presenca de células gigantes
mononucleares do tipo fagocitarias. Assim como o observado por DUARTE
(2003), ndo foram evidenciadas areas de necrose 0ssea em nenhum dos
animais tratados. A auséncia de células inflamatérias foi um dos indicativos de
que a hidroxiapatita associada a lignina € biocompativel.

Embora na presenca do implante a resposta 6ssea tenha sido mais
evidente nas observacdes de 15 e 30 dias, o tempo necessario para a
regeneracdo Ossea foi 0 mesmo tanto no grupo controle quanto no grupo
tratado. Este fato esta de acordo com o observado por FRANCO (2000), e é

indicativo da caracteristica osteocondutora da hidroxiapatita.
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e tratado (B, D e F). A, 4 dias; 55x. B,4 dias; 25x. C, 8 dias; 36x. D, 8 dias;
33x. E, 15 dias; 35x. F, 15 dias; 37x. HAP: hidroxiapatita; OT: 0sso
trabecular: TG: tecido de granulacao. O circulo indica presenca de sangue.
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Figura 5. Fotomicrografia da tibia de coelho do grupo controle aos 8 dias
de pés-operatorio, 123x. Seta espessa: ostedcito encerrado em lacuna. Seta
fina: osteoblasto. OT: osso trabecular

Figura 6. Fotomicrografia da tibia de coelho do grupo tratado aos oito dias de
pés-operatorio, 65x. TF: tecido conjuntivo frouxo. Seta: osteoblasto
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Figura 7. Fotomicrografias da tibia de coelho dos grupos controle (A e
C) e tratado (B e D). A, 30 dias; 35x. B, 30 dias; 31x. C, 60 dias; 57x. D, 60
dias; 29x. HAP: hidroxiapatita; OC: osso compacto; OT: osso trabecular
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5 - CONCLUSAO

Com base nos resultados clinico-cirargicos, radiologicos e histoldgicos,

pode-se obter as seguintes conclusdes.

A hidroxiapatita associada a lignina se mostrou biocompativel,
sendo um substituto 6sseo eficiente.

A presenca da lignina ndo provocou nenhum tipo de reacao
inflamatoria ou de rejeicdo do implante, ndo alterando, o tempo
necessario para que ocorresse a reparacao 0ssea.

Na presenca do implante a resposta 6ssea foi mais evidente nas
observacbes de 15 e 30 dias, tendo, portanto acelerado o

processo de regeneracao 0ssea na fase inicial.
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