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INTRODUCAO

Na ciéncia de desenvolvimento de implantes e/ou preenchimentos 6sseos, os fosfatos
de célcio (CaPs) possuem um perfil bioldgico altamente atrativo, pois apresentam composicao
guimica muito semelhante a fase mineral dos ossos e dentes (ions fosfato e calcio). Podem,
entdo, participar ativamente do equilibrio i6nico entre o fluido bioldgico e a cerdmica
apresentando grande habilidade em formar ligagcGes com o tecido hospedeiro sem, no entanto,
apresentar toxidade local ou sistémica, resposta inflamatoria ao implante e formacéo de um
tecido fibroso envoltério (KAWACHI et al., 2000). Sendo assim, os CaPs, conseguem
fornecer, um grau de integridade estrutural ao implante a fim de manté-lo no lugar e intacto
até que o novo 0sso cresgca. Além disso, estimulam o crescimento de um tecido 6sseo e
apresentam solubilidade controlavel, de maneira que podem ser absorvidos pelo organismo
permitindo que o novo 0sso substitua o implante (VANDERSCHOOQT, 2002).

Dentre os materiais empregados para tais fins, a hidroxiapatita (HAp) apresenta
caracteristicas promissoras para varias aplicacdes biomédicas visto que, é uma das fases do
fosfato de célcio mais atrativa para aplicacdes biomédicas devido a sua excelente
biocompatibilidade, bioatividade, ndo toxicidade, biodegradacdo lenta, boa estabilidade
mecénica, grande capacidade de adsorcdo e biocompatibilidade (Tan et al., 2012; D'elia et al.,

2013) area superficial e porosidade elevada (Pon-On, 2011) e principalmente por sua
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semelhanca com o 0sso humano natural (Wijesinghe et al., 2014). Contudo, as propriedades

mecanicas dos fosfatos de calcio dependem do tamanho, forma, distribuicdo das particulas e
da formacdo dos aglomerados, os quais influenciam o processo de densificacdo (sinterizacao
do material com retracéo).

Desta forma, estudos que viabilizam a sintese de fosfatos de célcio tem se tornado
um grande atrativo para pesquisadores nas mais diversas areas (como por exemplo, medicina,
ciéncias dos materiais, quimicos e engenheiros), visando obter estes materiais com
caracteristicas estruturais e morfoldgicas que aperfeicoem as propriedades fisico-quimicas de
modo a contribuir para o avango tecnoldgico e cientifico nas mais diversas aplicacoes.

Por outro lado, pesquisas cientificas também avangam no estudo e desenvolvimento de
novos materiais que possam resultar em propriedades mais compativeis para fabricacdo de
produtos mais estaveis termicamente e quimicamente, com alta durabilidade, propriedades
mecanicas, elétricas, magnéticas e dpticas mais pronunciadas, de forma a reduzir o descarte
no meio ambiente e possibilite a melhoria da qualidade de vida. Associado, temos também a
busca pelos novos materiais que possam substituir ou reparar parte do corpo humano (0s
biomateriais) e que tem ganhado um forte impulso na ultima década, visto que tem crescido a
busca incansavel do homem por padrdes de vida superiores e pela longevidade, gerando cada
vez mais a necessidade de alternativas para o reparo e substituicdo de tecidos vivos vitimados
por traumas ou patogenia.

Assim, este trabalho tem como objetivo investigar o desempenho in vivo dos
compositos de alumina/fosfato de calcio (Al,O3/CaPs), por meio de andlise radiograficas em

tibias de coelhos visando seu aplicacdo como biomaterial de reconstrucao dssea.

DESENVOLVIMENTO

Biomateriais

Os materiais utilizados na substituicdo de o0ssos enquadram-se numa classe
denominada de biomateriais, que devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com os tecidos vivos do hospedeiro, de modo a estimular uma resposta adequada
aos mesmos. Tais propriedades caracterizam a biocompatibilidade. Os materiais sintéticos
utilizados para estes fins podem ser metais, polimeros, compositos, ceramicas e vidros
(WONG e BRONZINO, 2007). Inameros dispositivos e materiais sdo utilizados no
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tratamento de doencas ou ferimento, como exemplo pode citar: suturas, agulhas, cateteres,

placas, obturagdes dentérias, proteses, entre outros.

Em geral, biomateriais utilizados na reposicao dos chamados tecidos moles sdo muito
diferentes daqueles usados na substituicdo de tecidos duros (0ssos e dentes). Para os tecidos
duros, dependendo do esforco mecénico a que sdo submetidos, alguns materiais podem ser
mais apropriados que outros, devido a sua maior resisténcia (KAWACHI et al., 2000).

A diversidade das aplicacGes dos biomateriais reportados na literatura, assim como o
amplo espectro de sua composicdo quimica e a necessidade de formas e morfologias
apropriadas para sua utilizagdo, faz da pesquisa nesta area do conhecimento um trabalho de
caracteristica eminentemente interdisciplinar, envolvendo fatores que definem o sucesso de
suas aplicacOes, tais como: rotas de sintese, processamento em formas variadas, qualidade e
esterilidade clinica e resposta do tecido hospedeiro (KAWACHI et al., 2000).

Desta forma, o desenvolvimento de bioceramicas e de proteses constituidas destes
materiais deve ocorrer sob as mesmas condi¢des de interdisciplinaridade que determinam o
desenvolvimento de qualquer outro biomaterial. Dentro deste contexto, os profissionais da
area quimica, saude, engenharia dos materiais, entre outros, podem contribuir de forma
significativa para a evolucdo desta area e para o aumento do leque de sua aplicabilidade,
através do desenvolvimento de novos e eficazes biomateriais e também na elucidacdo dos

mecanismos que regem a regeneragao 6ssea.

Bioceramicas

Ceramicas tém sido usadas pelos seres humanos h& milhares de anos. Nos Ultimos
anos, os seres humanos tém percebido que a cerdmica e as suas composi¢des também podem
ser usados para aumentar ou substituir varias partes do corpo, especialmente 0ssos. Assim, as
ceramicas utilizadas para esses fins sdo classificados como bioceramicas. A cerdmica
apresenta inércia em relacdo aos fluidos corporais, alta resisténcia & compressao e aparéncia
esteticamente agradavel, o que viabilizou sua utilizagdo na odontologia como coroas
dentarias. Podemos citar como exemplo, carvbes usados como implantes, utilizados
especialmente para aplicacbes em interface com o sangue, tais como vélvulas cardiacas
(GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Devido a sua alta resisténcia semelhante a das fibras (naturais ou sintéticas) e sua

biocompatibilidade, a cerdmica também esta sendo usada como refor¢o de componentes de

materiais compositos para implante e para aplicagcdes em tenddes e ligamentos artificiais. Para
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ser classificado como bioceramicas, o material ceramico deve atender ou exceder as seguintes

propriedades: ndo toxico, ndo carcinogénico, ndo alérgico, nao inflamatério, biocompativel e
biofuncional (WONG e BRONZINO, 2007).

Dentro da classe das bioceramicas duas especificamente merecem destaque em
aplicacdes biomedicas: a alumina e os fosfatos de célcio.

A alumina densa - corindon (a- Al,O3) como bioceramica, tem seu uso datado a mais
de 40 anos atras, com base na sua caracteristica de ser bioinerte, alta resisténcia a corroséo,
elevada resisténcia mecanica, dureza, excelente biocompatibilidade e estabilidade no corpo
humano (PICONI et al., 2003

A alumina (Al,O3) é um material que pode atuar também como um biomaterial por
apresentar-se altamente inerte e resistente a maioria dos ambientes corrosivos, incluindo o
ambiente altamente dindmico que é o corpo humano. Em condicdes fisioldgicas ¢é
praticamente inerte, causando pouca ou nenhuma resposta dos tecidos em volta do implante e
mantendo-se essencialmente inalterado. No entanto, o corpo humano a reconhece como
material estranho e procura isol&-lo formando uma camada de tecidos fibroso ndo aderente em
volta do implante. As principais caracteristicas que tornam a alumina adequada para ser
utilizada como biomaterial, quando comparada com outros bioceramicas aplicados a
biomateriais sdo (PEZZOTTI et al.,, 2010): alto grau de inércia quimica sob condicbes
fisiolOgicas; alta resisténcia de uso; habilidade de ser polida com alto acabamento superficial;
dureza excelente; maior tenacidade a fratura; maior resisténcia mecénica a flexdo e; menor
modulo de elasticidade.

Os fosfato de calcio, é um grupo de minerais que contém fons de célcio (Ca’")
juntamente com ortofosfatos (PO,*), metafosfatos ou pirofosfatos (P,O;*) e ocasionalmente
hidrogénio ou ions de hidréxido. Sua formula molecular é Caz(PO,), (FERNANDES, 2007).0
fosfato de célcio na rocha ignea e sedimentar € exclusivamente apatitico. Originalmente, todas
as apatitas terrestres estdo presentes em rochas igneas. Através do tempo geoldgico, a extensa
e continua lixiviagdo dessas rochas primarias pelas aguas tem sido uma fonte para a formacao
de fosfato de célcio bioldgico, na forma de apatita. Os esqueletos de algumas espécies
marinhas também sdo fontes deste mineral. Alguns contém carbonato de célcio, porém a
maioria contém fosfato de calcio. Os esqueletos que nédo sdo reabsorvidos no ciclo da vida,
carnivoro do mar depositam-se no fundo de mares, oceanos e lagos formando depdsitos
minerais (PAIVA, 2011).
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Os fosfatos de calcio vém despertando grande interesse entre biélogos, mineralogistas

e quimicos inorganicos e industriais por muitos anos, pois as apatitas constituem o principal
componente mineral dos ossos e dentes (GUASTALDI e APARECIDA, 2010). A
hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH), compde cerca de 23 % em massa dos 0ssos e 90 % do esmalte
dental (HIJON et al., 2006). E considerada a apatita mais cristalina produzida por organismos
vivos, apesar de possuir baixo grau de cristalinidade, devido a troca de ions OH™ por ions F
ou CI, resultando em fluorapatita e cloroapatita. Podera ocorrer também a troca de Ca®* por
outros fons divalentes com didmetro maior que 0,97 A e a troca de fosfato por carbonatos e
sulfatos. Muitos fosfatos de calcio sdo encontrados em processos de mineralizacdo e em
calcificacdes patoldgicas (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Os fosfatos de calcio apresentam-se hoje como os principais materiais estudados e
empregados como biomaterial para a reposicdo e regeneracdo do tecido 0sseo, pois
apresentam como principais caracteristicas: semelhanca com a fase mineral de 0ssos, dentes e
tecidos calcificados; excelente biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas
de degradacdo variaveis; osteocondutividade (indicam o caminho para o crescimento 0sseo,
fazendo que ocorra sobre a superficie ou atraves dos poros) (KAWACHI et al., 2000).

As principais aplicacdes dos fosfatos de célcio estdo na area médica-odontoldgica,
onde estes sdo utilizados como biomateriais, pois apresentam a caracteristica de serem
biocompativeis ndo induzindo nenhuma resposta inflamatdria do organismo a este tipo de
material. Podem ser utilizados em: reparo de defeitos 6sseos em aplicacbes odontoldgicas e
ortopédicas, aumento de rebordo alveolar, coadjuvante na colocacdo de implantes metalicos,
regeneracdo guiada de tecidos &sseos, reconstrucdo bucomaxilofacial, equipamentos
percutaneos, reparo e substituicdo de paredes orbitais, substituicdo do globo-ocular, enxerto
ou recobrimento de proteses metalicas, tratamentos periodontais, aplicacbes em
otorrinolaringologia e recobrimento de implantes metalicos (ANMIN et al., 2007; LEE et al.,
2006; LEGEROS et al., 2003; GAVRILOVIC et al., 2003; ANDERSSON et al., 2005).

Reconstrucdo Ossea

A recuperagdo de &reas que sofreram traumas, retiradas de tumores ou devido a
propria constituicdo genetica do paciente podem ser feitas por meio dos enxertos com
biocerdmicas que apresentem boa resisténcia mecanica, biocompatibilidade, bioinércia,

biofuncionalidade e osseointegragéo.

Na odontologia bucomaxilofacial tomando como exemplo, temos regibes que
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precisam ser recuperadas, por exemplo: o mento (queixo), nasal, zigoma e o éangulo

mandibular (Figura 1). Esta recuperacdo pode ser feita com as bioceramicas puras ou com
compositos destas bioceramicas (GINEBRA et al., 2010).
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Figura 1 - Regibfes implantadas, (a) mento, (b), (c) e (d) seios da face. Fonte: Kawachi et al., 2000.

A odontologia bucomaxilofacial engloba tratamentos como: enxertos 0sseos,
transplantes e reimplantes de dentes, dentes inclusos bidpsias, cirurgias com finalidade
protética, cirurgias com finalidade ortoddntica, cirurgias ortognaticas e tratamento cirargico
de cistos, afeccdes radiculares e periradiculares, doencas das glandulas salivares, doencas da
articulacdo témporo-mandibular, lesdes de origem traumatica na area bucomaxilofacial,
malformacdes congénitas ou adquiridas dos maxilares e da mandibula e os tumores da regido
oral e maxilofacial (SOTTO MAIOR, et al., 2006).

A evolugdo da implantodontia na Ultima década trouxe consigo a necessidade da
utilizacdo de técnicas de aumento dos rebordos 6sseos maxilares, receptores dos implantes
dentarios, mediante enxertos 0sseos e procedimentos para sua expansao (SEGUNDO, 2000).
Dentre esses procedimentos visando o ganho de tecido dsseo, em altura e espessura, 0 enxerto
0sseo é o mais utilizado (ARACIL et al., 2003, KUABARA, 2001, STUANI, 2000).

Os enxertos, quanto a sua origem, podem ser autdgenos quando obtidos do mesmo
individuo, sendo este receptor e doador; exdgenos quando obtidos de outro individuo com

mesma carga genética; homogéneos quando obtidos de individuos diferentes com carga

genética diferente, porém da mesma espécie e 0s heter6genos que sdo obtidos de outras
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espécies. Dentre esses tipos de 0ssos utilizados nas enxertias, 0 autdgeno é o mais compativel

e 0 que mostra melhor resultado (CHENG et al., 2010).

Os enxertos autdgenos basicamente podem ser de dois tipos, em bloco ou esponjoso
medular em particulas. Os primeiros constituem pecas solidas, cujas fontes sdo, por exemplo,
a crista iliaca, costela, tibia ou outro osso adequado. Os enxertos esponjosos - medulares sao
obtidos pela curetagem do osso medular, da medula hematopoiética e do enddsteo associado.
O iliaco é a localizagdo mais comum para a sua obtencdo. A principal desvantagem deste tipo
de enxerto é a necessidade de outro local cirdrgico para a area doadora, além dos riscos de
morbidade com o local doador (MARZOLA, 2005).

A maioria dos autores concorda que 0s enxertos autégenos sdo a melhor opcéao para a
realizacdo das reconstrugbes faciais (MULLINS e OGLE, 2001; PINTO e DONA, 2001;
MARZOLA, 2005; CRUZ, 2006), pois sdo inertes, ndo produzem reacdo imunologica sendo
remodelados pela reacdo osteoclastica e formacdo dssea, apesar de suas limitacdes e do
grande desenvolvimento tecnoldgico em relagdo aos materiais aloplasticos (BARBOSA,
2003).

Em se tratando de uma reabsor¢do 0ssea severa em mandibula, os enxertos de aumento
proporcionam resisténcia as mandibulas extremamente deficientes, além de altura e contorno
de ossos adequados para a colocacdo de implantes e/ou préteses. Os tipos de materiais
disponiveis para enxertia incluem o 0sso autégeno ou alégeno, além de materiais aloplasticos.

Dentro do grupo de materiais aloplasticos, encontra-se hidroxiapatita, cujo uso tem se
tornado popular para aumento ésseo de maxila e mandibula. O aumento do bordo superior da
mandibula com enxertos dsseos é indicado nos casos de grave atrofia, com altura e contorno
inadequados para reabilitacdo, além de risco potencial de fraturas. Nesta técnica sdo
empregados enxertos de crista iliaca, costela ou ainda pequenas particulas de osso desidratado
e liofilizado (SVANBORG et al., 2011).

Entretanto, devido aos casos de reabsorcdo, morbidade na area doadora e necessidade
de hospitalizacdo, tém-se empregado materiais aloplasticos para a correcdo de mandibula
atrdfica, sendo a hidroxiapatita o0 material de escolha e, por ser biocompativel quase se une
fisica e quimicamente ao 0sso (MARX e SAUNDERS, 2001). Esta técnica dispensa a cirurgia
complementar em area doadora, ndo ocorrendo a reabsorcdo do enxerto, podendo a cirurgia
ser feita a nivel ambulatorial. No entanto, as vezes e dificil conter o material no local pre-

determinado e obter a altura desejada do rebordo. Com a evolugéo dos estudos, observou-se

gue 0 0ssO autdgeno € superior a qualquer outro material, quanto a osteogénese inicial,
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osteoinducdo, osteoconducdo e reabsorcdo com remodelamento 0sseo, além de oferecer
resultados mais previsiveis (MARZOLA, 2005).

A mandibula, o osso parietal, porcdo escamosa do occipital, frontal, parte da asa maior

do esfenoide, escapula e clavicula desenvolve-se pela via intramembranosa e, dessa forma nédo
ocorre 0 aparecimento prévio de tecido cartilaginoso. Na regido apendicular, membros e
vertebras, as células participam no fendtipo endocondral, promovendo a ossificacdo
condrogeénica antes da osteogénica (TAGA et al., 2000).

Além da origem embriologica deve-se avaliar a necessidade do local a ser enxertado,
ou seja, as dimensdes do defeito a ser recuperado para se determinar qual &rea doadora
oferecem uma quantidade dssea suficiente para esse local. As fontes bucais apresentam como
vantagens o fato de serem materiais eficientes, seguros e de facil obtencdo (TAGA et al.,
2000).

A costela humana também pode ser um doador para enxertos 0sseos €, uma ou mais
costelas, normalmente a quinta, sexta ou sétima, podem ser retiradas de qualquer lado da
caixa torécica, podendo ser retirados até 10 cm do o0sso. As complicacOes para esta cirurgia
podem ser a deiscéncia da ferida cirargica ou ainda um pneumotérax (MARZOLA, 2005).

A realizacdo de enxerto 0sseo possibilita a reconstrucdo da anatomia e devolve
previsibilidade ao tratamento. A neoformacao éssea ocorre por trés mecanismos: osteogénese,
osteoinducéo e osteoconducdo (ABRAHAMS, 2000). A osteogénese é caracterizada quando
0 préprio enxerto é suprido de células capazes de formacdo Ossea (osteoblastos); a
osteoinducdo é a capacidade do enxerto de estimular a atividade osteoblatica do tecido 6sseo
adjacente (leito receptor) com neoformacdo Gssea e na osteoconducdo células mesenquimais
diferenciadas invadem o enxerto, promovendo a formacdo de cartilagem e em seguida a
ossificacdo (RAGHOEBAR et al., 2005).

Dentre os materiais de opcdo para a realizacdo do enxerto temos: o 0sso alégeno,
materiais aloplasticos, usualmente a hidroxiapatita e 0 0sso autdgeno, que pode ser obtido de
areas extrabucais como: o0sso iliaco e calota craniana. Como também de &reas intrabucais
como: tlber, mento e regido retromolar. Sendo o0 0sso autégeno aquele que apresenta o padrédo
mais proximo do ideal para a reconstrucéo desta regido (RAGHOEBAR et al., 2005).

O critério para a selecdo do material para enxerto é determinado pelas seguintes
caracteristicas: capacidade de producdo Ossea no seio por proliferacdo celular atraves de

osteoblastos transplantados ou por osteoconducdo de células da superficie do enxerto,

capacidade de produzir osso por osteoinducdo de células mesenquimais, capacidade do 0sso
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inicialmente formado de se transformar em osso medular maduro, manutencdo do 0sso

maduro ao longo do tempo sem perda ap0s entrar em funcdo, capacidade para estabilizar
implantes quando colocados simultaneamente com enxerto, baixa taxa de infeccdo, facil
acesso, baixa antigenicidade e alto nivel de confiabilidade (SPIEKERMANN,
BIESTERFELD e EDELHOFF, 2000).

MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados nesse trabalho foram: alumina comercial: Al,O3 AKP — 53
Sumitomo Co. Japan, com 99,995% de pureza, tamanho de particula de 0,2 um e area
superficial de 13,6 m%g; hidréxido de célcio (Ca(OH),) P.A. fabricado pela VETEC; 4cido
fosforico (H3PO,4) P.A. fabricado pela VETEC; dgua deionizada (H,0).

Obtencdo do Fosfato de Calcio (CaPs)

O fosfato de calcio (CaPs) foi sintetizado pelo método de precipitacdo (7,8)
envolvendo uma reacdo &cido-base denominada neutralizacdo entre as solugBes de acido
fosforico (H3PO,) e hidréxido de calcio [Ca(OH),] com concentracdo 1M, obedecendo a
relacdo de fosforo/calcio = 1,67 (Leite et al., 2018). A solucdo de hidroxido de célcio foi
submetida a agitacdo constante em um misturador/aquecedor IKA®RH basic KT/C até atingir
a temperatura de 80 °C. Em seguida a esta solucéo, adicionou-se gota a gota a solucdo de
HsPO, previamente preparada, agitando constantemente, até atingir viscosidade de uma pasta
que propiciou um meio adequado para manter em suspensdo as particulas do CaPs. Depois de
atingida a consisténcia da viscosidade desejada, a solucdo permaneceu em estufa FANEM
Modelo 315 a 110 °C por 24 horas.

Preparacdo dos Compositos Al,O3/CaPs

Os compositos de Al,O3/CaPs foram obtidos usando percentual de 10 e 30 % em
massa de CaPs em relacdo a massa total da Al,O3;. Os compositos obtidos foram designados
por 10C e 30C. Para obtengdo das formula¢bes dos compdsitos de Al,O3/CaPs utilizou-se 0
seguinte procedimento: Em um becker de 100 mL foi colocado 60 mL de agua deionizada e
adicionado 30 g do p6 da mistura de alumina e do CaPs, previamente pesados mantendo-se
sob agitacdo constante durante 30 minutos em um agitador magnético modelo IKA®RH basic

KT/C, a temperatura ambiente. A mistura resultante da formulagcdo de cada compdsito foi

levada a estufa FANEM Modelo 315 por 24 horas a uma temperatura de 60 °C. Apos a
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secagem a mistura na forma de p6 de Al,O3/CaPs, foram desaglomerados em almofariz &gata

e passado em peneira ABNT N° 100 (150 um) e, entdo reservadas para conformagio dos
compositos. A mistura Al,O3/CaPs de cada formulacdo foram compactadas na forma de
pastilha com 10,0 mm de diametro e espessura em torno de 5 mm em um molde de aco
tratado termicamente por meio de prensagem uniaxial 75 MPa.

Apos a prensagem uniaxial as amostras foram prensadas isostaticamente com pressao
de 260 MPa em prensa isostatica marca AIP modelo CP 360. Os compositos foram entéo,
sinterizados a 1350 °C/2h em um forno MAITEC, fabricacdo INTI, modelo FE1600. As
condicdes de sinterizagdo foram: taxa de aquecimento 2 °C/min até 400 °C/1lh; taxa de
aquecimento de 10 °C/min até 1350 °C/2h. A temperatura de 1350 °C/2h foi tomada como
referéncia a temperatura de maxima densificacdo (taxa de retracdo linear maxima) obtida para
a alumina comercial utilizada neste estudo CHINELATTO et al., 2008.

As amostras e 0s compositos foram caracterizados quanto a estrutura cristalina por
difracdo de raios X. A partir dos dados de difragdo foi realizada a identificagédo das fases
formadas, célculo do tamanho de cristalito, e da cristalinidade. O equipamento utilizado foi

LAB X Ray Difractometer 6000 da Shimadzu, com radiagdo monocromatica de cobre.

Procedimento In Vivo

A implantacdo in vivo foi realizada pela introducdo dos compdésitos Al,O3/CaPs com
concentracdo de 10 % (10C) e 30 % (30C) do CaPs em cobaias do tipo coelho (Oryctolagus
Cuniculus), da raca Nova Zelandia, sendo utilizados 18 coelhos higidos, adultos, machos. A
idade variou entre 7 e 9 meses (média 8,1 + 1,11 meses) e o peso entre 1.800 e 3.500 g, com
média de 2,511 + 586 g). A desvermifugacgdo foi realizada com ivermectina (0,5 mg/kg) por
via subcutanea.

Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos, cada qual com nove coelhos,
segundo o periodo de eutanasia (30 e 60 dias apds o procedimento cirurgico):
Grupo | — Recebeu os compésitos implantados (10C e 30C) e um orificio controle (padrdo de
referéncia) por 30 dias.
Grupo Il — Recebeu os compositos implantados (10C e 30C) e um orificio controle (padréo de
referéncia) por 60 dias.

O orificio superior da tibia direita face interna, de cada coelho, tanto para o periodo de

30 e 60 dias de eutanasia, receberam os compositos com 30 %, o orificio médio receberam os

compositos com 10 % e o orificio inferior ndo recebeu nenhum compdésito, servido de
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controle. O procedimento cirdrgico foi realizado conforme os padrdes estabelecidos de

Cirurgia na Policlinica Veterinaria de Campina Grande, sob a supervisdo do médico
veterinario Rodrigo Tavares Jorddo de Vasconcelos CRMV 0828 - PB. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da UFCG. Cada animal recebeu de forma
padronizada dois implantes (compdsitos 10C e 30C) e um orificio controle (C) situado na
metafise proximal da tibia direita, face interna. No pré-operatorio cada animal foi submetido a
jejum solido por seis horas e liquido por uma hora A tricotomia foi feita com aparelho de
tricotomia com lamina n°® 0, sendo compreendida desde a regido femoral distal até o calcaneo.
Aproximadamente 30 minutos antes do ato operatério foi feita a administracdo de
cefalosporina na dose de (22 mg/kg via intravenosa 1V). A medicacdo anestésica consistiu na
associacdo de xilazina 10 mg/kg via intramuscular (IM) com cloridrato de quetamina de
10 mg/kg, misturadas na mesma seringa.

Os animais foram, colocados nas gaiolas para a recuperacéo da anestesia, em ambiente
silencioso, com pouca luz, com um minimo de manipulacdo, evitando assim estresse dos
animais.

As Figuras 2, 3 e 4 ilustram os fluxogramas de todo o procedimento cirurgico e o pos-

operatorio.

Figura 1 - Procedimento cirargico: (a) coelho anestesiado, (b) incisdo, (c) exposicao 6ssea, e (d)
trepanacéo.

Figura 2 - Procedimento cirtrgico: (a) confeccdo do defeito, (b) implantacéo, (c) sutura, e (d)
finalizagdo da sutura.
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Figura 3 - Pés-operatoério: (a) curativo, (b) pos-operatorio e (c) retirada dos pontos.

Apds os procedimentos cirargicos foram sacrificados por eutanasia 9 coelhos com 30
(Grupo 1) e 9 coelhos com 60 dias (Grupo IlI) A eutandsia foi realizada através da
administracdo de anestésico em dose letal, conforme previsto pela Comissdo de Etica em
Pesquisa — CEP da UFCG. Os animais foram submetidos a ap6s o procedimento cirdrgico.
Inicialmente foi feita a administracdo de xilazina (3 mg/kg, IM) e cetamina (2 mg/kg, IM).

Depois de dois minutos apds a indugdo anestésica foi induzida a parada cardiaca por
administracdo de cloreto de potéssio (100 mg/kg, IV). Confirmada a morte, foi removido o
membro inferior direito de cada coelho, que foram radiografadas, realizando-se em seguida
remocao das tibias. O descarte dos coelhos apds eutanésia foi feito por incineracao no setor de
patologia do Hospital Veterinario da UFCG.

Avaliacdo Radioldgica — RX

As radiografias foram realizadas na posi¢cdo média lateral (ML) do membro operado,
com 30 e 60 dias de po6s-operatorio, visando acompanhar o processo de reparagdo 6ssea em
torno do implante. Foi utilizado o equipamento de raios X Chemetron Universal X Ray
Easymatic Super 325 da Clinica Radiol6gica Dr. Saturnino Nobrega de Campina Grande, com
auxilio da Prof®. Dr®. Denise Nobrega Diniz, chefe do setor de radiologia. O aparelho para
emissdo de raios X perpendicularmente mantinha a distancia foco filme padronizada de 30
cm. Cada uma das 18 radiografias foi analisada separadamente e em conjunto com 0 Seu
referido grupo, onde foram avaliados a neoformacdo Gssea, reabsorcdo dssea e fratura Ossea
em torno do implante, de acordo com os parametros descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Escala gradual para avaliacdo do grau de radiopacidade da lesdo 6ssea produzida
experimentalmente na tibia de coelhos.

Graus de Radiopacidade Valores atribuidos Descricdo da reacdo 6ssea
. . Auséncia de reacdo
Radiopacidade ausente 0 periosteal

Reac&o periosteal apenas

nas bordas da lesdo ¢ssea
(83)3322.3222
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Reacdo periosteal nas
bordas da lesdo com
Radiopacidade moderada 2 rad|opaC|Qade EV0IInGD
concentricamente sem
consolidacdo completa da
lesdo Ossea
Radiopacidade acentuada 3 Consolldagao,completa da
leséo Ossea

Fonte: AFFATATO, 2012,

Na avaliacdo radiografica para os 18 coelhos nos dois grupos se tomaram como padréo
para referéncia da radiopacidade, a regido correspondente ao 0sso cortical remanescente (0sso
original) da tibia dos coelhos. Entdo, de acordo com Azevedo (2011) a auséncia de
radiopacidade (grau 0), indica que em torno do implante existe uma &rea radiollcida, que sera
reconhecida por um elo (anel) preto em volta do implante. Grau de radiopacidade discreta o
escore apresenta grau 1, indicando que houve uma discreta reacdo periostal em torno do
implante, sendo visualizado por um elo preto difuso em torno do implante.

Para a radiopacidade de escore grau 2, indica que existe uma atividade osteoblastica
em torno do implante, sendo reconhecido por um elo com cor préxima a da radiopacidade
apresentada pelo osso cortical remanescente (branco). Para a radiopacidade acentuada, com
escore de grau 3, indica que ocorreu a completa reparacdo do osso, de forma que ndo se
observa diferenca entre o0 0sso cortical remanescente e a area do implante ou do local do
orificio controle.

As radiografias foram realizadas na posi¢cdo média lateral (ML) do membro operado,
com 30 e 60 dias de p6s-operatdrio, visando acompanhar o processo de repara¢do 0ssea em
torno do implante. Foi utilizado o equipamento de raios X Chemetron Universal X Ray
Easymatic Super 325 da Clinica Radiol6gica Dr. Saturnino Nébrega de Campina Grande, com
auxilio da Profa. Dra. Denise Nobrega Diniz, chefe do setor de radiologia. O aparelho para
emissdo de raios X perpendicularmente mantinha a distancia foco filme padronizada de 30
cm. Cada uma das 18 radiografias foi analisada separadamente e em conjunto com o0 Seu
referido grupo, onde foram avaliados a neoformagéo 0ssea, reabsor¢do dGssea e fratura 0ssea

em torno do implante.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Figura 5 encontra-se ilustrados os difratogramas de raios X dos compositos
Al,O3/CaPs sinterizados a 1350°C.
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Figura 5 — Difracéo de raios — X dos compositos: (a) 10C e (b) 30C.

Observa-se na Figura 5a, a presenca da fase cristalina romboédrica da o-Al,O;3
identificada pela ficha cristalografica JCPDS 75 — 0783, sob a forma do mineral corindon.
Para a Figura 5b, compdsitos com adi¢do do CaPs, observou-se a presenga da fase a-Al,O3 e
presenca da fase f-Ca2P,0y identificado de acordo com a ficha JCPDS 09 - 0346. Importante
ressaltar que o CaPs identificado pela fase -Ca,P,0; foi a fase majoritaria indicando que a
sinterizacdo a 1350 °C, ndo alterou a estrutura do CaPs.

A Figuras 6 ilustra o aspecto radiogréfico na metéafise proximal das tibias de 9 coelhos

para periodo de eutanasia ap6s 30 dias da realizacdo do implante.

N AN K
A RN

Figura 6 - Aspecto radiografico das tibias dos coelhos ap6s 30 dias da realizacdo do implante.

Mediante as radiografias da Figura 6, observa-se para os implantes 10C que todas as
imagens radiograficas das tibias dos nove (9) coelhos apresentaram escore com grau 3, ou
seja, com radiopacidade semelhante a radiopacidade apresentada pelo osso cortical

remanescente. Para o implante 30C, observa-se escore com grau de radiopacidade 3 para
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todos os coelhos, exceto o coelho N° 17, que apresentou escore com grau 2, indicando que a

reparacdo 6ssea ainda se encontra em fase de neoformacéo dssea.

Para o orificio controle, verifica-se que sé ocorreu neoformacéao 0ssea total, escore de
grau 3, apenas para os coelhos N° 12, 14, 16 e 18. Nos coelhos N°® 10, 11, 13e 17 foi
observado escore de grau 2, indicando que a reparagdo Ossea ainda se encontra em fase de
neoformac&o Ossea.

Apenas para o coelho N° 15 foi observado para o orificio controle escore de grau 1
(radiopacidade discreta) indicando que houve uma discreta reacdo periosteal em torno do
implante, sendo visualizado por uma regiéo preta difusa.

A Tabela 2 mostra o resultado dos escores apresentados pelos implantes 10C e 30C, e
o orificio controle para o periodo de eutanasia de 30 dias (grupo 1).

Tabela 2 - Grau de radiopacidade da lesdo 6ssea provocada experimentalmente em tibias de coelhos
preenchida com os implantes 10C e 30C e ndo preenchida (controle) com 30 dias de pds-operatorio.

Coelhos 10C 30C Controle
10 3 3 2
11 3 3 2
12 3 3 3
13 3 3 2
14 3 3 3
15 3 3 1
16 3 3 3
17 3 2 2
18 3 3 2

Mediante as radiografias da Figura 7, observa-se para os implantes 10C que todas as
imagens radiograficas das tibias dos 9 coelhos apresentaram escore com grau 3, ou seja, com
radiopacidade semelhante a radiopacidade apresentada pelo osso cortical remanescente. Para
o implante 30C, observa-se escore com grau de radiopacidade 3 para todos os coelhos, exceto
o coelho N° 17, que apresentou escore com grau 2, indicando que a reparacgdo éssea ainda se
encontra em fase de neoformacao dssea.

A Figura 7 ilustra o aspecto radiografico das tibias dos coelhos ap6s 60 dias da

realizacdo do implante.
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Figura 7 - Aspecto radiogréfico das tibias dos coelhos apds 60 dias da realizacdo do implante.

Para o orificio controle, verifica-se que s6 ocorreu neoformacéo 6ssea total, escore de
grau 3, apenas para os coelhos N° 12, 14, 16 e 18. Nos coelhos N° 10, 11, 13 e 17 foi
observado escore de grau 2, indicando que a reparagdo Ossea ainda se encontra em fase de
neoformacéo 6ssea. Apenas para o coelho N°15 foi observado para o orificio controle escore
de grau 1 (radiopacidade discreta) indicando que houve uma discreta reagdo periosteal em
torno do implante, sendo visualizado por uma regido preta difusa.

A Tabela 3 mostra o resultado dos escores apresentados pelos implantes 10C e 30C, e
o orificio controle para o periodo de eutanasia de 60 dias (grupo II).

Tabela 3 - Grau de radiopacidade da lesdo 6ssea provocada experimentalmente em tibias de coelhos
preenchida com os implantes 10C e 30C e ndo preenchida (controle) com 60 dias de p6s-operatorio.

01 3 3 2
02 3 3 2
03 3 3 3
04 3 3 3
05 3 3 2
06 3 3 1
07 3 3 2
08 3 2 3
09 3 3 2
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Como reportado nas Tabelas 2 e 3, e Figuras 6 e 7, observou-se na incidéncia médio

lateral dos raios X para os implantes 10C, tanto no grupo | quanto o grupo Il, radiopacidade
com escore grau 3, indicando a total neoformacéo dssea. Para os implante 30C também foi
observada a radiopacidade de grau 3 para os grupo | e I1, exceto o coelho N° 17 com periodo
de eutanésia de 30 dias que apresentou uma discreta radiopacidade com escore de grau 2.

Em relagdo ao orificio controle evidenciou-se uma consideravel variacdo nos escores
desde o grau 1 ao grau 3, tanto para o grupo | quanto para o grupo I, indicando presenca de
neoformacdo Ossea. A analise estatistica das tomadas radiograficas das tibias dos coelhos

para o periodo de eutanasia de 30 e 60 dias encontra-se descrita nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 1 - Avaliacdo do grau de radiopacidade da lesdo dssea provocada experimentalmente
em tibias de coelhos preenchida com os implantes 10C e 30C e ndo preenchida (controle) com
30 dias de pos-operatorio™*.

30C 10C Controle
Parametro
(n=9) (n=9) (n=9)

Variagao 3-3 3-3 1-3

Mediana 3 3 2

Intervalo
) ) 3-3 3-3 2-3
interquartil

p implante 30C e 10C = 0,47, p implante 30C com controle = 0,006, p implante 10C com controle = 0,02, * em

nenhum grupo houve diferenca dos pardmetros comparando-se 30 com 60 dias de pds-operatorio.

Comparando os escores de radiopacidade nos coelhos submetidos a eutanasia com 30
e 60 dias, ndo se evidenciou nenhuma diferenca significativa entre esses, motivo pelo qual
ndo se apresenta a comparacdo de acordo com o tempo de sacrificio. Tanto com 30 como com
60 dias a mediana de radiopacidade foi de 3 nos orificios preenchidos com os implantes 10C e
30C e de 2 no orificio controle. N&o observamos é&reas radiollcida no entorno das
implantacGes, apenas parcialmente no orificio controle, o que pode ter ocorrido em fungéo do

posicionamento do membro no momento da incidéncia do feixe de raios X.
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Tabela 2 - Avaliacdo do grau de radiopacidade da leséo dssea provocada experimentalmente em tibias
de coelhos preenchida com os implantes 10C e 30C e ndo preenchida (controle) com 60 dias de pds-
operatorio*.

30C 10C Controle
Parametro
(n=9) (n=9) (n=9)

Variagao 3-3 2-3 1-3

Mediana 3 3 2

Intervalo
: : 3-3 3-3 2-3
interquartil

p implante 30C e 10C = 1,00, p implante 30C com controle = 0,006, p implante 10C com controle = 0,02.

Comparando a radiopacidade em torno dos implantes 10C e 30C em relagcdo ao grupo
controle, observou-se que a radiopacidade foi significativamente maior nos orificios
preenchidos com os implantes em relacdo ao controle (mediana de 2), p = 0,0005 e p =
0,0018, respectivamente, indicando que os valores de p experimentais foi menor que o p do
método de Mann-Whitney (p < 0,05) (ALVES, 2013). Isto mostra que os grupos foram
diferentes porque p foi menor que 0,05.

No entanto, ndo houve diferenca no grau de radiopacidade dos orificios preenchidos
com os implantes 10C e 30C, ambos com mediana de escore de 3 (p = 0,47), mostrando que o
valor de p foi muito proximo ao valor do método de Mann-Whitney (p < 0,05) (Tabela 14).
Isto indica que entre os implantes 10C e 30C a diferenca ndo foi estatisticamente significante.

Sa (2005) utilizou composito ceramico zircOnia-hidroxiapatita em metéfise distal de
fémur de cées, evidenciando algum grau de radiopacidade na interface composito-cortical aos
30 dias e em 100% aos 120 dias. Em nosso experimento, observamos que tanto com 30 como
com 60 dias a radiopacidade foi quase absoluta, possivelmente devido ao comportamento
histofisiolégico dos coelhos. Este mesmo comportamento tambeém foi observado no trabalho

de Filgueira (2012), que utilizou compdsito de quitosana-hidroxiapatita em coelhos.

CONCLUSOES

e Todos os compésitos Al,O3/CaPs apresentaram fase majoritaria da alumina e segunda
fase pirofosfato de calcio.

e O estudo in vivo indicou que o implante na concentracdo de 10 % de CaPs foi

biocompativel.
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