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RESUMO

Este estudo objetivou analisar e comparar o reparo 6sseo em fémur de ratos submetidos ou
ndo a enxertia com biomateriais xenogé€nicos de origem bovina (enxerto composto de
matriz orgadnica e mineral ou enxerto inorganico). Foram padronizados defeitos de 3mm3
no fémur esquerdo de 30 ratos Wistar albinus machos, adultos-jovens, divididos em trés
grupos: I, utilizagdo de enxerto bovino composto (Gen-Mix®); II, enxerto bovino
inorganico (Gen-Ox®); III, reparo fisioldgico (controle). Os animais foram sacrificados
apods 15 e 30 dias do evento cirdrgico e os espécimes obtidos foram processados e corados
por HE e Picrosirius red, sendo avaliados histoldgica (reacdo do tipo corpo estranho,
infiltrado inflamatério, vascularizagéo, tecido conjuntivo fibroso, atividade osteoblastica e
neoformacgdo 6ssea) e morfometricamente (cdlculo da drea de osso neoformado através de
segmentacdo de imagens, utilizando o algoritmo K-médias). Histologicamente, ndo foram
encontradas reagdes do tipo corpo estranho nem diferencas estatisticas entre os niveis de
vascularizacdo ou neoformacgdo dssea nas comparacdes estudadas. Nos demais parametros,
diferenciaram-se: a) o nivel de infiltrado inflamatério no grupo III (leve aos 15 dias,
inexistente/inconspicuo aos 30); b) a formacdo de tecido conjuntivo fibroso entre os grupos
I/IT aos 15 dias (moderado no primeiro, leve no segundo) e no grupo II (leve aos 15 dias,
inexistente/inconspicuo aos 30); c¢) a atividade osteobldstica, aos 30 dias, entre os grupos
I/IIT (intensa no primeiro, moderada no segundo). Morfometricamente, os maiores indices
de neoformacdo 6ssea (area e média de area) foram encontrados no grupo I (30 dias) e os
menores no grupo III (15 dias), com diferenga estatistica entre tais subgrupos aos 15 dias.
A area média de neoformacgado dssea do grupo II foi maior que a do grupo III aos 15 e 30
dias. Os grupos I e II ndo diferiram significativamente. O estudo concluiu que a) os
biomateriais de origem bovina na forma composta e inorgénica contribuiram no processo
de reparacdo dos defeitos dsseos; b) o biomaterial na forma composta associou-se a uma
reparacdo mais precoce, bem como a uma maior deposi¢do de matriz dssea neoformada

(mm?2) aos 15 dias.

Palavras-chave: Reparo 6sseo. Materiais biocompativeis. Ratos.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze and compare the effect of two xenografts (bovine-
derived mixed bone or bovine-derived inorganic bone) on bone repair in induced bone
defects of rat femurs. A 3mm?3 standardized bone defect were created on the left side
femur surface of 30 Wistar albinus rats (healthy male young-adults), which were divided
into three groups: I, defects filled by organic/inorganic bone-graft (Gen-Mix®); II, bovine
inorganic bone (Gen-Ox®); III, physiological healing (control). Animals were sacrificed
15 and 30 days after surgery, and the removed specimens were stained by HE and
Picrosirius red techniques in order to be histologically (foreign body reaction,
inflammatory infiltrate, newborn vessels, fibrous connective tissue, osteoblastic activity,
newbone formation) and morphometrically evaluated (seven-clustering image
segmentation method, using k-means algorythm). Histologically, there was no expression
of foreign body reaction in the samples and no difference among its vascular or newbone
formation patterns. In the other comparisons: a) Group III revealed difference in
inflammatory infiltrate grades (low at 15-days animals and absent/inconspicuous at 30-
days ones); b) fibrous connective tissue pattern was different between groups I/II
(moderate in first, low in second) and in group II itself (low at 15 days,
inexistent/inconspicuous at 30). c) osteoblastic activity was moderate in group I and low in
group III, at 30 days. 2) Morphometrically, the higher level of newbone formation area
was found in group I (30 days) and the lower one in group III (15 days). There was
significant difference between this groups at 15 days. The bone formation area observed in
group II was higher than in group III at 15 and 30 days. There was no statistical difference
between groups I and II. We conclude that a) the biomaterials used in this study
contributed to the bone healing process; b) An earlier bone repair and larger area of

newbone formation at 15 days was associated to bovine-derived mixed bone.

Key-words: Bone Repair. Biocompatible Materials. Rats.
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Observar tecido dsseo neoformado partindo das bordas do
defeito (seta) e preenchendo dreas restritas da cavidade.
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Pardmetros de avaliacdo histoldgica: (a) infiltrado
inflamatério; (b) vascularizagdo; (c) tecido conjuntivo
fibroso; (d) atividade osteoblastica; (e) neoformagdo Ossea.
HE, aumento de 100X.

Freqiiéncia e graduacdo do infiltrado inflamatério tecidual
aos 15 e 30 dias.

Infiltrado inflamatério: exsudagdo mononuclear em meio a
tecido conjuntivo denso que permeia drea entre particulas de
enxerto (seta). HE. Aumento de 400X.

Freqiiéncia e graduacdo da vascularizacdo do tecido aos 15 e
30 dias.

Vascularizacio do osso neoformado: diferenciar de
trabéculas que circundam medula 6ssea. HE, aumento de
100X.
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fibroso aos 15 e 30 dias.
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Estatisticas descritivas. Areas de 0sso neoformado
nos grupos I (GM), II (GX) e III (C), apds 15 e 30 dias.
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1 INTRODUCAO

A perda tecidual ocorrida ap6s traumas sobre o esqueleto, procedimentos cirdrgicos
e lesdes de natureza diversa, assim como defeitos Osseos de natureza congénita, sempre
foram preocupacio de profissionais relacionados a diferentes especialidades cirurgicas, tais
como Ortopedistas, Cirurgides-plasticos e Cirurgides-dentistas. Desde épocas remotas, a
procura por técnicas de tratamento que possam incrementar o processo fisiologico de
recuperacdo do tecido dsseo tem sido uma constante entre pesquisadores e cirurgides e a
busca do entendimento dos fendmenos relativos ao padréo de formagdo éssea, bem como
do alcance da estrutura e funcdo teciduais tem sido perseguida por décadas, sendo fonte de
avancos significativos ou grandes frustracdes (LIMEIRA JUNIOR, 2001; RIPAMONTI et
al., 2009).

O processo de reparo espontineo do tecido dsseo inicia-se imediatamente apds a
instalacdo de qualquer evento lesivo, com vistas a reposi¢ao da por¢cao perdida (TAGA,
1997). Seu controle ndo sé perpassa pela influéncia de elementos locais — citocinas e
fatores de crescimento —, mas depende ainda da ac@o de substincias sist€émicas, como
horménios (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006), além das préprias for¢cas mecanicas
atuantes na 4rea. Biologicamente, mesclam-se fendmenos quimicos, hemopoiéticos e
imunoldgicos que, em cascata, orquestram migra¢do, quimiotaxia, proliferacdo,
diferenciagdo e producdo proteica por parte de células diversas (mesenquimais,
condroblastos, osteoblastos, agentes do sistema mononuclear fagocitario), com a finalidade
de dar origem a tecido dsseo neoformado e ajustado as necessidades das estruturas por ele

constituidas (DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS, 2005).



22

Verificam-se, contudo, casos em que a perda dssea € suficientemente grande para
limitar a capacidade intrinseca de reparacdo tecidual. Desta maneira, objetivando
incrementar a eficicia do processo, bem como reduzir o tempo necessirio ao
restabelecimento de uma condigdo tecidual desejavel ao osso danificado, varios estudos
buscam alternativas para modular biologicamente as véarias etapas do reparo 6sseo. Estas
incluem, por exemplo, o uso de fatores de crescimento, como proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs — Bone Morphogenetic Proteins — SCHNETTLER et al., 2008), laserterapia
(QUEIROGA et al., 2008), membranas poliméricas atuando como guias para regeneracio
tecidual (GTR — Guided Tissue Regeneration, CRUMP et al., 1996) e enxertia éssea
(CARDOSO, 2008), ou ainda associacdes entre métodos (DAMIEN; PARSONS, 1991;
PINHEIRO et al., 2003; LIMEIRA JUNIOR, 2004; 2005; GERBI et al., 2005;
GUTIERRES et al., 2006; ABOELSAAD et al., 2008; ADEYEMO et al., 2008;
KUZNETSOV et al., 2008).

Em se tratando de enxertia, considera-se a doacdo autégena (obtida a partir do
proprio individuo) o “padrio-ouro” na provisao de preenchimento dos defeitos dsseos pois,
além de altamente osteogénica, ¢ imunologicamente inerte. Tal método, entretanto,
demanda a existéncia de dois sitios operatdrios, ndo s6 implicando em debilitacdo da zona
doadora, mas ainda em aumento da ocorréncia de dor, sangramento e tempo anestésico,
incluindo eventual necessidade de anestesia geral, com conseqiiente aumento da morbidade
(ADEYEMO et al., 2008; TUDOR et al., 2008). Além disso, hd que se considerar ainda a
limitacdo da disponibilidade 6ssea para doagdo, especialmente em criangas ou adultos
previamente submetidos a procedimentos cirdrgicos no local.

Nesta perspectiva, com o intuito de reforcar a estrutura 6ssea ou preencher uma
perda sem os inconvenientes de um autoenxerto e os riscos potenciais de transmissdo de

doencas infecciosas inerente aos aloenxertos (obtidos a partir de outros individuos), tem-se
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enfatizado o uso de agentes que, criados ou extraidos da natureza, substituem o tecido
6sseo ou associam-se a ele: os denominados biomateriais.

O uso de biomateriais para tecidos firmes foi alavancado pelo crescente nimero de
cirurgias reconstrutoras em que se necessita de enxertia adjuvante. Conz et al. (2005)
ressaltam, por exemplo, dados do Ministério da Sadde brasileiro que indicam ter sido o
nimero de procedimentos utilizando hidroxiapatitas (HAs) no ano de 2003 superior ao
dobro, quando comparado ao ano anterior. Em virtude de tal demanda, inimeros estudos
tém sido realizados no sentido de averiguar a eficicia de diversos agentes, como B-tricalcio
fosfato (KNABE et al., 2008), polimero de mamona (LAUREANO FILHO et al., 2007) e
derivados 6sseos bovinos orginicos e inorganicos (LIMEIRA JUNIOR et al., 2003;
LIMEIRA JUNIOR, 2004).

De forma geral, os enxertos dsseos liofilizados s@o produzidos apenas na versao
organica ou inorganica e representam, portanto, apenas uma fracdo do osso. Sendo assim,
julgamos interessante investigar os efeitos da acdo de um tipo de enxertia que inclui todos
os componentes do tecido 6sseo sobre o reparo do mesmo. Uma vez contendo suas fragoes
organica e inorganica, espera-se que tal forma, dita composta, estimule o reparo dsseo de
modo combinado, ou seja, integrando os potenciais bioestimuladores de ambas.

Este estudo pretende contribuir para o conhecimento do comportamento do reparo
Osseo em resposta a utilizagdo de biomateriais xendgenos de origem bovina, tanto na forma

composta quanto na forma inorganica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO E BASES FISIOLOGICAS DE SEU REPARO

O tecido 6sseo apresenta caracteristicas que o tornam singular quando comparado
aos demais tecidos do corpo: constituido por elementos bioldgicos distintos e
funcionalmente complementares, o osso integra diferentes tipos celulares a uma matriz
extracelular diferenciada, devido a presenca de grande quantidade de fibras coldgenas
acrescida de material mineral. O resultado é um ambiente tecidual intensamente rigido e
resistente, embora simultaneamente dotado de ampla plasticidade. E considerado um tecido
conjuntivo especializado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Funcionalmente, os ossos relacionam-se ndo somente a mobilidade corpérea (ao
suportar e alavancar a forca motriz da musculatura esquelética) e a protecao de 6rgaos
vitais situados na intimidade dos arcaboucos craniano, raquidiano e toracico, mas ainda ao
alojamento da medula 6ssea e ao armazenamento de fons diversos, especialmente célcio
(até 99% de sua totalidade) e fosfato, cuja concentracdo nos fluidos corporais acha-se
constantemente mantida por trocas estabelecidas entre estes e o tecido 6sseo (GARTNER;
HIATT, 2003).

Macroscopicamente, 0 0sso pode ser denominado esponjoso ou compacto, de acordo
com a presenca ou ndo de multiplas cavidades visiveis. Tal aspecto encontra também
reflexo na observacdo microscopica: enquanto o primeiro constitui-se de estruturas
trabeculares separadas por espagos intercomunicantes, ocupados por tecido conjuntivo

frouxo e/ou células da medula dssea, o segundo € caracteristicamente coeso, deixando

entrever espacos menores pelos quais transitam vasos e nervos (YOUNG; HEATH, 2000).
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A parte tais diferencas arquiteturais, todo tecido 6sseo é composto de uma matriz
extracelular bifdsica, onde ha porcdo orginica e inorginica, esta dltima representando de
50% a 65% do peso total do osso (FOGACA, 2007), bem como por trés tipos diferenciados
de células: osteoblastos e ostedcitos, ambos derivados de uma célula mesenquimal
primitiva, e osteoclastos, oriundos do Sistema Mononuclear Fagocitario.

Os osteoblastos formam uma camada continua sobre a superficie 0ssea que estd
sendo produzida (ostedide). Sdo células mononucleadas e polarizadas, que ndo sé
sintetizam a parte organica da matriz (fibras coldgenas, especialmente do tipo I, fibras ndo
colagenas [Figura 01] e pequena quantidade de substancia fundamental amorfa, contendo
proteoglicanas e glicoproteinas), mas também participam de sua mineralizagdo, através da

concentracdo de fosfato de célcio.

/ ® (Osteocalcina T——=> Tem propriedades especificas de ligacdo
com o Cilcio, sendo propostas como
precursoras da hidroxiapatita durante a
mineralizacdo

® Osteonectina =—=> Provavelmente hiperregula a fun¢io dos
condrdcitos hipertrofiados

~PROTEI,NAS ® Fosfoproteinas =—=> Ligam-se s células através de receptores
NAO-COLAGENAS (Osteopontina,Sialoproteina 6ssea) de
DO 0SSO membrana

e Trombospondina
e Decorina
¢ Biglicana

¢ FATORES DE CRESCIMENTO
\ E DIFERENCIACAO OSSEOS =——> Regulam o volume 6sseo

FIGURA 01 - Proteinas nio-coldgenas do osso: correspondem a 10% dos componentes organicos da matriz
extracelular, exercendo diferentes fungdes na regulacdo da mineralizagdo e mediagdo célula-matriz com
proteinas estruturais (GIORDANO, V.; GIORDANO, M; KNACKFUSS, 2000).
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H4 muito se conhece a correlacio existente entre calcificagdo e os niveis da enzima
fosfatase alcalina (FA), que sdo elevados na superficie da membrana plasmatica de
osteoblastos e pré-osteoblastos (REDDI; ANDERSON, 1976). Tais células secretam,
ainda, fatores de regulacdo tecidual e de crescimento (como interleucina-6 e fator de
crescimento transformador-B, respectivamente), que tanto agem na proliferacio e
diferenciag¢@o quanto na atividade osteoblastica (TEM CATE, 2001).

Os ostedcitos sdo a versdo madura dos osteoblastos, células que foram circundadas
pela matriz previamente produzida. Possuem delgados e longos prolongamentos
citoplasmadticos e a matriz mineralizada ao seu redor origina uma lacuna central e indimeros
canaliculos, os quais circundam, respectivamente, seu corpo e seus prolongamentos. Os
ostedcitos, portanto, tomam a forma de sua lacuna, com nicleo achatado e citoplasma
pobre em organelas. Embora de aparé€ncia inativa, sdo responsdveis pela manutengdo do
tecido circundante (GARTNER; HIATT, 2003). Sua mecanorresponsividade influencia a
arquitetura e densidade dsseas através de controle do fluxo de fluido intersticial através do
sistema canaliculo-lacunar, induzido pela producdo de moléculas sinalizadoras (NULEND;
BACABAC; MULLENDER, 2005).

Os osteoclastos, por sua vez, sdo células multinucleadas e dotadas de ampla
mobilidade. Pertencem ao Sistema Mononuclear Fagocitario, originando-se a partir de um
precursor em comum com oS mondcitos, a célula progenitora granuldcito-macréfago
(GARTNER, HIATT, 2003). Seu citoplasma € caracteristicamente equipado com aparato
quimico de finalidade litica — acido (H+), colagenase e outras hidrolases. Sofrem influéncia
de citocinas e hormdnios, aparecendo apenas raramente no tecido 6sseo adulto integro
(SCHELL et al., 2006).

Os osteoclastos sdo capazes de erodir o 0sso, e sua ativagdo € o primeiro evento

desencadeado na sequéncia do processo remodelativo. Juntamente com os osteoblastos,
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tém importincia na constante rotatividade e remodelacdo dGsseas. Os osteoblastos
produzem colagenase, removendo a camada de ostedide e expondo a matriz mineralizada
previamente ao fendmeno reabsortivo, e seus sinalizadores regulam a atividade
osteoclastica, levando a migracdo e adesdo destas células a superficie a ser removida
(YOUNG; HEATH, 2000; ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

O controle funcional intra-ambiental das células 6sseas envolve quimiotaxia,
proliferacdo, diferenciacéo e produgdo de proteinas da matriz extra-celular, sendo realizado
por polipeptideos de acdo paricrina e outros sinalizadores, denominados citocinas. Estas
sdo moléculas soliveis de baixo peso molecular que, quer expressas por proteinas de
membrana, quer secretadas e ligadas a receptores em células-alvo, desempenham papel
vital na regulacdo do tecido ésseo tanto em condicdes fisioldgicas quanto patoldgicas
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006). Atuam em sincronicidade com fatores de
crescimento, os quais respondem pelo direcionamento de células-tronco para as vias
condrogénica e osteogénica do reparo dsseo (SICCA et al., 2000).

Dentre os principais fatores de crescimento (FC) presentes no tecido dsseo,
destacam-se: FC Fibroblastos (FGF), FC semelhante a Insulina (IGF), FC transformador -
B (TGF-B), FC derivado de Plaquetas (PGDF) e Proteinas Morfogenéticas do Osso (BMPs
— Bone Morphogenetic proteins) (MARCATONIO JUNIOR; MARCATONIO; CIRELLI,
1999). Além destes, ha os fatores de crescimento e diferenciagdo 6sseos (FCDO),
polipeptideos de baixo peso molecular produzidos em pequenas concentracdes pelos
osteoblastos (menos de 1% das proteinas ndo-coldgenas do osso), com finalidade
reguladora do volume esquelético (LIND, 1998). Neste contexto, a diferenga entre as

BMPs e outros fatores de crescimento € que as primeiras atuam nas células precursoras da



29

regido medular e tecidos moles adjacentes, enquanto os demais agem sobre células ja
diferenciadas (SIGURDSON et al., 1995).

A quebra da homeostase tecidual provocada pela solu¢do de continuidade dssea
impulsiona o inicio de um processo reparativo por originar, ela prépria, a liberacdo de
peptideos reguladores dos processos inflamatérios e da osteogénese e remodelacao
teciduais. Tais elementos, ao ligarem-se a receptores de membrana em osteoblastos e
outras células, estimulam a expressio de genes relacionados ao desencadeamento e
perpetuacdo da neoformacio 6ssea (LIMEIRA JUNIOR, 2001).

Em qualquer dos tipos macroscopicos de 0sso, o primeiro tecido a ser formado é,
histologicamente, denominado primdrio. Este serd progressivamente substituido por uma
versdo tecidual mais madura, classificada como osso secunddrio ou lamelar. Enquanto o
primeiro possui fibras coldgenas dispostas em direcdes diversas, no segundo estas
organizam-se em lamelas de 3 a 7 um de espessura, que, ou ficam paralelas umas as outras,
ou arranjam-se de forma concéntrica em torno de canais, formando os Sistemas de Havers:
também denominados Osteons, estes sdo estruturas cilindricas e por vezes bifurcadas que,
na diéfise dos ossos longos, distribuem-se paralelamente ao seu maior eixo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

De forma geral, o ésteon, cujo tamanho varia de 100 a 400 p de didmetro e 1 a 2
mm de cumprimento, é constituido por quatro a vinte lamelas dispostas concentricamente
em torno de um canal — o canal de Havers. Em cada uma delas as fibras coldgenas sdo
paralelas umas as outras e, separando grupos de lamelas, ocorre frequentemente o actimulo
de uma substincia cimentante, constituida por matriz mineralizada com muito pouco
coldgeno. Espacos lacunares, contendo ostedcitos, encontram-se entre as lamelas, muito

embora também possam situar-se em seu interior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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A estrutura lamelar é de fundamental importancia para a manutencao da integridade
Ossea. Sabe-se que a dureza e resisténcia de sua matriz estd relacionada a associacdo das
fibras coldgenas com cristais formados por célcio e fosforo, os quais tém a estrutura da
hidroxiapatita (HA), com a seguinte composi¢do: Ca10(PO4)s(OH)2 . O tamanho desta
molécula € progressivamente aumentado com a liberacdo de fosfatase alcalina por
osteoblastos e pré-osteoblastos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006), até que atinja
entre 25 a 50A de largura ¢ 100A de comprimento. Sua superficie de contato é muito
grande, o que favorece as trocas iOnicas, e sua relacdo com o coldgeno € direta, colocando-
se paralelamente ao seu eixo longitudinal, tanto devido a agcdo de for¢as mecanicas quanto
por liga¢des fisicas diretas (MODOLIN; SOUZA, 1993).

Sabe-se, atualmente, que a combinacdo quimica de elementos organicos e
inorgénicos ndo € a unica responsavel por conferir ao 0sso seus atributos de resisténcia. A
prépria disposicdo arquitetural do tecido compacto €, também, um fator que agrega
protecdo e estabilidade ao arcaboucgo esquelético. Tal afirmativa foi demonstrada por
Deng; Chen; Lee (2009), que desenvolveram um modelo computadorizado para avaliar a
propagacdo de microfraturas no tecido 6sseo compacto, o constituinte da camada cortical.
O estudo, que comparou caracteristicas morfoldgicas da porcdo intra e inter-ostednica,
avaliou ainda a importincia do cimento nesta interface, demonstrando que a estrutura
ostednica e a linha cimentante atuam como uma barreira a propagagdo de microrrachaduras
no osso compacto. No modelo em questdo, em resposta a uma for¢a oscilante aplicada
sobre uma superficie dssea, percebeu-se que Osteons mais flexiveis tendem a atrair roturas
lamelares intersticiais em sua direcdo. Ainda assim, as pequenas linhas de fratura que se

dirigiram ao dsteon foram desviadas para o interior da linha cimentante.
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Adicionalmente, foi aferido que ndo apenas a estrutura morfolégica original
permite a interrupcdo da propagagdo destas lesdes. O proprio processo de reparo tecidual,
além de recompor a por¢do perdida, atua de forma similar, protegendo o feixe véasculo-
nervoso existente no interior dos canais de Havers. Um modelo de fendmeno reparativo
comprovou que, sob a acdo da mesma for¢a anteriormente empregada, o tecido em
cicatrizacdo comportou-se de forma diferente daquele destituido de reparo local. Neste
ultimo, a microfratura propagou-se sem ser interrompida mesmo quando atingia a linha
cimentante. Desta forma, avalia-se que a combinagfo entre o processo de reparo local e a
linha cimentante atua como barreira, contribuindo para a extingdo da progressdo da
trajetéria de uma microrrachadura 6ssea (DENG; CHEN; LEE, 2009).

Toda superficie 6ssea, externa ou interna, € isolada do contato direto com o tecido
circundante por meio de um revestimento constituido por células osteogénicas e tecido
conjuntivo. Tratam-se, respectivamente, de membranas conhecidas como peridsteo e
enddsteo. O periosteo é fonte de células durante o crescimento e reparacdo do 0sso,
guarnecendo-o também de inervacdo e vasculatura sanguinea e linfatica. Sua composi¢ao
em dupla camada abriga, mais internamente, fibras eldsticas e células osteoprogenitoras, as
quais derivam do mesénquima e sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos (ou, em
condicdes de baixa oxigenagdo, em condroblastos). Na camada mais externa, por sua vez,
ha tecido conjuntivo denso-ndo-modelado, abundantemente dotado de fibroblastos e fibras
colagenas, algumas das quais penetram no tecido 6sseo e prendem o peridsteo a superficie
subjacente (fibras de Sharpey). Esta membrana é importante mantenedora da integridade
estrutural do osso, apresentando-se em espessuras € niveis de vascularizagdo variados,
tanto mais proeminentes quanto mais jovem for o osso em questio (FOGACA, 2007;

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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Os eventos relativos ao reparo de uma lesdo 6ssea sdo andlogos aos presentes na
cicatrizagdo normal de feridas em tecidos moles, mas a consisténcia elevada do osso
restringe tanto o edema quanto os mecanismos vasculares envolvidos. De imediato, em
virtude da rica vascularizagdo do peridsteo e do conteido medular, a instalacio de uma
fratura leva a uma intensa hemorragia, dando origem ao preenchimento local por um
coagulo que, em seguida, transmuta-se em um trombo intra-6sseo. O suprimento vascular é
interrompido de um modo retrégrado, o que amplia a drea lesional em ambos os lados da
fratura, pois a falta de irrigacdo dos sistemas de Havers aumenta o nimero de ostedcitos
mortos. Instalam-se, aqui, trés estidgios — inflamatorio, fibroblastico e remodelador — que,
muito embora nao ocorram de forma mutuamente exclusiva, participam do reparo dsseo de
forma definida e interdependente. Devido ao fato de estar sendo frequentemente
remodelado, este tecido tem um alto poder de regeneracdio (GARTNER; HIATT, 2003), e a
reparacdo pode ser tdo perfeita a ponto de ndo ser percebida posteriormente a exames
radiograficos, ou mesmo histolégicos (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2005; HUPP,
2005).

O estdgio inflamatério dura de 3 a 5 dias, desde que na auséncia de fatores que o
prolonguem. E dito bifdsico, apresentando fendmenos inicialmente vasculares
(vasodilatacdo e modificagdo da permeabilidade capilar) e, na sequéncia,
predominantemente celulares (leucoestase, marginacdo e migra¢do leucocitdrias). O
estagio fibroblastico, por sua vez, inicia-se a partir da formacdo da rede de fibrina que
deriva do processo de coagulacdo sanguinea, sobre a qual tais células podem iniciar a
precipitacdo de substincia fundamental e tropocoldgeno. Nesta fase, o peridsteo e o
enddsteo proximos a drea fraturada respondem com uma intensa proliferacdo e geram um
tecido muito rico em células osteoprogenitoras, o qual ndo sé forma um colar em torno da

fratura quanto penetra entre as extremidades rompidas (HUPP, 2005).
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E neste anel, e também no tecido conjuntivo encontrado entre aquelas
extremidades, que surge tecido dsseo imaturo, onde células mesenquimais ddo origem ora
a condroblastos (relacionados a ossificacdo endocondral), ora a células osteoprogenitoras
(relacionadas a ossificagdo intramembranosa, por sintese ostedide sobre tecido conjuntivo).
Desta forma, hd maltiplos padrdes teciduais passiveis de ser encontrados,
simultaneamente, no local de reparagdo, até que, apds algum tempo, forma-se um tecido
que excederd as margens da lesdo: o calo Osseo. Inicialmente ostedide, este &
progressivamente mineralizado e, com o retorno as tragdes normais, determina-se o tltimo
estagio, a remodelagdo dssea, por meio de reabsorcdo osteoclastica e substituicdo do tecido
primdrio por osso lamelar (GARTNER; HIATT, 2003).

Segundo Schell et al. (2006), a atividade osteocldstica inicia-se precocemente,
aumentando progressivamente no curso da cicatrizacdo do tecido dsseo, a fim de garantir-
se a completa remodelacio do mesmo. Se as tracdes forem idénticas as pré-existentes,
também o osso neoformado assumird estrutura idéntica ao estdgio pré-lesional

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

2.2 BIOMATERIAIS SUBSTITUTOS: RESPOSTA OSSEA E SUBTIPOS

Gutierres et al. (2006) relatam que, segundo a conferéncia de Chester, em 1991,
biomaterial ¢ um elemento destinado a contactar com sistemas bioldgicos para avaliar,
tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgéo ou fungdo do organismo. Estes autores
preconizam que o mesmo deve ser destituido de caracteristicas oncogénicas, ter resisténcia
mecanica e permitir boa adesividade celular a sua superficie; deve ser hemostético e
esterilizdvel; por fim, uma vez aplicado, deve ndo somente preservar tais caracteristicas

mas, simultaneamente, substituir a funcio fisioldgica para a qual foi criado. Um substituto
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6sseo €, portanto, qualquer material de origem humana, animal, vegetal ou sintética, com
validade tanto para a reconstitui¢do do capital 6sseo quanto para o reforco estrutural deste
ou preenchimento de uma perda de origem traumética ou ortopédica.

Quando se trata do tecido dsseo, diferenciado dos demais por sua resisténcia e
dureza, a incorporagao de qualquer biomaterial substituto passa por cinco estagios, a saber:
a) inflamacdo, com resposta celular local e sistémica; b) revascularizagcdo tecidual; c)
osteocondugdo, na qual o enxerto dd suporte mecanico para o crescimento de novos vasos
e tecido 6sseo; d) osteoindugdo, em que células mesenquimais do hospedeiro sdo induzidas
a diferenciacdo osteoblastica por acdo das BMPs; e) remodelagdo tecidual, com
neoformacdo e reabsorcao continuas de osso (SOCCOL et al., 2006).

Este processo tem sua velocidade influenciada, em grande parte, pelo nivel de
vascularizacdo do local afetado. Segundo Williams ef al. (2006), a integracdo de um
enxerto 6sseo depende da microvascularizacdo do implante. Ao se comparar os subtipos
cortical e esponjoso de osso, por exemplo, observa-se que a incorporacdo de um
biomaterial tende a ser mais lenta no primeiro, uma vez que sua lenta vascularizacio
diminui a possibilidade de anastomoses término-terminais. Assim, quanto mais lenta a
angiogénese, mais demorado € o processo de reparo 6sseo. Por esta mesma razio, ha maior
probabilidade de que o osso cortical permaneca com uma por¢do vidvel e outra necrética,
enquanto o 0sso esponjoso venha a ser completamente restaurado (PINTO; MIAGUSKO;
PEREIRA, 2003).

Espitalier et al. (2009) também se reportaram a importincia da capacidade de
revascularizacdo durante o reparo quando avaliaram a utilizacdo de substitutos dsseos em
sitios previamente irradiados. Em virtude da terap€utica empregada em casos de
carcinomas espino-celulares no trato digestivo e respiratério superiores, por exemplo, ha

freqiiente associa¢do de ampla remogdo dssea com terapia radioativa completar. Segundo
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os autores, a irradiacdo produz efeitos colaterais irreversiveis nos tecidos, aumentando o
risco de faléncia perfusional e de reducdo da capacidade reparativa em virtude do
decréscimo numérico de células e vasos. Durante estudo em que defeitos dsseos em fémur
e tibia de ratos (0,3cm de didmetro) foram preenchidos por biomaterial inorganico, ora
isolado, ora associado a células mesenquimais (derivadas da medula 6ssea ou do tecido
adiposo) ou medula dssea total, observou-se um reparo 6sseo significantemente maior nos
casos de associagdo biomaterial/medula dssea total. Entretanto, mesmo na forma isolada,
foram comprovadas a biocompatibilidade e capacidade de suportar a neoformagéo dssea do
biomaterial, a despeito das circunstincias envolvendo o quadro tecidual de p6s-irradiagéo.
Os biomateriais substitutos 6sseos podem ser classificados quanto a sua origem,
composicdo quimica ou mecanismo de acdo (Quadro 01). Em casos onde a enxertia
mostra-se como a alternativa mais apropriada para preencher um defeito 6sseo, considera-
se como ideal a utilizacdo de material obtido a partir do préprio organismo (enxerto
autégeno). Sua superioridade em relacdo as demais opcdes reside no fato de ser o tinico
tipo de enxerto 6sseo a fornecer células imunocompativeis vivas, essenciais a osteogénese,
havendo uma relagcdo direta de proporcionalidade entre a quantidade de células vivas
transplantadas e o montante de tecido dsseo neoformado (ELLIS III, 1996). Além disso,
apenas os enxertos autdgenos englobam a totalidade dos mecanismos de acdo ja

conhecidos, enquanto todos os demais substitutos 6sseos agregam apenas uma parte das

referidas qualidades (TUDOR et al., 2008).
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Quadro 01 - Classificagdo dos biomateriais substitutos §sseos.

BIOMATERIAIS SUBSTITUTOS OSSEOS

ORIGEM
(BATISTA JUNIOR, 1999)

. Autégenos (Obtidos a partir do préprio individuo)

. Alégenos (Oriundos de uma mesma espécie. Obtido em banco de o0ssos

. Xendégenos (Oriundos de outras espécies - usualmente bovina)

. Aloplasticos (Derivados inorganicos, como fosfato

humanos na versdao desmineralizada, liofilizada e desidratada
por congelamento, ou ndo desmineralizada, desidratada por
congelamento)

tricélcio e hidroxiapatita sintética)

COMPOSICAO
QUIMICA
(GUTIERRES et al., 2006)

. Metais e ligas metalicas (Titanio)

. Ceramicas (Materiais a base de fosfato de calcio: fosfato tricalcio,
hidroxiapatita)

. Polimeros (Poliuretana de mamona, cido poli-L-latico [PLLA], 4cido
poli-latico-co-acido glicdlico [PLGA])

. Compadsitos (Biovidro-polihidroxibutirato)

MECANISMO DE ACAO
(TUDOR et al., 2008)

. Osteoindutores (Induzem a diferenciagdo osteoblastica a partir

. Osteopromotores (Impedem que células distintas, como fibroblastos,

. Osteogénicos (Geralmente organicos, estimulam a formacéo

. Osteocondutores (Geralmente inorganicos, suportam o crescimento
6sseo ao longo de uma superficie de contato.
Sobre eles aloca-se tecido dsseo formado a partir
de células osteoprogenitoras pré-existentes)

de células mesenquimais indiferenciadas)

preencham a regido em detrimento dos
osteoblastos, cuja proliferagdo é mais lenta)

Ossea diretamente a partir de osteoblastos)
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Por outro lado, contrariamente a indicacdo de enxertia autégena, apontam-se a
limitacdo de &rea doadora e a necessidade de duas zonas cirtrgicas, entre outros
complicadores, os quais incluem, inclusive, um custo mais elevado, tendo em vista que tais

procedimentos devem se dar em ambito hospitalar (LIMEIRA J UNIOR, 2004).

2.2.1 Biomateriais Substitutos Osseos: Origem Sintética

A natureza prové diversos materiais compostos por fosfato de cédlcio (Ca-P), como
alguns elementos derivados de corais. Tais substincias, contudo, também podem ser
sintetizadas por meio de reacdes de precipitacdo quimicamente desencadeadas, gerando os
fosfatos de célcio (CP) aloplasticos. Estes tém sido usados em procedimentos de
reconstru¢do 6ssea nos campo da ortopedia, cirurgia oral e maxilofacial desde o inicio da
década de 1970 (JENSEN et al., 2008).

Uma das nitidas vantagens deste tipo de material é a possibilidade de que sejam
produzidos ndo s6 em quantidade ilimitada, mas com a composi¢ao similar ao osso in
natura. Assim, quando na forma de hidroxiapatita, t€m um indice de propor¢do Ca/P de
1,67, o que € igual a fase inorginica da estrutura cristalografica do osso. Além dos
materiais ceramicos a base de fosfato de calcio (hidroxiapatita — HA; fosfato tricdlcio —
TCP; biocompodsitos a base de fosfato de cdlcio; cimentos de cerdmica injetdveis),
pertencem a este grupo elementos como o sulfato de cdlcio e os biovidros, dentre outros
(GUTIERRES et al., 2006; JENSEN et al., 2008).

H4 uma importante propriedade relativa aos substitutos 6sseos em geral, denominada
osteotransdugdo, que relaciona-se a substituicdo do biomaterial pelo osso neoformado
(GALEA et al., 2008). Sabe-se que, de acordo com a extensdo da dissolucdo dos

compostos de fosfato de cdlcio, um substituto 6sseo pode ser absorvivel ou ndo, e os
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fatores que afetam esta dissolu¢do sdo similares aos que afetam sua biodegradacdo ou
biorreabsor¢do. Assim, é desejavel que os substitutos 6sseos sejam ndo s6 bioativos, como
também biodegraddveis. Dentre todos, a hidroxiapatita (HA) é o derivado mais conhecido
e bem estudado - entretanto, deve-se salientar que, nas dreas médica e odontoldgica, o
termo “hidroxiapatita” €, muitas vezes, utilizado para descrever qualquer biomaterial de
constituicdo fosfato-calcica (CONZ; GRANJEIRO; SOARES, 2005).

A larga difus@o da HA enquanto substituto 6sseo deve-se ao fato de tratar-se de
substancia bioativa, ndo-téxica, que provoca pouca reacio tecidual e com importante efeito
osteocondutor (relacionado a presenga de poros cujo tamanho varia entre 100 e 1500um,
bem como a existéncia de macro e microporos interconectantes), 0 que incrementa a
aposicdo de tecido 6sseo hospedeiro que circunda os fragmentos de HA implantados
(MOREIRA et al., 2003; SCHNETTLER et al., 2008).

Rosa et al. (2000), referiram que as cerdmicas de hidroxiapatita sdo obtidas
inicialmente na forma de pé (aglomerado de particulas em simples justaposicdo), condi¢ao
em que ndo apresentam propriedades mecanicas. A fim de obter-se uma amostra
compactada, em geral aplica-se uma carga sobre uma certa quantidade de p6. Dentre as
técnicas mais utilizadas, destacam-se pressao uniaxial, vazamento em moldes (ndo se
utiliza carga), pressdo uniaxial em altas temperaturas e pressdo isostdtica em altas
temperaturas. As condi¢des de preparacdo e sinterizagdo a que sdo submetidas estas
ceramicas afetam sua porosidade e, quanto maior quantidade de microporos (< que 10um),
maior a interferéncia negativa na biocompatibilidade deste substituto 6sseo.

A fim de buscar alternativas ao uso da HA, muito se tem pesquisado a respeito das

propriedades de outros biomateriais. O B-tricilcio fosfato (B-TCP), por exemplo, é uma

biocerdmica porosa e reabsorvivel, quimicamente representada por B-Ca3(PO4)2. Tal
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substancia é, atualmente, amplamente difundida como eficaz no preenchimento de defeitos
6sseos devido a sua intima similaridade quimica a apatita biol6gica presente nos tecidos
0sseos, o que lhe confere marcada biocompatibilidade (CANCEDDA; GIANNONI;
MASTROGIACOMO, 2007). Entretanto, a parte tal qualidade, afirma-se que este material
mostra menor formacgdo éssea in vivo e sua osteointegracao nio € ideal (LIVINGSTON et
al., 2006).

Fujita et al (2003) compararam o padrdo de osteogé€nese e reabsor¢do do B-TCP e da
HA. Para tanto, utilizaram blocos com macro e microporos no preenchimento de defeitos
produzidos no osso parietal de ratos Wistar. Apds andlise histomorfométrica, constatou-se
que a neoformacgdo dssea teve aumento progressivo em ambos os grupos, embora tenha se
mostrado significantemente maior nos poros dos blocos de HA. Além disso, o bloco de HA
manteve-se praticamente estivel durante todo o periodo, embora tenha havido grande
reducdo na quantidade remanescente do bloco de B-TCP.

Jensen et al. (2008), por sua vez, realizaram estudo no qual combinaram
hidroxiapatita e fosfato tricdlcio (HA/TCP), gerando um composto denominado fosfato de
célcio bifasico (BCP). Segundo os autores, a variagdo do indice HA/TCP permite modular
a taxa de degradacdo e a bioatividade destes materiais. Estes obtiveram, através de reacdes
quimicas de precipitacdo, compostos de BCP com propor¢des de HA/TCP estabelecidas
em 20/80, 60/40 e 80/20. Apds estudo em miniporcos, comparando tais produtos com 0sso
autégeno ou osso bovino mineral desproteinizado (deproteinized bovine bone mineral -
DBBM), observaram que: tanto a formacdo dssea quanto a taxa de reabsorcdo no grupo de
enxertia autdégena foi similar a do grupo BCP 20/80, porém maior que os demais; O grupo
DBBM foi o tinico a ndo revelar degradacdo evidente ao término do estudo.

Xu et al. (2008), também objetivando a obteng¢do de substitutos Osseos mais

bioativos e biodegraddveis, avaliaram componentes a base de célcio contendo silica,
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através do estudo da utilizagdo do p-silicato de cdlcio (B-CS) no reparo de lesdes
produzidas na calvdria de coelhos. Investigando-o como uma alternativa vidvel, tal
substancia (B-CaSiO3) foi comparada ao B-fosfato tricdlcio e, morfometricamente, houve
superioridade estatisticamente significante de crescimento dsseo nos grupos tratados (-
CS) em relacio ao controle (B-TCP). A observagio histolégica, houve maior invasio éssea
dos poros do biomaterial silicado, como também de uma camada semelhante a apatita
Ossea na interface entre o biomaterial e o osso hospedeiro.

Na mesma perspectiva, Chen et al. (2009) chamaram aten¢do para o fato de que um
substituto 6sseo ideal deve ser capaz de ser reabsorvido ou dissolvido naturalmente, a
medida que o novo tecido cresce. Ao estudar o fosfato triclcio (TCP - Ca3(PO4)2 ) como
uma alternativa ao uso da hidroxiapatita, os autores destacam que o composto perde
facilmente sua estabilidade estrutural e, por esta razao, necessita ser agregado a uma liga
adequada, como polimeros naturais (coldgeno) ou sintéticos, para que seus granulos nao
migrem, mantendo-se no interior das lojas 6sseas. Desta forma, associaram o TCP a
proantocianidinas oligoméricas e gelatina, implantando-no no tecido celular subcutaneo de
ratos adultos (determinagdo da biodegradacdo e biocompatibilidade in vivo) ou na calvaria
de coelhos (avaliacio de potencial osteocondutor). Nos grupos controle os autores
utilizaram matriz 6ssea bovina desproteinizada e, segundo os mesmos, houve dbvia
superioridade do material testado, tanto por ter ocorrido maior neoformacio éssea quanto
progressiva substituicilo do mesmo, efeitos resultantes da ag¢do combinada de
osteoconducdo e biodegradacao.

Objetivando agregar potencial osteoindutor aos biomateriais osteocondutores, estes
podem ser utilizados como veiculos de administracdo de fatores de crescimento (FCs).

Com este intuito, Schnettler et al. (2008) recobriram cilindros de hidroxiapatita, de
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reconhecida osteocondutividade, com FCs. Neste estudo, lojas 6sseas em ambas as tibias
de miniporcos (Yucatan-micropigs, Sus scrofa) receberam implante com cilindros de HA,
ora isolados, ora revestidos por proteina morfogenética recombinante do osso humano-2
(thBMP-2). Os espécimes foram acompanhados radiologicamente e submetidos a anélise
fluorocrémica para avaliacio dindmica do tempo de formacdo Ossea. A andlise
histomorfométrica (apés 12 semanas) revelou que a osteocondutividade da HA levou ao
crescimento do osso hospedeiro circundante para o interior dos implantes; entretanto,
apenas o grupo contendo thBMP-2 demonstrou significativa neoformagdo Ossea
multitépica, efeito caracteristicamente osteoindutivo, bem como incorporacdo tecidual
quase que completa ao osso hospedeiro.

Outros procedimentos de engenharia tecidual tém buscado conjugar recursos
bioldgicos diversos para o incremento do reparo 6sseo. Kuznetsov et al. (2008) afirmaram,
por exemplo, que transplantes em que se combinam células estromais da medula dssea
(BMSC:s - bone marrow stromal cells) a um arcabouco de hidroxiapatita e fosfato tricélcio
(HA/TCP), sao eficazes na formacao de osso cortical para a reconstrucao cranio-facial em
modelos animais de maior porte. A facilidade de obter um extrato de medula Ossea e
expandi-lo em cultura tecidual tornam-no um excelente candidato para utilizacdo em
terapias de base celular na reconstrucdo de defeitos Osseos e, durante estudo em que
avaliaram a estabilidade a longo prazo de tais enxertos, os autores observaram histoldgica,
morfométrica e radiograficamente, formacao significantemente maior de tecido dsseo nos
implantes contendo BMSCs, em relacdo ao controle (HA/TCP sem conjugacio celular).
Além disso, o volume 6sseo observado no primeiro foi mais aproximado ao incial,
enquanto houve reabsorcdo quase que completa dos implantes do grupo controle.

Wang er al (2009) estudaram uma outra estratégia para a associacdo bioldgica de

implantes alopldsticos, utilizando a composi¢do de B-TCP e osteoblastos autélogos para



42

enxertia alveolar na mandibula de cachorros edéntulos da raga beagle. Tal associagdo foi
comparada ao uso de B-TCP, na forma isolada, e de osso autdgeno obtido da crista iliaca
(controle). Os animais foram acompanhados por meio de marcacdo fluorescente e
acompanhamento radiografico, bem como avaliados histolégica e morfometricamente, no
intuito de comparar mineralizacdo e neoformacdo dssea em cada grupo. Os autores
observaram marcado incremento de ambos os pardmetros no grupo B-TCP/osteoblastos,
quando comparado ao grupo submetido exclusivamente ao implante de B-TCP. Além
disso, o tecido Osseo tratado com a combina¢do demonstrou também maior peso e
espessura no confronto com o grupo autogenamente enxertado.

Ainda pertencentes a categoria de substitutos 6sseos de origem sintética, destacam-
se os vidros bioativos, ou biovidros. Tratam-se de vidros de sistemas especiais que, quando
imersos em solugdes aquosas que simulam o plasma sanguineo, expressam a capacidade de
agregar sobre sua superficie uma camada biologicamente ativa e hidratada, rica em célcio e
fésforo (GUERRA NETO; PAIVA; COSTA, 2005). Atribui-se a estas particulas a
propriedade de ligarem-se intimamente ao osso e tecidos moles do hospedeiro (DYBVIK
et al, 2007).

ABOELSAAD et al. (2008) realizaram experimento no qual defeitos produzidos na
mandibula de 36 ratos Wistar foram preenchidos por biovidros, sendo a metade
concomitantemente tratada com aplicacdo de laser de baixa poténcia de gilio-aluminio-
arsénio (GaAlAs laser). Segundo os autores, a irradiacdo laser acelerou significantemente
o reparo 0sseo nos grupos tratados de forma conjunta nos dois primeiros periodos.
Entretanto, ao final do estudo (12 semanas), todos 0s animais apresentaram completa
resolucdo do processo, ndo havendo diferenca perceptivel entre os grupos. Desta forma,
tanto foi demonstrada a eficdcia da luz laser na aceleracdo do processo de reparo dsseo,

quanto a patente bioatividade do material aloplastico utilizado.
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2.2.2 Biomateriais Substitutos Osseos: Origem Bovina

Indmeras empresas t€m, atualmente, desenvolvido substitutos ésseos de origem bovina, a
alternativa mais comum de xenoenxerto a ser utilizada em lugar dos enxertos autégenos.
Como exemplo, Zambuzzi et al. (2006) citam Schering (Luboc®), Sulzer (Ne-osteo®),
Geislich (Bio-Oss®) e Baumer (Gen-Ox®). Entretanto, pesquisas envolvendo biomateriais
xenogenos remontam a décadas passadas, sendo encontrados trabalhos envolvendo o
preenchimento de defeitos 6sseos a partir dos anos 60 (MELCHER; DENT, 1962).

Este tipo de substituto 6sseo pode ser obtido a partir de ossos longos de espécies
bovinas e seu processamento permite a apresentacdo de dois tipos de material: osso cortical
nas versdes inorgdnica, desproteinizada, ou organica, desmineralizada. Sua
comercializacdo se dd na forma de macro e microgranulos, blocos ou, ainda, como
membrana desmineralizada reabsorvivel (ZAMBUZZI, 2006). Um xenoenxerto requer a
manutencdo da estrutura e os componentes originais do tecido sseo, embora associada a
remog¢ao dos componentes organicos potencialmente imunogénicos (SPECTOR, 1994).

Segundo Batista Junior et al. (1999), o desenvolvimento destes biomateriais foi
alavancado a partir da concep¢do de que um substituto 6sseo ideal deveria manter
estabilidade mecanica e volume durante as fases iniciais do reparo para, em seguida, ser
progressivamente reabsorvido e substituido pelo novo osso. Os autores afirmaram que o
osso inorganico demonstrou ser incapaz de desencadear reagdes imunoldgicas, cursando
apenas com monocitose transitéria imediatamente apds sua implantacdo, fendmeno que
também foi constatado em implantes de HA. Quanto a porcdo orgénica, por sua vez, ha
muito ji se demonstrou que a implantagdo subcutinea de matriz coldgena extraida da

didfise femoral de ratos resultou em neoformacdo dssea pela via endocondral (REDDI,
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1976). Assim, uma vez suprimidos os elementos imunogénicos desta fragdo, obtém-se,
também, biomaterial potencialmente eficaz.

Sanada et al. (2003) afirmaram que a obtencdo de osso bovino inorganico, com
grande quantidade de hidroxiapatita, porém livre de proteinas e células, pode ser obtido por
meio de tratamento térmico que exige temperaturas acima de 300°C (muito embora
destaque-se que, quanto mais alta a temperatura, menor a propridade bioabsortiva do
material). Por outro lado, um tratamento ésseo a base de solventes orgénicos, dlcalis e
dcidos, sob temperatura controlada, remove células, detritos celulares e varias proteinas
ndo coldgenas, além da porcdo mineral. Ao término do procedimento, resta apenas um
arcabouco proteico constituido de pequena quantidade de fatores de crescimento (BMPs) e
coldgeno tipo I, o qual é fortemente homdlogo ao coldgeno humano.

Wenz; Oesch; Hortst (2001), investigaram a possibilidade de transmissdo de
encefalopatia espongiforme bovina — EEB (BSE — bovine spongiform encephalopathy), a
“doenca da vaca louca”, por meio de implantes xendgenos. Os autores realizaram um
estudo comparativo em que foram utilizados dois biomateriais de origem bovina (Bio-
Oss® e Osteograf®), o qual incluiu a aferi¢cdo experimental da capacidade de inativagdo
pridnica durante um dos passos da producdo do Bio-Oss®. Segundo os mesmos, os dados
resultantes das andlises tedrico-experimentais indicaram auséncia de risco de transmissao
da doenca aos pacientes enxertados.

Orr et al (2001) destacaram, ainda, que os enxertos dsseos devem manter uma
relacdo adequada entre resisténcia e elasticidade. Enquanto a resisténcia correta previne o
colapso do osso que circunda uma lesdo, a elasticidade interfere na remodelacdo do tecido
adjacente. Substancias muito densas e com elasticidade excessiva podem influenciar de
forma adversa este processo, resultando em remodelacdo ndo-anatdmica, com perda éssea

em algumas 4reas e densificacdo em outras. No intuito de investigar tais parametros, estes
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autores averiguaram propriedades mecanicas compressivas em defeitos confeccionados no
fémur de coelhos, comparando a) controle anatdmico (animais ndo operados); b) controle
(defeito preenchido por codgulo); c) tratado com osso bovino inorginico — OBI (defeito
preenchido por Bio-Oss®); d) tratado com hidroxiapatita - HA - sintética (defeito
preenchido por Calcitek®). As avaliacdes se deram por meio de testes mecanicos e andlise
histomorfométrica. Os resultados deste experimento demonstraram, quanto a forga
compressiva, superioridade do grupo tratado com OBI em relagdo ao grupo controle; por
sua vez, o grupo tratado com HA sintética foi significativamente superior a ambos. Quanto
a elasticidade, o grupo tratado com OBI mostrou-se estatisticamente indistinto do grupo
controle, enquanto que o tratado com HA sintética mostrou valores significativamente
maiores.

Adeyemo et al. (2008) ressaltaram a problematica da reabsorcdo imprevista ou
colapso estrutural de enxertos (especialmente dos autdégenos de origem endocondral),
interrogando uma possivel acao apoptdtica em tais circunstancias. Os autores avaliaram o
uso da membrana coldgena (Bio-Guide®) e do osso bovino inorganico (Bio-Oss®)
enquanto adjuvantes no reparo de lesdes inicialmente submetidas a enxertia do tipo onlay,
na mandibula de ovelhas. Apds a enxertia, trés grupos foram comparados: I) ndo houve
terapéutica adicional; IT) além do enxerto, a drea foi recoberta por membrana coldgena; III)
apds o enxerto, e previamente a colocacdo da membrana, aplicaram-se granulos de 0sso
bovino inorginico. Foram procedidas andlise histoldgica e imunohistoquimica, no intuito
de averiguar proliferacdo (ki67) e apoptose (Caspase-3) durante o reparo e incorporacio
dos enxertos mandibulares, e os resultados mostraram pronunciada reabsor¢c@o no grupo I,
perda volumétrica minima no grupo II (em 2 espécimes sem deslocamento da mesma) e
importante aumento do refor¢co 6sseo mandibular no grupo III. Os osteoblastos no interior

do enxerto expressaram moderados niveis de Ki67 ap6s 8 semanas (com marcado declinio
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posterior), e a expressdo mais forte de Caspase-3 foi observada apds 16 semanas. Os
autores concluiram que o efeito da cobertura por membrana na manutencdo do enxerto
depende da estabilidade desta durante o reparo e que o uso do 0sso inorganico aumentou
significativamente o reforco tecidual. O estdgio tardio do reparo tecidual foi associado com
inducgdo apoptdtica de osteoblastos que recobriam a superficie do tecido 6sseo neoformado.
Busenlechner et al.(2008), afirmaram que a comparacdo simultanea de substitutos
O0sseos ¢ dificultada pelo ndmero limitado de amostras que podem ser testadas
conjuntamente. Partindo do principio que, ainda que, por si s, as propriedades dos
diferentes materiais substitutos 6sseos podem afetar o processo de consolidagdo tecidual,
os autores avaliaram os efeitos do reparo 6sseo em defeitos produzidos na calvéria de
miniporcos, 0s quais foram preenchidos com hemiesferas de titdnio contendo Bio-Oss®
(osso  bovino inorgdnico), Ostim® (hidroxiapatita sintética nanoparticulada) e
Osteoinductal® (suspensdo oleosa de hidroxido de cdlcio). Apds 6 e 12 semanas, as
hemiesferas foram submetidas a andlise histolégica e morfométrica, constatando-se que,
nos dois primeiros grupos (Bio-Oss® e Ostim®) os elementos estavam quase que
completamente preenchidos por osso - o que ndo ocorreu com o Osteoinductal. Desta
forma, o modelo criado mostrou-se adequado para avaliagao de consolidacdo de enxertos e,
neste estudo, as propriedades do implante xendgeno foram similares a do alopléstico.
Carneiro et al. (2005), a fim de avaliar o papel dos enxertos xendgenos orgénicos,
conduziram experimento no qual defeitos 6sseos em ambos os fémures de coelhos foram
preenchidos por particulas de osso medular bovino desmineralizado (Gen-Ox®), nas
formas micro (0,25 — 1,0mm) e macrogranular (1,0 — 2,0mm), ou apenas por codgulo
sanguineo. Os 24 espécimens estudados foram submetidos a andlise radiogréfica e
histolégica apds o prazo de 1, 3 e 6 meses. A avaliacdo histoldgica destacou a presenga de

reacdes granulomatosas do tipo corpo estranho envolvendo as particulas implantadas e,
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radiologicamente, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(microgranular, macrogranular e controle) avaliados no mesmo periodo - tal significancia
foi expressa apenas quando da comparacdo entre periodos distintos. Os autores concluiram
nao haver influéncia do tamanho das particulas no desenvolvimento do processo
reparativo, mas chamaram atencio para a necessidade de rigido controle de qualidade na
producdo do biomaterial, a fim de que sejam removidos, efetivamente, todos os elementos
potencialmente antigénicos.

No ano anterior, Marins et al. (2004), também utilizando osso bovino organico
durante experimento na calvéria de ratos, obtiveram resultado histolgico similar quanto a
reagcdo granulomatosa. Os autores concluiram que, quando bem controlada a qualidade de
producdo do biomaterial de origem bovina, este constitui-se em Gtima alternativa para o
reparo 0sseo, devido a sua alta capacidade osteocondutora.

Limeira Jdnior (2004), avaliando o sinergismo de diferentes a¢des bioldgicas para o
incremento do reparo dsseo, investigou a aplicacdo de radiacdo laser sobre reparo de
defeitos 6sseos experimentais em fémur de ratos submetidos a enxertia de osso bovino
mineral e membrana de osso bovino descalcificada. Sete sessdes de irradiacdo foram
realizadas a cada 48 horas em quatro pontos em torno da ferida operatdria, e as pecas
Osseas foram examinadas apds 15, 21 e 30 dias do procedimento cirdrgico. Os autores
observaram que o enxerto apresentou boas propriedades osteocondutivas e a laserterapia
contribuiu para um reparo mais avancado ao longo do periodo de observagao.

Serra-Silva; Albergaria-Barbosa; Mazzonetto (2006), avaliaram clinica e
radiologicamente, em humanos, o possivel sinergismo entre matriz orginica e proteina
morfogenética do osso utilizando biomateriais de origem bovina (Gen-Ox® e Gen-Pro®,
respectivamente). Os biomateriais foram agregados na propor¢do de 5:1 e comparados ao

efeito de implante autégeno mandibular, em casos onde houve necessidade
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tomograficamente documentada de levantamento bilateral do seio maxilar. Foram
colocados implantes apds os prazos de 6 a 11 meses, comparando-se (radiografia
panordmica e avaliagdo trans-operatéria) a estabilidade inicial dos implantes e a
neoformagdo tecidual na drea enxertada. Tais critérios foram considerados mais
satisfatérios no grupo controle, embora no grupo experimental o torque para colocacio dos

implantes tenha sido maior.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar comparativamente o reparo 0sseo apds a utilizacdo de biomateriais de
origem bovina em defeitos padronizados no fémur de ratos Wistar nos periodos de 15 e 30

dias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, histolégica e morfometricamente, o processo de reparo de defeitos dsseos de

3,0 mm3 apds o uso de:

1) Biomaterial composto de matriz orginica cortical, matriz inorganica esponjosa e
colageno bovino.

2) Biomaterial composto de osso bovino inorganico.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

O presente estudo foi realizado apés submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) - V. Anexo “A”; encontra-se, ainda, em conformidade com a
Lei Federal 11.794, de 08 de outubro de 2008, que regulamenta procedimentos para o uso

cientifico de animais — V. Anexo “B”.

4.2 MODELO ANIMAL

Foram selecionados 30 ratos machos albinos (Rattus norvegicus da familia
Muridae, variedade Wistar): adultos jovens, clinicamente sadios, pesando entre 270 e
320g. Os espécimens foram obtidos no Biotério Prof. Thomas George - LTF da UFPB - e
alojados, durante o experimento, no Laboratério de Experimentacdo Animal do Centro de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba - CCS/UFPB.

4.3 TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra configurada no presente estudo foi baseado na literatura
cientifica correlata; o nimero de animais deve ser estritamente compativel com o respeito
as questdes bioéticas, bem como com a necessidade de resultados confidveis do ponto de

vista de significancia estatistica.
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4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO DA AMOSTRA

Clinicamente, uma vez apresentando deiscéncia de sutura, exposicdo do enxerto ou
indicios de processo infeccioso, o animal seria excluido e substituido. Histologicamente,
seriam excluidas as amostras nas quais houvesse perda, durante o processamento, do

material testado.

4.5 ACONDICIONAMENTO E ALIMENTACAO DOS ANIMAIS

Seu acondicionamento se deu em gaiolas plésticas superiormente fechadas por
armacdo metdlica e forradas por serragem (maravalha de pinus) autoclavada,
continuamente guarnecidas com alimento sélido peletizado com alto teor proteico
(Labina®, Purina Nutrimentos) e dgua, para consumo ad libitum (Figura 02), sendo os

animais acompanhados diariamente pela pesquisadora.

e

FIGURA 02 - Animais acondicionados em gaiolas pldsticas guarnecidas com ragao e dgua.
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Todas as gaiolas receberam marcagcdo (etiqueta adesiva) especifica contendo
identificacdo do grupo e subgrupo do animal, registrando-se ainda as datas de
cirurgia/sacrificio do mesmo. Apds a cirurgia, os animais foram acompanhados

diariamente e tiveram suas gaiolas substituidas a cada intervalo de 48 horas.

4.6 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os espécimes (n=30) foram aleatoriamente divididos em trés grupos iguais; estes,

por sua vez, arranjados em dois subgrupos, conforme quadros a seguir:

Quadro 02 — Grupo I: ENXERTO OSSEO BOVINO COMPOSTO GEN-MIX®

SUBGRUPO DESCRICAO POPULACAO (N)
GM-15 ENXERTO BOVINO COMPOSTO 05
(I-15) (sacrificio apés 15 dias)
GM-30 ENXERTO BOVINO COMPOSTO 05
(I-30) (sacrificio ap6s 30 dias)

Quadro 03 — Grupo II: ENXERTO OSSEO DESPROTEINIZADO GEN-OX®

SUBGRUPO DESCRICAO POPULACAO (N)
GX-15 ENXERTO OSSEO INORGANICO 05
(II-15) (sacrificio apés 15 dias)
GX-30 ENXERTO OSSEO INORGANICO 05
(11-30) (sacrificio apds 30 dias)
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Quadro 04 — Grupo III: CONTROLE

SUBGRUPO DESCRICAO POPULACAO (N)
CONTROLE: reparo fisioldgico
C-15 05
(I1-15) (sacrificio apés 15 dias)

C-30 CONTROLE: reparo fisioldgico

05
(I11-30) (sacrificio apés 30 dias)

4.7 EQUIPAMENTOS

Para a confeccdo das lojas dsseas, foi utilizado um motor cirdrgico modelo
DRYLLER 350 BML, com refrigeracdo interna e externa, reducdo de velocidade de 1/16 e

contra-angulo redutor de velocidade (NSK/Japdo — Figura 03);

FIGURA 03 — Motor modelo DRYLLER 350 BML.
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Também com esta finalidade, foi utilizado kit de brocas PPMM® (Figura 04);

FIGURA 04 — Sistema de brocas PPMM®

Para a digitalizacdo das imagens foi utilizado o sistema fotografico Motic® (Figuras
05 e 06), composto de microscopio BA 300 e camera acoplada (Moticam 2500 — tamanho
do pixel: 1,425um), conjuntamente ao software Motic Images™ plus 2,0. As
fotomicrografias (resolugcdo de 2592 x 1944 pixels) foram armazenadas no formato fiff, o

qual ndo permite modificacdo estrutural da imagem apds sua captacio.

N Mgt

FIGURA 05 - Sistema de Captura de Imagens (microscépio MOTIC®, BA 300).



57

FIGURA 06 — Software Motic Images™ Plus 2,0 (capta¢do da imagem de
corte histolégico de fémur corado por Picrosirius red — subgrupo C-15).

4.8 INSTRUMENTAL CIRURGICO

Durante as cirurgias foram utilizados instrumentos de rotina agrupados em
conjuntos individuais (kits cirdrgicos) compostos por: 01 cabo de bisturi, 01 porta-agulhas,
01 pinca de dissec¢do, 01 tesoura de Metzembaum e 02 espatulas n° 07. Para a confecgdo
do defeito 6sseo foi utilizado o sistema de brocas PPMM®, sob refrigeracdo interna e

externa.
4.9 MATERIAL DE CONSUMO

Para a viabilizacdo dos procedimentos cirdrgicos e sacrificiais dos espécimes, bem

como manuten¢do das condi¢cdes de assepsia e antissepsia, requereu-se o uso de luvas
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cirdrgicas e de procedimentos, compressas de gaze, soro fisioldgico, dlcool etilico a 70%
e Povidine® degermante (10%), seringas descartiveis de 1ml e 10 ml, agulhas
hipodérmicas, substincias para a a¢do anestésica - Dorcipec® e Vetanarcol® -, 1aminas de
bisturi n° 15, fios de sutura 3-0 (catgut cromado e seda), madscaras e gorros descartdveis,

campos cirdrgicos e campos fenestrados.

4.10 ESPACO FiSICO

A manipulagdo dos animais — cirurgias, manutencéo e sacrificios — foi realizada no
Laboratério de Experimentacdo Animal do CCS/UFPB; o material biolégico obtido foi
histologicamente processado no Laboratério de Histotecnologia do Mestrado em Patologia
do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal de Pernambuco ( CCS/UFPE); os
procedimentos de anélise e captura digital de imagens foram executados no Laboratério de

Microscopia e Imagem Biolégica do CCS/UFPB.

4.11 PROCEDIMENTO CIRURGICO

A fim de garantirem-se os principios de assepsia e antissepsia, todo o instrumental
contido nos Kkits foi previamente limpo e desinfectado com o uso de solucdo de
glutaraldeido, além de posteriormente esterilizado por autoclavagem em ambito hospitalar
(HU/UFPB). Durante as cirurgias, foram utilizados equipamentos de protecdo individual

(6culos, gorros, luvas e méiscaras descartaveis).

A acido anestésica foi realizada pela administra¢do intra-muscular (coxa do animal)

e conjunta de cloridrato de xilazina a 2% (Dorcipec®, Vallée S.A., Montes Claros/MG,
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dose de 4-8 mg/Kg) e cloridrato de ketamina a 5% (Vetanarcol®, Laboratdrios Konig do
Brasil, Sdo Paulo/SP, dose de 60-90mg/Kg), o que promoveu periodo anestésico de
aproximadamente duas horas. Como sitio da intervencdo ciruirgica, elegeu-se o terco
superior do fémur esquerdo, executando-se tricotomia por arrancamento de pélos na
respectiva regido coxo-femoral. Na sequéncia, procedeu-se a antissepsia com aplicacio
local e adjacente de Polivinilpirrolidona-iodo a 10% (Povidine degermante®, Ceras

Johnson) e a zona cirtrgica foi isolada com campos fenestrados previamente preparados

para esta finalidade (Figura 07).

FIGURA 07 - Procedimentos pré-cirirgicos: (a) animal anestesiado e tricotomizado, ladeado por
instrumental; (b) campo cirtrgico fenestrado e aplicado sobre o sitio operatério apds assepsia.

Posicionando-se o animal em decubito lateral direito, o acesso cirtirgico ao fémur
teve inicio por meio de uma incisdo interessando aos planos cutineo e subcutineo,
paralelamente ao maior eixo do osso e medindo aproximadamente 2,5 cm. Para tanto,
utilizou-se cabo de bisturi do tipo Bard-Parker, montado com ldmina n°® 15. Uma vez
exposta a musculatura da drea, a fascia foi seccionada no mesmo sentido da incisdo

cutinea; em seguida, as fibras teciduais foram divulsionadas com o auxilio de uma pinga
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de dissec¢do e uma tesoura de metzembaum curva, até a visualiza¢do da superficie dssea

(Figura 08).

FIGURA 08 - Exposicdo do plano 6sseo apds incisdes cutinea e fascial, paralelas
ao maior eixo do osso, seguida de difusdo das fibras musculares.

O peridsteo foi incisado em sentido longitudinal e descolado com o auxilio da
extremidade menor de uma espatula n° 07; com a extremidade maior de duas outras
espatulas idénticas, foram delicadamente afastados os tecidos adjacentes. A perfuracdo do
terco superior do fémur, para a confeccdo do defeito dsseo, foi realizada sob refrigeracio
interna e externa constante (irrigacdo com solug@o fisioldgica estéril de cloreto de sodio a

0,9%), utilizando-se motor cirdrgico para implantes.

Etapas do procedimento: a) perfuracio inicial do osso com o auxilio de uma broca
de Titanio ponta-de-lanca, montada em contra-dngulo e em angulo reto com a cortical

Ossea envolvida; b) alargamento e aprofundamento da loja dssea utilizando-se broca



61

cilindrica com 3,0 mm de didmetro e extremidade curva, de forma que o didmetro do
defeito correspondeu ao didmetro da prépria broca. Ainda nesta etapa, por meio de sonda
milimetrada integrante do sistema de brocas, garantiu-se que a profundidade da cavidade
alcancasse também 3,0 mm. Os defeitos foram, portanto, padronizados na medida de 3,0

mm?3 (Figura 09).

FIGURA 09 - Defeito 6sseo de 3,0 mm? no fémur esquerdo.

Concluida a perfuracdo 6ssea, cada animal foi conduzido de acordo com o grupo

experimental pertencente:

a) Nos espécimes dos grupos submetidos a enxertia, o reposicionamento e fixacao
teciduais foram precedidos pelo preenchimento dos defeitos 6sseos por granulos
de biomaterial (Figura 10), previamente homogeneizados com solucdo

fisioldgica estéril de cloreto de sédio a 0,9%.
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FIGURA 10 - Defeito ésseo preenchido por granulos de biomaterial bovino.

b) Nos espécimes do grupo controle, o periésteo e demais tecidos foram
imediatamente recolocados as posicdes de origem e fixados por meio de sutura
em pontos separados e realizada por planos: nos mais internos (misculo e
fascia), sutura com fio reabsorvivel catgut cromado 3-0; na pele, sutura com fio

seda 3-0 (Figura 11).

FIGURA 11 - Fechamento do defeito: (a) tecidos moles reposicionados e sutura interrompida
imples (catgut cromado); (b) sutura cutinea interrompida simples (seda 3-0).
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4.12 BIOMATERIAIS SUBSTITUTOS OSSEOS

Os biomateriais substitutos 6sseos de origem bovina, na forma composta e

inorgénica, apresentaram as seguintes caracteristicas:

A) Gen-Mix® (Genius-Baumer S.A., Mogi Mirim/SP)

Material composto, microgranular (0,25-1,0mm), liofilizado, contendo osso bovino

desproteinizado e osso bovino desmineralizado, constituido por:

a) Matriz orgénica de osso bovino cortical (0,5 cc)

b) Matriz inorganica de osso bovino esponjoso (0,5 cc)

c) Coldgeno bovino aglutinante (0,5 cc)

B) Gen-Ox Inorg® (Genius-Baumer S.A., Mogi Mirim/SP)

a) Material microgranular (0,5 — 1,0 mm) contendo osso desproteinizado e

acelular, composto por matriz inorganica de osso bovino esponjoso (0,5 cc).

4.13 SACRIFICIO E OBTENCAO DA AMOSTRA TECIDUAL

Os animais foram sacrificados de acordo com o periodo de acompanhamento pds-
cirdrgico pré-estipulado (15 e 30 dias), por meio da administracdo intra-peritoneal de dose

letal (2 a 3 ml) de Hidrato de Cloral a 10%. Constatada sua morte, foram seccionados os
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planos superficiais e profundos da regido previamente operada, cuja incisdo teve orientacio
correspondente a da cicatriz existente na pele.

Ap6s o alcance do plano dsseo e localizacdo do defeito, o fémur foi
cuidadosamente desarticulado e removido (Figura 12). Cada espécime foi acondicionado
em recipiente pldstico externamente identificado com etiqueta adesiva e contendo solugdo
formdlica tamponada (pH 7) a 10% (formalina). Desta forma, foram encaminhados ao

Laboratério de Histotecnologia do Mestrado em Patologia da UFPE.

FIGURA 12 — Fémur removido apds sacrificio: (a) cavidade preenchida por codgulo;
(b) cavidade preenchida por enxerto de origem bovina.

4.14 PROCEDIMENTO LABORATORIAL

As amostras foram processadas no Laboratério de Histotecnologia do Mestrado em
Patologia da UFPE. Apés a fixacdo do tecido durante quatro dias em solucdo formdlica
tamponada (paraformaldeido a 10%), a temperatura ambiente, os ossos foram
descalcificados em solucdo de acido nitrico a 5%, por um periodo de aproximadamente 04

horas. Constatada a flexibilidade tecidual apropriada para clivagem macroscdpica, estes
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foram lavados em dgua corrente durante 02 horas e, em seguida, foram imersos em solugcao
de sulfato de s6dio a 4%, durante 15 minutos, conforme protocolo do Servigo, para efeito

neutralizador. Na sequéncia, permaneceram por 24 horas em dlcool a 70%.

ru o

(a) (b)

FIGURA 13 - (a) e (b): fémur descalcificado e submetido a clivagem inicial (observar defeito).

Apo6s clivagem inicial (figura 13), o defeito foi isolado através de sec¢do nas
proximidades de suas extremidades superior e inferior; os fragmentos resultantes foram
imersos, sequencialmente, em dlcool absoluto e xilol durante periodos de 90 minutos em
cada fase, conforme protocolo do Servigo; promoveu-se, assim, respectivamente, a
desidratacdo e diafanizagdo teciduais, apds o que as amostras foram embebidas durante 30
minutos em parafina liquefeita, no interior de estufa regulada a temperatura de 60°C.

Completado o processamento, as amostras foram incluidas em moldes que,
preenchidos por parafina, originaram blocos contendo a estrutura corretamente posicionada
(Figura 14) para os cortes micrométricos seriados, com espessura de Sum. Foram
confeccionadas e numeradas, por ordem de seccdo, 10 1aminas por espécime, tendo sido as
mesmas alternadamente coradas pelas técnicas de Hematoxilina de Harris / Eosina
Alcéolica (HE) e Picrosirius red. A primeira, corando em matizes de réseo e lilds o

material estudado (de acordo, respectivamente com o ph bésico ou dcido de seus
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elementos), destinou-se a avaliagdo qualitativa das células e eventos envolvidos no reparo
0sseo; a segunda, provendo expressdo tintorial distinta para o tecido coldgeno, gera um
maior contraste cromatico entre este € os demais, incluindo o material utilizado na
enxertia. Foi, portanto, mais adequada a segmentacao digital de imagens utilizada durante

o estudo morfométrico.

4.15 ANALISE HISTOLOGICA

A Anidlise histolégica foi realizada no Laboratério de Microscopia e Imagem
Biologica — LAMIB — do CCS/UFPB. Como parimetros histolégicos, foram utilizados
(critérios adaptados de CARDOSO, 2008): a) reacdo do tipo corpo estranho (RCE) b)
infiltrado inflamatério (INF); ¢) vascularizagdo (VAS); d) presenca de tecido conjuntivo
denso/fibroso (TCF); e) atividade osteoblastica (AOS); f) neoformacio dssea (NEO).

Para avaliacdo do item “a”, adotou-se a caracterizagdo ‘“‘ausente” ou “presente”.
Para os itens “b”, “c”, “d” e “e”, utilizou-se a seguinte graduagdo (considerando-se visdo

panoramica do campo histoldgico):

e Jnexistente ou incipiente (0): fenOmeno ausente (exceto vascularizacio e
neoformacdo ¢ssea) ou minimamente presente;

e [eve (1): fendmeno presente em focos esparsos (até 4);

® Moderado (2): fendbmeno em maior nimero de dreas, porém sem distribuir-se por
todo o campo microscopico;

e [ntenso (3): critério visualizado em iniimeras dreas do campo microscopico.
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Para a neoformacdo dssea, utilizou-se o seguinte critério de classificacdo:

e Leve (1): neoformacdo 6ssea nas bordas do defeito e dreas restritas de seu interior,
ou em toda a extensdo entre as bordas, com até 1/3 de sua espessura;

® Moderada (2): neoformacdo dssea a partir da borda do defeito e em seu interior, em
cardter mais abundante (porém sem preenché-lo), ou em toda a extensdo entre as
bordas, até a metade de sua espessura.

e Intensa (3): preenchimento do defeito a) em todo o seu interior e toda extensdao
entre as bordas, com até metade de sua espessura; b) em toda a extensdo entre as
bordas, com espessura entre a metade e 2/3 das mesmas;

e Completa (4): preenchimento das bordas do defeito por osso neoformado, tanto em

extensao quanto em espessura.

4.16 CAPTACAO DE IMAGENS

Ap6s a coloracdo pela técnica do Picrosirius Red, as imagens microscopicas foram
captadas através do sistema Optico Motic Images®, sendo armazenadas em arquivos
digitais no formato Tiff e submetidas a delimitacdo da zona de defeito (cortical e medular —

Figura 14), utilizando-se o software photoshop® for Windows.

4.17 ANALISE MORFOMETRICA

A quantificag@o da drea de matriz 6ssea neoformada foi realizada no Departamento

de Informética da UFPB Para tanto, utilizou-se técnica de segmentacdo de imagens
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(QUEIROGA et al. 2008; CARDOSO, 2008), a partir da qual mensurou-se a referida drea

em mm?2.

FIGURA 14 - Campo de fotomicrografia selecionado apés captura da imagem (fig 06), a
ser submetido a segmentacido por classes e posterior analise morfométrica. Grupo controle
aos 15 dias (C-15). Picrosirius red, aumento de 40X.

Etapas da Segmentagdo de Imagens

1) Conversao da imagem do sistema RGB (red, green and blue) para o sistema L*a*b
(light, *a and *b bands);

2) Segmentacdo utilizando o algoritmo k-médias, com 7 clusters (classes), a partir das
bandas “a” e “b” do sistema L*a*b. Este sistema contém um espaco de cores muito
maior do que o RGB, sendo mais préximo de como a fisiologia humana percebe as

cores. O processo divide-se em:
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A) Primeira segmentagdo com 3 clusters (a partir da classe da anterior, relativa a
zona de neoformacdo Ossea); em seguida, a imagem € binarizada: forma de

segmentacdo em duas classes, a partir de imagem em tons de cinza (Figura 15);

FIGURA 15 - Classe 1, resultante da segmentacdo da figura 14: (a) cores originais em RGB;
(b) imagem ap6s a binarizagdo.

B) Nova segmentacgdo em trés clusters (Figura 16) e binarizagao.

FIGURA 16 — Classes 2 e 3 (“a” e “b”, respectivamente), resultante da ressegmentacio da figura 14.

C) Contagem de pixels com valor “1” (brancos) da imagem bindria para mensurar

a drea, em pixels (Figura 17).
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D) Célculo da drea em mm?, a partir dos dados obtidos, a partir de escala
referencial (calibragdo geométrica utilizando imagem de reticula graduada —

10:100um — capturada durante sessao de fotos).

FIGURA 17 - Imagem final para contagem de pixels e cdlculo da drea em mm?2.

4.18 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados coletados foram registrados na forma de banco de dados do programa
de informética R for Windows, versdo 2.8.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).

Para cada parametro estabelecido foram realizadas nove comparacdes: a) em grupos
de 15 dias — GM-15/GX-15; GM-15/C-15; GX-15/C-15; b) grupos de 30 dias — GM-
30/GX-30; GM-30/C-30; GX-30/C-30; c) avalia¢des intra-grupos — GM-15/GM-30; GX-

15/GX-30; C-15/C-30.
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Foram utilizados métodos diferenciados para os dois tipos de estudo, considerando-

se estatisticamente diferentes os grupos com valor de p < 0,05.

A) Analise Histoldgica: para os procedimentos descritivos foram calculadas a
freqliéncia e percentagem; para os de inferéncia estatistica, devido a
independéncia entre as amostras e tamanho das mesmas, foi aplicado o Teste

Exato de Fisher — %2 exato (SIEGEL, 1975).

B) Analise Morfométrica: para os procedimentos descritivos, foram apresentadas
as medidas de tendéncia central (Média, Mediana) e de variabilidade (Desvio
Padrao, Amplitude). Os procedimentos de inferéncia estatistica, em virtude do
baixo efetivo amostral e assimetria (apontando para uma nao distribui¢io
normal dos dados), foram feitos com base em estatistica ndo-paramétrica, por
meio de testes de hipéteses para amostras independentes (Teste U de Mann-

Whitney).



RESULTADOS
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S RESULTADOS

Um dos animais morreu durante o procedimento cirirgico; um segundo morreu em
meio ao periodo observacional (16° dia de pds-operatério), com sinais de infec¢c@o no sitio

operatdrio. Ambos foram substituidos.

5.1 ASPECTOS GERALIS - GRUPO I: ENXERTO COMPOSTO

GM-15: cavidade 6ssea contendo tecido medular e moderada quantidade de
trabéculas de osso neoformado e vascularizado, que ora partem das bordas do defeito, ora
circundam particulas do biomaterial. Discreta quantidade de tecido conjuntivo denso

eventualmente permeado por infiltrado inflamatério (Figura 18).

FIGURA 18 - Fotomicrografia do grupo I aos 15 dias (subgrupo GM-15). Observar tecido désseo
neoformado partindo das bordas do defeito (seta) e preenchendo areas restritas da cavidade. Picrosirius
red, aumento de 40X.
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GM-30: aumento na espessura do trabeculado 6sseo e zonas de invasdo osteobldstica

nas particulas enxertadas (Figuras 19 e 20).

FIGURA 19 - Fotomicrografia do grupo I aos 30 dias (subgrupo GM-30). Trabéculas dsseas bem
formadas e Vascularizada§, tecido conjuntivo fibroso superficial e inter-trabecular, sede de exsudato
hemadtico e mononuclear. Areas (a) e (b) ampliadas na Figura 20. HE, aumento de 40X.

(b)

FIGURA 20 - Detalhes da Figura 19: (a) zona de neoformagdo éssea, com trabécula vascularizada (seta);
tecido conjuntivo denso (permeado por exsudato hematico e mononuclear) em superficie e entre particulas de
enxerto composto. HE, aumento de 100X; (b) invasdo osteobldstica em particula enxertada, com

neoformacao 6steo-vascular (seta). HE, aumento de 400X.
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5.2 ASPECTOS GERAIS - GRUPO II: ENXERTO INORGANICO

GX-15: presenga de mudltiplas traves Osseas que partem das bordas do defeito e
estendem-se pela cavidade 6ssea, circundando particulas do biomaterial e ocupando
espacos entre as mesmas. Had eventuais areas preenchidas por tecido conjuntivo denso e
coalescéncia trabecular - vide extensa, porém delgada 4rea de neoformagdo Gssea que se

inicia 2 margem esquerda e atravessa a regido, interrompendo-se nas proximidades da

margem direita (Figura 21).

A a -—-A'IA. |
FIGURA 21 - Fotomicrografia do grupo II aos 15 dias (subgrupo GX-15). Trabéculas dsseas

delicadas e coalescentes, estendendo-se por zonas superficial e cavitdria (osso neoformado
circundando o biomaterial). Picrosirius red, aumento de 40X.

GX-30: percebeu-se o fechamento do defeito, ainda que com espessura inferior a de
suas bordas. Nesta amostra, pode-se observar a presenca de biomaterial ndo reabsorvido no

interior da cortical neoformada (Figura 22).
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FIGURA 22 - Fotomicrografia do grupo II aos 30 dias (subgrupo GX-30). Observar o fechamento do
defeito e remanescentes de enxerto na porcdo superior do campo (seta). Escassez de tecido
neoformado na por¢do central. Picrosirius red, aumento de 40X.

5.3 ASPECTOS GERALIS - GRUPO III: CONTROLE

C-15: os espécimes revelaram presenca de osso neoformado associado a tecido
conjuntivo fibroso em graduagdo leve ou moderada. Na maioria dos casos hd discreto
infiltrado inflamatério de permeio (Figura 23).

C-30: reabsor¢ao do tecido 6sseo presente no interior da cavidade, restando
elementos trabeculares concentrados na por¢do superior da regido. O espago entre as
bordas foi delgadamente preenchido, se comparada sua espessura a presente nas bordas do

defeito (Figura 24).
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FIGURA 23 - Fotomicrografia do grupo III aos 15 dias (subgrupo C-15). Trabéculas sseas
ocupam parte das bordas e do fundo da cavidade, com tecido conjuntivo denso na regido
central (seta). HE, aumento de 40X.

FIGURA 24 - Fotomicrografia do grupo Il aos 30 dias (subgrupo C-30). Neoformacdo Ossea
concentrada na porg¢ao superficial da cavidade, com ponte tecidual entre as bordas (espessura menor que
a metade da observada nas margens - seta). Picrosirius red, aumento de 40X.
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5.4 - ANALISE HISTOLOGICA

Nenhum dos espécimes, de quaisquer dos subgrupos, apresentou reagao
inflamatéria do tipo corpo estranho (RCE), sendo observadas apenas células eventuais
gigantes de cardter inflamatdério. Os demais parametros (Figura 26) revelaram variagcdes

em sua estimativa (Tabelas 01 e 02).

FIGURA 25 - Parametros de avaliag@o histoldgica: (a) infiltrado inflamatério; (b) vascularizacéo; (c)
tecido conjuntivo fibroso; (d) atividade osteobldstica; (e) neoformagao 6ssea. HE, aumento de 100X.
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Tabela 01 — Pardmetros histolégicos em subgrupos com sacrificio aos 15 dias.

GRUPO - Animal PARAMETRO HISTOLOGICO

(15 DIAS) RCE INF VAS TCF AOS NEO

1 Ausente 1 2 1 2 2

ENXERTO I Ausente 1 2 2 3 1

COMPOSTO 1] Ausente 2 3 2 3 2

(GM-15) v Ausente 1 3 2 2 1

\'/ Ausente 1 2 2 3 2

1 Ausente 1 2 1 2 1

ENXERTO I Ausente 2 2 1 2 1

INORGANICO | m Ausente 1 2 1 3 1

(GX-15) v Ausente 1 3 1 3 2

\'") Ausente 1 2 1 2 1

1 Ausente 1 3 2 3 2

CONTROLE I} Ausente 2 2 1 3 1

n Ausente 1 3 1 2 1

(C-15) v Ausente 1 2 2 2 1

\' Ausente 1 2 1 2 1

Tabela 02 - Pardmetros histoldgicos em subgrupos com sacrificio aos 30 dias.

GRUPO - Animal PARAMETRO HISTOLOGICO

(30 DIAS) RCE INF VAS TCF AOS NEO

I Ausente 0 3 0 2 2

ENXERTO I Ausente 1 3 2 3 2

COMPOSTO m Ausente 0 3 0 3 2

(GM-30) v Ausente 0 2 1 3 2

v Ausente 1 3 1 3 2

| Ausente 0 3 0 2 2

ENXERTO 1} Ausente 0 3 0 3 2

INORGANICO | m Ausente 1 2 1 2 2

(GX-30) v Ausente 0 3 0 3 3

\") Ausente 0 3 0 2 3

| Ausente 0 2 0 2 1

CONTROLE 1} Ausente 0 3 0 2 2

n Ausente 0 3 0 2 1

(C-30) v Ausente 0 2 1 2 1

Vv Ausente 0 2 0 2 2

Tabela 03 — Valores de p para comparagdes inter-grupos e intra-grupos (15/ 30 dias).

Pardmetro COMPARACOES INTER-GRUPOS COMPARACOES
Histolégico 15 DIAS 30 DIAS INTRA-GRUPOS
VALl 1/l n/m 1/1 1/ n/m I/l n/n m/m

INF 1,000 1,000 1,000 1,000 0,444 1,000 0,166 0,079 0,007
VAS 1,000 1,000 1,000 1,000 0,523 0,523 0,523 0,206 1,000
TCF 0,047 0,523 0,444 0,523 0,523 1,000 0,285 0,047 0,079
AOS 1,000 1,000 1,000 0,523 0,047 0,444 1,000 1,000 0,444
NEO 0,523 0,523 1,000 0,444 0,166 0,166 0,444 0,079 1,000

*Valores em negrito: significincia estatistica (p<0,05).
** Tabelas 01, 02 e 03: RCE (reacio tipo corpo estranho); INF (infiltrado inflamatdrio); VAS (vascularizacdo);
TCF (tecido conjuntivo fibroso); AOS (atividade osteobldstica); NEO (neoformacdo dssea).

p-Valor
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5.4.1 Infiltrado Inflamatorio (Figuras 26 e 27)

a) 15 dias: a maioria das amostras revelou leve permeacdo tecidual de exsudato
inflamatério mononuclear na drea operada (padrdo mais presente nos trés subgrupos).
Apenas trés espécimes (1 em cada grupo) exibiram infiltrado de grau moderado, com

eventuais focos de adensamento celular, no tecido conjuntivo de entremeio.

b) 30 dias: trés amostras sediaram infiltrado inflamatério discreto (2 do grupo I e 1

do grupo II). Nos demais, este evento foi inexistente ou incipiente (padrdo mais presente

em todos os subgrupos).

Em nenhuma das fases observou-se infiltrado inflamatério de padrao intenso.

Infiltrado Inflamatodrio

5.
s 4
<§ 34 O Ausente
?',' 5. M Leve
= N O Moderado
0.

GM15 GM30 GX15 GX30 C15 C30

Grupos

FIGURA 26 - Freqiiéncia e graduacio do infiltrado inflamatdrio tecidual aos 15 e 30 dias.
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FIGURA 27 - Infiltrado inflamatério: exsudacdo mononuclear em meio a tecido
conjuntivo denso que permeia drea entre particulas de enxerto (seta). HE. Aumento de
400X.

¢) Tratamento estatistico: encontrou-se diferenca estatistica nas comparagoes
entre os subgrupos C-15/C-30, demonstrando-se que, enquanto nas amostras de 15 dias o
padrdo infiltrado inflamatério foi predominantemente leve, nos espécimes de 30 dias

predominou o grau inexistente/incipiente.

Tabela 04 - Valores descritivos do infiltrado inflamatério aos 15 e 30 dias.

Infiltrado Inflamatorio

S ubgr upo Ausente Leve Moderado Intenso Total
n % n % n % n % n %0
GM15 0 - 4 13,3 1 3,3 0 - 5 16,7
GX15 0 - 3 10,0 2 6,7 0 - 5 16,7
C15 0 - 4 13,3 1 33 0 - 5 16,7
GM30 3 10,0 2 6,7 0 - 0 - 5 16,7
GX30 4 13,3 1 3,3 0 - 0 - 5 16,7
C30 5 16,7 0 - 0 - 0 - 5 16,7
Total 12 40,0 14 46,7 4 13,3 0 - 30 100

* Aplicacdo de Teste Exato de Fisher.
** Diferenca estatistica entre C-15/C-30 ( p=0,0079).



82

5.4.2 Vascularizacdo (Figuras 28 e 29)
a) 15 dias: o padrdo moderado mostrou-se o mais presente em todos os grupos.
Cinco espécimes revelaram-se vascularizagdo intensa (2 no grupo I; 1 no grupo II; 2 no

grupo III).

b) 30 dias: o padrdo intenso foi o mais presente nos grupos I e II (4 amostras em

cada). No grupo III houve maior presenca de amostras com grau moderado (3 espécimes).

Nao foram observadas amostras de graduacdo leve neste parametro.

Vascularizagao

B Moderada
4 O Intensa

Frequéncia

prirali i i w4

GM15 GM30 GX15 GX30 Ci15 C30

Grupos

FIGURA 28 - Freqiiéncia e graduacdo da vascularizagdo tecidual aos 15 e 30 dias.
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FIGURA 29 - Vascularizacdo do osso neoformado: diferenciar de trabéculas que

circundam medula 6ssea. HE, aumento de 100X.

83

¢) Tratamento Estatistico: ndo houve diferenca significativa em nenhuma das

comparagdes realizadas.

Tabela 05 - Valores descritivos da vascularizacao aos 15 e 30 dias.

Vascularizacdo
Subgrupo Leve Moderada Intensa Total

n % n % n % n %

GM15 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
GX15 0 - 4 13,3 1 33 5 16,7
C15 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
GM30 0 - 1 33 4 13,3 5 16,7
GX30 0 - 1 3,3 4 13,3 5 16,7
C30 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
Total 0 - 15 50,0 15 50,0 30 100

* Aplicagdo de Teste Exato de Fisher .
** Ndo houve diferenca estatistica nas comparagdes realizadas.
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5.4.3 Tecido Conjuntivo Fibroso (Figuras 30 e 31)

a) 15 dias: o padrao moderado foi mais presente no grupo I (4 amostras). Em todos
os animais do grupo II observou-se grau leve de formacao de TCF, assim como em trés
animais do grupo III.

b) 30 dias: o padrdo inexistente/incipiente foi mais presente nos grupos II e III (4
animais em cada). Nesta fase, o grupo I apresentou uma amostra de grau moderado e ndo

houve padrdo dominante (2 amostras de grau leve, 2 de grau inexistente/incipiente).

Em nenhum dos casos a formacgao de TCF foi considerada intensa.

Tecido Conjuntivo Fibroso

2 O Ausente

[=

% B Leve

o 0 Moderado
[F' 9

GM15 GM30 GX15 GX30 C15 C30

Grupos

FIGURA 30 - Freqiiéncia e graduacdo da presenca de TCF aos 15 e 30 dias.



FIGURA 31 - Tecido conjuntivo fibroso: centro do campo, em meio as
trabéculas Osseas (seta). A esquerda e acima, osteoblastos intensamente
ativados, com aumento volumétrico e marcada basofilia citoplasmatica. HE,
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¢) Tratamento estatistico: aos 15 dias, houve diferenca estatistica entre os

subgrupos I e II (GM-15/GX-15). O grau moderado predominou no primeiro e, no

segundo, predominou o padrio leve. Nas comparagdes intra-grupos, o subgrupo II (GX-

15/GX-30) também revelou-se estatisticamente diferente: aos 15 dias houve predominio do

grau leve e, aos 30, do padrao inexistente/incipiente.

Tabela 06 — Valores descritivos de tecido conjuntivo fibroso aos 15 e 30 dias.

Tecido Conjuntivo Fibroso

S ubgrupo Ausente Leve Moderado Intenso Total

% n % N % n % n %

GM15 0 - 1 3,3 4 13,3 0 - 5 16,7
GX15 0 - 5 16,7 0 - 0 - 5 16,7
C15 0 - 3 10,0 2 6,7 0 - 5 16,7
GM30 2 6,7 2 6,7 1 3,3 0 - 5 16,7
GX30 4 13,3 1 33 0 - 0 - 5 16,7
C30 4 13,3 1 33 0 - 0 - 5 16,7
Total 10 333 13 43,3 7 23,3 0 - 30 100

*Aplicacdo de Teste Exato de Fisher.
** Diferenca estatistica entre GM-15/GX-15 (p= 0,0476), GX-15/GX-30 (p=0,0476).
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5.4.4 Atividade Osteobldstica (Figuras 31, 32 e 33)
a) 15 dias: seis espécimes demonstraram padrdo intenso, que foi 0 mais presente no
grupo I (3 amostras) e revelou-se em 2 amostras de cada grupo restante. Nos demais

grupos houve maior freqiiéncia de padrao moderado.

b) 30 dias: o padrao intenso foi o mais presente no grupo I (4 amostras), enquanto

o grau moderado foi o mais presente no grupo Il e o tinico encontrado no grupo III.

A graduacio leve ndo foi atribuida a nenhuma das amostras.

Atividade Osteoblastica

B Moderada
[ Intensa

Frequéncia

GM15 GM30 GX15 GX30 Ci15 C30

Grupos

FIGURA 32 - Freqiiéncia e graduacdo da atividade osteobldstica aos 15 e 30 dias.
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FIGURA 33 - Atividade osteoblastica: particula de enxerto circundada por tecido Gsseo
neoformado. Basofilia do citoplasma osteobléstico (seta). HE, aumento de 400X.

¢) Tratamento estatistico: quando comparados os subgrupos GM-30/C-30,
constatou-se haver diferenca entre os mesmos. Enquanto o grau intenso foi mais presente
no primeiro, houve predominio do padrio moderado no segundo. Nas demais

comparagdes, ndo foram encontradas associacdes relevantes.

Tabela 07 - Valores descritivos da atividade osteoblastica aos 15 e 30 dias.

Atividade Osteobldstica

Subgrupo Leve Moderada Intensa Total
n % n % n % n %
GM15 0 - 2 6,7 3 10,0 5 16,7
GX15 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
C15 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
GM30 0 - 1 3,3 4 13,3 5 16,7
GX30 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
C30 0 - 5 16,7 0 - 5 16,7
Total 0 - 17 66,7 13 43,3 30 100

* Aplicagdo de Teste Exato de Fisher.
** Diferenga estatistica entre os subgrupos GM-30/C-30 (p=0,0476).
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5.4.5 Neoformacao Ossea (Figuras 34 e 35)

a) 15 dias: cinco espécimes revelaram neoformagdo 6ssea de padrdo moderado (3 no
grupo I; 1 em cada um dos demais grupos); todos os demais expressaram grau leve. No
grupo [ houve, portanto, maior presenga do padrdo moderado; nos demais o padrao leve foi

o mais freqiiente.

b) 30 dias: nenhum dos animais obteve indice completo de reparo do defeito,
percebendo-se neoformacéo 6ssea de grau intenso em apenas dois animais do grupo II. Em
todos os animais do grupo I, e de forma mais presente no grupo II, este pardmetro foi

moderado. No grupo III houve maior presenca da graduacio leve.

NEOFORMACAO OSSEA

OLleve
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Grunos
FIGURA 34 - Freqiiéncia e graduacdo da neoformacio éssea aos 15 e 30 dias.
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(@) (b)

FIGURA 35 — Neoformacao dssea: (a) tecido 6sseo em torno e no interior de particula enxertada
(seta). Picrosirius red, aumento de 400x. (b) tecido 6sseo neoformado a partir da borda do defeito
(seta), contrastando com tecido fibroconjuntivo e particulas de biomaterial. Picrosirius red, aumento
de 100X.

¢) Tratamento estatistico: este pardmetro nao revelou diferenga estatistica quando

das comparacdes entre subgrupos ou nas avaliagcdes intra-grupos.

Tabela 08 - valores descritivos de neoformacéo 6ssea aos 15 e 30 dias.

Neoformacgdo ossea

Subgrupo Leve Moderada Intensa Total
n % n %o n % n %
GM15 2 6,7 3 10,0 0 - 5 16,7
GX15 4 13,3 1 33 0 - 5 16,7
C15 4 13,3 1 3,3 0 - 5 16,7
GM30 0 - 5 16,7 0 - 5 16,7
GX30 0 - 3 10,0 2 6,7 5 16,7
C30 3 10,0 2 6,7 0 - 5 16,7
Total 13 43,3 15 50,0 2 6,7 30 100

* Aplicagdo do Teste Exato de Fisher.
** Nao houve diferenga estatistica entre os subgrupos.
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5.5 ANALISE MORFOMETRICA

A contagem de pixels relativa a drea 6ssea neoformada, ja convertida a medida em
mm?, revelou valores variantes entre 0,10881 e 1,543308. O menor valor aferido pertenceu
ao grupo Controle, aos 15 dias (C-15); o maior deles foi observado no grupo Gen-Mix, aos

30 dias (GM-30), conforme destaques em negrito na Tabela 09 (Figura 36) .

Tabela 09 — Estatisticas descritivas: valores absolutos de area de osso neoformado (mm?2)
aos 15 e 30 dias.

AREA (mmz )

ANIMAL GRUPO I GRUPO II GRUPO III
GM-15 GM-30 GX-15 GX30  C-15 C-30
| 1,1633 0,4293 0,4397 0,8000 0,4928 0,3435
1] 0,4544 1,5433*%* 0,3991 0,2948 0,2876 1,0558
11} 1,1550 0,9804 0,8146 0,2055 0,2977 0,5400
[\ 0,8534 1,5404 0,7659 0,6394 0,3855 0,1387
\Y 0,7478 0,5249 0,2301 0,7352 0,1088* 0,2686

*Menor valor; **Maior valor.

Por sua vez, a obtencdo das médias demonstrou uma correlagdo com os valores
anteriores, sendo a menor também encontrada no grupo C-15 (0,31452200) e a maior em

GM-30 (1,00369360), conforme destaques em negrito na tabela 10.
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Tabela 10 — Estatisticas descritivas: valores de 4rea de osso neoformado aos 15 e 30 dias.

: Desvio " Valor Valor
SUBGRUPO | N média o=V Mediana Minimo  Méximo

| 5 ,874835 ,297925 ,853476 ,454454 1,163357

15 T 5 ,529942 ,250940 /439751 ,230139 814645
Dias | 5 ,314522 ,141562 ,297752 ,108810 ,492856

] 5 1,003693 ,533610 ,980447 ,429312 1,543308

30 " 5 ,535043 ,268070 ,639483 ,205582 ,800085
dias | |4 5 ,469372 ,358570 ,343564 ,138775 1,055808

*Menor valor; **Maior valor.

FIGURA 36— Estatisticas descritivas. Areas de 0sso neoformado
nos grupos [ (GM), II (GX) e I1I (C), apés 15 ¢ 30 dias.
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A comparacdo entre os grupos demonstrou haver diferenca estatisticamente
significante exatamente entre os grupos nos quais se localizaram os quantitativos extremos
de area neoformada e valor médio, ainda que exclusivamente na primeira fase do
experimento.

Desta forma, o reparo dsseo no grupo I foi superior ao do grupo III aos 15 dias, ndo

diferindo do grupo II ou mesmo de sua prépria categoria, 15 dias ap6s (Tabela 10).

Tabela 11 — Valores de U e p em comparagdes inter-grupos e intra-grupos (15/30 dias).

INTER-GRUPOS INTRA-GRUPOS
(15 DIAS) (30 DIAS) (15/30 DIAS)
i/ 1/m n/m i/ e on/m I/l i/
U 4,000 1,000 6,000 6,000 5000 10,000 | 11,000 11,000 10,000
p-valor 0076 0016 0,175 0175 0,117 0,602 | 0,754 0,754 0,602

* Teste U de Mann-Whitney; bicaudal.
**Valor em negrito: significincia estatistica (p<0,05)
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de extensas lesdes, ou mesmo procedimentos cirdrgicos com grandes
manipulacdes dsseas, como ocorre em alguns processos inflamatérios cronicos e amplas
resseccOes tumorais, poderd resultar na persisténcia de importantes cavidades no plano
esquelético. Algumas destas, em condicdes normais (e desde que tenha havido eliminacéo
do agente etioldgico), t€ém a possibilidade de ser reparadas pelo processo bioldgico natural,
estando a extensdo e velocidade do mesmo na dependéncia da localizagdo anatomica, da
dimensdo lesional e das caracteristicas bioldgicas de cada individuo. Assim, podem ser
necessarios anos para completar-se um reparo, o que se torna um fator complicador para a
resolucdo do processo. Tal problemdtica, hd décadas tem levado ao desenvolvimento de
pesquisas que se destinam a busca de alternativas para auxiliar o reparo tecidual nos
eventos lesivos em que foi excedida a possibilidade de resposta organica em qualidade e
tempo considerados satisfatérios (LIMEIRA J UNIOR, 2004).

Quando a utilizagdo de um enxerto é o tratamento de escolha para o preenchimento
e reconstrucdo teciduais de uma loja 6ssea, o uso de material autélogo seria a alternativa
preferencial; entretanto, considerando-se os varios complicadores agregados a esta técnica,
bem como o risco potencial de transmissdo de doengas, inerente a uma fonte alogénica, a
investigacdo dos beneficios e limitagdes de enxertos xendgenos e aloplasticos tém sido a
tonica de experimentos cientificos na drea (GUTIERRES et al, 2006; TUDOR et al, 2008).

Dentre as caracteristicas desejadas para um biomaterial substituto 6sseo eficaz
destacam-se, especialmente, a combinacdo entre resisténcia e elasticidade (ORR et al,
2001), bioatividade (capacidades osteocondutiva, osteopromotora, osteoindutiva e

osteogénica) e inércia imunoldgica (biocompatibilidade), além de biodegradabilidade (XU
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et al., 2008; CHEN et al., 2009). Busca-se, através de tais propriedades, o incremento dos
processos de sintese e remodelacdo do osso neoformado, uma vez que o reparo destina-se
tanto a recompor uma por¢ao perdida quanto a restabelecer a integridade arquitetural que
protege os elementos vitais do tecido (DENG; CHEN; LEE, 2008). Sabe-se, contudo, que
nenhum elemento substituto é capaz de prover todas estas qualidades, mas apenas uma
fracdo das mesmas (TUDOR et al., 2008).

Pesquisas desenvolvidas na drea lancam mao de diferentes protocolos envolvendo
modelos animais de portes diversos (FUJITA et al., 2001; CANCEDDA et al., 2007;
KUZNETSOV et al., 2008; WANG et a.l, 2009), sempre no intuito de replicar, com a
maxima similaridade, as condi¢des fisiopatolégicas a que se submetem o ser humano.
Neste contexto, pode-se citar, por exemplo, a realizacdo de experimentos na calota
craniana de animais, composta por ossos de origem embriondria semelhante a dos
maxilares (CARDOSO, 2008).

No presente trabalho, o uso de fémur de ratos adultos Wistar deveu-se a intengdo de
observar o reparo do tecido cortical de um osso longo, o que envolve ainda o conjunto de
fendmenos desenvolvidos na cavidade circundada por este (canal medular). O reparo em
0ssos longos também tem sido avaliado em animais maiores (SCHNETTLER et al., 2008),
mas o modelo escolhido, além de baixo custo, oferece a vantagem de um manejo
relativamente facil. O tamanho do defeito ¢sseo ora produzido (3,0mm3) também ja havia
sido padronizado em protocolos anteriores (LIMEIRA JUNIOR, 2004; ESPITALIER et
al., 2009), sendo suficiente para a acomodacdo dos enxertos estudados e incapaz de
exceder o limite de resisténcia 6ssea do animal.

Ambos os biomateriais envolvidos nesta pesquisa apresentam-se sob a forma de

microparticulas e possuem origem bovina (xenogénicos), quer na versao composta (matriz
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organica e mineral, na propor¢do de 1:1, acrescida de coldgeno aglutinante — Gen-Mix®,
grupo I), quer na versdo inorganica (osso inorganico desproteinizado — Gen-Ox®, grupo
IT). Segundo Jensen et al.(2008), o substrato inorgdnico é um elemento de natureza
osteocondutora e reabsorcdo relativamente lenta. Tais caracteristicas foram avaliadas ao
longo do experimento e mostraram-se presentes nos grupos enxertados: tanto houve
superioridade quantitativa e/ou qualitativa destes em relacdo ao controle (grupo III), em
alguma fase do estudo, quanto percebeu-se, ao fim do periodo, a presenca de particulas do
biomaterial no interior do tecido, especialmente no grupo submetido a enxertia inorgénica.

Jensen et al. (2008) também confirmaram o achado de particulas de osso inorganico
em periodos mais tardios do reparo 6sseo. Neste sentido, foi importante observar o padrao
de reabsorcdo tecidual relativo aos grupos I e II, uma vez que a composi¢do quimica das
particulas utilizadas no primeiro apresenta o componente inorganico na razdo de 50%,
quando comparada a daquelas enxertadas no segundo. Embora ndo tenha sido feita anélise
quantitativa de particulas remanescentes, a avaliacdo qualitativa constatou, nos espécimes
do grupo II, uma maior permanéncia das mesmas em meio a lojas ésseas. Tal afericdo
confirma uma maior lentiddo na reabsor¢do do material puramente inorganico que, se por
um lado revela tal faceta, por outro tem a propriedade de conferir estabilidade arquitetural
as areas danificadas, especialmente nas primeiras fases do reparo dsseo (BATISTA
JUNIOR, 1999).

A andlise morfométrica aplicada neste experimento destinou-se exclusivamente a
avaliacdo quantitativa de neoformacdo 6ssea nos grupos I, II e III. Desta forma, utilizando
método de segmentacdo de imagens por classes, o tecido que se deseja mensurar €
digitalmente isolado dos demais através da selecio de padrdes colorimétricos. Tal

tecnologia vem sendo desenvolvida pelo Departamento de Informética da UFPB e ja foi
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aplicada em trabalhos correlatos de avaliacio do reparo dsseo (QUEIROGA, 2008;
CARDOSO, 2008).

Aos 15 dias de observagdo, constatou-se que a drea ¢ssea neoformada no grupo I
foi significantemente maior que no grupo III. Muito embora ndo tenha sido registrada
diferenca estatistica entre os grupos I e II, este dltimo também nao se diferenciou
significativamente do grupo III na primeira fase do estudo (muito embora as médias de
neoformacdo dssea do grupo II aos 15 e 30 dias tenham sido maiores que as do grupo III,
sugerindo uma melhor tendéncia ao desenvolvimento do reparo se em contraste com este).
Isto leva a crer que sua ja referida menor biodegradabilidade poderia atuar como um fator
limitador do crescimento &sseo, a0 menos nas primeiras etapas do reparo. Contudo,
Espitalier et al. (2009) confirmaram o potencial deste biomaterial quando, associando 0sso
inorganico a recursos bioldgicos como células mesenquimais ou medula dssea total para a
resolucdo de defeitos femorais de ratos previamente irradiados, observaram que, mesmo
havendo maior crescimento 6sseo nos grupos onde promoveu-se a associacdo celular, a
biocompatibilidade e capacidade osteocondutiva do substrato usado na forma isolada
foram demonstradas — ainda que em circunstancias adversas de vascularizagao.

Adeyemo et al. (2008), por sua vez, ratificaram que o osso inorganico, além de
osteocondutor, é fisicamente capaz de prover uma maior resisténcia mecanica a drea
danificada. Sendo assim, a presenca deste biomaterial é considerada, pelos autores, como
uma vantagem clinica para o preenchimento de grandes cavidades, dada sua reconhecida
eficécia na protecdo dos defeitos contra um colapso estrutural durante o reparo 6sseo.

Embora ambos tenham caracteristica microgranular, os elementos particulados
constituintes dos substitutos 6sseos utilizados neste estudo apresentam diferenca de

tamanho entre as menores particulas de cada tipo de enxerto. Muito embora haja estudos
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investigativos sobre as possiveis relagdes entre o tamanho dos grinulos de enxertia e sua
eficicia para a neoformacdo dssea (SICCA et al, 2000; MOREIRA et al., 2003), os
resultados apontam que tal diferenca é importante em relacdo aos substitutos Gsseos
aloplasticos (como a hidroxiapatita sintética) e interessa tanto as dimensdes das particulas
quanto as dimensdes de seus poros. Sabe-se que, nestes casos, quanto menores os granulos,
melhores os resultados de osteocondutividade. O contririo, porém, se did em relacdo ao
tamanho dos poros: se excessivamente pequenos, sdo capazes de interferir negativamente
na eficacia do biomaterial (ROSA et al, 2000).

Em materiais de origem bovina, contudo, ndo hd evidéncias da influéncia desta
caracteristica na qualidade do reparo 6sseo (CARNEIRO et al., 2005). Desta forma, ainda
que os microgranulos do biomaterial composto sejam menores que os do 0sso inorganico, a
simples diferenca existente entre o tamanho das particulas ndo justificaria a tendéncia a
maior neoformacdo dssea expressa pelo grupo I na primeira fase do experimento. Diante
do exposto, poderia-se aventar, mais uma vez, a participacao do diferencial existente entre
os graus de biodegradabilidade dos granulos enxertados para a observacao de tal resultado.

Aos 30 dias observou-se, especialmente no grupo III, a reabsor¢do de grande parte
do tecido inicialmente formado na cavidade medular. Estes achados coincidem com as
observacdes de Adeyemo et al. (2008), que chamaram atencdo para a participagdo do
processo apoptotico em fases mais tardias do reparo dsseo. Por outro lado, o experimento
ora realizado ndo demonstrou, nesta fase, significincia estatistica quantitativa entre os
valores de drea Gssea neoformada encontrados nos grupos I, II e IIl, de modo que nem
mesmo a diferenca existente entre os grupos I e III, aos 15 dias, foi mantida. Entretanto,
uma vez que nenhum dos grupos alcangou a completude (grau 4) do reparo tecidual ao

final do periodo proposto, avaliacdes posteriores deste modelo de estudo poderiam aferir
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com mais relevincia as possiveis consequéncias da eventual remanescéncia destes
substitutos dsseos no sitio de reparo.

Neste sentido, encontramos em Cardoso (2008) uma abordagem do reparo dsseo
aos 45 dias de pés-operatério em ratos Wistar. Em seu estudo, os sitios experimentais de
enxertia foram preenchidos por biomaterial composto Gen-Mix® (grupo 1) ou aloplastico
Gen-Phos® (grupo 2), e ambos foram comparados a um sitio controle (grupo 3, ndo
enxertado). O autor ndo encontrou diferenca estatistica entre os grupos no periodo citado;
contudo, argumenta o mesmo, o maior valor médio de osso neoformado, encontrado no
grupo 1, indicaria melhor tendéncia do referido grupo a regeneragéo tecidual.

Em nosso experimento, como visto, ndo somente o indice de valor médio foi maior
no grupo tratado com o biomaterial composto (grupo I), mas também o maior valor
absoluto de drea neoformada entre as amostras, tanto aos 15 quanto aos 30 dias. Assim, os
presentes resultados v&€m a confirmar achados pré-existentes, reforcando a supra-citada
argumentacao quanto as tendéncias de reparo dsseo nestas condi¢des de enxertia .

A avaliac@o histolégica qualitativa é, de fato, passivel de limitagdes quanto a
replicacdo metodoldgica, tendo em vista sua inerente condi¢do, sob muitos aspectos, de
subjetividade. Entretanto, € de indiscutivel importincia contextualizar os diferentes
fendomenos teciduais e celulares associados ao desenvolvimento de condi¢des bioldgicas
variadas, razdo pela qual esta pesquisa se prop0s a também aborda-los.

Neste estudo, buscamos critérios de avaliagdo histoldgica previamente utilizados
em experimentos envolvendo reparo 6sseo, pelo que foram reproduzidos os pardmetros
adotados por Cardoso (2008), muito embora fazendo adaptagdes consideradas pertinentes
(mais especificamente quanto a estimativa de neoformacgdo tecidual), considerando-se as
peculiaridades do modelo eleito pelo autor (osso parietal), o qual ndo € dotado de cavidade

central como a encontrada no fémur.
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Em nenhuma das amostras foram encontrados indicios de rea¢do do tipo corpo
estranho (RCE), achados destacados por Marins ef al. (2004) e CARNEIRO et al. (2005),
em experimentos com ratos e coelhos, respectivamente. Conforme enfatizado por ambos,
um rigido controle de qualidade na producdo do biomaterial de origem bovina é capaz de
suprimir tal efeito, ndo somente evitando processos deletérios ao tecido enxertado, mas
também possibilitando a expressdo completa do potencial osteocondutor do substituto
0sseo, uma vez que a ampla atividade macrofdgica atua como inibidora do reparo (em
ultima instancia, em virtude da grande quantidade de material litico liberada no local).

Por outro lado, a tipica permeagdo inflamatdria, inerente a qualquer processo
regenerativo (especialmente em sua fase inicial), € fundamental e desejavel, a medida que
prové o aporte de mediadores quimicos necessdrios a proliferacdo de tecido conectivo,
vasos sanguineos e fendomenos de diferenciacdo celular (especialmente citocinas e fatores
de crescimento). A parte isso, hd que se considerar a possibilidade de os biomateriais, per
se, incrementarem este tipo de reagdo, ja que, segundo Busenlechner et al. (2008), suas
diferentes propriedades afetam de diversas maneiras os eventos da consolidacio tecidual.

A avaliacdo qualitativa do infiltrado inflamatério nesta pesquisa demonstrou a
existéncia de um exsudato mais frequentemente leve na primeira fase de observacao,
essencialmente constituido por elementos mononucleares. Tal achado expressou tendéncia
ao declinio, conforme também observaram Zambuzzi et al. (2006), resultando em
amostragem na qual a maioria dos espécimes revelou permeio inflamatério ausente ou
minimo aos 30 dias. O subgrupo III foi o unico a exibir o padrdo inexistente/incipiente em
todos os animais desta fase mas, ainda que este tenha se diferenciado estatisticamente de
seu correlato de 15 dias, o mesmo ndo ocorreu quando comparado aos grupos I e II ao final
do experimento, o que pode ser interpretado como indicio de biocompatibilidade por parte

de ambos os substitutos empregados.
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O nivel de vascularizagdo na drea do reparo foi o pardmetro que ofereceu maior
dificuldade para a comparac¢ido microscépica, uma vez que o defeito femoral é preenchido
ndo somente por 0sso, mas ainda por medula éssea, um tecido que, em principio, ja se
revela extremamente vascularizado. Nestes casos, seria mais adequada, por exemplo, a
utilizacdo de marcadores imunoquimicos para células endotélio-progenitoras, entre outras
técnicas, o que ndo foi a abordagem desta pesquisa. Entretanto, é de sabida importancia a
acdo tecidual de fatores angiogénicos locais e sistémicos para o reparo 0sseo em geral
(KILIAN et al., 2008; WEISS et al., 2009), o que torna importante a observacdo, ainda
que limitada, de tal critério.

Sendo assim, foram consideradas, para efeito comparativo, a distribuicdo de vasos
sanguineos/linfaticos no tecido conjuntivo denso neoformado presente na superficie e entre
as traves osseas, a multiplicidade de canais de Havers (abrigo vascular do osso lamelar
diafisdrio), quando diante de zonas mais avancadas de regeneragdo cortical e, nos grupos
enxertados, a eventual invasdo dsteo-vascular das particulas. Em todos os grupos os graus
de vascularizagdo foram considerados de moderados a intensos e, a parte relatos de
literatura (CARNEIRO et al, 2005, ZAMBUZZI et al., 2006), ndo foram reveladas
diferencas significantes entre as comparacdes inter e intra-grupos, o que pode ser atribuido
ndo s6 a propria subjetividade do pardmetro, como também a ja citada peculiaridade da
regido femoral, considerando-se que determinadas aferi¢des do género foram realizadas em
sitios ectopicos (tecido celular subcutaneo de ratos).

O tecido conjuntivo fibroso (TCF) foi um achado mais frequentemente presente na
primeira fase da observagdo microscopica. Aos 15 dias, houve diferenca entre os grupos I e
II, apontando para uma graduag@o moderada no primeiro, e leve no segundo. J4 ao final do
experimento, a maioria dos espécimes teve tal pardmetro graduado como inexistente ou

incipiente. A comparacdo intra-grupos demonstrou, por exemplo, uma modificacdo no
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padrdao do grupo II, que passou a pertencer a esta categoria. Sabe-se que a presenga de
tecido conjuntivo, nestas circunstancias, tanto revela potencialidade para a posterior
osteogénese quanto, por outro lado, poderia interferir na osteointegracdo de determinados
biomateriais (CARDOSO, 2008). Embora nao diferenciado significativamente dos demais
aos 30 dias, o grupo I mostrou uma tendéncia a presenga mais marcada de TCF.

Novamente, a realizacdo de avaliacdes mais tardias poderiam ser uteis na
averiguacdo deste critério. Entretanto, a correlagdo de tais achados com os resultados
morfométricos relativos a este grupo, sugerem a eficicia do biomaterial empregado
enquanto agente osteocondutor, o que foi previamente corroborado em estudos com
biomateriais xendgenos (MARINS et al., 2004; CARNEIRO et al., 2005; CARDOSO et
al, 2008).

Finalmente, foram avaliadas qualitativamente a atividade osteobldstica e a propria
neoformacgdo Ossea. Mais uma vez, uma abordagem imunoquimica seria mais precisa em
relacdo ao primeiro parametro, conforme realizaram ADEYEMO et al. (2008), estudando a
expressdo do Ki-67 em osteoblastos durante o reparo 6sseo. Em nossa observagao, as
expressOes morfoldgicas de basofilia e aumento volumétrico do citoplasma osteoblastico
mostraram-se mais frequentemente intensas nos grupos enxertados do que no controle,
muito embora s6 tenhamos atestado diferenca estatisticamente significante entre os grupos
I e III, aos 30 dias (intensa no primeiro, moderada no segundo). Os dados microscépicos,
neste caso, coincidem com os morfométricos, que expressaram maior neoformacio dssea
no grupo I neste periodo.

Por sua vez, em relagdo a quantidade aparente de tecido Gsseo e espessura da
cortical neoformada, apenas dois espécimes do grupo III obtiveram o escore 3 (intenso),
permanecendo todos os demais classificados dentro de padrao moderado (especialmente

grupo II) ou leve (padrdo mais frequente no grupo III). Nestes casos demonstrou-se que,
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muito embora ndo tenha sido estabelecida, histologicamente, diferenca entre as
quantidades 6sseas comparadas, em dois casos do grupo II percebeu-se uma tendéncia ao
direcionamento cortical do osso neoformado, traduzindo-se em uma maior aproximacao,
aos 30 dias, do padrio de completude regenerativa (em que o defeito dsseo estaria
totalmente reparado, tanto em extensao quanto em espessura).

O nao-encontro histolégico, em nenhum dos periodos, de diferencas
estatisticamente relevantes quanto ao tecido neoformado coincidiu com os achados de
Cardoso (2008), mas divergiu, de alguma maneira, dos dados apontados pela morfometria
desta pesquisa, que expressou relevancia entre os grupos [ e Il aos 15 dias. Tal observacio
vem a reforcar o carater subjetivo das avaliacdes qualitativas, muito embora seja inegédvel
sua importancia contextual para o entendimento da dindmica dos processos bioldgicos

desenvolvidos no reparo ésseo.
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos ao final do periodo observacional deste experimento permitem

concluir que:

1y

2)

Os defeitos Osseos submetidos a enxertia com biomateriais de origem
bovina na forma composta (matriz orgénica cortical, matriz inorginica
esponjosa e coldgeno bovino) e inorgénica apresentaram, histologicamente,
uma melhor reparagdo 6ssea em comparagio aos fisiologicamente reparados

nos periodos de 15 e 30 dias.

O biomaterial na forma composta associou-se a uma reparagdo mais
precoce, bem como uma maior deposicio de matriz dssea neoformada
(mm?), em comparagdo ao enxerto inorgénico e a ndo-enxertia (controle) aos

15 dias.
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: LABORATORIO DE TECN@LOGI‘A FARMACEUTICA*
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO
Jodo Pessoa, 24 de maio de 2007
CEPA N°. 0705/07
[imo(a). St(a).

Pesquisadores: Prof. Dr. Francisco Limeira Junior (Orientador); Lilian Débora Paschoalin e
Silva (Pesquisadora)

Departamento/Setor: Departamento de Morfologia

Ref: Projeto de Pesquisa: “AVALIACAO DO PROCESSO DE REPARO DE
DEFEITOS OSSEOS SUBMETIDOS A ENXERTO BOVINO PARTICULADO E
COMPOSTO DE MATRIZ ORGANICA E MINERAL”

O Comité de FEtica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, em reunido, ANALISOU e
APROVOU a execugdo do projeto acima.

Atenciosamente,

v
Prof. Dr. .(_."'/" -

Presidente do Con'ute de Etica em Ptsqu:sa Animal do LTF/UFPB

LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA « UFPB » CAIXA POSTAL 5009 » CEP 58051-670
JOAO PESSOA » PARAIBA « BRASIL = FAX: (083) 216-7502 - 216-7511
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