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RESUMO

CASSINO, P.C. Andlise dos potenciais de diferentes hidroxiapatitas em
defeitos Osseos de ratos. 37f. 2018 Tese (Doutorado em Saude e
Desenvolvimento da Regido Centro-Oeste) — Faculdade de Medicina,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, 2018.

Defeitos 0sseos incompletos sdo modelos para o estudo da regeneracao
do osso e possuem semelhangca com o reparo da fratura, sendo que a
diminuicdo ou auséncia destes constitui sério problema ao cirurgido.
Ainda que o reparo 6sseo seja definido como um fato nédo isolado. O
processo de regeneracgdao tecidual é generalizado, incluindo tanto tecidos
moles como os duros. As etapas do reparo normal das feridas de
tecidos moles como a sequéncia de inflamacgao, fibroplasia e
remodelacdo. Estudos apontam que o galio tem eficacia no tratamento
de diversas doencas, tendo com principal efeito a capacidade de
suprimir a reabsorgcdo 0ssea e consequentemente elevar os niveis de
calcio no sangue, além de possuir atividade inibitoria nas reabsorcoes
0sseas pela acdo nos osteoclastos e sua caracteristica de estimular os
osteoblastos, favorecendo a neoformacdo Ossea. A Hidroxiapatita
sintética é o biomaterial mais estudado, especialmente por suas
propriedades de biocompatibilidade, osteoconduc&o e osteointegracéo,
gue aumenta sua similaridade com o tecido, tornando um substituto ao
0SS0, como 0 enxerto em implantes. Além disso, possui a capacidade de
absorver moléculas, excelente condicdo de suporte para acao
prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores
0sseos, sua elaboracdo e complexa e necessita de pessoal treinado e
especializado para sua obtencdo, o desenvolvimento de métodos que
descompliguem e facilitem os métodos de elaboracédo, fornecendo um
material de facil acesso e preco sdo fundamentais para utilizacdo da
técnica. Em conclusdo observamos que os diferentes tipos de
hidroxiapatita elaborados neste trabalho, propiciaram a cicatrizacéo
0ssea pela confirmacdo histopatolégica em graus variaveis de acordo
com o mineral escolhido para dopagem, mostrando uma correlagcao
positiva.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, Galio, Estréncio, Biomateriais.
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1 INTRODUCAO

O reparo de um defeito 6sseo € definido como um fato ndo isolado. O
processo de regeneracdo tecidual é generalizado, incluindo tanto tecidos moles
como os duros. Estes tecidos moles por sua vez em determinados tipos de fraturas
agem como o meio provedor de nutricdo, aporte sanguineo e consequentemente
oxigenacao, sendo de fundamental importancia sua preservacdo no tratamento de
fraturas.

As etapas do reparo normal das feridas de tecidos moles como as fases de
inflamacao, fibroplasia e remodelacéo, esta sequéncia também acontece durante o
reparo do tecido 6sseo, porém associada a atividade de osteoblastos e osteoclastos.
Estes atuam ativamente na reparacdo e remodelacdo do tecido 6sseo danificado
(MARTINS, 2001).

Analisando que o propdsito deste reparo 0sseo é restaurar a continuidade
entre as margens da leséo, reestabelecendo as caracteristicas morfofuncionais do
orgdo ou tecido afetado. No processo de reparo, as células progenitoras
indiferenciadas tém papel fundamental, elas determinam uma série de eventos que
tendem a conter o dano. Também preparam as células de reserva, que mantiveram
a sua vitalidade diante a injuria (SIQUEIRA JUNIOR e DANTAS, 2000).

Reparo dessas fraturas € um desafio para a ortopedia e defeitos 6sseos
incompletos sdo modelos para estudos de regeneracdo 6ssea e possuem
semelhanca com o reparo que ocorre fisiologicamente, sendo que a auséncia ou
diminuicdo destes processos constituem um sério problema ao cirurgido e ao
paciente (SASSIOTO, 2009).

Partindo deste conceito, todo e qualquer processo que possibilite, um
aumento da resposta tecidual, preservacdo do tecido adjacente, menor invasividade
e reacdo tecidual, propiciando uma rapida resposta do organismo frente a esta
injuria de grande interesse de estudos, e que propiciem menor tempo de

recuperacao e retorno mais rapido as atividades, sao desejaveis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O tecido 6sseo

Nos vertebrados, o sistema musculoesquelético € composto de tecidos
conjuntivos especializados que, juntos, ditam a forma geral do corpo e fornecem a
infra-estrutura basica de movimento e locomoc¢é&o. Além disso, o esqueleto axial e a
caixa toracica fornecem involucros protetores para o sistema nervoso central e para
as visceras toracicas, respectivamente (BLISS; RAWLINSON; TODHUNTER, 2012).

O esqueleto também é um repositério de minerais e desempenha um papel
importante na homeostase do célcio, a hematopoiese pds-natal ocorre em sua
maioria dentro das cavidades medulares de o0ssos longos, e trabalhos recentes
revelaram interacdes regulatérias complexas e importantes entre células de
revestimento 6sseo e elementos do sistema hematopoiético, indicando que este
ambiente hematopoiético ésseo é mais do que simplesmente um compartimento
anatomico (PORTER & CALVI, 2008).

Os ossos variam muito em forma entre espécies, mas sua arquitetura
molecular é sempre conservada. Nos individuos adultos, o 0sso ocorre
predominantemente em duas formas. O 0sso cortical ou compacto que é composto
por unidades Haversianas cilindricas, longitudinalmente orientadas e sobrepostas,
compostas por um canal Haversiano central circundado por lamelas d&sseas
dispostas concentricamente, e 0 0sso trabecular ou esponjoso que esta localizado
principalmente nas regides metafisarias ou projetado no canal medular, sendo
constituido de hastes finas e interconectadas, placas e suportes sendo estas
chamadas de trabéculas (BLISS; RAWLINSON; TODHUNTER, 2012).

Os principais tipos celulares do osso incluem osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos. As atividades dessas células sdo temporais e espacialmente
coordenadas durante o crescimento, remodelacéo e reparo do 0sso. Esse grupo de
células é denominado unidade basica multicelular (SIMS & GOOI, 2008).

Osteoblastos residem dentro das membranas periosteal e endosteal, eles sao
responsaveis pela biossintese dos componentes da matriz 0ssea e também
expressam uma ampla variedade de fatores de crescimento e mediadores

osteogénicos. Sua atividade é regulada por uma ampla quantidade de fatores
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extracelulares, como os hormdnios circulantes, fatores autdcrinos e paracrinos,
citocinas e quimiocinas. Os ostedcitos sdo osteoblastos terminalmente diferenciados
que se tornaram envoltos em matriz 6éssea durante a osteossintese (BLISS;
RAWLINSON; TODHUNTER, 2012).

Os osteoclastos sdo grandes ceélulas multinucleadas que derivam de
precursores hematopoiéticos da linhagem monocitica e sé@o responsaveis pela
desmineralizacdo e degradacdo proteolitica da matriz 6ssea. A formacdo e a
atividade dos osteoclastos séo rigidamente reguladas (BALLARINI et al., 2005).

O osso € um tecido notério e muito complexo, todos 0s animais necessitam
de locomocédo seja ela para busca de alimentos, fuga, caca, etc. Isso predispdem
que forcas atuem no 0sso, como impactos, altas forcas de carga, rotagcles, entre
outras, as caracteristicas fisiolégicas O0sseas permitem que ele resista a maioria
destas forcas, porem quando elas ocorrem de forma abrupta ou devido a impactos
de alta energia o0 0sso pode fraturar (CROSS, 2012).

Albuquerque e colaboradores (2012) aponta que o0 trauma constitui,
atualmente, um grave problema de salde publica, uma vez que é responsavel por
importante parcela dos atendimentos hospitalares em todo o mundo. Dos pacientes
vitimas de trauma fechado, 85% sofrem lesdo do sistema mdusculo-
esquelético, sendo que a grande maioria destes pacientes procura assisténcia
médica nas emergéncias.

De acordo com Bortolon, Andrade e Andrade (2011) no Brasil o custo direto
do episédio agudo com hospitalizacdo foi estimado em US$ 5.500 por paciente,
entre 1980 e 2003. As despesas das mulheres acima de 50 anos internadas no
Sistema Unico de Satde (SUS), em 2001, por fratura de fémur, chegaram a R$
1.700,00.

Fraturas sdo bons modelos de estudo, porem, devido a variaveis
metodoldgicas 0 uso de defeitos 6sseos experimentais sdo usados na rotina de
pesquisas. Alguns aspectos devem ser respeitados, como o tamanho determinado,
para que ndo ocorra reparo espontaneo, pois somente em dadas condi¢cdes o
potencial osteogénico do implante, o enxerto ou medicamento pode ser considerado
real (ALMEIDA, 2006).

A reparacdo 0ssea ap0s uma fratura ocorre através da formacao de um osso

novo. Este processo é composto por seis estagios distintos e que se complementam:
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hemostasia e formacdo do hematoma; organizacdo do tecido de granulacao;
formacéo do calo fibroso; formac&o do calo 6sseo primario; formacdo do calo 6sseo
secundério; reconstrucdo funcional da estrutura (MARTINS, 2001).

Analisando que o propésito deste reparo tecidual é restaurar a continuidade
entre as margens da lesdo, reestabelecendo as caracteristicas morfofuncionais do
orgdo ou tecido afetado. No processo de reparo, as células progenitoras
indiferenciadas tém papel fundamental, elas determinam uma série de eventos que
tendem a conter o dano. Também preparam as células de reserva, que mantiveram
a sua vitalidade diante a injuria (SIQUEIRA JR e DANTAS, 2000).

Reparo dessas fraturas € um desafio para a ortopedia. E defeitos 0sseos
incompletos sdo modelos para estudos de regeneracdo Ossea e possuem
semelhanca com o reparo que ocorre fisiologicamente, sendo que a auséncia ou
diminuicdo destes processos constituem um sério problema ao cirurgido e ao
paciente (SASSIOTO, 2009).

2.2 Os substitutos 6sseos

Os substitutos 0sseos sdo biomateriais que, com o préprio nome refere,
possuem a finalidade de melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou totalmente,
tecido ou o6rgdos. No entanto, esses biomateriais devem apresentar algumas
caracteristicas para que seu uso clinico possa ser considerado seguro e eficaz,
como: biocompatibilidade, integracdo com o tecido a ser substituido ou reparado, ser
guimicamente inerte, ser capaz de manter a forma e ter um comportamento preditivo
ao longo do tempo (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Além disso, estes
biomateriais devem ser, quando absorviveis, obrigatoriamente metabolizados e
excretados por vias fisiol6gicas do organismo, sem a permanéncia de residuos no
hospedeiro (CALCAGNOTTO, 2009).

Segundo Pires, Bierhalz, Moraes (2015) séo varios os materiais usados para
o preenchimento dos defeitos 6sseos, 0s biomateriais, que podem ser substancias
puras ou compostas, e de natureza sintética ou natural, sendo de origem atrtificiais
0S mais usados na area ortopédica para substituir os tecidos organicos que deixam

de apresentar funcdo. Sao considerados como biomateriais 0os metais inertes (titanio
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e platina), as ceramicas (hidroxiapatita) e os polimeros (politetrafluoretileno,
polietileno, poliéster e silicone).

O comportamento de biomateriais, de acordo com a interface com o tecido
hospedeiro, pode ser classificado como inerte, quando ndo interage quimicamente
ou biolégicamente com o hospedeiro; poroso, quando ocorre o crescimento do
tecido fisiologico para o interior do material implantado; bioativo, ocorrendo forte
ligacdo quimico-fisica entre o tecido ésseo e implante e bioabsorvivel, que é o caso
dos cimentos a base de fosfato de calcio, nos quais o material € degradado e
substituido por tecido 6sseo (HENCH, 1998).

Os enxertos autdgenos sdo os melhores materiais para preenchimento dos
defeitos 6sseos, devido as suas propriedades de osteogénese, osteoinducdo e
osteoconduc¢do. No entanto, apesar de suas limitagcdes como a morbidade cirargica,
causada pelo trauma na area doadora, limitacdo de quantidade de enxerto e a
reabsorcédo irregular no leito receptor. Dessa forma, pesquisas buscam evidenciar
materiais capazes de substituir o tecido 6sseo e promover adequada reconstrucdo
anatdbmica apds traumas e cirurgias (BLISS; RAWLINSON; TODHUNTER, 2012).

Diversos materiais sintéticos foram desenvolvidos nos ultimos anos e muitos
estudos envolveram o uso dos compostos de fosfato de calcio, principalmente pela
similaridade com a fase mineral dos tecidos duros do organismo e excelente
biocompatibilidade. Atualmente os mais estudados s&o tricalcio fosfato e a
hidroxiapatita. Tais materiais exibem importantes propriedades de osteoconducéo e
sdo capazes de promover uma interacdo direta com o tecido Osseo, sendo
classificados como bioativos. Estando disponiveis no mercado na forma de blocos
ou particulas, densos ou porosos (CORSETTI et al., 2008).

O osso € uma estrutura formada por apatita, oxofosfato de calcio e proteina
fibrinosas do colageno, o que permitiu que o organismo obtivesse certas vantagens
de locomocao e ao mesmo tempo uma reserva de célcio e fésforo que permanecem
em troca continua (BLISS; RAWLINSON; TODHUNTER, 2012).

2.2.1 A hidroxiapatita
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A hidroxiapatita (HA) sintética € o biomaterial mais estudado, especialmente
por suas propriedades de biocompatibilidade, osteoconducédo e osteointegracdo (FU
et al., 2018), que aumenta sua similaridade com o tecido, tornando um substituto ao
0ss0, como o enxerto em implantes (CONSTANTINO et al, 1991).

A HA ¢é o principal constituinte mineral dos ossos e dos dentes; representa em
média de 30 a 70% da massa Ossea. NO seu estado natural € precariamente
cristalina. Os cristais tém formas de agulhas, bastonetes ou placas que medem
aproximadamente 30 a 50 A de largura e até 600 A de comprimento. Esta presente
em quantidades maiores no tecido jovem, recém-formado (40 a 50%) do que no
osso de maior idade biolégica, ou seja, modificado com amadurecimento do
organismo (25 a 30%) (MALZAC, 2008).

O principal solido do osso e do dente contendo Ca e P é uma hidroxiapatita
com a formula estequiométrica Cas(PO4)3OH, que as vezes, com base nas
consideracdes cristalograficas, € escrito também como Cajp(PO4)s(OH)..
Frequentemente, o 0sso também ¢é apresentado atravées do modelo do fosfato
octocélcio com a férmula CagH,(PO4)s5H20. Na hidroxiapatita de origem biologica, a
proporcao tedrica Ca: P é 1,67,mas na realidade este valor € raramente mantido
constante. Assim, as composi¢cOes ainda estaveis podem ter esta razdo reduzida até
aproximadamente 1,5 e estendida até 1,72 (MALZAC, 2008).

A estrutura porosa deste biomaterial permite as trocas isomorfas com maior
facilidade. O Ca2+ pode ser substituido por metais com raios ibnicos compativeis
como o Pb2+, Cd2+, Cu2+, Zn2+, Sr2+, Co2+, Fe2+, etc. Deste modo podem ser
obtidos tanto os compostos individuais como, solu¢cBes sélidas de substituicéo.
Tendo em vista isso pesquisas tém buscado alternativas viaveis com uso de aditivos
gue estimulem a osteossintese (MELNIKOV & GONCALVES, 2015).

2.2.2 O gdlio

O galio possui conhecida propriedade anabdlica no tecido 0sseo,
especialmente onde ocorrem o0s processos de formacdo e remodelacao.

Observacgdes clinicas sugerem que interfere na reabsor¢cdo 0ssea, reduzindo sua
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taxa de dissolucdo, pela inibicdo na atividade dos osteoclastos (MELNIKOV;
MALZAC; COELHO, 2008).

O Gélio parece ser um agente que atua unicamente no tratamento de
doencas reabsortivas do 0sso, reduzindo perda 0ssea acelerada em pacientes com
cancer e doenca 6sseo metabdlica. O conceito de usar certas medidas terapéuticas
como adjuvantes ao tratamento tradicional anticancer para fortalecimento do tecido
0sseo frente a eroséo devido as metastases (WARREL et al., 1993).

Além de atuar diretamente sobre os osteoclastos, o galio pode, com base
em evidéncias experimentais, inibir a formacado e reabsorcdo Ossea estimulada
através da acdo sobre os osteoblastos (WARREL et al., 1993). Evidéncias de
estudos in vivo para melhora da formacao 6ssea sugerem que é devido a formacéao
0ssea acentuada e aumento do teor de calcio do 0sso em ratos tratados com nitrato
de galio (MELNIKOV; MALZAC; COELHO, 2008).

2.2.3. O estréncio

O estroncio (Sr) é um oligoelemento de rastreamento 6ésseo com efeitos
duplos no metabolismo, sendo descrito que age promovendo a proliferacdo e
diferenciacdo das células osteoprogenitoras, porem com efeito inibitério na
diferenciacdo terminal dos osteoclastos (HUANG et al., 2018). Além de apresentar
estas propriedades, pesquisas tem demonstrado que o estrdncio que a sua
incorporacdo melhora a osteoindutividade de implantes Osseos diferentes, como
ligas de titanio, vidros bioativos e ceramicas YUNFENG et al., 2010).

Por ser um componente natural dos ossos e pelo poder de promover a
formacao de tecido ostedide e auxiliar o crescimento 6sseo. O uso de estréncio em
baixas doses pode, de acordo com pesquisas, promover a sintese e o metabolismo
0sseo e atualmente sdo usados clinicamente com objetivo de promover a formacao
de ostedide e tratar a osteoporose (AARON et al., 2017).

Além disso, é bem conhecido que o estroncio foi aprimorado para aumentar
a proliferacdo de osteoblastos, promover a formagdo de 0SSO novo e a
osseointegracdo, e prevenir dissolucdo Ossea. Portanto, o Sr é uma adicdo

admiravel para melhorar a bioatividade e a indugcédo 0ssea da hidroxiapatita (HA),
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sendo que estudos apontam que ao substituir o Ca2+ por Sr2+ na HA pode nao
apenas alterar a discricdo desta, mas também melhorar a mecanica de crescimento
do cristal (GE et al., 2018).

Ambas as formas de apatita dos fosfatos de célcio e estrbncio se
assemelham bastante com a estrutura mineral do tecido 6sseo e dentario que, em
seu estado fisiolégico, compreende prismas hexagonais de Ca(Sr)10(PO4)s (OH)2, €
€ essa similaridade com estas estruturas que propicia uma maior facilidade na
integragdo com o componentes minerais de osso e dentes. Em particular, a
hidroxiapatita de estréncio (HAPSr) serve como uma alternativa viavel quando ha
0Sso osteoporotico e oferece integridade estrutural nas fraturas associadas a

desmineralizacdo 6ssea (RAUCCI et al., 2015).



17

2 OBJETIVO

2.1 Geral

Andlise dos potenciais terapéuticos de hidroxiapatita de baixa pureza,
hidroxiapatita dopada com galio e hidroxiapatita dopada com estroncio, utilizadas

para a correcao de defeitos 6sseos de ratos.

2.2 Especifico

Estudar os efeitos do uso de hidroxiapatita de baixa pureza da hidroxiapatita
dopada com gélio e estroncio em defeitos 6sseos de ratos;
Comparar os resultados obtidos com uso dessas materiais quanto ao reparo

0sseo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais — CEUA,
da Universidade do Federal de Mato Grosso do Sul, pelo protocolo numero
723/2015. Foram utlizados quatro grupos tratados com trés diferentes
hidroxiapatitas, sendo uma em seu padrdo original, outra dopada com galio e uma
com estroncio, oriundas do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul, e um que sera apenas o controle.

3.1 Confeccao dos Materiais

3.1.1 Hidroxiapatita

Foi preparada pelo Instituto de Quimica de UFMS uma solucdo de hidroxido
de caélcio foi preparada utilizando 18,52 g de Ca(OH)2 em 500 mL de agua destilada.
Foram diluidos 10 mL de acido fosférico em 300 mL de agua destilada. a uma taxa
de duas gotas por segundo a 40°C em pH=7,5, mantido constante por meio da
adicdo de hidroxido de aménio. Em seguida, o material obtido foi lavado com agua
destilada e a ele foi adicionado 1mmol/l de acido fosforico, esta solucdo foi
envelhecida por uma noite. O p6 sintetizado foi calcinado a 700°C, Estes volumes
correspondem a uma relagéao de 5:3 entre o Ca(OH)2 e o H2PO3.

O material obtido entédo foi macerado em cadinho de amalgama, e seco em
estufa a 45 °C, sendo o mesmo submetido a teste para confirmacéo da obtencéo da

amostra.

3.1.2 Hidroxiapatita com estroncio

Para este estudo, utilizou-se Hidroxiapatita dopada com estrbncio, esse
produto foi obtido pelo Instituto de Quimica da UFMS, sendo o método de confecgéo
preconizado por Melnikov e Gongalves (2015), descrito e realizado como segue.

Os materiais de partida utilizados foram hidrogenofosfato de di-amonio (NH4)
2HPO4 e hidroxido de estroncio octahidratado Sr(OH)2- 8H20, ambos de pureza de
grau analitico adquiridos da Merck e Sigma-Aldrich, respectivamente. Sintese de

hidroxiapatita de estrbncio: A hidroxiapatita hidratada contendo estroncio foi
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preparada por meio de uma reacdo quimica entre Sr(OH)2 - 8H20 e (NH4) 2HPOA4.
A sintese foi realizada em uma escala de 10 g. As quantidades exatas de materiais
de partida foram 5,35 g de (NH4) 2HPO4 e 17,94 g de Sr (OH)2 - 8H20, misturados
de modo a obter a razdo Sr: P¥1,66, que é caracteristico da hidroxiapatita. Apos
uma moagem completa, foram adicionadas 2-3 gotas de agua a essa mistura
estequiométrica. Essa agua atua como um catalisador, e uma vez que a reacao
quimica comeca, continua espontaneamente a temperatura ambiente.

Assim, 0 processo pode ser considerado como uma precipitacdo de
dissolucdo semelhante as configuracbes dos cimentos. Para absorver fumos
amoniacos e umidade, a mistura foi mantida em um dessecador de vacuo sobre
H2S04 concentrado até atingir um peso constante.

A perda média de massa experimental, apdés 10 dias, foi de 50,8%. Assim, 0
rendimento absoluto do produto final foi de 4,903 g. No que diz respeito ao
mecanismo de reacdo, podemos assumir que, no inicio do processo, a agua inicial
dissolve o hidroxido de estréncio, tornando-se dissociado em Sr2+ e 20H-.

Imediatamente, esses ions comegam a reagir com cristais idnicos de (NH4)
2HPO4 que produzem SrHA, hidréxido de aménio e agua. Essa agua secundaria é
usada para dissolver mais Sr (OH)2 - 8H20, o processo segue tendo como final a
remocdao tanto da amoénia quanto da agua, sendo esse processo o fim da reacéo.
Em contraste com uma série de reacdes para sintetizar SrHA, a técnica por si s6
fornece umidade suficiente para obter o desejado produto hidratado. A perda tedrica
de massa de 51,8% corresponde a formacdo de decaidrato Sr10(PO4)6(OH)2 +
10H20.

3.1.3 Hidroxiapatita com Galio

De acordo com protocolo proposto por trabalho de Malzac em 2008, foi
realizada a confeccdo de uma amostra de hidroxiapatita dopada com galio pelo
Instituto de Quimica (INQUI — UFMS), sendo o seu método de elaboragdo usamos o
sal de galio para se obter este composto, seguindo o esquema em 100 ml de agua
destilada foram dissolvidos 41,37 g de Ca(NO3)2 - 4H20 (solug¢ao 1). Em 50 ml de
agua destilada foram dissolvidos 0,26 g de Ga(NO3)3 - xH20 (solugéao 2). Em 75 ml
de agua destilada foram dissolvidos 9,90 g de (NH4)2 HPO2 (solucéo 3). Sendo que
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anteriormente foi estabelecido que o coeficiente x do hidrato Ga(NO3)3 - xH20,
corresponde a ~ 6.

Apbs esta etapa foi misturada a solugédo 1 e 2 obtendo um volume de 100 mi
(solucdo 4), misturando em seguida as solucdes 3 e 4 rapidamente formando
imediatamente uma massa volumosa coloidal (solucéo 5).

A massa branca coloidal (solucao 5) foi adicionado hidroxido de aménio ate o
pH entre 10 — 11. A solugdo de NH4OH gotejava-se de uma bureta, sendo
consumidos um total aproximado de 4 ml. Esta solucéo (5) foi aquecida sob agitacao
durante 2 horas a 40°C, logo se deixou em repouso durante 20 horas para permitir
uma melhor cristalizagcdo. O precipitado cristalino acumulou-se no fundo deixando
um sobrenadante limpido.

Apbs este processo a solucdo foi novamente aquecida sob agitacdo a 95°C
durante 3 horas. O precipitado foi separado por filtracdo de funil a vacuo e lavado
cinco vezes no préprio funil. O funil com o precipitado foi colocado em um
dessecador que continha aproximadamente 20 ml de nitrogénio liquido, para evitar
contato com CO2 do ar ambiente, evitando assim a formacdo indesejada de
carbonatoapatita.

Decorrido um periodo de 24 horas no dessecador foi introduzida uma capsula
de P205 com a intensédo de desidratar o material. Ap6s um novo periodo de espera
de 24 horas a capsula foi substituida por outra que continha P205 fresco para
completar o processo de secagem a temperatura ambiente.

No final do processo de confeccdo do material deixou-se secar em uma estufa
a 60°C ate obter a massa constante, ap0s este processo o material foi aquecido a
1100°C durante trés horas.

3.2 Animais

Os animais foram confinados em gaiolas individuais, forradas com maravalha
de pinho, trocadas sempre no periodo matutino e a cada 24 horas para minimizar o
odor e contato dos animais com as fezes e urina. Durante todo o processo
experimental os animais serdo mantidos em fotoperiodo sob um ciclo claro-escuro

de 12 horas, com temperatura ambiente préxima a 23°C, ruidos minimos, ragado
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sélida e agua “ad libitum”, ficando por um periodo de dois dias para aclimatacéo
antes do experimento.

Foram utilizados 40 ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
machos adultos, com aproximadamente 250-300 gramas, fornecidos pelo biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, estes animais sdo utilizados para
experimentos apods o terceiro més de vida.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos de dez animais, através de
sorteio, sendo que em trés grupos foram utilizados materiais e um outro que sera o
controle.

No primeiro grupo, o defeito recebera a hidroxiapatita (HA) dopada com galio;
para o segundo o defeito serd preenchido com HA e estrbncio; o terceiro tera HA em
sua forma pura; e o quarto foi o grupo controle que ndo recebeu nenhum tipo de

substancia. Todos os grupos foram submetidos a um tempo de andlise de sete dias.

3.3 Procedimentos Cirargicos

ApoOs jejum alimentar de seis horas e hidrico de duas horas, em todos os
animais, estes foram submetidos a anestesia dissociativa com cloridato de cetamina
2% (Cetamin® - Syntec), na dose de 0,25 mg/100g, em associacdo com cloridato
de xilazina (Rumpum® - Bayer), na dose de 0,3 mg/100g, sendo calculada,
individualmente, conforme o peso de cada animal e administrado por via
intraperitoneal (SCHANAIDER & SILVA, 2004). A dosagem da solucéo injetada foi
de 0,1 ml para cada 100 gramas de peso vivo de cada animal, utilizando-se seringa
de 1 ml e agulha hipodérmica calibre 25x7. Sob técnica asséptica, 0 paciente em
decubito lateral esquerdo, foi realizada incisdo da pele, na face cranio-medial da
tibia, com aproximadamente, 1 cm de extenséo, para confec¢cédo do defeito dsseo.

Apbés 0 acesso ao periésteo e posteriormente ao 0sso, foi realizado o
processo de perfuragdo com auxilio de uma microretifica( DREMEL® 3000) com 120
W a 33000 rota¢des por minuto, equipada com broca DREMEL® modelo 191 com
3,5 mm (figura 01) e irrigada constantemente com solucéo de Ringer Lactato, sendo
que, posterior a confec¢do do defeito, foi aplicado o material, com o auxilio de uma

espatula, em animais previamente sorteados. O defeito 6sseo produzido estendia-se
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do periésteo até o canal medular, apenas um membro de cada animal foi operado,
para evitar a possibilidade de ocorréncia de fraturas patologicas e pelo fato de néo

ser descrito influencia sistémica dos substitutos utilizados.

Figura 1: Acesso cirtrgico de tibia. A) Defeito 6sseo de 3,5 mm em membro
pélvico esquerdo de rato. B) Preenchimento do defeito 6sseo com Hidroxiapatita

dopada com Estréncio.

Apos confeccéo do defeito, sendo certificado o controle hemostatico, realizou-
se sutura simples na pele (nailon 4-0) padrdo simples separado, os animais ficaram
em observacdo por um periodo de vinte e quatro horas, sendo neste intervalo
administrado 0,1 ml/animal de anti-inflamatério (Flunixina — Meglunina, Banamine®,
Shering-Plough) via intramuscular.

Apés sete dias de pos-operatdrio, a eutanasia foi realizada com dose letal de
Tiopental Sédico 100 mg/kg via intraperitoneal. Apds a coleta das tibias, que foram
removidas por incisdo na cicatriz cirdrgica, acompanhadas de tecidos muscular (a
fim de ndo remover resquicios de material adjacente). Os o0ssos obtidos foram
adequadamente identificados e avaliados quanto ao aspecto macroscopico e
acondicionados em frascos contendo formol 10%.

As amostras foram submetidas a descalcificacdo e posteriormente
confeccionadas laminas de histopatologia, coradas com hematoxilina-eosina, a fim
de avaliar as caracteristicas morfolégicas e celulares de cada animal, verificando
processos inflamatorios, areas de necrose, presenca de osteoclastos e osteoblastos,
presenca do material, presenca de células brancas, neovascularizacdo e

neoformacédo 0ssea.
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4 RESULTADOS

A analise histolégica foi realizada por um patologista experiente, em ensaio
cego, que revelou no grupo controle foram observadas, perifericamente ao 0Sso
secundario (maduro), a presenca de 0sso primario com espessura que variou de fina
a espessa, apresentando trabéculas o6sseas com fileiras de osteoblastos
pavimentosos e nao foi observado osteoclastos, 0 que mostra que este tecido nao
estava sob remodelagdo 6ssea. Nao foram observadas células gigantes de corpo
estranho, o que é coerente, uma vez que nao foi utilizado nenhum enxerto com
biomaterial (Figura 02). O Tecido conjuntivo associado ao tecido 6sseo (por fora das
bordas da area de lesédo) se mostrou menos celularizado, o que indica menor grau
de remodelacao tecidual. Na regido central do canal medular, podem-se observar
em algumas amostras do mesmo grupo pequenas areas de tecido 0sseo primario
(osso trabecular) misturados com a medula 6ssea, enquanto em outras amostras so

foi observado medula 6ssea vermelha no interior do canal medular.
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Figura 2: Grupo controle. A) Aumento em objetiva de 10x, imagem de 0sso
secundario (OS) do grupo controle, com areas de osso primario (OP), osso
secundario (OS) e medula 6ssea (MO). B) Aumento em objetivo de 40x, imagem em
grande aumento de 0sso primario do grupo controle. Fileiras de osteoblastos inativos

(setas finas) e osteoblastos ativos (cabecas de setas).

Nos grupos: HAP (com enxerto do biomaterial de hidroxiapatita pura) (Figura
03), SR (com enxerto do biomaterial de hidroxiapatatia e estrdncio) e GA (com
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enxerto do biomaterial de hidroxiapatatita e galio) podem ser observar uma camada
mais espessa de 0sso primario (trabecular) ao redor do osso secundario. Nesta
regido de osso trabecular, observamos a presenca de osteoblastos cubicos e
colunares, além da de osteclastos, o que indica neoformagdo com remodelacéo
O0ssea. Também observamos células gigantes de corpo estranho envolta de um

material amorfo, proximos a borda da lesao.
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Figura 3: Grupo HAP. A) Aumento em objetiva de 10x, imagem de corte
transversal de osso secundario do grupo hidroxiapatita. Note a peca de cartilagem
hialina (CH); osso priméario em formacgédo (OP) dentro do canal medular, préximo a
medula éssea (MO) e osso secundario (OS). Regido com defeito 6sseo (DO). B)
Aumento em objetiva de 10x, imagem em grande aumento de tecido conjuntivo do

grupo de hidroxiapatita com células gigantes de corpo estranho (seta branca).

Em relacdo ao tecido conjuntivo ao redor do osso (por fora da bordas da
leséo) os grupos HAP e GA apresentaram-se muito celularizado, indicando intensa
remodelacdo tecidual. JA no grupo SR nédo foi observado tecido conjuntivo tdo
celularizado (Figura 04). Nos grupos HAP e GA, o interior do canal medular
apresentava-se preenchido com bastante tecido 6sseo primario (trabecular) entre
células da medula 6ssea. Ja no grupo SR o canal medular se encontrava com

menos 0SSO primario e com a medula 6ssea mais organizada.
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Figura 4: Grupo SR. A) Aumento em objetiva de 10x, imagem de corte
transversal de osso secundario do grupo estroncio. Note a peca de cartilagem
hialina (CH); osso primario em formacao (OP) dentro do canal medular, proximo a
medula 6ssea (MO) e osso secundario (OS). B) Aumento em objetiva de 40x,
Imagem em grande aumento de osso primario do grupo estroncio. Osteoclasto

(setas) e fileiras de osteoblastos ativos (cabeca de seta).

Além de se ter sido observado osso trabecular envolta do osso secundario,
nos grupos GA (Figura 05) e SR, observou-se uma grande area de cartilagem hialina
associado ao osso trabecular, o que indica a grande possibilidade de ossificacao
endocondral, por possuir muitos condrécitos se proliferando e produzindo muito
matriz cartilaginosa, de modo que possa ocorre mais formacao de osso trabecular
em cima da matriz cartilaginosa, 0 que sugere que nestes tratamentos poder haver
uma maior remodelacdo 6ssea por ossificacdo endocondral em relacdo aos demais

grupos.

Figura 5: Grupo GA. A) Aumento em objetiva de 10x, imagem de corte

transversal de osso secundario do grupo galio. Note a peca de cartilagem hialina
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(CH); osso primario em formacéao (OP) dentro do canal medular, proximo a medula
o0ssea (MO) e osso secundario (OS). Regidao com defeito 6sseo (DO). B) Aumento
em objetiva de 40x, imagem em grande aumento de osso primério do grupo galio.
Osteoclastos (setas).

A fim de se obter um valor que pudesse ser tabulado, foi proposto a medicao
da maior area do calo 0sseo, para posterior mensuracao e comparacao, sendo que,
o comprimento da &rea do osso primario (mm) (Figura 06) no grupo controle foi de
15.13+£97.39, no grupo que recebeu a hidroxiapatita de baixa pureza obteve um valor
de 49.55£19.60, os animais tratados com SR os valores foram de 36.83+12.23 e no
grupo GA os comprimento 6sseo em mm foi de 48.74+10.13. ApoOs confirmacéo da
normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, foi aplicado o teste de
variancia ANOVA de um critério para verificar se havia diferenca estatistica e o teste
de Tukey. Onde foi constatado que entre o grupo controle e os tratados o p<0,01, e

entre os grupos que receberam os materiais o p<0,05.

Comprimento da éarea (mm) de Osso primario apés tratamento com

biomateriais.
Comprimento G1 G2 G3 G4
da area de Controle HAP HAP+Ga sr
0SS0
primario )
(mm) 15.13+97.39° 40 55+10 f0°c 48.74+10.13%° 36.83x12.23°°

Figura 6: letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenca
estatistica significativa (a, b significa p<0.01) (c, d significa p<0,05). Apos
confirmacdo da normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, foi
aplicado o teste de variancia ANOVA de um critério para verificar se havia diferenga
estatistica e o teste de Tukey para mostrar onde estavam as diferencas. G1: grupo
controle, sem biomaterial; G2: grupo que recebeu hidroxiapatita; G3: grupo que

recebeu hidroxiapatita e galio; G4: grupo que recebeu estroncio.
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5 DISCUSSAO

Rosa (2014), ao avaliar os efeitos do ranelato de estroncio administrado por
gavagem na dose de 650 mg/kg/dia, em ratas submetidas a ovariectomia e com
defeito 6sseo de tibia de 2,5 mm, a autora descreve que houve incremento nos
valores de densidade 0ssea, sendo o estroncio capaz de prevenir as mudancas de
turnover ésseas induzidas pela deficiéncia estrogénica, e no periodo incial da
reparacdo 0ssea a inibicdo da reabsorcédo 6ssea e a promocao da formacédo 6ssea
contribuiram para este resultados.

Bain e colaboradores (2009), estudando os efeitos de ranelato de estréncio
em diferentes doses (125, 250, 650 mil/kg/dia), constatou que 0 mesmo nao
apresenta efeitos adversos, sendo considerado seguro e bem tolerada, e o estréncio
impediu a deterioragdo induzida pela ovariectomia em ratas, quando estas foram
submetidas a estresse mecéanico a energia necessaria para que ocorresse a fratura
foi maior que no grupo controle e ele observou um maior numero de trabéculas e
menor separacao trabécular nestes animais.

Pesquisa de Machado et al. (2010), ao analisar o efeito de nanohidroxiapatita
dopada com estrdncio em defeitos 6sseos de ovelhas, concluiu  que este material,
promoveu neoformacdo éssea na periferia para o centro do defeito, além da
presenca de tecido conjuntivo frouxo na por¢cédo central do defeito, pouco infiltrado
inflamatorio e grande quantidade de biomaterial na periferia de matriz 6ssea.

Tian et al. (2009), estudando a biocompatibilidade, osteogénese e a
degradacao in vivo (coelhos), de polifosfato de calcio dopados com estroncio,
analisado por meio de histopatolégica e raio-x, concluiu que o material apresenta
boa compatibilidade e osteoconductividade, observando maior formacdo éssea,
colageno tipo 1 e proteinas morfogénicas, considerando este mineral de interesse
ortopédico.

Pesquisa de Son e colaboradores (2009), avaliando os efeitos da dopagem de
diferentes minerais (K, Na, Mg, Zn e Sr) em polifosfato de célcio, pode observar que
este composto quando associado com o Sr, observou que ele apresenta degradacgao
mais lenta quando exposto a fluidos corporeos, sendo assim, a liberacdo do mineral

e gradativa e propicia adequada osteointegracdo e biocompatibilidade.
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Faria et al. (2010) verificando a aplicacdo topica de cloreto de estroncio
concluiu que este material, estimulou e acelerou a neoformacédo 6ssea nos defeitos
cirurgicos, tratados com cloreto de estréncio (28 dias) quando comparado com 0S
sem tratamento, e aos 28 dias, presenciou neoformacdo O&ssea, sendo
predominantemente primaria, ja aos 56 dias a neoformacdo Ossea preencheu
totalmente os defeitos cirdrgicos, tanto do grupo onde se utilizou a solucéo
fisiolégica quanto do tratado com cloreto de estréncio. No entanto, notou-se que nos
coelhos tratados com estréncio o tecido 6sseo neoformado se apresentou mais
desenvolvido, mostrando a presenca de sistemas de Havers.

Freitas-Jesus (2014), pesquisando os efeitos do ranelato de estréncio
associado a vibragcdo mecéanica de baixa intensidade e baixa frequéncia no tecido
0sseo de ratas osteopénicas, pode observar que o grupo que foi instituido o
tratamento com ranelato de estréncio, foi 0 Unico a obter ganho em todos os
parametros analisados pela densitometria Ossea (densidade mineral 0ssea,
espessura e area), tanto na regiao de corpo total quanto na regido do femurotibial,
também apresentou a maior densidade mineral 6ssea ao final do tratamento.

Trabalho de Freitas (2013), avaliando o efeito de diferentes doses de ranelato
de estroncio (300 e 650 mg/kg/dia), em ratas osteopénicas, observou que
independentemente da dose utilizada, houve aumento da espessura do fémur e da
tibia, da densidade Ossea tanto global quanto regional, da &area déssea e da
espessura do osso cortical, quando comparado com o controle, concluindo que o
estroncio tem efeito positivo nos constituintes do tecido 6sseo e influencia
positivamente a microestrutura mesmo em doses baixas.

Yogui e colaboradores (2017), prop6s um estudo em que foi avaliado o reparo
0sseo peri-implantar em ratas submetidas a ovariectomia e tratadas com Ranelato
de Estrdncio, analisando a extensdo linear de contato osso/implante, area Ossea
neoformada e proteina osteopontina (responsavel pelo inicio da mineralizagdo do
tecido osseo), concluiu que estes valores quando analisados em animais que
receberam o estroncio estavam elevados, permitindo uma melhora na resposta da
osteointegracgéo.

Momesso et al. (2017), usando o ranelato de estroncio (650 mg/kg/dia) em

ratas estrogeno dependentes, observou maior neoformacdo ossea, melhora na
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dindmica Ossea alveolar, maior quantidade de 0sso novo, maior espessura de
trabéculas, quando comparado com grupo sem uso de medicamento.

Borges e colaboradores (2000) estudando a hidroxiapatita sintética como
substituto 6sseo em defeitos experimental provocado no ter¢co proximal de tibia de
cées, apos a aplicacado do material e com periodos de observacéao de 8, 30, 60, 120
dias, tendo sua avaliacdo por microscopia eletrdnica, concluiu que a hidroxiapatita
propiciou incremento de células multinucleadas, osteoclastos e a interacdo de
granulos do mineral em concomitancia com o 0sso neoformado, indicando
osteointegracao e onsteoinducao.

Garcia (2007), estudando o processo evolutivo do reparo 0sseo de ratos em
periodos de 7, 15 e 30 dias, tratados com 0sso bovino inorganico e hidroxiapatita,
observou que a densidade fibroblastica, densidade angioblastica e neoformacéo
0ssea, eram abundantes nestes animais quando comparados aos do grupo controle.

Figueiredo (1997), em trabalho comparativo entre a hidroxiapatita porosa de
coral e o enxerto 6sseo autdgeno em coelhos em intervalo de 14, 28 e 90 dias,
avaliando parametros clinicos, macroscopicos, radiolégicos e histopatoldgicos, pode
concluir que, apesar dos materiais estudados serem similares, a hidroxiapatita € um
adequado substituto 6sseo.

Machado e equipe (2010), ao analisar os efeitos de nanohidroxiapatita, em
defeitos 6sseos de ovelhas, na analise histopatoldgica, observou neoformacgéo
O0ssea na periferia em direcdo ao centro, presenca de trabéculas, pavimentacao
osteoblastica, tecido conjuntivo frouxo, presenca do biomaterial e pouco infiltrado
inflamatorio, considerando de acordo com o autor, que a hidroxiapatita apresenta
papel biocompativel e potencial osteoindutor, sendo indicada para substituicdo
ossea.

Silva (2016) prop6s que a associacdo de hidroxiapatita com plasma rico em
plaquetas (PRP) teria potencial para reparacdo de defeitos criticos na fibula de
ratos, porem ao analisar os efeitos obtidos, pode concluir que esta associacdo nao
apresenta incremento na reparagdo tecidual quando comparada com o0 grupo
controle.

Pesquisa realizada por Fehlberg (2001) em que objetivava a avaliacdo da
hidroxiapatita sintética em fraturas completas de terco médio de tibia em caes com

fixacdo percutanea, com avaliagdo de 30, 60, 90 e 120 dias, observou que aos 30
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dias de pds-operatério, o grupo tratado tinha o defeito preenchido com tecido 6sseo
trabecular enquanto o ndo tratado apresentava tecido Osseo fibrovascular,
demonstrando assim o potencial angiogénico e a possibilidade de acelerar o
processo de reparo da hidroxiapatita.

Duarte et al. (2007) avaliando o processo de osteointegracdo da hidroxiapatita
no processo alveolar da mandibula de cdes com defeitos de 6x5 mm na superficie
vestibular com exposi¢cdo da raiz do quarto pré-molar, com observacdo de 21, 42,
60, 90 e 120 dias, concluiu que a inflamagdo no grupo tratado foi menor que no
grupo controle, com aceleragcdo do preenchimento do defeito desencadeando
inflamacé&o e hemorragia gengival, sem comprometer sua indicacao.

Resende e equipe (2006) avaliaram tibias de ratos com defeitos bilaterais,
sendo um destes preenchidos com hidroxiapatita e apos, 20, 30 e 45 dias de
observacdo, concluiu que hidroxiapatita apresentou biocompatibilidade frente ao
contato direto com o tecido ésseo, havendo evolucdo no processo de neoformacao
0ssea, mas ndo ocorreu aceleracdo desse processo frente a esse material em
comparacdo com 0 grupo controle, e em nenhum periodo, nos dois grupos
analisados, foi observada reacao inflamatoria.

E importante pontuar que a HAP é um cristal biocompativel que tem sido
utilizado na biomedicina como restaurador, sendo, também, usado em ortopedia,
odontologia e oftalmologia. Em ortopedia, tem dado resultados animadores a
hidroxiapatita bovina, suina e humana. Comprovaram-se, também, precursores
como os fosfatos carbonatos de calcio, sobretudo na pratica odontolégica.

Os resultados ndo dao uma melhor forma no comportamento de reparagao
tecidual, apesar de serem compativeis, no entanto, € necessaria pesquisa mais
criteriosa para elucidar quais sdo os melhores mecanismos de obtencdo e
combinag¢do com outros elementos. Além de conhecer a forma de resposta dos
tecidos em uma sequéncia ordenada, com base na engenharia tecidual, é
necessario, também, obter avancos na regeneracdo dos tecidos orientados para que

esses biomateriais com padrbes adequados sejam mais bem utilizados.
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CONCLUSAO

Podemos concluir com o presente trabalho que, independentemente do
material utilizado, houve um incremento na reparacdo do defeito 6sseo produzido,
podendo entdo afirmar que estas hidroxiapatita, tanto a hidroxiapatita de baixa
pureza, quanto as dopadas com Gélio e Estroncio, sdo eficazes com agentes
osteoindutores, osteoconducdo, osteintegrantes e possuem biocompatibilidade. E

tem indicacédo de uso em reparos de defeitos.
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