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RESUMO

CORREIA, ERICO LUIZ DE BARROS. Avaliacio de hidroxiapatita, quitosana e
células da medula 6ssea na regeneracio de defeito provocado na metafise femoral de
coelhos (Oryctolagus cuniculus). Estudo clinico-cirirgico e radiolégico. 2011. 30f
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacgido em Medicina Veterinaria)-Universidade Federal

de Campina Grande, Patos, 2011.

O objetivo foi avaliar a eficicia de implantes de hidroxiapatita, quitosana e da associacdo dos
mesmos as células da medula o6ssea na regeneracdo do fémur de coelhos. Avaliaram-se
cilindros de hidroxiapatita (HA) e quitosana isolados e associados a medula 6ssea (MO).
Foram utilizados 16 coelhos, machos e fémeas, jovens, Nova Zeladndia, pesando em média
2,5kg. Foram feitos orificios na metéafise femoral na parte distal e proximal do mesmo. Os
substitutos dsseos foram inseridos em orificios da seguinte ordem: quitosana na metafise
proximal e hidroxiapatita na metafise distal do membro pélvico esquerdo € no membro
pélvico direito na mesma ordem com adi¢do de medula d6ssea sobre os biomateriais. Avaliou-
se clinicamente durante os 10 primeiros dias e radiologicamente nos tempos: imediatamente
antes e apos as cirurgias, 30 e 60 dias. A quitosana e HA, quando associados a medula 6ssea
promoveram maior radiopacidade seguida de quitosana ¢ HA isolados.

Palavras chave: Hidroxiapatita, Quitosana, Medula 0ssea, Biomateriais.



ABSTRACT

CORREIA, ERICO LUIZ DE BARROS. Evaluation of hidryxiapatite, chitosan and
bone marrow cells in regeneration of defects caused in the femoral metaphysic of rabbits
(Oryctogulus Cuniculus). Clinical-surgical and radiological. 2011. 30f. Course end of
Work (Graduation Veterinary Medicine )-Universidade Federal de Campina Grande, Patos,
2011.

The objective was to evaluate the effectiveness of implants with hydroxyapatite, chitosan the
association of the same bone marrow cells in regeneration of the femur of rabbits. Cilinders
were evaluated hydroxyapatite (HA) and chitosan isolated and associated in bone marrow 16
rabbits were used, male and female, youong, New zealand, weinghing 2.5 kg on average.
Holes were made in the femoral metaphysic at the distal and proximal of it. The bone
substitutes were inserted into holes in the following order: chitosan and Hydroxyapatite in the
proximal tibia in the distal metaphysic of the left pelvic limb and right hind limb in the same
order with addition of bone marrow on biomaterials. Was evaluated clinically during the first
10 days and radiolocally in time: immediately before and after surgery, 30 and 60 days. The
chitosan and HA., when associated with bone marrow contributed to higher radiopacity
followed by chitosan and HA alone.

Keywords: Hydroxyapatite, Chitosan, Bone marrow, Biomaterials.
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1. INTRODUCAO

Traumas oOsseos sdo queixas frequentes nas clinicas veterinarias. Nestes casos
necessita-se de reparagdo tecidual que ¢ iniciada com a osteogénese formando osso novo.
Neste processo ocotrem eventos bioquimicos e fisiologicos que estimulam os osteoblastos e
osteoclastos que sobrevivem ao processo cirurgico de transferéncia do sitio doador para o
receptor, ou pelas células do préprio paciente a produzirem matriz 6ssea para reparo de uma
lesdo (MILLIS, 2007).

A osteoinducdo consiste em transformar as celulas mesenquimais indiferenciadas em
osteoblastos e condroblastos, que proliferam e produzem matriz 0ssea. Ja o processo de
osteoconducdo caracteriza-se pelo crescimento tridimensional de capilares e tecido
perivascular em torno do implante ou enxerto 6sseo (MILLIS, 2007).

Todos os anos ha milhares de casos de enfermidades dsseas seja em humanos ou
animais, que necessitam de reparo com enxertos 0sseos, porém esta técnica pode apresentar
restricdes em alguns casos como quantidade limitada de material em animais pequenos,
aumento no tempo cirtrgico e risco de morbidade local no sitio doador. Nos ultimos anos vem
sendo estudado e disponibilizado grande quantidade de biomateriais para reparagido 0ssea, que
apresentam como maior vantagem o pronto uso, caracteristicas de bioatividade e
biocompatibilidade com tecidos orginicos, porém ainda precisa-se de muitos estudos para
elucidar diividas que muitos cirurgides apontam (SPIN, 2008).

A medula 6ssea contém cé¢lulas-tronco osteoprogenitoras que sdo capazes de formar
osso quando combinadas com varios elementos da matriz 6ssea, por isto que ¢ muito utilizada
por cirurgides como forma de acelerar a regeneracdo ossea, ser fonte de baixo custo e ficil
acesso de material osteoprogenitor (BARROS et al., 2001).

A quitosana & um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina de carapacas de
crustaceos, sendo também encontrada em insetos, moluscos e na parede celular de fungos. E
muito utilizada por conter boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, proporcionando
assim reparacdo tecidual, sendo um bom candidato a substituto 6sseo (SPIN, 2008).

A hidroxiapatita tem propriedade osteocondutiva, sendo um dos fosfatos de calcio
mais importante em biologia por assemelhar-se com a estrutura quimica do osso, oferecendo
excelentes resultados quando utilizados para a reparagao 6ssea (VITAL et al., 2006).

Objetivou-se neste experimento avaliar a eficacia de implantes de hidroxiapatita,

quitosana e associacdo dos mesmos da medula 0ssea na regeneragdo do fémur de coelhos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOMATERIAIS

Traumas oOsseos sdo comuns na rotina das clinicas veterinarias, algumas vezes ¢
necessaria reposi¢do tecidual a melhor forma ¢& utilizando enxerto autdgeno, pois este possui
eficiéncia mecanica e biologica, porém ha algumas limitacdes como morbidade na area
doadora, aumento do procedimento cirirgico na retirada do enxerto, escassez em pacientes
pequenos e dor cronica (FIGUEIREDO et al., 2001; MOREIRA et al.. 2003; PINHEIRO et
al., 2008).

Os biomateriais podem ser definidos como substincias de origem natural ou
sintética, tolerados de forma transitoria ou permanente pelos diversos tecidos que constituem
o0s orgdos dos seres vivos (ROUSH, 2007). Eles devem ser atoxicos, degradaveis. absorviveis,
conter propriedades osteocondutivas e se possivel osteoindutivas (JENSEN et al., 1996).
Essas caracteristicas dependem das propriedades fisicas e quimicas do material, que devem
ser compativels com as reacoes fisiologicas do osso (VITAL et al., 2006). Sio muito
utilizados em casos de dificil regeneracdo Ossea, seja em pacientes idosos, em casos de
fraturas cominutivas ou em casos que ndo ¢ viavel a utilizagdo de enxerto autégeno (MILLIS,
2007).

As ceramicas sdo muito empregadas como implantes ortopédicos, em geral sdo
frageis e tem propriedades ténseis baixas. Podem ser divididas de acordo com sua reatividade
quimica em trés categorias que sdo: os inertes, os com superficie reativa e os reabsorvieis
sendo que o grupo fosfatos de cilcio pode ser tanto superficie ativa como totalmente
reabsorvieis. A hidroxiapatita ¢ bioativa e ¢ mais difundida dentro do grupo dos biomateriais.
O grupo dos fosfatos de calcio tem composicdo semelhante a do osso (MARIOLANI, 1991;
LEGEROS, 2002).

2.2 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita (HA) tem estrutura quimica representada pela formula
C10o(PO4)s(OH)2. A HA ¢ produzida sinteticamente desde o inicio dos anos 70 e tem sido

usada clinicamente desde o inicio dos anos 80 (SCHMITZ et al., 1999; ROUSH, 2007) .
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Segundo Silva (2009) a HA possui uma pequena resisténcia mecénica, sendo por isso
nio indicada em areas onde ha suporte de pesos ou cavidades Osseas, devendo ser associada a
técnica de imobilizagdo em fraturas. A HA ¢ suscetivel a digestdo bacteriana e ndo ¢ indicada
em locais intensamente infectados (ROUSH, 2007).

A HA estimula o crescimento interno 0sseo e a formacgdo de osso novo. o crescimento
pode ser ampliado de acordo com o tamanho dos grinulos do biomaterial. (MOREIRA et al.,
2003; ROUSH, 2007). Segundo Vital et al. (2006), a HA ¢ biocompativel com o osso pelo
fato de possuir a mesma estrutura cristalina, sendo assim considerada como o solido
inorganico mais importante em biologia. A estrutura porosa funciona como suporte passivo a
neoformacdo vascular, o que leva a proliferacio de fatores indutores da aposicdo Ossea
(VITAL et al., 2006; MILLIS, 2007). A HA permite a juncdo, proliferacio, migragio e
expressdo fenotipica de células 6sseas, o que resulta em formacgédo de novo osso, em aposicio
direta ao biomaterial (VITAL et al, 2006). A HA atua como matriz passiva para o
crescimento 0sseo, razdo pela qual é considerada como um material osteocondutor (BORGES

et al., 2000; REZENDE et al., 1998).

A capacidade da HA de provocar a formacgdo de uma ligacdo interfacial entre tecido
vivo e o material, promove a formacdo da camada de hidroxiapatita carbonatada na superticie
do implante, com isto ocorre a continuidade da regeneracdo oOssea, incorporando-a ao tecido
osseo, formando osso trabecular e consequentemente ocorre a formagdo de novo osso e
remodelagdo (VITAL, 2003; PEREIRA et al., 2006).

Segundo Vital et al. 2006 em seu trabalho utilizando a HA observou que houve
maior preenchimento da falha 6ssea nos animais tratados, ocasionando maior radiopacidade
do que a do osso normal. Porém, ndo diferiu visualmente entre os grupos. isto pode ser
explicado pela formula quimica da HA (C,3(PO4)s(OH);), que em fungdo de seus constituintes
quimicos, apresenta elevado niimero atémico.

A biocompatibilidade da hidroxiapatita foi comprovada em osteossintese de olecrano
de coelhos demonstrando que ndo ¢ toxica. ndo-inflamatoria e ndo-imunogénica, porém sua
propriedade de osteoindugdo ndo foi comprovada (CARLO et al., 2009).

Segundo Duarte (2003) através do exame radiografico a hidroxiapatita acelerou o
processo de reparagdo tecidual no processo alveolar da mandibula de cdes caracterizando uma

osteoconducdo também descrita por Franco et al. (2001) e Vital et al. (2006).
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2.3 MEDULA OSSEA

A medula o¢ssea (MO) apresenta em sua constituicio células primordiais
indiferenciadas, as células-tronco, que desempenham papel importante na osteogénese por
terem capacidade de auto-renovagdo, proliferagio indefinida, producdo de diferentes
linhagens celulares e regeneracdo de tecidos (BARROS et al., 2001). Estio presentes
principalmente em embrides (células tronco embrionarias), no corddo umbilical e na medula
oOssea, que sdo chamadas de células tronco adultas (SILVEIRA et al., 2005: OLIVEIRA,
2008)

As células da medula d6ssea diferenciadas podem produzir neoformacio 6ssea sem
estabelecer elementos de cartilagem inicial que devem posteriormente remodelar-se ao 0sso.
Essa aposicdo direta do osso resulta em consolidacdo rapida do defeito, disponibilidade e
baixo custo sdo alguns dos fatores que os cirurgides utilizam a medula 6ssea (MILLIS, 2007).

As células da medula 6ssea s@o pluripotentes e com capacidade de se diferenciarem
dependendo do meio no qual se encontra. Podem sofrer dois processos de diferencia¢io que
sdo: células mononucleares (indiferenciadas) e as multinucleares. Dentre as células
mononucleares, ha a hematopoiética, que originara células do sangue (linfocitos, eosinoéfilos,
basofilos, neutrofilos, células vermelhas e plaquetas) e a mesenquimal que podera originar
c¢lulas musculares, hepatocitos, osteodcito, tecido adiposo, condrocitos e estroma (SOUZA et
al., 2005; OLIVEIRA, 2008). As principais vantagens da utiliza¢do da MO em cirurgias sio a
minima invasio na extracdo, simplicidade do procedimento e ndo requerer material
especializado (LUCARELLI, 2004)

Segundo Oliveira (2008) tanto células-tronco-mesenquimais aplicadas isoladamente
como em associagdo com rhBMP-2 induzem taxa de consolidagdo mais rapida em defeitos
tibiais experimentais de cies, de acordo com a analise radiografica.

A utilizacdo de células tronco mesenquimais introduzidas em cola de fibrina rica em
plaquetas foi eficaz no tratamento de defeitos de espessura total da cartilagem articular
(HALEEM et al., 2010).

As células tronco mesenquimais tem biocompatibilidade maxilo-facial com substrato

de fostfato de calcio-quitosana (WEIR, 2010).
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2.4 POLIMEROS

Os polimeros chamados bioabsorviveis degradam-se espontaneamente em condicdes
fisiologicas naturais ou sdo absorvidos completamente pelo organismo, em intervalos de
tempo que permitem, em condi¢des adequadas, a plena substitui¢io dos elementos teciduais.
Os materiais bioabsorviveis sdo particularmente promissores para a chamada engenharia de
tecidos com varios tipos de aplicagdes que vai desde a restauragdo propriamente dita a
utilizagdo de orgdos artificiais como revestimentos em pinos., coberturas de suturas ou
incisdes pos-operatorias, reposicdes Osseas, peles provisorias € para os curativos com

liberagdo controlada de drogas e agentes ativos (ASSIS, 2007).
2.5 QUITOSANA

Quitosana ¢ um biopolimero hidrofilico obtido a partir da desacetilagio da quitina, €
o segundo polissacarideo mais abundante na natureza apés a celulose. E proveniente da
carapaga de crustaceos. E um biomaterial que tem como caracteristicas biocompatibilidade e
biodegradabilidade, com isto apresentam potencial na reparagdo de defeitos oOsseos. A
quitosana atua como aceleradora da reparagio tecidual, capaz de aumentar a producdo de
matriz extracelular através do aumento de producio de fatores de crescimento e tem acgdo
antimicrobiana de amplo espectro atuando também nas osteomielites (SPIN, 2008; GOMES
2009).

A quitosana ¢ atoxica e translicida, permitindo ampla aplicacdo e a inspegdo visual.
Pode ser processada na forma de uma solugdo injetavel em forma de gel em temperatura
fisiologica, permite a passagem de medicamentos sem que seja necessaria sua remogdo e ¢
capaz de fornecer materiais bioativos. Filmes de quitosana para uso topico podem ser mais
avaliados como matriz de suporte na restauracdo e incorporacio de células vivas e por sua
caracteristica antimicrobiana (AIMIN et al., 1999; ASSIS, 2007; SCOTT et al., 2010).

Segundo Kawakami et al. (1992) a quitosana associada a hidroxiapatita promove a
formagdo 6ssea in vive ap0s uma semana.

A quitosana tem capacidade de estimular células na liberacdo de citocinas que
favorecem a organizagdo estrutural do tecido conjuntivo, o que facilita a osteogénese e
angiogénese (MUZZARELI et al., 1994). Também ha capacidade homeostatica e atividade
antibacteriana bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica (CRAVEIRO &
CRAVEIRO, 2000).



&)

A combinacdo de polimeros biocompativeis e materiais cerdmicos reabsorviveis
podem assemelhar-se a fun¢do natural do osso (VENKATESAN, 2010).

Segundo Greene et al. (2008) a quitosana tem biocompatibilidade, zona de inibicdo
de microrganismos, sendo estas caracteristicas determinantes para a utiliza¢do da quitosana
como revestimento de aparelhos ortopédicos, e for¢a de revestimento suficiente para ser usada
nas aplicacdes osseas, assim como filme de quitosana promoveu a osteogénese na reducao de

pos-laminectomia dorsal em coelhos (GOMES, 2009).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. EXPERIMENTO:

3.1.1. ANIMAIS

Foram utilizados 16 coelhos jovens, machos ¢ fémeas, Nova Zelindia, pesando em
media 2.5 kg, provenientes de um criadouro localizado na cidade de Campina Grande - PB.
Os coelhos foram divididos ao acaso em dois grupos de 8 animais de acordo com o periodo
em que os animais foram destinados ao abate (30 ou 60 dias apos o procedimento cirlirgico),
para avaliagdo comparativa entre os biomateriais. Os animais foram colocados em duplas nas
gaiolas e permaneceram por um periodo de sete dias antes do inicio do experimento para
adaptarem-se ao ambiente. Os coelhos foram alimentados com ragdo comercial balanceada e

agua potavel fornecida ad libituin.

3.1.2. PREPARACAO DO MATERIAL DE IMPLANTE

Neste estudo foram utilizados fosfatos de calcio fornecidos pelo Grupo de
Biomateriais da Unidade Académica de Engenharia de Materiais (UAEMa) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG) e obtidos pelo método de reacéio direta da reacéo entre
uma solugio de hidroxido de calcio e acido fosforico de mesma concentragio molar obtendo
assim a Hidroxiapatita de razdo 1.67 (HA). A Quitosana foi extraida da carapaca de
carangueijos e processada em solugdo de hidroxido de sodio a 40%. Os implantes de HA
apresentaram formato cilindrico com 2 mm de didmetro € 5 mm de comprimento e os de
quitosana apresentaram 3 mm de didmetro com 5 mm de comprimento, ambos com 100 a 300

pum de porosidade. Todos os substitutos 6sseos foram autoclavados antes do uso.

3.1.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Foram utilizados quatro implantes em cada animal, dois em cada fémur, situados um
na metafise proximal e outro na distal do mesmo. No pré-operatorio cada animal foi
submetido a jejum s6lido por 12 horas e liquido por 06 horas. A tricotomia foi realizada com

aparelho de tricotomia com ldmina e foi compreendida desde a regido dorso-lombar até o
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calcaneo. A medicacdo pre-anestésica foi constituida de acepromazina na dose de lmg/kg por
via intravenosa (IV) e para manutencdo anestésica foi utilizado zoletil na dose de 15mg/kg IV.
A antissepsia da area operatoria foi realizada com clorexidina 0,05 %. Apods a delimitacdo da
area operatoria com panos de campo, uma incisido cutinea foi efetuada ao longo da margem
craniolateral da diafise femoral desde o trocanter maior até a crista troclear lateral, a gordura
subcutanea e fascia superticial foram seccionadas abaixo da incisdo cutdnea, a fascia lata foi
seccionada ao longo da margem cranial da aponeurose do musculo biceps femural. A retracdo
caudal do biceps e afastamento cranial do musculo vasto lateral revelou a metafise femoral. O
musculo adutor da coxa foi rebatido na regido subperiosteal para propiciar maior exposic¢do do
aspecto caudal do osso.

Foram feitas ressecgdes longitudinais do periosteo e dois orificios foram construidos
(um na metafise proximal e outro na distal) com pino de 2,0 mm de didmetro na parte
proximal e de 2,0 mm na parte distal em cada metafise femoral. Durante a penetracdo do pino
solucdo fisiologica foi usada para minimizar aquecimento oOsseo e conseqiiente osteolise.
Apos a confeccdo de cada orificio, os substitutos osseos foram introduzidos da seguinte
maneira: a quitosana na metafise proximal e a hidroxiapatita na metafise distal do membro
pélvico esquerdo e no membro pélvico direito ocorreu o mesmo processo com adigdo de
medula ossea sobre os biomateriais, procedimento que foi realizado em cada animal. A
medula ossea foi coletada do trocanter maior do fémur esquerdo. Apos a introducdo dos
implantes o musculo tensor da fascia lata foi suturado com categute 3-0 em plano continuo.
Redugdo de espaco morto foi feita com sutura em zigue-zague com categute 3-0. A pele foi
unida com mononailon 3-0 empregou-se sutura shmieden.

No poés-operatorio, os animais foram tratados com enrofloxacina na dose de 10
mg/Kg por via subcutanea (SC) durante 5 dias e meloxicam na dose de 0,1 mg/Kg por via SC
durante 3 dias. Foi realizada anti-sepsia da ferida cirtrgica com solucdo de dlcool-iodado
durante os 10 primeiros dias de pos-operatorio, onde apos esse periodo foi realizada a

remocdo dos pontos da pele.
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Figura 1: Introdugdo da MO no fémur.

Figura 2: Introdugio do filme de quitosana.

3.1.4. AVALIACAO CLINICA

O processo de avaliagdo clinica das feridas cirirgicas foi diario durante os 10
primeiros dias de pos-operatorio, observando-se possivel presenca de reacdo inflamatoria e

infecciosa, dor e deiscéncia da sutura.
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3.1.5. AVALIACAO RADIOLOGICA

Foram realizadas radiografias nas projecées craniocaudal e mediolateral dos
membros operados, antes ¢ imediatamente ap6s a cirurgia, com 30 e 60 dias de pos-
operatorio, visando acompanhar o processo de reparacdo ossea. Para a avaliacdo radiografica
foi realizada uma medigdo de uma cortical a outra do fémur com um paquimetro sendo a
medida em milimetros. Essa avaliagdo foi realizada por dois radiologistas do Hospital
Veterinario da UFCG, onde foram somados os valores e obtido a média para cada lesdo 6ssea
avaliada e submetido a analise estatistica, conduta essa tomada para isentar a avaliacdo de

tendéncias e erros.

3.1.6. ANALISE ESTATISTICA

Para o estudo estatistico foi utilizado o delineamento Bloco ao Acaso, sendo bloco o
momento da cirurgia. Para o estudo das variaveis foi utilizada a prova ndo paramétrica de
Duncan. Em todas as analises estatisticas calculadas foram consideradas significativas quando
p<0,05 (onde p ¢ a probabilidade de erroneamente concluir pela significineia). O programa

que foi utilizado para analises estatisticas foi o MINITAB 13.0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais deste experimento ndo apresentaram sintomas de dor no pos-operatorio, e
nédo foi observado claudicagdo dos membros submetidos as cirurgias durante todo o periodo
experimental, fato também observado por Figueiredo et al. (2001) e Vital. (2005) utilizando
coelhos. Ndo houve sinais de dor devido a pequena lesdo provocada e o tratamento com
meloxicam que evitou acentuacdo do processo inflamatorio e analgesia provocada pelo
farmaco, que € bem aceito em procedimentos ortopédicos (FANTONI, 2009).

O histérico clinico dos animais ocorreu sem problemas, nos primeiros 10 dias de
pos-operatorio houve cicatrizagdo de todas as feridas cirtirgicas. sem episodios de deiscéncia
da sutura e sem processo infeccioso o que tambem foi relatado por Figueiredo et al. (2001). O
procedimento cirtrgico adequado aliado a assepsia e associado a antibioticoterapia apropriada
resultou sucesso no procedimento (HOLMBERG., 2007). Néo ocorreu rejei¢do aos implantes
em nenhum dos animais testados, comprovando a caracteristica de biocompatibilidade dos
mesmos estando de acordo com experimento realizado com hidroxiapatita em fémur ratos de
Moreira et al. (2003) e hidroxiapatita em coelhos por Martinez et al. (2009) e filme de
quitosana Gomes (2009).

Na analise estatistica houve comparacdo das médias dos grupos e seus respectivos
controles radiograficos, ocorreu diferenca estatistica em todos, com excegdo dos grupos HA e
HAMO 60 dias. Este fato pode ser explicado devido, a absorcdo lenta da hidroxiapatita e lenta
deposi¢do de tecido Osseo. Semelhante ao resultado encontrado por Vital et al. (2006) em
experimento realizado com HA em ulna de coelhos observou diminuicdo da radiopacidade, no
grupo tratado aos 60 dias apos a cirurgia em relacdo aos 30 dias de pos-operatorio, havendo
maior regeneracdo ossea que no grupo controle. De acordo com os resultados histologicos a
formacdo de osso lamelar ocorreu apenas aos 60 dias sendo visualizada com discreto aumento
da radiopacidade, fato ocorrido devido a baixa densidade dos constituintes do tecido
neoformado dificultando a visualizacdo radiologica (DUARTE. 2003; FEHLBERG., 2001;
VITAL, 2006; DUARTE et al., 2007, MARTINEZ et al., 2009). Na avaliagdo entre os
grupos, ocorreu diferenca estatistica entre o QUIMO 30 dias com o0 HA e HAMO 60 dias,
entre 0 QUI ¢ QUIMO 30 dias com o HA 30 dias, QUIMO 60 dias com HA 30 dias, HAMO
30 dias com HA 60 dias e HAMO 30 com HAMO 60 dias (Tabela 1).
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Tabela 1 - Média ou mediana e desvio padrdo ou intervalo interquartil da espessura 6ssea em
mm, utilizada para acompanhar o processo de cicatrizacdo oOssea induzida pelos tratamentos

entre os momentos e grupos.

Tratamento/ Controle 30 dias Controle 60 dias
periodo radiografico radiografico
30 dias 60 dias
QUI 6,25+ 0,92 9.1+1.95 6.5+0,96 8.8+1.50
HA 6.6£0.49 7.840.96 6.6=1.20 7,6£1.02
QUIMO 6,94+0.69 9,754+0,88 6.7+0.99 9,04+0,87
HAMO 6,840.70 8.6+0,51 6.8+0,63 7.6+0.83

Os grupos QUI ou QUIMO foram de mais acentutada neoformagio ossea que os
grupos da HA. Fato ocorrido devido a quitosana ser um biopolimero, bioativo e
biocompativel fato explicado por signicativo potencial osteogénico, osteoindutor da
quitosana, ocorrendo a mineralizacdo e inducdo da regeneracdo Ossea. A osteoindugdo da
quitosa ocorre devido a ligacdo dos macrofagos com a quitosana, havendo a liberacdo de
citocinas e fatores de crescimento ocorrendo a osteogénese e angiogénese (SANTOS, 2007,
GOMES, 2009; MUZZARELLI, 2009; SCOTT et al., 2010). A liberacdo de citocinas e
fatores de crescimento através da MO e da quitosana provavelmente ampliaram o potencial
osteoindutor de ambos, devido a isto promoveu melhor regeneragdo oOssea que o grupo
HAMO (TAKAHASHI et al., 2007).

A quitosana promoveu a regeneracdo ossea resultado também encontrado por Gomes
(2009) que relatou diminui¢do das aderéncias e neoformacdo 0ssea sob implante de quitosana
em laminectomia dorsal em coelhos. Segundo Santos (2007) a quitosana em calvaria de ratos
promoveu discreta neoformacdo oOssea, tal fato ndo foi tdo pronunciado devido estd regido
possuir limitada irrigacdo sanguinea, dificultando o suprimento de nutrientes (CARVALHO,
2008).

Estudos relatam que quanto maior a desacetilacdo da quitosana mais facilmente e
mais rapidamente a biomatriz ¢ degradada pelo organismo com menor grau de inflamacao
(TIGH, 2007; CARVALHO. 2008).

O processo de regeneracdo ossea foi mais pronunciado quando a quitosana foi
associada as células tronco da medula 6ssea resultado também observado por Scott et al.
(2010) devido ao potencial osteoindutor de ambos em associagio a capacidade de proliferacio
das células tronco em varias linhagens de células, inclusive as células dsseas (SOUZA et al.,

2005; OLIVEIRA, 2008; SCOTT et al., 2010).
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Os grupos que se utilizou MO a regeneracdo Ossea foi mais acentuada devido ao
potencial de multiplicidade celular, imunomodulador e expressdo de fatores de crescimento
que interagem com as colénias de células do defeito 0sseo, fazendo que as col6nias induzam
as CT diferenciarem-se em células necessarias no local do defeito 6sseo (TAKAHASHI et al.,
2007). Assim como no atual experimento as células tronco da medula 6ssea promoveram
neoformacdo ossea em tibia de cies como descrito por Oliveira (2008).

O grupo HAMO proporcionou maior regeneragdo 0ssea que a HA isolada. A HA tem
capacidade osteocondutiva que conduz o crescimento Osseo no interior do enxerto em
associacdo ao potencial das células tronco de multiplicar-se em variados tipos de células
inclusive os osteoblastos que estdo intensamente envolvidos no processo de regeneragdo 0ssea
ocasionando radiopacidade mais intensa que do grupo da hidroxiapatita isolada (PINTO et al.,
2007; OLIVEIRA, 2008). A HA foi biocompativel e osteocondutora no atual experimento
assim como no experimento utilizando a HA em ulna de coelhos realizado por Vital et al.

(2006) e Carlo et al. (2009) em experimento utilizando HA em olecrano de coelhos.

Figura 3: Radiografia do membro pélvico direito com 60

dias de pos-operatorio.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que ndo houve rejeicdo aos implantes e a radiopacidade nos
animais tratados foi maior que no grupo controle. O tratamento mais eficaz foi o da quitosana
associada a medula ossea seguida da hidroxiapatita associada a medula Ossea. Os grupos
tratados com medula oOssea tiveram maior radiopacidade indicando que associada a
biomaterial osteoindutor tem melhor regeneracdo Ossea que nos grupos tratados apenas com

quitosana ou hidroxiapatita.
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