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RESUMO

BESSI, W. H. Analise das interfaces entre compositos constituidos de matrizes 6sseas
mineralizadas hetero6logas trabeculares canina (MOMHTc) e de bovina (MOMHTD)
asssociadas a quitosana e as falhas 0sseas de tibias de coelhos. 2022, 91p. Dissertacdo
(Mestrado) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2022.

Na medicina veterinaria e humana sdo frequentes afeccGes ortopédicas que necessitam de
intervencdo cirdrgica a fim de repor tecido 6sseo, seja através de enxerto 6sseo, implante natural
e/ou sintético. Como metodo associativo entre 0s materiais pré-existentes, objetivou-se analisar
as interfaces entre os compositos de MOMHTc e MOMHTb associados a quitosana utilizando-
se 12 coelhos adultos da raca Nova Zelandia, que foram submetidos a falhas 6sseas tibiais. Os
resultados revelaram que os compositos apresentaram potencial citotoxico. Nas avaliacfes
radiograficas digitais (projecdo médio-lateral) todos os compdsitos implantados encontravam-
se acomodados em seus leitos receptores e com gradativa mudanca de densidade em suas
interfaces pelo periodo observado. Macroscopicamente, os compdsitos constituidos de
MOMHTc/b e quitosana permaneceram em seus leitos receptores, com excessdao a um
compésito constituido de MOMHTc e quitosana. Andlises por meio da MEV/EDS
demonstraram que dos 24 compositos constituidos de MOMHT(c/b) e quitosana implantados
nas tibias de coelhos, 23 foram incorporados em seus respectivos leitos receptores e apenas oito
foram osseointegrados, sendo cinco de origem bovina e trés de canina. Dos compdsitos
implantados e analisados, os constituidos de MOMHTDb associados a quitosana apresentaram
melhor performance, sendo esse biomaterial 0 mais recomendado como substituto para

preencher e reparar falhas 6sseas néo criticas.

Palavras chave: Falha 6ssea. Substituto 6sseo. Biomateriais. Osseointegracao.



ABSTRACT

BESSI, W. H. Analysis of the interfaces between composites constituted of mineralized
heterologous canine trabecular bone (MOMHTCc) and bovine (MOMHTb) matrices
associated with chitosan and as bone defects of rabbit tibiae. 2022, 91p. M. Sc. Dissertation
- Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,

Pirassununga, 2022.

In veterinary and human medicine, orthopedic disorders that require surgical intervention are
common in order to replace bone tissue, either through bone graft, natural and/or synthetic
implants. As an associative method between pre-existing materials, the objective was to analyze
the interfaces between the composites of MOMHTc and MOMHTb associated with chitosan
using 12 adult New Zealand rabbits, which were submitted to tibial bone defects. The results
revealed that the composites showed cytotoxic potential. In the digital radiographic evaluations
(mediolateral projection) all implanted composites were accommodated in their receiving beds
and with a gradual change in density at their interfaces for the observed period.
Macroscopically, the composites consisting of MOMHTc/b and chitosan remained in their
receptor beds, with the exception of a composite consisting of MOMHTc and chitosan. Analysis
through SEM/EDS showed that of the 24 composites made up of MOMHT(c/b) and chitosan
implanted in the tibiae of rabbits, 23 were incorporated into their respective receptor beds and
only eight were osseointegrated, five of bovine origin and three of canine. Of the composites
implanted and analyzed, those made of MOMHTDb associated with chitosan showed the best
performance, and this biomaterial is the most recommended as a substitute for filling and
repairing non-critical bone defects.

Keywords: Bone failure. Bone substitute. Biomaterials. Osseointegration.
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1. INTRODUCAO

As fraturas traumaticas decorrentes de acidentes automobilistico, as neoplasias 6sseas
ou ndo-unides 0sseas, ttm aumentado consideravelmente nos Gltimos anos. Por isso, estudos
envolvendo diferentes tipos de tratamentos cirurgicos ortopédicos reparadores que estimulem e
acelerem a regeneracao 0ssea, vém sendo amplamente pesquisados. Uma das principais opc¢des
para o tratamento dessas afeccdes € a substituicdo de um segmento ou o preenchimento de falha
0ssea com 0 uso de enxerto 6sseo ou implante natural e/ou sintético (ALIEVI et al., 2007;
BURGER et al., 2013; FREITAS et al., 2013a).

A melhor opcdo de enxerto no tratamento de falhas dsseas, é o enxerto 6sseo autélogo,
ja que este acelera a reparacdo. No entanto, nesse procedimento, hd o inconveniente de
aumentar a morbidade, a dor, 0s tempos cirargico e anestésico e de lesar estruturas normais,
além de ndo fornecer volume suficiente para reparar grandes falhas 6sseas (MELO et al., 1998;
STEVENSON, 1998; ALIEVI et al., 2007).

Atualmente, substitutos 6sseos naturais tém sido alvo de pesquisas para contribuir nas
reparacOes das afeccOes Osseas. Eles podem ser obtidos a partir de animais da mesma espécie,
ou seja, os aloimplantes, ou de espécie diferente, isto é, os heteroimplantes. Apesar dos
implantes serem biologicamente inferiores aos auto-enxertos, eles tém sido bastante utilizados
na ortopedia reparadora, com resultados satisfatorios (RANZANI, 1996; DASSO et al., 1998;
MELO et al.; 1998; MORAES et al., 2004; ALIEVI et al., 2007; MILORI et al., 2013).

As vantagens dessa alternativa séo a constitui¢do de banco de ossos apropriado para o
fornecimento de implantes, suporte para formacdo de novo 0sso (osteogénese), sustentagcdo
mecanica, além de um unico doador fornecer quantidade significativa de tecido 6sseo (MELO
etal., 1998; ALIEVI et al., 2007, FREITAS et al., 2013b). As falhas 6sseas também podem ser
preenchidas na sua totalidade por implantes sintéticos, como cimento de fosfato de calcio,
hidroxiapatita sintética, polimetilmetracrilato (PMMA), biovidros entre outros (BRAZ et al.,
2003; FERNANDES et al., 2004; MORAES et al., 2004; MOREIRA et al., 2014; CATELLO
etal., 2017).

A quitosana ¢ um biomaterial natural biocompativel e biodegradavel constituido de
polissacarideo que tem origem apartir da reacdo de desacetilacdo parcial da quitina, por
tratamento alcalino, podendo também ocorrer naturalmente em alguns fungos. Ela pode ser

apresentada na forma de gel, pasta, membranas e em po6, com diferentes granulacGes
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(GERENTES, 2002; CHEN et al., 2005; SPIN-NETO et al., 2008; KUHL et al., 2017).

Os implantes, tanto naturais quanto sintéticos, de uma forma geral, devem possuir
caracteristicas peculiares basicas como promover a osteoinducédo, que se da pela formacéo de
0ss0 a partir de células osteoprogenitoras, oriundas das células mesenquimatosas primitivas sob
a influéncia de um ou mais fatores indutores presentes na matriz 6ssea (ALEXANDER,1987),
ja a osteoconducdo promove o crescimento 6sseo por meio de aposicdo de tecido désseo
subjacente na presenca de 0sso ou células mesenquimatosas indiferenciadas, além de serem
biocompativeis, ndo carcinogénicos, atoxicos, ndo antigénicos, com minimo, e induzir pouca
reacdo inflamatdria local (AKAMOTO, 2002; COSTA et al., 2015).

O método de diagndstico por imagem, por meio de avaliacdo radioldgica, permite
avaliar com precisdo o comportamento do implante, ou seja, substituto 6sseo, em
procedimentos ortopédicos reconstrutivos. Com ele, é possivel localizar com precisao a posi¢ao
exata de um substituto 6sseo em falha dssea, a remodelacdo 6Ossea e, também, quantificar
reacOes locais. Por isso, nos procedimentos cirirgicos ortopedicos de rotina e experimentais,
gue necessitam de acompanhamento, 0 seu uso torna-se imprescindivel, ndo s6 na medicina
humana, como também na medicina veterinaria (FREITAS et al., 2013a; MOREIRA et al.,
2014).

O método de microanalise por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) esta
bem definido e é bastante utilizado para avaliar a superficie de um espécime sélido e, também,
na obtencdo de imagem tridimensional (SABOIA et al., 2000; GARTNER, 1999; TIMM,
2005). Dessa forma, a investigacdo sobre o comportamento bioldgico local do implante, permite
estabelecer a distincdo entre o contato fisico e a adesdo quimica entre o biomaterial e o leito
receptor (SABOIA et al., 2000; SERHAN et al., 2004; FAEDA et al., 2009; MAYER et al.,
2013; COSTA et al., 2015).

Uma opcdo para a reparacdo das falhas Gsseas seria 0 uso de biomateriais naturais e
sintéticos que apresentassem propriedades osteogénicas, osteoindutora e osteocondutora, que
proporcionassem sustentacdo mecéanica, de facil aquisicao, baixo custo, que ndo necessitassem
de material especializado para preservacdo, e que preenchessem completamente a falha dssea,
eliminando problemas inerentes ao enxerto 6sseo autdégeno (FRIEDLAENDER, 1982;
SINIBALDI, 1989; MELO et al., 1998; STEVENSON, 1998; ALIEVI et al., 2007; FREITAS
etal., 2012; BURGER et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar as interfaces entre compositos constituidos de MOMHTc e/ou MOMHTb

associadas a quitosana e as falhas 6sseas de tibias de coelhos.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar o efeito citotoxico de compositos constituidos de MOMHTc e/ou MOMHTDb
associadas a quitosana;

Analisar por meio de técnica radioldgica digital o comportamento de compdsitos
constituidos de MOMHTc e/ou MOMHTDb associadas a quitosana em falhas dsseas de tibias de
coelhos, em diferentes tempos;

Analisar por meio de técnica MEV as superficies externas (peridsteo) e interna
(enddsteo) e as interfaces de compositos constituidos de MOMHTc e/ou MOMHTD associada
a quitosana em falhas 6sseas de tibias de coelhos;

Analisar por meio de técnica EDS pontos de integracdo das interfaces dos compdsitos
constituidos de MOMHTc e/ou MOMHTDb associada a quitosana em falhas dsseas de tibias de
coelhos;

Comparar os resultados obtidos através das técnicas radioldgicas, de MEV e de EDS de
compositos constituidos de MOMHTc e/ou MOMHTD associadas a quitosana em falhas 6sseas

de tibias de coelhos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. 1 BIOLOGIA E REPARO OSSEO TECIDUAL

O tecido 0sseo, principal constituinte do esqueleto responsavel pela protecao e suporte
de oOrgaos, além de diversas outras fungdes especializadas, trata-se de um tecido conjuntivo
formado por matriz éssea extracelular e células. A matriz organica apresenta fibras colagenas,
proteoglicanos e glicoproteinas e a parte inorganica da matriz Gssea é representada
principalmente pelos ions célcio e fosfato formando os cristais de hidroxiapatita, essa
associacdo das fibras de colageno e cristais confere a caracteristica singular de dureza do tecido
6sseo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos sdo as células que compde o tecido 6sseo e
apresentam funcbes especificas: o0s osteoblastos, denominadas de células mesenquimais,
possuem intensa capacidade secretora de matriz organica, estdo localizados na periferia entre o
0sso cortical e o peridsteo, e produzem fatores de crescimento sob influéncia do hormdnio do
crescimento (GH) nos focos de remodelagem; apds a sintese de matriz, o osteoblasto permanece
aprisionado pela matriz recém sintetizada passando a denominar-se ostedcito. Tais ostedcitos
sdo células em repouso, instaladas nas criptas 0sseas a fim de manter a integridade do tecido,
capazes de sintetizar pequena quantidade de matriz e se diferenciarem em osteoblastos e
osteoclastos quando estimulados; ao contrério dos osteoblastos, os osteoclastos sdo células
gigantes e multinucleadas responsaveis pela lise e reabsorcdo do tecido dsseo, participando
ativamente do processo de reparo tecidual (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; MOTTA,
2009).

Visando o reparo 0sseo tecidual, o processo de reparo no tratamento de fraturas é
essencial e tem como objetivo recuperar a mecanica do tecido 6sseo além de sua geometria,
para reestabelecimento da sua funcdo (KOLAR et al., 2010), trata-se de um processo
multifatorial e de extrema complexidade que engloba uma série de fatores celulares, hormonais
e moleculares e, em condi¢Oes fisiologicas, tem duracdo de quatro a seis Ssemanas.
Didaticamente podemos dividi-lo em fases inflamatdria, formacdo do tecido de granulagéo,
formacdo do calo 0sseo e remodelamento Gsseo, embora haja sobreposicdo entre 0s
acontecimentos (ROZEN et al., 2007; SCHINDELER et al., 2008).
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Fase inflamatoria

Imediatamente apds o trauma ocorre a destruicdo de matriz, com consequente morte
celular e lesdo de vasos sanguineos, dando origem a um hematoma local. Como resposta
imunologica, as células inflamatdrias, como linfécitos, macréfagos, mondcitos e
polimorfonucleares, sdo recrutadas a fim de remover os restos celulares, e essas por sua vez,
produzem citocinas que caracterizam o processo inflamatdrio (KALFAS, 2001; PHILLIPS,
2005; KOLAR et al., 2010).

A contribuicdo do hematoma é indispensavel para gque se inicie uma cascata de eventos,
uma vez que representa um reservatorio de fatores de crescimento no processo de diferenciacao
celular e angiogénese. O hematoma permite o aumento da permeabilidade local e a difusdo de
proteinas do plasma bem como fibrina dos capilares recém-formados (GIANNOUDIS, 2007;
SCHINDELER et al., 2008). A fase inflamatoria tem seu inicio no momento do trauma e se
estende em torno de trés dias, dando inicio a formacéo do tecido de granulacdo (ROZEN et al.,
2007).

Fase de tecido de granulacao

Marcada por intensa angiogénese e recrutamento das células mesenquimais
progenitoras, forma-se um tecido altamente vascularizado e rico em células indiferenciadas,
denominado tecido de granulacdo. Tais células progenitoras provem do periosteo, tecido
muscular, osso cortical e medula 6ssea adjacentes a lesdo, conferindo-lhes papel importante no
processo de nutricdo e reparo (ROZEN et al., 2007; TSIRIDIS, 2007; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008).

A formacdo deste tecido é dependente da acdo quimiotatica e mitogénica do fator de
crescimento (TGF-B) fator de crescimento transformador beta produzido pelas plaquetas e
macrofagos presentes no hematoma formado, capaz de direcionar e estimular células
mesenqguimais, osteoprogenitoras, condroblastos e osteoblastos. N&o o bastante, 0 TGF-f inibe
enzimas proteoliticas que poderiam destruir o tecido neoformado e regula a producao de matriz
celular orgénica (KALFAS, 2001; ROZEN et al., 2007).

Esta fase, caracterizada por intensa diferenciacdo e proliferacdo de células osteogénicas
mediadas pelo TGF-p, sobrepde a fase inflamatdria no terceiro dia do processo e encerra-Se
aproximadamente no sexto dia do reparo tecidual, tendo uma duragdo em torno de quatro dias
(PHILLIPS, 2005; ROZEN et al., 2007).
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Fase de calo 6sseo

Desde o quarto até o décimo quarto dia ap6s o trauma tecidual, o tecido de granulacéo
da origem aos tecidos cartilaginosos e 6sseos pela combinacdo dos processos de ossificacdo
intramembanosa e endocondral. A formacéo intramembranosa de tecido 0sseo € independente
de cartilagem, ja a endocondral depende de células progenitoras para formacéo de cartilagem e
mineralizacdo do calo subsequente. No tratamento da maioria das fraturas a ossificacdo
endocondral é predominante devido ao grau de instabilidade presente no gap da fratura
(ROZEN et al., 2007; TSIRIDIS, 2007; SCHINDELER et al., 2008).

Nesta fase, ocorre a formacdo de um infiltrado rico em fibroblastos adjacente ao
periosteo e as células mesenquimais, ja recrutadas, se diferenciam em condroblastos capazes de
sintetizar matriz cartilaginosa (colageno tipo Il e proteoglicanos), caracterizando o calo mole.
Os condroblastos se diferenciam em condrécitos maduros e o tecido cartilaginoso hipertrofia
conferindo certa estabilidade mecénica até que o calo cartilaginoso seja gradativamente
mineralizado (ROZEN et al., 2007; TSIRIDIS, 2007).

A vascularizacdo se estabelece no foco do calo cartilaginoso e acredita-se que, ap6s
promoverem mineralizacdo intersticial, os condrécitos maduros sofram apoptose e o tecido
cartilaginoso é gradativamente removido pelos osteoclastos provenientes do aporte vascular e
substituido por matriz 6ssea neoformada pelos osteoblastos, responsaveis por sintetizarem uma
proteina cujo nome é dado de osteocalcina, ndo colagena que incorpora a matriz Gssea,
contribuindo para o processo de mineralizacdo 0ssea (KALFAS, 2001; SCHINDELER et al.,
2008; SARAIVA, 2002).

A diferenciacdo de células tronco em células osteoprogenitoras é regulada por
complexas interacbes e sinalizacdes celulares autdcrinas e parécrinas, e por estimulos
mecanicos externos. Hormonios sistémicos, como o paratormdnio, vitamina D, horménio
tireoideano, hormonio do crescimento, esteroides sexuais e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGEF), podem influenciar diretamente na diferenciagdo de osteoblastos e na
mineralizacdo tecidual com consequente aumento da producdo de cartilagem, reabsorgédo e
formacéo de tecido 6sseo (GIANNOUDIS, 2007; KERAMARIS et al., 2008).

Fase de remodelacéo
O tecido 6sseo recem formado é trabecular e requer substituicdo por um tecido mais

resistente, a fim de recuperar a integridade mecéanica, anatdmica e funcional do osso (ROZEN
et al., 2007). O processo de remodelacdo do osso trabecular em 0sso lamelar inicia logo apos a

formacéo do calo duro, em torno de duas semanas e perdura por meses, com resisténcia 0ssea
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obtida a partir de trés a seis semanas (KALFAS, 2001; ROZEN et al., 2007)

A remodelacdo inicia-se na borda periosteal do calo duro e ao longo do tempo evolui
para a regido endosteal reestabelecendo o canal medular. Os osteoclastos sdo 0s protagonistas
do processo de remodelacdo por promoverem reabsorcao do calo 6sseo mineralizado abundante
e, em perfeita interacdo com os osteoblastos, reestruturam o tecido ésseo (KALFAS, 2001;
HADJIDAKIS, 2006).

Dentre os fatores locais, destacam-se citocinas, prostaglandinas, e os fatores de
crescimento. Os fatores de crescimento sdo polipeptidios produzidos pelas préprias células
Osseas ou por tecido extra 6sseo que modulam o crescimento, diferenciacdo e proliferacéo
celular com funcdes particulares e especificas (MONTECINOS, 2009; TAKAYANAGI, 2005).

O mecanismo de interacdo entre osteoblastos e osteoclastos € determinado sistema
RANKL-RANK-OPG. Osteoblastos e células em repouso sintetizam um peptideo denominado
RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear-kappa b) que une-se ao seu receptor
RANK (receptor ativador do fator nuclear-kappa b) presente na superficie das células
precursoras de osteoclastos, favorecendo sua diferenciacdo e reabsorcdo 6ssea. Como resposta
antagonista e na tentativa de impedir reabsorcdo exacerbada, os osteoblastos sintetizam uma
proteina denominada OPG (osteoprotegerina) que bloqueia a ligagdo RANKL - RANK,
induzindo a apoptose de osteoclastos (TAKAYANAGI, 2005; MONTECINQOS, 2009).

3.2 ENXERTOS E BIOMATERIAIS

O uso de biomateriais para substituir a perda 6ssea é pratica comum ha décadas, tendo
em vista que é um material projetado para assumir uma forma que pode direcionar, mediante
interacBes com sistemas Vvivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico
(DAVID,2018; CHOW, 2009). No inicio, para restituir perdas dsseas utilizava-se autoenxertos,
considerados ideais por representarem material do préprio individuo. No entanto, esse
procedimento apresenta desvantagens, como maior incidéncia de enfermidades no sitio doador
e quantidade limitada do material passivel de doagcdo (OLIVEIRA et al., 2009).

Diante dessas limitacOes, os aloenxertos (compostos de materiais de outro individuo da
mesma espécie) e 0s xenoenxertos (materiais obtidos de outra espécie) surgiram como possiveis
substitutos. Porem, eles também apresentam limitagdes, como risco de transmissdo de doencas
ou ainda, de rejeicdo (PRECHEUR, 2007).

O enxerto 6sseo autdgeno apresenta as atividades de osteogénese, osteoinducéo,

osteoconducdo e osteopromocgdo. A osteoinducdo é a formacdo de tecido 6sseo a partir da
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diferenciacédo dos fibroblastos provenientes do tecido conjuntivo e osteoblastos. O processo de
osteoinducéo é o processo pelo qual a osteogénese é induzida e envolve a formacdo de novo
0ss0 a partir do recrutamento de células imaturas e sua diferenciacdo em celulas
osteoprogenitoras. A desvantagem, porém, € que esta técnica pode estar associada a morbidade,
dor e perda de fungdo temporaria, uma vez que fica limitada a quantidade de material doador
disponivel, além da criacdo de uma area cirurgica adicional (PESSOA et al., 2015; PEREIRA
etal., 2012)

Na osteoconducdo ha formacdo Ossea por meio de um processo de crescimento de
capilares e células 6sseas progenitoras, seja dentro, em volta ou através do enxerto 6sseo ou
arcabougo previamente instalado, servindo como um elo para a formagéo de um novo 0sso.
Esse processo refere-se a capacidade do biomaterial em conduzir o desenvolvimento de novo
tecido 0sseo através de sua matriz de suporte (arcabouco). Assim, os materiais osteocondutores
sdo biocompativeis e formam um arcabouco para deposicao e proliferacao celular com atividade
osteoblastica (SOUZA, 2010).

Enxertos homologos (aloenxertos) tem como caracteristica a longo prazo resultados
semelhantes ao enxerto autdgeno, apesar de que a enxertia com 0sso homologo tenha indice de
reabsor¢do maior (DELL VALLE, 2006).

Enxertos heter6logos ou também denominados de xenoenxertos, S0 compostos
inorganicos provindos de ossos de animais (GARG, 1999), e pode ser considerado um bom
material por ser completamente desprovido da fase proteica e por sua matriz 6ssea nao ser
modificada em seu formato original além de ser reabsorvivel, denso ou poroso, cristalino ou
amorfo.

Apesar da semelhanca com algumas hidroxiapatitas, sua composi¢do a base de apatita
predominantemente composta por carbonatos e grupos hidroxilicos reduzidos o torna um
material especificamente distinto, apresentando propriedades osteoindutivas, servindo como

arcabouco para a neoformagcéo éssea (SOUZA, 2010).

3.3 QUITOSANA

A quitosana é um biopolimero hidrofilico, constituida por unidades Nacetil-D-
glicosamina e D-glicosamina. E considerada um polissacarideo abundante da natureza tendo
como principal fonte natural a quitina oriunda de carapaca de crustaceos, podendo ainda ser
encontrada em insetos, moluscos e parede celular de fungos (ANDRADE et al., 2003,

RINAUDO, 2006). As principais vantagens da quitosana é com relacdo a sua versatilidade de
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preparacdo, podendo ser transformada em diversas formas, como flocos, microesferas,
membranas, nanoparticulas e fibras, ja que pode ser modificada fisicamente (SANTOS, 2004;
LARANJEIRA, 2009).

Outra caracteristica importante deste biopolimero € sua alta hidrofilicidade, onde sua
cadeia polimérica é composta por um grande nimero de grupos hidroxila e amino, permitindo
sua utilizagdo como biomaterial na forma de microparticulas, gel e membrana em diversas
aplicacdes, como veiculo de liberacdo de farmacos, bandagens, géis injetaveis, entre outras
aplicacdes (KUMAR, 2000).

A quitosana consiste em um biomaterial natural, atoxico, produzido por fontes naturais
renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em aplicacdes industriais e tecnoldgicas
hd varios anos, € um dos biomateriais com maior potencial de utilizacdo na medicina
regenerativa, desde fios de suturas, a biomateriais de aplicacdo na pele, osso e cartilagem,
possuindo diversas possibilidades de utilizacdo neste campo (KUMAR, 2000; POLO-
CORRALES et al., 2014).

Apresenta propriedades estimulantes do sistema imune, as quais sdo manifestadas na
aceleracdo de cicatrizagdo. Outras propriedades que estdo presentes na quitosana incluem entre
outras as suas caracteristicas fisico-quimicas como biodegrabilidade, biocompatibilidade e
bioatividade (DAMIAN, 2005; MENDES, 2011; CHEN et al., 2013).

Atualmente esse biomaterial tem sido altamente empregado na substituicdo do tecido
Osseo, Fakhry et al., 2004, constataram que a quitosana apresentou maior fixacdo e
disseminacdo das células nos osteoblastos em relacdo aos fibroblastos. Mesmo com os bons
resultados obtidos no emprego deste material, ainda existe uma necessidade de melhorar a sua
afinidade pelo tecido 6sseo e o desempenho das propriedades mecanicas.

3. 4 REPARO OSSEO EM COELHOS

O processo de reparo em coelhos, semelhante ao observado nos humanos, é comporto
por trés estagios (MATOS, 2008). Inicialmente, nota-se a presenca de um infiltrado celular
devido a multiplicacdo promovida pelas citocinas inflamatérias e infiltracdo de fibroblastos,
associado a presenca de tecido 6sseo jovem e com discreto tecido lamelar. Posteriormente, a
celularidade se mantém, até que a quantidade de tecido Osseo lamelar aumenta
progressivamente e extrapola a quantidade de osso neoformado, alcangando a fase de reparo.
Em seu estagio final, a fibrose medular formada é intensa e a celularidade reduz e o processo
de reparo se conclui (MATQOS, 2008; ALJUMAILY, 2010). Tendo em vista que o tecido 6sseo
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nesta espécie também é composto por sistema harvesiano, que se assemelha ao de caes, caprinos
e humanos, as pesquisas realizadas nesses individuos facilitam a extrapolacéo dos resultados.
Azevedo et al., 2013, comparando o uso de hidroxiapatita e quitosana isoladas e
associadas a medula dssea no reparo do tecido 6sseo em coelhos conclui que os tratamentos
empregados mostraram-se biocompativeis. A quitosana isoladamente e em associagdo com
medula 6ssea estimulou maior deposi¢do de tecido, bem como estimularam reagdes celulares

mais evidentes em coelhos.

3.5 ANALISE PRE E POS IMPLANTACAO

Teste de citotoxicidade

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomeédicos. Apos
comprovada a sua ndo toxicidade, o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter
continuidade realizando-se assim 0s ensaios necessarios em animais de laboratério. Em relacéo
a aplicacdo clinica, ha um controle cada vez mais rigoroso ao uso de animais de laboratorio,
tendo a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a toxicidade
desses dispositivos, com o objetivo de evitar reacOes adversas e lesar o organismo do paciente.

Varios métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomateriais, foram padronizados
utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar o material
direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as
alteracdes celulares por diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporacdo de corantes vitais
ou a inibicdo da formacdo de colonias celulares (ROGERO et al., 2003).

O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, que pode
ser evidenciada com auxilio de corantes vitais. Os métodos in vitro apresentam vantagens em
relacdo aos in vivo tais como a limitacdo de variaveis experimentais, obtencdo de dados
significativos, além do periodo de teste ser mais curto. O problema da extrapolacdo dos dados
obtidos in vitro para a aplicacdo clinica dos biomateriais pode ser superado pelo uso de
materiais de referéncia apropriados, atualmente em uso em clinicas (CRUZ et al., 1987).

Estudos com estes métodos demonstraram que os testes com culturas celulares podem
ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente

acessiveis para a execucao do estudo de biocompatibilidade in vitro.
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Exame radiografico

Em 1910, a radiografia assumiu um importante papel técnico e cientifico, e passou a ser
efetuada por técnicos especializados e com regras de segurangas obrigatérias (VALE, 2009),
tornando-se o método de imagem mais usado na pratica clinica (MONTADON, 2007).

A radiografia simples € o exame de imagem inicial para a avaliacdo das fraturas de um
modo geral e encontra-se amplamente distribuido na rotina de pequenos animais, pois € um
método répido, econémico e simples, capaz de fornecer inimeras informagdes (REZENDE et
al., 1998; KEALY etal., 2011).

O método de diagndstico por imagem, através de avaliacao radiologica, permite avaliar
com precisdo o comportamento de implante, ou seja, substituo 6sseo, em procedimentos
ortopédicos reconstrutivos, sendo um exame de facil realizacdo e ndo invasivo ao paciente
(MOREIRA et al., 2014).

Com ele, é possivel localizar com precisdo a posicao exata de substituto 6sseo em falha
0ssea, a remodelacdo 6ssea e, também, quantificar reacdes locais. Por isso, nos procedimentos
cirtrgicos ortopédicos de rotina e experimentais, que necessitam de acompanhamento, 0 seu
uso torna-se imprescindivel, ndo s6 na medicina humana, como também na medicina veterinaria
(FREITAS et al., 2013?).

Microscopia eletrdnica por varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) € um instrumento muito versatil e usado
rotineiramente para a analise microestrutural de materiais sélidos. Apesar da complexidade dos
mecanismos para a obtencdo da imagem se tornou um instrumento imprescindivel nas mais
diversas areas: eletronica, geologia, ciencia, engenharia dos materiais, entre outros. Em
particular, o desenvolvimento de novos materiais tém exigido um namero de informacdes
bastante detalhado das caracteristicas microestruturais s6 possivel de ser observado no MEV
(FAEDA et al., 2009).

A MEV tem seu potencial ainda mais desenvolvido com a adaptacdo na camara da
amostra de detectores pela espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS) que permite
a realizacao de analise quimica na amostra em observacao. Através da captacdo pelos detectores
e da anélise pela EDS é possivel obter informacdes qualitativas e quantitativas da composi¢édo
da amostra na regido submicrometrica de incidéncia do feixe de elétrons (DEDAVUD, 2007).

Entretanto, ndo sdo apenas estas caracteristicas que fazem do MEV uma ferramenta tdo

importante e tdo usada na analise dos materiais. A elevada profundidade de foco (imagem com
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aparéncia tridimensional) e a possibilidade de combinar a analise microestrutural com a
microanalise quimica sdo fatores que em muito contribuem para 0 amplo uso desta técnica. A
observacao e andlise de fratura teve um grande avango com o uso do microscopio eletronico de
varredura (SABOIA et al., 2000; SERHAN et al., 2004).

Dessa forma, a investigacdo sobre o comportamento bioldgico local do implante,
permite estabelecer a distincao entre o contato fisico e a adesdo quimica entre o biomaterial e 0
leito receptor. Com isso, a analise fisica de um implante atraves de MEV e a analise quimica
através de EDS, sdo de grande relevancia para a verificagdo micromorfoldgicas que envolvem
significativamente na osteointegracao e estabilidade priméaria do implante com o leito receptor
(MAYER et al., 2013; COSTA et al., 2015).
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4. METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Cuiaba (CEUA/UNIC), em reunido de 26/06/2018 (protocolo n° 028/2018) e, com
consentimento da CEUA/FZEA, foi realizado na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos (FZEA) da Universidade de Sdo Paulo (USP), Campus Fernando Costa,
Pirassununga/SP.

4.1 PREPARO DOS COMPQOSITOS CONSTITUIDOS DE MOMHT (c/b)

A MOMHTCc foi coletada assepticamente da metéfise distal de fémur de caninos adultos
sadios, que vieram a Obitos por traumas, sem sinal/sintomas de afec¢des infecto- contagiosas.
Ja a MOMHTDb foi coletada assepticamente de metafise distal de fémur de bovinos adultos
abatidos no frigorifico da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da
Universidade de Sado Paulo (USP). Ap6s remogdo dos tecidos moles adjacentes a metéfise
(canino e bovino), com o uso de uma serra manual, segmentos transversais de 5mm de
comprimento da metéafise proximal foram coletados, e o tecido medular mole removido com
agua corrente em alta pressdo, com o uso de uma lavadora de alta pressdo (Intech Machine
Acqua 1300Lbs 1350W). Em seguida, as MOMHT (c/b) foram lavadas com solugéo salina a
0,9% e acondicionadas separadamente em recipientes plasticos estéris contendo glicerina a 98%

(Figura 1), por um periodo minimo de 30 dias, em temperatura ambiente, até 0 momento do uso.

Figura 1. MOMHT (c/b) acondicionadas em frascos plasticos contendo glicerina (glicerol) a 98% (A
e B).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

A confeccdo dos compésitos foi realizada em cabine de seguranca bioldgica classe 2 A1
(Modelo: SBIIA1-1266/4, Filterflux). As MOMHT (c/b) preservadas em glicerina a 98% foram
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hidratadas/lavadas com solucdo salina a 0,9% por 10 minutos (trés vezes). Ato continuo, as
MOMHT (c/b) tiveram suas superficies lixadas (desgastadas) com uso de politriz (lixadeira)
metalografica (PLO2E/300), sob irrigacdo até atingir espessura aproximada de 4mm e submersas
em solucdo salina a 0,9% em cuba ultrassénica (10 minutos) para remog¢édo de microfragmentos

gerados na ocasido do lixamento (Figura 2).

Figura 2. Processamento das MOMHT (c/b). Cabine de seguranca bioldgica contendo materiais
utilizados no preparo das MOMHT (c/b) (A), MOMHT (c/b) em frascos plasticos contendo glicerina a
98% (B), hidratagdo/lavagem das MOMHT (c/b) em solugéo salina a 0,9% para lavagem das MOMHT

(c/b) (F).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

4.2 INCORPORACAO DA QUITOSANA AOS COMPOSITOS CONSTITUIDOS DE
MOMHT (c/b)

Para producdo dos compdésitos, as MOMHT (c/b) foram desgastadas com o uso de lixa
d’agua (n°400) acoplada em politriz/lixadeira metalografica, sob irrigagéo, até atingir espessura
de 2,0mm (Figura 3). Utilizando a mesma metodologia empregada anteriormente, com uso de
broca trefina com diametro interno de 6mm acoplado a caneta de baixa rotagdo foram obtidos
discos de 6mm de diametro, que foram submersos em solucdo salina a 0,9% em cuba
ultrassénica (10 minutos) para remogdo de microfragmentos presente na ocasido do

processamento.
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Figura 3. Mensuragdo dos compdsitos de MOMHT (c/b) associados a quitosana.

Fonte: Laboratorio de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Posteriormente os discos das as MOMHT (c/b) foram acondicionados sobre gazes estéreis
e imersos em solucdo de quitosana a 1%, sendo a dilui¢do de 1 grama de quitosana em 100 ml
de solucdo e acido acético a 1% (Figura 4), os discos foram acondicionadas em estufa em
temperatura de 32° graus e repetido a imerséo a cada 24 horas, durante trés dias. Ato continuo,
foi realizado a neutralizacdo em pH 7 em solucédo de hidréxido de sédio (NaOH). Os discos de
MOMHT (c/b) foram acondicionados em grau cirurgico e esterilizados em autoclave seguindo

o0 protocolo ja utilizado, para posterior ensaio de citotoxicidade e uso nas tibias (Figura 5).

Figura 4. Avaliacdo da superficie dos compdsitos de MOMHT (c/b) associada a quitosana. Observe
que as trabéculas 6sseas apresentam superficies revestidas com uma camada clara e brilhante (setas
vermelhas) apds tratamento com a solugdo de quitosana (Estereomiscropio Ez4 — Leica) 20X.

Fonte: Laboratério de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV); Laboratério de
Biomateriais e Biossensores (BIOLAB/ZAB) — FZEA/USP.
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Figura 5. Compdsitos constituidos de MOMHT (c/b) e quitosana processados e colocados em
embalagem para posterior esterilizacdo (A). Autoclave demonstrando processo de esterilizacdo dos
compositos para posterior ensaio de citotoxicidade (B).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

4.2 ENSAIO DE BIOCOMPATIBILIDADE

Cultura de células

Foi utilizada a linhagem celular L929, fibroblastos de camundongo, do Laboratério de
Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT). O meio junto a seus complementos,
sendo esses 10% soro fetal bovino, 2% glutamax e 1% antibiotico, associando-se estreptomicina
e penicilina. Em seguida a solucéo foi filtrada. As células foram descongeladas e centrifugadas
a 2000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado e
ressuspendido em 10 mL de meio completo. A garrafa foi incubada e mantida por 24 horas a
37°C em estufa umidificada contendo 5% de CO2 (Figura 6).

Para a manutencgéo da cultura celular, o meio foi retirado da garrafa por inversédo e em
seguida adicionou-se 3mL de solucdo tampéo salina (PBS, a pH 7,4) para retirar o soro residual,
homogeneizou e descartou o liquido, repetindo esse procedimento 3 vezes. As células foram
dispersas utilizando-se 0.05% tripsina em PBS e mantidas em estufa 37°C por 5 minutos até se
soltarem da garrafa. Apds esse processo, foi adicionado meio completo para inativar a tripsina,

homogeneizou e com a pipeta transferiu tudo para um tubo Falcon estéril.
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Figura 6. Meio de cultivo celular DEMEM F12 (A). Filtragdo do meio de cultivo (B). Adicéo de 10%
de soro fetal bovino e 1 % de antibidtico (C).

Fonte: Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.

Contagem de células em Camara de Newbauer

Ap0ds realizar o processo descrito anterior, a solucdo foi homogeneizada e coletou- se 10ul
em microtubo. Acrescentou-se 10ul e azul trypan, homogeneizou novamente e colocou na
camara de Newbauer (Figura 7). Os 4 quadrantes foram contados e a concentracdo de células
foi encontrada a partir de determinada férmula estabelecida.

Figura 7. Aplicacédo de azul trypan em camara de Newbauer para contagem celular (A). Camara de
Neubauer ao microscépio para contagem celular (B).

Fonte: Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.
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Ensaio de citotoxicidade

O meio de cultura foi descongelado em banho maria (Figura 8) e as garrafas do cultivo

celular foram retiradas da estufa, analisando-se a viabilidade celular ao microscopio.

Figura 8. Meio de cultivo celular em banho maria para posterior processamento.

Fonte: Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.

Apos a contagem celular e a realizacdo do preparo da solugcdo contendo a concentracao
exata de células para cada pogo da placa (6 x 10° células/ 100 pL), a solucgdo foi transferida para
a placa de cultura com fundo chato de 96 pocos utilizando-se uma pipeta multicanal, totalizando

100 pL em cada poco (Figura 9 e 10).

Figura 9. Transferéncia do cultivo celular para as placas de cultura com fundo chato de 96 pocos (A e
B).

Fonte: Laboratdrio de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.
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As placas foram mantidas por 24 horas a 37°C em estufa umidificada contendo 5% de
CO2. Separadamente, realizou-se o preparo do extrato: adicionando-se 0,5g de MOMHT (c/b)
associados a quitosana em 10 mL de meio ausente de células (Figura 11). Em continuidade, o

extrato foi mantido em estufa durante o periodo de 24h.

Figura 10. Materiais utilizados para o prepado do extrato.

Fonte: Laboratorio de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.

Figura 11. Transferéncia do meio para o tubo (A), extrato pronto para ser incubado em estufa (B).

Fonte: Laboratdrio de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.
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Apos o intervalo de tempo desejado, realizou-se a dilui¢do do extrato totalizando 10 mL
de solucdo, sendo 5 mL de meio sem a presenca de células e 5 mL do extrato preparado no dia
anterior. Com esse procedimento, preparou-se a diluicdo em 100%, ou seja, a amostra mais
concentrada. A partir dessa porcao, retirou-se 5 mL da concentracdo e acrescentou mais 5 mL
de meio, determinando a diluicdo em 50%. Posteriormente, recolheu-se 3 mL dessa mesma
solucdo e adicionou mais 5 mL de meio, formando a diluicdo de 25%. O procedimento foi
repetido mais uma vez para a formacao da dilui¢do de 12,5 % (Figura 11 e 13).

Assim, preparou-se amostras 100%, 50%, 25% e 12,5%, respectivamente. Em seguida,
as diluicdes foram transferidas para as fileiras desejadas com o uso de uma pipeta multicanal,
como descritas abaixo e identificadas na placa de 96 pogos.

Figura 12. Processo de dilui¢do dos extratos (A), seguido de transferencia para a placa (B).

Fonte: Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.
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Figura 13. DiluicGes dos compositos de MOMHTDb associados a quitosana: B1 -100%; B2-50%; B3-
25% B4- 12,5% (A). Dilui¢bes dos compdsitos de MOMHTCc associados a quitosana: C1 -100%; C2-
50%; C3- 25% C4- 12,5% (B).

Fonte: Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.

Preparo da placa de 96 pogos com fundo chato

Foram preparadas 3 placas de 96 pogos com fundo chato no total. A disposicdo dos
componentes nos pocos foi a seguinte: na primeira fileira foi utilizado apenas o meio de cultivo
ausente de células, para que no processo de analise de dados, fosse descontado os valores
discrepantes a fim de haver alteragdo dos demais resultados, com posterior meio contendo
célula (segunda fileira). O controle negativo, conforme a ordem, na terceira fileira, foi utilizado
polietileno. Da 42 a 72 fileira, foram incorporados os extratos relacionados aos compdsitos de
MOMHTCc associados a quitosana sendo respectivamente, 12,5% (B4); 25% (B3); 50% (B2) e
100% (B1). Nas demais fileiras da placa (82 até a 11%) foram adicionados os extratos referentes
aos compositos de MOMHTb associados a quitosana, sendo respectivamente: 12,5% (C4); 25%
(C3); 50% (C2) e 100% (C1). O controle positivo para o teste foi estabelecido com a utilizacao
de DMSO na proporcao de 2:1 (DMSO: meio junto ao cultivo celular), que foi transferido para
a 122 fileira da placa.

A placa foi mantida novamente em estufa por 24 horas a 37°C em estufa umidificada
contendo 5% de CO2. Apos esse periodo em estufa umidificada, foi avaliada a viabilidade

celular em microscépio (Figura 14).
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Figura 14. Andlise da viabilidade celular ao microscopio.

Fonte: Laboratorio de Oncologia Comparada e Translacional da USP (LOCT) — FZEA/USP.

Ato continuo, realizou-se a pesagem do MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difenil-tetrazolio, diluindo-se na concentracdo de 5mg/mL. O meio foi retirado da placa e em
seguida a solucdo de MTT foi adicionada em todos 0s po¢os, mantendo a placa por 2 horas em
estufa.

Apos o periodo, o meio foi retirado das placas. Ao final do teste, foi acrescentado100 pL
de alcool isopropilico (0,4 M HCI), homogeneizando o contetdo. A leitura do teste foi feita em
um leitor de microplacas multimodo (FLUOstar OPTIMA), utilizando-se a absorbancia como

método de eleigdo (Figura 15).

Figura 15. Leitura das placas em espectrofotdmetro FLUOstar OPTIMA.

Fonte: Laboratdrio de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD/ZMV) — FZEA/USP.
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4.3 INTERVENCAO CIRURGICA

Foram utilizados doze coelhos, da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie
Oryctolagus cuniculus, raga Nova Zelandia, variedade branco, machos ou fémeas, quatro meses
de idade, pesesando entre 3 e 4 kg, divididos em quatro Grupos Experimentais: E1 (30 dias,
n=3), E2 (60 dias, n=3), E3 (90 dias, n=3) e E4 (120 dias, n=3), que tiveram as falhas 6sseas de
tibiais direitas e esquerdas preenchidas com compdsitos e avaliadas no pds-operatorio imediato
e aos 30, 60, 90 e 120 dias.

Todos o0s coelhos receberam como medicacdo pré-anestésica 50 pg/kg de
dexmedetomidina?, por via intramuscular. Decorridos 15 minutos, foram realizadas tricotomias
da orelha para cateterizacdo da veia auricular e das metafises mediais das tibias direitas e
esquerdas.

A inducio anestésica foi realizada com 2 mg/kg de propofol? via intravenosa e, apds isso,
os animais foram posicionados em decubito esternal com os membros pélvicos retrofletidos
para a realizagédo de puncéo do espaco epidural lombossacro (L6/L7-S1) com o uso de cateter
24G e posteriormente administracdo de 0,25 mL/kg de lidocaina® 2%. Decorridos cinco minutos
da realizacdo do bloqueio locorregional, os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre uma calha cirtrgica de inox. Todos os pacientes receberam fluxo constante de 200
mL/kg/minuto de oxigénio 100% via sistema avalvular e mascara facial durante todo o
procedimento anestesico.

Os animais foram monitorados a cada cinco minutos até o fim do procedimento
cirtrgico (Life Window light LW8, — Digicare, Rio de Janeiro). A frequéncia e ritmo cardiaco
foram avaliados por meio da interpretacdo da derivacdo 2 (D2) do eletrocardiograma. A
saturacdo periférica de oxihemoglobina (SpOz) foi mensurada por um sensor posicionado no
coxim palmar do animal. A pressédo arterial (PA) foi mensurada de forma néo invasiva, por
meio da colocacéo de manguitos oclusivos sob a artéria braquial. A frequéncia respiratoria (fr)
foi determinada por meio da visualizagdo do gradil costal do animal e a temperatura foi
monitorada de forma continua, por meio do posicionamento de um termdémetro no orificio anal.

Apbs serem posicionados em decubito dorsal em calha cirurgica, realizada antissepsia
com iodo-alcool-iodo, as areas cirargicas foram protegidas com panos de campos esterilizados

descaraveis e de contato (Tegaderm). Com uso de lamina de bisturi n°23, criou-se incisdo

1 Dexdomitor ®, Zoetis, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
2 Propovan®), Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
8 Xylestesin®, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.



41

cuténea (aproximadamente 3,0 cm), dissec¢do do tecido subcuténeo, incisdo sobre o periosteo
e exposicdo do cortex da metafise medial proximal de tibia. Com uso de broca trefina de 6mm
de diametro acoplada ao motor elétrico odontoldgico de baixa rotacdo (Omega Il1), criaram-se
falhas dsseas nas tibias com aproximadamente 5mm de distancia da articulacdo fémuro tibio
patelar. Ato continuo, os defeitos dsseos de tibias direitas e esquerdas dos animais dos Grupos
El, E2, E3 e E4 foram, respectivamente, preenchidas com compositos constituidos de
MOMHTc e MOMHTD, o periosteo e o0 tecido subcutdneo aproximados com poliglactina
9104(4-0) e a pele aposicionada com poliamida (4-0) (Figura 16).

Figura 16. Procedimento cirdrgico realizados nos animais experimentais - realizacéo da incisdo

cuténea e exposicao da cortical 6ssea seguida de realizagdo da falha 6ssea com broca trefina (A e B),
falha 6ssea na tibia (C), implantacdo do compdsito constituido de MOHT (c/b) na falha dsea e

aposicao correta do biomaterial no leito receptor (D e E) e aposi¢do dos tecidos moles, podendo ser
observadas areas operat6rias com panos cirurgicos e de contato (Tegaderm) (F).

Fonte: Unidade Didatico Clinico Hospitalar — UDCH e Laboratério de Biomateriais com Potencial Aplicacdo
Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

4 Vicryl®, Johnson & Johnson, Vila olimpia, Sao Paulo.
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No pds-operatdrio cada animal recebeu cinco aplicacGes, com intervalo de 24h, de
enrofloxacina® (10mg/kg), via subcutanea; trés aplicagBes, com intervalo de 24h, de
meloxicam® (0,2mg/kg), via subcutinea; seis aplicacdes, com intervalo 12h, de cloridrato de
tramadol ’(4mg/kg), via subcutanea, e bandagem com intervalo de 24h, com rifamicina, por dez
dias consecutivos.

Imediatamento apds a intervencdo cirdrgica e implantacdo dos compdsitos, o grupo
experimental foi submetido ao estudo radiografico da regido proximal de tibia esquerda,
constituida de MOMHTDb e direita constituida de MOMHTc, para valiacdo do posicionamento
correto do implante e posterior acompanhamento.

Os estudos radiograficos aconteceram na unidade didatico clinico hospitalar — UDCH no
setor de diagndstico por imagem. As regides implantadas das tibias dos coelhos, com uso de
equipamento digital, foram radiografadas (1,25 mA, 0,04s e 46 kV), os animais foram
posicionados em decubito lateral e as radiografias foram feitas em posi¢do mediolateral com
estresse, ou seja, flexao do tarso para melhor angulacgéo e visibilizacdo do implante. Os exames
foram repetidos em um intervalo de 30 dias E1, n-3, 60 dias E2, n-3, 90 dias E3, n-3 e 120 dias
E4, n-3.

4.4 MANUTENCAO DOS ANIMAIS EM BIOTERIO

Os animais foram alojados em células individuais de Racks Ventiladas para coelhos (Rabbitat,
Alesko, Monte Mor, SP) (Figura 17), alimentados com rac¢do comercial para coelho e 4gua ad
libitum, e avaliados diariamente em relacdo ao apoio dos membros e aumento de volume da

regido cirurgica.

5 Chemitril®, Chemitec, Ipiranga, Sdo Paulo, Brasil.
6 Maxican®, Ourofino, Cravinhos, S&do Paulo, Brasil.
7 Tramal ®, Pfizer, Itapevi, Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 17. Grupo experimental alocado em célula de Rack ventilada no biotério da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sdo Paulo (USP) (A), rack
ventilada contemplando 6 células (B), animais com alimentacdo e agua ad libitum (C).

Fonte: Laboratério de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) e Biotério do
Departamento de Ciéncias Bésicas (ZAB) — FZEA/USP.

45 AVALIACAO MACROSCOPICA E COLETA DAS AMOSTRAS DE TIBIAS
IMPLANTADAS

Ao final de cada periodo de avaliacdo, todos os animais foram submetidos a eutanasia
ativa, com uso do protocolo anestésico ora descrito, seguido de parada cardio-respiratoria com
0 uso de propofol e cloreto de potéssio a 10%, por via intravenosa (veia auricular).

As regibes implantadas das tibias direita e esquerda, foram macroscopicamente avaliadas
e, ap6s remocdo dos tecidos moles adjacentes, coletadas e fixadas em formol tamponado a 10%,
por 48h e em alcool 70%.

De cada tibia operada coletada, foi removido um segmento 0sseo de aproximadamente
(10mm de comprimento por 10mm de largura) envolvendo o leito receptor e 0 compdsito, com

0 uso de um disco diamantado dupla-face em cortadora de preciséo, sob irrigagcéo (Figura 18).
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Figura 18. Procedimento de avaliacdo e coleta de material - Coelho posicionado em calha para
avaliacdo e coleta de material (A), avaliacdo macroscdpica da regido proximal da tibia que foi
implantada (B), osteotomia do segmento 6sseo da tibia com serra dssea oscilatoria (C) e remogdo de
tecidos moles do tecido dsseo coletado (D).

Fonte: Laboratorio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

45 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE TIBIAS IMPLANTADAS COM
MOMHT (c/b) E QUITOSANA

Apbs periodo de fixacdo, de cada tibia coletada, foi removido um segmento 0sseo de
aproximadamente (10mm de comprimento por 10mm de largura) envolvendo o leito receptor e
0 composito, com o uso de um disco diamantado dupla-face conectado em uma micro-retifica

(Dremel 400), sob irrigacdo (Figura 19).
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Figura 19. Amostra de tibia de coelho implantada com compésito a base de MOMHT (c/b) e
quitosana fixada em formal a 3,7% (A). Obtencéo (clivagem) da metéfise proximal implantada (linhas
pontilhadas brancas e seta amarela) da tibia fixada com uso de disco diamantada dupla face (seta
branca) conectado em micro-retifica (B). Vista intramedular (endosteal) do leito receptor e compdsito
apos osteotomia longitudinal — asterisco amarelo (C) e vista medial (periosteal) do leito receptor e
composito — circulo preto pontilhado e asterisco vermelho (D).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

As amostras clivadas foram desidratadas em solucéo crescente de alcoois: 24 horas em
alcool 70% e uma hora em agitador linear (LGI-SK-L330, Laborglas, Sdo Paulo) (Figura 20);
24 horas em alcool 80% e uma hora em agitador linear; 24 horas em alcool 99,5% e uma hora
em agitador linear e, para concluir o processo de desidratacdo, a Gltima etapa do processo foi

repetida mais uma vez.
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Figura 20. Amostras em processo de desidratacdo acomodadas sobre agitador linear (LGI-SK-
L330, Laborglas, S&o Paulo).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Ap06s acomodadas em tubos Falcon (15 mL) identificados contendo solucdo de resina
acrilica (500 ml) (LR White Hard Grade, London, UK) e perdxido de benzoila (9,9 g) (London
Resin Company Ltd, London, UK), previamente homogeneizada em agitador magnético
(Modelo: SL-92, Marca: Solab, Piracicaba) por 3 horas (Figura 21), as amostras foram
submetidas a agitacao linear por uma hora e acondicionadas em refrigerador a 4°C por 24 horas

(Figura 22).
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Figura 21. Resina acrilica (LR White Hard Grade, London, UK) e benzoyl peroxide London Resin
Company Ltd) (A) e homogeneizada da solugédo a base de resina acrilica e peréxido de benzoila em
agitador magnético (Modelo: SL-92, Marca: Solab).

Fonte: Laboratorio de Biomateriais com Potencial Aplicacéo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Figura 22. Infiltracdo das amostras com resina acrilica LR. Amostras acondicionadas em tubos
contendo resina acrilica sobre agitador linear (A) e mantidas em refrigeracéo (B).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Os tubos Falcon contendo as amostras e resina acrilica foram submetidas a presséao de -
500 mmHg com uso de estufa a vacuo (Modelo: SL 1004/30, SOLAB, Piracicaba, SP), por uma
hora (Figura 23), mantidas pelo mesmo periodo em agitador linear e acondicionadas em
refrigerador a 4°C por 24 horas. Esse processo de infiltragdo das amostras com resina acrilica

foi repetido por 14 dias consecutivos, trocando a resina a cada 24 horas.
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Figura 23. Amostras submetidas a pressao negativa de -500 mmHg em estufa a vacuo (Modelo: SL
1004/30, SOLAB, Piracicaba).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

No décimo quinto dia de infiltracdo em resina acrilica, as amostras foram removidas dos
tubos Falcon e acomodadas em recipientes cilindricos de polipropileno (formas) contendo
resina acrilica LR pura (virgem) em bandeja de aco inoxidavel e levadas a estufa a vacuo a 60°C

por 4 a 8 horas, até completa termopolimerizacéo (Figura 24).

Figura 24. Estufa a vacuo (Modelo: SL 1004/30, SOLAB, Piracicaba, SP) com temperatura de 60 C°
(A), amostras acomodadas em recipientes cilindricos de polipropileno (formas) contendo resina
acrilica LR pura (virgem) em bandeja de aco inoxidavel (B) e amostra emblocada em resina acrilica
LR apds termopolimerizagdo (C).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Duas mostras emblocadas em resina acrilica de cada grupo experimental (E1, E2, E3 e
E4) tiveram as irregularidades de suas faces externas (corte sagital), regido periosteal, que
compreendem o leito receptor € o composito, aplainadas/lixadas, com o uso de lixas d’agua (n°
400 a 4000) acopladas a politriz/lixadeira metalografica (Modelo: PLR — Il, Sdo Paulo), sob

irrigacdo, até atingir uma superficie plana e polida (Figura 25).
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Figura 25. Politriz metalografica (Modelo: PLR — II, S8o Paulo) utilizada para lixar e polir amostras
emblocadas em resina acrilica (A) e superficie de anélise da amostra polida (corte sagital) (B).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Uma amostra emblocada de cada grupo experimental (E1, E2, E3 e E4) foi
transversalmente seccionada sobre o ponto médio do compdsito, com o uso de um disco
diamantado dupla-face conectado em uma micro-retifica. Para remover as irregularidades dos
segmentos previamente seccionados (corte transversal), as suas superficies, leito receptor-
composito-leito receptor, foram utilizados 0s mesmos procedimentos acima citado.

Para certificar se o lixamento e o polimento da superficie de analise da amostra emblocada
em resina acrilica ocorreu no local exato, foi utilizado o esteriomicroscopio (Ez4 — Leica)
(Figura 26).

Figura 26. Checagem da superficie da amostra emblocada com resina acrilica (corte sagital) com uso
do sistema de captura de imagem (camera para microscopio USB de autofoco de 8mp Mod. NO294)
acoplado ao estereomiscrocopio (Ez4 — Leica) (A). Observar composito a base de MOMHT(c/b) e
quitosana em leito receptor de tibia de coelho. Observar trabéculas 6sseas - setas brancas (B).
(Aumento de 20X).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.
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As estruturas 6sseas presentes na superficie de anélise da amostra emblocada com resina
acrilica, apos aplicagdo de técnica de coloracéo especifica com uso de alizarina red (coloragéo

vermelha), foram macroscopicamente avaliadas (Figura 27).

Figura 27. Superficie de mostra polida de leito receptor de tibia de coelho (asteriscos preto e brancos)
e compasito constituido de MOMHT (c/b) corada com Alizarina red (corte sagital). Observar leito
receptor (asteriscos brancos) e trabéculas dos compdsitos (setas amarelas) coradas em vermelho.

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicag¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Apo6s concluido o polimento, as amostras emblocadas em resina acrilica foram
acomodadas e mantidas na superficie de desbaste de uma base padronizadora com auxilio de
sistema de vacuo. Em continuidade a base foi posicionada em um suporte proprio de aco
inoxidavel fixado sobre uma politriz metalogréfica. Apos ser acionada (300 RPM) e com uso
de lixa d’agua 400 sob irrigacdo com agua, nao sé as alturas das amostras foram padronizadas,

mas também as superficies se mantiveram paralelas (Figura 28).

Figura 28. Amostra emblocada em resina acrilica acomodada na superficie de desbaste da base
padronizadora — seta amarela (A) e base padronizadora posicionada no suporte de aco inoxidavel
fixado sobre uma politriz metalografica, em contato com prato contendo lixa d’agua (B).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicacéo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Apos concluir o polimento da superficie de analise, padronizar altura e manter as

superficies paralelas, as amostras foram analisadas em MEV/EDS (Figura 29).
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Figura 29. Amostra contendo leito receptor de tibia de coelho e compdsito constituido de
MOMHT (c/b) emblocada em resina acrilica preparada para analise em MEV/EDS.

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

As amostras processadas foram analisadas no laboratério (Plano de Gestdo de Uso,
Microscopia eletrénica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU), Departamento
de Zootecnia (ZAB), da FZEA da USP, Campus Fernando Costa, Pirassununga/SP), para
andlise pela MEV e EDS.

As amostras de cada grupo experimental foram fixadas em porta amostra “stub” com fita
adesiva condutora de carbono e analisadas pela MEV, sob tensdo de aceleracédo de 15Kv, baixo
vacuo (modelo TM3000, HITACHI, Japao), modo composicional. Para 0 mapeamento dos
elementos quimicos por EDS das amostras, as imagens foram capturadas pelo software anexado

ao microscopio, no formato TIF para Windows (Figura 30).

Figura 30. Microscopio eletrénico de varredura (MEV) utilizado para analise das amostras. (Modelo
TM3000, HITACHI - Japao).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletronica de varredura-MEV, equipamento multiusuéario (EMU),
ZAZ — FZEA/USP.
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5. RESULTADOS

5.1 CITOTOXICIDADE DOS COMPOSITOS

A andlise de viabilidade celular de diferentes concentracdes de extratos obtidas dos
compositos a base de MOMHT(c/b) e quitosana, demonstrou que quanto maior for a diluigéo,
menor serd o efeito citotoxico do biomaterial. Extratos de MOMHTc e quitosana a 12,5 e 100%
apresentaram viabilidades celulares de 48 e 38%, respectivamente. J& os extratos de MOMHTDb
e quitosana a 12,5 e 100%, as viabilidades celulares foram de 60 e 51%, respectivamente
(Tabela 1 e Figuras 31 e 32).

Confrontando a viabilidade celular do grupo controle positivo (DMSQO) com a do grupo
controle negativo (CT), notou-se diferencga expressiva (p<0,05). Comparando o grupo DMSO
com extratos de compasitos a base de MOMHTDb e quitosana em diferentes concentracdes (C4:
12,5%, C3: 25%, C2: 50% e C1: 100%), observou-se que, mesmo ndo ocorrendo de forma
linear, a maior diferenca ocorreu entre o grupo DMSO e o grupo C4 (p<0,05). Esse
comportamento, de forma mais intensa, foi observado com as diferentes concentragdes obtidas
de extratos de compositos constituidos de MOMHTCc e quitosana (B4: 12,5%, B3: 25%, B2:
75% e B1: 100%), quando comparando com os extratos obtidos da MOMHTb e quitosana
(Tabela 1 e Figuras 31 e 32).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo (dp) obtidos a partir dos testes de citotoxicidade de extratos
de amostras dos compésitos constituidos de MOMHT (c/b) associadas a quitosana em diferentes

diluigdes.
Concentracao Percentagem de Viabilidade Celular £ dp
Extrato
(%) Controle Controle MOMHTc MOMHTb
Positivo "
. quitosana
(CT) (DMSO) quitosana

12.5 - - 48 + 21 60 + 10

25 - - 52+ 25 64+4.1

50 - - 61+ 11 62 + 13

100 100 + 22 -35+13 38+27 51+6.0

Fonte: Laboratdrio de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT): ZMV/FZEA/USP.



53

Figura 31. Viabilidade celular (Média + Desvio Padréo) das diferentes diluicGes dos extratos obtidos
dos compdsitos constituidos de MOMHTCc associados a quitosana. CT: controle negativo,
DMSO: controle positivo, C4: extrato com dilui¢do de 12,5%, C3: extrato com diluicdo de

25%, C2: extrato com dilui¢do de 50% e C1: com extrato com diluicdo de 100%.
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Fonte: Laboratdrio de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT): ZMV/FZEA/USP.

Figura 32. Viabilidade celular (Média + Desvio Padrdo) das diferentes dilui¢des dos extratos obtidos
dos compaésitos constituidos de MOMHTDb associados a quitosana. CT: controle negativo, DMSO:
controle positivo, B4: extrato com diluicdo de 12,5%, B3: extrato com dilui¢do de 25%, B2: extrato
com diluicdo de 50% e B1: com extrato com diluicdo de 100%.
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Fonte: Laboratorio de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT): ZMV/FZEA/USP.
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5.2 AVALIACAO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os coelhos, no pos-operatorio, mantiveram os membros operados apoiados sobre as
bandejas das Racks ventiladas.
As feridas cirdrgicas no décimo segundo dia apresentavam-se com as bordas

aposicionadas e celadas, sem sinais de reacdes que sugerissem infeccao.

AVALIACOES RADIOGRAFICAS DIGITAIS DE TIBIAS DOS COELHOS
IMPLANTADAS COM COMPOSITOS CONSTITUIDOS DE MOMHT(C/B) E
QUITOSANA

Através das radiogréaficas digitais médio-laterais realizadas nas tibias dos coelhos no pds-
operatdrio imediato foi demonstrado que todos os compdsitos constituidos de MOMHT(c/b) e
quitosana implantados encontravam-se acomodados em seus leitos receptores (Figuras 33- 40).

AvaliacOes radiogréaficas digitais de tibias dos coelhos implantadas com compdsitos

constituidos de MOMHTc e quitosana

Aos 30 dias de pos-operatorio os compdsitos constituidos de MOMHTC e quitosana ja
apresentavam variagdes de densidades nas interfaces com os leitos receptores quando
comparados aos dos pds-operatério imediato, demonstrando, com isso, proliferacdes Gsseas
detectaveis nas avaliacGes radiograficas das tibias implantados dos coelhos (E1, n: 1, 2 e 3). A
regido circular do leito receptor da tibia implantada do coelho (E1 nl) apresentou aumento de

radiopacidade e com area radiolucente na regido ventral da interface (Figura 33).
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Figura 31. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias direitas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTCc e quitosana, areas circulares radiolucentes, no pos-
operatorio imediato (setas brancas) e aos 30 dias (setas amarelas).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: areas radiopacas da MOMHTc e circulares bem definidas envolvendo os
compositos implantados nas tibias dos coelhos (E1, n:1, 2 e 3) e area circular radiopaca do leito
receptor do animal do coelho (E1nl) e regido e regido radioluscente ventral a interface (seta

vermelha).

Ja aos 60 dias, observou-se aumento da radiopacidade nas bordas dos compdsitos de
MOMHTc e quitosana nas tibias dos coelhos (E2, n: 1, 2 e 3), provavelmente devido a
osseoconducdo e osteogénese nessas regides, sendo este evento observado com maior
intensidade na tibia do coelho (E2n3) (Figura 34).
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Figura 32. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias direitas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTCc e quitosana no pos-operatério imediato (setas brancas) e
aos 60 dias (setas amarelas).

Fonte: Laboratério de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) - FMVZ/USP.

Observe: éareas radiopacas da MOMHTc e circulares envolvendo os compdsitos
implantados nas tibias dos coelhos (E2, n:1, 2 e 3). Observar diferenca de densidade entre 0s

compdsitos aos 60 dias e tecidos 6sseos adjacentes.

Aos 90 dias, observou-se aumento da radiopacidade nas bordas circulares dos compdsitos
de MOMHTCc e quitosana implantados nas tibias dos coelhos (E3, n: 1, 2 e 3), sendo este evento
observado com maior intensidade na interface do leito receptor da tibia do coelho (E3nl)
(Figura 35).
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Figura 33. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias direitas de coelhos
implantadas com comp@sitos constituidos por MOMHTCc e quitosana no pos-operatério imediato (setas
brancas) e aos 90 dias (setas amarelas).

Fonte: Laboratorio de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: areas radiopacas da MOMHTc e circulares dos compésitos implantados nas
tibias dos coelhos (E3, n:1, 2 e 3). Observar area circular radiopaca mais intensa envolvendo o

composito implantado na tibia do coelho (E3n1).

Aos 120 dias de pds-operatorio, notou-se que 0s compositos constituidos de MOMHTc e
quitosana, quando comparados aos 30, 60 e 90 dias, apresentavam-se ndo so a interface entre o
composito e a tibia do coelho (E4nl), mas também as superficies dos compdsitos implantados
nas tibias dos coelhos (E4 n2 e 3), bem mais radiopacas que os tecidos 6sseos adjacentes (Figura
36).
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Figura 34. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias direitas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTCc e quitosana no pos-operatério imediato (setas brancas) e
aos 120 dias (setas amarelas).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: regibes correspondentes aos compdsitos das tibias dos coelhos (E4 n2 e 3) sdo

mais radiopacas que os tecidos 6sseos adjacentes.

AvaliacOes radiogréaficas digitais de tibias dos coelhos implantadas com compdsitos
constituidos de MOMHTD e quitosana

No 30° dia de pos-operatdrio 0os compositos constituidos de MOMHTb e quitosana
apresentavam variagdes de densidades nas interfaces com os leitos receptores quando
comparado ao pos-operatorio imediato, demonstrando, com isso, proliferacdes dsseas
detectaveis nas tomadas radiograficas das tibias implantadas dos coelhos (E1, n: 1, 2 e 3).
Notou-se cranial a crista tibial aumento de tecido mole do coelho (E1n2) e area eliptica

radiopaca no leito receptor da tibia do coelho (E1n3) (Figura 37).
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Figura 35. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias esquerdas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTD e quitosana no pds-operatorio imediato (setas amarelas) e
aos 30 dias (setas brancas).

Fonte: Laboratério de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: éareas radiopacas da MOMHTb e circulares envolvendo os compdsitos
implantados nas tibias dos coelhos (E1, n:1, 2 e 3). Observar area circular radiolucente entre

composito e leito receptor da tibial do coelho (E1n3).

No 60° dia de pos-operatdrio os compositos constituidos de MOMHTb e quitosana
apresentavam aumento de densidades (areas radiopacas) nas interfaces com os leitos receptores
quando comparado ao pos-operatorio imediato, sugerindo proliferacdes dsseas, detectaveis nas

tomadas radiograficas das tibias implantadas dos coelhos (E2, n: 1, 2 e 3) (Figura 38).
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Figura 36. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias esquerdas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTD e quitosana no pés-operatorio imediato (setas amarelas) e
aos 60 dias (setas brancas).

Fonte: Laboratorio de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: areas radiopacas de MOMHTb e circulares radiopacas envolvendo os
compositos implantados nas tibias dos coelhos (E2, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca de

densidade entre composito e tecido 6sseo adjacente.

No 90° dia de pds-operatério os compositos constituidos de MOMHTDb e quitosana
apresentavam as interfaces com os leitos receptores bastante radiopacas quando comparado ao
poOs-operatorio imediato detectaveis nas tomadas radiograficas das tibias implantadas dos
coelhos. Além disso 0os compdsitos no 90° dia também apresentavam bem mais radiopacos em

comparagao aos compositos do pds-operatoério imediato (E3, n: 1, 2 e 3) (Figura 39).
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Figura 37. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias esquerdas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTb e quitosana no pds-operatorio
imediato (setas amarelas) e aos 90 (setas brancas).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplica¢do Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: areas radiopacas de MOMHTb e circulares radiopacas bem definidas
envolvendo os compositos implantados nas tibias dos coelhos (E3, n:1, 2 e 3). Observar que o
compdsito implantado n a tibia do coelho (E3n2) encontra-se bem mais radiopaco.

No 120° dia de pds-operatdrio, diferentemente dos compdsitos avaliados aos 30, 60 e 90
dias, os compositos constituidos de MOMHTb e quitosana apresentavam-se bastantes
radiopacas quando comparado aos compa0sitos no pds-operatorio imediato e também aos leitos
receptores adjacentes nas avaliacdes radiograficas das tibias implantadas dos coelhos (E4, n: 1,
2 e 3) (Figura 40).
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Figura 38. Imagem radiografica na projecdo mediolateral de tibias esquerdas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTD e quitosana no pds-operatorio imediato (setas amarelas) e
aos 120 dias (setas brancas).

Fonte: Laboratorio de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP e Centro
de Apoio ao Ensino e Pesquisa (CAEP/VCI) — FMVZ/USP.

Observe: os compositos implantados nas tibias dos coelhos (E4, n:1, 2 e 3) aos 120 dias
apresentavam-se bastantes radiopacos quando comparados aos compésitos implantados no pés-
operatério imediato.

AVALIACOES MACROSCOPICAS DAS METAFISES PROXIMAIS DE TIBIAS
DOS COELHOS IMPLANTADAS COM COMPOSITOS CONSTITUIDOS DE MOMHT
(c/b) E QUITOSANA

A avaliagdo macroscopica das regides metafisaria das tibias dos coelhos dos grupos E1,
E2, E3 e E4, observou-se que dos 12 compositos constituidos de MOMHTc e quitosana
implantados, 11 (92%) encontravam aderidos em seus leitos receptores e sem sinais de reacdes

teciduais e um n&o estava aderido ao leito receptor (E1n3) (Figura 41).
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Figura 39. Imagem macroscopica medial do ter¢o proximal de tibias direitas de coelhos implantadas
com compositos constituidos por MOMHTc e quitosana aos 30, 60, 90 e 120 dias (circulos amarelos),
apos remocao cutanea. Notar aumento de volume sobre o leito receptor do coelho (E1n3).

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicacdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

A avaliagdo macroscopica das regies metafisaria das tibias dos coelhos dos grupos E1,
E2, E3 e E4, observou-se os 12 (100%) compositos constituidos de MOMHTDb e quitosana
encontravam-se aderidos em seus leitos receptores e sem sinais de reagdes teciduais (Figura
42).
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Figura 40. Imagem macroscopica medial do terco proximal de tibias esquerdas de coelhos
implantadas com compdsitos constituidos por MOMHTDb e quitosana aos 30, 60, 90 e 120 dias
(circulos brancos), ap6s remogdo cutanea.

Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

AVALIACOES PELA MEV/EDS DAS INTERFACES ENTRE COMPOSITOS
CONSTITUIDOS DE MOMHTc E QUITOSANA E TIBIAS DOS COELHOS

Com auxilio de andlise pela MEV, modo composicional, também em plano unico,
observou-se que dos 12 (100%) compositos constituidos de MOMHTCc e quitosana implantados
em tibias direitas de coelhos dos grupos E1, E2, E3 e E4, 11 (92%) compdsitos encontravam-
se incorporados em seus respectivos leitos receptores, sendo 8 (67%) observados aos cortes
sagitais e 3 (25%) notados aos transversais. Observou-se osseointegracdo em apenas 3 (25%)
compositos implantados, sendo 2 (17%) observados aos cortes sagitais e 1 (8,3%) ao corte
transversa, A osseoconducdo foi observada em 3 (75%) amostras aos cortes transversais (Tabela
2). Notou-se também, que o tecido 6sseo do leito receptor (cinza claro) e a MOMHTCc (cinza

claro) e mantiveram-se preservados.
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Tabela 2. Comportamento dos compdsitos constituidos de MOMHTC¢ e quitosana em leitos receptores
de tibias direitas de coelhos por meio da MEV.

Grupos Sub-grupos Incorporacdo | Osseointegracdo | Osseoconducgio
nl | d-— corte sagital + - -
E1 n2 o | d —corte sagital + - -
30 dias n3 d — corte (-) i -
®) | transversal
ni d- corte + i +
e @ | transversal
60 dzias N2 | d- corte sagital + - -
n3 ) | d— corte sagital + - -
nl @ | d-—corte sagital + - -
Es n2 g | d-— corte sagital + + (8 pontos) -
. d — corte + +
90 dias | n3 (9) transversal + (1 ponto)
nl o) | d— corte sagital + - -
Es n2 ay | d — corte sagital + + (1 ponto) -
. d — corte + +
120dias | n3ua | yransversal )

E1, E2, Es e E4: grupos de animais; n1, n2 e n3: sub-grupos de animais; d: tibia direita implantada coma MOMHTc¢
e quitosana; n: animais (1-12); ’+’: observada; ‘-*: ndo observada.
Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Além da MEV, foram realizadas analises pela espectrometria de energia dispersiva de
raios X (EDS) “line scan” dos elementos calcio (Ca) e fosforo (P), presentes na superficie das
amostras, envolvendo leitos receptores, interfaces e MOMHTc, que apresentaram

osseointegracao.

Aos 30 dias (E1), pela MEV, observou-se que as MOMHTCc presentes nos compasitos
das amostras nle n2, nos cortes sagitais, ndo se integram com seus leitos receptores. Notou-se
que o defeito 6sseo da tibia do coelho (n3), ao corte transversal, estava preenchido com tecido

0sseo e 0 compdsito ndo estava presente no sitio de implantacdo (Figura 43).
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Figura 41. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletrénica de varredura (MEV)
dos compdsitos (MOMHTCc e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E1 (30
dias) obtidas de corte sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal ((n3-ABCD).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrdnica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEAJUSP.

Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTCc (cinza claro - asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato das
MOMHTCc com os leitos receptores (asteriscos vermelhos - interface) das amostras n1, n2 e n3,

e leito receptor preenchido com tecido 6sseo (trapézio vermelho) da amostra n3 (D).

Aos 60 dias (E2), também com uso da MEV, notou-se que as MOMHTCc presentes nos
compositos implantados nas tibias dos coelhos (n1, n2 e n3), nos planos sagitais e transversal,

ndo se integraram com os leitos receptores (Figura 44).
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Figura 42. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletrénica de varredura (MEV)
dos compdsitos (MOMHTCc e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E2 (60
dias) obtidas de corte transversal (n1-ABC) e sagitais (n2-ABC e n3-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrénica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEAJUSP.

Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTCc (cinza claro - asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato das
MOMHTc com os leitos receptores (asteriscos vermelhos - interfaces) das amostras nl, n2 e
n3.

Aos 90 dias (E3), com auxilio da MEV, notou-se ao corte sagital que a MOMHTCc
presente do compdsito implantado na tibia (n1) ndo se integrou com o leito receptor. Ja as
MOMHTc implantadas nas tibias (n2 e n3), nos planos sagital e transversal, se integraram com
seus leitos receptores (Figura 80). Analise com EDS “line scan” do leito receptor e da
MOMHTc dos compdsitos, notou-se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-se

constantes, com pontos de declinios foram observados (n2 e n3) (Figura 45).
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Figura 43. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos
compésitos (MOMHTCc e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E3 (90 dias)
obtidas de cortes sagitais (n1-ABC e n2-ABC) e transversal (n3-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrdnica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEAJUSP.

Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTCc (cinza claro - asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato da
MOMHTc com o leito receptor (asteriscos vermelhos - interface) da amostra nl,
osseointegracdo das MOMHTc com os leitos receptores (asteriscos brancos) das amostras nl e
n2, e osseoconducdo da amostra n3 (ABC). Mapeamento pela espectrometria de energia
dispersiva de raios X (EDS), line scan (linha azul) dos elementos quimicos Ca e P do leito

receptor, osseointegracao (asteriscos brancos) e MOMHTCc. Observar que as concentragdes dos
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elementos quimicos Ca e P (n2-DEF e n3-DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de
declinio dos elementos quimicos Ca e P.

Aos 120 dias (E4), utilizando a MEV, observou-se ao corte sagital que a MOMHTCc
presente do composito implantado na tibia (n2) integrou com o leito receptor. Ja& as MOMHTc
implantadas nas tibias (nle n3), nos planos sagital e transversal, respectivamente, ndo se
integraram com seus leitos receptores (Figura 81). Analise com EDS “line scan” do leito
receptor e da MOMHTc do composito, notou-se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-

se constantes, com pontos de declinios foram observados (n2) (Figura 46).

Figura 44. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos
compositos (MOMHTCc e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E4 (120 dias)
obtidas de cortes sagitais (N1-ABC e n2-ABC) e transversal (n3-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletronica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEA/USP.
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Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTCc (cinza claro - asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato das
MOMHTc com os leitos receptores (asteriscos vermelhos - interface) das amostras nl e n3,
osseointegracdo da MOMHTc com o leito receptor (asteriscos brancos) da n2, e osseoconducéo
(OC) da amostra n3. Mapeamento pela espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS),
line scan (linha azul) dos elementos quimicos Ca e P do leito receptor, osseointegracdo
(asterisco branco) e MOMHTc. Observar que as concentracdes dos elementos quimicos Ca e P

(n2-DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.

AVALIACOES PELA MEV/EDS DAS INTERFACES ENTRE COMPOSITOS
CONSTITUIDOS DE MOMHTb E QUITOSANA E TIBIAS DOS COELHOS

Com auxilio de anélise pela MEV, modo composicional, também em plano Unico,
observou-se que 0s 12 (100%) compdsitos constituidos de MOMHTD e quitosana implantados
em tibias esquerdas de coelhos dos grupos E1, E2, E3 e E4 encontravam-se incorporados em
seus respectivos leitos receptores, sendo 8 (67%) observados aos cortes sagitais de e 4 (33.3%)
notados aos cortes transversais. Observou-se osseointegracdo em apenas 5 (42%) compadsitos
implantados, sendo 3 (25%) observados aos cortes sagitais e 2 (17%) notados aso cortes
transversais. Observou-se osseoconducdo nas 4 (100%) amostras, aos cortes transversais
(Tabela 3). Notou-se também, que o tecido 6sseo do leito receptor (cinza claro) e a MOMHTc

(cinza claro) e mantiveram-se preservados.
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Tabela 3. Comportamento dos compdsitos constituidos de MOMHTDb e quitosana em leitos receptores
de tibias esquerdas de coelhos por meio da MEV.

Grupos Sub-grupos Incorporacdo | Osseointegracdo | Osseoconducgio
nlq | e—corte sagital + - -
BT M2 e corte sagital + - -
30 dias
P corte + i +
®) | transversal
nl @ | e—corte sagital + + (1 ponto) -
E, n2 s | e— corte sagital + - -
60 dias | n3 ) e —corte * - *
transversal
Es nl | e—corte sagital + - -
. e —corte + +
+
90 dias | n2 (g) transversal (9 pontos)
n3 @ | e—corte sagital + + (4 pontos) -
e —corte + +
+
Es 140 | yransversal (1 ponto)
120 dias | n2 a1y | e — corte sagital + - -
n3 a2 | e—corte sagital + + (8 pontos) -

E1, E2, Es e E4: grupos de animais; nl, n2 e n3: sub-grupos de animais; e; tibia esquerda implantada com MOMHTb
e quitosana; n: animais (1-12); ’+’: observada; ‘-*: ndo observada.
Fonte: Laboratdrio de Biomateriais com Potencial Aplicagdo Clinica (LABIPAC/ZMV) — FZEA/USP.

Além da MEV, foram realizadas analises pela espectrometria de energia dispersiva de
raios X (EDS) “line scan” dos elementos calcio (Ca) e fosforo (P), presentes na superficie das
amostras, envolvendo leitos receptores, interfaces e MOMHTb, que apresentaram

osseointegracao.

Aos 30 dias (E1), com emprego da MEV, observou-se que 0os compositos encontravam
em seus sitios de implantacdes e que as MOMHTDb das amostras das tibias (nle n2), nos cortes
sagitais, ndo se integram com seus leitos receptores com bordas irregulares. Ao corte
transversal, a MOMHTb da amostra da tibia (n3) também n&o se integrou ao leito receptor, com
presenca de osseoconducéo (Figura 47).
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Figura 45. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos
compésitos (MOMHTD e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E1 (30 dias)
obtidas de corte sagitais (n1-ABC e n2-ABC) e transversal (n3-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrénica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEAJUSP.

Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTCc (cinza claro-asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato das
MOMHTDb com os leitos receptores (asteriscos vermelhos - interfaces) nas amostras nl, n2 e

n3 e osteoconducdo (OC) na amostra n3 (AB).

Aos 60 dias (E1), utilizando a MEV, observou-se que 0s compositos encontravam em
seus sitios de implantacGes e que as MOMHTb das amostras n2 (corte sagital) e n3 (corte
transversal) ndo se integram com seus leitos receptores. Jaa MOMHTb da amostra da amostra
nl integrou ao leito receptor (Figura 48). Analise com EDS “line scan” do leito receptor e da
MOMHTDb do compdsito, notou-se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-se
constantes, com pontos de declinios foram observados (nl) (Figura 48).
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Figura 46. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos
compésitos (MOMHTD e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E2 (60 dias)
obtidas de cortes sagitais (n1-ABC e n2-ABC) e transversal (n3-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrénica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEAJUSP.

Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTD (cinza claro-asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato das
MOMHTDb com o leito receptor (asteriscos vermelhos - interface) (n2 e n3), osseointegracao da
MOMHTDb com o leito receptor (asteriscos brancos) na amostra nl e osteoconducdo (OC) na
amostra n3 (AB). Com uso da espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS), line scan
(linha azul) dos elementos quimicos Ca e P do leito receptor, observou-se osseointegracao
(asterisco branco) e MOMHTDb. Note que as concentragdes dos elementos quimicos Cae P (nl-

DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Aos 90 dias (E3), com uso da MEV, notou-se ao corte sagital que a MOMHTD presente
do compdsito implantado na tibia (n1) ndo se integrou com o leito receptor. Ja as MOMHTb
implantadas nas tibias (n2 e n3), nos planos transversal e sagital respectivamente, se integraram
com seus leitos receptores (Figura 49). Por meio de analise com EDS “line scan” do leito
receptor e da MOMHTDb dos compdsitos, notou-se que os elementos quimicos Ca e P
mantiveram-se constantes, com pontos de declinios foram observados (n2 e n3) (Figura 49).

Figura 47. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV)
dos compésitos (MOMHTDbD e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E3 (90
dias) obtidas de cortes sagitais (n1-ABC e n3-ABC) e transversal (n2-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrdnica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ - FZEA/USP.
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Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTb (cinza claro-asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato da
MOMHTb com o leito receptor (asteriscos vermelhos - interface) na amostra nl,
osseointegracdo das MOMHTb com os leitos receptores (asteriscos brancos) nas amostras n2 e
n3 e osseocondugdo na amostra n2 (AB). Por meio do mapeamento pela espectrometria de
energia dispersiva de raios X (EDS), line scan (linha azul) dos elementos quimicos Ca e P do
leito receptor, osseointegracéo (asteriscos brancos) e MOMHTDb. Observe que as concentracdes
dos elementos quimicos Ca e P (n2-DEF e n3-DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de

declinio dos elementos quimicos Ca e P.

Ao0s 120 dias (E4), com uso da MEV, notou-se ao corte sagital que a MOMHTD presente
do composito implantado na tibia (n2) ndo se integrou com o leito receptor. Ja as MOMHTb
implantadas nas tibias (n1 e n3), nos planos transversal e sagital, respectivamente, se integraram
com seus leitos receptores (Figura 50). Por meio de analise com EDS “line scan” do leito
receptor e da MOMHTDb dos compdsitos, notou-se que os elementos quimicos Ca e P

mantiveram-se constantes, com pontos de declinios foram observados (nl e n3) (Figura 50).



76

Figura 48. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletrénica de varredura (MEV)
dos compdsitos (MOMHTD e quitosana) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E4 (120
dias) obtidas de cortes sagitais (n2-ABC e n3-ABC) e transversal (n1-ABC).

Fonte: Plano de gestdo de uso, Microscopia eletrdnica de varredura-MEV, equipamento multiusuario (EMU),
ZAZ — FZEAJUSP.

Observe: leitos receptores (cinza claro) e MOMHTbD (cinza claro-asteriscos amarelos)
infiltrados e emblocados em resina acrilica (LR) (cinza escuro). Note auséncia de contato da
MOMHTDb com o leito receptor (asteriscos vermelhos - interface) na amostra n2,
osseointegracdo das MOMHTDb com os leitos receptores (asteriscos brancos) nas amostras nl e
n3 e osseoconducdo na amostra n1 (AB). Por meio do mapeamento pela espectrometria de
energia dispersiva de raios X (EDS), line scan (linha azul) dos elementos quimicos Ca e P do

leito receptor, osseointegracgéo (asteriscos brancos) e MOMHTDb. Observe que as concentragdes
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dos elementos quimicos Ca e P (n2-DEF e n3-DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de
declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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6. DISCUSSAO

De acordo com a normativa (1SO 10993- 5: 2009), o ensaio de citotoxicidade in vitro é o
primeiro teste para avaliar a compatibilidade de um biomaterial, que pode ser por contato direto
ou indireto. A escolha do tipo de teste determinara os procedimentos e etapas detalhados, com
a finalidade de obter com precisdo os resultados almejados. Baseando-se nessa teoria e,
também, em experimentos anteriores, para este projeto, foi escolhido o procedimento através
do método indireto. Tal escolha foi devido a relacdo tamanho dos compdsitos e o tamanho dos
pocos da placa, com a finalidade de se obter o maior efeito das substancias liberadas das
amostras e seu respectivo efeito sobre as células (ROGERO et al. 2003).

Os procedimentos utilizados para definir a citotoxicidade podem ser classificados de
acordo com 0s seguintes critérios: mensuracdo de crescimento celular, analise de danos
celulares através do morfologico celular, avaliacdo do metabolismo e crescimento celular. Fica
ao critério do pesquisador aplicar a técnica que mais se encaixa no procedimento escolhido.
Sendo assim, optou-se pela analise através do metabolismo celular, uma vez que quando clivado
pelas mitocondrias de células ativas, o substrato adquire uma coloracdo diferenciada,
modificando-se de amarelo palido a formazan azul, o qual possui uma tonalidade proximo ao
violeta (ISO 10993- 5: 2009). Deste modo, quanto maior for a intensidade da coloragdo
azulada/violeta, significa que ha maior atividade celular, ou seja, maior quantidade de células
permaneceu vivas mediante a substancia exposta.

O grupo positivo (DMSQO) apresentou maior reacdo citotoxica de todos os tratamentos
analisados, alterando consideravelmente a viabilidade celular, com reducéo da transformacao
colorimétrica do teste. Ja o grupo controle negativo (CT), por ndo possuir nenhuma substancia
toxica que lesione as células, manteve a transformacdo colorimétrica do teste, devido a
preservacdo do metabolismo celular. Logo, devido suas caracteristicas, eles sdo inversamente
proporcionais (Tabela 1, Figuras 31 e 32).

Segundo a ISO 10993-5 (2009), quando a viabilidade celular fica abaixo de 70%, o
material testado possui potencial citotoxico.

Correlacionando os grupos controles negativos (CT) com diferentes concentragdes de
extratos obtidas dos compdsitos a base de MOMHT(c/b) e quitosana, os efeitos mais citotdxicos
foram observados nos extratos de C1 (diluicdo de 100%), ou seja, a solu¢cdo mais pura e com
menor viabilidade celular. Correlacionando os efeitos citotoxicos dos extratos de C1 dos dois

tratamentos, observou-se que o extrato C1 (MOMHTD e quitosana: 51% de viabilidade celular)



79

foi o menos citotoxico, do que o extrato C1 (MOMHTc e quitosana: 38% de viabilidade
celular), que apresentou maior efeito citotoxico (Tabelal, Figuras 31 e 32).

A opcdo cirurgica mais viavel para reparar defeitos 0sseos é sem duvidas com o tecido
0sseo autodgeno, pois possui células que estimulam osteogénese, induzem a osseoconducéo e
osseointegracdo; contudo, na maioria das vezes necessita de dois tempos cirdrgicos, alem de
ser oneroso. Por isso, optou-se pelo uso de compdsitos constituidos de MOMHT(c/b)
associadas a quitosana por se tratar de biomateriais vidveis, de facil obtencdo e
acondicionamento, que necessitam apenas de um Unico procedimento cirdrgico para
implantacdo (FREITAS et al., 2013; MOREIRA et al., 2014).

O glicerol a 98% em temperatura ambiente, de acordo com nossos resultados, continua
sendo excelente meio de preservacdo de material bioldgico, que pode ser empregado para
conservacao de tecidos 6sseos (SILVA et al., 2003; FREITAS et al., 2014). Dessa forma, a
implantacdo de banco &sseo em centros cirlrgicos veterindrios, para aplicacdo em
procedimentos cirdrgicos ortopédicos, ja que os tecidos 6sseos liofilizados e criopreservados,
além de onerosos, ndo fazem parte do arcenal ortopédico da medicina veterinaria nacional
(FREITAS et al., 2012).

Atualmente ndo ha consenso quanto ao tempo minimo de permanéncia do tecido 6sseo
em glicerol a 98%; no entanto, as MOMHT (c/b) empregadas no preparo dos compositos foram
acondicionadas no meio por mais de 30 dias que, para Melo et al. (1998), Freitas et al. (2008)
e Vilela et al. (2010), é periodo adequado para que os tecidos bioldgicos possam ser utilizados
em procedimentos cirurgicos com seguranca. Mesmo o glicerol a 98% apresentando
propriedades conservadora e bactericida, para uso, os compdsitos foram acondicionados em
grau cirdrgico e autoclavados, para prevenir contaminacao dos leitos receptores por patdégenos.

Na ocasido do preparo dos compositos, os materiais utilizados para manipular e
acondicionar as MOMHT (c/b) foram esterilizados em autoclave e em luz de ultravioleta em
cabine de seguranca. Apds o processamento, 0s compositos foram submetidos a esterilizaco
por meio de autoclave, que para Vilela et al. (2010) e Moreira et al. (2014) € fundamental, pois
previne a infeccdo local e, consequentemente, osteélise local que levaria instabilidade e/ou
migracdo do composito do leito receptor.

A regido proximal medial da tibia de coelhos foi definida para acomodar os compdsitos,
por se tratar de uma area de facil acesso e, também, por possuir pouco tecido mole adjacente, o
gue tornou o procedimento cirurgico rapido e exequivel (REZENDE et al., 1998; FREITAS et

al., 2020). Além disso, essa regido também é sede de reabsorgéo e de propriedades osteogénicas,
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sendo, inclusive, metabolicamente, a mais ativa desse 0sso. Essas caracteristicas sao almejadas
e favorecem uma resposta celular mais eficiente entre os compdsitos em estudo e o sitio receptor
(SUOMINEN et al., 1995; TURRER e FERREIRA., 2008).

Os coelhos, ap6s retorno anestésico, mantiveram os membros operados apoiados nas
bandejas das Racks ventiladas, demonstrando que a técnica cirdrgica utilizada para criar o
defeito 6sseo para implantacdo do compdsito ndo comprometeu a estrutura fisicas das tibias dos
coelhos, corroborando com os mesmos resultados encontrados por Melo et al. (1998) e Freitas
et al. (2020). As feridas cirdrgicas no décimo segundo dia apresentavam-se com as bordas
aposicionadas e celadas, sem sinais de reac0es locais que sugerisse infeccdo ou rejeicdo dos
compdsitos ao leito receptor, demostrando que a antissepsia e assepsia, a antibioticoterapia e 0
manejo das feridas foram adequados (MOREIRA et al., 2014).

As reacOes entre 0s compasitos e o leito receptor, como por exemplo, proliferacdes, lise
6ssea e/ou infeccdo, ndo foram notadas neste estudo. Isso se deve provavelmente ao emprego
adequado da técnica cirurgica e, também, ao uso apropriado de método de esterilizacdo, manejo
das feridas, que para Kuhl et al., 2017 sdo fatores fundamentais para ocorra incorporacdo e/ou
integracdo dos compasitos aos leitos receptores.

O emprego da técnica radioldgica digital neste estudo permitiu acompanhar o
comportamento dos compdsitos nos leitos receptores de tibias de coelhos em diferentes tempos
(SILVA et al., 2003; MOREIRA et al., 2014; KUHL et al., 2017). As avaliagdes radiograficas,
projecdo meédio-lateral, realizadas nas tibias dos coelhos no pos-operatorio imediato
demonstraram que todos os compdsitos implantados encontravam-se acomodados em seus
leitos receptores. No entanto, na ocasido da avaliagdo macroscopica observou que um
compésito (Tabela 1, Figura 78) encontrava deslocado externamente de seu leito receptor, que
também foi confirmado na ocasido da avaliacdo macroscopica e pela MEV (Figura 39 e 41
respectivamente: EIN3). Logo, para uma avaliacdo mais precisa do compésito implantado, uma
segunda projecdo radiogréafica cranio-caudal, deveria ser empregada. Além disso, outras
técnicas como microtomografia e analise histomorfoldgica de seccdes de tecido néo
descalcificado poderiam ser empregadas para acompanhar os eventos locais do compdsito no
leito receptor com maior preciséo.

Aos 30 dias de pds-operatorio os compositos de MOMHT (c/b) e quitosana demonstravam
variacdes de densidades em suas interfaces com os leitos receptores quando comparados aos
dos pos-operatério imediato. Esse evento também foi observado aos 60, 90 e 120 dias.

Provavelmente essa diferenca de densidade, ou seja, a osseointegracao, esteja relacionada com
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a neoformacdo vascular e invasdo tissular de fibroblastos sequida por deposigéo de tecido
fibrocartilaginoso e osteogénese, caracterizando a osseoconducéo do composito (GUTIERRES
etal., 2006; TURRER et al., 2008, MOREIRA et al., 2014, COSTA et al., 2015).

A osseointegracdo de um biomaterial, atualmente, ndo possui um consenso entre
estudiosos que pesquisam sobre a biologia do tecido 6sseo. Por isso, estudos relacionados as
respostas bioldgicas local, a biomecénica e os biomateriais que influenciam a osseointegrago
de biomateriais ao leito receptor, sdo necessarios e estdo cada vez mais sendo realizados
(LEGEROS e CRAIG, 1993; MOREIRA et al. 2014; FREITAS et al. 2020). Os biomateriais
funcionais podem ter contato direto, osseointegragédo, ou indireto, fibrointegracdo, com o leito
receptor. Entretanto a falha e a perda desses tem sido atribuida a formacao de tecido fibroso, ou
seja, a osseointegracdo indireta, que pode ser analisada pela técnica de MEV, demonstrando
que o tecido 6sseo mineralizado apresenta-se de coloracdo cinza clara enquanto que o tecido
fibroso pode ser observado de coloragdo de cinza mais escuro (LEGEROS e CRAIG, 1993;
KANG et al. 2015).

Na tentativa de aumentar a eficacia desse biomaterial na reparacdo dssea, foi adicionado
a ele um segundo biomaterial, ou seja, a quitosana (Kuhl et al., 2017), tornando-0 mais
biocompativeis, com menor possibilidade de falha e com propriedades superiores as dos
componentes isolados. No entanto, como demonstrado nesse experimento essa associa¢do ndo
apresentou resultados satisfatérios.

Por meio de técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), a superficie da
interface entre biomaterial e o leito receptor podera ser caracterizada morfologicamente em alta
resolucdo para observar adaptagdes e propriedades de tecidos inorganicos ou organicos com
diferentes densidades, que sdo fatores fundamentais para a compreensdo da biologia 6ssea local
(SABOIA et al. 2000, HUJA e ROBERTS, 2004; MAYER et al. 2013, COSTA et al. 2015).

Com esses recursos, foi possivel estabelecer ndo s6 o limite morfoldgico entre o contato
fisico dos compositos constituidos de MOMHT(c/b) associadas a quitosana, com o leito
receptor, mas também a microandlise qualitativa dos elementos quimicos presentes nas
superficies de seus componentes, demonstrando que a MEV é um método valioso para estudo
das estruturas presentes na interface entre o compadsito e o leito receptor de tibias de coelhos.

Analise pela MEV foi decisiva para avaliar as interfaces dos compésitos implantados
nos leitos receptores de tibias dos coelhos. Dos 24 compositos constituidos de MOMHT(c/b) e
quitosana que foram implantados nas tibias de coelhos, 23 foram incorporados em seus

respectivos leitos receptores e somente oito se osseointegraram, sendo cinco de origem bovina
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e trés de canina. Com uso da MEV, a anélise é pontual e nesse estudo ela foi utilizada nos cortes
sagital e transversal. Provavelmente, analises das interfaces entre os compdsitos constituidos
de MOMHT(c/b) e quitosana e os leitos receptores de tibias de coelhos com uso de
microtomografia, os resultados poderiam ser mais satisfatorios, pois esse equipamento permite
avaliacdo em vérios planos.

Devido as suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade,
atualmente o polimero de quitosana vem sendo pesquisado e aplicado como substituto 6sseo
com resultados satisfatorios (MUZZARELLI e MUZZARELLI, 2002; SPIN-NETO et al. 2008;
PIRES et al. 2015). No entanto, neste estudo, das 24 tibias implantadas (12 - MOMHTc e
quitosana / 12— MOMHTDb e quitosana), somente oito foram integradas, sendo cinco de origem
bovina e trés de canina. Por isso, para que a quitosana obtida do gladio de lula possa ser
associada a outro biomaterial, transformando em compadsito, e ser clinicamente aplicada, novos
estudos serdo necessarios.

A microandlise através da espectrometria de energia dispersiva (EDS), com uso de
detector de energia de raio-X acoplado ao MEV, permite avaliar qualitativa e semi-
guantativamente elementos quimicos presentes sobre a superficie de uma amostra. Por meio de
andlise pela EDS, (line scan), observou-se nesta pesquisa que as concentracdes de célcio e de
fésforo sobre a regido de integracdo, com inicio no leito receptor, cruzando a interface e
finalizando na MOMHT (c/b) presentes nos compositos, mantiveram-se constantes. Quando
ndo hé integracdo do biomaterial com o leito receptor, observa-se na ocasido da microanalise
pela EDS (line scan), declinio das concentracdes de elementos quimicos, como o calcio e o
fésforo, nainterface (SABOIA et al., 2000; SERHAN et al. 2004; FAEDA et al. 2009; MAYER
et al., 2013; COSTA et al., 2015), que foi observado nas microandlises realizadas neste
experimento, na maioria das amostras.

Avaliacdes das interfaces entre os compositos constituidos de MOMH (c/b) e quitosana
e leitos receptores de tibias de coelhos com uso de microtomografia, que permite anélise em
diferentes planos com mais detalhes, poderia demonstrar mais informacgdes referentes a

interacdo dos compdsitos com o sitio de implantacdo das tibias dos coelhos.
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7. CONCLUSAO

Dos compositos implantados e analisados, os constituidos de MOMHTb associados a
quitosana apresentaram melhor performance. Logo, esse biomaterial seria 0 mais recomendado

como substitutos para preencher e reparar falhas dsseas.



84

8. REFERENCIAS

AKAMOTO, T.; TRENTO, C.L. Implante homdgeno de matriz dentinaria desmineralizada
conservada em glicerina a 98% em alvéolo dental — estudo microscopico em rato. Revista
Ciéncias Odontologicas, n.5, p.33-43, 2002.

ALEXANDER, J.W. Bone grafting. Veterinary Clinincs of North America Small Animal
Practice, v.17, n.4, p.811-819, 1987.

ALIEVI, M.M.; SCHOSSLER, JEW.; GUIMARAES, L.D.; OLIVEIRA, AN.C,
TRAESLEL, C.K.; FERREIRA, P.A. Implante 6sseo cortical alogeno conservado em mel na
reconstrucdo de falha Ossea diafisaria em fémur de cdes: avaliacdo clinica e radiogréfica.
Ciéncia Rural, v. 37, n. 2, p. 450-457. 2007.

ALJUMAILY, M. A. Open osteotomy of ulna as a model for fracture healing studies in rabbits.
Journal of the faculty of medicine. v. 52, n. 3, p. 259-262, 2010.

AZEVEDO, A.D; SA, M.J.C; FOOK, M.V.L; NETO, P.I.N. Hidroxiapatita e quitosana isoladas
e associadas a medula 6ssea no reparo do tecido ésseo em coelhos. Estudo histoldgico e
morfométrico. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.43, n.7, p.1265-1270, jul, 2013.

BOJRAB, M. J. Enxerto ésseo. Técnicas atuais em cirurgia de pequenos animais. 3ed. Sao
Paulo: Roca, p. 786-793, 1996.

BRAZ, F.; RAHA, S.C.; ROCHA, N.S.; TAGA, E.; BIASI, F. Emprego de matriz dssea
organica bovina e hidroxiapatita no reparo de defeito induzido em crénio de ratos. Acta
Cirargica Brasileira, v. 18, n. 1, p.01-12, 2003.

BURGER, C.P.; MORAES, P.C.; MANISCALCO, C.L.; BORGES, P.A.; BATISTA,
P.A.C.S.; CANOLA, J.C.; MEIRELLES, A.E.W.B.; SABINO, M.G.; ROSSETTO, H. Cimento
de aluminato de célcio: uso em defeitos 6sseos induzidos em fémur de coelhos. Arquivo
Brasileiro de Medicina veterinaria e Zootecnia, v.65, n.3, p.757-762, 2013.

CATELLO, J.C.; DORIA, RENATA G.S.; FANTINATO NETO, P.; CAMARGO, LAZARO
M.; SHIMANO, A.C.; YAUMACHI, K.C.l.; AMBROSIO, C.E.; FREITAS, S.H. Estudo
comparativo da resisténcia mecanica da forca de compressdo entre biomateriais naturais,
sintéticos e mistos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.37, p.91 - 96, 2017.

CHEN, X.; XIA, W.S.; YU, X.B. Purification and characterization of two types of chitosanase
from Aspergillus sp CJ22-326. Food Research International, v.38, n.3, p.315-322, 2005.
CHOW, L.C. Next generation calcium phosphate-based biomaterials. Dental Materials. v.28,
n.1, p.1-10, 2009.


http://lattes.cnpq.br/6687291448204371
http://lattes.cnpq.br/0789343256947751
http://lattes.cnpq.br/0789343256947751
http://lattes.cnpq.br/1909531118646341

85

COSTA, B.D.; CAMARGO, N.H.; OLESKOVICZ, N.; GAVA, A.; DALLABRIDA, A.L;
REGALIN, D.; LIMA, M.P.A.; MORAES, A.N. Neoformacdo 0ssea e osteointegracdo de
biomateriais micro e nanoestruturados em ovinos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.35, n.2,
p.177-187, 2015.

DAMIAN, C. BEIRAO, L.H; FRANSCISCO, A; ESPIRITO SANTO, M. L. P; TEIXEIRA, E.
Quitosana: Um amino polissacaridio com caracteristicas funcionais. Alimentos e Nutricéo,
v.16, n°2, p.195-205. Araraquara, 2005.

DASSO, G.; FERNANDEZ, M.S.; ARIAS, J.L. Reparacion ésea mediante aloimplantes
sometidos a diferentes métodos de conservacion em conejos, Archivos de medicina
vetereinaria, v.30, n.2, p.57-66, 1998.

DAVID F. WILLIAMS, Definitions of biomaterials for the twenty-first century, Proceedings
of a Consensus Conference Held in Chengdu, People’s Republic of China June 11th and 12th
2018 Edited by DAVID WILLIAMS and XINGDONG ZHANG, Cap Il pg 22.

DEDAVID, B.A; GOMES, C. I; MACHADO, G. Microscopia eletronica de varredura:
aplicacdes e preparacao de amostras — materiais poliméricos, metalicos e semicondutores. Porto
Alegre: EDIPUCRS, p.11-17, 2007.

FAEDA, R.S.; TAVARES, H.S.; SARTORI. R.; GUASTALDI, A.C.; MARCANTONIO,
E.JR. Biological performance of chemical hydroxyapatite coating associated with implant
surface modification by laser beam: biomechanical study in rabbit tibias. Journal Oral
Maxillofac Surgery, v.67, n.8, p.1706-15, 2009.

FAKHRY, A., SCHNEIDER, G. B., ZAHARIAS, R., & SENEL, S. Chitosan supports the
initial attachment and spreading of osteoblasts preferentially over fibroblasts. Biomaterials, v.
25, p. 2075-2079, 2004.

FERNANDES, A. Y.; LARONGA, P.R.; COELHO, R.A.; DUCATI, L. G.; SILVA, M.V.
Prototipagem como forma alternativa para realizacdo de cranioplastia com metilmetacrilato.
Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v.62, n.3-B, p.865-868, 2004.

FREITAS S.H., DORIA R.G.S., MINTO B.W., NARDI A.B., MELO M.M., CAMARGO
L.M., SANTOS M.D., SHIMANO A.C., AMBROSIO C.E. Haste intramedular modificada no
tratamento de fratura diafisaria de fémur em cédo - relato de caso. Revista Brasileira de
Medicina Veterinaria, v.35, p.323-328, 2013b.

FREITAS S.H.; DORIA R.G.D.; MENDONCA F.S.; CAMARGO L.M.; PRESSER, C.I;
SANTOS, M.D.; SHIMANO, A.C., AMBROSIO, C.E. Avaliagdo morfoldgica e por imagem
radiografica da matriz d6ssea mineralizada heteréloga fragmentada e metilmetacrilato,



86

preservados em glicerina para reparagdo de falhas dsseas em tibias de coelhos. Pesquisa
Veterindria Brasileira, v.33, n.6, p.765-770, 2013a.

FREITAS S.H.; DORIA R.G.S.; MENDONCAF.S.; SANTOS M.D.; MOREIRAR:; SIMOES
R.S.; CAMARGO L.M.; MARQUES A.T.C.; SIMOES M.J. Tomografia computadorizada da
matriz 6ssea mineralizada heteréloga fragmentada e metilmetacrilato na reparacdo de falhas
Osseas. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.64, p.1547-1554, 2012.

FREITAS, S. H.; DORIA, R. G. D.; MENDONCA, F. S. et al. Aspecto radioldgico de
heteroenxerto 6sseo cortical fragmentado na reparacdo de falhas 6sseas em coelhos. Revista
Brasileirade Ciéncias Veterinarias, v.15, n.3, p.107-110, 2008.

FREITAS, S.H.; DORIA, R.G.S.; MENDONCA, F.S.; SANTOS, M.D.; ENGRACIA FILHO,
JR.; VIDANE, A.S.; MARQUES, A.T.C.. AMBROSIO, C.E. Tomographic imaging of
fragmented cortical bone heteroimplant and methylmethacrylate in segmental bone defect of
rabbit tibia. Acta Cirurgica Brasileira, v.29, n.12, p.794-800, 2014.

FREITAS, S.H.; DORIA, R.G.S.; MULLER, AF.; FADEL, T.R.; MENDONCA, F.S;
CAMARGO, L.M.; SANTOS, M.D.; AMBROSIO, C.E. Regido metafisaria da tibia de
coelhos: uma opc¢do para estudos dos substitutos 6sseos, Revista Brasileira de Ciéncia
Veterinaria, v.27, n.3, p.104-09, 2020.

FRIEDLAENDER, G.E. Current concepts review: bone banking. Journal of Bone and Joint
Surgery, v.64, p.307-311, 1982.

GARTNER, L.P.; HIATT, J.L. Tratado de histologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999.

GERENTES, P.; VACHOUD, L.; DOURY, J; DOMARD, A. Study of a chitin-based gel as
injectable material in periodontal surgery. Biomaterials, v.23: 1295-1302, 2002.

GIANNOUDIS, P.; PSARAKIS, S.; & KONTAKIS, G. Can we accelerate fracture healing? A
critical analysis of the literature. Injury, v. 38, n. 1, p. 81-89, 2007.

GUTIERRES, M.; LOPES, M. A.; HUSSAIN, N. S.; CABRAL, A.T.; ALMEIDA, L,
SANTOQOS, J.D. Substitutos 6sseos: revisdo, Arquivos de Medicina, v.19, n.4, p.153-162, 2006.

HADJIDAKIS, D. J.; ANDROULAKIS, I. I. Bone remodeling. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 1092, p. 385-96, 2006.

HUJA, S. S.; ROBERTS, W. E. Mechanics of osseointegration: characterization of supporting
bone with indentation testing and backscattered imaging. Seminars in Orthodontics, v,10,
p.162-173, 2004.


https://periodicos.uff.br/rbcv/issue/view/2344
https://www.sciencedirect.com/journal/seminars-in-orthodontics

87

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. ISO 10993 -5: 2009.

Biological evaluation of medical devices - Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity. Geneva,
2009.

International standard: Biological Evaluation of Medical Devices — Part 5. Tests for
Cytotoxicity: in vitro methods. ISO 10993-5, 1992.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Tecido 6sseo. Histologia Basica. Ed. 2017.
KALFAS, I. H. Principles of bone healing. Neurosurgical Focus, v.10, n.4, p.1-4, 2001.

KANG, C.G.; PARK, Y.B.; CHOI, H.; OH, S.; LEE, K.W.; CHOI, S.H.; SHIM, J.S.
Osseointegration of implants surface-treated with various diameters of TiO2 nanotubes in
rabbit. Journal Nanomaterials. 2015: 11.doi.org/10.1155/2015/634650.

KAWANQO, C. T.; ROMANO NETO, O.; MONTEIRO, A.C. Classificacdo dos defeitos 6sseos
e métodos de correcdo nas artroplastias primérias de joelho. Revista Brasileira de Ortopedia,
v.33, n.4, p.287-290, 1998.

KERAMARIS, N. C.; CALORI, G. M.; NIKOLAOU, V. S.; SCHEMITSCH, E. H,;
GIANNOUDIS, P. V.). Fracture vascularity and bone healing: a systematic review of the role
of VEGF. Injury, v. 39, n.2, p. 45-57, 2008.

KOLAR, P., SCHMIDT-BLEEK, K., PH, D., SCHELL, H., GABER, T., TOBEN, D.,
SCHMIDMAIER, G.; PERKA, C.; BUTTGEREIT, F.; DUDA, G. N. The Early Fracture
Hematoma and Its Potential Role in Fracture Healing. Tissue Engineering. n. 4, p. 427-434,
2010.

KUHL, G.S.; RIGO, E.C.S.; VERCIK, L.C.O.; DORIA, R.G.S.; SANTOS, M.D.; HAGE,
M.C.F.N.S.; AMBROSIO, C.E. AMBROSIO; FREITAS, S.H. Aspecto morfologico da
interface entre o compasito, constituido de quitosana e polimetilmetacrilato, e a falha dssea de
tibia de coelhos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.37, n.12, p.1491-1498, 2017.

LEGEROS, R.Z.; CRAIG, R.G. Strategies to affect bone remodeling: osseointegration.
Journal of Bone and Mineral Research, v.8, p.583-596, 1993.

MATOS, M. A.; ARAUJO, F. P.; PAIXAO, F. B. Histomorphometric evaluation of bone
healing in rabbit fibular osteotomy model without fixation. Journal of Orthopaedic Surgery
and Research, v. 3, n.4, p. 1-5, 2008.


http://www.hindawi.com/71473052/
http://www.hindawi.com/49528602/
http://www.hindawi.com/54207529/

88

MAYER, L.; OLIVEIRA, M.G.; MASSOTTI, F.P.,; GOMES, F.V.; GUYOTI, V,
GONZALEZ, F.H.D.; WEBER, J.B.B. Metodologia para avaliacio do efeito sistémico e local
da LLLT na osseointegracdo de implantes dentarios em mandibula de coelhos: nota prévia.
Revista da faculdade de odontologia, v. 18, n. 2, p. 235-245, 2013.

MELO, E.G.; REZENDE, C.M.F.; BORGES, A.P.B.; NOBREGA NETO, P.l. Aloenxerto
0sseo cortical: avaliagdo do seu emprego em tibia de cdo. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e. Zootecnia, v.50, n.4, p.385-394, 1998.

MENDES, A.A.; OLIVEIRA, P.C.; CASTRO, H.F.; GIORDANO, R.L.C. Aplicacéo de
quitosana como suporte para a imobilizacdo de enzimas de interesse industrial. Quimica Nova,
v.34, n.5, p.831-840, 2011.

MILORI, F.P.; QUITZAN, J.; SOUZA, R.S.; CIRIO, S.M.; DORNBUSCH, P.T.; PRADO,
A.M.R.P. Placas 6sseas confeccionadas a partir de diafise cortical equina na osteossintese
femoral em coelhos. Pesquisa Veterinaria Brasileira. V.33, n.10, p.1201-1207, 2013.

MONTANDON, C; COSTA, M. A. B; CARVALHO, T. N; JUNIOR, M. E. M; TEIXEIRA,
K. S. Sacroiliite: avaliagdo por imagem. Radiologia Brasileira, v. 40, n. 1, p. 53-60, 2007.

MONTECINOS, B. R.; ZENI, S. N. Marcadores bioquimicos del remodelamiento &seo.
Utilidad clinica. Acta Biogimica Clinica Latinoamericana, v. 43, n. 2, p.

MORAES, P.C.; PADILHA FILHO, J.G.; CANOLA, J.C.; SANTOS. L.A.; MACORIS. D.G;;
ALESSI. A.C.; CASTRO. M.B.; DORIA NETO. F.A. Biocompatibilidade do cimento de
fosfato de calcio implantado no radio de coelhos. Acta Cirurgia Brasileira, v. 19, n. 4, p. 351-
359, 2004.

MOREIRA R, DORIA RGS, CAMARGO LM, SANTOS MD, MINTO BW, DE NARDI AB,
AMBROSIO CE, FREITAS SH. Aspecto radioldgico e macroscopico de matriz dssea
mineralizada heter6loga e polimetilmetacrilato autoclavado em falha dssea de tibia de coelhos.
Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.34, n.2, p.173-78, 2014.

MOTA, F. D. C.; REBELLATO, K. R.; MORAES, A. C.; OKUBO, R.; BELO, M. A. A;
EURIDES, D. Analise das propriedades mecanicas da tibia de ratos submetida a osteotomia por
escareacao e tratada com decanoato de nandrolona. Jornal Brasileiro de Ciéncia Animal, v.
3,n. 6, p. 57-59., 2010.

MUZZARELLI, C.; MUZZARELLI, R.A. Natural and artificial chitosan-inorganic
composites. Journal of Inorganic Biochemistry, v.92, p.89-94, 2002.

OLIVEIRA, S.M; MIUJARES, D. Q; TURNER, G; AMARAL, I.F; BARBOSA, M.A;
TEIXEIRA, C.C. Engineering Endochondral Bone: In Vivo Studies. Tissue Engineering. Part
A, v.15, n.3, p.635-643, 2009.



89

PEREIRA, C.C.S.,JARDIM, E. C. G., CARVALHO, A. C. G. S., GEALH, W. C., MARAO,
H. F., ESPER, H. R., & JUNIOR, I. R. G. Técnica cirdrgica para obtencio de enxertos 6sseos
autoégenos intrabucais em reconstru¢cbes maxilomandibulares. Revista de Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial, 2012.

PESSOA, E. A. M., BRAUNE, A., CASADO, P. L., & TANNURE, P. N. Enxertos 6sseos
alveolares na fissura labiopalatina: protocolos atuais e perspectivas futuras. Revista de
Odontologia da Universidade Cidade de S&o Paulo, 27(1), 49-55, (2017).

PHILLIPS, A. M. Overview of the fracture healing cascade. Injury, v. 36 n. 3, p. 5-7, 2005.

PIRES A.L.R., BIERHALZ A.C.K.; MORAES A.M. Biomateriais: tipos, aplicaces e
mercado. Quimica Nova, v.38, p957-971, 2015.

POLO-CORRALES, L., LATORRE-ESTEVES, M., ERAMIREZ-VICK, J. E. Scaffold design
for bone regeneration. Journal of nanoscience and nanotechnology, v.14(1), p. 15-56, 2014.

PRECHEUR, H.V. Bone Graft Materials. Dental Clinics of North. America., v.51, p.729-
746, 2007.

RANZANI, J.J. T.; SAMPAIO, G. R.; FRANCO, M.; CASTRO, G. B. Aplicacdo de membrana
bioldgica heter6loga conservada em glicerina, na reparacdo de lesdo em coelhos. Veterinaria
e Zootecnia, v.8, p.35-45, 1996.

REZENDE, C.M.F; BORGES, A.P.B.; BERNIS, W.O.; MELO, E.G.; NOBREGA NETO, P.I.
Aspecto clinico-cirurgico e radiogréficos da hidroxiapatita sintética na diafise proximal da tibia
de cdes. Arquivos Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.50, n.5, p.537-545,
1998.

RINAUDO, M. Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in Polymer Science,
v.31 (7), p. 603-632, 2006.

ROGERO, S.0.; LUGAO, AB.; IKEDA, TAMIKO, I.; CRUZ, A.S. Teste in vitro de
citotoxicidade: estudo comparativo entre duas metodologias. Materials Research, v.16, n. 3,
p.317-320, 2003.

ROZEN, N.; LEWINSON, D.; BICK, T.; MERETYK, S.; SOUDRY, M. Role of bone
regeneration and turnover modulators in control of fracture. Critical Reviews in Eukaryotic
Gene Expression, v. 17, n. 3, p. 197-213., 2007.



90

SABOIA, V. de P. A.; SAITO, S. K.; PIMENTA, L. A. F. Aspectos micromorfoldgicos da
interface adesiva em funcdo da variacdo no preparo do espécime. Pesquisa Odontoldgica
Brasileira, v. 14, n. 4, p. 340-344, 2000.

SANTOS, J. E. Preparacdo, caracterizacdo e estudos termoanaliticos de bases de shiff
biopoliméricas e seus complexos de cobre. Dissertacdo de doutoramento, Universidade
federal de S&o Carlos, S&o Carlos, Brasil, 2004.

SARAIVA, G. L.; CASTRO-LAZARETTI, M. Marcadores Bioquimicos da Remodelacéo
0ssea na Pratica Clinica. Arquivo brasileiro de endocrinologia e metabologia, v. 46, n.1, p.
72-78, 2002.

SCHINDELER, A.; MCDONALD, M. M.; BOKKO, P.; LITTLE, D. G. Bone remodeling
during fracture repair: The cellular picture. Seminars in Cell & Developmental Biology, V.
19, p. 459-466, 2008.

SERHAN, H.; SLIVKA, M.; ALBERT, T.; KWAK, S.D. Is galvanic corrosion between
titanium alloy and stainless steel spinal implants a clinical concern? Spine Journal, v.4, n.4,
p.379-87, 2004.

SILVA, A. M.; DEL CARLO, R. J;; VILORIA, M. I. V. et al. Matriz éssea homdloga
desmineralizada na preparacdo de falhas 6sseas segmentares produzidas no radio de coelhos.
Ciéncia Rural, v.33, p.539-545, 2003.

SILVEIRA, M. Preparacdo de amostras bioldgicas para microscopia eletrénica de varredura.
Manual sobre técnicas bésicas em microscopia eletrénica. Sdo Paulo: USP, 1989. v.1, p.71-
79.

SINIBALDI, K. Evaluation of full cortical allografts in 25 dogs. Journal of America
Veterinary Medicine Association, v.194, n.11, p.1570-1577, 1989.

SLATTER, D. Enxertos 6sseos. Manual de cirurgia de pequenos animais. 2ed. Sdo Paulo:
Manole, v.2. p.2006-2017, 1998.

SOUZA, S. L. S; et al. Biomateriais na instalacdo de implantes osseointegrados.
Periodontologia e implantodologia: solugdes estéticas e recursos clinicos. Ed. Napoledo:
Nova Odessa, 2010.

SPIN-NETO, R.; PAVONE, C.; FREITAS, R.M., MARCANTONIO, R.AC,;
MARCANTONIO-JUNIOR, E. Biomateriais & base de quitosana com aplicacio médica e



91

odontoldgica: revisdo de literatura. Revista de Odontologia da UNESP, v. 37(2), p. 155-161,
2008.

SUOMINEN, E.A.; AHO, AJ.; JUHANOJA, J.; Yli-Urpo, A. Hydroxyapatiteglass composite
as a boné substitute in large metaphyseal cavities in rabbits. International Orthopaedic, v.19,
p.167-173, 1995.

TAKAYANAGI, H. Mechanistic insight into osteoclast differentiation in osteoimmunology.
Journal of Molecular Medicine, v. 83, n. 3, p. 170-179, 2005.

TIMM, L.L. Técnicas rotineiras de preparagdo e analise de laminas histolégicas. Caderno La
Salle X1, Canoas, v.2, n.1, p.231-239, 2005.

TSIRIDIS, E.; UPADHYAY, N.; GIANNOUDIS, P. Molecular aspects of fracture healing:
which are the important molecules? Injury, v. 38, n. 1, p.11-25, 2007.

TURRER, C.L.; FERREIRA, F.P.M. Biomateriais em cirurgia craniomaxilofacial: principios
basicos e aplicacdes: revisao de literatura. Revista Brasileira de Cirurgia Plastica, v.23,
p.234-239, 2008.

VILELA, L.M.; DEL CARLO, R.J.; OLIVEIRA, R.C.; RODRIGUES, M.C.D.; MONTEIRO,
B.S.; REIS, AM.S; MACHADO, D. P.D. Propriedades mecanicas de meniscos frescos de
coelhos e preservados em glicerina 98%. Ciéncia Rural, v.40, p.1114-1120, 2010.

VON RECUM, AF.; LABERGE, M. Educational goals for biomaterials science and
engineering: perspective view. Journal of Applied, v.6, p.137-144, 1995.

WEINFELD, I.; MAGALHAES, L.V.; VILA, N. Estudo histolégico de um novo material
(biobone) indicado para reparacdo 6ssea. Revista Paulista de Odontologia, v.21, p.9-10, 1999.



