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RESUMO

As afecgdes ortopédicas que necessitam de procedimentos cirdrgicos especializados
para reposicao de tecido 6sseo sdo frequentes tanto na medicina veterinaria quanto na humana.
Por isso, ndo € raro ortopedistas se depararem com fraturas de 0ssos longos, neoplasias dsseas
ou ndo-unibes de fraturas, que necessitam de tratamento cirurgico reparador com o uso de
enxerto 6sseo ou implante natural e/ou sintético. Pretendeu-se com esta pesquisa analisar as
interfaces entre compositos constituidos de matriz 6ssea mineralizada heterdloga trabecular
canina (MOMHTCc) e bovina (MOMHTDb) associadas ao PMMA e as falhas 6sseas de tibias de
coelhos, por meio de estudo radiografico e pela microscopia eletrénica de varredura em
diferentes tempos. Foram utilizados 12 coelhos adultos da raga Nova Zelandia para avaliar 0s
comportamentos dos compositos a base de MOMHTc e/ou MOMHTb associada ao PMMA.
Os grupos foram dividido em quatro subgrupos (E1, n-3; E2, n-3; E3, n-3 e E4, n-3), que
tiveram as falhas dsseas de tibiais direitas e esquerdas preenchidas com compdsitos e avaliadas
no pos-operatério imediato, aos 30, 60, 90 e 120 dias. Observou-se que 0s compositos de
MOMHT(c/b) e PMMA apresentaram potencial citotoxico, sendo este maior no de bovino.
Morfologicamente, também foi observado que os compdsitos se mantiveram preservados apos
autoclavagem, demonstrando que o processo de esterilizagdo ndo alterou as estruturas dos
constituintes dos compositos. Houve incorporagdo, em relagdo ao tempo, dos compositos de
MOMHT(c/b) e PMMA aos leitos receptores em 100% dos casos, demostrando ser
biologicamente biocompativel, pois promoveram a reparacdo de falhas 6sseas, sem sinais de
infeccdo, migracdo e/ou rejeicdo, podendo, dessa forma, ser mais uma opgao como substitutos

para preencher grandes defeitos 6sseos.

Palavras chave: Falha 6ssea, osseointegracao substituto 6sseo.



ABSTRACT

Orthopedic conditions that require specialized surgical procedures for replacement of
bone tissue are frequent in both veterinary and human medicine. Therefore, it is not uncommon
for orthopedists to encounter long-bone fractures, bone neoplasms, or non-fracture joint, that
need surgical repair treatment using bone graft or natural and / or synthetic implant. The aim of
this study is to analyze the interfaces between composites composed of canine (MOMHTc) and
bovine heterologous trabecular mineralized bone matrix (MOMHTDb) associated with PMMA
and the bone defects of rabbits, by radiographic study and scanning electron microscopy at
different times. Twelve adult New Zealand rabbits were used to evaluate the behavior of
composites based on MOMHTc and MOMHTDb associated with PMMA, they were divided into
four subgroups (E1, n=3; E2, n=3; E3, n=3 e E4, n=3), which had filled the right and left tibial
bone failures with composites and evaluated at the immediate postoperative period at 30, 90,
and 120 days. It was observed that MOMHT(c/b) and PMMA composites showed cytotoxic
potential, which was higher in the bovine composite. Morphologically, it was also observed
that the composites were preserved after autoclaving, this demonstrated that the sterilization
process did not change the structures of the constituents of the composites. There was
incorporation, in relation to time, of the MOMHT(c/b) and PMMA composites to the receiving
beds in 100% of the cases, this demonstrated to be biologically biocompatible, as they promoted
the repair of bone defects, with no signs of infection, migration or rejection, and may therefore

be another option as a substitute to fill large bone defects.

Key words: Bone failure, bone substitute, osseointegration.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, ha aumento consideravel de casos registrados de fraturas traumaticas
decorrentes de acidentes automobilistico e de neoplasias 0sseas ou nao-unides 0sseas, se
fazendo necessario a elaboracdo de estudos envolvendo diferentes tipos de tratamentos
cirrgicos ortopédicos reparadores que estimulem e acelerem a regeneracdo Ossea. A
substituicdo de um segmento ou o preenchimento de falha 6ssea com o uso de enxerto 6sseo ou
implante de origem natural e/ou sintético, € uma das principais opc¢des para o tratamento dessas
afeccdes (RANZANI et al., 1996; REZENDE et al., 1998; ALIEVI et al., 2007; BURGER et
al., 2013; FREITAS et al., 2013a; SOUZA et al., 2020). A melhor opgéo para se tratar falhas
Osseas recai sobre 0 enxerto dsseo autélogo, j& que acelera a cicatrizacdo 6ssea e permite 0
retorno do paciente as suas atividades normais. No entanto, nesse procedimento, ha o
inconveniente de aumentar a morbidade, a dor, os tempos cirdrgico e anestésico e de lesar
estruturas normais, além de poder ndo fornecer volume suficiente para reparar grandes falhas
Osseas (FRIEDLAENDER, 1982; STEVENSON, 1996; MELO et al., 1998; STEVENSON,
1998; ALIEVI et al., 2007; FREITAS et al., 2012).

Atualmente, substitutos désseos naturais tém sido pesquisados 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 €, os heteroimplantes. Os implantes sdo
considerados biologicamente inferiores aos auto-enxertos, porém a sua utilizacdo € mais
abrangente na ortopedia reparadora, com resultados satisfatorios (LANE e SANDHU, 1987,
RANZANI et al., 1996; DASSO et al., 1998; MELO et al.; 1998; MORAES et al., 2004;
ALIEVI et al., 2007; MILORI et al., 2013). Essa alternativa apresenta vantagens como: a
constituicdo de banco de ossos apropriado para o fornecimento de implantes, suporte para
formacdo de novo o0sso (osteoinducdo e conducgdo), sustentacdo mecanica, além da
possibilidade de um Unico doador fornecer quantidade significativa de tecido 6sseo (MELO et
al., 1998; ALIEVI et al., 2007, FREITAS et al., 2013b). As falhas 6sseas também podem ser
completa e eficientemente preenchidas por implantes sintéticos, como , por exemplo, cimento
de fosfato de célcio, hidroxiapatita sintética, polimetilmetacrilato (PMMA), biovidros entre
outros (KAWANO et al., 1998; RESENDE et al., 1998; WEINFELD et al.,1999; RAHAL et
al., 2000; BRAZ et al., 2003; FERNANDES et al., 2004; MORAES et al., 2004; FREITAS et
al., 2014; MOREIRA et al., 2014).

O PMMA ¢é um biomaterial sintetico que possui propriedades biotolerantes,

osteocondutoras, facilmente moldado para obtencdo de uma forma mais adequada ao leito
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receptor. A sua utilizacdo no reparo de falhas dsseas extensas, se abrange tanto na medicina
humana, quanto na medicina veterinaria (BAUER e MUSCHLER 2000, YACUBIAN-
FERNANDES et al. 2004, RAPOSO-DO-AMARAL et al. 2010; MOREIRA et al. 2014,
CATELLO etal., 2017; KUHL et al. 2017).

Os biomaterias, tanto naturais quanto sintéticos, de uma forma geral, devem possuir
caracteristicas peculiares basicas como promover a osteoinducédo, que se da pela formacéao 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. Ja a osteoconducao
promove o crescimento 0sseo por meio de aposicdo de tecido 0sseo subjacente na presenca de
0sso0 ou células mesenquimatosas indiferenciadas, além de serem biocompativeis, nao
carcinogénicos, atoxicos, ndo antigénicos, com minimo, e induzir pouca reacao inflamatoria
local (ALEXANDER, 1987; AKAMOTO e TRENTO, 2002; FREITAS et al., 2013a; COSTA
etal., 2015).

O método de diagndstico por imagem, através de avaliacdo radioldgica em procedimentos
ortopédicos reconstrutivos, permite avaliar com precisdao o comportamento do implante como
substituo ésseo. Tornando possivel localizar com precisdo a posicao exata de substituto 6sseo
em falha Ossea, a remodelacdo 6ssea, bem como, quantificar reacGes locais. Se tornando
imprescindivel o seu uso em procedimentos cirdrgicos ortopédicos de rotina e experimentais,
que necessitam de acompanhamento, tanto na medicina humana, como na medicina veterinaria
(FREITAS et al. 2013a; MOREIRA et al., 2014).

O método de microanalise por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV) esta
bem definido e € bastante utilizado para avaliar a superficie de um espécime sélido e, também,
na obtencdo de imagem tridimensional (SABOIA et al., 2000). O método consiste em, apos a
remocao das irregularidades e polimento do objeto de pesquisa, uma delgada camada de metal
pesado, como ouro ou paladio, é depositada na sua superficie, tornando possivel que um feixe
de elétrons o percorra, varrendo a sua superficie, fazendo com que alguns elétrons se reflitam
(elétrons de dispersdo) e outros sejam ejetados (elétrons secundarios). Esses elétrons em contato
com a superficie da amostra séo capturados por detectores, interpretados e apresentados em um
monitor, na forma de imagem tridimensional (GARTNER e HIATT, 1999; TIMM, 2005).

Com o uso da MEV e da espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS), as
superficies dos biomateriais em contato com o leito-leito receptor podem ser analisadas em alta
resolucdo, permitindo maior compreensdo dos fendémenos ali presentes. Dessa forma, a

investigacdo sobre o comportamento biologico local do implante, permite estabelecer a
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distincdo entre o contato fisico e a adesdo quimica entre o biomaterial e o leito receptor. Com
isso, a analise fisica de um implante através de MEV e a analise quimica através de EDS, séo
de grande relevancia para a verificacdo micro morfologicas que envolvem significativamente
na osteointegracdo e estabilidade primaria do implante com o leito receptor (SABOIA et al.,
2000; SERHAN et al. 2004; FAEDA et al. 2009; MAYER et al., 2013; COSTA et al., 2015).

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

Os resultados esperados, no presente trabalho, incluem a incorporacéo e osteointegracdo
dos compositos, constituidos de matriz dssea mineralizada heteréloga trabecular canina
(MOMHTc) e bovina(MOMHTD) associadas ao PMMA em falhas 6sseas de tibias de coelhos,
gue poderiam ser uma opcao a mais como tratamento de afec¢des ortopédicas com grandes

perdas Gsseas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia 0ssea

A constituicdo dssea se baseia em dois componentes: organicos e inorganicos, onde a
porcdo organica é representada por células (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), fibras
colagenas e substancia base (proteoglicanos e glicoproteinas), sendo a secrecdo desta porcao
feita, em sua maioria, pelos osteoblastos. Se tratando da por¢do inorganica, o principal
componente ali presente é o fosfato de calcio, responsavel por dois ter¢os do peso do tecido
0sseo, além disso, realiza interacdo com o hidroxido de célcio se transformando em cristais de
hidroxiapatita. Apos a formacdo desses cristais, outros materiais inorganicos como, por
exemplo, o carbonato de célcio, sodio, magnésio e fluoreto sdo ali incorporados
(CONSTANTINESCU, 2002).

Os 0ssos longos sdo compostos por duas por¢des, compacto ou cortical e a esponjosa.
A diafise formada majoritariamente pela por¢do 6ssea compacta com pequena quantidade de

0ss0 esponjoso delimitando a cavidade medular e as epifises sdo formadas por tecido ésseo
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esponjoso coberto por uma camada superficial de tecido 6sseo compacto (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). A matriz déssea é ocupada por lacunas, formada por ostedcitos que se
interligam através de canaliculos formando um sistema de comunicacdo e nutricdo celular,
grande parte das lamelas se organizam concentricamente em torno dos canais longitudinais
compostos por vasos e nervos formando o sistema Harvesiano. Estes canais se comunicam entre
si e com a cavidade medular, peridsteo e enddsteo através de canais transversos denominados
de canais de Volkman. (SISSON e GROSSMAN, 1986; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004). O
0SS0 esponjoso é composto por laminas e espiculas que se cruzam e se organizam em diversas
direcdes, de acordo com as pressdes mecanicas, pode ser encontrado em 0sS0S curtos e nas
epifises de ossos longos e podem se estender variavelmente pela diafise (SISSON e
GROSSMAN, 1986; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004).

O tecido 6sseo é recoberto internamente pelo enddsteo e externamente pelo peridsteo,
essas estruturas sdo importantes para protecao, nutricdo e diferenciacdo de novos osteoblastos,
0s quais sdo essenciais durante a consolidacdo ou crescimento 6sseo e possuem propriedades
osteogénicas. Os vasos do peridsteo nutrem o 0sso compacto da diafise por meio de ramos
conectados a canais de Volkman, os quais atingem os canais de Harvens e as cavidades do 0sso
esponjoso (SISSON e GROSSMAN, 1986; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004). A artéria
medular atravessa o forame nutricio para percorrer o canal da diafise onde se ramifica e atinge
a cavidade medular. Os vasos metafisarios e epifisarios se originam nas artérias adjacentes as
articulacdes e sdo responsaveis pela nutricdo do 0sso esponjoso e da medula dssea. Os vasos
linfaticos se encontram em canais perivasculares no periosteo e nos canais de Harvens, e em
forma de pequenos canais linfaticos na periferia da medula acompanhando vasos venosos
(SISSON e GROSSMAN, 1986).

As acles concomitantes dos osteoblastos, responsaveis pela formacgdo e mineralizagdo
da matriz 6ssea, e dos osteoclastos, responsaveis pela reabsorcdo e remodelamento 6sseo
causam frequente remodelagéo no 0sso, para que se obtenha funcéo Ossea ideal (KEALY etal.,
2011). O periosteo exerce importante papel na reparacéo 0ssea, sua camada externa e capaz de
ligar-se a masculos e ligamentos e sua camada interna fornece osteoblastos. O enddsteo é a
camada interna de tecido conjuntivo do 0sso, mais delgado e reveste cavidades medulares
grandes. (DENNIS et al, 2010).

E descrito por Kealy et al. (2010) e por Isola e Moraes (2012), que a partir do momento em
gue 0 0sso é acometido por uma fratura, primeiramente inicia-se um processo hemorragico que

evolui para formacdo de hematoma, desencadeando a liberacdo de mediadores inflamatorios
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dando inicio a fase inflamatoria da consolidacdo déssea. Em seguida, ocorre aumento da
vascularizagdo local, podendo surgir regides de neovascularizagdes. O peridsteo e 0 enddsteo
reagem por meio de intensa proliferacao celular, gerando um anel de tecido repleto de células
osteogénicas, contornando o foco de fratura, sendo assim, uma ponte de tecido mesenquimal

ndo diferenciado se forma

Estdo presentes no processo de consolidacdo de uma fratura as ossificacbes endocondrais e
intramembranosas, com formacéo de calo 0sseo, seguido da remodelacdo e incorporacdo a
estrutura 6ssea adjacente. (KEALY et al; 2011; ISOLA; MORAES, 2012).

O ossificagdo intramembranosa ocorre quando as células mesenquimais se
diferenciam em osteoblastos para formar diretamente o 0sso. Esta formacdo 6ssea ocorre no
neuro e viscerocranio membranoso e em parte da clavicula. J& na ossificagdo endocondral, as
células mesenquimais se diferenciam em condrocitos e formam modelos de cartilagem dos
futuros ossos, ha a substituicdo da cartilagem por 0sso mineralizado, esta ossificacdo ocorre na
base e na parte posterior do cranio, no esqueleto axial e no esqueleto apendicular. (MAES et
al., 2010).

A consolidacdo primaria, onde pouco ou nenhum calo é evidenciado, é ocasionada quando
se alcanca por meio de técnicas cirurgicas apropriadas a aposicdo e a estabilizacdo adequada
dos fragmentos dsseos. Fraturas metafisarias tem envolvimento de osso trabecular e consolidam
diferentemente das fraturas de 0ssos corticais. O 0ss0 esponjoso € mais estavel que o cortical
e ndo ha formacdo de calo Gsseo, salvo os casos em que existe instabilidade. O novo 0sso
deposita-se nas trabéculas existentes, essa ponte intertrabecular se forma antes da unido cortical
(ROUSH, 2005; JOHNSON, 2007; KEALY etal., 2011).

O tempo de consolidacdo médio, tanto do 0sso esponjoso quanto cortical, da fase reparadora
se da em torno de oito semanas. (ROUSH, 2005; DENNIS et al., 2010), havendo variacdes
relacionadas ao tipo de fratura, ao método de fixacdo, a idade do paciente, a existéncia de
doencgas concomitantes, e aos cuidados pos-operatérios (DENNY,1991; PIERMATTEI et al.,
2006).

E possivel a observacdo em fraturas recentes via método radiografico, a presenca de linha
aguda bem definida associada ou ndo ao aumento de tecidos moles. Ndo sendo possivel a
observacado da mesma linha em fraturas mais antigas, radiografadas entre uma semana a dez
dias. Isso se deve ao inicio da reabsorcdo 0ssea e da reagdo periosteal que ocorre nessa fase.

Entre duas a trés semanas, observa-se que a reacdo periosteal esta bastante evidente e que o calo
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ja apresenta regides de mineralizagdo. Entre quatro a oito semanas a linha de fratura encontra-
se preenchida pelo calo dsseo. Entre oito a doze semanas o calo j& sofre remodelamento e j é
ocorre a constatacdo de que ha incorporacdo ao 0sso e diminuicdo do calo 6sseo (KEALY et
al., 2011).

2.2 Banco de 0ss0s

A partir da década de 70, utilizacdo de 0ssos homdgenos em procedimentos ortopédicos
tém crescimento constante na medicina humana, justificando a criagdo de banco de 0ssos
(BIAGINI et al., 1999). Porém, ha riscos ao receptor desses fragmentos 6sseos coletados, como
a transmissdo de doencas, reacdes imunolodgicas e infeccdes (MISCH; DIETSH, 1993), por
conta disso, houve a necessidade de hospitais desenvolverem em conjunto ao banco de 0ssos,
bancos de tecidos musculo-esqueléticos para que esses riscos sejam minimizados. O objetivo
destes bancos sdo a obtencdo, processamento, armazenamento e selegdo para que O0S
homoenxertos possam ser utilizados com maior seguranca. (RONDINELLI et al., 1994; DEL
VALLE et al., 2006).

O tratamento e armazenamento de tecidos foi descrito na década de 60 pelo pesquisador
Imamanaeiv na Russia e muitas pesquisas tém sido realizadas com o tema. Em 1982 foi criado
em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, o primeiro Servico de Banco de Ossos institucionalizado
no Brasil. Desde entéo, o material estocado tem sido utilizado com sucesso em casos complexos
de reconstrucdo 6ssea. (AMATUZZI et al. 2000; ROSS et al., 2000).

Sao amplas e rotineiras as discussdes e modificagdes relacionadas as normas e rotinas
da coleta, processamento, armazenamento e doacdo dos 0ssos. A remocdo dos enxertos deve
ocorrer em ambiente estéril, seguindo normas de biosseguranca. O doador deve cumprir 0s
critérios estabelecidos para doagdo (ndo ser acometido por doenca cronica ou contagiosa, bem
como néo ter tido historico de infeccdo e ndo estar por mais de 72 em respirador ou sob uso
crénico de esteroides) (FEOFILOFF; JESUS-GARCIA, 1996; AMATUZZI et al., 2000).

A remocéo dos fragmentos deve se iniciar pelos membros e por ultimo pela porcao do
quadril. Entao séo retirados os tecidos moles e cartilagem. Em seguida, devem ser lavados em
solucdo com antibiotico e retirados pequenos fragmentos, colocados em container com dupla
protecdo para realizacdo de cultura (AMATUZZI et al, 2000; ROSS et al., 2000). A porcéo
coletada € acondicionada em invélucros simples, sob solugdo antibidtica, seladas

hermeticamente e encaminhados ao banco de tecidos a temperatura de -4°C, para o
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processamento (AMATUZZI et al., 2000; ROSS et al., 2000). Os enxertos sdo armazenados a
-70°C até que se constate nos resultados dos exames que ndo ha nenhuma afecgdo ou infeccéo
e, caso haja, o material deve ser descartado. Além disso, em todos as amostras coletadas, sao
realizadas radiografias para identificar leses ou malformacdes dsseas que possam prejudicar o
receptor (FEOFILOFF; JESUS-GARCIA, 1996; AMATUZZI et al., 2000; ROSS et al., 2000).

Para o processamento dos homoenxertos, podem-se utilizar acidos, como o &cido
cloridrico, associado a uma solugdo composta por calcio a 5%, bombeamento em agua por 12
horas, liofilizagdo, e armazenamento a -80 °C. Tal etapa garante a esterilizagéo e a preservacéo
das propriedades osteocondutivas, osteoestimuladoras e osteoindutoras. Entretanto, a cuidadosa
selecao do doador é fundamental na prevencéo da transmissao de doencas infecto-contagiosas
(VASTEL et al., 2004).

Dentre as diversas técnicas de conservacao, a glicerina merece ser destacada, € uma
substancia organica, trialcool, que se une aos acidos graxos para formar gorduras, liquido
incolor, higroscopico, espesso e xaroposo, se funde a 17°C e entra em ebulicdo a 290°C.
(FERREIRA, 1999), é um bom meio de conservacao dos fragmentos destinados a implantacdo
Ossea, pois, além de baixo custo, mantém os fragmentos 0sseos livres de contaminacédo,
reduzindo a antigenicidade e preservando as fungbes de osteoinducdo e osteoconducao.
(CAVASSANI et al., 2001, ZILIOTTO et al., 2003)

O uso da glicerina, além de se tratar de um método acessivel economicamente, ainda
ndo se faz necessario o congelamento ou autoclavagem, técnicas que podem causar danos ao
tecido dsseo, ndo foi observado diferenca consideravel quanto ao crescimento de
microorganismos na glicerina a 98% autoclavada e in natura, em um periodo igual ou menor a
24 meses (ROE et al., 1988) e sequer rejeicdo do organismo ao meio de conservacdo no pos-

operatorio.

2.3 Enxertos e implantes 6sseos

Os enxertos 0sseos, utilizacdo de tecido vivo viavel, podem ser classificados como
autoenxertos (autdlogo ou autdgeno), que consiste na transferéncia de tecido 6sseo de um local
para outro em um mesmo individuo; em aloenxerto (homoenxerto) que consiste na transferéncia

de tecido entre dois individuos geneticamente diferentes, porém da mesma espécie e em
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xenoenxerto (heteroenxerto) que é a transferéncia de tecido de um doador de uma espécie
diferente (STEVENSON, 1999).

O autoenxerto de 0sso esponjoso, possui propriedade osteogénica devido a extensa area
trabecular, na qual encontra-se coberta por células de revestimento do tecido 6sseo e por
osteoblastos ativos com elevada capacidade de neoformacéo de tecido ésseo transplantadas em
associacao com células da medula 6ssea (FRIEDLAENDER, 1987).

A incorporacgéo do autoenxerto de 0sso esponjoso no leito receptor se subdivide em cinco
etapas sucessivas: a aplicacdo do enxerto, na qual se inclui a formacdo de hematoma com
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento; a vascularizagdo do enxerto, aonde ocorre a
inflamac&o, migracéo e proliferacdo de células mesenquimais e formacéo de tecido conjuntivo
fibrovascular no interior e ao redor do enxerto; 0 momento da osteoinducdo na qual ocorre a
neovascularizagdo no tecido 6sseo enxertado; 0 momento da osteoconducgédo, em que obtém-se
a substituicdo por reabsorsorcdo osteoclastica do enxerto com formacdo de tecido 6sseo ndo
lamelar sobre as trabéculas necrosadas, pelos osteoblastos do leito receptor; e o remodelamento,
com a transformacdo do osso lamelar, por influéncias mecéanicas (STEVENSON, 1999;
BAUER e MUSCHLER, 2000). A incorporacdo de aloenxertos conservados, é similar a
descrito anteriormente, todavia € mais delongada e discretamente inferior ao autoenxerto, isso
se deve ao processo inflamatério mais expressivo e por se necessario que as células
osteoblasticas sejam provenientes apenas do leito receptor. (FRIEDLAENDER, 1988;
ARONSON E CORNELL, 1999; BAUER e MUSCHLER, 2000; FLEMING JR et. al, 2000).

Os substitutos hetero ou xenoimplantes comumente possuem apenas funcdes bioldgicas
de osteoconducéo e eventualmente osteoinducdo, associadas a resisténcia mecanica necessaria
e para a execucdo das funcGes de suporte (FLEMING JR et al, 2000).

Foi possivel observar em FREITAS et al. (2014), no qual foram realizadas implantacdes
de heteroimplantes 6sseo canino associados ao PMMA em falhas 0sseas padronizadas em tibias
de coelhos, que este composito teve boa integracdo e promoveu o reparo dos defeitos 0sseos
sem sinais de rejeicdo ou infeccdo, sendo biologicamente compativel e seguro.

Foram usados heteroimplantes dsseos bovinos, preservados em glicerina como um
espacador na técnica de avango da tuberosidade da tibia como tratamento para deficiéncia do
ligamento cruzado cranial em Junior et al. (2018), sendo possivel observar que estes
heteroimplantes foram capazes de promover o avanco da tuberosidade tibial e possibilitaram
consolidacdo Ossea em todos os casos testados, sem sinais de infecgdo e contaminagéo.
Mostrando ainda, em imagens radiogréficas, sinais de reabsorc¢éo e remodelamento 6sseo em

torno do implante, com significativa unido das faces 0sseas osteotomizadas, indicando melhor
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biocompatibilidade e osteoconductividade quando comparados ao cage de titanio usado na
técnica convencional. (CASTILHO et al. 2014)

A incorporacdo ou integracdo de um heteroimplante ou xenoimplante se inicia com a
formacdo de hematoma, com recrutamento de &gua e glicoproteinas aos tecidos organicos
adjacentes ao implante durante a reacdo inflamatdria, seguida de varias células, sobretudo
leucdcitos e macrofagos, devido a presenca de corpo estranho, os macréfagos desempenham a
fagocitose, estimulando a atividade dos linfocitos, fibroblastos, osteoblastos e demais células
polimorfonucleares (GUTIERRES et al, 2006). Consequentemente, inicia-se a angiogénese
com migracéo e proliferacdo de células endoteliais, possibilitando a neovascularizagéo, e assim
o fornecimento de oxigénio e nutrientes (DAVIES, 2000). Ao final, tem-se a a¢do das citocinas,
IL-1 (interleucina 1) e IL-2 (interleucina 2), e multiplos fatores de crescimento, entdo, ocorre a
diferenciacdo de células mesenquimais na linha osteobléstica com formacéo de ostedide e
matriz extra celular 6ssea, sendo o remodelamento e maturacdo as Ultimas fases, idéntico a
biologia de formacdo do calo 6sseo (ANDERSON, 2001).

2.4 Polimetilmetacrilato

O PMMA, com o nome IUPAC, nomenclatura quimica, de poli [1- (metoxi carbonil)
-1-metil etileno] do ponto de vista de hidrocarbonetos e poli (2-metilpropenoato de metila) do
ponto de vista do éster, € um polimero sintético do monémero de metacrilato de metila
(MALCOM 1990). Ele foi descoberto no inicio dos anos 30, pelos quimicos britanicos Rowland
Hill e John Crawford, e sua primeira aplicacéo foi realizada pelo quimico aleméo Otto Rohm
em 1934 (HENRI, 2007).

As resinas acrilicas sdo compostos organicos da classe dos polimeros, 0s quais sao
produzidos sinteticamente e cuja quimica baseia-se no carbono, hidrogénio e em outros
elementos ndo metalicos. Ap6s serem moldadas e endurecidas, podem apresentar caracteristicas
fibrosas, borrachoides, resinosas e rigidas, sendo, por sua vez, determinadas por sua morfologia
molecular (CAMACHO et al., 2014).

No &mbito de resistencia mecanica, 0 PMMA possui um alto mddulo de Young e um
baixo alongamento na ruptura. Dessa forma, ele ndo se quebra com a ruptura e dentre 0s
termoplésticos, ¢ um dos que apresenta maior rigidez, altamente resistente a arranhdes. Possuli
também razoavel resisténcia a produtos quimicos, ndo sendo danificado pela solucéo aquosa da

maioria dos produtos quimicos laboratoriais. Entretanto, aponta baixa resisténcia a
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hidrocarbonetos clorados e aromaticos, ésteres ou cetonas. (CHARLES et al, 2003; VAN
KREVELIN et al., 2003).

Este polimero é um material aloplastico de ampla utilizacdo na medicina, que envolve
a preparacao de cimentos dsseos para liberacdo de medicamentos e cranioplastia. As qualidades
que permitem que um polimero tenha potencial para essas aplica¢des, as quais 0 PMMA atende,
incluem: ndo toxicidade, fécil processabilidade, rea¢des inflamat6rias minimas com os tecidos,
maior resisténcia a fratura, biocompatibilidade, ndo condutor térmico, nem magnético, devera
ser radiopaco, leve, rigido, simples de confeccionar, facilmente aplicavel e economicamente
viavel. Uma grande vantagem da utilizacdo de materiais aloplasticos, a possibilidade da pré-
fabricacdo dos implantes, permitindo planejamento cirdrgico personalizado, proporcionando
menor morbidade e maior possibilidade de sucesso no procedimento. (SOUZA, 2009).

Foi relatado em Thomson et al. (1992), a biocompatibilidade de quatro diferentes
cimentos 6sseos comerciais de PMMA in vitro e in vivo, foram estudadas a integridade e a
inflamacdo celular. Baseado nos resultados obtidos, os estudos in vitro manifestaram o
potencial inflamatorio dos quatro cimentos 6sseos, por causarem danos celulares. Ao passo que
in vivo, todos os quatro cimentos 6sseos mostraram compatibilidade, no joelho de ratos, quando
avaliados durante o periodo de duas a 52 semanas.

Utilizado ha cerca de 50 anos com o objetivo de acoplar implantes artroplasticos ao
tecido Osseo adjacente, o PMMA é uma resina acrilica resultante da polimerizacdo do
metacrilato de metila (MMA), possui caracteristicas vitreas, o que dificulta a difusdo
subsequente do mondmero e a propagacdo da cadeia. (ROBERT et al., 2008).

O processo quimico da polimerizacdo se inicia pela mistura do monémero (liquido)
ao pré-polimerizado (p6), momento em que a decomposicao do perdxido de dibenzoil pela N,N
dimetil paratoluidina produz radicais (benzoilos), que atacam a insaturacdo carbbnica do
metacrilato de metila, levando assim radicais livres na molécula do monémero. A ligagdo entre
atomos de carbonos de moléculas adjacentes, por meio dos radicais livres, desencadeia a
formacéo de longas cadeias cujos pesos moleculares variam entre 250 mil a 800.000 daltons,
(GOMES, 2010).

2.5 Biomateriais

Desde a antiguidade, a utilizacdo de biomateriais tem aproveitamento para saide humana.
Existem relatos do uso de sutura de linho e ouro no Antigo Egito (2000 AC), de intestino de
felinos na Europa na idade média e utilizacdo de substitutos de dentes feitos de conchas pelos

Maias (600AC), e de ferro pelos Franceses (200AC) e de ouro e/ou madeira pelos romanos,
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astecas e chineses. Observou-se também eficiente integracdo de substitutos 6sseos provenientes
de madeira no antigo Egito e na Europa, na idade média (IRREL BIERHALZ e MORAES,
2015).

A definicdo de biomaterial ¢, um material sintético o qual é tolerado de forma
permanente ou transitoria pelo organismo dos seres vivos, possuindo a finalidade de restaurar
tecidos, 6rgdos ou funcionalidade de organismos vivos (SANTOS, 2008). E definido também
como quaisquer dispositivos que entram em contato com o sistema bioldgico, com aplicacGes
diagnosticas, cirdrgicas, terapéuticas, vacinais, podendo possuir constituicdo natural ou
sintética, assim como materiais naturais modificados quimicamente (BIERHALZ e MORAES,
2015). Dentre alguns exemplos de biomateriais estdo: biossensores, tubos de circulagdo
sanguinea, sistemas de hemodialise, suturas, placas, substitutos ésseos, malhas, valvulas
cardiacas, lentes e dentes, implantes subdérmicos e até 6rgdos artificiais (BIERHALZ e
MORAES, 2015).

O emprego dos biomateriais biopoliméricos na medicina englobam o tratamento de
feridas, liberacdo de farmacos, devido a suas caracteristicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, parecida com a matriz extracelular e por induzir o processo de cicatrizacdo
tecidual (GOMES, 2010; GUO et al., 2013). As propriedades bioldgicas que séo priorizadas,
no momento de se decidir por um biomaterial sdo biocompatibilidade, hemocompatibilidade,
citotoxicidade, alergenicidade, estimulacédo de adeséo e proliferacdo celular. E as propriedades
fisicas seriam: morfologia, energia superficial, encaixe anatdmico, rugosidade, porosidade,
transparéncia, cor, permeabilidade, e capacidade mecanica, tensdo a ruptura, flexibilidade; ja
as quimicas se baseiam em densidade, resisténcia a esterilizacdo, degradacdo in vivo e
estabilidade (GOMES, 2010).

Um biomaterial é considerado toxico quando ha morte celular adjacente ao implante e
ndo téxicos quando ha formacdo de fibrose em torno do implante, possibilitando crescimento
celular, ademais ainda ha a possibilidade de substituicdo da matriz do proprio biomaterial
(BIERHALZ e MORAES, 2015).

Compdsitos ou materiais compostos sdo materiais de engenharia que consistem em
dois ou mais materiais constituintes com grandes discrepancias em suas propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas. As propriedades caracteristicas desses compostos sdo o resultado das
propriedades individuais de suas partes constituintes e suas respectivas fragcdes de volume e
arranjos no sistema de material. Dependendo da aplicacdo pretendida, os compostos podem ser

projetados para satisfazer requisitos geométricos, estruturais, mecanicos, quimicos e as vezes
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esteticos especificos. Materiais metalicos, poliméricos e ceramicos tem sido bastante utilizados
para tratamentos médicos reconstrutivos (EGBO, 2020).

O uso de compdsitos tem se mostrado eficiente para o reparo de fraturas 6sseas,
devido ao fato de mimetizarem a estrutura e propriedades do tecido 6sseo. Desse modo, se
tornam altamente compativeis e onteocondutores, proporcionando suporte para a consolidacao
Ossea. Ademais, sdo biodegradaveis, ndo precisam ser removidos apds cumprir seu propdsito,
e é possivel seu uso para confeccdo de dispositivos de fixacdo interna. Também é possivel usar
uma matrix biodegradavel em conjunto de farmacos, desenvolvida para dissolver ao longo do
tempo, liberando a droga enquanto o tecido ésseo se consolida, funcionando como um auxiliar
neste processo (EGBO, 2020).

O diagnoéstico por imagem, através da radiologia, possibilita a avaliacdo do
comportamento de biomateriais em procedimentos ortopédicos. Por meio deste método, €
possivel localizar a posicdo do biomaterial no leito receptor, o remodelamento Gsseo e
quantificar as reacdes locais. O seu uso no acompanhamento p6s-operatério dos procedimentos
cirurgicos ortopédicos de rotina e experimentais tanto na medicina humana, como na medicina
veterinaria se torna imprescindivel (FREITAS et al., 2013b; MOREIRA et al., 2014).

Utilizando-se da microscopia eletronica de varredura (MEV), as estruturas presentes na
interface entre o biomaterial e o leito receptor podem ser analisadas em alta resolugéo,
proporcionando maior compreensdo dos fendmenos locais. Assim, é possivel estabelecer a
distingdo entre o seu contato fisico e a adesdo quimica com o leito receptor. A MEV mostrou-
se um método auxiliar importante no estudo das estruturas presentes na interface entre o
biomaterial e o leito receptor em tibia de coelho (MAYER et al., 1998; GARTNER e HIATT,
1999; SABOIA et al. 2000; TIMM, 2005; COSTA et al. 2015).

3 HIPOTESE

Espera-se que os compésitos constituidos de MOMHTc e MOMHTbD associados ao
PMMA sejam incorporados e integrados aos leitos receptores de tibias de coelhos, tornando-se
fontes de substitutos 0sseos para o tratamento de afeccdes ortopédicas que culminem com

grandes perdas ¢sseas ou ndo unido Gsseas.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
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Analisar as interfaces entre compositos constituidos de MOMHTc e MOMHTDb
associados a0 PMMA e as falhas 6sseas de tibias de coelhos.

4.2 Obijetivos especificos

e Avaliar o efeito citotdxico dos compositos constituidos de MOMHTc e MOMHTD
associados ao PMMA;

¢ Analisar por meio de técnica radiologica (ou radiografica) digital o comportamento de
compositos constituidos de MOMHTc e MOMHTDb associada ao PMMA em falhas 6sseas
de tibias de coelho, em diferentes tempos;

¢ Analisar macroscopicamente o comportamento de compdsitos constituidos de MOMHTc
e MOMHTD associados ao PMMA em falhas dsseas de tibias de coelhos, em diferentes
tempos;

e Analisar por meio de técnica de MEV as superficies externas (periosteo) e interna
(endbsteo) e as interfaces de compdsitos constituidos de MOMHTc e MOMHTD
associados ao PMMA em falhas 6sseas de tibias de coelhos, em diferentes tempos;

¢ Analisar por meio de técnica EDS trés pontos de integracdo das interfaces dos compositos
constituidos de MOMHTc e MOMHTb associados ao PMMA em falhas ésseas de tibias
de coelhos, em diferentes tempos;

e Comparar os resultados obtidos por meio das técnicas radioldgicas, de MEV e de EDS de
compositos constituidos de MOMHTc e MOMHTD associados ao PMMA em falhas 0sseas
de tibias de coelhos, em diferentes tempos.

5 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comiss&o 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 Sao Paulo (USP), Campus Fernando Costa,
Pirassununga/SP.

5.1 Preparo das matrizes 0sseas mineralizadas heterélogas trabeculares canina e bovina
MOMHT((c/b)

A MOMHTCc foi coletada assepticamente da metafise distal de fémur de caninos adultos

sadios, que vieram a Obitos por traumas, sem sinal/sintomas de afeccdes infecto- contagiosas.
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Jad a MOMHTD foi coletada assepticamente de metéafise distal de fémur de bovinos adultos
abatidos no frigorifico da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da
Universidade de S&o Paulo (USP). Apds remocdo dos tecidos moles adjacentes a metafise
(canino e bovino), com o uso de serra manual, segmentos transversais de 5mm de comprimento
da metéfise proximal foram coletados, e o tecido medular mole foi removido com &gua corrente
em alta pressdo, com o uso de uma lavadora de alta pressé@o (Intech Machine Acqua 1300Lbs
1350W). Em seguida, as MOMHT (c/b) foram lavadas com solugdo salina a 0,9% e
acondicionadas separadamente em recipientes plasticos estéreis contendo glicerina a 98%
(Figura 1), por um periodo néo inferior a 30 dias, em temperatura ambiente, até 0 momento do

uso.

Figura 1. MOMHT (c/b) acondicionadas em frascos plésticos contendo glicerina (glicerol) a 98% (A e B). A
confec¢do dos compdsitos 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 hidratadas/lavadas com
solucdo salina a 0,9% por 10 minutos (3 vezes). Ato continuo, as MOMHT (c/b) tiveram suas superficies
lixadas (desgastadas) com uso de politriz (lixadeira) metalogréafica (PL02E/300), sob irrigacdo até atingir
espessura aproximada de 4mm e submersas em solucéo salina a 0,9% em cuba ultrassdnica (10 minutos)

para remoc¢ado de microfragmentos gerados na ocasido do lixamento (Figura 2).
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Figura 2. Processamento das MOMHT (c/b). Cabine de seguranca biolégica contendo materiais utilizados no
preparo das MOMHT (c/b) (A), MOMHT (c/b) em frascos plasticos contendo glicerina a 98% (B),
hidratacdo/lavagem das MOMHT (c/b) em solucéo salina a 0,9% (C), lixamento das MOMHT (c/b) até
atingir espessura de 4mm (D e E) cuba ultrassonica contendo solucéo salina a 0,9% para lavagem das

MOMHT (c/b) (F).
5.2 Preparo dos compositos constituidos de MOMHT (c/b) e PMMA

Com uso de gazes estéreis, as MOMHT (c/b) foram desidratadas e incorporadas a resina
acrilica (VIPI flash), ainda na fase liquida, preparado com polimero de PMMA (p6) e monémero

de PMMA (liquido), na proporcao de 1/1, em molde de silicone (Figura 3).

Ap0s a polimerizagdo, ou seja, a cura, 0s blocos das MOMHT (c/b) foram desgastados
com o uso de lixa d’agua (n°400) acoplada em politriz/lixadeira metalografica, sob irrigacao,

até atingir espessura de 2 mm (Figura 4A).

Figura 3. Incorporacdo de PMMA as MOMHT (c/b) (A-D).
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Os blocos preparados de (MOMHTc/b) foram fixados num suporte (morsa) movel com
garras em aco inoxidavel e poliamida (Figura 4B). Com uso de broca trefina com didmetro
interno de 6 mm acoplado a caneta de baixa rotacdo foram removidos discos de 6mm de
diametro, compdsitos, que foram acondicionados em cuba ultrassonica (10 minutos) contendo
solucgéo salina a 0,9% para remocéo de micro fragmentos presentes durante o processamento
(Figura 4).

Figura 4. Confec¢do de compdsitos de MOMHT(c/b) associados ao PMMA. Bloco de biomaterial com 2 mm de
espessura (A), obtencdo dos discos com uso de broca trefina (B), compdsitos prontos (C) e compoésitos
em cuba ultrassdnica contendo solugdo salina a 0,9% em (D).

Apds esse periodo, 0os compositos foram removidos da cuba do ultrassom, desidratados

sobre gazes estéril, encaixado em molde de aco inoxidavel, acondicionados em grau cirdrgico

e esterilizados em autoclave a 121°C, por 15minutos de esterilizagéo e 15 minutos de secagem
(SPIN-NETO et al., 2008), no Laboratério de Biomaterial com Potencial Aplicacdo Clinica -
LABIPAC, Departamento de Medicina Veterinaria-ZMV, da FZEA da USP, Campus
Fernando Costa, Pirassununga/SP) (Figura 5).
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Figura 5. Compositos embalados em grau cirdrgico, encaixados em suporte de a¢o inoxidavel — seta preta (A) e

autoclave super vaccum utilizada para o processo de esterilizacdo dos compositos (B).

5.2 Ensaio de biocompatibilidade - Teste de citotoxicidade dos compaositos constituidos de
MOMHT (c/b) e PMMA

5.2.1 Cultivo Celular

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% antibidtico, associando-se estreptomicina
e penicilina (Figura 6). Em seguida a solucdo foi filtrada. As células foram descongeladas e
centrifugadas a 2000 rpm por 5 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,
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Figura 6. Meio de cultivo celular DEMEM F12 (A). Filtracdo do meio de cultivo (B). Adigdo de 10% de soro

fetal bovino e 1 % de antibiotico (C).

Para a manutencdo 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
foi realizado a homogeneizagdo e o descarte do 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 0 meio completo para
inativar a tripsina, 0 homogeneizou e com auxilio da pipeta foi transferido todo o conteudo para
um tubo Falcon estéril. Em seguida a solucéo passou por homogeneizacdo e foi coletado 10uL
em um microtubo. Acrescentou-se 10ul de azul tripano, foi homogeneizada novamente e
colocada na camara de Neubauer (Figura 7). Os quatro quadrantes foram contados e a

concentracdo de células foi encontrada a partir de determinada formula estabelecida.

Figura 7. Aplicacdo de azul Trypan em cAmara de Neubauer para contagem celular (A). CAmara de Neubauer ao

microscépio para contagem celular (B).
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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.

Apds a contagem celular e a realizagdo do preparo da solucdo contendo a concentragédo
exata de células para cada poco da placa (6 x 10° células/ 100 pL), a solucéo 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).

Figura 9. Transferéncia do cultivo celular para as placas de cultura com fundo chato de 96 po¢os.
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5.2.2 Ensaio de citotoxicidade por contato indireto.

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 0,69 de MOMHT (c/b)
e PMMA em 6 mL de meio ausente de células. Em continuidade, o extrato foi mantido em

estufa durante o periodo de 24h (Figura 10).

Figura 10. Extrato pronto para ser incubado em estufa.

Apos o intervalo de tempo estipulado, realizou-se a dilui¢do do extrato totalizando 6mL
de solucdo, sendo 3 mL de meio sem a presenca de células e 3 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 3mL da concentracdo e acrescentou mais 3 mL
de meio, determinando a diluicdo em 50%. Posteriormente, recolheu-se 3 mL dessa mesma
solugéo e adicionou mais 3 mL de meio, formando a diluigdo de 25%. O procedimento foi

repetido mais uma vez para a formagdo da dilui¢do de 12,5 %.

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 pocos (Figura 11).
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Figura 11. Dilui¢Ges dos compésitos de MOMHTb + PMMA: B1 -100%; B2-50%; B3- 25% B4- 12,5% (A).
Dilui¢bes dos comp6sitos de MOMHTc + PMMA: C1 -100%; C2-50%; C3- 25% C4- 12,5% (B).

Foram preparadas trés placas de 96 pog¢os com fundo chato no total (Figura 12). A
disposicao dos componentes nos pocos foi a seguinte: na 12 fileira foi utilizado apenas 0 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. O controle positivo para o
teste foi estabelecido com a utilizacdo de DMSO na proporc¢éo de 2:1 (DMSO: meio junto ao
cultivo celular), que foi transferido para a 22 fileira da placa. O controle negativo foi definido
com a utilizacdo de meio junto ao cultivo celular na 32 e 42 fileira da placa. Da 5% a 82 fileira,
foram incorporados os extratos relacionados aos compdsitos de MOMHTc + PMMA, sendo
respectivamente, 12,5% (C4); 25% (C3); 50% (C2) e 100% (C1). Nas demais fileiras da placa
(92 até a 12%) foram adicionados os extratos referentes aos compdsitos de MOMHTb + PMMA,
sendo respectivamente: 12,5% (B4); 25% (B3); 50% (B2) e 100% (B1). A placa foi mantida
novamente em estufa por 24 horas, a 37°C em estufa umidificada contendo 5% de CO2. Apdés
esse periodo em estufa umidificada, foi avaliada a viabilidade celular em microscépio invertido

de fluorescéncia Axiovert.Al (Carl Zeiss) (Figura 13).

Figura 12. Placa montada com os controles negativos, controle positivo e diluicbes dos compdsitos de MOMHT
(c/b).
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Figura 13. Andlise da viabilidade celular ao microscépio invertido de fluorescéncia Axiovert. Al (Carl Zeiss).

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 5 mg/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 (Figura 14).

Figura 14. Pogos da placa com a solucdo de MTT antes do processo de incubacao.

Apbs o periodo, o meio foi retirado das placas e foi acrescentado 100 uL 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

eleicdo (Figura 15).
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Figura 15. Leitura da placa em espectrofotdmetro FLUOstar OPTIMA

Para avaliacdo da comparacdo entre o nivel de citotoxicidade e as diluicdes de cada
amostra foi realizada a analise de variancia Kruskal-Wallis test (ANOVA) ndo paramétrico com

auxilio software GraphPad Prism 5®, considerando significativos os valores de p <0,05.

5.4 Procedimento cirdargico

Foram utilizados doze coelhos, da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie
Oryctolagus cuniculus, raca Nova Zelandia, variedade branco, machos e fémeas, quatro meses
de idade, pesando 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 ¢sseas de tibias
direitas e esquerdas preenchidas com compdsitos e avaliadas no pds-operatério 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 inducdo anestésica foi realizada com 2 mg/kg de propofol via intravenosa e, apos isso,
os animais foram posicionados em decubito esternal com os membros pélvicos retrofletidos
para a realizacdo de punc¢édo 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 5 minutos da
realizacdo do bloqueio locorregional, os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre
calha cirdrgica de inox. Todos 0s pacientes receberam fluxo constante de 200 mL/kg/minuto de

oxigénio 100% via sistema avalvular e mascara facial durante todo o procedimento anestésico.
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Os animais foram monitorados a cada 5 minutos até o fim do procedimento cirdrgico
(Life Window light LWS8, — 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 (SpO2) foi mensurada por um sensor posicionado no coxim
palmar do animal. A presséo arterial (PA) foi mensurada de forma nédo invasiva, por meio da
colocagdo de manguitos oclusivos sob a artéria braquial. A frequéncia respiratoria (fr) foi
determina por meio da visualizacdo do gradil costal do animal e a temperatura foi monitorada
de forma continua, por meio do posicionamento de termdmetro no orificio anal.

Apo6s serem posicionados em decubito dorsal em calha cirlrgica, realizada antissepsia
com iodo-alcool-iodo, as areas cirurgicas foram protegidas com panos de campos esterilizados
descaraveis e de contato (Tegaderm). Com uso de lamina de bisturi n°23, criou-se incisdo
cutanea (aproximadamente 3 cm de comprimento), dissec¢do do tecido subcutaneo, incisdo
sobre o peridsteo e exposicdo do cortex da metafise medial proximal de tibia. Com uso de broca
trefina de 6 mm de didmetro acoplada ao motor elétrico odontoldgico de baixa rotagdo (Omega
I11), criaram-se falhas dsseas nas tibias. Ato continuo, os defeitos dsseos de tibias direitas e
esquerdas dos animais dos Grupos E1, E2, E3 e E4 foram, respectivamente, preenchidas com
compdsitos constituidos de MOMHT (c) e MOMHT (b) previamente esterilizados (Figura 5),
0 periosteo e o tecido subcutaneo aproximados com poliglactina 910 (4-0) e a pele aposicionada
com poliamida (4-0) (Figura 16).
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Figura 16. Procedimento cirdrgico realizados nos animais experimentais. Protecdo das areas operatdrias com
panos cirdrgicos descartaveis e de contato (Tegaderm — circulo pontilhado) (A), realizacéo da incisao
cutanea e exposicao da cortical dssea (B), realizacdo da falha 6ssea com broca trefina — seta branca
(C), falha dssea na tibia — seta amarela (D), implantagdo do compdsito constituido de MOMHT (c/b)

na falha dssea (E) e aposic¢éo dos tecidos moles (F).

No poés-operatorio cada animal recebeu cinco aplicagdes, com intervalo de 24h, de
enrofloxacina (10mg/kg), via subcutanea; trés aplicacfes, com intervalo de 24h, de meloxicam
(0,2 mg/kg), via subcutanea; seis aplicacdes, com intervalo 12h, de cloridrato de tramadol (4
mg/kg), via subcutanea, e bandagem com intervalo de 24h, com rifamicina, por dez dias
consecutivos.

Os animais foram alojados em células individuais de Racks Ventiladas para coelhos
(Rabbitat — Alesko), alimentados com racdo comercial para coelho e &gua ad libitum, e
avaliados diariamente em relagdo ao apoio dos membros e aumento de volume da regido

cirurgica (Figura 17).
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Figura 17. Rack ventilada alocada no biotério da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da

Universidade de Sao Paulo (USP) (A) e coelho em célula de rack ventilada (B).

As regies implantadas das tibias dos coelhos, com uso de equipamento digital (PXP
20HF Plus e PIXX1717) foram radiografadas (50mA, 0,04s e 40KV), nas projecoes

mediolateral, no pds-operatorio imediato, e aos 30, 60, 90 e 120 dias de pds-operatorio.

5.5 Coleta e processamentos das amostras

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-respiratdria 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, apds remocdo dos tecidos moles adjacentes, coletadas e fixadas em formol tamponado a 10%,

por 48h e em alcool 70%, até o processamento (Figura 18).
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Figura 18. Procedimento de avaliagdo 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 ésseo da tibia com serra 6ssea oscilatorio (C) e remocéo de tecidos moles do

tecido 6sseo coletado (D).

Apos periodo de fixacdo, de cada tibia coletada, foi removido um segmento 6sseo de
aproximadamente (10 mm de comprimento por 10mm de largura) envolvendo o leito receptor
e 0 composito, com o uso de um disco diamantado dupla-face em cortadora de precisao, sob

irrigacdo (Figura 19).
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Figura 19. Tecido dsseo de tibia de coelho preservado em alcool 70% (A), leito receptor de tibia contendo o
compdsito - circulo pontilhado (B), tecido 6sseo fixado em cortadora de precisdo — seta amarela (C) e

segmento dsseo do leito receptor de tibia de coelho contendo o composito — circulo pontilhado (D).

As amostras fixadas em alcool 70% e padronizadas foram desidratadas em solucéo
crescente de alcoois: 24 horas em alcool 70%, seguido de agitacdo por uma hora em agitador
linear (LGI-SK-L330, Laborglas, Sdo Paulo/SP) (Figura 20A), 24 horas em alcool 80%,
agitacdo por uma hora, 24 horas em alcool 96%, agitacdo por uma hora e, para concluir o
processo de desidratacdo, a Ultima etapa do processo foi repetida. Em seguida as amostras foram
acomodadas em tubos falcon de 15 mL identificados contendo resina acrilica (LR White Hard
Grade, London, UK) agitacdo por uma hora, acondicionadas em refrigerador a 4°C por 24 horas
(Figura 20B). Apos esse periodo, os frascos contendo a resina e amostras foram acomodadas
em estufa a vacuo a -500 mmHg (SL 1004/30, SOLAB, Piracicaba, SP), por uma hora
(Figura20C) e mantidas pelo mesmo periodo em agitacdo. Esse processo foi repetido 14 dias,
trocando a resina a cada 24 horas. No décimo quinto dia, as amostras foram acomodadas em
recipientes cilindricos de polipropileno (formas) contendo resina acrilica LR pura (Figura 20

D) e apds polimerizacdo em estufa a vacuo & 60°C por 12 a 18 horas (Figura 21).
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Figura 20. Processamento das amostras. Agitador linear utilizado nas etapas de desidratacéo e infiltracdo da resina
daresina LR (A). Amostras acondicionadas em resina LR em tubos falcon (B). Estufa a vacuo utilizada
na infiltragdo das amostras e polimerizacdo da resina LR (C) e amostras acomodadas em recipientes

(formas) cilindricos de polipropileno contendo resina acrilica LR pura prontas para polimerizagéo (D).

Figura 21. Amostra contendo leito receptor e compésito infiltrada e emblocada com resina acrilica LR.

Duas mostras emblocadas de cada grupo experimental (E1, E2, E3 e E4) tiveram as
irregularidades das faces externas (corte sagital), regido periosteal, que compreendem o leito
receptor e o composito, aplainadas/lixadas, com o uso de lixas d’agua (n° 400 a 2000) acopladas
a politriz/lixadeira metalografica, sob irrigagéo, até atingir uma superficie plana e regular. Para
concluir, as superficies das amostras previamente preparadas foram polidas em pano de

polimento (20 mm) acoplado a politriz, irrigada com solucéo de alumina (0,3u) (Figura 22).
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Figura 22. Aplainamento/lixamento da amostra em lixadeira metalografica sob irrigacdo (A) e polimento das

superficies das amostras previamente lixadas com pano de polimento e solugdo de alumina (B).

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 cortadora de
precisdo sob irrigacdo e re-emblocada em resina acrilica (Figura 23). Para remover as
irregularidades dos segmentos previamente seccionados (corte transversal), as suas superficies,
leito receptor-compdsito-leito receptor, foram utilizados os mesmos procedimentos acima

citados.

Figura 23. Corte transversal da amosta re-emblocada. Observe leito receptor (setas vermelhas) e compdsito (seta

amarela).
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Apo0s o polimento as amostras tiveram suas superficies previamente avaliadas com uso
de esteriomicroscopio (Ez4 — Leica) para, na sequéncia, serem avaliadas pela MEV e EDS
(Figura 24).

Figura 24. Avaliacdo da superficie dos compositos constituidos de MOMHT (c/b) associadas ao PMMA.
(Estereomiscrocopio Ez4 — Leica) (8 a 35X).

5.6 Analise pela MEV/EDS

As amostras processadas foram analisadas no laboratério (Plano de Gestdo de Uso —
Microscopia eletrénica de varredura-MEV, equipamento multiusuario-MEU, Departamento de
Zootecnia-ZAB, da FZEA da USP, Campus Fernando Costa, Pirassununga/SP), para analise
pela MEV e pelo 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 aceleragéo 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 25).
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Figura 25. Microscopio eletronico de varredura (MEV) utilizado para analise das amostras. (Modelo TM3000,
HITACHI — Japdo).

Como controle, foi utilizado o PMMA presente no composito, que mesmo sendo
biocompativel e biotoleravel, ndo se integra ao tecido 6sseo do leito receptor de tibias de
coelhos (MOREIRA et al., 2014).

6 RESULTADOS
6.1 AvaliagOes de citotoxicidades

Apbs adicdo de solucdo de MTT nos pocos das placas e incubacdo em estufa por 2 horas
observou-se mudanca de coloracdo dos substratos, de amarelo palido para azul/violeta (Figura
26).
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Figura 26. Placas ap6s a reacdo ao MTT. Observe pogos com coloracao azul/violeta.

Ao microscopio invertido de fluoréscia (Axiovert.Al) observou-se no grupo controle
negativo (CT) que houve intensa formacao dos cristais, demonstrando significativa atividade

celular (Figura 27).

Figura 27. Fotomicrografia do grupo controle negativo (CT). Observe presenca de cristais do MTT. (Objetiva
10x).

Observou-se ao microscopio que o controle positivo, ou seja, 0 DMSO, o qual possuiu
caracteristicas citotoxicas, auséncia de cristais de MTT. Além disso, também houve reducéo

consideravel da celularidade, indicando que ocorreu morte celular (Figura 28).
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Figura 28. Fotomicrografia do grupo controle positivo (DMSQO). Observe presenca de poucas celulas (Objetiva
10x).

Analise dos resultados referentes a viabilidade celular das dilui¢fes obtidas das MOMHT
(c/b) e PMMA, através do espectrofotometro (FLUOstar OPTIMA), pode-se notar que houve
diferenca significativa entre o grupo controle negativo (CT) e o controle positivo (DMSO). Tal
resultado ja era esperado, pois 0 DMSO possui maior reacao citotoxica dentre todas as outras
amostras apresentadas, consequentemente, o metabolismo celular estava diminuido, ndo
ocorrendo a transformacdo colorimétrica do teste. J4 o grupo CT, por ndo possuir nenhuma
substancia que lesionassem as células, apresentou-se com maior atividade celular, sendo a
amostra com maior intensidade colorimétrica, devido a reacdo do teste. Assim, ambas as

porcdes contém uma relacdo inversamente proporcional (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo obtidos a partir dos testes de citotoxicidade de
extratos de amostras de biomateriais de diferentes dilui¢bes. CT — meio com células viaveis,
DMSO- meio com DMSO e células inviaveis, C4 — Biomaterial canino 12,5%, C3- biomaterial
canino 25%; C2- Biomaterial canino 25%, C1- Biomaterial canino 50%, B4 — Biomaterial
bovino 12,5%, B3- biomaterial bovino 25%; B2- Biomaterial bovino 25%, B1- Biomaterial

bovino 50%,

Amostras Controle Controle Diluicéo Diluicéo Diluicéo Diluicéo
negativo positivo 12,5% 25% 50% 100%
CT DMSO C4 C3 C2 C1
MOMHTc e 100 -9,785183 93,78548 93,192416 75,401414 64,461594

PMMA. +22,48033 +16,44302 + 20,7449 + 15,35417 + 16,8817 +24,192352
CT DMSO B4 B3 B2 Bl
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MOMHTb e 100 -9,785183 62,865272 57,866992 50,494799 35,58355
PMMA. +22,48033 +16,44302 +17,27031 +13,96091 +18,97141 + 28,55803

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

Comparando-se o grupo DMSO com os grupos de dilui¢cdes de origem dos compdsitos
constituidos de MOMHTc e PMMA (C4, C3, C2 e C1), observou-se que houve contraste,
principalmente entre 0 DMSO e o C4 que é a amostra mais diluida, com a concentracdo de
12,5%. Percebeu-se que a porcentagem de citotoxicidade é gradual entre os compositos caninos,
de forma que quanto maior for a dilui¢do, menor seré o efeito citotdxico. Desse modo, na ordem

crescente do grau de citotoxicidade, temos: C4, C3, C2 e C1 respectivamente (Figura 29).

Figura 29. Viabilidade celular (Média + Desvio Padrdo) das diferentes diluicbes dos compésitos constituidos de
MOMHTc e PMMA. CT, DMSO, C4 (diluicdo de 12,5%), C3 (diluicdo de 25%), C2 (diluicdo de
50%) e C1 (dilui¢do de 100%).

O mesmo evento ocorreu com as dilui¢cbes (B4, B3, B2, B1) obtidas dos compositos
constituidos de MOMHTb e PMMA, porém de forma mais intensa. Nota-se que o nivel de
citotoxicidade também ocorreu de forma progressiva desde B4 até B1, sendo este Gltimo
possuindo caracteristicas mais agressivos de todas, mesmo comparando-se com 0s extratos
obtidos da MOMHTc e PMMA (Figura 30).
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Figura 30. Viabilidade celular (Média + Desvio Padréo) das diferentes diluicdes dos compdsitos constituidos de
MOMHTb e PMMA. CT, DMSO, B4 (diluigdo de 12,5%), B3 (diluigdo de 25%), B2 (diluigdo de

50%) e B1 (diluicéo de 100%).
Correlacionando as amostras do Controle Negativo com as dilui¢des caninas, ndo foi
possivel diagnosticar diferenca significativa, porém, como dito anteriormente, o efeito mais
citotoxico foi observado na amostra C1, a qual apresentava-se na diluicdo 100%, ou seja, a

solucdo mais pura dentre as demais.

6.2 AvaliacOes radiogréaficas

As avaliacGes radiogréaficas digitais realizadas nas tibias dos coelhos no pds-operatorio
imediato demonstraram que todos os compositos constituidos de MOMHT(c/b) e PMMA
implantados permaneceram acomodados em seus leitos receptores (Figuras 31-38).

Aos 30 dias de pos-operatdrio os compdsitos constituidos de MOMHTc e PMMA 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 avaliagBes radiograficas (Figura 31, E1, n: 1,2 e 3).
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Figura 31. Imagem radiografica mediolateral do ter¢o proximal de tibias direitas de coelhos implantadas com
compdsitos constituidos por MOMHTc e PMMA no p6s-operatério imediato (setas amarelas) e aos
30 dias (setas brancas). Observe areas radiopacas (MOMHTCc), radioluscentes (PMMA) e circulares
radiopacas bem definidas envolvendo os compésitos aos 30 (E1, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca
de densidade entre os compdsito e tecido 6sseo adjacente.

J& aos 60 dias (Figura 32, E2, n: 1, 2 e 3), observou-se aumento da radiopacidade nas
interfaces entre os compdsitos de MOMHTc e PMMA com os leitos receptores, provavelmente

devido a osteoconducdo e formacdo 6ssea nessas regides, sendo este evento observado com
maior intensidade aos 90 dias (Figura 33, E3, n: 1, 2 e 3).

Figura 32. Imagem radiografica mediolateral do ter¢o proximal de tibias direitas de coelhos implantadas com
compdésitos constituidos por MOMHTc e PMMA no p6s-operatério imediato (setas amarelas) e aos
60 dias (setas brancas). Observe areas radiopacas (MOMHTCc), radioluscentes (PMMA) e circulares
radiopacas bem definidas envolvendo os compésitos aos 60 (E2, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca

de densidade entre os composito e tecido 6sseo adjacente.
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Figura 33. Imagem radiografica mediolateral do tergo proximal de tibias direitas de coelhos implantadas com
compdsitos constituidos por MOMHTc e PMMA no p6s-operatério imediato (setas amarelas) e aos
90 dias (setas brancas). Observe areas radiopacas (MOMHTCc), radioluscentes (PMMA) e circulares
radiopacas bem definidas envolvendo os compdsitos aos 90 (E3, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca
de densidade entre os compdsito e tecido 6sseo adjacente.

Aos 120 dias notou-se incorporacdo e osseointegracdo dos compositos constituidos de
MOMHTc e PMMA ao leito receptor, com aumento da radiopacidade nas interfaces, (Figura
34,E4,n:1,2¢e3).

Figura 34. Imagem radiografica mediolateral do ter¢o proximal de tibias direitas de coelhos implantadas com
compdsitos constituidos por MOMHTc e PMMA no p6s-operatério imediato (setas amarelas) e aos
120 dias (setas brancas). Observe areas radiopacas (MOMHTc), radioluscentes (PMMA) e circulares
radiopacas bem definidas envolvendo os compésitos aos 120 (E4, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca

de densidade entre os composito e tecido 6sseo adjacente.

Os eventos radiograficos observados nas tibias dos coelhos que foram implantados com

0s compositos constituidos de MOMHTc e PMMA foram muito semelhantes aos observados
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nas interfaces entre os compasitos constituidos de MOMHTb e PMMA com os leitos receptores
(Figuras 35-38).

No 30° dia de pos-operatdrio os compdsitos constituidos de MOMHTb e PMMA
apresentavam variagdes de densidades nas interfaces com os leitos receptores quando

comparados aos dos pos-operatorio imediato, demonstrando, com isso, proliferagdes Gsseas
detectaveis nas avaliacGes radiograficas (Figura 35, E1, n: 1, 2 e 3).

Figura 35. Imagem radiogréfica mediolateral do ter¢o proximal de tibias esquerdas de coelhos implantadas com
compdsitos constituidos por MOMHTb e PMMA no pds-operatorio imediato (setas amarelas) e aos
30 dias (setas brancas). Observe areas radiopacas (MOMHTDb), radioluscentes (PMMA\) e circulares

radiopacas bem definidas envolvendo os compésitos aos 30 (E1, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca
de densidade entre compdsito e tecido 6sseo adjacente.

No 60° dia (Figura 36, E2, n: 1, 2 e 3), notou-se aumento da radiopacidade nas interfaces
entre os compositos de MOMHTb e PMMA com os leitos receptores.

Figura 36. Imagem radiografica mediolateral do ter¢o proximal de tibias esquerdas de coelhos implantadas com
compositos constituidos por MOMHTb e PMMA no pds-operatério imediato (setas amarelas) e aos
60 dias (setas brancas). Observe areas radiopacas (MOMHTb), radioluscentes (PMMA) e circulares

radiopacas bem definidas envolvendo os compésitos aos 60 (E2, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca
de densidade entre composito e tecido 6sseo adjacente.
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No 90° dia (Figura 37, E3, n: 1, 2 e 3), observou-se aumento da radiopacidade nas
interfaces entre os compdsitos de MOMHTb e PMMA com os leitos receptores.

Figura 37. Imagem radiografica mediolateral do ter¢o proximal de tibias esquerdas de coelhos implantadas com
compdsitos constituidos por MOMHTb e PMMA no pds-operatorio imediato (setas amarelas) e aos
90 (setas brancas). Observe &reas radiopacas (MOMHTD), radioluscentes (PMMA) e circulares

radiopacas bem definidas envolvendo os compésitos aos 90 (E3, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca
de densidade entre compdsito e tecido 6sseo adjacente.

No 120° dia notou-se incorporacdo e osseointegracdo dos compositos constituidos de

MOMHTb e PMMA ao leito receptor, com aumento da radiopacidade nas interfaces (Figura
38,E4,n:1,2¢e3).

Figura 38. Imagem radiografica mediolateral do ter¢o proximal de tibias esquerdas de coelhos implantadas com
compdésitos constituidos por MOMHTb e PMMA no pds-operatério imediato (setas amarelas) e aos
120 dias (setas brancas). Observar areas radiopacas (MOMHTDb), radioluscentes (PMMA\) e circulares

radiopacas bem definidas envolvendo os compdsitos aos 120 (E4, n:1, 2 e 3) dias. Observar diferenca
de densidade entre composito e tecido 6sseo adjacente.
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6.3 Avaliacdo macroscopica
Durante a avaliagdo macroscopica das regides das tibias dos coelhos dos grupos E1, E2,
E3 e E4, observou-se que os compositos de MOMHT (c/b) e PMMA permaneceram em seus

leitos receptores e sem sinais de reacdes teciduais (Figuras 39 e 40).

Figura 39. Imagem macroscopica mediolateral do ter¢o proximal de tibias direitas de coelhos implantadas com
compasitos constituidos por MOMHTc e PMMA aos 30, 60, 90 e 120 dias (circulos vermelhos). Notar
compositos nos seus respectivos leitos receptores sem sinais de proliferacdo que caracterizassem

reacdo de corpo estranho e/ou infeccéo.
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Figura 40. Imagem macroscépica mediolateral do terco proximal de tibias esquerdas de coelhos implantadas com
compaésitos constituidos por MOMHTb e PMMA aos 30, 60, 90 e 120 dias (circulos vermelhos). Notar
compdsitos nos seus respectivos leitos receptores sem sinais de proliferacdo que caracterizassem

reacdo de corpo estranho e/ou infec¢éo.
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6.4 Avaliacdo pela MEV e EDS

Por meio de anélise pela MEV, modo composicional, observou-se que dos 12
compositos (100%) constituidos de MOMHT(c/b) e PMMA implantados em tibias de coelhos
dos grupos E1, E2, E3 e E4 encontravam-se incorporados em seus respectivos leitos receptores,
com 100% de osseointegracdo nos cortes sagitais (8 tibias/67%) e transversais (4 tibias
implantadas/33%) e 100% de osseoconducado nos cortes transversais (8 tibias implantadas/33%)
(Tabela 2). Notou-se também, que o tecido 6sseo do leito receptor (cinza claro),a MOMHT(c/b)

(cinza claro) e o PMMA (cor preta) mativeram-se preservados.

Tabela 2. Comportamento dos compdsitos constituidos de MOMHT(c/b) e PMMA em leitos

receptores de tibias de coelhos por meio da MEV.

Grupos Sub-grupos Incorporacdo | Osseointegracdo | Osseoconducéo
D — corte sagital + + (10 pontos) -
n.ly | E — corte sagital + + (18 pontos) -
E1 D - corte sagital + + (15 pontos) -
. n.2e | E — corte sagital + + (12 pontos) -
30 dias
D — corte transversal + + (2 pontos) +
n.3@ | E — corte transversal + + (6 pontos) +
D — corte sagital + + (10 pontos) -
n.lw | E —corte sagital + + (12 pontos) -
D — corte sagital + + (6 pontos) -
E2 -
. n.2s | E— corte sagital + + (8 pontos)
60 dias
D — corte transversal + + (1 ponto) +
n.3e | E — corte transversal + + (2 pontos) +
D — corte sagital + + (15 pontos) -
n.lx | E —corte sagital + + (16 pontos) -
D — corte sagital + + (16 pontos) -
E3 -
! n.2g | E — corte sagital + + (12 pontos) -
90 dias
D — corte transversal + + (2 pontos) +
n.3w | E— corte transversal + + (4 pontos) +
D — corte sagital + + (7 pontos) -
n.1lao | E — corte sagital + + (13 pontos) -
E4 D — corte sagital + + (8 pontos) -
. n.2ay | E — corte sagital + + (10 pontos) -
120 dias
D — corte transversal + + (5 pontos) +
n.3u2) | E — corte transversal + + (4 pontos) +

El, E2, E3 e E4: grupos de animais; n1, n2 e n3: sub-grupos de animais; D: tibia direita implantada com a
MOMHTc e PMMA; E; tibia esquerda implantada com MOMHTb e PMMA; n: animais (1-12); >+’: observada;

-‘: ndo observado.
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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 MOMHF (c/b).

Aos 30 dias (E1) de pds-operatorio, pela MEV, observou-se na interface da amostra do
coelho remodelacdo das bordas dos tecidos dsseos dos leitos receptores, com neoformacao
Ossea/osseointegracdo e osteoconducdo da MOMHTc do compoésito com o leito receptor
(Figura 41, n1-ABC, n2-ABC, n3-ABC). Ja pelo mapeamento pela espectrometria de energia
dispersiva de raios X (EDS) “line scan” da superficie do leito receptor, da interface ¢ do
compdsito (MOMHTc e PMMA), observou-se que a concentracdo dos elementos quimicos Ca
(célcio) e P (fésforo) mantiveram-se constantes. Na ocasido da analise, pontos de declinio dos
elementos quimicos foram detectados, devido a presenca de forames e/ou fissuras na ocasido
da analise (Figura 41, n1-DEF, n2-DEF, n3-DEF).

Aos 60 dias (E2) de pds-operatdrio, também com uso da MEV, notou-se nas interfaces,
que a borda do tecido 6sseo cortical do leito receptor apresentava-se remodelada com areas de
tecido dsseo cortical (osteoconducéo); osseointegracdo das regides de contato do leito receptor
com a MOMHTc do compésito (Figura 42, n1-ABC, n2-ABC, n3-ABC). Pelo mapeamento por
EDS “line scan”, do leito receptor integrado com a MOMHTc do compdsito, notou-se que 0S
elementos quimicos Ca e P mantiveram-se constantes, sendo observado um declinio na regiéo
da fissura, com restabelecimento (Figura 42, n1-DEF, n2-DEF, n3-DEF).

Aos 90 dias (E3) de pos-operatorio, observou-se nas interfaces que as bordas dos tecidos
Osseos cortical dos leitos receptores apresentavam-se remodeladas com éareas de
osseointegracdo da MOMHTc do compdsito com o leito receptor (Figura 43, n1-ABC, n2-ABC,
n3-ABC). Com uso do EDS “line scan” do leito receptor e da MOMHTc do compdsito, notou-
se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-se constantes, porém alguns pontos de
declinios como nas amostras dos grupos E1 e E2 foram observados (Figura 43, n1-DEF, n2-
DEF, n3-DEF).

Aos 120 dias (E4) de pds-operatorio, também foi observado nas interfaces de todas
amostras, remodelacdo das bordas dos leitos receptores com presenca de areas de
osteointegragdo com a MOMHTc do composito (Figura 44, n1-ABC, n2-ABC, n3-ABC). Ja
pelo mapeamento por meio do EDS “line scan”, partindo do leito receptor em dire¢do a
MOMMHTCc, observou-se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-se constantes durante
a analise (Figura 44, n1-DEF, n2-DEF, n3-DEF).
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Figura 41. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTc e PMMA) 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-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito receptor e
da MOMHTCc (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegracdo (asterisco vermelho) e PMMA (cinza
escuro). 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 vermelho) e
MOMHTec. Observar que as concentragdes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-DEF e n3-

DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Figura 42. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTc e PMMA) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E2 (60 dias) obtidas de corte
sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal (n3-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito receptor e
da MOMHTCc (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegracdo (asterisco vermelho) e PMMA (cinza
escuro). 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 vermelho) e
MOMHTec. Observar que as concentracdes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-DEF e n3-

DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Figura 43. Eletromicrografias obtidas de andlises pela microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTc e PMMA) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E3 (90 dias) obtidas de corte
sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal (n3-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito receptor e
da MOMHTCc (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegracao (asterisco vermelho) e PMMA (cinza
escuro). 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 vermelho) e
MOMHTec. Observar que as concentragdes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-DEF e n3-

DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Figura 44. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTc e PMMA) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E4 (120 dias) obtidas de
corte sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal (n3-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito
receptor e da MOMHTc (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegracdo (asterisco vermelho) e
PMMA (cinza escuro). 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
vermelho) e MOMHTc. Observar que as concentragdes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-

DEF e n3-DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Os eventos observados nas tibias dos coelhos implantadas com o0s compositos
constituidos de MOMHTDb e PMMA pela MEV e EDS foram bastantes semelhantes aos
observados nas tibias implantadas com compdsitos constituidos de MOMHTc e PMMA.

No 30° dia (E1) de pos-operatorio, pela MEV, notou-se nas interfaces das amostras dos
coelhos remodelagdo das bordas dos tecidos 6sseos dos leitos receptores, com neoformacéao
Ossea/osseointegracdo e osteoconducdo da MOMHTDb do compésito com o leito receptor
(Figura 45, n1-ABC, n2-ABC, n3-ABC). Ja pelo mapeamento pela espectrometria de energia
dispersiva de raios X (EDS) “line scan” da superficie do leito receptor, da interface ¢ do
compdsito (MOMHTc e PMMA), notou-se que a concentracdo dos elementos quimicos Ca
(célcio) e P (fésforo) se mantiveram constantes, com pontos de declinios (Figura 45, n1-DEF,
n2-DEF, n3-DEF).

No 60° dia (E2) de p6s-operatdrio, notou-se por meio da avaliacdo da MEV que a borda
do tecido dsseo cortical do leito receptor apresentava-se remodelada e presentes areas de tecido
6sseo cortical (osteoconducao) e osseointegracdo das regides de contato do leito receptor com
a MOMHTb do compésito (Figura 46, n1-ABC, n2-ABC, n3-ABC). Ja pela EDS “line scan”,
do leito receptor integrado com a MOMHTb do composito, observou-se que as concentraces
dos elementos quimicos Ca e P apresentavam-se constantes, com pontos de declinios (Figura
46, n1-DEF, n2-DEF, n3-DEF).

No 90° dia (E3) de pds-operatdrio, notou-se nas interfaces que as bordas dos tecidos
0sseos corticais dos leitos receptores apresentavam-se remodeladas com areas de
osseointegracdo da MOMHTb do compdsito com o leito receptor (Figura 47, n1-ABC, n2-
ABC, n3-ABC). Anadlise de EDS “line scan” partindo do leito receptor, area de integracdo e
MOMHTb do composito, observou-se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-se
constantes, porém alguns pontos de declinios também foram observados (Figura 47, n1-DEF,
n2-DEF, n3-DEF).

No 120° dia (E4) de pds-operatorio, também foi observado nas interfaces de todas
amostras, remodelacdo das bordas dos leitos receptores com presenca de areas de
osteointegragdo com a MOMHTb do compdsito (Figura 48, n1-ABC, n2-ABC, n3-ABC). Pela
anélise por meio do EDS “line scan”, partindo do leito receptor em diregio a MOMHTD,
observou-se que os elementos quimicos Ca e P mantiveram-se constantes durante a anéalise
(Figura 48, n1-DEF, n2-DEF, n3-DEF).
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Figura 45. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTc e PMMA) 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-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito receptor e
da MOMHTCc (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegracdo (asterisco vermelho) e PMMA (cinza
escuro). 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 vermelho) e
MOMHTec. Observar que as concentracdes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-DEF e n3-

DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Figura 46. Eletromicrografias obtidas de andlises pela microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTb e PMMA\) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E2 (60 dias) obtidas de corte
sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal (n3-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito receptor e
da MOMHTDb (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegragdo (asterisco vermelho) e PMMA (cinza
escuro). 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 vermelho) e
MOMHTDb. Observar que as concentracfes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-DEF e n3-

DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Figura 47. Eletromicrografias obtidas de analises pela microscopia eletronica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTb e PMMA\) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E3 (90 dias) obtidas de corte
sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal (n3-ABC). Observar: tecido 6sseo do leito receptor e
da MOMHTDb (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegragao (asterisco vermelho) e PMMA (cinza
escuro). Analise pela espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS), line scan (linha azul) dos
elementos quimicos Ca e P do leito receptor, osseointegracdo (asterisco vermelho) e MOMHTDb. Notar
que as concentracfes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-DEF e n3-DEF) mantiveram-se

constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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Figura 48. Eletromicrografias obtidas de andlises pela microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos compdsitos
(MOMHTb e PMMA) em leitos receptores de tibias de coelhos do grupo E4 (120 dias) obtidas de
corte sagital (n1-ABC e n2-ABC) e corte transversal (n3-ABC). Observe: tecido 6sseo do leito
receptor e da MOMHTDb (cinza claro-asterisco amarelo), osseointegracdo (asterisco vermelho) e
PMMA (cinza escuro). 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
vermelho) e MOMHTb. Observar que as concentragdes dos elementos quimicos Ca e P (n1-DEF, n2-

DEF e n3-DEF) mantiveram-se constantes, com pontos de declinio dos elementos quimicos Ca e P.
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7. DISCUSSAO

Caso fosse utilizado a metodologia por contato direto, ndo seria possivel obter resultados
tdo fidedignos, pois as amostras ndo estariam em perfeito contato com as células, o que poderia
haver alteracdo nos dados apresentados. Baseando-se nessa teoria e experimentos anteriores,
para este projeto, foi escolhido o procedimento através do método indireto. Tal escolha foi
devido a relacdo tamanho dos compositos e 0 tamanho dos poc¢os da placa, com a finalidade de
se obter 0 maior efeito das substancias liberadas das amostras e seu respectivo efeito sobre as
células, respeitando as normas estabelecidas pela 1ISO 109930-5 (ROGERO et al. 2003). O
ensaio colorimétrico, com o uso de MTT foi escolhido devido ao fato de que a producéo de
coloracdo azul (violeta), no teste, demonstra que a cadeia respiratdria da célula se mantém
preservada, ou seja, permite avaliar a viabilidade celular, corroborando com os estudos de
Mosmann (1983).

Correlacionando as amostras do grupo CT com as dilui¢ces caninas (C4, C3, C2 e C1),
ndo foi possivel observar diferenca significativa, porém, o efeito mais citotoxico foi observado
na amostra C1, a qual apresentava-se na diluicdo 100%, ou seja, a solu¢gdo mais pura dentre as
demais, por isso explica-se que no grafico apresenta-se como a amostra dentre 0s compdsitos
caninos, com menor viabilidade celular. J& comparando o CT com as dilui¢bes obtidas das
MOMHTb e PMMA, notou-se 0s mesmos eventos observados nas diluicbes obtidas das
MOMHTc e PMMA, porém de forma mais agressiva, sendo a maior citotoxicidade observada
na diluicdo B1, que apresentou viabilidade celular em torno de 35%, de acordo com a ISO
109930- 5.

De acordo com os resultados obtidos pelo teste de citotoxicidade, observou-se que tanto
0 compdsito de origem canina (MOMHTCc) quanto o de bovina (MOMHTDb) apresentaram
potencial citotoxico, sendo este maior no de bovino. Logo, para aplicacdo em um sistema
biolégico, como no estudo onde foi utilizado para preencher falhas 6sseas, 0 composito de

origem canina (MOMHTCc) seria 0 mais recomendado.

O glicerol a 98% em temperatura ambiente, de acordo com nossos resultados, continua
sendo excelente meio de preservacdo de material biologico, podendo ser empregado para
conservacao de tecidos 0sseos, além de apresentar vantagens de baixo custo, facil aquisicao e
manuseio (SILVA et al., 2003; FREITAS etal., 2014). Sendo assim, a implantagdo de um banco
de tecido Gsseo em centros cirdrgicos veterinarios, para aplicacdo em procedimentos cirurgicos

ortopédicos seria possivel utilizando o glicerol 98%, ja que os tecidos 6sseos liofilizados e crio
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preservados, além de onerosos, ndo fazem parte do arsenal ortopédico na medicina veterinaria
(FREITAS et al., 2012; MOREIRA et al. 2014).

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 compasitos 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 compositos foram acondicionados em
grau cirdrgico e autoclavados, afim de prevenir contaminacdo dos leitos receptores por
possiveis patdgenos.

A manipulacdo das MOMHT(c/b) em cabine de seguranca, seguido do processo de
esterilizacdo dos compositos em autoclave, foram fundamentais, pois preveniram infeccdo que
poderiam causar osteoOlise local e, consequentemente, instabilidade e/ou migracdo do
biomaterial do leito receptor, corroborando com os estudos de Vilela et al. (2010) e Moreira et
al. (2014).

A regido proximal medial da tibia de coelhos foi definida para albergar os compdsitos,
por se tratar de uma area de fécil acesso e, também, por possuir pouco tecido mole adjacente, o
que tornou o procedimento cirargico exequivel (PIERMATTEI e GREELEY, 1988; REZENDE
etal., 1998; FREITAS et al., 2013). Além disso, essa regido também é sede de reabsorcéo e de
propriedades osteogénicas, sendo, inclusive, metabolicamente, a mais ativa desse 0sso. Essas
caracteristicas sdo almejadas e favorecem uma resposta celular mais eficiente entre o0s
compdsitos em estudo e o sitio receptor (SUOMINEN et al., 1995; REZENDE et al., 1998;
TURRER e FERREIRA., 2008).

No pds-operatério imediato, todos os animais apoiaram 0s membros operados, mostrando
gue a estrutura da tibia ndo foi comprometida pela confeccdo da falha dssea, corroborando com
0s mesmos resultados encontrados por Melo et al. (1998) e Freitas et al. (2014). Todos os
animais tiveram as feridas cirurgicas seladas dentro de um periodo de 10 dias, com auséncia de
infeccdo e/ou reacdo tecidual local que caracterizasse rejeicdo dos compositos ao leito receptor,
demostrando que a técnica asséptica, a antibioticoterapia e o manejo das feridas foram
adequados (IAMAGUTI et al., 1995; COSTA, 1996).

O PMMA por ser biocompativel e biotoleravel & um biomaterial sintético largamente
utilizado em procedimentos ortopédicos para corrigir defeitos 6sseos (RAPOSO-DO-
AMARAL et al. 2010, MOREIRA et al. 2014; CATELLO et al. 2017), que pode ser utilizado

associado a outros biomateriais (KUHL et al, 2017), para agregar propriedades individuais
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desejaveis e superiores quando comparado aos biomateriais isolados, aumentando a rigidez de
um biomaterial, como neste estudo.

As reacOes entre os compdsitos e o sitio receptor, como por exemplo, proliferacdes, lise
0ssea 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 Freitas et al. (2013) e Kuhl et al (2017) s&o fatores fundamentais para
ocorrer incorporacao e/ou integracdo dos compdsitos aos leitos receptores.

Os resultados promissores quanto ao uso dos compositos na reparacao de falhas 0sseas
podem ser esperados ja que, em todos os animais estudados, permaneceram no leito receptor,
que para Silva, et al. (2003), Gutierres et al. (2006) e Moreira et al. (2008) é um evento
indicativo de auséncia de rejeicao, que pode estar relacionado com fibrointegracdo, mediada
pelo polimetilmetacrilato, e pela osseointegracdo, promovida pela MOMHT, e também pela
osteoconducéo, caracterizada pela neoformacéo vascular e invasao tissular de fibroblastos com
deposicao gradativa de tecido fibrocartilaginoso e de 6sseo, 0 que caracteriza a sua integracéo.

O emprego da técnica radiologica digital neste estudo foi decisivo, pois permitiu
acompanhar com exatiddo o comportamento dos compdsitos nos leitos receptores de tibias de
coelhos, demostrando ser um recurso seguro e eficiente para avaliar biomateriais em defeitos
6sseos em tempos distintos (SILVA et al., 2003; FREITAS et al., 2013; MOREIRA et al., 2014;
KUHL et al., 2017).

As diferencas de densidades observadas pelas imagens radiograficas digitais dos
compositos, demonstrados por areas radiolucentes, correspondentes ao PMMA, e areas
radiopacas, referentes a MOMHT(c/b), permaneceram desde sua implantacdo até aos 120 dias
(Figuras 32-40), com variacGes discretas. Como um dos componentes dos compositos em
estudo é o PMMA, as atividades celulares que atuam na absorc¢éo, incorporagdo e remodelacédo
0sseo, ndo irdo promover mudancas significativas na estrutura do biomaterial (GUTIERRES
etal., 2006, TURRER e FERREIRA, 2008; FREITAS et al., 2014; CATELLO et al., 2017).

Provavelmente a osseointegracdo esteja relacionada com a neoformacdo vascular e
invasdo tissular de fibroblastos seguida por deposi¢éo de tecido fibrocartilaginoso e 6sseo novo,
caracterizando a osseoconducdo do compdsito (GUTIERRES et al., 2006; TURRER et al.,
2008, FREITAS et al. 2014; MOREIRA et al., 2014, COSTA et al., 2015).

A avaliacdo macroscopica, pos-eutanasia dos coelhos dos grupos E1, E2, E3 e E4,
observou-se que as regides das tibias onde foram implantadas com os compositos de MOMHT
(c/b) e PMMA né&o apresentavam sinais de proliferacdo que caracterizassem reacdo de corpo

estranho e/ou infecc¢do, demonstrando que os biomateriais mesmo apresentando leve grau de
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citotoxicidade demonstrado nos ensaios, foram incorporados aos leitos receptores (Figuras 41
e 42). Além disso, espera-se também que o biomaterial seja osseointegrado ao leito receptor
para que, em etapas seguintes, possa ser aplicado em procedimentos cirurgicos ortopedicos
reparadores (MOREIRA et al. 2014; COSTA et al. 2015; KUHL et al. 2017).

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 biomecéanica e os biomateriais que influenciam a osseointegracéo
de biomateriais ao leito receptor, sdo imperativos e estdo sendo realizados (LEGEROS e
CRAIG, 1993; MOREIRA et al. 2014; FREITAS et al. 2014). Os biomateriais funcionais
podem ter contato direto, osseointegracao, ou indireto, fibrointegracdo, com o leito receptor.
Entretanto a falha e a perda desses tem sido atribuida a formacéo de tecido fibroso, ou seja, a
osseointegracdo indireta, que pode ser analisada pela técnica de MEV (LEGEROS e CRAIG,
1993; KANG et al. 2015).

Por meio de técnica de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), a interface entre
biomaterial e leito receptor terd suas estruturas analisadas em alta resolucdo, uma vez que
andlises histoldgicas e histomorfométricas convencional ndo sdo métodos adequado para se
observar a adaptacéo, propriedades mecanica e tecido com diferentes tipos de 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 isso, foi possivel
estabelecer ndo s6 o limite entre o contato fisico do compésito com o leito receptor, mas também
analise da superficie de seus componentes, demonstrando que a MEV podera ser um método
valioso para estudo das estruturas presentes na interface entre o compasito e o leito receptor de
tibias de coelhos.

Controle Negativo correlacionado com as dilui¢cdes caninas, ndo demonstrou diferenca
significativa, o efeito mais citotdxico foi observado na amostra C1, a qual apresentava-se na
diluicdo 100%, como dito anteriormento. Assim, explica-se que no grafico apresenta-se como
a amostra dentre os compdsitos caninos, com menor viabilidade celular. J& em comparagéo do
controle negativo com os modelos bovinos, pode-se dizer que ocorre 0 mesmo, porém de forma
mais expressiva e ainda mais intensamente na diluicdo B1, o qual apresentou-se apenas com,
aproximadamente, 36% da viabilidade celular.

Foi observado aumento de radiopacidade gradativo, nos exames radioldgicos, desde os

30 até os 120 dias, provavelmente devido a osteoconducédo e formacao Gssea nessas regides.
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Pesquisas realizadas por Weinfeld et al. (1999), Gutierres et al. (2006) e Freitas et al.
(2014), utilizando biomateriais biolégicos, demostraram que o heteroimplante dsseo cortical
conservado, ou seja, preservado, em glicerina a 98% podem ser utilizados na reparacdo de falha
0ssea. Somando-se a esses, Raposo-Do-Amaral et al. (2010) e Moreira et al. (2014), divulgaram
em seus estudos que os biomateriais sintéticos, como 0 PMMA, também s&o op¢les que podem
ser empregados com sucesso na correcdo de defeitos dsseos. J& Turrer e Ferreira (2008)
preconizam que a associacdo de dois ou mais materiais de classes diferentes, denominado
composito, confere melhor performance, pois ha adicdo das propriedades individuais desejaveis
de cada um, tornando-o mais biocompativeis, com menor possibilidade de falha e com
propriedades superiores as dos componentes isolados.

Os pontos de declinios observados nos graficos obtidos na ocasido do mapeamento pela
espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS - line scan) dos elementos quimicos Ca
e P iniciando no leito receptor, regido de osseointegracdo e MOMHTc/b provavelmente

ocorreram devido a presenca de forames ou fissuras na ocasido da analise.

8. CONCLUSOES
Todos 0s compdositos constituidos de MOMHT(c/b) e PMMA apresentaram potencial
citotoxico, sendo este maior no de bovino. Logo, neste estudo, o compdsito de origem canina é

0 mais indicado para uso clinico.

Houve incorporacdo e osseointegracdo, em relacdo ao tempo, dos compdsitos de
MOMHT(c/b) e PMMA aos leitos receptores em 100% dos casos, demostrando ser
biologicamente biocompativeis, pois promoveram a reparacao de falhas dsseas, sem sinais de
infeccdo, migracdo e/ou rejeicdo, podendo, dessa forma, ser mais uma opgao como substitutos

para preencher grandes defeitos 6sseos.
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