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RESUMO

Objetivou-se nesta pesquisa estudar o comportamento e a bioatividade do cimento de
alfa-fosfato tricalcico de dupla pega em artrodeses tarsocrurais. Utilizaram-se seis caes,
adultos, macho ou fémeas, sem racga definida, com idades entre dois e cinco anos e
pesando entre 18 e 30 kg. Foram constituidos dois grupos com 3 animais cada: um
grupo onde empregou-se o cimento de o-fosfato tricalcico de dupla pega (Grupo 1) e
outro utilizando osso esponjoso autdégeno (Grupo Il). A avaliagdo radiografica ocorreu
aos 30, 45, 60, 90 e 120 dias apds o procedimento cirurgico. Radiograficamente, a
fusdo dos ossos das articulagdes ocorreu em ambos os grupos apos o 30° dia, sem
qualquer reagado adversa ou do tipo corpo estranho. A estabilidade das articulagdes foi
satisfatoria com a utilizagéo de fixadores esqueléticos externos. Histologicamente, aos
120 dias, observaram-se diferencas na maturidade das células Osseas entre os dois
grupos ocorrendo absorcdo lenta e remodelacdo da bioceramica (Grupo ).
Relativamente a microscopia eletrbnica de varredura, foi observada formagéo de osso
novo diretamente na superficie da bioceramica, sem causar formacao de lacuna entre a
interface osso-ceramica. O cimento de alfa-fosfato tricalcico de dupla pega demonstrou
ter uma boa resisténcia mecanica, propriedades de biocompatibilidade, crescimento
0sseo direto sobre a ceramica, osteoconducgéo e, ainda, ocorréncia de lenta absorcéo

quando comparado ao enxerto 6sseo.

Palavras chaves: bioceramica, fusao de osso, cimento de fosfato de calcio.

SUMMARY

The purpose of this research was to estuding the behaviour and bioactivity of the
a-tricalcium phosphate cement double setting in tarsocrural arthrodesis. Therefore, six
canines, both male and female adults mongrel dogs, aged between two and five years

old and weighing between 12 and 18kg, were the objects of this study. They were
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divided into two groups with three animals each. On Group | a-tricalcium phosphate
cement double setting was used. The Group I, also considered the control group,
autogenous cancellous bone graft was used. The periods chosen for the radiographic
analysis were 30, 45, 60, 90 and 120 days after surgery. Radiographyc bone fusions on
the joints were observed on both groups after 30 days. The stabilization of the joints with
external fixators proved to be very satisfactory. No reaction of foreigh body or infection
process due to the material used was observed. The histological analysis performed
after 120 days after surgery revealed differences in terms of the maturity of the bone
cells between the two groups, showing slow absorption and remodelling of the
bioceramic (Group 1). In terms of the scanning electronic microscopy, bone growth was
detected, right on the surface of the bioceramic, without causing gap formation on the
bone-ceramic joint. The a-tricalcium phosphate cement double setting demonstrated to
have a good mechanical resistance, bioacompatibility properties, direct bone growth on
the ceramic and osteocondution and, still, the occurrence of slow absorption when

compared to the bone graft.

Key words: bioceramic, bone fusion, phosphate of calcium cement.



1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A utilizacao dos cimentos de fosfato de calcio bem como os enxertos 6sseos séo
importantes para o avango tecnolégico no campo da ortopedia. Tradicionalmente,
grandes defeitos 6sseos sao preenchidos com enxertos 6sseos autégenos visando uma
formacgao 6ssea mais rapida, ou com segmentos de enxerto alégeno conservados para
obtenc&o de maior resisténcia biomecanica.

A obtencg&o de substitutos 6sseos, como o cimento de fosfato de tricalcico, sdo
vantajosos por agregarem caracteristicas de biocompatibilidade, auxiliarem na formacao
de novo osso, fornecerem resisténcia mecanica e poderem ser produzidos em grande

quantidade.

1.1 Artrodese

Considera-se a artrodese um procedimento relevante no salvamento dos
membros toracicos e pélvicos em pequenos animais, sendo indicada para afecc¢des
dolorosas, instabilidade e perda da funcao articular (PENWICK, 1987; LESSER, 1993;
JOHNSON, 1995; TURNER; LIPOWITZ, 1996). A instabilidade articular induz a dor
devido a movimentagcdo anormal e tensdo colocada nos tecidos moles e nervos que
circundam a articulagdo. O processo doloroso € aliviado mediante apoio rigido
proporcionado pela artrodese (PENWICK, 1987; JOHNSON, 1995; TURNER;
LIPOWITZ, 1996; MOAK et al., 2000).

As indicagbes para artrodese em medicina veterinaria podem ser divididas em
traumaticas, relativas aos disturbios do desenvolvimento, devido as alteracbes
inflamatérias e as congénitas (LESSER, 1993).

As lesbes traumaticas consistem em fraturas irreparaveis e rupturas de
ligamentos com ou sem luxagao. Incluem-se as fraturas envolvendo a superficie articular
na qual a reparacédo primaria conduz a instabilidade crbnica. Degeneragéo articular,
infecgéo, dor, osteomielite pos-fratura e ndo-unido também se incluem nesta categoria
(DECAMP et al., 1993; LESSER, 1993; JOHNSON, 1995; TROSTEL; RADASCH, 1998;



DIAMOND et al., 1999; LI et al., 2000; MOAK, et al., 2000; BENSON; BOUDRIEAU,
2002).

Dentre as doencas inflamatérias, incluem-se as artrites que podem ser
subdivididas em idiopaticas ou secundarias as doencgas articulares degenerativas, a
artrite séptica e a artrite imunomediada (reumatdide ou poliartrite) (LESSER, 1993;
RALPHS et al., 2000).

A artrodese ¢é indicada quando a reducao funcional de luxagbes congénitas ndo &
possivel e na agenesia completa ou parcial de alguns 0ssos que possam contribuir para
luxag&do. Algumas luxagdes congénitas tornam-se clinicamente aparentes nos filhotes
com poucos meses de idade, devendo a artrodese ser adiada até que as epifises
estejam fechadas (JOHNSON, 1995).

A dor crénica e intratavel das osteoartrites € uma indicacéo para a artrodese. Esta
condicdo dificilmente €& primaria, sendo geralmente secundaria a subluxacdes,
infecgbes, traumas, ou doencas do desenvolvimento como a osteocondrite dissecante
(DECAMP et al., 1993; JOHNSON, 1995).

Em lesbes irreparaveis de nervos periféricos que resultam na perda da fungéo
articular ha indicagdo para artrodese. A porgdo proximal do membro deve estar
completamente funcional. Faz-se necessaria a determinacdo da funcionabilidade do
membro antes da cirurgia por meio do exame neurologico, assim como, a avaliagao da
utilizacdo do membro pelo animal com tala temporaria mimetizando a artrodese
(GRUMADAS, 1987; DECAMP et al., 1993; TURNER; LIPOWITZ, 1996).

Os procedimentos cirurgicos atuais para a artrodese seguem alguns principios. A
estabilidade é primordial, pois todas as estruturas mecanicas dos membros sao
arquitetadas para promover movimentacdo na articulagdo. Desta forma, o organismo
trabalha contra a imobilizagédo no ponto de fixagdo. Fatores a serem considerados s&o
os grandes bragos de alavanca formados pelos ossos longos adjacentes, e o arranjo
anatdmico dos musculos e tenddes que estdo proximos a articulagdo (LESSER, 1993).

A fixagao dos ossos deve ser rigida com compressao das superficies de contato e
de longa durabilidade. Alguns dispositivos de fixagdo podem ser utilizados como as

placas Osseas, os parafusos de revestimento associados a banda de tens&do com fios de



aco e os fixadores esqueléticos externos (GRUMADAS, 1987; DECAMP, et al, 1993;
TURNER; LIPOWITZ, 1996; PIERMATTEI; FLO, 1997; FRONT et al., 1997; TROSTEL;
RADASCH, 1998; MUIR; NORRIS, 1999; COLLINS et al., 2000; LI et al., 2000).

A artrodese bem sucedida depende da preparacdo adequada da articulagao
antes da aplicacédo do dispositivo de fixacdo e do enxerto 6sseo (PENWICK, 1987;
TURNER; LIPOWITZ, 1996). A cartilagem articular, sindvia adjacente e tecidos moles
devem ser removidos para expor o 0sso subcondral hemorragico e saudavel,
preservando o formato da superficie articular, proporcionando estabilidade adicional. A
cartilagem pode ser removida com o auxilio de curetas, limas, brocas elétricas, serras
oscilantes, oste6tomos ou desgastadores. A permanéncia de areas de cartilagem resulta
em retardo na fusdo (PENWICK, 1987; LESSER, 1993; TURNER; LIPOWITZ, 1996;
PIERMATTEI; FLO, 1997).

As articulagbes devem ser fusionadas em angulo que permita a utilizagédo
funcional do membro. Antes da cirurgia o angulo normal da articulacdo contralateral
deve ser mensurado com o animal em posigdo quadrupedal por meio de gonidbmetro,
levando em consideracéo o efeito do peso adicional neste membro. A corregdo dos
desvios varos, valgos, ou de rotacdo podem ser necessarias, principalmente nas
fraturas intra-articulares, n&o-unides e subluxacdes secundarias a lesdes epifisarias
(PENWICK, 1987; JOHNSON, 1995).

Na artrodese é relevante a obtencdo da unido éssea estavel das superficies
articulares, com a maior rapidez possivel. A utilidade do osso trabecular e
corticotrabecular autdbgeno € confirmada por numerosos relatos clinicos (MOORE;
WITHROW citados por STEVESON, 1993).

Para Johnson (1995) o monitoramento da artrodese deve ser realizado por meio
do exame fisico e radiografico. As radiografias no periodo po6s-operatério imediato
devem ser realizadas para avaliacdo dos implantes, angulo e alinhamento das
superficies articulares. Estas servem como referéncia para comparagbes dos exames
radiograficos subsequentes durante o processo de cicatrizagao.

O tempo de fusao articular encontrado em diversos estudos experimentais ou em
relatos clinicos em artrodeses carpais é de 45 a 60 dias (OLDS et al., 1973; JOHNSON,



1980; GRUMADAS, 1987; TROSTEL; RADASCH, 1998). Decamp e colaboradores
(1993) em estudo retrospectivo em 11 animais tratados com artrodeses pantarsais,
utilizando placas de fixacdo éssea e coaptacao externa, verificaram que o tempo para a
remoc¢ao deste método auxiliar de coaptacéao foi de 2,7 meses com variacao entre 1,5 a
6 meses apos os procedimentos cirurgicos.

As mudancas radiograficas com a cicatrizacao sédo bastante sutis, desta forma, no
periodo pds-operatério as radiografias devem ser realizadas com o membro em posigcéo
semelhante até a cicatrizagao (JOHNSON,1995).

1.1.1 Artrodese Tarsica

O tarso é constituido por sete ossos, talus, calcaneo, central do tarso, 1°, 2°, 3° e
4° ossos tarsicos, organizados em duas fileiras transversais. A articulacao tarsica é
composta por todas as estruturas articulares encontradas entre a tibia e fibula distais até
a base dos ossos metatarsianos (PENWICK, 1987).

A artrodese destas articulagdes pode ser dividida por niveis. As artrodeses
parciais possiveis de serem realizadas no tarso s&o as tarsocrurais, as intertarsicas
proximais (talo-calcaneo-central) e distais (centrodistal) e as tarsometatarsianas
(PENWICK, 1987; PIERMATTEI; FLO, 1997; MUIR; NORRIS, 1999).

A artrodese total do tarso, ou panartrodese € procedimento de complexa
exequibilidade, tornado as artrodeses parciais mais freqlientes e vantajosas por
preservar alguma mobilidade articular (LESSER, 1993; JOHNSON 1995; PIERMATTEI,
FLO, 1997).

1.1.2 Artrodese Tarsocrural

Para artrodese tarsocrural sdo envolvidas ambas as articulagbes tibio-talus e a
talo-calcaneo (JOHNSON 1995). Sua abordagem é realizada rotineiramente pela face
medial com ou sem osteotomia do maléolo medial (PENWICK, 1987; PIERMATTEI;
FLO, 1997; MUIR; NORRIS, 1999). A abordagem lateral também pode ser realizada



mediante osteotomia da fibula (SUMMER-SMITH; KUZMA, 1989; PIERMATTEI; FLO,
1997).

Esta é indicada em para as fraturas e luxac¢des crbénicas da articulagao tarsocrural
com instabilidade e osteoartrite, osteoartrite secundaria a osteocondrose dissecante,
lesbes irreparaveis de ligamento colateral, para salvamento do membro em lesdes do
nervo isquiatico e fraturas complicadas em que a reparagdo cirurgica ndo possa ser
realizada (JOHNSON, 1995; TROSTEL; RADASCH, 1998). Outras indicagdes incluem
lesdes por abrasdo (Shearing) ou fraturas e luxagdes expostas em que se tenha perda
Ossea do terco distal da tibia e a face articular do talus ou ainda, quando a cartilagem
articular estiver destruida (JOHNSON, 1995; DIAMOND et al., 1999; LEWIS et al.,
1999).

O angulo funcional para caes é normalmente entre 135 a 145 graus e para gatos
€ de 115 a 125 graus de acordo com Johnson (1995) e Piermattei e Flo (1997). Para
Lesser (1993) deve-se estabilizar a articulagéo tarsocrural em angulo variando entre 130
a 150 graus para caes. Entretanto, o mesmo autor descreve, ainda, que o método mais
seguro para a determinacao do angulo é aferi-lo no membro contralateral.

Varios métodos para a estabilizagdo da artrodese tarsocrural podem ser
empregados com éxito para fusao das superficies articulares desta articulagéo
(JOHNSON, 1991).

A artrodese do segmento tarsocrural pode ser realizada com pinos de Steinmann
cruzados ou parafusos, ou ainda com um unico parafuso de compressao,
transversalmente a articulagéo associado a banda de tensao com fio de ago (TURNER;
LIPOWITZ, 1996). Esta técnica de fixacdo é somente adequada para gatos e caes
pesando abaixo de 8 a 10 kg. Nos animais mais pesados devem ser aplicados dois ou
trés parafusos. Métodos de suporte externo s&o imperativos para a prevengao da fadiga
dos parafusos (PIERMATTEI; FLO, 1997).

Na artrodese tarsocural podem ser utilizados fixadores esqueléticos externos do
tipo I, Il ou llb associados ou ndo ao pino de Steinmann transarticular (DECAMP et al.,
1993; PIERMATTEI; FLO, 1997; FRONT et al., 1997; DOREA NETO, 2003). Fixadores



circulares transarticulares também podem ser utilizados (TROSTEL; RADASCH, 1998;
LEWIS et al., 1999; COLLINS et al., 2000).

Placas de fixagcao 6ssea podem ser aplicadas no aspecto cranial da porgéo distal
da tibia, talus e metatarsos (DECAMP et al., 1993; PIERMATTEI; FLO, 1997; MUIR;
NORRIS, 1999; LI et al., 2000; MCKEE et al., 2004; GUERRERO; MONTAVON, 2005),
ou lateral a porcéo distal da tibia, talus e calcaneo, associada a um parafuso tipo “lag”
transarticular (SUMMER-SMITH; KUZMA, 1989; PIERMATTEI; FLO, 1997). Outro
método de fixacao lateral inclui o uso de placa de reconstru¢do encurvada que segue o
contorno da tibia e do tarso (PIERMATTEI; FLO, 1997).

1.2 Enxertos 6sseos

A primeira descricdo das tentativas em se transplantar tecidos ésseos é
creditada a Meekeren em 1682 (GRIFFON 2002), que utilizou fragmentos désseos de
cranio de cao para reconstituir defeito craniano em um homem. O primeiro caso bem
sucedido da utilizagdo de enxerto albgeno no homem foi descrito em 1881 por MacEwen
(GRIFFON, 2002), o qual empregou enxerto 6sseo proveniente de ostectomia tibial de
um homem para preencher um grande defeito, ocasionado por osteomielite, no umero
de outro (ALEXANDER, 1987; GRIFFON, 2002).

O termo enxerto implica transferéncia de tecido vivo, enquanto implante refere-se
ao material n&o vivo (conservado) aplicado ao corpo. Os implantes também podem ser
constituidos de materiais ndo biolégicos, como metais ou ceramicas (ALEXANDER,
1987; STEVESON, 1993) ou ainda polimeros, denominados implantes aloplasticos
(SANTOS, 2002).

No auto-enxerto o tecido ésseo € transplantado de um sitio a outro no mesmo
individuo, ndo havendo incompatibilidade, favorecendo o0s processos de
revascularizacdo e reparagcdo por introduzir osteoblastos e células precursoras
osteogénicas (JOHNSON, 1991; LESSER, 1993). Para a sua obtenc¢ao, no entanto, sé&o

necessarios dois procedimentos cirurgicos, resultando em maior tempo cirurgico,



aumento da dor po6s-operatéria, perda de sangue e possibilidade de contaminagao no
local da colheita (STEVESON, 1993; PARKER, 1995; FITCH et al., 1997).

O enxerto providencia células osteogénicas para a produgédo de 0sso novo com o
arcabouco para a infiltragdo de capilares (FOX, 1983). O estudo realizado por Jonhson
em 1980 citado por Fox (1983), utilizando técnicas radiograficas convencionais e
microradiografias, mostrou que em 12 semanas do poOs-operatério a percentagem de
unides Osseas era maior em artrodeses carpais utilizando enxerto, enquanto o nao
enxertado era proximo a quatro semanas de atraso em relacdo as artrodeses
enxertadas.

Em pequenos animais, 0 0sso esponjoso autdgeno a fresco pode ser obtido da
crista iliaca, da tibia proximal medial e do umero proximal dependendo do sitio cirurgico
(STEVENSON, 1993; FITCH et al., 1997; PIERMARTEI; FLO, 1997; GRIFFON, 2002).

O enxerto 6sseo pode cooperar com trés fungcbes para o processo de
consolidacdo que s&o osteogénese, osteoconducdo e osteoinducdo (FOX, 1989;
STEVESON, 1993; PARKER, 1995; FITCH et al., 1997).

A osteogénese envolve a formagcao de tecido 6sseo no local da implantagao,
sendo necessario que células 6sseas vivas sejam transplantadas com o enxerto. Esta
caracteristica € unica dos enxertos autdgenos esponjosos colhidos a fresco, que
permitem a nutricdo das células por meio da difusdo e limitadas microanastomoses
entre os vasos da regido e do enxerto (STEVENSON, 1993; PARKER, 1996;
MARTINEZ; WALKER, 1999) .

A osteoconducgéo € o processo no qual o enxerto serve como arcabougo para
migracédo de vasos sanglineos e deposicdo de o0sso novo, conhecido como "tellis
formation". O enxerto é lentamente absorvido e substituido por osso neoformado por
meio do processo de "creeping substituition". O processo de substituicdo 6ssea € lento
podendo levar meses, anos ou nunca ocorrer em sua plenitude (STEVENSON, 1993;
PARKER, 1996; MARTINEZ; WALKER, 1999).

A osteoinducao € a capacidade do enxerto 6sseo de recrutar e estimular células
multipotenciais do tecido mesenquimal a se diferenciarem em células osteogénicas.

Este processo ndo é inteiramente conhecido, entretanto sabe-se que a matriz e as



células 6sseas, por meio da proteina morfogénica 6ssea (BMP) e de outras proteinas
estimulam esta funcdo (STEVENSON, 1993; PARKER, 1996; MARTINEZ; WALKER,
1999).

O osso autdgeno € o material mais efetivo para permitir uma rapida cicatrizagao
comparativamente a outros materiais por promover a viabilidade de células sangliineas
brancas evitando reac¢des imunes e transmisséo de doencgas (GRIFFON, 2002).

O enxerto de osso autdégeno esponjoso pode ser utilizado para o preenchimento
dos pequenos defeitos nas superficies de contato. Desta forma, funciona promovendo a
neoformacdo Ossea, carreando osteoblastos e células precursoras osteogénicas
(JOHNSON, 1991; LESSER, 1993).

Decamp et al. (1993), Diamond et al. (1999), Muir e Norris (1999), Collins et al.
(2000), Moak et al. (2000), Wilke et al. (2000), Benson e Boudrieau (2002) e Mckee et al.
(2004) utilizaram enxerto autégeno de osso esponjoso para preenchimento do espaco
articular e acelerar a fusdo 6éssea em artrodeses em casos clinicos.

Johnson e Bellenger (1980), descreveram incremento no tempo de unido 6ssea e
no processo de cicatrizagdo das artrodeses quando utilizado enxerto 6sseo autégeno.
Em quatro semanas o espago existente entre as superficies estava preenchido por
tecido mesenquinal indiferenciado e tecido lamelar 6sseo em pequena quantidade. Os
autores ndo puderam afirmar que o enxerto 6sseo empregado no experimento acelerou
a taxa de deposigdo de novo 0sso, mas que este depdsito ocorreu em uma area maior
nas artrodeses em fase mais precoce. Estes resultados apoiaram a afirmac¢do que a
unido Ossea das artrodeses ocorreu independentemente da utilizagdo de enxerto 6sseo.

Grumadas (1987), realizou artrodeses experimentais em carpos apos
neurectomia do nervo radial. Para preenchimento e rapida cicatrizacdo Ossea foi
utilizado o enxerto autégeno de 0sso esponjoso obtido da crista iliaca. Segundo o autor,
os implantes foram removidos apds a unido éssea estavel identificada na avaliagcéo
radiografica na oitava semana de pds-operatorio, onde foi observada uniao estavel.

Dérea Neto (2003), ao realizar artrodeses experimentais tarsocrurais observou
um atraso na fusdo éssea de 15 dias no grupo controle, sem enxertia, mediante

avaliagao radiografica, mas, em concordancia com Johnson e Bellenger (1980), afirmou



que a fusdo da artrodese nao depende da aplicagédo do enxerto de 0SSO esponjoso.
Todavia estes autores sugerem a utilizagdo de material osteocondutor para orientar e
facilitar o crescimento 6sseo, servindo de estrutura para desenvolvimento de vasos

sangulineos e células ésseas.

1.3 Biomateriais

Segundo Eid et al. (2001), avancos na tecnologia dos biomateriais e a
compreensao da biologia da célula 6ssea tém aumentado o potencial para solucionar os
problemas na reconstrugdo éssea. Inumeros materiais sintéticos ou artificiais estéo
disponiveis, muitos dos quais s&o utilizados no preenchimento dos defeitos 6sseos e
outros para fabricag&o ou revestimento de proteses.

De acordo com Magalhdes et al. (2000), o material ideal para reparagdo de
defeitos 6sseos deveria ser aquele que fosse reabsorvido e simultaneamente houvesse
substituicdo por novo osso. Por este motivo, os biomateriais passaram a compor opgéo
de escolha para as terapias regenerativas, por atuar por meio da osteoindugcado e da
osteoconducgéo.

Os biomateriais sao definidos como substancias de origem natural ou sintética
que sdo toleradas de forma transitéria ou permanente pelos diversos tecidos que
constituem os érgéos dos seres vivos (MIRTCHI et al., 1989; MAGALHAES et al., 2000).
Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicagdes clinicas de 1982,
entende-se por biomaterial toda substancia (com exce¢ao de farmacos) ou combinacgéo
de substancias, de origem sintética ou natural, que durante um periodo de tempo
indeterminado € empregado como um todo ou parte integrante de um sistema para
tratamento, ampliacdo ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgédos ou funcbes
corporais (MIRTCHI et al., 1989).

Diversos materiais tém sido empregados como substitutos biologicos, entretanto,
poucos vém apresentando resultados satisfatérios porque a maioria suscita, em maior
ou menor grau, resposta imunoldgica (STEVESON, 1993; PARKER, 1995; FITCH et al.,
1997).
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1.4 Substitutos osteocondutivos do enxerto 6sseo

Os materiais osteocondutores fornecem um arcabougo passivo sobre o qual
células osteoprogenitoras podem produzir novo 0sso. Entre os biomateriais estéao
incluidos a ceramica, o colageno, os metais porosos, os polimeros de acidos
poliglicolico e polilactico e as ceramicas de vidro bioativas (CORNELL, 1999, citado por
GRIFFON, 2002). Eles sdo normalmente muito frageis, porém, séo utilizados como
preenchedores ndo estruturais em cirurgias maxilofaciais, neuroldgicas e ortopédicas.
Estes materiais também podem funcionar como reservatoérios para fatores de
crescimento e antibi6ticos, podendo ser confeccionados, dependendo da sua aplicagéo,
em blocos, fibras, granulos, pds, géis e sprays. As propriedades de enxertos
osteocondutivos sdo determinadas por sua apresentacao fisica, como também por
fatores como a composigédo quimica, processo de fabricagdo, granulometria, porosidade

e canais de interconecgéao entre estes (GRIFFON, 2002).

1.4.1 Ceramicas de fosfato de calcio

As ceramicas de fosfato de calcio como a hidroxiapatita possuem propriedades
inigualaveis de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondugao, que permitem a sua
implantacdo no sitio 6sseo, sem induzir resposta imunologica. S&o capazes, ainda, de
ligar-se diretamente ao tecido 6sseo, permitindo o desenvolvimento do osso ao longo da
superficie (LEGEROS, 1991).

As ceramicas de fosfato de calcio podem ser encontradas nas formas de blocos
ou de granulados (densos ou porosos). Os blocos possuem formatos pré-determinados,
o que dificulta a sua adequacéo ao local de implante. Os granulos apresentam o risco de
migrarem para fora do sitio de implantagdo, podendo alcangar os tecidos moles e
provocar reagdes adversas e até mesmo a expulsdo do material (DRIESSENS et al.,

1997). Estas desvantagens estariam ausentes em um material que tivesse composigao
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similar as ceramicas de fosfato de calcio (possuindo assim biocompatibilidade,
bioatividade e osteocondutividade) e pudessem ser moldados nas formas e dimensdes
do defeito 6sseo (CARRODEGUAS et al., 1999).

A hidroxiapatita (HA) é um fosfato de calcio hidratado, componente majoritario
(cerca de 95%) da fase mineral dos ossos e dentes humanos (SANTOS, 2002) e sua
formula quimica é representada por Caqo(PO4)s(OH), (MARIOLANI et al., 1993; DONG
et al., 2003). O termo hidroxiapatita € formado pela jungéo das palavras hidroxi e apatita.
Hidroxi refere-se ao grupo hidroxila (OH) e apatita corresponde ao parte mineral. A
palavra apatita é oriunda do grego e significa “decepciono”, em funcado de ser
confundida com turmalina, berilo e outras. A hidroxiapatita € o material utilizado pelos
vertebrados para compor o esqueleto, pela capacidade de atuar como reserva de calcio
e fosforo. Além disso, a hidroxiapatita bioldégica €&, ainda, composta por ions em
concentragdes diversas, tais como Ca®*, Mg?*, Na*, COs>", entre outros, permitindo o
controle destes importantes ions nos liquidos corporais através da sua liberagdo ou
armazenamento (SANTOS, 2002).

A hidroxiapatita sintética, o fosfato tricalcico, ou a combinag¢do dos dois sdo os
substitutos sintéticos do enxerto 6sseo de escolha (GRIFFON, 2002). Estas ceramicas
possuem similaridade quimica com a fase mineral do tecido 6sseo e tornam estes
biomateriais ideais (BLOKCHUIS et al., 2000).

Na literatura médica, a HA ¢é utilizada rotineiramente em intervencdes
odontoloégicas, cirurgias plasticas reconstrutivas e em cirurgias ortopédicas, devido as
suas propriedades de biocompatibilidade (ITO et al., 2002). Como exemplos citam-se o
aumento de rebordo alveolar, como coadjuvante na colocagao de implantes metalicos,
na reconstrugdo buco-maxilo-facial, no reparo e substituicdo de paredes orbitarias, no
preenchimento de cavidades anoftdlmicas, como envoltério para equipamentos
percutaneos, na regeneracéo guiada de tecidos 6sseos e no recobrimento de implantes
metalicos e proteses de quadril (RANZANI et al., 1997; BROWN et al., 1998; GEJO et
al., 2002; MIAO, 2002; MORONI et al., 2002; YEATTS et al., 2002; DONG et al., 2003).

Klawitter e Hulbert (1971), citado por Griffon em 2002, estabeleceram a

necessidade da presenga de poros nas ceramicas, para permitir o crescimento de novo
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0sso. A porosidade das cerémicas influenciaria a sua osteocondutividade por formar um
arcabouco para migracao de vasos sanglineos e deposi¢cdo de novo 0sso no sitio de
implantacao (BLOKCHUIS et al., 2000).

A atividade celular do cimento de fosfato tricalcico (TCP) e da HA é estabelecida
pelas interagdes de natureza quimica ocorridas entre a ceramica e o tecido implantado,
permitindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoclastos, osteoblastos, macréfagos e
células gigantes (BLOKCHUIS et al., 2000). A porosidade, como também o tamanho da
particula, podera influenciar a taxa de degradagdo da combinac¢do, assim como, as
propriedades biomecanicas do implante (GRIFFON, 2002).

Os cimentos osteocondutivos de fosfato de calcio foram introduzidos na pratica
cirurgica como auxiliares na fixagdo interna para tratamento de fraturas especificas.
Estes cimentos, ao endurecerem, ndo produzem calor, apresentam resisténcia a forca
compressiva e, ainda, sao remodelados lentamente pelo organismo vivo. O objetivo
principal da utilizagdo dos cimentos € preencher espacos na metafise éssea, reduzindo
a necessidade de enxertos 6sseos. Os cimentos também podem melhorar a resisténcia
mecénica promovendo um incremento na utilizagdo de implantes metalicos em ossos
osteoporoéticos. Estudos em cadaveres demonstraram que estes cimentos empregados
em algumas categorias de fraturas em radio distal, platdé tibial, fémur proximal e
calcaneo podem produzir boa estabilidade e melhoria da for¢a de fixagdo dos implantes
metalicos (LARSSON; BAUER, 2002).

Utilizando cdes como modelo experimental Daculsi e colaboradores (1989),
avaliaram a hidroxiapatita, o fosfato tricalcico e a combinacdo dos dois em artrodeses
lombares. Os resultados indicaram que as ceramicas de fosfato de calcio podem ser
utilizadas como substitutos de osso esponjoso autdégeno por terem fusionado todas as
artrodeses. Estes autores referem, ainda que a composi¢céo quimica destes materiais é
suficientemente estavel e bioativa para permitir a colonizagédo por células ésseas e
substituicdo por novo tecido ésseo.

Dérea Neto (2003), empregou hidroxiapatita em artrodeses experimentais
tarsocrurais em caes e realizou avaliagdes radiograficas, histologicas e de microscopia

eletronica de varredura aos 120 dias de pds-operatdrio e concluiu que a hidroxiapatita
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foi osteointegrada e auxiliou na fusdo 6ssea como agente osteocondutor. A cerdmica se
mostrou bioativa o suficiente para promover crescimento de osso diretamente sobre o
implante, assim como, a sua absorgéo e substituicdo por osso novo simutaneamente.
Dérea Neto (2003) realizou, ainda, 25 artrodeses com indicagédo clinica com
emprego da hidroxiapatita como alternativa ao enxerto ésseo autdégeno esponjoso. O
tempo de fusdo 6ssea das artrodeses foi variavel, levando em consideragcéo a idade,
espécie, trauma ocorrido, método de estabilizagédo, e o periodo de retorno do paciente
para reavaliacdo. Nas avalia¢des radiograficas todas as artrodeses estavam unidas aos
60 dias. O autor concluiu que a hidroxiapatita teve um comportamento analogo ao
enxerto de 6sseo autdbgeno em artrodeses, se comparado a literatura, e que deve ser

indicada para a utilizagcdo em artrodeses.

1.4.2 Cimentos de fosfato de célcio (CFCa)

De acordo com Driessens e colaboradores (1997), existem sete diferentes tipos
de cimentos de fosfato de calcio, em fungdo da possibilidade de precipitacdo dos
compostos de fosfato de calcio pelo sistema ternario de Ca(OH) »-H3PO4-H»0.

Existem alguns requisitos de interesse clinico que o cimento 6sseo deve
cumprir, destacando-se a pega e endurecimento in vivo em tempo satisfatério,
resisténcia mecanica apropriada durante o periodo requerido, pH neutro (6,5-8,5)
durante e apds a pega para evitar os efeitos citotoxicos, facil manipulagéo, auséncia de
toxicidade, perfeita adesado ao tecido 6ésseo e auséncia de caracteristicas alergénicas e
cancerigenas (LEMAITRE et al., 1987; DRIESSENS et al., 1997)

O comportamento biolégico in vivo dos CFCa tem sido estudado em diversos
modelos animais (Lemaitre et al.,1992; Munting et al., 1993; Fujikawa et al.; 1995; Ohura
et al., 1996, citados por SANTOS (2002), assim como, por Griffon, (2002); Welch et al.,
(2003); Moraes, (2004); Oria, (2004); Wheeler et al., (2005); Jensen et al , (2006)). Estes
cimentos comportam-se in vivo de maneira semelhante as bioceramicas de B-TCP, ou
seja, sao absorvidos devido a atividade osteoclastica, formando ao mesmo tempo novo

tecido 6sseo na interface osso-implante (DRIESSENS et al.,, 1998). Os CFCas néo
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atuam como substitutos permanentes do osso, apenas temporarios, sendo lentamente
substituidos por tecido 6sseo de nova formacdo. Este comportamento tipico tem sido
denominado de osteotransdutividade. A velocidade em que esse fendbmeno ocorre
depende de sobremaneira do tipo de CFCa, do sitio de implantagdo e da idade do
individuo receptor, entre outros fatores (DRIESSENS et al., 1998).

O CFCa desenvolvido por Brown e Chow (1985) € a mistura de fosfato
tetracalcico (TTCP) e hidrogeno de fosfato de calcio, dihidratado e anidro (DCPD e
DCPA, respectivamente) em propor¢gdo molar de 1:1. Ao adicionar agua da-se a reagao
formando hidroxiapatita (HA). O endurecimento acontece em torno de 30 minutos e o pH
varia entre 7,5 a 8,5, desenvolvendo resisténcia a compressédo de 60 Mega Pascal
(MPa) em 24 horas (CHOW et al, 1991 citado por SANTOS, 2002).

A adicao de outros componentes a este cimento melhora as suas propriedades
e facilita a sua utilizagao clinica. Chow e colaboradores (1991), (citados por SANTOS
em 2002), adicionaram Na,HPO, (fosfato de sodio) a parte liquida diminuindo o tempo
de endurecimento de 30 minutos para cinco. Alguns outros aditivos como o hidroxipropil
metilcelulose e alginato de sdédio aumentam o tempo de pega e a resisténcia a
desintegracdo em meio aquoso ou corporeo imediatamente apds a mistura (CHERNG et
al., 1995; ISHIKAWEA et al.,1995 citados por SANTOS em 2002).

Foram desenvolvidos outros cimentos em que o produto da pega € a
hidroxiapatita (HA), contendo como componente principal o a-fosfato tricalcico (a-TCP).
Destaca-se o cimento desenvolvido por Ginebra e colaboradores (1997), constituido por
o-TCP, B-TCP e HA, misturado a solugédo contendo Na;HPO,.

A grande vantagem deste tipo de cimento € a reacdo que permite obtencédo de
hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA), similar & hidroxiapatita bioldgica. A reacgéo
de pega para este sistema é dada por: 3Ca3(PO,), + H,O — Cag(HPO4)(PQO4)sOH, que
aparentemente ocorre em duas etapas, sendo a primeira a dissolu¢ao das particulas de
o-TCP, e a segunda a precipitacdo de cristais de CDHA. Através do intercruzamento
destes cristais ocorre o aumento da resisténcia mecéanica do cimento. Este sistema
possui pH entre 6,5 e 8 e o produto (CDHA) é similar a hidroxiapatita biologica,

prevenindo qualquer efeito citotoxico (SANTOS ,2002).
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A reacao de pega é acelerada por meio da adigdo ndo de agua ao p6 de o-TCP,
mas de uma solu¢do contendo 2,5% de Na;HPO,. Santos e colaboradores (1999),
utilizaram o sistema de polimerizacdo hidrofilica junto ao cimento, baseado na
acrilamida, N,N'-metilenobisacrilamida, N,N,N',N'-tetrametilenodiamida (acelerador) e
persulfato de aménia (iniciador), que foi adicionado ao liquido contendo 2,5% de
Na;HPO4. Quando o sistema de polimerizagdo é adicionado ao cimento, o hidrogel de
poliacrilamida resultante é capaz de ligar as particulas do cimento e permitir o aumento
da resisténcia mecanica. Este sistema de polimerizagdo permitiu maior controle dos
tempos de pega inicial e final do cimento, uma vez que os tempos iniciais e finais sem a
adigéo do sistema contendo acrilamida encontravam-se em valores entre 22 minutos a
maior que 60 minutos, respectivamente, sendo estas caracteristicas de pega
inapropriadas para o cimento destinado a aplicagbes clinicas. Tal composicédo de
cimento foi denominada de “dupla pega” em virtude da resisténcia mecanica inicial dar-
se em funcéo da polimerizacdo do sistema de polimeros hidrossoluveis e a pega final
pela precipitagdo de compostos de fostato de calcio (CARRODEGUAS et al., 1999).

O tempo de pega inicial reportado na literatura para formulag¢des de cimento € de
cerca de oito minutos. A utilizagdo do sistema de polimerizagdo, por sua vez permite a
utilizacdo de um redutor de liquido (poliacrilato de aménia), adicionado 1% também no
liquido de pega (CARRODEGUAS et al., 1999). A utilizacdo combinada do sistema de
polimerizagéo e do redutor de liquido permite, ainda, aumentar a resisténcia mecanica a
compressao do material, que passou de 23 MPa (composicao isenta de aditivos) para
55 MPa (valor médio), ou seja, um aumento de cerca de 139%, bastante superior ao que
fora reportado na literatura (35 MPa). Foram obtidos valores de até 68 MPa para este
tipo de cimento, valor este muito proximo ao recomendado pelas normas da American
Society for Testing and Materials (ASTM F451-86) e International Organization for
Standartization (ISO 5833) para cimentos Osseos de polimetilmetacrilato (70 MPa)
(SANTOS et al., 2002).

Santos e colaboradores (2001), informaram que o aumento da resisténcia
mecanica dos cimentos é proporcional a reducao da porosidade do material e que no

caso do cimento de a-TCP, ela pode ser atribuida a adigdo de poliacrilato de amdnia,
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com defloculagéo do cimento. Os cimentos de fosfato de calcio comportam-se, in vivo,
de maneira semelhante ao das bioceramicas de o-TCP, ou seja, sdo absorvidos por
atividade osteoclastica, que gera, simultaneamente, um novo tecido 6sseo na interface
osso-implante (SANTOS, 2002).

Moraes (2002), relatou que o cimento de alfa-fosfato tricalcico de dupla pega
sofreu osteointegracdo e degradacéo lenta, quando aplicado experimentalmente em
radios de coelhos em forma de cilindros pré-confeccionados. Oria (2004), utilizando o
mesmo cimento em evisceragdo experimental em coelhos observou n&o haver
integracdo do material ao tecido adjacente, por ser um material compacto sem uma
estrutura de macroporos e interconecgdes entre eles que permitissem a migragcéo de

tecido conjuntivo e vasos sanglineos.

1.4.3 Avaliagdes experimentais dos cimentos de fosfato de célcio

Recentemente, cimentos variados confeccionados a partir de calcio-fosfato,
calcio-sulfato e bioceramicas de vidro foram desenvolvidas para aumentar a resisténcia
do osso quando aplicados em sitios de fraturas de pacientes osteoporoticos (LARSSON,
2006). Trenholm e colaboradores (2005), compararam a resisténcia a forgca compressiva
entre o cimento de fosfato de célcio (CaP) e o enxerto autégeno de 0sso esponjoso em
fraturas de platd tibial em cadaveres humanos. Como resultado o cimento de CaP
exibiu, significativamente, maior resisténcia mecénica que o enxerto 6sseo. Sendo
assim, o cimento de fosfato de calcio utilizado neste experimento mostrou ser efetivo na
estabilizacédo de fraturas com depresséo em fenda no platé tibial lateral em humanos.

Welch e colaboradores (2003) compararam o cimento de fosfato de calcio ao
enxerto autdgeno utilizando modelo experimental em cabras com fratura do platé tibial.
Os enxertos forma inseridos os enxertos em orificios previamente confeccionados com 8
a 10mm de diédmetro bilateralmente, adjacentes ao osso subcondral. Os autores
obtiveram como resultado a resolugdo do defeito 6sseo, com reducao significativa no
tamanho dos defeitos tratados com o cimento de fosfato de calcio, comparativamente

com o enxerto autdogeno. O cimento de fosfato de calcio foi absorvido rapidamente e a
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fracdo do volume do cimento diminuiu para quatro por cento em seis meses. O 0sso
trabecular nos defeitos foram restaurados em seis meses em ambos os grupos.

Wheeler e colaboradores (2005) avaliaram a habilidade de particulas de beta-
fosfato tricalcio (B-TCP) e enxerto ésseo autbgeno em manter a morfologia da superficie
articular quando utilizados em defeitos de osso subcondral. Para tal, os autores
utilizaram caprinos como modelos experimentais, onde, criaram defeitos de 11 e 25 mm
de didmetro no osso subcondral da tibia proximal. Foram obtidos melhores resultados
com o B-TCP comparativamente ao enxerto autdogeno, relativo a resisténcia mecanica e
indice de degeneracao articular, por fornecer melhor suporte e evitar, desta forma, o
colapso da superficie articular.

Trés casos de utilizagdo do cimento de fosfato de calcio em artrodese de pulso
com degeneracéo articular foram relatados por Liverneaux e Khallouk em 2006. Neste
estudo, foi observada consolidagdo 6ssea apos dois meses da aplicagdo do cimento e
estabilizacdo.

Elder e colaboradores (2000) avaliaram o efeito mecanico da utilizagdo de
cimentos de fosfato de calcio injetaveis (Norian Skeletal Replacement System -SRS) em
fixacdo de parafuso no quadril em fraturas intertrocantéricas instaveis em cadaveres
humanos. Como resultado obtiveram incremento na rigidez da fratura, o que, por sua
vez, minimizou o deslocamento do parafuso do quadril.

Para uma avaliagdo quali-quantitativa quanto a formacao o6ssea, Jensen e
colaboradores (2006) utilizaram o cimento de beta—fosfato tricalcico (B—TCP), osso
bovino anorganico (somente a matéria mineral) (ABB) e enxerto 6sseo autdgeno
aplicados em mandibulas de suinos. Relativamente aos resultados, foram observadas
nas primeiras duas semanas uma maior formag¢ao de novo osso com o enxerto 6sseo
autogeno comparativamente ao ABB. Este ultimo, por sua vez foi melhor que o B-TCP.
Em quatro semanas n&o havia diferenga significativa entre os materiais e em oito
semanas havia mais formacgédo 6ssea no enxerto 6sseo e no B-TCP do que no ABB.
Nenhuma diferenca p6de ser observada em relacado a formagéo de novo 0sso entre o
enxerto autégeno e o B-TCP. Estes autores concluiram que ambos os substitutos

0sseos parecem desacelerar a regeneracao 6ssea na fase precoce quando comparados



18

ao enxerto autdégeno. Todos os defeitos foram regenerados com formag&o de novo 0sso
e medula 6ssea, assim como, todos os materiais enxertados foram osteointegrados.
Portanto, neste trabalho, no final foi concluido que ambos os substitutos 6sseos podem
ser empregados nas cirurgias reconstrutivas com indicagbes diferentes dependendo da
necessidade da biodegradagao.

Com relagcédo ao emprego dos cimentos de fosfato de calcio em vertebroplastias,
Lim e colaboradores (2002), testaram uma nova modalidade de cimento de fosfato de
calcio injetavel (CaP) com maiores propriedades de infiltracdo em corpos vertebrais
fraturados comparativamente ao polimetilmetacrilato (PMMA), utilizando cadaveres
humanos como modelo experimental. Os resultados deste estudo, demonstraram que o
novo cimento de CaP pdde ser injetado com facilidade e infiltrou-se no corpo vertebral.
Também foi observado que esta modalidade de cimento melhorou a resisténcia das
vértebras fraturadas para o nivel da resisténcia de vértebras intactas. Os autores
afirmaram que este cimento pode ser uma boa alternativa para substituicio do PMMA
em vertebroplastias.

Foram avaliados por Libicher e colaboradores (2006), as alteracbes
tomograficas na interface entre o osso do hospedeiro e o cimento de fosfato de calcio
comparativamente ao polimetilmetacrilato. Foram utilizadas 46 fraturas vertebrais
compressivas em mulheres pés-menopausa e avaliadas apdés 12 meses da realizagdo
de cifoplastia. Foram observados, mediante exames tomograficos, diminuicdo da
densidade nas cifoplastias onde o cimento de CaP foi empregado diferentemente do que
ocorreu nas cifoplastias utilizando o PMMA. Segundo estes autores, esta diminuicao de
densidade pode estar relacionada ao aumento e penetragcéo do tecido 6sseo no cimento
de CaP.

A biocompatibilidade e osteocodutividade de uma nova modalidade de cimento
beta-TCP (G2B1) para uso em vertebroplastias foi avaliado por Goto e colaboradores
(2006), em tibias de ratos. Realizaram-se analises em microscopia eletrénica de
varredura e microscopia Optica e os resultados indicaram que o cimento foi

biocompativel e osteocondutivo. Porém n&o foi demonstrado, neste estudo, reacéo
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inflamatéria tecidual adjacente ao cimento. Os autores demonstraram, ainda, que houve
formacgéao 6ssea e integragcéo entre o cimento e o osso do hospedeiro.

Os cimentos de fosfato de calcio tém demonstrado na maioria dos
experimentos, boa resisténcia mecanica, propriedades de biocompatibilidade,
crescimento 6sseo direto sobre a ceramica e osteoconducédo dependente da porosidade
e, ainda, a ocorréncia de absorcao lenta deste biomaterial quando comparado ao
enxerto 6sseo (CARRODEGUAS et al., 1999; BLOKCHUIS et al., 2000; GRIFFON 2002;
SANTOS, 2002).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar clinicamente o emprego, tanto de enxerto
natural, quanto um novo material sintético de fosfato de calcio, além de desenvolver
metodologia para avaliagdo de biomateriais, considerando a aplicacgao clinica.

Considerando-se a artrodese tarsocrural, procedimento de relevancia na
ortopedia veterinaria, buscou-se com essa pesquisa verificar a bioatividade do cimento
de a-fosfato tricalcico de dupla pega, comparativamente ao enxerto autdbgeno de o0sso

€sponjoso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram estudados seis animais da espécie canina, machos ou fémeas, sem raca
definida, adultos com idades variando entre dois e cinco anos, com peso entre 18 e 30
kg. Os caes foram submetidos a avaliagado clinica pré-operatéria, hemograma completo
utilizando contador automatico de células sangiineas’, além de dosagens de creatinina,
uréia, fosfatase alcalina, alanima aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) utilizando espectofotdmetro?.

Foram submetidos a vacinagéo, vermifugacdo e mantidos em canis individuais

onde receberam ragao comercial adequada a espécie e agua a vontade.

3.1.1 Grupos Experimentais

Foram formados dois grupos, com trés animais cada, para avaliagdo comparativa
entre o empredo do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega desenvolvido por
Santos (2002) (Grupo I) e do enxerto autégeno de osso esponjoso (Grupo Il) em

artrodeses tarsocrurais de caes.

3.2 Anestesia e Procedimento Pré-cirargico

Apds jejum hidrico e alimentar de 12 horas os cades receberam vedaprofeno®
(5mg/kg) pela via oral e apds 15 minutos o cloridrato de levomepromazina* (1mg/kg) foi
administrado por via intravenosa. Passados 10 minutos, os animais foram induzidos a
anestesia geral pela administragdo intravenosa de propofol®, em doses variando de 5 a

8 mg/kg que permitiu a intubagéo oro-traqueal.

! Coulter AC-T8 — Miami USA

2 Labquest da Labtest - Belo Horizonte-MG

® Quadrisol 5® Intervet - Sao Paulo -SP

* Neozine® Aventis Pharma Ltda — Santo Amaro - SP

® Propofol®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
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A anestesia foi mantida pela combinacéo de anestésico volatil (halotano®) diluido
em oxigénio em fluxo de 30 mL/kg/min a 1,5 CAM’, em sistema semifechado®. No curso
dos procedimentos foram monitorados os parametros combinados de saturacdo de
oxiemoglobina (Sp0O2), do gas carbbénico (EtCO2) expirado, eletrocardiograma (ECG),
frequiéncia respiratoria, press&o arterial ndo invasiva e temperatura®.

A analgesia preventiva foi realizada com associagdo dos farmacos: morfina' na
dose de 0,1mg/kg e cetamina'! na dose de 0,3 mg/kg pela via epidural. O volume final
para a administragdo foi ajustado com salina 0,9% para 0,3mL/kg. Para tal, os caes
foram posicionados em decubito esternal, procedendo-se a tricotomia lombo-sacral e
anti-sepsia da regido com solug¢ao de iodopolividona 10%.

Posteriormente, os cdes foram posicionados em decubito dorsal para o
procedimento cirurgico. O membro pélvico direito foi tricotomizado do terco distal do
fémur até as falanges e a anti-sepsia da regido foi realizada com solugédo de
iodopolividona 10%. Ato continuo, procedeu-se o isolamento da extremidade do
membro, com malha tubular estéril e a delimitacdo do campo cirurgico com panos de

campo apropriados.

3.2.2 Procedimento Cirargico

O acesso cirurgico foi realizado segundo Piermattei; Flo, 1997, através de inciséo
curva iniciando-se a alguns centimetros proximal ao maléolo medial da tibia,
atravessando a superficie cranial das articulagbes tarsicas até a porgéo distal a quinta
cabeca metatarsica. Eletrocoagulador bipolar foi utilizado para controlar pequenos
sangramentos. O tecido subcutaneo foi divulsionado em plano semelhante. Na
sequliéncia, realizou-se osteotomias nos maléolos mediais, com auxilio de ostedétomo e

goiva de Luer, para a exposicado das superficies articulares. A cartilagem foi removida

® Halotano® Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP

7 Concentragéo do anestésico capaz de abolir os reflexos em 50% da populagéo
8 Excel 210- OMEDA, Berkely Equipamentos Médicos, Sdo Paulo- SP

® Digimax 5500 — Digicare - USA

'% Dimorf ®Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP

" Ketamin, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
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com auxilio de curetas e freza elétrica de alta rotacdo'?, preservando-se o contorno
0sseo da articulagdo, até atingir o osso subcondral (Figura 1).

Apés a preparagao das articulagdes foram adicionados ao local o cimento de alfa-
fosfato tricalcico’ desenvolvido por Santos (2002) (Grupo ) (Figura 2A) e o enxerto de
0Ss0 esponjoso autogeno (Figura 2B).

O cimento de fosfato de calcio foi preparado apds a adicdo do pd de alfa-fosfato
tricalcico a uma solugdo aquosa de 2,5% de NaHPO, somado ao sistema de
polimerizacéo in situ de acrilamida e poliacrilato de aménio. Apés a mistura do p6 ao
liquido, este foi acondicionado ao espaco articular e uma gaze foi utilizada para evitar
umidade até a primeira pega.

O enxerto de osso esponjoso autégeno foi colhido a partir de uma incisdo na face
medial proximal da tibia, incluindo pele, subcutdneo e periésteo de aproximadamente
cinco centimetros. Com uma broca de quatro mm de espessura um orificio foi realizado
e com auxilio de cureta foi retirada a quantidade de osso esponjoso necessaria para

preenchimento do espaco articular.

'2 Micro retifica elétrica Dremel® - Bosch do Brasil
3 o-fosfato de tricalcico de dupla pega desenvolvido por SANTOS et al, 1999.



Figura 1: Imagens fotograficas ilustrando o aspecto medial da articulagéo
tarsocrural. (A) O acesso medial da articulagdo por meio de incisédo
curva proximal ao maléolo medial, projetada cranialmente a
articulacédo e finalizada distal a epifise proximal da 5° cabeca
metatarsiana. (B) A ressecgcdo do maléolo medial com auxilio de
ostedtomo, (C) exposi¢do das superficies articulares ap6s inciséo
da capsula. (D) curetagem da cartilagem com auxilio de freza
elétrica, preservando o contorno 6sseo da articulacao.
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Figura 2: Imagens fotograficas do procedimento transcirurgicos das
artrodeses tarsocrurais experimentais no momento da (A)
aplicacao do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega
(seta) e (B) enxerto autdgeno de osso esponjoso (circulo).
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As articulagbes foram posicionadas em angulagdo entre 135 e 145" graus,
previamente aferidos por meio de goniémetro. Ato continuo, realizou-se pequena inciséo
na face caudal do calcaneo e inseriu-se um pino de Steinmann, de 3 mm de espessura,
através do calcaneo e talus em dire¢cao ao canal medular da tibia.

O tecido subcutaneo foi reaproximado em padrao continuo simples com material

de sutura absorvivel™

2-0 e a pele suturada em padréao interrompido simples com
material inabsorvivel' 3-0.

Posteriormente, passou-se a aplicagao dos fixadores esqueléticos externos em
que um pino com rosca central de perfil positivo com 3,5 mm de didmetro foi
transpassado percutaneamente no terco médio da tibia. Um segundo pino, com 2,5 mm
de didmetro, foi inserido na porcao distal, pela face medial, nos ossos metatarsianos e
um terceiro pino com 3,0 mm de diametro foi inserido no calcaneo, também pela face
medial.

Estes pinos foram acoplados as barras de conecgéo paralelas de 6,5 mm, em
aluminio, em formato de arco. Para a fixagcdo dos pinos as estas barras empregaram-se
conectores confeccionadas em aluminio e parafusos em ago inoxidavel. As barras foram
posicionadas de maneira a facilitar avaliacdo radiografica. Para conferir maior
estabilidade, um pino de Schanz, com 3 mm de didmetro foi inserido percutaneamente
na face medial da tibia e outro na face lateral, utilizando os conectores como guias de
perfuracéo. Pino semelhante, com 2,5 mm de diédmetro, foi acrescido aos metatarsianos
na face medial. Por fim, outras duas barras de 3,0 mm, em aco inoxidavel, foram
acrescidas as barras conectoras principais para tornar a configuracdo mais resistente as

forgcas atuantes, conforme representado na Figura 3 e 4.

" Poliglactina 910 - Policryl® - Polysuture — Industria e Comércio LTDA - MG

15 Nailon monofilamentar — preto, Polysuture — Industria e Comércio LTDA - MG



Figura 3: Imagens fotograficas de estabilizacdo da articulagéo
tarsocrural mediante aplicacdo de fixador esquelético
externo. (A) Notar a disposi¢do das barras de conecgéo
laterais em forma de arco. (B) Disposi¢do dos pinos de
fixagcdo Ossea, (I) com rosca central de perfil positivo,
inserido na tibia, nos ossos metatarsianos e no calcaneo,
(I1) pinos de Schanz na face medial e lateral da tibia e na
face medial dos metatarsianos.
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Figura 4: Imagens radiograficas ilustrando artrodese tarsocrural utilizando fixador
esquelético externo, na projecao dorso-plantar (A) notar a disposi¢do dos
pinos de fixacdo déssea, (1) com rosca central de perfil positivo, inserido
na tibia, nos ossos metatarsianos e no calcaneo, (2) pinos de Schanz na
face medial e lateral da tibia e nos metatarsianos na face medial e, ainda,
(3) um pino de Steinman aplicado através da articulacdo tarsocrural. Na
projecao latero-medial (B) observar a disposi¢céo das barras de conecgéo
laterais em forma de arco (seta).
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3.2.3 Procedimento Pas-Cirargico

No poés-cirurgico empregaram-se bandagens acolchoadas confeccionadas com
algoddo ortopédico, faixa crepom, esparadrapo e faixa elastica'® para protecdo do
membro e do fixador. Os animais permaneceram com colar “elizabetano” durante todo o
periodo de utilizacdo do fixador. Os curativos das feridas cirurgicas foram realizados
diariamente por uma semana e a cada trés dias até a remocéao do fixador.

Administrou-se vedaproveno como droga antiinflamatéria ndo-esteroidal, a cada
24 horas, na dose de 5 mg/kg, durante 10 dias e cefalexina'’ como antibioticoterapia na

dose de 25 mg/kg, a cada 12 horas, durante 10 dias.

3.24 Remocdo dos Implantes

Os implantes dos fixadores foram removidos com auxilio de furadeira de baixa
rotacdo apoOs a avaliagao radiografica de 45 dias. Para tal, valeu-se do cloridrato de
levomepromazina, na dose de 1mg/kg, pela via intravenosa como agente pré-anestésico
e tiletamina-zolazepam'®, na dose de 10 mg/kg, por via intramuscular, como medicagao
anestésica. Relativamente a terapia antiinflamatéria e antibidtica foram utilizados os
mesmos protocolos adotados nos poés-cirurgicos que se encontram descritos no item
anterior, durante cinco dias.

Apds a remocgao dos implantes fez-se necessario a aplicacdao de bandagens
acolchoadas por um periodo de 15 dias, para promover maior conforto ao animal
facilitando, assim, o retorno da fungdo do membro.

Os implantes internos, pino aplicado através da articulagdo tarsocrural, foram

mantidos em todos os animais, até o momento da colheita das amostras, aos 120 dias.

'® Vetrap® 3M — Colonia Santa Fé — México - DF
" EMS -Medicamento genérico — Sigma Pharma — S&o Paulo - SP
'8 Zoletil. Vibarc do Brasil — IndUstria e comércio
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3.3 Protocolos de Avaliagao

3.31 Avaliagao Clinica

Os animais foram examinados diariamente quanto a presengca de reagéo
inflamatéria e expulsdo do enxerto, mediante avaliacédo quali-quantitativa referente a
presenca ou auséncia de exsudato, edema, hiperemia e fistulas. Nos fixadores externos
realizou-se inspecéo diaria durante a primeira semana e a cada trés dias até a remocao
dos mesmos.

Determinaram-se graus de claudicagéo, através de observacao diaria em todos
os animais até os 30 dias de poés-cirurgico. Empregaram-se quatro categorias para
classificagcéo; livre de claudicagdo — grau 0O; claudicagdo com apoio intermitente do
membro — grau 1; claudicagdo com apoio continuo do membro — grau 2 e sem apoio —
grau 3.

O hemograma completo, creatinina, uréia, fosfatase alcalina, alanima
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram realizados em
intervalos semanais nos primeiros 30 dias, posteriormente a cada 30 dias até os 120

dias de pés-cirurgico.

3.3.2 Avaliacdo Radiogréfica

As articulagdes submetidas a artrodese passaram por exame radiografico nas
projecbes dorsoplantares e médio-laterais. Para a projegdo dorsoplantar, foi utilizado
suporte com objetivo de erguer o membro e permitir, desta forma, melhor visibilizagéo
articular. Determinaram-se como periodos de analise radiografica os momentos de 30,
45, 60, 90 e 120 dias de pds-operatorio.

Para o referido exame utilizou-se de aparelho de raios X'°, filme TMG/RA
montado em Chassi metalico com écrans intensificador Lanex Regular. A revelagéo e a
fixacdo dos filmes, previamente identificados por impressao luminosa, foram realizadas

em processadora automatica®.

1 Siemens, modelo Tridoros 812E, 800mA, grade antidifusora Potter-bucky
% Reveladora kodak — X-OMAT 2000 -.USA
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3.4 Colheita das Amostras

Ao final do tempo de cada grupo (120 dias) foram colhidas amostras das
articulagbes que sofreram artrodese. Adotaram-se os mesmos protocolos aplicados nos
pré-cirurgicos descritos no item 3.2.1 Anestesia e Procedimento Pré-cirurgico, sendo, as
abordagens cirurgicas realizadas semelhantemente as descritas no item 3.2.2
Procedimento Cirurgico. A seguir o implante interno foi removido com auxilio de um
alicate com ponta, mediante incisao na face plantar do calcaneo. Apés a identificagédo da
articulagéo, inseriu-se um trepano de Mitchell, com oito milimetros de didmetro, na face
medial da articulacdo até atingir a face lateral (Figura 5).

Removeram-se amostras de formato cilindrico com seis milimetros de didmetro
por um centimetro de comprimento aproximadamente (Figura 5), posteriormente,
fracionados em duas por¢des. Para o preenchimento do defeito produzido pela remocéo
da amostra, utilizou-se enxerto alogeno de metatarso conservado em glicerina a 98%,
para evitar o colabamento do osso apds a coleta do material e uma possivel fratura
(Figura 6).

A sutura do tecido subcuténeo e pele foi realizada a semelhanga do procedimento
descrito no item 3.2.2 Procedimento Cirurgico.

Ato continuo, as amostras foram fixadas em formalina a 10 %, tamponado com
fosfatos, pH 7,2 para fixagao e posterior inclusdo em parafina. A outra fragdo da amostra
foi imersa em glutaraldeido a 2,5 % em tampéao de fosfato a 0,1 M com pH entre 7,4 a
7,8 e mantida em temperatura de 4°C, para realizagdo de microscopia eletronica de
varredura.

Apds a colheita das amostras fez-se necessario a aplicacéo de bandagens rigidas
por periodo nao inferior a 30 dias para prevencdo de complicagbes, como fraturas e
edema pos-cirurgico.

Realizaram-se exames radiograficos posteriores apds colheita das amostras no

escopo de avaliar o sitio de remocgé&o do fragmento, assim como, a cicatrizagéo 6ssea.
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Figura 5 : Imagens fotogréficas ilustrando a retirada da amostra da artrodese tarsocrural
experimental ap6s 120 dias do procedimento cirurgico. (A) Observar aspecto
da articulagéo tarsocrural (l); (B) remogao de amostra 6ssea com auxilio de
trefina (11); (C) trefina de Michel e (D) amostra retirada.



>

Figura 6: Imagens fotograficas ilustrando a artrodese tarsocrural apos a
retirada da amostra. (A) aplicacdo de enxerto 6sseo alégeno de
metatarso de banco de ossos; (B) enxerto aplicado no sitio da
colheita e (C) imagem radiografica do pos-cirurgico 30 dias apés a
colheita da amostra. Notar presenca de enxerto de metacarpiano
no sitio de colheita (setas).
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3.4 Avaliacdo Macroscopica

As avaliagcdes macroscoépicas das articulagdes tarsocrurais que sofreram artrodese
foram realizadas em todos os animais no momento da colheita do material, com
finalidade de observar reacgdes teciduais, formagdo de novo osso e a fusdo das

articulacoes.

3.5 Avaliacao Histologica

Apés periodo de fixacdo de aproximadamente 18 horas, o material foi processado
de acordo com a rotina de prepara histologico para tecidos 6sseos. Para a montagem
das laminas, as pecas foram imersas em solugdo descalcificadora a base de acido
nitrico a 7,5%, por periodo entre 12 e 24 horas.

Realizada a descalcificacdo, os fragmentos foram desidratados em etanol, em
graduacao ascendente até absoluto, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e
seccionados em cortes de 5um em micrétomo. As laminas foram coradas pela técnica
de hematoxilina-eosina (H.E.) e o material examinado ao microscopio de luz para
avaliagdo quanto a presenca do cimento de fosfato de calcio, o enxerto 6sseo e a

celularidade 6ssea.

3.6  Microscopia Eletronica de Varredura

Apbs a fixagdo no glutaraldeido as amostras foram lavadas com solugcao tampéo
de fosfato a 0,1 M, com pH entre 7,4 a 7,8, por seis vezes consecutivas, com duragéo
total de 15 minutos. Posteriormente foram fixadas, em tetréxido de 6smio?' a 2 % em
tampao fosfato, por 2 horas a temperatura de 4°C. Ato continuo, as amostras foram
submetidas a nova lavagem, em solug¢ao tampao fosfato.

Para a desidratacéo, foram imersas em concentragbes ascendentes de alcool

etilico (30, 50, 70, 95 e 100%) por periodo de 15 minutos para cada passagem, sendo

! Sigma — Chemical Co., USA
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trés repetigbes na concentragdo de 100%. O processo foi executado a frio a uma
temperatura de 5°C, sendo o Ultimo passo, repetido duas vezes a temperatura ambiente.

A secagem das amostras foi realizada em secadora de ponto critico??, para
retirada total da agua presente substituido-a por CO,, mantendo, assim, as amostras
com a sua forma original.

Em seguida, as amostras foram fixadas em porta-espécimes metalicos, de forma
cilindrica, com 10 mm de didmetro por 10 mm de altura, utilizando fita condutiva de
cobre. Ato continuo, as amostras foram recobertas com camada de ouro de 35nm de
espessura em metalizador®. As eletromicrografias para analise das amostras foram
obtidas em microscopio eletrdnico de varredura®* para avaliar a integragdo entre o 0sso

e a ceramica.

2 EMS: 850 — Electrom Microscopy Sciences — Hatfield , Pennsylvania
% DESK Il — Denton Vaccum — Moorestowon, New Jersey
# JSM: 5410 Jeol — Peabody, Massachusetts
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao Clinica

Os caes apresentaram-se durante todo o periodo em bom estado clinico, n&o
tendo sido observadas alteragbes sistémicas ou na articulacdo que pudessem ser
associadas a insucessos do procedimento cirurgico em qualquer dos dois grupos. Apos
a realizacao das artrodeses a cicatrizagdo da ferida cirurgica ocorreu em média ap6s o
10° dia.

Os animais exibiram edema intenso e hematomas no membro operado nos
primeiros dias de pds-cirurgico. Ao terceiro dia em média observou-se melhora e a
regressdo total do edema foi notada a partir do oitavo dia. A palpacdo, os caes
apresentaram sensibilidade dolorosa moderada no periodo poés-cirurgico imediato e
discreta nos quatro dias seguintes, desaparecendo ao quinto dia. Nao foram observadas
formacdes de fistulas ou exsudatos purulentos.

Relativo a avaliagdo dos fixadores externos n&o foi observada diferenca entre o
comportamento clinico nos dois grupos. Exsudato serosanguinolento na face lateral dos
pinos de rosca central da tibia foi observado em trés caes entre o 30° e 40° dia de pos-
cirurgico. Todos apresentaram exsudato nos pinos de rosca central aplicado no
calcaneo a partir do 35° dia.

Quanto ao grau de claudicagéo, os animais mostraram-se sem apoio do membro
(grau 3) nos dois primeiros dias, claudicagdo com apoio intermitente (grau 1) até o 5° dia
de pés-cirurgico em média e apoio continuo (grau 2) até a remocgéo dos fixadores. O
apoio livre de claudicagao (grau 0) s6 foi atingido ap6s 30 dias da remocéo do implante
transarticular aos 150 dias de po6s-operatério. Um animal do Grupo |l deixou de apoiar
aos 100 dias, havendo perda do implante transarticular, outro animal do Grupo |,
também deixou de apoiar aos 90 dias e dois animais do Grupo |l passaram a apoio
intermitente aos 90 dias.

Em relagdo ao eritrograma, leucograma, trombograma e bioquimica sérica, néo

foram observadas alteragdes significativas, exceto quanto a fosfatase alcalina, em que
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0s niveis séricos elevaram-se no poés-cirurgico imediato, apresentando queda gradual
nas semanas subseqlentes até atingir pardmetros dentro da normalidade até a 6°

semana.

4.2 Avaliacdo Radiografica

Relativamente aos sinais radiograficos todas as articulagdes apresentavam-se
normais no periodo pré-operatorio. No periodo po6s-operatério ndo foram observados
sinais de infeccdo Ossea ou expulsdo do cimento de fosfato de calcio ou do enxerto
autégeno de 0sso esponjoso em nenhum dos animais.

Sinais de edema foram visibilizados, da tibia distal até as falanges no pos-
cirurgico imediato. O cimento de fosfato de calcio e o enxerto 6sseo puderam ser
visibilizados com facilidade no pos-cirurgico imediato. Foram também identificados os
implantes metalicos aplicados na tibia, calcdneo e metatarsianos, assim como, o
alinhamento da articulacgéo.

A unido Ossea das superficies articulares dos Grupos | e Il puderam ser
visibilizadas aos 30 dias (Figuras 7 e 8). Nos periodos de 60, 90 e 120 dias ndo foram
notadas alteracgdes significativas, exceto o remodelamento 6sseo principalmente no
Grupo Il. Também foi observado a diminuicdo da densidade Ossea, se comparado as
radiografias anteriores, diminui¢gdo da area radiolucente inicial ocupada pelo cimento de
fosfato de calcio, além, da contracéo e até fechamento dos orificios em que se alojavam
0s pinos de transfixagcédo 6ssea.

Relativo a avaliagcdo radiografica dos fixadores externos, os dois grupos
comportaram-se de forma semelhante, observou-se afrouxamento dos implantes de
fixacdo nos animais dos dois grupos a partir do 30° dia. O acometimento inicial deu-se
nos pinos de rosca central, principalmente, nos pinos inseridos no calcaneo, por volta do
30° dia de pos-cirurgico. Os animais mais pesados apresentaram afrouxamento em uma
quantidade maior de pinos. Os animais com a tibia mais longa, em que a inser¢céo dos
pinos de rosca central foi mais distante da articulagdo tarsocrural, obtiveram menor

numero de afrouxamento de pinos.
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Quatro caes tiveram os pinos de rosca central aplicados a tibia soltos na
avaliagdo dos 30 dias e dois dos pinos dos metatarsianos. Um animal sofreu
afroxamento do pino de Schanz aplicado lateralmente na tibia e em um animal do Grupo

II, ocorreu migracéo e perda do pino transarticular de Steinmann aos 120 dias.

Figura 7: Imagens radiograficas de artrodese tarsocrural utilizando
cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega (Grupo 1), 30 dias
apos a realizacdo do procedimento cirurgico. (A) Projecdes
dorso-plantar e (B) medio-lateral. Notar a presenca do cimento
de a-fosfato tricalcico (seta).



A

Figura 8: Imagens radiograficas de artrodese tarsocrural do grupo
utilizando enxerto de osso esponjoso autégeno (Grupo
II) 30 dias apds a realizagdo do procedimento cirurgico.
Projecbes (A) dorso plantar e (B) medio-lateral. Notar
fusao articular (seta).
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4.3 Avaliacdo Macroscopica

Os caes tanto do Grupo | quanto do Grupo |l apresentaram, no final do periodo
experimental, as articulagdes tarsocrurais operadas fusionadas. N&ao foram evidenciadas
reacdo de tecidos moles, infecgdo ou sequestro 6sseo. Observou-se a presenca de
tecido cicatricial fibroso em torno da articulagdo em todos os animais. Nos animais do
Grupo | ndo foi possivel a diferenciagdo entre o cimento de fosfato de calcio e o osso.
Todavia, foi possivel identificar o excesso deste, extravasado para os tecidos
circunvizinhos ao sitio de aplicagao. Nos animais do Grupo Il ndo foi possivel diferenciar

o enxerto de 0sso esponjoso do 0sso hospedeiro.

4.4  Avaliacado Histologica

Foram observados aspectos semelhantes nos exames histolégicos dos
fragmentos desmineralizados de ambos os grupos (Grupos | e Il). Nao foram
observados fendmenos correspondentes a processos infecciosos ou reagcéo do tipo
corpo estranho.

No decurso dos quatro meses apo6s as artrodeses tarsocrurais, observou-se
extensa deposicédo do ostedide circundando os enxertos nos dois grupos (Grupos | e ).
Houve remodelamento ativo no osso hospedeiro, com presenca de células gigantes,
osteoclastos multinucleares e osteoblastos basofilicos. Observou-se ainda degradacgéo
continua dos enxertos paralelamente a formacao de novo osso (Figura 9 e 10).

A diferenciacéo entre os grupos estava na quantidade de enxerto presente nas
analises e no grau de maturacgéo do tecido 6sseo. Os animais do Grupo | apresentaram
tecido 6sseo imaturo, com grande numero de células (osteoblastos e osteoclastos),
matriz clara e padréo lamelar. Foram observadas grandes quantidades do cimento de
fosfato de calcio permeado por tecido ésseo. O Grupo Il apresentou tecido ésseo em
fase final de maturacdo a maduros (fase final de remodelamento), com celularidade

média, matriz éssea basofilica e homogénea (Figura 10).



Figura 9: Fotomicrografias de cdo do Grupo | apdés 120 dias da

aplicacéo do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega
na artrodese tarsocrural. (A) Observar o crescimento de
0sso novo em permeio as fendas do cimento de a-fosfato
tricdlcico de dupla pega (seta)), acompanhado de
remodelamento do cimento circunvizinho. (B) Visao
ampliada da regido correspondente ao retangulo da Figura
A, (circulo) demonstrando interface osso-cimento. O: Osso;
TCP: Cimento 6sseo. H.E. Objetiva. 10X e 40X
repectivamente.
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Figura 10: Fotomicrografias do cao do Grupo | (A) e cao do Grupo Il
(B) 120 dias apés as artrodeses tarsocrurais. (A) Observar
a presenga do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega
(circulo; TCP: cimento 6sseo) e (B) Grupo Il utilizando
enxerto autdbgeno de osso esponjoso sem diferenciagdo do
enxerto para o osso do hospedeiro, matriz 6ssea basofilica
e homogénea. H.E. Objetiva. 40X.
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4.5 Avaliagdo da Microscopia Eletrénica Varredura

Relativamente as analises das superficies dos fragmentos a microscopia
eletrbnica de varredura puderam ser visualizados aspectos semelhantes nos dois
grupos experimentais (Grupos | e Il). Nao pode ser observada a diferenciagéo entre o
cimento (Grupo 1), ou o enxerto (Grupo Il), do osso do hospedeiro, estando os materiais
empregados nos dois grupos integrados ao osso sem formacdo de lacuna entre os

enxertos e o novo 0sso do hospedeiro (Figura 11).
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Figura 11: Eletromicrografia de varredura das artrodeses em
articulagbes tarsocrurais em caes, 120 dias apds o
procedimento cirdrgico. (A) Animal do Grupo |, a-
fosfato tricalcico de dupla pega e (B) animal do Grupo
Il enxerto de osso esponjoso autdogeno. Nao ha
diferenciacao entre os materiais dos dois grupos e o
0sso do hospedeiro.
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos substitutos osteocondutivos do enxerto 6sseo, como
o cimento de a-fosfato tricalcico utilizado nesta pesquisa, aumenta o potencial para
solucionar problemas de reconstrugdo 6ssea. Estes materiais derivados de fosfato de
calcio possuem a mesma composi¢cao quimica da parte mineral do osso hospedeiro,
sem componentes imunologicos, o que os tornam materiais com excelentes
propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade
(LEGEROS,1991; CARRODEGUAS et al.,, 1999; GRIFFON, 2002). Segundo
Carrodeguas e colaboradores (1999), Griffon, (2002), Ooms e colaboradores (2003) este
material consiste em um pé (contendo um ou mais componentes sélidos de calcio e sais
de fosfato) e um liquido (dgua ou uma solugcéo aquosa), e apOs sua mistura, ocorre
endurecimento devido a formagdo de um entremeado de novos cristais. O cimento
0sseo endurecido sera estruturalmente semelhante a um componente mineral do osso
e. supostamente, ira ser absorvido lentamente e simultaneamente transformado em
0sso novo (OOMS et al., 2003).

Para este trabalho foi utilizado enxerto 6sseo autégeno, colhido a fresco e um
novo tipo de cimento de a-fosfato de tricalcico (a-TCP) aplicado em forma de pasta no
espaco articular apdés a curetagem da cartlagem em artrodeses tarsocrurais
experimentais. Os enxertos 60sseos esponjosos sdo empregados na cirurgia ortopédica,
tanto na veterinaria quanto na humana, para preenchimento de defeitos ésseos, visando
a rapida consolidagdo 6ssea, por formacado de osso novo, por carrear osteoblastos e
células precursoras osteogénicas (FOX, 1983, GRIFFON, 2002). Johnson e Belenger
(1980), realizaram artrodeses pancarpais para avaliacdo do enxerto 6sseo autégeno,
empregado para diminuir o tempo de fus&o articular, como demonstrado também nos
relatos de Decamp e colaboradores. (1993), Diamond e colaboradores (1999), Muir;
Norris (1999), Collins e colaboradores (2000), Moak e colaboradores (2000), Wilke e
colaboradores (2000), Benson; Boudrieau (2002), Mckee e colaboradores (2004).

Artrodeses sdo procedimentos de salvamento do membro, adotados como
alternativa a amputacdo (PENWICK, 1987; JOHNSON, 1995; TURNER; LIPOWITZ,
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1996; MOAK et al., 2000). Esta pesquisa baseou-se nos estudos realizados por Johnson
e Belenger (1980) e Grumadas (1987), que realizaram artrodeses carpais experimentais
e avaliaram a fusao destas articulagdes.

De acordo com Toombs (1992), o emprego frequente de fixadores esqueléticos
externos (FEE) em pequenos animais é atribuido a melhoria na mecanica dos pinos de
fixacdo, as técnicas de insercdo dos implantes e as caracteristicas biomecéanicas das
diferentes configuracdes, motivo pelo qual este tipo de fixacdo foi adotado para as
artrodeses tarsocrurais neste estudo. Para Nieves (2002) quando os FEE s&o usados
como método exclusivo de estabilizacdo em artrodeses, estes devem ser fortes o
bastante para resistir as forcas de dobramento, tor¢cao, deslizamento e as forgas axiais.

Nieves (2002) ressalta, ainda, que os dispositivos de FEE podem ser utilizados
durante o processo de artrodese para promover o alinhamento e a justaposicao das
superficies articulares. Para Decamp (2002) o FEE do tipo | ou do tipo Il pode ser
empregado em estabilizacdo de lesbes abrasivas tarsais por quatro a seis semanas,
como auxiliar ou como fixagédo primaria, reduzindo ou eliminando o implante ortopédico
no local da luxacéao aberta.

A utilizagéo de pino de Steinmann transpassando o calcaneo em dire¢ao ao canal
medular da tibia proporcionou boa estabilidade as artrodeses, contudo, sem a
interferéncia do implante no processo de fusdo articular conforme anteriormente descrito
por Piermattei & Flo (1997). No entanto, o desenho dos fixadores, em forma de arco,
ditou o posicionamento e o numero dos pinos de fixacdo a serem aplicados em cada
segmento ésseo, fato este que dificultou o ajuste tridimensional do fixador como também
descrito por Toombs (1992).

O aparelho de fixacao esquelética externa adotado, tipo Ilb, foi bem tolerado
pelos animais e sua dindmica proporcionou a rapida cicatrizagdo da artrodese e
consequente remoc¢ao dos fixadores aos 45 dias.

Segundo Piermattei & Flo (1997) o FEE do tipo IIb pode ser usado em racas
grandes pesando mais de 20 kg pois confere maior rigidez ao conjunto neutralizando a
carga de dobramento no local da artrodese. Neste estudo, esta configuragdo foi

empregada para animais de diferentes tamanhos, com pesos de 18 a 30 kg, com
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variacdo apenas na espessura dos pinos, esta fato, dificultou a padronizacdo dos
fixadores. Observa-se que a quantidade de pinos aplicados pode ter sido insuficiente, o
que pode ter resultado no afrouxamento rapido, principalmente dos pinos de rosca
central.

O processo de fuséo foi avaliado por meio de exames fisicos e radiograficos de
acordo com as avaliagbes realizadas por Decamp e colaboradores (1993); Diamond e
colaboradores (1999); Muir e Norris (1999); Collins e colaboradores (2000); Moak e
colaboradores (2000); Wilke e colaboradores (2000); Benson e Boudrieau (2002); Mckee
e colaboradores (2004) e pelos experimentos de Lemaitre e colaboradores (1992);
Munting e colaboradores (1993); Fujikawa e colaboradores (1995); Ohura e
colaboradores (1996); Santos (2002); Griffon (2002); Dérea Neto (2003); Welch e
colaboradores (2003); Moraes (2002); Oria (2004): Wheeler e colaboradores (2005);
Jensen e colaboradores (2006). A resposta inflamatéria aguda e o edema diminuiram
em média apds o quinto dia do periodo pds-operatoério, sendo posteriormente substituido
por volume firme, resultado da cicatrizacdo dos tecidos moles, a semelhanca do que foi
descrito anteriormente por Johnson (1995).

Nos animais do Grupo Il, que receberam o enxerto autégeno coletado da porcao
proximal da tibia, foram observadas forma¢des de seromas e evidéncia clinica de dor na
regido da coleta no pos-operatério imediato, dados ja documentados em literatura
(FOSSUM, 1997).

O apoio do peso parcial dos membros foi notado entre o terceiro e o quinto dia de
pos-operatério e os animais foram capazes de apoiar o peso livre de dor apoés a
remoc¢ao dos fixadores como também descrito por Johnson (1995).

Foram realizadas radiografias do periodo po6s-operatério imediato, em que se
avaliou a angulagéo, alinhamento das superficies articulares e os implantes metalicos,
bem como o enxerto e a bioceramica. De acordo com Johnson (1995), as radiografias
do pos-operatério imediato servem de referencial na comparagdo dos exames
subsequentes durante o processo de fusado e remodelamento 6sseo.

O afrouxamento nos pinos de rosca central aplicados a tibia, calcaneo e

metatarsianos de alguns animais pode ser atribuido a complicacbes como a carga
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excessiva aplicada sobre os mesmos, principalmente sobre o calcaneo, fato ja referido
por Lesser (1993), Olmstead e colaboradores (1995). Lesser (1993) salienta ainda, que
todas as estruturas mecanicas dos membros sao arquitetadas para promover
movimentagao articular, desta forma estas atuam trabalhando contra a imobilizagdo no
ponto de fixagao.

Radiograficamente a fusao articular foi obtida nos Grupos | e Il na avaliagédo dos
30 dias, portanto, ndo ocorreu diferenca entre o enxerto e a bioceramica que
apresentaram comportamentos similares. Tian e colaboradores (2000), também
comprovaram tal fato ao comparar hidroxiapatita e o enxerto désseo autdégeno em
estabilizagbes cervicais.

Nos periodos de 60, 90 e 120 dias nédo foram observadas alteragdes
significativas, exceto o remodelamento 6sseo e o fechamento dos orificios aonde se
alojavam os pinos de transfixacdo. Relativamente ao cimento de a-TCP este, pdde ser
visibilizado e sofreu incorporagéo e lenta absor¢céo durante os periodos de avaliagao.
Contudo, Moraes (2002), avaliando cimento de a-fosfato tricalcico em radio de coelhos,
salientou que os exames radiograficos ndo sdo métodos de relevancia na avaliagao do
processo de incorporagao.

Dérea Neto (2003), usou FEE em artrodeses experimentais e em casos clinicos
empregando hidroxiapatita para preenchimento do espaco articular, e obteve como
resultado rapida unido éssea, em média aos 30 dias, nas artrodeses experimentais e
aos 60 dias nos casos clinicos, resultados estes semelhantes aos encontrados nesta
pesquisa.

Alguns autores tém sugerido que a cicatrizagdo em artrodeses acontece mais
rapidamente mediante utilizacdo do enxerto autégeno de ossos esponjosos (OLDS et
al., 1975; JOHNSON, 1980; LESSER, 1993; JOHNSON, 1995). Johnson (1980),
aventou ao fato de que sé, parcialmente, a diferenca nas taxas de cicatrizagéo seria
decorréncia da participacdo do enxerto 6sseo como arcabougo mecanico para o
crescimento de 0sso novo, ja que a matriz, além da medula dssea, associados ao 0sso

esponjoso possuem componentes osteogénicos.
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Comparando os dois grupos experimentais, ndo houve diferencas radiograficas
quanto ao tempo de fusdo. Ja, histologicamente foi observado variagdo quanto a
maturidade do tecido 6sseo neoformado. Jensen e colaboradores (2006), afirmaram que
o cimento de B-fosfato tricalcico parece desacelerar a cicatrizagdo no momento inicial,
porém, tardiamente, comportou-se semelhantemente ao enxerto ésseo autégeno, sendo
o defeito 6sseo regenerado e o material de enxertia incorporado. Da mesma forma,
Welch e colaboradores (2003), obtiveram como resultado a resolugédo do defeito 6sseo,
com redugdo significativa no tamanho dos defeitos tratados com o cimento de fosfato de
calcio, comparativamente com o enxerto autégeno. O cimento de fosfato de calcio foi
absorvido rapidamente e a fracdo do volume do cimento diminuiu para quatro por cento
em seis meses. O osso trabecular nos defeitos foram restaurados em seis meses em
ambos 0s grupos.

Nas amostras dos animais do Grupo I, o processo de absor¢ao e remodelamento
0sseo, aos 120 dias, ainda encontrava-se bastante ativo, com presenca de grande
numero de células (osteoclastos, osteoblastos, osteécitos, macréfagos e células
gigantes). A atividade celular do cimento de fosfato tricalcico (TCP), segundo Blokchuis
e colaboradores (2000), € estabelecida pelas interagdes de natureza quimica ocorridas
entre a ceramica e o tecido implantado, permitindo a proliferacado de fibroblastos,
osteoclastos, osteoblastos, macréfagos e células gigantes.

As ceramicas de fosfato de calcio, como o cimento utilizado neste estudo,
apresentaram excelente biocompatibilidade, pois, ligaram-se diretamente ao osso, sem
interposicédo de qualquer outro tipo de tecido. Tal mecanismo, conforme proposto por
Mariolani e colaboradores (1993), se explicaria pela composicdo dos ions destes
materiais sintéticos que pode ser os mesmos que formam a face mineralizada do osso
natural. Paralelamente, Johnson (1980), reportou que no enxerto de 0sso esponjoso a
fresco a proporgéo de células precursoras de osteogénese, que sobrevivem ao processo
de implantagdo, podem contribuir para a diferenca nos periodos de fusdo articular
mediante sua utilizagdo em artrodese com e sem enxertia. Todavia, é dificil precisar a

quantidade de células que permanecem viaveis apos aplicacéo no sitio receptor.
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Células multinucleadas e os osteoclastos encontrados nos dois Grupos (I e Il)
mostram-se como sendo as principais populagbes celulares na fagocitose, fato também
observado por Blokchuis e colaboradores em 2000. Estes mesmos autores afirmaram
nao existir consenso sobre quais células fazem o papel fundamental no processo de
absorgcédo. Lane e Bostrom (1998), citados por Blokchuis e colaboradores (2000),
afirmaram que células gigantes presentes na reacao tipo corpo estranho parecem estar
envolvidas no processo de absorcao parcial da hidroxiapatita e ndo os osteoclastos. Ja
Dennis e colaboradores (1992) e Yamada e colaboradores (1997a) sugerem que
existem evidéncias em varios estudos que os osteoclastos sdo responsaveis pelo
processo de reabsor¢cédo das ceramicas de fosfato de calcio.

Os animais do Grupo | tiveram pequena diferenca quanto a absorcdo dos
materiais implantados. Esta menor absor¢cado do cimento, segundo Lu e colaboradores
(1999), pode ser atribuida a presenca do polimero de acrilamida, que diminuiria a
solubilidade e a fagocitose do cimento. Conforme o que fora discutido por Santos e
colaboradores (2001) a adicdo deste polimero ao cimento de fosfato de calcio
aumentaria a resisténcia mecanica deste, que implicaria em maior energia de ligagédo
entre as particulas do cimento e consequientemente maior dificuldade para a sua
absorgéo.

O processo de absorgéo encontrado no grupo da bioceramica apresenta diversas
vantagens para o organismo como referido por Blokchuis e colaboradores (2000). A
primeira, € que nenhum corpo estranho permanecera no organismo. A segunda, o
remodelamento do novo osso formado ndo é influenciado pela ceramica e a terceira,
apos a absorcéo da ceramica o osso remodelado € mais resistente mecanicamente.

Este processo de absor¢cao do enxerto e da ceramica encontradas nos grupos
experimentais (I e Il) denomina-se “creeping substituition”, sendo semelhante ao
processo de remodelamento ésseo, ou seja, o enxerto é lentamente absorvido e
substituido por osso neoformado. Este processo de substituicdo éssea é lento podendo
levar meses, anos ou nunca ocorrer em sua plenitude (STEVENSON, 1993; PARKER,
1996; MARTINEZ & WALKER, 1999; YUAN et al.,, 2000). Ressalta-se ainda que o
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processo de substituicdo & lento, podendo levar meses, anos, ou nunca ocorrer em sua
plenitude (STEVENSON, 1993; PARKER, 1996; MARTINEZ & WALKER, 1999).

Permite-se acreditar que a semelhanga ocorrida quanto a osteocondutividade entre o cimento de fosfato de calcio do
Grupo | e enxerto 6sseo do Grupo I, podem ser explicadas pelo processo de “creeping substituition”, ou seja, os osteoblastos
produzem novo osso aplicando-o na superficie das cerdmicas como se a absorgao realizada pelos osteoclastos destas ceramicas
fossem parte do processo de remodelamento ésseo. Cabe ressaltar que fato semelhante foi reportado por Yuan e colaboradores em
2000.

Conforme proposto por Carrodeguas e colaboradores (1999), este
comportamento in vivo das ceramicas de fosfato de calcio pode ser descrito como
osteotransdutividade, que implica em absorcao e substituicdo por novo osso de forma
simultédnea. A sua velocidade esta fortemente influenciada pelo local de implantacéo,
idade do individuo receptor e o tipo de cimento de fosfato de calcio empregado. Este
termo também poderia se enquadrar nos enxertos 6sseos, j4 que a sua porgcao
mineralizada também tem que sofrer o mesmo processo de substituigao.

A osteocondutividade e osteotransdutividade do enxerto 6sseo e do cimento de
fosfato de calcio foi demonstrado no presente estudo, pela implantacédo entre as
superficies 6sseas das articulagdes tibio-tarsicas e formagdo de osso novo diretamente
sobre a sua superficie em formacdo de lacunas. Ooms e colaboradores (2003),
investigaram as propriedades fisico-quimicas e biologicas de um novo cimento de
fosfato de célcio implantado, em forma de pasta, em defeitos produzidos em corticais de
tibias de coelhos. Mesmo o material apresentando-se “in situ” apés 24 semanas a
reabsorcao osteoclastica progressiva do cimento seguida pela formagédo de novo 0sso,
sugeriu que todo o material implantado poderia ser substituido lentamente. Os
resultados indicaram que o cimento de fosfato de calcio avaliado é biocompativel,
osteocondutivo, portanto, possui propriedades de osteotransdutividade e, por este
motivo, é candidato a substituto ésseo.

A diferenca quanto a absorcao entre os Grupos | e Il pode ser explicada por
Yamada e colaboradores (1997a), ao descreverem que a atividade celular de fagocitose
dos tecidos, a microporosidade e a composi¢céo das substancias quimicas do material
sdo quem determinam a extensao e a taxa de absorcdo. Desta forma, a atividade de

absorcdo é determinada pelos osteoclastos e o remodelamento pelos osteoblastos.
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Consequentemente, o processo de remodelamento do 0osso e a absorgdo do material
ceramico acontecem simultaneamente.

A integracgéo de tecidos ao cimento de o-TCP depende de varios fatores, como o
tamanho dos poros, e a reacdo do tecido hospedeiro (GOLDBERG et al., 1994; RUBIN
et al.,, 1994). O polietileno poroso e a hidroxiapatita sélida sdo materiais porosos que
permitem o crescimento fibrovascular facilitando a integracdo da enxertia ao tecido do
hospedeiro (BIGHAM et al., 1999). Klawitter e Hulbert (1971), citados por Griffon em
2002, estabeleceram a necessidade da presenca de poros nas ceramicas, para permitir
o crescimento de novo osso. A porosidade das ceramicas influenciaria a sua
osteocondutividade por formar um arcaboucgo para migracdo de vasos sangilliineos e

deposicéo de novo 0sso no sitio de implantagdo (BLOKCHUIS et al., 2000).

A avaliagdo macroscépica externa e interna de cimento de o-TCP, mesmo tipo de cimento utilizado neste estudo em forma
de esfera, apresentado por Oria em 2004, mostrou aparéncia solida e uniforme nao sendo possivel a visibilizagdo da arquitetura dos
poros como referido em outros tipos de hidroxiapatita. O autor observou, ainda, que durante avaliagdo por microscopia eletrénica de
varredura, uma estrutura compacta com diminutos microporos (0,5-5,6um), e auséncia de canais de interconecgao nas superficies

externa e interna do implante de cimento de a-TCP, que impossibilitaram a penetragéo de tecido fibrovascular.

Relativamente a resisténcia mecéanica, Santos (2002) obteve valores de até 68 mega pascal (MPa) ao avaliar o cimento de
o-TCP utilizado neste estudo. Trata-se de um valor muito préoximo ao recomendado pelas normas American Society for Testing and
Materials (ASTM F451-86) e International Organization for Standartization (ISO 5833) para cimentos ésseos de polimetilmetacrilato

(70 MPa). Valor este muito superior quando comparado ao obtido com a hidroxiapatita de coral, 25-35MPa (CHU et al., 2002).

De acordo com Charriére et al. (2003), parece oportuna a manufatura de cimentos de fosfatos de calcio para utilizagdo em
tecido 6sseo, com macroporosidades de tamanhos e formatos controlados, visando a aumentar a osteocondugéo sem, contudo,
comprometer o suporte mecanico. Da mesma forma e frente a um material tdo resistente e compacto como o cimento de o-TCP
utilizado em nosso estudo, assim como por Oria (2004) e Moraes (2002) seria util o aumento de macroporosidades e canais de
interconecgao, para permitir a infiltragao do tecido fibrovascular e células osseas, conferindo melhor capacidade de incorporagdo e
absorgéo do material ceramico. Ferrone e Dutton (1992), obtiveram aumento significativo na vascularizagao de implantes de
hidroxiapatita de coral utilizado para preenchimento de cavidades anoftalmicas, que receberam orificios adicionais, sem prejuizos a
qualidade dos implantes.

Elder e colaboradores (2000), Welch e colaboradores (2003), Trenholm e
colaboradores (2005), assim como, Wheller e colaboradores (2005), avaliaram a
resisténcia mecanica de diferentes tipos de cimentos de fosfato de calcio e ressaltaram
que a demora na absor¢do das ceramicas, comparada ao enxerto ésseo esponjoso,
promovem um incremento na resisténcia mecanica por mais tempo. Este fato favorece a

utilizagdo destas ceramicas quando se necessita de maior resisténcia na aplicagéo de
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implantes metalicos, para suportar e evitar o colabamento do osso subcondral em
fraturas articulares e para o preenchimento do osso trabecular em fraturas vertebrais.
Assim, estes autores relatam que o enxerto 6sseo esponjoso pode ser substituido por
cimento de fosfato de calcio em determinados casos, em que a resisténcia mecanica é
requerida por muito tempo.

Moraes (2002), utilizou o mesmo material em radios de coelhos e observou
formacéo direta de osso sobre a cerédmica. Esta caracteristica pode ser atribuida
também a forma da aplicagdo do cimento que neste trabalho foi misturado e adicionado
ainda mole na articulagdo e a pega aconteceu no proprio sitio de aplicagéo
diferentemente dos dois experimentos citados anteriormente em que o cimento foi
aplicado em formato pré-estabelecido o que pode ter dificultado a formacdo de
porosidades e canais de interconexao que facilitariam a migragao de vasos sanguineos
e células d6sseas (CARRODEGUAS et al.,1999; BLOKCHUIS, 2002; GRIFFON, 2002).
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6. CONCLUSOES

Foi comprovada a biocompatibilidade, osteocondutividade e
osteotransdutividade do cimento de a fosfato tricalcico de dupla pega.

O processo de “creeping substitution” foi observado tanto nos enxertos 6sseos
quanto no emprego do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega. Porém, foi
observado ritmo de integracado e absorc¢éao diferenciado para cada grupo.

A menor absorgéo do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega pode estar
relacionada a presenca do polimero de acrilamida e a maior resisténcia
mecénica do cimento.

Assim, ha que se admitir que modificagdo na conformacao fisica, aumentando a
porosidade podera ser feita no cimento de a-fosfato de tricalcio, valendo-se de
tecnologias ja conhecidas para o processamento de materiais ceramicos, como
a introducdo de agentes espumantes, volateis e de materiais reativos
produtores de gases (oxigénio, gas carbdnico). Deve-se ressaltar que o
presente estudo é o primeiro a avaliar o cimento de a-fosfato tricalcio de dupla
pega em forma de pasta, com aplicagéo clinica e que, portanto, alteracdes a
serem introduzidas no material visando a se obterem resultados mais

satisfatorios, serdo necessarias.
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