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Resumo

Os modelos de formagdo de 0sso ectopico sdo extremamente usuais na
avaliacdo da formacao 6ssea por células-tronco, por fatores de crescimento e
por novos biomateriais. Um compdsito a base de hidroxiapatita e pentoxido de
niobio foi testadoem modelo de avaliacdo ortotopica (defeito de tamanho critico
na calvaria), sendo considerado biocompativel, bioativo e apresentando
evidéncias de propriedade osteoindutoras. O objetivo deste estudo foi testar o
potencial osteoindutor do composito enriquecido com pentéxido de nidbio,
empregando um modelo de avaliacdo ectopica. Amostra do compdésito (teste)
foi implantada na regido posterior da pata traseira direita de ratos Wistar
enquanto que a pastilha de hidroxiapatita pura(controle) foi implantadana
mesma regido da pata traseira esquerda do mesmo individuo. Em ambos os
lados, o material foi implantado em posicdo subfacial entre os musculos
gastrocnémio e soleo. Os animais (n=5/grupo) foram mortos apo6s 7, 14, 21 e
28 dias. Os conjuntos musculares posteriores das pernas foramremovidos para
estudo ex vivo, com posterior processamento histolégico para coloracdo com
hematoxilina e eosina.A analise histolégica permitiu observar uma progressao
de acordo com os tempos de tratamento: no inicio havia intensa degeneracao
de células musculares devido ao procedimento cirargico, que foi sendo
reabsorvido e substituido por tecido normal. Nado foram encontrados sitios de
inflamacé&o proximos a pastilha, o que demonstra sua biocompatibilidade. Uma
intensa angiogénese foi observada, tanto em amostras controle como naquelas
implantadas com o compésito. Houve uma tendéncia ao encapsulamento do
material. Nao foi observado desenvolvimento de tecido 6sseo.
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Introducao

Os modelos de formagdo de 0sso ectopico sdo extremamente usuais na
avaliacdo da formacdo Ossea por células-tronco, por fatores de crescimento e
por novos biomateriais. Tais modelos apresentam vantagens Unicas sobre o0s
modelos ortotdpicos, incluindo uma falta relativa de estimulacdo de citocinas e
a interacdo célula a célula com células enddgenas (hospedeiras) formadoras
de ossos.Tais caracteristicas favorecem a formacédo Ossea experimental e
controlada, in vivo (SCOTT et al, 2012). Um compoésito baseado em
hidroxiapatita e pentoxido de niobio foi testado em modelo de regeneracdo
ortotépica (defeito de tamanho critico na calvaria), sendo considerado
biocompativel e bioativo e apresentando forte evidéncias de possuir
propriedade osteoindutora.Demonstramos recentemente, em estudo estrutural
da interface biomaterial-osso que o compdsito baseado em hidroxiapatita e
pentoxido de nidbio (HA-Nb) na forma de pastilha, foi bioativo, biocompativel e
promoveu osteoconducéo e osseointegracdo quando implantado em defeito de
tamanho critico na calvaria de ratos. Grande quantidade de vasos sanguineos,
células osteogénicas e osteoclastos foram vistos na superficie dos materiais
(KIYOCHI JUNIOR, 2013). Posteriormente, seu potencial osteoindutor foi
demonstrado (CANDIDO, 2014). Considerando o potencial biolégico deste
biomaterial, o objetivo deste estudo foi testar o potencial osteoindutor do
compésito, empregando um modelo de avaliacdo em sitio ectopico.

Materiais e métodos

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, pesando entre 150-200g.
Os animais foram mantidos antes do experimento em caixas de polipropileno
em numero de 5 animais/caixa em ambiente com temperatura controlada de 22
+ 2°C, 50% de umidade e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a
agua e racao.

Para o experimento, foram utilizados 20 ratos. Sob efeito de uma solucéo
anestésica, utilizando uma mistura de xilazina e quetamina na proporcao 1:1,
os animais foram epilados manualmente na regido lateral da perna, para
delimitacdo do sitio cirdrgico. Posteriormente, foi realizada a desinfeccdo da
pele com uma gaze embebida em iodopovidona (PVPI). Uma inciséo
longitudinal de aproximadamente 1 cm foi realizadainvadindo a pele,
subcutédneo e musculo posterior da perna (m. gastrocnémio e m. séleo). Entre
esses musculos foi inserido uma pastilha com forma de meia lua composta de
hidroxiapatita (grupo controle) de um lado do animal e uma pastilha de um
composito baseado em hidroxiapatita e pentdéxido de nidbio na perna do outro
lado do animal. O fechamento da incisao foi feito por meio de 3 pontos simples
na pele, com fio de nylon e posterior limpeza com soro fisiologico e nova
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aplicagdo de PVPI. Os animais (n=5/grupo) foram mortos apos 7, 14, 21 e 28
dias. Para a eutanasia foi empregada o tiopental numa dose de 120 mg/Kg, e o
conjunto muscular posterior da perna foi removido para estudo ex vivo, com
posterior processamento histologico para inclusdo em parafina e coloracdo com
hematoxilina e eosina.

Resultados e discussao

* Observacéao do grupo tratado por 7 dias
Os grupos tratados com HA e com HA-Nb demonstraram aspectos histologicos
semelhantes. Foi possivel observar um aglomerado de células baséfilas ao
redor do local de implantacdo da pastilha, junto com restos de células
musculares. Observamos também uma capsula se formando ao redor da
pastilha. Além disso, havia uma grande quantidade de vasos se formando,
inclusive junto com a capsula.

* Observacgéao do grupo tratado por 14 dias
Os grupos tratados com HA e com HA-Nb demonstraram aspectos histoldgicos
semelhantes. Observamos uma diminuicdo das células basofilas e uma
degeneracdo muscular menos intensa, quase imperceptivel nas laminas. A
capsula ao redor do sitio de implantacdo da pastilha estava formada e havia
intensa presenca de vasos na capsula e no tecido pericapsular.

* Observacéao do grupo tratado por 21 dias
Os grupos tratados com HA e com HA-Nb demonstraram aspectos histologicos
semelhantes. Nao observamos nesse tempo de tratamento areas de
degeneragcdo muscular, nem de tecido basofilico ao redor das pastilhas.
Entretanto, ha muitos vasos formados na capsula e no tecido pericapsular.

* Observagéao do grupo tratado por 28 dias
Os grupos tratados com HA e com HA-Nb demonstraram aspectos histologicos
semelhantes. Nao observamos nesse tempo de tratamento areas de
degeneracdo muscular, nem de tecido basofilico ao redor das pastilhas.
Entretanto, ha muitos vasos formados na capsula e no tecido pericapsular.

N&o foi possivel observar, histologicamente, distincdo entre os grupos tratados
com HA ou HA-Nb. Em ambos os tratamentos, nos grupos de 7 e de 14 dias,
houve intensa destruicdo do tecido muscular préximo ao local de implantacdo
da pastilha e aparecimento de células basoéfilas — polimorfonucleadas, que foi
devido, provavelmente, ao procedimento cirdrgico para o implante, ja que a HA
ndo induz atividade inflamatéria (KIYOCHI JUNIOR, 2012) Como,
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histologicamente, os grupos tratados com HA e HA-Nb obtiveram resultados
semelhantes, acreditamos que esse composito também néo induz atividade
inflamatoéria.

Além disso, a observacdo da neoformacao angiogénica no tecido intracapsular
e pericapsular demonstra que ambos os compdsitos sdo biocompativeis e,
possivelmente, favoraveis a osteogénese, ja que a angiogénese desempenha
um papel crucial no crescimento e reparacado 0ssea (KANCZLER; OREFFO,
2008).

Conclusodes

Podemos concluir que tanto a pastilha de HA quanto a de HA-Nb foram
biocompativeis em sitio ectépico intramuscular de ratos Wistar.
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