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RESUMO

O reparo de defeitos 6sseos, com o uso de

materiais sintéticos e naturais
compativeis com o tecido o6sseo, sao
largamente utilizados pela comunidade
cientifica. O objetivo deste trabalho foi
avaliar “in vivo” o efeito da utilizacdo de
dois modelos de biomateriais a base de
hidroxiapatita visando a reparacado 6ssea
de defeitos produzidos na calvaria de
ratos. Apds periodo de 4 semanas as
amostras foram retiradas e observadas
sob microscopia de 1luz. A analise
morfolégica das amostras sem enxertia
demonstrou pouca reparacao cicatricial
dos cotos remanescentes enquanto que na
presenca de biomaterial ocorreu deposicao
tecidual. O grupo com hidroxiapatita
Natural (Bio-Oss®) ndo evidenciou
processo de absorcdo de sua estrutura
sendo apenas observado aposicao de
tecido conjuntivo. Em contraposicao, no
grupo hidroxiapatita nanométrica
(Nanobone®), foi notada presenca de
células osteoclasticas com absorcao
parcial da camada superficial e deposicao
de novas trabéculas oOsseas. Estes
resultados permitiram concluir que
particulas de hidroxiapatita menos densas

permitiram mecanismo de osteconducao

acelerada.

Palavras chave: biomateriais,

hidroxiapatita, reparacao, osteoconducao

ABSTRACT

The repair of bone defects, with the use of

synthetic and natural materials
compatible with the bone tissue are widely
used by the scientific community. The
objective of this work was to evaluate "in
vivo", the effect of using two sorts of
biomaterials, which have hydroxyapatite
as basic composition, aiming the
reconstruction of bone defects produced
in rat calvaria. After a period of 4 weeks,
the samples were removed and observed
under light microscopy. The morphological
analysis of the samples without grafting
showed little repair of healing stumps
remnants, while that in the presence of
biomaterial, tissue deposition occurred.
The group with natural hydroxyapatite
(Bio-Oss®) ,not evidenced process of
absorption of its structure, being only
observed affixing of connective tissue. On
the other side, with nano-hydroxyapatite
(Nanobone®), it was noticed the presence
of osteoclastic cells, with partial
absorption of the superficial layer and
deposition of new bone trabeculae. These
results lead us to conclude that less dense
particles of hydroxyapatite allowed

accelerated osteconduction mechanism.

Key words: biomaterials, hydroxyapatite,

repair, osteoconduction
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INTRODUCAO

Os biomateriais a base de
fosfato de calcio sdao frequentemente
utilizados em reconstrucoes maxilo-
faciais, como blocos para correcao de
lesbes na regiao de calota craniana,
reconstrucdes do osso alveolar devido
a periodontite severa como arcaboucos
com funcdo de mantenedores de
espaco para que o tecido circundante
possa apresentar condicoes
necessarias para sua aproximacao e
preenchimento por novas células
vivas. Dentre as bioceramicas a base
de fosfato de calcio, destacam-se:
hidroxiapatita (HA), B-fosfato tricalcico
(TCP) e wuma composicao bifasica
(HA/TCP). Estes materiais sao
totalmente aceitos pelo meio

fisiologico, sendo considerados

osteocondutores no processo de

substituicao por tecido 6sseo.!:2
Intimeros materiais

considerados osteocondutores vém

sendo pesquisados para esta
finalidade. Quando ocorre uma adesao
quimica entre o tecido oOsseo e a
superficie de um enxerto 6sseo sem a
interposicao de tecido fibroso, este
material €& considerado bioativo.!2
Tentativas de reproduzir a arquitetura
porosa do tecido 6sseo encontram-se
ainda limitadas pelo fato de que a

resisténcia mecanica dos materiais

produzidos sinteticamente € muito
baixa.3:4

As  bioceramicas  utilizadas
como enxertia na qualidade de
substitutos Osseos, sado apresentadas
comercialmente na forma densa e

porosa. Apesar destes biomateriais

serem utilizados de forma
indiscriminada, estes estao
diretamente associados a sua

condicao morfologica para permitir

melhores respostas do tecido
circundante. As particulas destes
biomateriais

podem apresentar

diferenciadas porosidades o que
influencia sua resisténcia mecanica
assim como o crescimento e
penetracao de novas células para o
interior de cada particula. O aumento
da porosidade promove uma
diminuicao da resisténcia mecanica do
material, enquanto que a existéncia de
poros com adequadas dimensoes
favorecem o crescimento do tecido,
proporcionando um melhor
entrelacamento entre oS novos

depositos de matriz o6ssea e o
biomaterial. Uma porosidade acima de
100 um favorece um bom suprimento
sanguineo, o que permitira uma
melhor migracao celular, aumentando
a possibilidade de depodsitos de tecido
0sseo.5 Quanto maior a porosidade

maior sera a dissolucédo do enxerto. A
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utilizacdo de processos de sinterizacao
de um biomaterial aumentam a
resisténcia a compressdo, porem
alteram as dimensodes destes poros® o
que podera prejudicar a penetracao
vascular e o possivel crescimento
0sseo.

Novos materiais ceramicos vém
sendo produzidos com distintos
tamanhos de poros. A disposicao
destes poros pode afetar a resposta do
tecido 6sseo, pois estara diretamente
relacionada a degradacao do

material.!

MATERIAL E METODOS

Procedimento Cirurgico

Onze ratos adultos (Rattus
norvegicus, variacao albinus, Wistar)
obtidos junto ao Biotério do IPEN
(Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, Sao Paulo - SP), sendo
alojados em gaiolas acomodadas
adequadamente em prateleiras
ventiladas, sob uma temperatura
controlada variando de 20°C a 22°C,
umidade relativa entre 30% e 70% e
ciclo luz-escuro com intervalo de 12
horas, durante todo o periodo do
experimento. Todos os animais
utilizados seguiram regras e

regulamentos da FELASA - Federacao

Européia de Sanidade de Animais de
Laboratorio.

Estes animais foram mantidos
sob quarentena durante
aproximadamente trés meses, com
alimentacao a base de racao e agua ad
libitum. Ap6és um  periodo de
adaptacao, animais pesando entre
350-400g foram submetidos ao
procedimento cirurgico.

Apb6s tricotomia da regido
fronto-parietal, foi aplicada solucao
anti-séptica de iodopovidona
(Iodopovidine® Sao José dos Campos,
Sao Paulo) como antidegermante. Uma
incisdo em forma de meia lua com
bisturi n°15 foi realizada no
tegumento de revestimento do cranio.
Posteriormente, com auxilio de um
destaca-periosteo, o retalho foi
levantado lateralmente, expondo a
superficie o6ssea da regido. Defeitos
circulares foram realizados (Fig. 1) no
osso parietal do lado esquerdo e
direito de cada animal (Fig. 2) a 1,5
mm de distancia lateralmente a
sutura sagital, com trefina (didmetro
externo = 5 mm) em baixa rotacao, e
irrigacao com solucao salina
abundante. A superficie endocraniana
foi cautelosamente acessada com o
intuito de minimizar qualquer lesdo a

dura-mater (Fig. 1).
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Periésteo

Osso Parietal

Dura Mater

' Margem do defeito

pramm—— Areado defeito

Figura 1 — Ilustracao do defeito 6sseo.

Como avaliacdo comparativa
estrutural, um animal permaneceu
sem ser operado para que fossem
analisadas as dimensodes Osseas
primarias do local cirurgico. Nos 10
animais restantes, foram inseridos
dois diferentes tipos de biomateriais
sempre na perfuracao direita (Fig.3),
deixando a esquerda como controle,

ou seja sem preenchimento. Cinco

animais receberam biomaterial
hidroxiapatita nanometrica
“Nanobone®” - Artoss,
Rostock, Alemanha - (Enxerto

constituido por particulas de fosfato
de calcio reforcadas com SiO, com
0,6mm de diametro sendo
considerados como Grupo Al
enquanto os outros cinco material
Bio-Oss® (Hidroxiapatita natural -
Geistlich Biomaterials, Wolhuser,

Suica) em particulas de Imm.

Fig. 2 - Regido de osso parietal onde
ferram realizadas perfuracdes circulares
deixando exposta a regido da dura-mater.

Os  tecidos moles foram
fechados utilizando técnicas de sutura
em camadas. Apdés a colocacao do
material teste, foi realizado
procedimento de sutura, com fios
Vicryl 4.0. Em seguida, foi realizada a

anti-sepsia com iodopovidona.

SR »

Fig. 3 — Na regidao de perfuracao direita,
foram inseridos os materiais de enxertia,
enquanto o lado esquerdo permaneceu
como controle, sem enxertia.

Todos 0s procedimentos

cirrgicos foram realizados sob

anestesia. Cada animal foi submetido
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a sedacdo, analgesia e relaxamento
muscular, por meio de uma injecao
intramuscular (2-2-xilidina) - 5.6-
dyhidro-4H-1.3-clorato thyazyn
(Rompum, Bayer, Sao Paulo, SP,
Brasil) (5.0mg/kg),

(Univet Acepran ® 1%, Sao Paulo, SP,

acepromazina

Brasil) (0.75mg/kg). Para a anestesia
geral, foi administrado Ketamina IM
(Ketamina®, Agener, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional SA, Sao Paulo,
SP, Brasil) (35mg/kg). Durante todo o
procedimento, os animais foram
mantidos em anestesia profunda por
20 a 40 minutos.

Durante os dois primeiros dias
de pés-operatorio, doses de analgésico
paracetamol (10 mg / kg gotas
diluidas em agua potavel - Tylenol ®,
Sao José dos Campos, SP, Brasil)
foram administrados. A cada 48 horas
apoOs a cirurgia, durante os primeiros
10 dias, as areas traumatizadas foram
limpas com uma solucao asséptica
(Iodopovidine ®). Quanto a
cicatrizacdo do tecido superficial,
nenhum problema foi observado
durante todo o periodo experimental.

Aguardou-se 4 semanas de
reparacao sendo as amostras retiradas
e encaminhadas para analise

histologica sob microscopia de luz.

Este experimento foi aprovado
pela comissao de ética animal com o

numero 91/11.

Preparacao das Amostras para
Analise Histolégica

Os animais foram submetidos a
hipoxia, apés quatro semanas “in
vivo”, em uma camara de gas CO,
para sacrificio de roedores onde
receberam um fluxo de ar contendo
100% de CO, durante 5 minutos. O
tecido contendo biomaterial e tecido
reacional foram removidos,
juntamente com o tecidos adjacentes,
fixados com solucao de
paraformaldeido a 0,4% em O0,1M
tampao de cacodilato de soédio (pH 7.4)
e posteriormente desidratadas em
uma série de alcoois de graduacao
crescente. Terminado este processo
foram embebidas em misturas de xilol
e metilmetracrilato para entdo serem
incluidas em metilmetacrilato
Technovit 9100 (Heraeus
Kulzer. GmbH, Alemanha) nova sem
serem descalcificadas. Posteriormente,
as amostras foram, serialmente
seccionadas coronalmente em seccoes
com S um de espessura através de
microtomo de impacto Leica 2405. As
seccoes, incluindo o centro do defeito,

foram coradas com Von kossa e
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microscopia de luz.

RESULTADOS

A analise sob microscopia

optica do grupo nao operado (Fig. 4)

demonstrou existéncia de pequena

espessura da tabua 6ssea com

500 pm

arquitetura uniforme e tecido osseo
bastante mineralizado com poucos
espacos para difusdao de vasos
sanguineos, situacao anatdémica que

pode ter interferido na neoformacao

Fig. 5 — Local do osso parietal, onde foi
realizada a perfuracdo sem insercao de
enxertia. Nota-se presenca dos cotos
Osseos sem reacao aparente apoés periodo
de 4 semanas. Coloracao Von Kossa.

Alem disso nao se pode notar

O0ssea durante as fases de reparacao - .
reparacao 0ssea proveniente dos cotos

tecidual. o0sseos resultantes da fresagem com

trefina. Quando do preenchimento
com particulas de biomaterial natural,
as particulas de Bio-Oss® nao

apresentaram alteracdo estrutural
ap6s periodo de 4 semanas, porem

mostraram intima aderéncia de tecido

conjuntivo colageno impregnado de

células (Fig.6).

100 ym

Fig. 4 — Corte sagital da zona de osso
parietal, onde se pode notar a espessura
original da cortical 6ssea. Coloracao Von
Kossa.

Os grupos controle

demonstraram pequena reacao

tecidual com formacdo de tecido

conjuntivo fibroso de protecdao para

nervoso e Fig. 6 — Grupo com enxertia Bio-0ss®,
onde as particulas demonstram estar
intactas sem processo de absorcao e
deposicao 6ssea. Coloracdao Von Kossa.

isolamento do tecido

periosteo (Fig. 5).
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Optica também nao evidenciou
atuacao de macréfagos e nem tao
pouco  degradacdao  quimica do
material, o que exibe uma dificuldade
de penetracdo vascular e muito pouca
atividade inflamatoéria. Quando nos

defrontamos com a avaliacdo dos

animais submetidos a enxertia com . .
Fig . 7 — Grupo com enxertia NanoBone®,

biomaterial de nanocristais reforcadas onde os granulos apresentam circundadas

) com células osteoclasticas (Setas),
com Si0o (NanoBone®) foram digerindo parte superficial das particulas.
observadas concentracoes de Coloragao Giemsa

inumeras células osteoclasticas (Fig.
7) degradando a superficie e parte da
estrutura interna do biomaterial,
abrindo caminho para migracao de
novas células osteoblasticas cujo
crescimento e fixacdo proporcionou a
deposicao de wuma nova matriz
ostedide. A analise sob coloracdao Von

Kossa demonstrou que uma nova

trabécula o0ssea nas proximidades dos .
enxertia

Fig.8 - Grupo com
NanoBone®,parte das particulas foi
digerida por acdo osteoclastica, sendo
depositado novo tecido oOsseo (Seta)
diretamente por sobre o biomaterial.
Coloracao Von Kossa.

cotos cirurgicos, apresentando
caracteristicas de matriz odssea

mineralizada (Fig. 8). Mesmo nas

regioes mais internas destas
particulas de biomaterial, pode-se
notar presenca de células colonizando
esta estrutura, o que significa que
vasos sanguineos devam ter também
penetrado na direcao dos biomateriais

0 que caracteriza uma intensa

vitalidade tecidual.

DISCUSSAO

Os enxertos de osso autégeno
sdo  considerados os  melhores
biomateriais para reconstrucao ossea,
porem a sua retirada promove uma
maior morbidade ao paciente. Como

forma de contornar os efeitos adversos

de sua remocdo, novos materiais
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sintéticos e de origem animal, foram
inseridos no mercado. A partir da
década de 90, as hidroxiapatitas
foram melhores e mais utilizadas pela
odontologia demonstrando potencial
de 15 a 20% para neoformacao Ossea.
McAllister,” demonstraram que o 0SSO
bovino manteve maior volume e
densidade a longo prazo quando
comparado ao 0sso  autogeno.
Portanto particulas maiores podem ser
lentamente ou nao serem reabsorvidas
pelo organismo. Em alguns estudos, a
matriz 6ssea bovina demonstrou ser
rapidamente substituida por osso
neoformado, enquanto em outros se
observou pouca reabsorcao lacunar,
indicando lento processo de
reabsorcao, ou até mesmo auséncia de
degradacao.”. 8

O material sintético vem sendo
desenvolvido com intuito de melhorar
a reparacao tecidual. Dentro deste
grupo encontramos as bioceramicas
que auxiliam na deposicao 6ssea por
serem  bioinertes, osteofilicos e
osteocondutoras. Estes materiais sao
derivados de calcio, como o carbonato
e fosfato de calcio. Os biomateriais
como fosfato tri calcio (TCP) e
hidroxiapatita (HA) sdo elementos que
se ligam diretamente ao osso, pois se
assemelham

quimicamente e

cristalograficamente a este tecido. A

diferenca entre estes dois biomateriais
€ o maior grau de reabsorcao
apresentado pelos fosfato tri calcio.

O atual estudo demonstrou que
a resposta a uma cicatrizacdo ossea,
em termos da natureza e progressao
de reparacédo, varia consideravelmente
dependendo do tipo de substituto
O0sseo utilizado. Em trabalhos, onde os
autores utilizaram biomaterial a base
de sulfato de calcio,® foi observada
uma rapida degradacao sugerindo que
esta situacao ocorreu através de uma
dissolucao quimica. Devido a liberacao
de grande quantidade de calcio no
meio extracelular, pode ter ocorrido
alteracées do pH local resultando em
uma resposta inflamatoria
deficitaria.1© A utilizacdo de b-TCP
como biomaterial também resultou em
liberacdo de ions Caz e POy
promovendo alteracdes no PH local.!!
A falta de estabilidade de um
biomaterial frente a acao inflamatoria
pode prejudicar processos de adsorcao
de proteina, a ligacdo entre as
células.?

Os biomateriais utilizados neste
estudo com componente nanometrico
de fosfato de calcio e Si exibiram um
comportamento altamente
osteocondutor com penetracao
vascular e aposicao de tecido 6sseo na

porosidade periférica de seu substrato
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durante as 4 semanas. A formacéao de
novos depositos de tecido 6sseo parece
estar vinculada a adsorcao de células
com certa organizacdo para com a
superficie do biomaterial. A resposta
biologica das nanoparticulas
reforcadas com SiO; foi
particularmente mais evidente e
podem estar ligados a presenca de
silicio na constituicao do substituto
O0sseo. Silicio é essencial a saude
vascular 12 e desempenha um papel
na mineralizacdo 6ssea 13-15 e sintese
de colageno.!516 Biomateriais de
fosfato de calcio com Si apresentam
uma maior absorcdo in vivo quando
comparados as hidroxiapatitas
tradicionais. 17

A absorcao das particulas de
fosfato de calcio reforcadas com SiO;
durante as 4 semanas nao prejudicou
a reparacao tecidual no local do
defeito. As particulas mantiveram o
espaco biologico favorecendo a fixacao
de células que iniciaram a deposicao
ossea. Em contra posicao, as
Hidroxiapatitas naturais
demonstraram ser menos porosas
dificultando a absorcao superficial
evidenciando apenas uma reparacao
adaptiva.18.19 Esta dificuldade de
degradacao inicial pode ter obstruido

a migracao de tecidos regenerativos

durante e posteriormente ao processo

inflamatorio.
0] tratamento com um
arcabouco  porosos  relativamente

estaveis pode ter acelerado a
penetracao de tecido 6sseo maduro em

zonas superficiais de suas particulas.

CONCLUSOES

Segundo o atual trabalho e
baseado na literatura cientifica 29, os
biomateriais com nanocristais e
reforco de SiO, NanoBone®
demonstraram boa aceitacdo pelo
organismo do animal assim como uma
degradacao equilibrada permitindo
uma boa interacdo com o novo tecido
depositado e acelerado processo de
osteoconducdo. Em contraposicao as
particulas de HA natural (Bio-Oss®)
mantiveram o espaco para migracao
Ossea porem a cristalinidade deste
biomaterial nao permitiu a penetracao
de células o que impediu sua absorcao

e deposicdo de nova matriz 6ssea.
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