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Resumo

Introdugdo: Dentre os biomateriais a base de fosfato de célcio utilizados como substitutos sseos, a hidroxiapatita (HA) e biovidro (BV)
sdo bastantes promissores devido a sua biocompatibilidade, unido quimica ao o sso natural e possuir propriedades osteocondutivas.
Objetivo: Avaliar a resposta tecidual apds aimplantagdo de arcabougos de HA e HA com BV em dois diferentes formatos. Metodologia:
Em 15 ratos Wistar foi confeccionado um defeito critico na regido de calvaria. Estes animais foram distribuidos aleatoriamente
para implantagdo de: granulos de HA; granulos de HABV; disco de HA; disco de HABV; e controle (sem implantagdo de biomaterial),
com eutanasia em 15 dias pds-operatorios. Resultado: Apos analise histomorfométrica observou-se que a neoformagdo éssea em
todos os grupos foi restrita as regiGes de bordas do defeito, com maior extensdo nos grupos em que foram implantados os discos.
O disco de HABV favoreceu a uma maior area de matriz ostedide. Os biomateriais com biovidro demonstraram ser mais rigidos e
mantiveram-se no defeito, enquanto que os que tinham apenas HA foram degradados rapidamente. Em todos os grupos, a resposta
tecidual aos biomateriais foi adequada, com uma discreta reagdo inflamatodria cronica granulomatosa distribuida de forma difusa.
Conclusées: Os biomateriais foram biocompativeis. Os biomateriais em formato de disco favoreceram uma melhor neoformagao
dssea do que quando em formato de granulos, independente das composi¢Ges; quando em formato de disco, a composi¢ao HABV,
favoreceu uma maior area de neoformacdo 6ssea; quando em formato de granulos, as composigdes HA e HABV, favoreceram uma
neoformacdo éssea semelhante, em area e extensao.
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Abstract

Introduction: Among biomaterials based on Calcium Phosphate used as bone substitutes, hydroxyapatite (HA) and bioglass (BV) are
very promising due to its biocompatibility, chemical union to natural bone and osteoconductive properties. Objective: To evaluate
the tissue response after implantation of structures of HA and HA with BV in two different formats. Methodology: A critical defect
was made in 15 Wistar rats on their calvaria. These animals had randomized distribution for implantation of: HA granules; HABV
granules; HA disk; HABV disc; and control (without implantation of biomaterial), with euthanasia at 15 days post-surgery. Result:
Histomorphometric analysis showed that bone formation in all groups was restricted to the edges of the defect regions, with a greater
extent in the groups where the discs were implanted. HA disc with Bioglass favored a larger area of osteoid matrix. Biomaterials
with Bioglass demonstrated to be more rigid and remained in default, while those only HA were degraded rapidly. In all groups,
the tissue response to biomaterials was adequate, with a mild chronic granulomatous inflammatory reaction distributed diffusely.
Conclusion: Biomaterials showed to be biocompatible. Biomaterial in discs favored better bone formation when compared to granules,
independently of compositions; in disc format, HABV composition favored a larger area of bone formation; when in granule form, HA
and HABV compositions favored a new bone formation similar in area and extension.
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INTRODUCAO

A depender da magnitude da lesdo, o tecido
O0sseo tem a capacidade de se regenerar espontanea-
mente3, porém, em perdas dsseas maiores (defeitos
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Gsseos criticos), a regeneragdo ocorre de forma limitada
com formacdo de tecido fibroso*°. Nestas situacdes, ha
necessidade de utilizar enxertos ou substitutos dsseos.
A utilizacdo dos procedimentos de enxertia é restrito,
devido, a limitacdo de areas doadoras e a necessidade
de procedimento cirurgico adicional, aumentando assim
a morbidade do paciente®”’.

Diante destas dificuldades, a bioengenharia tecidu-
al dssea colige conhecimentos de diversas areas como a
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medicina, biologia e engenharia, para o desenvolvimento
de materiais biocompativeis, com caracteristicas seme-
Ihantes ao tecido que se deseja recuperar®.

Biomaterial é definido como qualquer substancia
ou combinagdo de substancias, que ndo sejam drogas ou
farmacos, de origem natural ou sintética, que podem ser
usados a qualquer periodo de tempo, como parte ou todo
de um sistema, que trata, aumenta ou substitui quaisquer
tecidos, 6rgdos ou fungdes do corpo®°. Estes biomateriais
devem ser imprescindivelmente biocompativeis, ou seja,
ndo devem estimular ou provocar o minimo de reagdes
alérgicas e/ou inflamatdrias, além de atender ao requisito
para o qual foram desenvolvidos®’.

Estes biomateriais podem ser sintetizados nas
mais diversas formas de apresentacdo (blocos, granulos,
membranas, microesferas e outras) e possuir variadas
composi¢cdes. O formato do biomaterial é definido de
acordo com o defeito ésseo. Reconstrugdes em altura,
espessura ou ambas exigem materiais em bloco, parti-
culas sdo apropriadas para preencher defeitos 6sseos
pré-existentes ou cirurgicamente criados!® %,

Os que se apresentam em formato bloco oferecem
um maior suporte para a migragao celular e angiogénese,
preenchem todo o defeito, mesmo em tamanhos criticos.
Estes arcaboucos sdo estruturas tridimensionais que
podem atuar como substitutos até o reparo/regenera-
¢do tecidual e sua bioreabsorgdo, servem de suportes
para a formacdo tecidual e tentam mimetizar o tecido
adjacente?.

Os biomateriais ceramicos possuem densidade
moderada, elevada biocompatibilidade e boa resisténcia
a compressao, podem substituir tecidos duros como 0ssos
e dentes, mas apresentam baixa tenacidade a fratura e
dificuldade de processamento, e algumas sofrem degrada-
¢do de suas propriedades mecanicas em meio fisioldgico .

Dentre as ceramicas, o fosfato de calcio hidroxiapa-
tita (HA) tem sido o mais utilizado em diferentes técnicas
regenerativas ésseas’®, devido a sua biocompatibilidade,
semelhanga com componentes inorganicos do 0sso, ndo
transmitir doengas??, ser osteofilico e osteocondutor?3,
Porém, devido a sua alta cristalinidade e demais proprie-
dades mecanicas, sua aplicagdo ndo é indicada em locais
sujeitos a tragdo* 4,

A degradacdo da HA no organismo depende de
fatores como pH, composicdo e cristalinidade do bioma-
terial'. Este mecanismo pode ser mediado por dissolugdo
quimica, por agdo dos osteoclastos'® ou por fragmentac¢ado
de suas particulas, acompanhada de neoformacgdo dssea
no interior dos poros?®.

Outros biomateriais ceramicos bastante promisso-
res sdo os biovidros (BV). Estes foram desenvolvidos para
aplicagdo médica no final da década de 60, apresentam
pouca ordenagdo em sua estrutura atdmica, sdo amorfos,
bioativos e osteocondutores . A sua principal caracte-
ristica é a capacidade de promover uma rapida e duravel
ligagdo quimica, através de uma interface, com o tecido
Osseo'®. Ao entrar em contato com fluidos corporais,

estes materiais desencadeiam diversas reagdes quimicas,
seguidas por dissolucdo e formagdo de um gel recoberto
por fosfato de calcio, que posteriormente se cristaliza em
hidroxicarbonato apatita® .

Os biovidros sdao compostos praticamente por
fésforos e/ou silica (silicatos). Sendo os biovidros sem
silica mais facies de serem fundidos e quimicamente mais
instaveis que os silicatos. Os biovidros silicatos, possuem
um alto nivel de Na,O e CaO, caracteristica para que
estes sejam muito reativos quando colocados em meio
aquoso®,

A habilidade de um biovidro se ligar ao tecido
Osseo, sofrer biodegradagao e formar uma camada su-
perficial de apatita, varia em fung¢do da sua composicdo
e relagdo dos seus constituintes.

Por muitos anos pensava-se que a formagdo de
uma camada biologicamente ativa de hidroxicarbonato
de apatita (HCA) superficial era requisito critico para o
comportamento bioativo!*. Mas estudos atuais mostram
que a formacgdo desta camada HCA é util, mas ndo a fase
critica de reacdo para a regeneragdo 6ssea. Sendo de
extrema importancia o controle das taxas de liberagdo de
produtos idnicos de dissolugao, especialmente concentra-
¢Oes criticas de silica soltvel e ions de calcio®.

A adicdo do biovidro a hidroxiapatita visa melho-
rar suas propriedades, aumentar a dissolugdo quimica e
aumentar a bioatividade do biomaterial.

Desta forma este estudo visou avaliar a resposta
tecidual apds a implantagao de biomateriais de HA e HA
com BV em dois diferentes formatos.

METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisas no Uso de Animais (CEUA), do Instituto de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia (ICS-
-UFBA), sob o protocolo n2 038/2012 e os biomateriais
utilizados foram produzidos e cedidos pelo Laboratdrio
de Ceramicas do Instituto Militar de Engenharia (IME-RJ).

Foram utilizados 15 ratos (Rattus novergicus Wis-
tar), albinos, machos, com peso entre 350 a 400 gramas,
fornecidos pelo biotério da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS). Estes animais foram distribuidos
aleatoriamente para composi¢do cinco grupos: GHA (im-
plantagdo de granulos de HA); GHABV (implantagdo de
granulos de HA com Biovidro); DHA (implantagdo de disco
HA), DHABV (implantac¢do de disco de HA com Biovidro)
e CON (sem implantagao de biomaterial, preenchimento
apenas com o coagulo sanguineo), com 3 animais em
cada grupo, e avaliados em um ponto bioldgico de 15
dias pds-operatdrio.

Para a realizacdo dos procedimentos cirurgicos,
os animais foram submetidos a sedac¢do e anestesia geral
com injec¢do intramuscular de cloridrato de xilazina (0,04
mL / 100 g) e cloridrato de cetamina (0,1 mL / 100 g),
respectivamente. Apds a tricotomia e antissepsia foi reali-
zada uma incisdo cutanea bicoronal na regido da calvaria
e o tecido subcutaneo foi divulsionado. Confeccionou-se
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um defeito critico, com média de 8,5 mm de didametro e
aproximadamente 0,8 mm de espessura, da por¢gdo me-
diana dos ossos parietais, juntamente com a dura-mater

com uma broca trefina média (Figura 1). Os biomateriais
foram implantados, de acordo com seus respectivos
grupos experimentais, exceto para o grupo controle?* 22,

Figura 1 — Etapas do procedimento cirdrgico

Legenda: (A) Divulsdo do tecido subcutdneo e musculos, e marcagdo do defeito; (B) remogdo do fragmento dsseo; (C) preenchimento do defeito

com biomaterial de acordo com o grupo.

Fonte: ALMEIDA%

Apds a cirurgia, suturou-se o tecido subcutaneo e
a pele com pontos simples. No ponto biolégico de 15 dias
pds-operatorio, os animais foram eutanasiados e as cal-
varias foram fixadas em formalina, reduzidas nas laterais
e divididas em porgdo anterior e posterior (Figura 2). A

Figura 2 — Esquemas e fotos da calvdria

porgdo posterior foi descalcificada com acido nitrico a 7
% durante 7 dias, e apds processamento histologico, foi
incluida em parafina e corada com Hematoxilina-eosina
(HE) e Tricrémico de Masson-Goldner (TMG).

C  Area Do Defeito
Regido de
Interesse

Bordas
Osseas

Legenda: (A) redugdo nas laterais; (B) divisdo da calvdria em porg¢do anterior e posterior; (C) corte transversal da drea seccional do defeito

Fonte: ALMEIDA?

RESULTADOS E DISCUSSAO

A neoformagdo éssea em todos os grupos foi
restrita as regiGes de bordas do defeito, e no grupo em
gue houve implanta¢do do disco de HA, observou-se
também a formagdo deste tecido na superficie externa
do biomaterial. Houve uma maior neoformagdo dssea
em extensdo linear nos grupos em que foram implan-
tados os discos (DHA e DHABV — 24 %), superando os
grupos em que houve implantagdo de granulos (GHA—18
%, GHABV — 16% e CON — 8 %) (Figura 3).
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Em contrapartida, quando foi analisada a drea total
neomineralizada, o disco de HA + Biovidro favoreceu a
uma maior formacdo de matriz ostedide (13 %) em relagdo
aos demais grupos (DHA — 3 %, GHA — 18%, GHABV — 3
% e CON — 2 %).

Esta neoformagdo pode ter sido decorrente da lesdo
tecidual durante o procedimento cirurgico, onde fatores de
crescimento e de diferenciagdo celular sao liberados para
que as células osteoprogenitoras presentes no peridsteo
do osso adjacente sdo estimuladas a se diferenciar em
osteoblastos e sintetizar uma nova matriz éssea”.

333



Renata dos Santos Almeida et al.

8
- 6
E
E
@
g ELD
0
w WELN
§
5 2 T T T
0
A GHA GHAB DHA DHAB CON
10
8 i
&
£
£
2 6
% uATD
o
g 41 BATH
n
y
g
ad |
0-
B GHA GHAB DHA DHAB CON

Figura 3 — Comparagdo da Neoformagdo dssea entre os grupos

Legenda: (A) Extensdo linear; (ELD) Extensdo linear do defeito; (ELN)
Extensdo linear neomineralizada; (B) Area do defeito; (ATD) Area total
do defeito; (ATN) Area total neomineralizada.

Fonte: Elaboragdo do autor

Os biomateriais que continham biovidro na
sua composi¢do (GHABV e DHABV) demonstraram ser
mais rigidos e mantiveram-se no defeito, enquanto
qgue os que tinham apenas HA foram degradados mais
rapidamente. Este fato pode ter sido decorrente do
processo de sinterizagdo que os biomateriais foram
submetidos, que pode ter modificado a estrutura do
biovidro e formou pontos de cristalizacdo, de forma a
modificar sua solubilidade?®*.

Os granulos (GHA e GHABV) preencheram toda
a regido de extensdo do defeito e apresentaram uma
grande variagdo no tamanho das particulas (45 a 550 um),
com predominancia de particulas grandes, semelhantes
a espessura do osso remanescente (Figura 4). Este fato
pode ser desfavoravel a regeneragdo, uma vez que estas
particulas ndo permitem a organizagdo do biomaterial em
camadas e a formacdo de intersticio entre elas.

Figura 4 — Organizagdo dos grdnulos na regiéo do defeito

Legenda: (A) Grénulos de HA; (B) Grénulos de HA com Biovidro; (*) Par-
ticula do biomaterial; (TC) Tecido conjuntivo; (--) Diferen¢a no tamanho
das particulas; (IF) Infiltrado inflamatdrio; (A- HE 4x; B- TMG 10x)

Existe uma grande discussdo nos relatos descritos
na literatura referente ao tamanho das particulas. Alguns
autores referem que granulos muito variados podem pro-
vocar reagdo inflamatdria exacerbada*?¢. Qutros autores
propuseram que uma grande variagao de distribuicdo
do tamanho faz com que os granulos menores ocupem
0s espacos entre as particulas maiores, o que reduz o
intersticio e o potencial regenerativo, devido a obstrugdo
do espago necessario para a migragdo celular e formagao
vascular?. Porém, estudos® afirmam que biomateriais
com grande variagao na distribuicdo do tamanho das par-
ticulas formam uma drea de superficie maior, em relagdo
a biomateriais com variagdo pequena, o que disponibiliza
maior nimero de sitios de adesdo para osteoblastos e
favorece a regeneragdo dssea.

Nos grupos em que houve a implantagdo de discos
(DHA e DHABV), notou-se que este foi menor do que o
defeito, com aproximadamente 6 mm de diametro, o que
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promoveu um distanciamento entre a borda dssea e o
biomaterial e o espaco foi preenchido por tecido conjuntivo
fibroso (Figura 5). Ambos os discos (DHA e DHABV) foram
bastante degradados, provavelmente devido a porosidade
do biomaterial, mas os fragmentos mantiveram-se conec-
tados. Nestes grupos notou-se uma melhor organizagdo
tecidual que pode ser resultante do suporte tridimensional
oferecido e dos espacos intersticiais formados.

1mm

B

Figura 5 — Disco na regido na regido do defeito

Legenda: (A) Disco de HA; (B) Disco de HA com Biovidro; (seta preta)
Particula do biomaterial; (TC) Tecido conjuntivo; (seta verde) Distdnica
entre o biomaterial e a borda 6ssea; (BO) Borda dssea; (MO) Matriz
ostedide; ( HE, A- 4x; B- 2,5x)

Aregido de intersticio entre as particulas (granulos)
e os fragmentos (discos) foi preenchida por um tecido
conjuntivo bem organizado, vascularizado, rico em células
fusiformes e com projecdes de septos fibrosos em torno
do biomaterial (Figuras 4 e 5). A formacdo deste tecido
de reparo também pode ser decorrente da liberagdo de
fatores de crescimento apds lesdo tecidual, que atraem
células fusiformes mesenquimais, induzem a diferencia-
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¢do em fibroblastos, para, por conseguinte, sintetizar o
tecido conjuntivo®. No grupo controle, a regido de ex-
tensdo do defeito foi preenchida por um tecido fibroso,
que por auséncia de um suporte estrutural, apresentou
espessura muito inferior ao osso remanescente (Figura
6), estando em consonancia com outros trabalhos que
utilizaram defeitos criticos*" 2> %,

Figura 6 — Regido de extensdo do defeito no grupo controle
Legenda: (TC) Tecido conjuntivo; (BO) Borda dssea; (HE — 2,5x)

Em todos os grupos, a resposta tecidual aos bioma-
teriais foi adequada, com uma discreta reagdo inflamatdria
cronica distribuida de forma difusa. Porém, nos grupos que
continham biovidro na composicao, desencadeou-se uma
reacdo inflamatdria mais evidente. Este tipo de resposta
ocorre pela liberacdo de mediadores inflamatadrios, apds
rompimento vascular e lesdo tecidual®’. Também foi obser-
vada a presenca de células gigantes multinucleadas sobre
a superficie dos biomateriais, como uma resposta do tipo
corpo estranho. A presenga destas células é importante
para a degradacdo do biomaterial®l. A intensidade destas
respostas inflamatdrias esta relacionada com as caracte-
risticas morfoldgicas e fisico-quimicas dos biomateriais, e
€ importante para determinar a sua biocompatibilidade?.

CONCLUSOES

Os biomateriais avaliados revelaram ser biocom-
pativeis, sendo que em formato de disco favoreceram
uma melhor neoformacdo dssea do que em formato de
granulos, independente das composi¢des. Em formato
de disco, a composicdo HABV favoreceu a uma maior
area de neoformacgdo dssea, entretanto, em relagdo a
neoformacdo em extensdo, houve semelhancga entre HA
e HABV. Em formato de granulos, as composicoes HA e
HABV favoreceram uma neoformacdo dssea semelhante
em area e extensao.
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