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Resumo

Introdugdo: Dentre os biomateriais para regeneragdo dssea, os de origem xenogénica tém se mostrado como alternativa
ao autoenxerto devido as suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, além de sua grande disponibilidade e de
minimizar a morbidade ao individuo. Vérios trabalhos consideram o BioOss®, uma hidroxiapatita bovina, como padrdo
ouro entre os biomateriais de substituicdo dssea, independentemente do tamanho de suas particulas, apesar de esse
fator ser considerado importante nas reagdes tissulares envolvidas na neoformagdo 6ssea. Objetivo: Avaliar
histologicamente o comportamento biolégico de uma Hidroxiapatita Bovina, na forma de granulos, entre 0,4 a 0,6 mm,
implantados em defeitos dsseos criticos em calvédria de rato. Metodologia: Foram utilizados 20 ratos distribuidos em 2
grupos experimentais: Grupo GC (controle com coagulo) e Grupo GBS (implantados com hidroxiapatita bovina) nos quais
foi efetuado um defeito critico de 8,5 mm de diametro na calvéria. A eutandsia foi realizada em dois pontos bioldgicos,
aos 15 e 45 dias pds-operatdrios e os espécimes foram processados para inclusdo em parafina. Os cortes histoldgicos
foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), e picrossirius-vermelho (PIFG), e foram analisados
histologicamente em microscépio de luz comum. Resultados: No grupo controle, observou-se, neoformacdo dssea
reacional restrita as bordas e presenca de tecido fibroso na drea do defeito. No grupo implantado com BioOss®, observou-
se minima reagdo inflamatdria, abundante angiogénese e alguma osteogénese, além das bordas, ao longo do defeito,
especialmente em continuidade a dura-méater. Conclusdo: Concluiu-se que o BioOss® foi biocompativel e promoveu
osteogénese por osteocondugdo, mantendo-se parcialmente integrado ao osso neoformado.

Palavras-chave: Biomateriais. Bioengenharia.. Regenera¢do dssea. Xenoenxerto.

Abstract

Introduction: Among the biomaterials for bone regeneration materials of xenogeneic origin have shown up as an
alternative to autografts. This is, in addition to its wide availability, and its ability to minimize the morbidity of the
individual, due to its biological and physical-chemical properties. Several papers consider BioOss’, a bovine hydroxyapatite,
as the gold standard among biomaterials for bone replacement. The size of its particles is irrelevant to this statement,
although it is considered an important factor in tissue reactions during bone formation. Objective: The objective was to
evaluate histologically the biological behavior of BioOss®in the form of granules (0.4 mm to 0.6 mm) implanted in critical
bone defects in rat calvaria. Materials and Methods: 20 rats were divided into two experimental groups: GC (control, no
implantation, defect filled with clot) and GBS (implantation with BioOss®). A critical defect of 8.5 mm was introduced into
the calvaria of the rats. Euthanasia was performed at the biological time points of 15 and 45 days post operatively. In
order to finalize the processing, the specimens i.e. the histological sections were either stained with hematoxylin and
eosin (H&E stain), or picrosirius-red (PIFG). The analyses were made by common light microscopy. Results: In the GC-group
reactive new bone formation, restricted to the edges of the defect, and the presence of fibrous tissue throughout the
majority of the defect area, were observed. In the GBS-group minimal inflammatory response, abundant angiogenesis,
and osteogenesis were detected beyond the edges of the defect, especially in proximity to the dura mater. Conclusion:
In conclusion, BioOss” can be considered biocompatible. It promotes osteogenesis, by osteoconduction, and is partly
integrated in newly formed bone.

Keywords: Biocompatible Materials. Bioengineering. Bone Regeneration. Xenograft.

INTRODUGAO

Defeitos criticos sdo aqueles em que o processo
de reparo tecidual ndo é capaz de devolver as
caracteristicas naturais do tecido lesado. Eles estdo
ligados ndo somente as dimensdes, mas também as
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caracteristicas locais da regido do defeito, como a
auséncia de células progenitoras, a precaria irrigagdo
sanguinea, ou ainda as condigGes sistémicas do
individuo (CASTRO-SILVA, I. L., ZAMBUZZI, W. F., GRANJEIRO,
J. M., 2009).

No caso dos defeitos 6sseos criticos, além do
restabelecimento estético, existe a necessidade de
devolver a fungdo a um tecido altamente especializado,
capaz de suportar cargas e propiciar movimento tanto
de locomogdo quanto de mastigacdo. Assim, o enxerto
O0sseo ideal deve possuir caracteristicas que supram
tais necessidades, além de biocompatibilidade,
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capacidade osteocondutora e osteoindutora, resisténcia
e plasticidade (MAH, J., 2004; ROLIM, 2010).

Os enxertos autdgenos ainda hoje sdo
considerados padrdo ouro quando implantados em
defeitos Osseos. Entretanto, a necessidade de uma
segunda cirurgia com relativa morbidade, além da
possivel indisponibilidade de um sitio doador que
fornega quantidade suficiente de tecido para preencher
o volume ausente da area receptora sdo fatores que
estimulam a busca de um substituto dsseo
biocompativel que restabelega fungdo e estética (MAH,
J., 2004; MORDENFELD et al., 2010).

Os biomateriais oriundos de animais sdo
denominados de xenoenxertos e tém sido amplamente
estudados como alternativa ao enxerto autdgeno.
Quando adequadamente processados — com a remogdo
completa de proteinas, restos celulares, lipidios — e
livres de patdgenos, apresentam-se biocompativeis e
osteocondutores, formados basicamente por
hidroxiapatita, com a vantagem da grande
disponibilidade, ocupando um papel de destaque no
auxilio ao reparo 6sseo (CASTRO-SILVA, I. L., ZAMBUZZI,
W. F., GRANJEIRO, J.,M., 2009).

Gragas a sua porosidade e a seu desenho
tridimensional, o osso bovino tem grande importancia
entre os biomateriais, podendo ser utilizado também
como carreador de células e de fatores de crescimento,
fornecendo, ainda, um alto contelddo de calcio e fésforo,
essenciais na neoformac¢do 6ssea, além de propiciar o
desenvolvimento de vasos sanguineos importantes para
a manutencdo da vitalidade do enxerto (VOLKOV, 2010).

Atualmente, existem, no mercado, varias marcas
comerciais para o osso bovino desproteneizado. O
BioOss® tem sido amplamente estudado e comercial-
mente utilizado, com bons resultados clinicos. Consiste
de uma matriz 6ssea mineral obtida apds a remogdo de
componentes organicos do osso bovino medular, e sua
estrutura é quimica e fisicamente comparavel a matriz
mineral do osso humano (PEETZ, 1997; BENKE et al., 2001).

Estudos in vivo e clinicos baseados em analises
histomorfométricas demonstraram melhor performance
de xenoenxertos em relagdo aos materiais alopldasticos
e alogenos, possivelmente em fungdo das propriedades
inerentes da apatita natural e, ainda, da arquitetura
porosa naturalmente desenhada. Estudos recentes tém
avaliado a associagdo de xenoenxertos a fatores de
crescimento e células osteoprogenitoras, com o intuito
de aproximar a sua resposta tecidual a dos enxertos
autogenos (MAH et al., 2004; CASTRO-SILVA; ZAMBUZZI;
GRANIJEIRO, 2009).

Apesar de muito utilizado em procedimentos de
aumento de altura e volume ésseo em cirurgias de
levantamento de seio maxilar para futura reabilitagao
com implantes dentdrios, os enxertos xenogénicos tém
como desvantagem uma baixa resisténcia as forgas
mecanicas. Assim, ndo é possivel sua fixagdo com
parafusos, nem a submissdo de carga imediata, neces-
sitando-se de um periodo relativamente longo para
que a neoformac¢do déssea ocorra, em geral de 6 a 9
meses, a depender da extensdo do enxerto, com um
indice maior de perda quando comparado a situagdes
de suficiente quantidade e qualidade 6ssea originais,
o que limita sua utilizagdo (KRUSE, 2011).

Uma grande preocupagdo na utilizagdo do
xenoenxerto é quanto a possibilidade de transmissdo
de doengas, especialmente a encefalopatia espongi-
forme bovina (BSE). Para afastar a possibilidade dessa
ocorréncia, foram instalados rigorosos controles quanto
a selegcdo de animais livres de BSE e o processamento
adequado do osso com substancias alcalinas capazes
de remover o prion, agente etiolégico da BSE (CASTRO-
SILVA; ZAMBUZZI; GRANJEIRO, 2009).

O BioOss® é constituido de particulas de
hidroxiapatita de origem bovina, produzido por Geistlich
Biomaterials, = Wolhusen, Suica, e distribuido
comercialmente em dois padrdes de tamanhos médios,
um entre 0,25 a Imm e outro de 1 a 2mm, sendo, em seu
processamento, desproteneisado e sinterisado a 11009
C. Tem porosidade entre 70% a 75%, com poros de
tamanhos variaveis, compativeis com a formacgdo de
capilares e vasos sanguineos em seu interior (PEETZ,
1997; BENKE et al., 2001).

A caracterizagdo fisico-quimica de materiais de
substitutuicdo éssea é fundamental, pois parametros
como cristalinidade, darea superficial dada pela
porosidade, tamanho das particulas, além da composi-
¢do do biomaterial, influenciam sua taxa de degradagdo
apds a implantagdo e, consequentemente, o reparo.
Produtos com cristalinidade alta, decorrente de
tratamento térmico de sinterizagdo, podem ser de dificil
reabsorgcdo e permanecem presentes no local implanta-
do mesmo depois de longos periodos de demora, o que
contradiz uma das qualidades desejaveis na
regeneragdo tecidual (CASTRO-SILVA; ZAMBUZZI;
GRANIJEIRO, 2009).

O tamanho das particulas do biomaterial
relaciona-se diretamente com a velocidade de
reabsorgcdo e a consequente substituicdo pelo tecido
do hospedeiro. Embora muitos estudos tenham sido
efetuados com a forma macrogranular, de dimensdes
de até 2 mm, com resultados considerados positivos e
sem diferencgas significativas entre si, é possivel que,
ao modificarmos essa selegdo, obtenhamos resultados
diferentes.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é avaliar
histologicamente o comportamento biolégico do
BioOss” (hidroxiapatita bovina), em um tamanho de
particula de 0,4 a 0,6 mm, apds a implantagdo em defeito
dsseo critico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ratos machos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar), com massa corpdrea entre
350 e 400g, do Biotério da Universidade Estadual de
Feira de Santana, Bahia, Brasil.

Para a realizagdo de todos os procedimentos
experimentais, os ratos foram anestesiados por injegdo
intramuscular de cloridrato de xilazina (0,06 mL/kg) e
cloridrato de quetamina (0,12 mL/kg).

Apos tricotomia e antissepsia da parte dorsal
do cranio de cada animal, foi feita uma incisdo
semilunar na calvaria e um retalho de espessura total
rebatido em diregdo posterior.

Um defeito de tamanho critico (DTC) de 8,5 mm
de diametro e 0,8 mm de espessura foi criado na calvaria
com uma broca trefina acoplada em pega de mao de
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baixa rotagdo, sob irrigagdo abundante com solugdo
salina estéril.

Apds um piloto de implantagdo de BioOss" em
calvédria de rato, no qual foram utilizadas particulas
comercializadas no tamanho entre 0,25 a 1,0 mm, foi
escolhida uma faixa de melhores resultados, que
compreendia os tamanhos entre 0,4 a 0,6 mm. Para essa
selecdo, foram utilizados tamises manuais, e a amostra
final foi esterilizada em autoclave a 121°C por
30minutos, a 1 Atm de pressao.

Os animais foram distribuidos em 2 grupos
experimentais:

1) Grupo Gl (controle com coagulo),

2) Grupo GIl (implantados com hidroxiapatita
bovina)

A eutanasia foi realizada em dois pontos
bioldgicos, aos 15 e 45 dias pds-operatorios (tabela 1).

Cada peca foi dividida longitudinalmente em
dois blocos, ao longo do centro do defeito cirurgico
original, e a porgdo anterior foi descalcificada em
solugdo de EDTA 5% por 6 dias.

Tabela 1. NUumero de animais de acordo com o grupo e
ponto bioldgico.

Ponto BiolégicoGrupo Gl Gll | Total
15 dias 5 g 10
45 dias 5 5 10
Total 10 10 20

As pegas foram processadas e incluidas em
parafina. Foram realizados cortes seriados longitu-
dinais, com 4 um de espessura, iniciados a partir do
centro do defeito cirurgico original na area, com 8,5 mm
de extensao.

Os cortes histologicos foram corados pela
técnica de Hematoxilina e Eosina, e Picrossirius-
vermelho, e foram analisados histologicamente em
microscépio de luz comum.

RESULTADOS

Neste estudo, foram observadas particulas de
0,4 a 0,6 mm de osso bovino inorganico, morfologica-
mente irregulares, implantadas em defeito critico em
calvaria de ratos, por método visual, com o uso de
microscépio 6ptico de luz comum, por avaliagdo de
aspéctos morfoldgicos do reparo ésseo, da evolugdo do
fechamento do defeito e da presen¢a ou ndo do
biomaterial, por comparag¢do desses eventos entre o
grupo | (controle) e o grupo Il (implantado com
biomaterial), em cada ponto bioldgico. No Grupo I, aos
15 dias, foi observada a presencga de células inflama-
térias e alguma neoformacgdo déssea a partir das bordas,
com tecido conjuntivo frouxo por toda sua extensdo. Apds
45 dias, as bordas encontravam-se parcialmente
reparadas, porém nenhuma neoformagdo 6ssea no
centro do defeito foi verificada, mantendo-se reparado

Figura 1: A) Defeito critico antes da implanta¢do de biomaterial.
B) Defeito critico apds a implantagdo de biomaterial.

B

Figura 2: Desenho esquematico de defeito critico em calvaria de
rato A) Linha de referéncia para o corte tranversal dos espécimes.
B) Corte transversal da extensdo linear e da area seccional
(Adaptado de ROLIM, 2010).

apenas por tecido fibroso, agora mais denso do que
aos 15 dias.

No Grupo Il, com implantagdo de particulas de
0,4 a 0,6 mm, aos 15 dias, observou-se neoformagdo
6ssea reacional nas bordas do defeito, além do
preenchimento completo do defeito pelo material, em
espessura de 4 a 5 camadas, com particulas de tamanho
semelhante, porém com formatos diversos, arestas
evidentes e “artefactos de retragdo”, com fissuras e
rupturas longitudinais. As particulas encontravam-se
encapsuladas por tecido conjuntivo frouxo e escassa
matriz osteoide, além da presenga de vasos com alguns
capilares de permeio e moderado infiltrado inflama-
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Figura 3 : Padronizacdo dos espécimes e areas de corte no ponto bioldgico 45 dias: A) Vista dorsal do espécime com biomaterial
preenchendo a regido do defeito. B) Vista ventral do espécime C) Secgdo transversal na preparagdo dos espécimes para inclusdo, a
porgdo posterior para inclusdo em resina e anterior para inclusdo em parafina.

A % T
Figura 4: Controle A) Neoformacgdo dssea restrita as

bordas d&sseas e tecido conjuntivo fibroso com
espessura aquém a da borda éssea - 45 dias — PIFG — 4X
B) ) Neoformacdo dssea restrita as bordas dsseas e
tecido conjuntivo fibroso com espessura aquém a da
borda dssea - 45 dias — PIFG — 10X

tério mononuclear, com predominio linfocitario. Aos 45
dias, a formagdo dssea nas bordas estava intensificada
com matriz osteoide entre as particulas, especialmente
na regido em contato com a dura-mater. O infiltrado
inflamatorio era menos conspicuo que aos 15 dias. O
material permaneceu presente por todo o defeito, em
espessura de 4 a 5 camadas, com particulas de tamanho
semelhante e formas variadas, porém com uma
superficie mais arredondada e encapsulada por um
tecido conjuntivo mais denso, fibroso e estavel, com
capilares bem definidos. A fragmenta¢do do material
persiste, bem como os “artefactos de retragao”.

DISCUSSAO

A aplicagdo dos biomateriais classificados como
substitutos o6sseos em situagdes clinicas tem de
obedecer a um panejamento com relagdo aos resultados
que se pretende obter. Assim, o objetivo das pesquisas
experimentais é proporcionar o conhecimento das
respostas bioldgicas dos diversos materiais que estdo
a disposicdo no mercado e aplica-los de forma
consciente em situagdes clinicas.

A caracterizagdo bioldgica in vivo possibilita
evidenciar, em sitios ortotépicos como calvaria, tibia,
fémur ou radio, o padrdo de reparo 6sseo, em diferentes
modelos animais experimentais, tais como camundon-
go, rato, cobaia, porco-da-india, porco, coelho, cdo e
ovelha. Assim, a avaliagdo do reparo 6sseo em defeito
critico, nesta experimentagdo animal, possibilitou-nos
investigar a capacidade osteogénica e a biocompa-
tibilidade do material em uma regido anatémica pobre
em suprimento sanguineo e osso medular. Deve-se
considerar também que os defeitos em calvaria ndo se
reparam da mesma forma que defeitos em ossos longos,
pela sua morfologia, com reduzida fonte de células
osteoprogenitoras, grande carga funcional pela insergdao
de varios grupos musculares e metabolismo &sseo
distinto. Além disso, ndo foram utilizadas membranas
como barreira fisica e, assim, a proliferagdo de outros
tipos celulares, como células do tecido conjuntivo, para
o interior do defeito, pode ter contribuido para uma
diminuicdo da diferenciacdo das células osteo-
progenitoras, essenciais para a regenera¢dao ossea da
lesdo.

Tanto aos 15 dias como aos 45 dias, o BioOss’
manteve seu arcabou¢o a mimetizar a arquitetura dssea,
fato esse observado nos estudos de Galindo-Moreno
et al. (2007), Wallace, et al. (2005) e Traini, et al. (2007),
que relataram uma interconectividade entre as
particulas, através de pontes trabeculares de osso novo,
0 que propicia a formagdo de um enxerto integrado,
sélido e de alta densidade.

A presencga de vasos sanguineos observada em
nossos resultados foi muito importante para a
ocorréncia da osteogénese, pois permitiu a nutrigdo
desse tecido neoformado, o que foi de encontro aos
achados de Lee, et al. (2008) e Galindo-Moreno, et al.
(2007), que mencionaram uma rica rede de vasos
encontrados em suas pegas, provavelmente devido a
presenca de poros biologicamente desenhados, por se
tratar de um material oriundo de tecido dsseo.

Quanto ao infiltrado inflamatério discreto
observado, ele ndo despertou reagdo granulomatosa,
por ser inerte, o que também foi observado nos estudos
de Traini, et al. (2007), Piattelli, et al. (1999), Degidi, et
al. (2006) e Scarano, et al. (2006), corroborando a elevada
biocompatibilidade do material.

Em nosso estudo, aos 45 dias, ndo foi verificada
absorgdo significante do material, observada apenas
pelo arredondamento das espiculas das particulas,
devido a agdo bioldgica no leito receptor, o que ja foi
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Figura 5: Grupo Il A) Neoformagdo reacional na borda- 15dias — HE — 4X. B) Particulas encapsuladas por tecido fibroso e vasos- 15 dias
— HE — 10X. C) Particulas com espiculas evidentes ja fragmentadas a apresentarem fissuras — 15 dias — PIFG 10X. D) Matriz ostedide
préoxima a particula de biomaterial — 15 dias PIFG — 40X. E) Neoformagdo reacional na borda que continua em diregdo ao centro do
defeito — 45 dias -HE -4X. F) Particula de biomaterial integrado a matriz osteoide com artefacto de retragdo — 45 dias — PIFG — 40X. G)
Poros do biomaterial a mimetizar o tecido dsseo e grande formagdo de vasos sanguineos — 45 dias — HE — 40X. H) Arredondamento das
arestas das particulas pela agdo bioldgica no leito receptor — 45 dias — HE — 10X.

obervado por Artzi et al. (2003), que avaliou enxertos de
hidroxiapatita bovina com granulos de tamanho entre
250 a 1000im em mandibula de cdo, os quais
permaneceram presentes nos sitios experimentais, sem
absorgdo consideravel, durante o acompanhamento da
remodelagdo dssea, por dois anos.

Idealmente, um substituto O&sseo deveria
conduzir ou induzir a osteogénese, ao mesmo tempo
em que é completamente absorvido. Para Lee, et al.
(2008), em estudo de hidroxiapatita bovina, tal

reabsorcdo foi mesmo considerada ausente. Segundo
Traini et al. (2007), uma hipotese que poderia justificar
essa lenta reabsorgdo seria a das altas concentragdes
de Ca++ langadas no meio, devido aos acidos
secretados pelos osteoclastos sobre as particulas, as
quais, por retroalimentacdo negativa, os inibiriam, o
que pode parecer contraditério quando analisamos
outros biomateriais.

Por serem parametros fundamentais, as
propriedades fisico-quimicas de materiais de substitui-
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¢do Ossea, como cristalinidade, area superficial e
composi¢cdo do biomaterial influenciam sua taxa de
degradacdo apds implantagdo. Assim, a sinterizacdo a
que o material foi submetido pode ter dificultado o
processo de reabsorgdo.

A neoformagdo déssea observada neste estudo
ocorreu em continuidade as bordas do defeito e
preferencialmente em contato com a regido da dura-
mater, o que caracteriza o potencial osteocondutivo do
material, com ag¢do de arcabougo que se manteve
estavel durante a osteogése. Embora ndo tenhamos
avaliado histomorfometricamente a neoformacgdo
Ossea, nos estudos de Artzi et al. (2003), foi realizada
essa mensuragdo, obtendo-se 23,10% de preenchimento
de novo osso apds 120 dias de implantagdo, resultado
ainda aquém do desejado para um biomaterial cujo
propdsito é a regeneragdo desse tecido.

A qualidade desse novo osso formado também
tem sido muito investigada. Apesar de Cordaro, et al.
(2008), em suas pegas, ter observadado, no enxerto, uma
alta porcentagem de tecido mineralizado, quando
comparado ao tecido ésseo remanescente — o que lhe
permitiu concluir que o enxerto com BioOss® produziu
um trabeculado mais denso que o osso pré existente,
devido, justamente, a presenca residual de particulas
de biomaterial —, podemos pensar que, a longo prazo,
na interface entre o tecido 6sseo e o biomaterial,
poderdo ocorrer novos processos de reabsor¢do, com a
desagregacdo dessas particulas e o consequente risco
ao enxerto e ao que ele suporta.

O BioOss® mostrou ser um material biocom-
pativel, osteocondutor, de lenta reabsorgdo, que serviu
de guia e foi incorporado pela neoformagdo 6ssea, mas,
mesmo assim, existe a necessidade de se estudar
melhor tanto o verdadeiro significado dessas particulas
de BioOss® osseointegradas como suas consequéncias,
focalizando-se a avaliagdo da qualidade desse tecido
a longo prazo. Nos estudos de Lee, et al. (2008), Piattelli
e colaboradores (1999), Scarano e colaboradores (2006)
e Degidi e colaboradores (2006), sdo relatadas
revitalizacdes dos Canais de Harvers nas particulas de
BioOss®, com intimo contato delas com o novo 0sso
formado, parcialmente ou totalmente envolvidas por
ele, com osteoblastos a depositarem matriz déssea
diretamente sobre sua superficie. Porém tais estudos
foram realizados em individuos saudaveis, o que pode
ser diferente em situagdes com algum comprome-
timento sistémico.

Embora o osso desmineralizado tenha sido
utilizado em diversas pesquisas experimentais e
aplicado clinicamente, é importante a comprovacgao
cientifica de sua agdo. Com a metodologia empregada
neste trabalho, ndo foi possivel confirmar a ostein-
dutividade desse material. No entanto, foi possivel
afirmar que se trata de material biocompativel, que
favoreceu a formagdo de novos vasos, permitiu que o
tecido 6sseo neoformado tivesse contato intimo com
suas particulas e conduziu a osteogénese, como um
arcaboucgo, o que caracteriza propriedades angiogéni-
cas, de osseointegracdo e osteoconducado.

Quanto aos locais de auséncia do material e de
“artecfatos de retragdo”, ndo foi possivel afirmar que as
particulas foram reabsorvidas, pois ha a possibilidade

de que elas tenham sido expulsas do defeito, devido
ao processamento histolégico da pecga.

CONCLUSAO

Neste estudo concluiu-se que o BioOss®, em
granulos de 0,4 a 0,6 mm, foi biocompativel, permitiu
angiogénese e promoveu osteogénese, devido ao seu
potencial osteocondutor, mantendo-se integrado ao
tecido neoformado.
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