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Resumo

Introdugdo: Um grande desafio para a medicina e para os pesquisadores da area de Bioengenharia Tecidual Ossea é desenvolver e
aperfeigoar técnicas e biomateriais que possam devolver a estrutura e funcionalidade do tecido 6sseo em situagdes de perdas dsseas
extensas. Objetivo: Avaliar a resposta tecidual apds a implantagdo de biomateriais bioceramicos: hidroxiapatita (HA) e compdsitos, HA
associado ao biovidro (Bv) ou ao alginato (alg). Metodologia: Uma amostra de 12 ratos da linhagem Wistar, machos adultos, foram
utilizados e distribuidos para a composicdo de 4 grupos experimentais, avaliados no ponto bioldgico de 15 dias de pds-operatdrio:
MHA — grupo com defeito preenchido com microesferas de HA; MHABv — grupo com defeito preenchido com microesferas de HA
associada ao Bv; MHAalg — grupo com defeito preenchido com microesferas de HA associada ao alg; e Controle — defeito ésseo vazio
sem implantagdo de biomaterial. Resultados: Os grupos MHA e MHAalg apresentaram uma neoformacdo dssea associada a borda 6ssea
mais evidente que os grupos MHABV e Controle, estes Ultimos obtiveram uma neoformagéo restrita a borda do defeito. Em todos os
grupos foi observada uma reagdo inflamatdria cronica discreta, a qual nos grupos com implantagdo de biomaterial foi granulomatosa com
a presenca de células gigantes multinucleadas. Conclusdo: Os biomateriais apresentaram-se como biocompativeis e osteocondutores.
Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Hidroxiapatita. Microesferas.

Abstract

Introduction: A major challenge for medicine and the researchers in the Area of Bone Tissue Bioengineering is to develop and improve
techniques and biomaterials that can restore the structure and function of bone tissue in cases of extensive bone loss. Objective: To
evaluate the tissue response after implantation of bioceramic biomaterials, to hydroxyapatite (HA); and composites, HA associated
with bioglass (Bv) or alginate (alg). Methodology: A sample of 12 Wistar adult male rats were used and distributed for the composition
of four experimental groups, evaluated at the biological point of 15 days post-surgery: MHA — group with defect filled with HA
microspheres; MHABv — group with defect filled with HA microspheres associated with Bv; MHAalg — group with defect filled with
HA microspheres associated with alg; and Control — empty bone defect without implantation of biomaterial. Results: The MHA and
MHAalg groups showed a new bone formation associated with more distinctive bony edge than that MHABv and Control groups,
the latter obtained a restricted neoformation at the edge of the defect. In all groups a slight chronic inflammatory reaction, which
in the groups with implantation of biomaterial was granulomatous with the presence of multinucleated giant cells was observed.
Conclusion: The biomaterials showed to be biocompatible and osteoconductive.

Keywords: Biocompatibles Materials. Hydroxyapatite. Microspheres.

INTRODUCAO

Os biomateriais sdo definidos como qualquer
material, natural ou sintético, que possa ser usado como
arcabouco, de forma tempordria ou definitiva, como parte
de um sistema que objetiva restaurar ou substituir qual-
quer tecido, érgdo e funcdo do corpo (1). Eles podem ser
produzidos a partir de substratos metdlicos; poliméricos,
naturais ou sintéticos; ceramicos; ou uma mistura de dois
ou mais tipos, denominados compésitos (1).

Algumas propriedades sdo essenciais aos biomate-
riais, entre elas a biocompatibilidade, a osteoconducao, a
osteoinducdo e a osteogénese. Essas sdo importantes para
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que o biomaterial possa integrar-se ao tecido adjacente
e neoformado, possa restaurar a estrutura tecidual dssea
lesada e, além disso, possa devolver a funcionalidade
necessdria a esse tecido (2, 3, 4). Apesar das diversas
pesquisas na area da bioengenharia tecidual ssea, ainda
nao existe um biomaterial ideal para as diversas utiliza¢cdes
clinicas, em especial para os defeitos ésseos criticos (5), o
gue torna necessario o desenvolvimento de novos bioma-
teriais, bem como o aperfeicoamento dos ja existentes.
A hidroxiapatita (HA) é uma bioceramica de
grande destaque no ambito cientifico e clinico, devido a
semelhanga com a fase inorganica do tecido dsseo, a sua
biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade
(6, 7). Contudo, apesar de seu potencial como substituto
Osseo, apresenta algumas limitagdes, como a fragilidade
e alentareabsor¢do (8). Uma forma de superar essas limi-
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tacGes é a sua associagdo com outros biomateriais, entre
0s quais se destacam o biovidro (Bv) e o alginato (alg).

O Bv também é uma bioceramica e se caracteriza
por ser biocompativel, osteocondutor e bioativo (9, 10).
Quando associado a HA, pode melhorar a biodegradacdo e
0 seu potencial osteocondutor. Ja o alginato € um polimero
natural biocompativel, ndo tdoxico, ndo imunogénico,
biodegraddvel e hidrofilico (11). Sua combinagdo com a HA
tem como principal objetivo mimetizar o tecido 6sseo, ja
gue o biomaterial seria composto tanto de um componente
organico, quanto de um componente inorganico (12).

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar
a resposta tecidual apds a implantacdo de biomateriais
bioceramico, a HA, e compdsitos, HA/Bv e HA/alg, em
formato de microesferas.

METODOLOGIA

Este experimento foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisas no Uso de Animais (CEUA), do Instituto
de Ciéncia da Saude (ICS), da Universidade Federal da
Bahia (UFBA), sob o protocolo n? 038/2012.

Amostra

Foram utilizados 12 ratos da linhagem Wistar,
machos adultos, com massa corporea entre 350 e 400g
e idade aproximada de 4 a 5 meses, fornecidos, criados
e mantidos pelo biotério da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS). Os animais foram mantidos em
caixas de propileno forradas com maravalha autoclavada
e receberam racdo sdlida e dgua ad libitum, durante todo
0 experimento.

Os animais foram distribuidos para a composi¢ao
de 4 grupos experimentais, avaliados no ponto bioldgico
de 15 dias de pds-operatdrio: MHA — grupo com defeito
preenchido com microesferas de hidroxiapatita; MHABv
—grupo com defeito preenchido com microesferas de hi-
droxiapatita associadas ao biovidro; MHAalg — grupo com
defeito preenchido com microesferas de hidroxiapatita
associadas ao alginato; Controle — defeito ésseo vazio,
sem implantacdo de biomaterial.

Os biomateriais utilizados foram produzidos e
cedidos pelo Instituto Militar de Engenharia (IME — RJ).

Procedimento cirurgico e etapa laboratorial

Previamente a realizagdo do procedimento cirur-
gico, os animais foram submetidos a analgesia e sedagao
com injegdo intramuscular de cloridrato de cetamina a
2%, na proporcdo de 0,1 mL/100g de massa corporal, e
cloridrato de xilazina a 2%, na propor¢do de 0,04 mL/100g
de massa corporal. Em seguida, foram posicionados em
decubito ventral, tricotomizados na regido da calvaria e
submetidos a antissepsia com dlcool iodado do campo
operatério. Apds esta etapa, o acesso cirlrgico a porcao
mediana da calvaria foi obtido com uma incisdo cutanea
semilunar, com aproximadamente 3cm de extensao,
mediante a utilizagdo de ldmina de bisturi n® 15, seguida
da exposicdo do peridsteo e sua remogdo para exposi¢ao
do tecido 6sseo.
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Na confec¢do do defeito dsseo critico circular
transfixado com 8,5mm de diametro e aproximadamen-
te 0,8mm de espessura na por¢ao mediana da calvaria,
utilizou-se uma fresa trefina com 8mm de diametro
interno, montada em contra-angulo, com redugdo de
16:1, acoplada em motor para implante, a 1500rpm, sob
irrigacdo constante com solucdo fisioldgica. Os biomate-
riais utilizados foram implantados de acordo com cada
grupo pré-estabelecido, exceto para o grupo controle, no
qual ndo houve implantagdo de biomaterial. Em seguida,
o retalho foi reposicionado e suturado com pontos inter-
rompidos, com fio de seda 4.0.

Posterior ao procedimento cirdrgico e de acordo
com o ponto bioldgico de 15 dias de pds-operatorio, os
animais foram eutanasiados pelo aprofundamento da
anestesia e a porgdo superior da calvaria foi removida,
com remogdo de todo tecido mole. Em seguida, os espé-
cimes foram fixados em formaldeido a 4%, por 72 horas,
e enviados para o processamento histoldgico. Apds a
fixagdo, a calvaria foi reduzida, descalcificada, processada
e incluida em parafina.

Anidlise histolégica

Os cortes obtidos foram corados em hematoxilina-
-eosina (HE), picrossirius red (PIFG) e tricromico de Gold-
ner (GOLD), e examinados por microscopia de luzcomum
(Leica® DM1000) para observagdo da resposta tecidual.

RESULTADOS

Grupo MHA — Microesferas de HA: O biomaterial
preencheu tanto a extensdo, quanto a espessura do
defeito, e organizou-se, em sua maioria, em uma Unica
camada. As microesferas apresentaram grande variagdo
na distribuicdo de tamanho e pode-se notar o seu des-
locamento com maior concentragdo de microesferas na
regido de borda. Observou-se uma neoformacgdo dssea as-
sociada a borda do defeito, que permeou as microesferas
préximas a esta regido. A drea remanescente do defeito foi
preenchida por tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos.
Uma discreta reagdo inflamatdria crénica granulomatosa
foi observada circunjacente as microesferas (Figura 1).

Figura 1 — Grupo MHA — 15 dias

(A) Neoformagdo dssea (*) associada a borda do defeito (BO). Tecido
conjuntivo preenchendo a drea remanescente (Tc). M: microesferas.
GOLD, 200um. (B) Nota-se grande variagdo na distribui¢do de tamanho
das microesferas (M). Tecido conjuntivo (Tc) em permeio ao biomaterial,
rico em vasos sanguineos (—). HE, 200um.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Grupo MHABv - Microesferas de HA associada
ao Bv: As microesferas se organizaram em uma Unica
camada e apresentaram, em sua maioria, espessura
préxima a espessura da borda do defeito. Pode-se notar
uma pequena variacdo na distribuicdo de tamanho das
microesferas, menor que nos outros grupos. A neofor-
magado Ossea, nesse grupo, foi restrita a borda dssea,

com preenchimento da area remanescente com tecido
conjuntivo mais adensado e rico em vasos sanguineos.
Associado a esse tecido, observou-se uma moderada rea-
¢do inflamatdria cronica granulomatosa, com presenca de
células gigantes multinucleadas e infiltrado inflamatdrio
linfocitario (Figura 2).

Figura 2 — Grupo MHAalg 15 dias

(A) Observa-se neoformagdo éssea (*) associada a borda éssea (BO). M: microesferas. HE, 200um. (B) Area central preenchida por um tecido
conjuntivo (Tc) mais adensado em permeio as microesferas de HAalg (M). PIFG, 100um. (C) Reagdo inflamatdria crénica granulomatosa mais
evidente, caracterizada pela presenca de células gigantes multinucleadas (—) ao redor das microesferas (M). Tc: tecido conjuntivo. HE, 100um.

Fonte: Elaboragdo dos autores

Grupo MHAalg — Microesferas de HA associada
ao alg: O defeito foi totalmente preenchido pelas mi-
croesferas de HAalg. Elas se organizaram com uma ou
duas camadas. Notou-se uma neoformagao éssea mais
evidente em permeio as microesferas proximas a bor-
da. O tecido conjuntivo organizado se formou de modo
circunjacente as microesferas, associado a inflamacdo
crénica granulomatosa discreta e vasos sanguineos
(Figura 3).

Figura 3 — Grupo MHABv — 15 dias

(A) Neoformagdo dssea (*) mais evidente com crescimento centripeto e
em permeio as microesferas (M). BO: borda éssea. Tc: tecido conjuntivo.
GOLD, 500um. (B) Tecido conjuntivo (Tc) mais adensado em permeio as
microesferas (M) na regido central do defeito, com presenga de vasos
sanguineos (—). HE, 50um.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Grupo Controle: O grupo controle teve seu defeito
preenchido por tecido conjuntivo frouxo delgado, bem
vascularizado, e neoformagdo dssea restrita as bordas do
defeito. Observou-se também a presenca de inflamagado
crbnica, que se caracterizou pela presenca de um infiltrado
inflamatorio linfocitario difuso (Figura 4).

Figura 4 — Grupo Controle — 15 dias

(A) Neoformagdo Gssea restrita a borda do defeito (*). Area rema-
nescente preenchida por tecido conjuntivo (Tcf). BO — borda éssea,
RDm — regido da dura-mater, (—) Veia central. HE, 300um. (B) Reagédo
inflamatdria crénica (Ri) associada ao tecido conjuntivo (Tcf). Presen¢a
de vasos sanguineos (Vs). HE, 50 um.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

DISCUSSAO

Um fator importante que interfere sobre a forma-
¢do de um intersticio adequado e, subsequentemente, na
resposta tecidual ao biomaterial é o formato com que este
se apresenta. Nesse aspecto, o formato de microesferas,
utilizado neste estudo, apresenta grande vantagem de
aplicacdo, ja que favorece a formagdo de um intersticio
que possibilita a difusdo de micronutrientes e fatores
de crescimento, favorece a migragao, proliferacdo e
diferenciacdo celular, além de angiogénese (13). Esta
ultima é um fendomeno fundamental para a finalizacdo
dos mecanismos biolégicos regenerativos (14) e foi obser-
vada nos grupos MHA e MHABv que mostraram grande
potencial angiogénico.

Associada ao formato, a variagdo de tamanho das
microesferas também atua diretamente sobre a resposta
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tecidual, uma vez que acredita-se que as particulas com
tamanho regular propiciam a formagdo de um intersticio
adequado para promocdo da diferenciacdo de células ao
longo do defeito, bem como uma adequada neoformacao
vascular (15-18). Entretanto, neste estudo, as microesferas
gue tiveram maior variacdo de distribuicdo de tamanho,
como MHA e MHAalg, apresentaram melhor potencial
osteocondutor.

A composicdo dos biomateriais, bem como suas
propriedades fisico-quimicas, também influenciou na
resposta observada. A composicdo quimica da HA tem
grande semelhanca com o componente mineral dsseo
e, além disso, ela é biocompativel e osteocondutora (7),
propriedades observadas nos resultados deste estudo.
Barreto (19), ao avaliar biomaterial semelhante ao uti-
lizado neste trabalho — microesferas de HA -, obteve re-
sultados parecidos, porém com uma neoformagdo dssea
discreta restrita a borda do defeito.

O alginato, quando em contato com cations diva-
lentes, tem a propriedade de formar hidrogéis (20). A for-
macao de hidrogel pode ter favorecido o menor desloca-
mento das microesferas de HAalg quando comparado aos
outros grupos. Isso garante a presenga de um arcabougo
em toda a extensdo da area lesada, caracteristica muito
importante para a regeneracdao do defeito. Ademais,
esses hidrogéis tém propriedades macromoleculares
similares a MEC (20), o que aumenta a semelhanga do
biomaterial com a matriz dssea, ja que ele apresenta um
componente inorganico e um componente organico em
sua composicdo. Essas caracteristicas podem ter favore-
cido a neoformacdo dssea associada a borda éssea mais
evidente no grupo MHAalg. Esses resultados corroboram
os resultados encontrados por Paula e colaboradores (21)
e Rolim (22) que também observaram uma neoformacao
Ossea mais acentuada, aos 15 dias, no grupo de micro-
esferas de HAalg. Contudo, trabalho anterior de Ribeiro
(15) obteve uma neoformacdo dssea limitada as bordas
no grupo das microesferas de HA, aos 15 dias. Essas dis-
tingdes podem estar relacionadas a possiveis diferengas
nas propriedades fisico-quimicas entre os biomateriais,
como superficie, porosidade, entre outras.

A auséncia de um arcabougo que favorega a mi-
gracgao de células osteogénicas e a proliferagdo vascular
até a regido central do defeito propicia o preenchimento
de sua extensdao por um tecido conjuntivo delgado e
uma neoformacgao éssea limitada, restrita as bordas.
Esta neoformacgdo ocorre pelos estimulos locais produzi-
dos pelo préprio ato cirdrgico, como a ruptura vascular,
deslocamento do peridsteo e a reagdo inflamatdria local
que favorece a liberagdo de citocinas (23). Essas caracte-
risticas, préprias de um defeito critico, foram observadas
no grupo controle aqui empregado, e corroboram com os
resultados anteriores encontrados pelos mesmos autores
deste estudo (5, 15, 19, 24-27) e de outros autores (28-30).

Apesar de a bioatividade ser uma das principais
caracteristicas do Bv e estar intimamente relacionada ao
processo de regeneragdo, a neoformacao dssea observada
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nesse grupo foi semelhante ao do grupo controle, limitada
as bordas. Contudo, vale ressaltar que a resposta tecidual
ao Bv ird variar em fungdo da sua composicdo e relagdo
com seus constituintes (26), o que torna imprescindivel a
caracterizagao fisico-quimica desse biomaterial.

Este estudo avaliou os biomateriais numa fase
inicial do reparo (15 dias), momento no qual se avaliaram
reacGes teciduais importantes, como a reacdo inflamato-
ria, fator crucial ao prosseguimento dos estudos com o
biomaterial, ja que para ser considerado biocompativel
ele ndo deve promover uma reagdao imunoldégica ou infla-
matdria exacerbada e prejudicial ao tecido adjacente (31).
O Bv quando em contato com fluidos bioldgicos suscita
diversas reagGes quimicas que desencadeiam dissolugdo
e formagdo de uma camada de hidroxicarbonato apatita
(26). Essas reagdes podem ter sido responsaveis pela
reacdo inflamatdria mais evidente no grupo de HABv.

Cabe salientar que novos estudos devem ser rea-
lizados com pontos bioldgicos maiores, com o intuito de
evidenciar tanto a evolugdo da resposta desses bioma-
teriais, como o aperfeicoamento em suas propriedades
fisico-quimicas, principalmente quanto a variagao na
distribuicdo de tamanho das microesferas, a fim de avaliar
se essas modificagdes interferirdo na resposta tecidual
ao biomaterial.

CONCLUSOES

Os biomateriais avaliados neste estudo demons-
traram ser biocompativeis e osteocondutores — micro-
esferas de hidroxiapatita, microesferas de hidroxiapatita
associadas ao alginato e as microesferas de hidroxiapatita
associadas ao biovidro, respectivamente. A presenca do
biovidro na composi¢do das microesferas de hidroxiapa-
tita ndo favoreceu melhor comportamento osteogénico
desse biomaterial.
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