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CARVALHO, Ana Clara Alves de. Reparo dsseo de defeito critico em calvéria de rato com
microesferas de hidroxiapatita e selante de fibrina. 120f. 11.2010. Dissertagdo (Mestrado) —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2010.

RESUMO

A bioengenharia tecidual € uma area interdisciplinar de atuacdo das ciéncias biomédicas e das
engenharias responsavel pela busca e aprimoramento de novas terapias e/ou desenvolvimento
de novos biomateriais. Nesse sentido, as bioceramicas de hidroxiapatita apresentam
caracteristicas fisicas e biologicas semelhantes ao componente inorganico do 0sso autdgeno,
com propriedades osteogénicas desejaveis, e biocompatibilidade, podendo atuar como
importante substituto no reparo 6sseo. Mas, como o0s biomateriais podem ser facilmente
deslocados do seu sitio de implantacdo, é importante o uso de agentes aglutinantes, como o
selante de fibrina, para a formacdo de uma rede firme e mecanicamente estavel, com boas
propriedades adesivas. Este projeto teve como objetivo avaliar, histologicamente, o reparo de
defeito dsseo critico, realizado em calvéria de rato, pela utilizacdo de biomateriais compostos
por microesferas de hidroxiapatita e selante de fibrina. Foram utilizados 58 animais,
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos e analisados nos tempos biolégicos de 15, 45 e
120 dias. No grupo | - grupo controle - o defeito 6sseo foi preenchido apenas pelo coagulo
sangliineo. No grupo Il - o defeito 6sseo foi preenchido por microesferas de hidroxiapatita.
Grupo Il - o defeito dsseo foi preenchido com selante de fibrina. Grupo 1V — o defeito 6sseo
foi preenchido com microesferas de hidroxiapatita e selante de fibrina. As amostras foram
avaliadas por microscopia oOptica. Os resultados observados foram no grupo | formacéo de
tecido fibroso em toda a extensdo do defeito. No grupo Il houve a formacdo Gssea reparativa
nas bordas do defeito e as microesferas foram permeadas por tecido conjuntivo inicialmente
frouxo, com grande edema, grande quantidade de vasos, presenca de infiltrado inflamatério e
encapsulamento das microesferas. Ao longo do tempo esse tecido adensou-se com reducédo do
edema, diminuicdo da angiogénese e do processo inflamatério. No Grupo Ill, a formacéo
Ossea nas margens do defeito mostrou-se limitada e algumas vezes ausente. Destaca-se a
presenca de uma reacdo inflamatéria que persistiu até os 120 dias. O biomaterial preencheu o
defeito em todos os pontos bioldgicos. No Grupo IV foi observada a neoformacdo 6ssea
reparativa restrita as margens do defeito, sobre as microesferas situadas proximas as bordas
do defeito. Houve uma intensa proliferacdo de células fusiformes e formacdo de tecido
conjuntivo denso, entre as microesferas e com encapsulamento destas. Em concluséo, a
hidroxiapatita utilizada mostrou limitada propriedade osteocondutora e aparente auséncia de
biocompatibilidade. O selante de fibrina retardou o processo de neoformacdo dssea reativa
mesmo nas margens do defeito. Este, como agente aglutinante, revelou efetividade uma vez
que as microesferas permaneceram no sitio de implantacdo em multiplas camadas.

PALAVRAS CHAVE: Regeneragdo 0ssea. Bioengenharia. Sistema selante de fibrina.
Hidroxiapatita.



CARVALHO, Ana Clara Alves de. Bone repair in a critical defect in mouse calvaria filled
with hydroxyapatite microspheres and fibrin sealant. 120pp. 1ll. 2010. Master Dissertation —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2010.

ABSTRACT

Bioengineering is an interdisciplinary field that applies the principles of biomedical sciences
and engineering, in order to seek and improve new therapies and/or develop new biomaterials.
Therefore, hydroxyapatite bioceramics has physical and biological characteristics similar to
the inorganic component of autogenous bone, with desirable osteogenic properties, and
biocompatibility, being an excellent substitute material for bone regeneration. However, since
biomaterials can be easily removed from the site for implant placement, the use of adhesive
agents, such as fibrin sealant, is recommended to create a firm, mechanically stable network
with good adhesive properties. This study was aimed to perform the histological assessment
of bone repair in critical defect in mouse calvaria with the use of hydroxyapatite microspheres
and fibrin sealant. 58 animals randomly divided into four groups and evaluated at the time
periods of 15, 45 and 120 days were used. In group | — control group — the bone defect was
filled in only with blood clot. In group Il — the bone defect was filled with hydroxyapatite
microspheres. Group Il — the bone defect was filled with fibrin sealant. Group IV — the bone
defect was filled with hydroxyapatite microspheres and fibrin sealant. The samples were
assessed by optical microscopy. The results observed in group | were the formation of fibrous
tissue along the defect. In group Il regenerative bone tissue was formed over the edges of the
defect and the microspheres were permeated by a loose connective tissue, with severe edema,
large number of blood vessels, presence of inflammatory infiltrate and microsphere
encapsulation. With the passage of time, this tissue has become more dense, with reduction in
swelling, decreased angiogenesis and inflammatory process. In Group I11, bone formation was
reduced, and in some cases, not existent over the edges of the defect. Inflammatory reaction
was noticeable, which persisted up to 120 days. The biomaterial filled the defect in all
biological sites. In Group IV a new bone formation with regenerative effect, which was
restricted to the edges of the defect, was observed on the microspheres close to the edges of
the defect. Intense proliferation of fusiform cells and formation of dense connective tissue
were seen between the microspheres, and these were encapsulated. In conclusion, the
hydroxyapatite used has shown a limited osteoconductive property and apparent lack of
biocompatibility. The fibrin sealant retarded the process of reactive bone formation even over
the edges of the defect. The defect, in turn, as an adhesive agent, was found to be effective
once the microspheres were held in place in several layers over the implant site.

KEYWORDS: Bone Regeneration. Bioengineering. Fibrin tissue adhesive. Hydroxyapatite.
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de mineralizacdo na é&rea central do defeito. Presenca de tecido
conjuntivo de espessura menor que a espessura 6ssea na borda dssea.
[TC — Tecido Conjuntivo].

Fotomicrografia do Grupo | (HE / 1X / 45 dias) - Neoformacéo 0ssea
restrita as bordas do defeito. Presenca de ostedcitos no 0sso recém
formado. Presenga de tecido conjuntivo denso em toda extenséo do
defeito de espessura menor que a espessura 0ssea na borda do defeito.
[TCD — Tecido Conjuntivo Denso; BO — Borda Ossea; ON — Osso
Neoformado].

Fotomicrografia do Grupo | (HE / 1X / 120 dias) - Neoformacao
restrita as bordas do defeito. Presenca de ostedcitos no 0sso recém
formado aparentemente estavel. [TCD — Tecido Conjuntivo Denso; BO
— Borda Ossea; ON — Osso Neoformado].

Fotomicrografia do Grupo | (HE / 1X / 120 dias) - Presenca de tecido
conjuntivo denso em toda extensdo do defeito de espessura menor que
a espessura 0ssea na borda do defeito. [TCD — Tecido Conjuntivo
Denso].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 15 dias) — Neoformacao
0ssea nas bordas do defeito e estendendo-se entre as microesferas
proximas a borda do defeito. [BO — Borda Ossea; TCF — Tecido
Conjuntivo Frouxo; ME — Micoresferas; ON — Osso Neoformado].
Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 15 dias) - Microesferas
formando multiplas camadas. [TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo; ME
— Micoresferas].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG/ 10X/ 15 dias) — Camadas de
microesferas permeadas por fibras coldgenas em multiplas dire¢des. [V
— Vasos; FC — Fibras colagenas; ME — Microesfera; ON — Osso
Neoformado; BO — Borda Ossea].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 20X / 15 dias) — Microesferas
proximas as bordas do defeito, por onde se estende a neoformacao
0ssea. [V — Vasos; ON — Osso Neoformado; ME — Microesfera; M —
Macrogafos; CF — Células Fusiformes].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE/ 10X/ 15 dias) — Estroma frouxo com
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intensa vascularizacdo. [V — Vasos; ME — Microesfera].
Fotomicrografia do Grupo Il (HE/ 20X/ 15 dias) — Fibras colagenas
concéntricas circunscrevendo as microesferas. Presenca de células
gigantes multinucleadas . [ME - Microesferas; CGM — Células
Gigantes Multinucleadas; FC—Fibras Colagenas; M - Macréfagos].
Fotomicrografia do Grupo Il (HE/ 20X/ 15 dias) — Formacéo de
espacos triangulares entre as microesferas com formacdo vascular .
[ME - Microesfera; V — Vasos; CGM - Células Gigantes
Multinucleadas].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG/ 10X/ 45 dias) — Fibras colagenas
mantendo a forma de microesferas mesmo com a sua fragmentacéo.
[ME — Microesfera; FC — Fibras Colagenas].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 20X / 45 dias) — Adensamento de
fibras coladgenas no intersticio. [FC — Fibras Colagenas; ME -
Microesferas].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE /20X /45 dias) - Presenca de células
fusiformes de permeio ao biomaterial fragmentado. [ME -
Microesferas; CF — Células Fusiformes; V - Vasos].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X /45 dias) - Presenca de fibras
colagenas concéntricas em multiplas camadas formando uma céapsula
em torno da microesfera. Presenca intensa de células inflamatorias.
[ME - Microesferas; CF — Células Fusiformes; FC — Fibras
Colégenas].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 45 dias) - Reducdo na
proliferacdo de células fusiformes, porém, observou-se a preservacao
dos espacos capilares. [V — Vasos; FC- Fibras Colagenas].
Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) - Presenca de fibras
colagenas concéntricas em camadas multiplas formando uma cépsula
em torno da microesfera. Permanéncia dos espacos capilares luminares
sem aparente formacéo de novos vasos. [FC — Fibras Colagenas; ME —
Microesferas].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 10X / 120 dias) - Presenca de

fibras colagenas concéntricas mantendo a forma de microesferas
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mesmo com sua fragmentacdo. [FC - Fibras Colagenas; ME —
Microesferas].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) — Formacao de
tecido conjuntivo denso entre as microesferas. [FC — Fibras Colagenas;
ME — Microesferas; TCD — Tecido Conjuntivo Denso].
Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) — Fibras colagenas
em torno das microesferas formando uma cépsula fibrosa. [FC — Fibras
Colagenas; ME — Microesferas].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 20X / 15 dias) — Borda 6ssea
sem neoformacdo Ossea reparativa. Estroma com espessura
equivalente a espessura 6ssea remanescente. [BO- Borda Ossea; FC —
Fibras Colagenas].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 1X / 15 dias) - Tecido
conjuntivo frouxo ocupando toda extensdo do defeito. [TCF- Tecido
Conjuntivo Frouxo].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 10X / 15 dias) — Presenca de
material amorfo ndo colagénico, eosinofilico constituido pela fibrina na
regido do defeito. [Fi - Fibrina].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 10X / 15 dias) - Tecido
conjuntivo frouxo ocupando toda extensdo do defeito, mais adensado
na regido mais profunda do defeito (em contato com a dura-mater).
[TC — Tecido Conjuntivo; V - Vasos].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 20X / 15 dias): Reacéo
granulomatosa ocasional sobre a fibrina. Neoformacdo vascular
acentuada. [RG — Reacdo Granulomatosa; FC — Fibras Colagenas]
Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG /10X / 45 dias): Neoformacéo
Ossea restrita as margens do defeito. Presenca de fibras colagenas
preenchendo o defeito [ON — Osso Neoformado; FC - Fibras
Colagenas; Fi - Fibrina].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFIG / 10X / 45 dias): Presenca de
tecido conjuntivo frouxo ocupando todo o defeito. Na area mais
profunda presenca de tecido conjuntivo mais denso e na regido mais

superficial de tecido conjuntivo frouxo. [TCD — Tecido Conjuntivo
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Denso; TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 45 dias) - Intensa formacao
vascular. [V - Vasos].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 45 dias) - Intensa formacao
vascular. Permanéncia de processo inflamatoério mononuclear e de
celulas fusiformes [V — Vasos; CF — Células Fusiformes].
Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 20X / 45 dias) Reacéo
granulomatosa ocasional. Presenca de material amorfo nao colagénico,
fibrina. [RG — Reacdo Granulomatosa; Fi - Fibrina].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) - Discreta
neoformacdo Ossea reparativa restrita as margens do defeito. Presenca
de tecido conjuntivo mais delgado com aproximadamente um terco da
espessura do 0sso remanescente. [BO — Borda Ossea; ON — Osso
Neoformado; TC — Tecido Conjuntivo].

Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 10X / 120 dias): Presenca de
tecido conjuntivo mais adensado ocupando todo o defeito. Preservacgédo
dos espacos vasculares. [FC- Fibras Colagenas; V — Vasos; Fi -
Fibrina].

Fotomicrografia do Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) - Discreta
neoformacdo 0ssea reparativa. Permanéncia dos espacos capilares. [BO
— Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; TC — Tecido Conjuntivo].
Fotomicrografia do Grupo Il (PIFG / 10X / 120 dias) - Presenca de
tecido fibroso mais denso, com fibras colagenas em vérias direcBes nas
areas mais superficiais. [BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado;
FC — Fibras Colagenas].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 1X / 15 dias) — Borda do defeito
com neoformacdo dssea reativa. [ME — Microesferas; BO — Borda
Ossea; ON — Osso Neoformado; TC — Tecido Conjuntivo].
Fotomicrografia do Grupo IV (PIFG / 10X / 15 dias) — Borda do
defeito com limitada neoformacéo Ossea reativa. [ME — Microesferas;
BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; FC — Fibras Colagenas;
V - Vasos].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 40X / 15 dias) - Neoformacao
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vascular acentuada e moderado infiltrado inflamat6rio mononuclear.
Presenca de osteoblastos ainda ativos na superficie do o0sso
neoformado. [V — Vasos; M- Macrofagos; O — Osteoblastos; ON —
Osso Neoformado; CF — Células Fusiformes].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 10X / 15 dias) — Fibras Colagenas
concéntricas em torno das microesferas. [V — Vasos; FC — Fibras
Colagenas; M — Macrdéfagos; ME — Microesferas].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 10X / 15 dias) — Estroma celuloso
com presenga de infiltrado inflamat6ério mononuclear. Presenga de
células gigantes multinucleadas. [CGM - Células Gigantes
Multinucleadas; ME — Microesferas].

Fotomicrografia do Grupo IV (PIFG /40X / 15 dias) — Interface entre
biomaterial e intersticio com reacdo granulomatosa. [ RG — Reacdo
Granulomatosa; CF — Células Fusiformes; ME — Microesferas; M -
Macrofagos].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 20X / 15 dias) - Grande
quantidade de células fusiformes dispostas de forma circunjacente as
microesferas. [CF — Células Fusiformes; ON — Osso Neoformado; BO
— Borda Ossea; M- Macrofagos; FC — Fibras Colagenas].
Fotomicrografia do Grupo 1V (HE / 1X / 15 dias) - Defeito preenchido
por microesferas em multicamadas com tecido conjuntivo frouxo de
permeio. [TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo; ME - Microesferas].
Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 10X / 15 dias) - Tecido conjuntivo
frouxo permeando as microesferas nos espacos triangulares formados
entre elas. [TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo; CGM - Células
Gigantes Multinucleadas].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 20X / 15 dias): Microesfera
constituida de material particulado pouco coeso apresentando algumas
células fusiformes no seu interior. [ME — Microesferas; CF — Células
Fusiformes].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 20X / 15 dias): Presenca de células
gigantes multinucleadas em torno do biomaterial. [ME — Microesferas;
V —Vasos; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].
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Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 20X / 15 dias): Tecido conjuntivo
frouxo preenchendo espacos entre as microesferas. Presenca de células
gigantes multinucleadas em torno do biomaterial. [ME — Microesferas;
TCF — Tecido Conjuntivo frouxo; CGM - Células Gigantes
Multinucleadas].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE /10X / 45 dias): Borda 0ssea
revelando discreta neoformacdo Ossea reativa restrita a borda do
defeito. [ON — Osso Neoformado; BO — Borda Ossea; V - Vasos].
Fotomicrografia do Grupo IV (PIFG / 10X / 45 dias) - Presenca de
grande quantidade de células macrofagicas circundando as
microesferas e formacdo, em torno de cada microesfera, de fibrose.
[ME — Microeferas; FC — Fibras Colagenas; CF — Células Fusiformes;
V — Vasos; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].

Fotomicrografia do Grupo IV (HE / 10X / 45 dias) - Formacgéo, em
torno de cada microesfera, de capsula fibrosa que permanece com a
fragmentacdo do biomaterial. [ME - Microeferas; FC — Fibras
Colagenas].

Fotomicrografia do Grupo IV (PIFG / 10X / 120 dias): Presenca de
tecido conjuntivo denso entre as microesferas. [ME — Microesferas;
TCD - Tecido Conjuntivo Denso; CGM - Células Gigantes
Multinucleadas].

Fotomicrografia do Grupo IV (PIFG / 10X / 120 dias): Presenca de
capsula fibrosa em torno do biomaterial. [ME — Microesferas; FC —
Fibras Colagenas].

Desenho esquematico do preenchimento do defeito com microesferas

( O) resultando na formacgédo de espaco triangulares ( A ) que
permitem a proliferacdo vascular, migracdo celular e formacéo de

matriz ostedide.
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1.INTRODUCAO



O tecido 6sseo é um tecido metabolicamente ativo que sofre remodelagdo continua ao
longo da vida. Tal remodelagdo envolve a remogéo de osso mineralizado pelos osteoclastos,
seqguida pela formacdo da matriz Ossea pelos osteoblastos, que posteriormente se torna
mineralizada (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006). Esse tecido possui uma adequada
capacidade regenerativa e quando lesado, em muitas situacdes, é capaz de restabelecer
perfeitamente sua estrutura arquitetdnica e as suas propriedades mecanicas. No entanto, esta
capacidade regenerativa tem limites e pode falhar em certas condi¢des (PINHEIRO et al.,
2004).

As condic¢des que influenciam para que o reparo 0sseo se consolide sdo a presenca de
uma adequada vascularizacdo, a presenca de um arcabouco tridimensional (GONDIM, 2007;
SALGADO, 2002) além do tamanho e local do sitio lesionado (KIM et al., 2006), a
preservacdo ou ndo do peridsteo, a interposicdo de tecido mole ou a presenca de 0sso
necrotico entre os fragmentos 0sseos, a infeccdo local e a inadequada imobilizacdo do

material implantado com o seu conseqlente deslocamento (BARRIAS et al., 2005).

Sendo assim, quando a estrutura biolégica de um 6rgdo ou tecido ndo pode ser reparada
espontaneamente, uma alternativa viavel para o restabelecimento da arquitetura do
compartimento danificado é recompb-lo com um biomaterial. Para este fim, a utilizacdo de
0ss0 autodgeno € a alternativa considerada padrdo ouro uma vez que este possui propriedades
osteocondutora, osteogénica e osteoindutora além de ndo induzir rejei¢cdo imunoldgica, assim
como evita 0 risco de insucessos que permeia regimes terapéuticos a base de implantes
aloplésticos (BECKER et al., 1995; GIANNOUDIS; DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005; LE
GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004). No entanto, a quantidade de 0sso requerido
pode ser uma limitacdo a sua utilizacdo assim como a consideravel reabsorcao e reducdo na
viabilidade que tem sido observado na sua utilizacdo (GIANNOUDIS; DINOPOULUS;
TSIRIDIS, 2005; LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004).

A perda ou dano a um 6rgéo ou tecido acarreta, além da alteragcdo na funcéo, problemas
estéticos e transtornos sociais e psicoldgicos. Os avancgos alcancados nas areas biomeédicas e
nas engenharias tém possibilitado o desenvolvimento de técnicas que minimizam o dano e
com isso permitem uma melhor qualidade de vida. A bioengenharia tecidual éssea € um
campo multidisciplinar que aplica os principios das ciéncias bioldgicas e das engenharias para
0 desenvolvimento de substitutos de orgdos e tecidos que visem a sua regeneragdo, com
consequente melhoria da estética e funcdo (LANGER; VACANTI, 1999; MIGUEL et al.,



2006; STEVENS; GEORGE, 2005). Durante os anos 90, a bioengenharia tecidual progrediu
rapidamente e substitutos bioldgicos foram desenvolvidos para diversos tecidos do corpo
(LYSAGHT; NGUY; SULLIVAN, 1998).

A engenharia de tecidos surgiu, portanto, como uma alternativa potencial diante da
faléncia de 6rgdos e de lesBes teciduais assim como para substituicdo ao transplante de 6rgaos
que podem ser tratados pela implantacdo de um biomaterial que visa substituir os tecidos
lesionados a fim de recriar tecidos funcionais e 6rgdos saudaveis. Tem-se desenvolvido ao
longo da ultima década para corrigir defeitos de tecidos duros e moles, secundérios a trauma,
e a doencas congénitas ou adquiridas (KAIGLER; MOONEY, 2001).

Dentre os diferentes tipos de biomateriais, 0s cerdmicos tém sido estudados
extensivamente e aplicados clinicamente como biomateriais regenerativos (KAWACHI et al.,
2000; LEGEROS, 2002) sendo a hidroxiapatita uma das principais ceramicas utilizadas. A
hidroxiapatita possui composicdo quimica similar & fase mineral dos tecidos calcificados e
pode ser sintetizada com relativa facilidade em laboratério. Apresenta adequada
biocompatibilidade e bioatividade, além de possuir propriedade osteocondutiva (DOURADO,
2006; ZETOLA, 2002).

Atualmente, tem sido proposta uma técnica regenerativa utilizando biomateriais em
forma de microesferas a serem injetadas em defeitos 6sseos, e que possibilitam 0 aumento na
velocidade de regeneracdo tecidual. A estrutura das microesferas cerdmicas sdo essenciais
para a neoformacdo 0ssea por possibilitar a migracdo celular, neovascularizacao, producéo de
matriz extra-celular, passagem de nutrientes essenciais as atividades celulares, como fatores
de crescimento atraves dos espacos formados entre elas (CHESMEL et al., 1998;
MARCACCI et al., 2007).

Na utilizacdo de biomateriais, muitas vezes, pode-se observar seu deslocamento do sitio
de implantacdo. Desta forma a utilizacdo de um agente aglutinante pode favorecer a
estabilizacdo deste no sitio implantado. Um agente ja utilizado em variadas situacdes clinicas
é o selante de fibrina (CHEN et al., 2009) que forma uma rede firme e mecanicamente
estavel, com boas propriedades adesivas (ZETOLA, 2002). O selante de fibrina é um
polimero natural, que promove angiogénese, fixacdo e proliferacdo celular o que pode criar
um meio propicio para a regeneracdo 0ssea. O selante de fibrina tem sido utilizado ainda
como meio de liberagdo lenta de drogas, como agente selador de cavidades, promotor da
cicatrizacao, adesivo tecidual e como agente hemostatico local (OSATHANON et al., 2008).



O objetivo desse trabalho foi avaliar, in vivo, o potencial osteogénico de diferentes
biomateriais sendo eles o selante de fibrina e as microesferas de hidroxiapatita utilizados

isoladamente ou em associacao, através de avaliacdo histologica.



2.REVISAO DE LITERATURA



2.1 O TECIDO OSSEO

O sistema esquelético, e especialmente o tecido 6sseo, possuiu diversas funcoes,
destacando-se como maior reservatorio de calcio do corpo humano. Desta forma desempenha
um papel imprescindivel na homeostase mineral além de proteger Orgaos vitais, alojar a
medula Ossea, formadora das células sanguineas, proporcionar apoio aos mauasculos
esqueléticos transformando suas contragcfes em movimentos Uteis, e constituir um sistema de
alavancas que amplia as forgas geradas na contragdo muscular (HADJIDAKIS;
ANDROULAKIS, 2006; JUNQUEIRA,; CARNEIRO, 2004; MURUGAN,;
RAMAKRISHNA, 2005; ROBBINS et al., 2000).

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
material extracelular calcificado, a matriz 0ssea. Sua composicdo € distribuida em
aproximadamente 8% de &gua e 92% de material sélido, sendo este dltimo dividido em
aproximadamente 21% de material organico e 71% de material inorganico (ANDRADE et al.,
2007; LEGEROQOS, 2002). Estas duas fases interagem para fornecer propriedades mecanicas de
elasticidade, resisténcia e dureza, inerentes a este tecido (HING, 2004; LEGERQOS, 2002).

O principal sal inorgénico constituinte do 0sso € o fosfato de célcio, que forma cristais
nanométricos de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),]. Anélises quimicas revelam que o tecido
0sseo ndo é composto puramente pela hidroxiapatita, mas também por ions e impurezas
incluindo CO3, HPQy, F, CI, Mg, Na, ions de K, e alguns oligoelementos como o estréncio e 0
zinco (LEGERQOS, 2002; ROSCHGER et al., 2008 ).

O material organico, ou matriz 6ssea, é a estrutura de suporte para deposicdo dos sais
inorganicos, sendo constituido por aproximadamente 90% de proteinas colagenas. As
moléculas ndo colagenas constituem aproximadamente 3 a 5% do material organico, e sdo as
responsaveis pela criacdo de sitios ativos para a biomineralizacdo e para a adesdo celular
durante os fendmenos de formacao e reabsorcdo dssea (BORD et al., 1996; HADJIDAKIS;
ANDROULAKIS, 2006; KATCHBURIAN,; ARANA, 2004, MURUGAN,;
RAMAKRISHNA, 2005).

Alguns exemplos de moléculas ndo colagenas presentes neste tecido séo a osteocalcina,
que contém em sua molécula residuos do acido carboxyglutamico—a que promovem a ligagdo
com o célcio favorecendo a mineralizacdo dssea ou regulacdo do crescimento dos cristais
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; MURUGAN; RAMAKRISHNA, 2005; ROACH et

al., 1994). A osteopontina que participa da mineralizacdo 0ssea por conter sitios de ligacdo ao



calcio e adesdo dos osteoblastos e osteoclastos a matriz 6ssea (ROACH et al., 1994). Dentre
as glicoproteinas acidicas encontradas no tecido 6sseo, destaca-se a osteonectina que é
considerada a proteina ndo colagénica mais abundante do 0sso e estd manifestada nas células
osteoprogenitoras, osteoblastos e ostedcitos recentemente formados. Esta relacionada com a

mineralizacdo 0ssea, porém sua funcdo ndo é claramente definida (ROACH et al., 1994).

Observam-se ainda as sialoproteinas dsseas, encontradas restritamente na matriz 6ssea
mineralizada. Uma associacdo de proteinas como a sialoproteina éssea e a osteocalcina com
fibrilas colagenas criam alta concentragdo local de célcio, levando a precipitagdo do mineral.
A sialoproteina dssea promove ainda, reabsorcdo Ossea por aumentar a adesdo dos
osteoclastos a matriz 6ssea. A osteoprotegerina, também conhecida como fator de inibi¢do da
osteoclastogénese, funciona como inibidor da ativacdo e maturacdo dos osteoclastos
(KATCHBURIAN; ARANA, 2004; MURUGAN; RAMAKRISHNA, 2005; ROACH et al.,
1994). Outro importante constituinte da matriz osteoide € o grupo das proteinas dsseas
morfogenéticas (BMPs), que se relacionam aos fatores de crescimento TGF-B, que séo
encontradas durante o desenvolvimento de vérios Orgdos, inclusive do esqueleto
(KATCHBURIAN; ARANA, 2004; MURUGAN; RAMAKRISHNA, 2005).

O tecido 6sseo esta em constante remodelagdo, apesar do aspecto aparentemente inerte,
e sua massa total depende da relacdo de equilibrio existente entre a formacao e a reabsor¢édo
Ossea (SILVA et al., 2005). O ciclo de remodelacdo 0ssea consiste em trés fases sucessivas: a
reabsorcdo, a reversao e a formacgdo. A reabsorcdo comeca com a migracdo de pré-
osteoclastos a superficie do osso onde formam osteoclastos multinucleados que reabsorvem o
0ss0. Os osteoclastos secretam &cido cloridrico que dissolve a matriz mineral do 0sso,
enguanto proteases degradam a porcdo organica. A reabsorcao ocorre principalmente por acao
dos osteoclastos, mas os ostedcitos também podem reabsorver localizadamente matriz dssea.
Apo6s a conclusdo da reabsorcdo osteoclastica, ha uma inversdo de fase, quando 0s
osteoblastos e pré-osteoblastos ocupam a superficie do osso. Estas células preparam a
superficie para comecarem a formacdo Ossea e enviam sinais para migracao e diferenciacdo
dos osteoblastos. A fase de formagé@o ocorre com a participacdo dos osteoblastos até que o
0sso reabsorvido seja completamente substituido por novo. Ha a atracdo de osteoblastos para
cavidade de reabsorcdo e, sob influéncia de varios hormonios e fatores de crescimento,
diferenciam-se em osteoblastos ativos para preenché-la com o novo 0sso. Quando esta fase

for concluida, a superficie é coberta por células de revestimento achatadas e um periodo de



repouso prolongado comeca até que um novo ciclo de remodelacdo Gssea seja iniciado
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; SIKAVITSAS; TEMENOFF; MIKOS, 2001).

Alguns autores diferenciam uma fase inicial que correspondente a fase de ativacao,
onde os pré-osteoclastos sdo estimulados a diferenciar-se em osteoclastos maduros quando
influenciado por citocininas e fatores de crescimento (SIKAVITSAS; TEMENOFF; MIKOS,
2001).

Durante esses processos sdo encontrados trés tipos de células Osseas: osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos. S&o encontradas ainda, no tecido 6sseo, celulas mesenquimais
provenientes da medula 6ssea e dos vasos sanguineos capazes de se diferenciar em células
osteogénicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; LEGEROS, 2002; MEGHJI, 1992;
ROBBINS et al., 2000).

Os osteoblastos sdo células responsaveis pela formacao do tecido 6sseo, por sintetizar
0s componentes da matriz organica e controlar a sua mineralizagdo. Com grande importancia
na cicatrizacdo, sdo derivados do periosteo, endosteo e células mesenquimais indiferenciadas
circulantes (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
LYNCH; GENKO; MARX, 1999). Sdo células secretoras de proteinas colagenas e néo
colagenas, de proteoglicanos da matriz 6ssea, de metaloproteinases que regulam fatores de
crescimento e citocinas reguladoras do desenvolvimento osteocléastico. A diferenciagdo e o
desenvolvimento dos osteoblastos a partir de células osteoprogenitoras sdo dependentes da
liberacdo das proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP) e fatores de crescimento, como o fator
de crescimento de insulina (IGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator
de crescimento de fibroblastos (FGF). Os osteoblastos depositam matriz ostedide que,
quando mantida imovel durante o processo de cicatrizacdo, torna-se uma estrutura
mineralizada (PETERSON e t al., 2003). Estdo localizados na superficie 6ssea, promovendo
a deposicdo da matriz ostedide e podem, por fim, diferenciar-se em ostedcitos (AARDEN;
BURGER; NIUWEIDE, 1994; ANDRADE et al., 2007; TURNER, 1991).

Os ostedcitos sdo células que ficaram aprisionadas dentro da matriz 6ssea durante a sua
mineralizacdo com reduzida atividade sintética e secretora. Apresentam prolongamentos
citoplasmaticos cujo arranjo os permite participar da regulacdo da homeostasia do célcio
plasmético e perceber a carga mecénica incidida no osso transmitindo essa informacéo as
outras células do tecido (AARDEN; BURGER; NIJWEIDE, 1994; ANDRADE et al., 2007;
HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; TURNER, 1991). Os oste6citos ocupam lacunas das



quais partem canaliculos sendo cada lacuna ocupada por apenas um ostedcito. Dentro dos
canaliculos os prolongamentos dos ostedcitos estabelecem contatos através de juncbes
comunicantes por onde podem passar pequenas moléculas e ions de um ostedcito para o outro
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos sdo células moveis, gigantes, multinucleadas e extensamente
ramificadas, que se originam da fusdo de células da linhagem monocitofagocitica dos tecidos
hematopoiéticos (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Seu mecanismo de ac¢do, na reabsorcao
da matriz 6ssea, deve-se a secre¢do para dentro desse microambiente fechado, de acidos (H+),
colagenase e outras hidrolases que atuam localmente digerindo a matriz organica e
dissolvendo os cristais de sais de calcio (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-
GIL et al., 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Osteoblastos e osteoclastos surgem de linhagens de células distintas e processos de
maturacdo diferenciados. Os osteoblastos surgem de células mesenquimais indiferenciadas,
enquanto os osteoclastos se originam da diferenciacdo dos mondcitos hematopoiéticos. As
diferencas entre as atividades osteoclastica e osteoblastica podem ser originadas de uma
grande variedade de mudancas hormonais e nos fatores de crescimento, ou perturbacées como
processos inflamatorios, resultando em alteracfes Gsseas caracterizadas pela diminuicdo ou
aumento da massa 6ssea (ROODMAN, 1999).

Nesses mecanismos € importante a participacdo de horménios reguladores de célcio
destacando-se o0 paratormdnio e a calcitonina produzidos respectivamente pelas glandulas
tiredide e paratiredide, e do calcitriol (vitamina D ativa) como regulador do célcio
extracelular. O paratormonio é o principal regulador do metabolismo de célcio sendo liberado
diante da reducédo do seu nivel plasmético. Tem como células alvos os osteoclastos e com isso
aumenta a atividade reabsortiva (VERONEZE, 2008). Atua ainda diminuindo a absorcdo
renal de fésforo e estimulando a sintese de calcitriol, 0 que aumenta indiretamente a
reabsor¢do intestinal de calcio e fosforo (CARDOSO et al., 2007). A calcitonina produz um
efeito contrario, sendo sua secrecdo mediada pelo aumento da concentragdo sérica de célcio,
favorecendo sua deposicao no tecido 6sseo e manutencdo da massa esquelética (VERONEZE,
2008).

A matriz déssea mineralizada é revestida por duas membranas ndo calcificadas de
natureza conjuntiva. O periosteo, localizado mais externamente, é constituido de fibras
colagenas e fibroblastos na sua regido mais externa, e na sua regido mais interna, além de uma

camada de celulas de revestimento potencialmente osteogénica, possui células



indiferenciadas. E o enddsteo que € constituido apenas por uma camada de osteoblastos ou de
células de revestimento e apresenta, em geral, maior atividade que o peridsteo. Sao
encontradas ainda pré-osteoblastos, derivadas de células mesenquimais indiferenciadas cuja
funcdo é diferenciar-se em osteoblastos (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

O tecido 06sseo pode ser classificado histologicamente em tecido 6sseo imaturo ou
primario, e maduro, secundario ou lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas celulas e os
mesmos constituintes da matriz. No tecido primério as fibras colagenas se dispdem
irregularmente, sem orientagéo definida e com menor quantidade de mineral enquanto que no
secundario as fibras se organizam em lamelas. Este por sua vez possui fibras colagenas
organizadas em lamelas que ficam paralelas umas as outras ou se dispdem em camadas
concéntricas em torno de canais com vasos, formando o sistema de Havers ou dsteons. Cada
6steon € um cilindro formado por quatro a 20 lamelas Gsseas concéntricas que no centro
possui um canal revestido de endosteo, o canal de Havers, que contém vasos sanguineos,
vasos linfaticos e nervos. Os canais de Havers comunicam-se entre si, com a cavidade
medular e com a superficie externa do 0sso por meio de canais transversais ou obliquos que
atravessam as lamelas, os canais de Volkmann (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; LYNCH,;
GENKO; MARX, 1999; MURUGAN; RAMAKRISHNA, 2005).

Em um osso maduro, geralmente dois tipos de tecido podem ser diferenciados
macroscopicamente, 0 0SSO esponjoso e 0 0ss0 compacto. Entretanto, em ambos a estrutura é
basicamente a mesma, sendo constituidos por sistemas lamelares e com diferencas apenas na
quantidade e disposicdo das lamelas e na existéncia ou ndo de espacos entre os referidos
sistemas. O 0sso esponjoso é formado por lamelas, na sua maioria, paralelas entre si. As
lamelas formam delgadas trabéculas que deixam, entre elas, amplos espacos preenchidos por
tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e tecido hematopoiético, constituindo, portanto,
parte da medula 6ssea. No entanto, 0 0sso compacto é formado por numerosos sistemas de
lamelas concéntricas (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

2.2 REPARO OSSEO

O tecido 0sseo, quando lesado, é capaz de regeneracdo, fendbmeno que demonstra sua
permanente vitalidade (KATCHBURIAN; ARANA, 2004; LYNCH; GENKO; MARX,
1999). A regeneracdo 0ssea € um termo aplicado ao processo bioldgico em que a estrutura e a
funcdo do tecido lesado ou perdido sd&o completamente restaurados (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).



E necessario compreender que a consolidacdo do reparo no tecido 6sseo é condicionada
por fatores como o suprimento sanguineo, a estabilidade mecénica, a presenca de um
arcabouco tridimensional que oriente a proliferacdo celular (GONDIM, 2007; SALGADO,
2002) e o tamanho do sitio lesionado, pois em regides em que a morfologia e dimensao do
defeito sdo extensas e criticas ao reparo, 0 mecanismo de reparo torna-se limitado. A
angiogénese é um fator importante no processo de reparo ¢sseo, pois possibilita a oxigenacao
local e o afluxo de nutrientes, além da liberacéo de fatores de crescimento. Em defeito 6sseo
com dimensdo critica, a vascularizacdo insuficiente pode resultar na formacdo de tecido
fibroso (FILVAROFF, 2003; KLENKE et al., 2008; O’KEEFE et al., 2006).

O processo de reparo 6sseo € descrito por trés fases: fase inflamatdria, fase reparadora e
fase de remodelagdo. A fase inflamatdria é caracterizada pela formacdo de um coagulo
sanguineo que envolve as superficies 6sseas no local da lesdo, estendendo-se pelo peridsteo e
cavidades medulares préximas, acompanhadas de edema mais ou menos intenso. Instala-se,
assim, um processo inflamatorio agudo com grande mobilizacdo de neutréfilos e macrofagos
provocado pela liberacdo de substancias quimiotaticas. Imediatamente apos, inicia-se a fase
reparadora com o aparecimento de um grande numero de fibroblastos produtores de colageno
tipo 111 responsaveis pela formacdo de um calo fibroso, no qual as fibras colagenas envolvem
a regido lesionada. A medida que a acdo dos macr6fagos prossegue, uma nova rede capilar é
formada oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos rompidos e das células
mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido do coagulo, juntamente com
fibroblastos e osteoblastos, para formar, rapidamente, um novo tecido 6sseo no local, por um
processo de ossificacdo intramembranosa ou endoconjuntiva, resultando em um 0sso imaturo.
Na fase remodeladora, processos de reabsorcdo e neoformacdo ocorrem até que a regido
lesionada retome as caracteristicas morfoldgicas, biomecanicas e funcionais que possuiam
antes da lesdo (GUIMARAES, 1982; POSPISILOVA, 1982). E fundamental a compreenséo
de que os osteoblastos, células formadoras da matriz osteoide, por serem células
completamente diferenciadas, apresentam capacidade limitada de migracdo e proliferagéo.
Assim, para a formacdo 0ssea em um sitio determinado, células progenitoras mesenquimais
indiferenciadas (células osteoprogenitoras) migram até o sitio e diferenciam-se em
osteoblastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; LYNCH; GENKO; MARX, 1999).

No tecido 0Osseo, defeitos com dimensbes reduzidas reparam-se com facilidade em
virtude de disporem de mecanismo reparador semelhante ao da osteogénese embrioldgica
(SEAL; OTERO; PANITCH, 2001), mecanismo este que ndo ocorre em defeitos que



apresentam dimensdes maiores (GONDIM, 2007; HONMA et al., 2008). Sendo assim, 0
menor defeito intra-6sseo que ndo se regenera espontaneamente por completo é definido
como tamanho de defeito critico (SCHMITZ et al.,1990; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Diversas situac@es clinicas podem requerer estimulacdo para neoformacdo 6ssea como
resseccoes de tumores, fraturas ndo consolidadas e as mas-formagcdes congénitas
(GIANNOUDIS; DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005). A perda ou a remogdo cirurgica de
fragmentos 6sseos também podem proporcionar defeitos, em geral, largos para serem
preenchidos de forma espontanea e promoverem, desta forma, o reparo ésseo (PINHEIRO et
al., 2004). As perdas Osseas constituem ainda um dos maiores problemas dentro das
especialidades odontoldgicas. A estimulacdo para neoformacgdo Ossea pode ser necessaria,
portanto, no aumento ou reconstrucdo do rebordo alveolar, preenchimento de defeitos intra-
0sseos e de alvéolos dentarios, elevacao de assoalho do seio maxilar e tratamento de defeitos
perimplantares (MURUGAN; RAMAKRISHMA, 2005). Devido a perda 6ssea promovida
por fraturas faciais, pelos defeitos periodontais, pelos processos patoldgicos do sistema
estomatognatico como osteomielite, lesdes cisticas, tumores odontogénicos, e principalmente
em funcdo da crescente necessidade de osteointegracdo de implantes e enxertos 0sseos,
pesquisadores buscam desenvolver novas tecnologias que auxiliem ou acelerem o processo de
reparo 6sseo (GONDIM, 2007).

2.3 BIOENGENHARIA TECIDUAL

A bioengenharia € um campo interdisciplinar que explora uma combinacdo entre
células, engenharia de materiais e fatores bioquimicos apropriados na criacdo de uma
variedade de maneiras para melhorar, substituir, restaurar, manter ou melhorar tecidos vivos
ou orgdos inteiros (DOROZHKIN, 2009). Por meio de conhecimentos das ciéncias bioldgicas
e das engenharias empenha-se em desenvolver biomateriais e procedimentos que levem a
otimizacdo da regeneracdo éssea, especialmente quando esta ndo ocorre espontaneamente
(LANGER; VACANTI, 1999; MIGUEL et al., 2006; STEVENS; GEORGE, 2005). Neste
campo, pesquisadores tentam mimetizar o processo natural de reparo 0sseo por meio da
utilizacdo de arcabougos disponiveis em diversas formas de apresentagdo, carregados ou nao
com células, proteinas adsorvidas ou medicamentos (ANSELME, 2000; AHMED; DARE;
HINCKE, 2008; ALSBERG et al., 2002; ANDRADE, 2006; UEDA et al., 2000; UEMURA
et al., 2003). Previamente a sua utilizacdo os biomateriais sdo testados, fazendo-se necessario,

inicialmente, determinar, em nivel laboratorial, suas caracteristicas fisico-quimicas.



Posteriormente, o biomaterial deve ser submetido a testes in vitro, para que, finalmente, possa
ser testado in vivo. Sabe-se que a pesquisa em animais apresenta limitacGes, pois 0s animais
sdo diferentes dos seres humanos e existem grandes variaches entre espécies animais.
Portanto, deve-se ter cautela ao se extrapolar qualquer resultado entre as espécies, o que torna
0s ensaios clinicos inevitaveis para assegurar a aplicacdo clinica e a utilizacdo em nivel
comercial dos biomateriais (BARRETO, 2008).

LesBes ou defeitos 6sseos ocorrem nas mais variadas situacdes clinicas e a reconstrucéo
tecidual, que devolve integridade funcional e mecénica, constitui-se num passo necessario
para a reabilitacdo do paciente. A maior parte das lesdes, em virtude do seu potencial de
regeneracdo espontanea, repara-se adequadamente pelo emprego de terapias conservadores ou
técnicas cirdrgicas convencionais (ALSBERG et al., 2002; CANCCEDA et al., 2003) porém,
inimeras situacBes exigem intervencBes que estimulem a reparacdo 6ssea (GIANNOUDIS;
DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005).

A possibilidade de regeneracdo de tecidos e érgdos com algum tipo de dano biologico
tem-se constituido numa preocupacdo notavel ao longo dos séculos (COSTA; MIGUEL;
ROSA, 2005). O uso de materiais biocompativeis para reconstru¢do 6ssea tem ocorrido
objetivando-se devolver funcdo ao tecido e com isso melhorar a qualidade de vida dos
pacientes (ANDRADE, 2006; WAN; NACAMULI; LONGAKER, 2006).

Independente da natureza do defeito Gsseo, para estimular a neoformacgdo Gssea, a
utilizacdo do osso autégeno tem-se revelado o mais eficiente, sendo considerado padrdo-ouro
em funcdo da sua principal caracteristica, o comprovado potencial osteogénico, a
osteoinducdo e osteoconducdo (INTINI et al., 2008; GIANNOUDIS; DINOPOULUS;
TSIRIDIS, 2005; LEGERQOS, 2002). O enxerto 6sseo autdégeno € obtido do mesmo individuo,
removido de um sitio doador, reduzindo a possibilidade de incompatibilidade imunolégica e
rejeicao tecidual (LEGEROS, 2002). No entanto, em funcdo de limitagdes apresentadas por
esse tipo de enxerto que incluem a morbidade da éarea doadora, o aumento do tempo
operatorio e a disponibilidade limitada pode-se tornar necessario a utilizacdo de outros
métodos que auxiliem no mecanismo de regeneracdo (GIANNOUDIS; DINOPOULUS;
TSIRIDIS, 2005; INTINI et al., 2008).

Outras alternativas vidveis sdo a utilizacdo dos enxertos homogenos e heterégenos. Os
homoenxertos séo obtidos de individuos diferentes, porém da mesma espécie e 0s heterdgenos

sdo enxertos obtidos de espécies diferentes. Oferecem como principal vantagem a eliminacgéo



da abordagem de um segundo sitio cirdrgico reduzindo assim o tempo e a morbidade
operatéria (LEGEROS, 2002) Porém, inumeras sdo as situacBes que inviabilizam sua
utilizacdo como a oferta limitada, os custos elevados e outras complicacbes como a
possibilidade de transmissdo viral e a imunogenicidade. Sendo assim, a evolucgdo tecnoldgica
juntamente com uma melhor compreensdo da biologia 6ssea conduziu ao desenvolvimento de
substitutos ao enxerto 6sseo, 0s biomateriais, sendo que varios estdo atualmente disponiveis
comercialmente (GIANNOUDIS; DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005; LEGEROS, 2002).

2.4 BIOMATERIAIS

Uma alternativa possivel para o restabelecimento estrutural de uma area danificada,
qguando a regeneracao 6ssea ndo ocorre espontaneamente, € recompé-la com um biomaterial
(BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005). Torna-se, portanto, necessario o desenvolvimento
de biomateriais ou técnicas regenerativas com o objetivo de restabelecer a estrutura e funcéo
perdidas, haja vista que os enxertos autdgenos, homogenos e heterdgenos, empregados
clinicamente na atualidade, apresentam algumas limitagdes (GIANNOUDIS; DINOPOULUS;
TSIRIDIS, 2005; LEGEROS, 2002).

A aplicabilidade dos biomateriais tem sido amplamente estudada, pois tais substitutos
devem ser potencialmente condutores, estimuladores e indutores de respostas celulares
(PATEL et al., 2005), bioativos, biocompativeis, além de possuir custos que compensam 0
beneficio (VERNA et al., 2002). Devem ainda possuir alguns requisitos basicos para sua
aplicacdo como ndo causar danos locais e sistémicos, isto €, ndo devem ser citotdxicos,
tumorogénicos nem radioativos. A biocompatibilidade é um outro fator de suma importancia
para 0 sucesso do tratamento provocando no organismo reagdes desejadas, controladas e
toleradas fisiologicamente (BET et al., 2003).

Os biomateriais podem ser definidos como uma substancia ou combinacdo de duas ou
mais substancias, de origem natural ou sintética, que sdo utilizados para melhorar, aumentar
ou substituir, parcial ou integralmente, tecidos e érgdos. Devem direcionar a forma geral e a
estrutura do tecido a ser substituido, promovendo a adesédo celular e subsequente crescimento
tecidual permitindo a difusdo de nutrientes e células através do seu arcabouco
(FLECKENSTEIN et al., 2006; ROSE et al.,2004).

Uma das linhas de pesquisa mais importantes na engenharia de tecido 6sseo é o
desenvolvimento de novos e mais sofisticados arcaboucos (scaffolds) que tenham uma fungéo

mais ativa no desenvolvimento da migracdo e infiltragdo celular. Ao invés de meramente



comportar as células, essas matrizes bioativas devem ser projetadas para incentivar a adesdo e
proliferacdo celular sobre sua superficie por meio de proteinas de adesdo (BONASSAR;
VACANTI, 1998).

Diversos biomateriais foram desenvolvidos para preencher e reconstruir defeitos 6sseos
(DACULSI et al., 1992) que, quando aplicados in vivo, podem promover osteogénese por
meio de trés mecanismos a osteoconducéo, a osteoestimulagcdo ou a osteoinducéo, sendo, 0sS
mecanismos de reparo do tecido 6sseo, semelhantes ao de formacédo fisiolégica do 0sso
(BURCHARDT, 1983; GAROFALO, 2007; MISCH; DIETSH, 1993).

Na osteoconducdo o biomaterial funciona como uma matriz fisica ou arcabougo para
deposicdo de novo 0sso, na medida em que o biomaterial propicia e favorece a fixacao e
proliferacdo dos osteoblastos diferenciados que o formardo. E caracterizada por um processo
de crescimento de vasos sanguineos, de tecidos perivasculares e presenca de células
osteoprogenitoras do sitio receptor. O biomaterial é gradativamente reabsorvido, quando
desejado, e simultaneamente substituido por novo tecido 6sseo (BAUER; MUSCHLER,
2000; CARVALHO; BASSI; VIOLIN, 2004; MARCANTONIO JUNIOR;
MARCANTONIO; CIRELLI, 1999). Porém, um biomaterial osteocondutor é incapaz de
induzir a diferenciacdo de células precursoras em osteoblastos e, portanto, sua capacidade de
induzir a formacéo 6ssea € limitada (INTINI et al., 2008).

O mecanismo de osteoinducdo envolve a formagdo de um novo tecido 6sseo pela
diferenciacdo local das células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, inclusive em
sitios ectopicos (GOSAIN et al.,, 2002). E a osteoestimulacdo que estimula as células
osteogénicas do leito receptor ou do proprio enxerto dsseo a sintetizarem matriz ostedide
(BURCHARDT, 1983; GAROFALO, 2007; MISCH; DIETSH, 1993; SUH et al., 2001).
Para adequada regeneracao 6ssea busca-se, ainda, uma ligacdo entre 0 0sso hospedeiro e 0
material implantado, mecanismo da osteointegracdo (GIANNOUDIS; DINOPOULUS;
TSIRIDIS, 2005).

Com o desenvolvimento dos biomateriais tornou-se possivel influenciar seletivamente o
processo de formacdo Ossea. Porém faz-se necessario conhecer a fisiologia 0Ossea
compreendendo assim 0s mecanismos envolvidos nos processos de reabsorgéo e neoformacao
0ssea (ANDRADE et al., 2007).

De modo geral, os biomateriais podem ser classificados em biomateriais de origem
bioldgica ou natural e de origem sintética. Os de origem bioldgica séo isolados de diferentes

organismos, como algas, corais, invertebrados, plantas, tendo como exemplos o alginato, os



colagenos, o &cido hialurdnico, a quitosana, o &gar, o polihidroxialcanoato, dentre outros. Os
sintéticos sdo originados principalmente de produtos do refino do petréleo ou de misturas de
diferentes compostos quimicos tendo como exemplos os acidos poli-lactico e poliglicilico, o
fosfato de calcio, o carbonato de calcio (LEGEROS, 2002; TEXEIRA et al., 2009). Dentre
estes, 0s biomateriais que mais se aproximam das propriedades e composi¢do mineral dssea
sdo os formados por fosfato de célcio (LEGERQOS, 2002).

Fatores como a composicdo quimica, biocompatibilidade, produtos e tempo de
degradacdo no organismo, propriedades mecanicas e elasticas, forma de apresentacdo devem
ser previamente estudados para escolha do biomaterial mais adequado para cada tipo de
tecido. Os biomateriais devem ser mais do que biocompativeis, devem idealmente induzir
uma resposta celular adequada, devendo estimular a adesdo, diferenciacdo e proliferacao
celular (GOSAIN et al., 2002; LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004). Podem
ser produzidos em diferentes composicdes e utilizados em diversas formas de apresentacao
como po, granulos, pasta, discos, blocos, microesferas, gel, membranas, dentre outras
(ZETOLA, 2002).

Atualmente, tem sido proposta uma técnica regenerativa utilizando biomateriais em
forma de microesferas a serem injetadas nos defeitos 0sseos, que permite aumento na
velocidade da regeneracéo tecidual. Esta técnica implica em cirurgia minimamente invasiva,
possibilitando o preenchimento das cavidades, contudo a forma de microesferas merece ser
melhor investigada (CHESMEL et al.,1998; MARCACCI et al., 2007).

A adequada selecdo do biomaterial a ser implantado na area do defeito dsseo é
fundamental para o processo de reparo. Porém, para regeneracao dssea outros aspectos devem
ser avaliados uma vez que defeitos criticos ndo possuem capacidade reparadora espontanea
(BRAZ et al., 2003; URIST; DELANGE; FINERMAN, 1983).

Dentre as estratégias desenvolvidas com o objetivo de promover a regeneracdo 6ssea,
uma tem demonstrado ser bastante favoravel, a utilizacdo de matrizes tridimensionais, que
facilitam no seu interior o crescimento, diferenciacdo celular e proliferacdo tecidual, assim
com a angiogénese e 0 consequente suprimento de oxigénio para o tecido neoformado
(ZHANG et al., 2007; WAN et al., 2006; WANG et al., 2007).

2.4.1 Biomateriais a base de fosfato de calcio

Dentre os diferentes tipos de biomateriais, os a base de fosfato de célcio tém sido

estudados extensivamente e aplicados clinicamente como biomateriais regenerativos,



substitutos do enxerto dsseo autégeno (KAWACHI et al., 2000). Este tipo de biomaterial,
além de sua similaridade com a fase mineral do tecido dsseo, se destaca em funcdo de ser
biocompativel, radiopaco, osteocondutor, capaz de adsorver proteinas, fatores de crescimento
e estabelecer condicBes locais necessarias a diferenciacdo de células osteogénicas para a
formacdo de tecido 6sseo (RIMINUCCI; BIANCO, 2003). Uma das propriedades mais
importantes dos fosfatos de célcio é sua solubilidade em &gua, uma vez que 0 comportamento

in vivo é dependente, em grande parte, de sua solubilidade (SENA, 2004).

As ceramicas ndo existem naturalmente, mas tem-se mostrado indutoras de uma
resposta bioldgica semelhante a fisiologia do tecido ésseo. Quando conectado ao 0SSO
saudavel, matriz ostedide € produzida diretamente nas superficies da ceramica
(GIANNOUDIS; DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005). As bioceramicas sintéticas atuam como
substitutos 6sseos e tém demonstrado uma adequada propriedade osteocondutora e resultados
promissores na reparacdo Ossea (BARRETO, 2008; BARRIAS et al., 2005; LE
GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004; RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2006).
Sao exemplos de bioceramicas as hidroxiapatitas, fosfato tricalcico e os biovidros (TEXEIRA,
2009).

Nesse sentido, as bioceramicas de hidroxiapatita tém sido utilizadas em varias
condicdes clinicas nas quais € necessario o emprego de enxertos aloplasticos que apresentem
biocompatibilidade com o tecido ésseo (ROSA; SHAREEF; NOORT, 2000). Utilizados
inicialmente como alternativa para os metais a fim de aumentar a biocompatibilidade dos
implantes, as bioceramicas podem ser classificadas em trés categorias: ceramicas
relativamente bioinertes, as bioativas (ou com superficie reativa) e bioabsorviveis
(DOROZHKIN, 2009). Embora as ceramicas inorganicas, inclusive as de hidroxiapatita na
forma estequiométrica padrdo, ndo exibam capacidade osteoindutiva, possuem capacidade
osteocondutiva assim como uma extraordinaria capacidade de se ligar diretamente ao 0sso
(BURG et al. 2000; SENA, 2004).

Uma das vantagens das bioceramicas a base de fosfato de célcio, utilizadas como
enxertos 0sseos, € que tanto os ions calcio quanto os ions fosfato ndo interferem na fungéo
celular e fisioldgica dos tecidos adjacentes, proporcionando uma resposta tecidual favoravel
ao tratamento. A liberacdo de calcio e fosfato, por parte das bioceramicas, pode participar,

dentro de certos limites, como estimuladores da formacao 0ssea, bem como da reprecipitacdo



de uma camada de apatita carbonatada sobre a superficie do biomaterial estabelecendo uma
ligagdo quimica com o 0sso neoformado (LEGERQOS, 2002).

As biocerdmicas sintéticas a base de fosfato de célcio vém sendo indicadas como
substituto 0sseo por se comportarem como uma matriz tridimensional ou arcabouco na
reparacao 0ssea o que possibilita que as células osteoprogenitoras, através da osteoconducao,
formem novo 0sso na &rea do defeito (CHESMEL et al.,1998; MARCACCI et al., 2007).

A reatividade superficial é uma caracteristica comum das ceramicas 0sseas bioativas e
consiste na habilidade da biocerdmica em aderir ao 0sso, gerando grande impacto na adesé&o,
proliferacéo, diferenciacdo e mineralizacdo das células dsseas. A adeséo entre o biomaterial e
0 tecido d6sseo e 0 aumento do crescimento 6sseo sdo o resultado de multiplas, paralelas e

sequenciais reacdes que ocorrem nesta interface (DUCHEYNE; QIU, 1999).
2.4.1.1 Hidroxiapatita

As bioceramicas de hidroxiapatita tém uma composic¢do e estrutura muito proxima a
parte mineral do osso natural. Pode favorecer a formacdo de apatita 0ssea sobre a sua
superficie sendo utilizado em varios campos da biomedicina. A hidroxiapatita pode promover
a adesdo dos osteoblastos, migragéo, diferenciacdo e proliferacdo celular tendo aplicagOes

potenciais na reparacao dssea e regeneracdo (ZHANG et al., 2010).

A hidroxiapatita representa 0 componente inorganico do tecido calcificado do corpo
humano, podendo ser reabsorvivel ou ndo reabsorvivel. Esta semelhanca estrutural com a
apatita 6ssea mineral permite contato e adaptacdo quando implantado no tecido 6sseo
(TEIXEIRA, 2009). A hidroxiapatita sintética € biocompativel, ndo é carcinogénica e nem
alergénica sendo segura e clinicamente aceitavel (BROWN et al., 1998; DUARTE et al.,
2006). Contribuindo para a formacdo 0ssea, a degradacdo da hidroxiapatita pode ocorrer por
reabsorcdo mediada por osteoclastos ou dissolugdo quimica (WHITE; SHORS, 1986). O
mecanismo de reabsorcdo da hidroxiapatita pode ainda envolver a fratura das particulas a
medida que ocorre a formagéo do novo 0sso no interior dos poros formados no interior do
biomaterial. A dissolucdo do biomaterial in vitro depende dentre outros fatores do pH, do tipo
e da concentragdo e do grau de saturacdo da solucdo na qual é testada, bem como a
composicao e cristalinidade dos fosfatos de calcio (OONISHI et al., 1997).

Existem algumas desvantagens especificas que ainda limitam o uso da hidroxiapatita

ceramica para substituicdo de tecidos duros, tais como sua reduzida resisténcia mecanica, a



realidade conflitante entre porosidade e resisténcia mecanica e o problema do deslocamento
das particulas. Devido ao 0sso ser um tecido que requer algum grau de tensdo mecénica para
manter sua vitalidade, a estabilidade a longo prazo de um implante permanente de
hidroxiapatita € questionavel. A fim de minimizar, ou até mesmo superar estes problemas,

uma solucéo seria mistura-la a um ligante adequado como o selante de fibrina (SENA, 2004).

Uma das principais caracteristicas estruturais da hidroxiapatita é sua habilidade de
efetuar um grande nimero de substituicGes isomorficas conservando sua estrutura hexagonal
P 63/m. Cations tais como o Zn?*, Fe?*, Cu?*, Mg*", AI**, Ni**, Cr**, Mn?*, Sr** Si**, Co**,
Pb?*, Cd** substituem o Ca?*, anions tais como F’, ClI"ou CO4* substituem o OH" e anions tais

como VO,* ou CO4% substituem o PO;  na estrutura da hidroxiapatita. De um modo geral a

substituicdo i6nica na rede cristalina de um material provoca um aumento de defeitos
estruturais e distor¢des na rede que culminam na alteracdo de propriedades como solubilidade,
estabilidade térmica e reatividade superficial da hidroxiapatita. Por conseguinte, seu
comportamento in vitro e in vivo é fortemente alterado pelas substituicdes. Além da
substituicdo idnica a hidroxiapatita apresenta uma facilidade de variacdes de estequiometria,
ou seja, ndo apresenta uma composicdo fixa, sendo sua formula melhor definida como: Cayp.
x(HPOA4), (PO4) 6.x (OH)2x, onde x pode variar de 0 a 1, e desta forma a razdo molar Ca/P
situa-se entre 1,5 a 1,67. Os limites de composicdo determinariam a hidroxiapatita deficiente
de calcio CagHPO4(P0O4)s(OH), (CDHA) e hidroxiapatita estequiométrica Cayo(PO4)s(OH)2
(MARTIN; BROWN, 1997).

2.4.2 Selante de fibrina

Os adesivos fibrinicos, desenvolvidos em 1960, ndo apresentaram, na época, condicdes
adequadas a aplicacdo em medicina. Porém com a evolucdo das técnicas laboratoriais,
melhoras na sintese do adesivo fibrinico bem como nas técnicas de aplicacdo permitiram que
esses adesivos fossem amplamente utilizados em diversas especialidades cirdrgicas
(CORREA,; BICAS, 2005; LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004; MOSHER;
SCHAD, 1979; ROUSOU et al., 1989). Isto é particularmente verdade ao serem utilizados
para reduzir a perda de sangramento pos-operatério, como agentes hemostaticos, como
indutores de processo de cicatrizacdo e reparacao tecidual, no selamento de cavidades e como
meio de liberagdo de drogas ou fatores de crescimento em sitios cirdrgicos (ALVING et al.,
1995; CORREA,; BICAS, 2005).



O selante de fibrina é um adesivo bioldgico que imita as etapas finais da cascata de
coagulagdo. Os principais componentes sdo fibrinogénio, proteinas plasmaticas e fator XIII da
coagulacdo além de trombina, cloreto de calcio e um agente antifibrinoliticos, como
aprotinina. Os componentes sdo extraidos do plasma humano, com excecdo da aprotinina,
originada do pulmdo bovino, e do cloreto de célcio que é inorganico. A mistura de
fibrinogénio e trombina simula os Gltimos estagios da cascata de coagulagdo natural de forma
estruturada semelhante a coagulacdo fisiologica. O coagulo formado é naturalmente
degradado por enzimas proteoliticas do sistema fibrinolitico, como a plasmina (DUNN; GOA,
1999; LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004; RADOSEVICH, GOUBRAN;
BURNOUF, 1997). Contém uma solucédo altamente concentrada de fibrinogénio humano que,
guando misturado com trombina, € convertido em mondmeros de fibrina formando um
coagulo instavel e semi-rigido. A lise prematura do coagulo é impedida pela aprotinina, um
inibidor fibrinolitico. Contém ainda componentes altamente concentrados de trombina
humana e solucdo de cloreto de célcio que sdo como co-fatores necessarios para a conversao
enzimatica de fibrinogénio em fibrina, resultando em um codgulo estavel e insolUvel
(ALVING et al., 1995; CORREA, 2005; MATRAS, 1982).

O selante de fibrina ndo é citotoxico, sendo bem tolerado, havendo poucos relatos de
reacOes adversas associados a sua utilizacdo (LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI,
2004). Vem sendo utilizado em diferentes procedimentos cirirgicos como agente
hemostatico, selador de cavidades, estimulador do processo de reparacdo tecidual, como
veiculo de liberacdo lenta de drogas ou agentes de crescimento além de ser utilizado como
material para sutura, material de fixacdo para enxertos 0sseos e biomateriais (CHAN;
BOISJOLY, 2004; CORREA, 2005; FINDIKCIOGLU et al., 2009).

Os selantes de fibrina tém sido utilizados em diferentes estudos experimentais para
avaliacdo de sua influéncia na reparacdo tecidual sendo utilizados em suas férmulas originais
ou como veiculos de introducdo de outros elementos que possam interferir no processo
cicatricial (CORREA, 2005).

Suas propriedades bioldgicas estdo relacionadas a sua contribuigdo na vascularizacéo e
no crescimento de vasos sanguineos nas areas do defeito 6sseo. A fibrina pode promover o
desenvolvimento de vasos sanguineos e a formagdo de tecido de granulagdo altamente
vascularizado (LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004). S&o ainda arcaboucos

naturais para a fixagao e crescimento celular e a presenca de diversos fatores de crescimento



pode ter um efeito positivo durante os estagios iniciais da colonizagdo celular do 0sso. Apesar
desses elementos, os resultados de estudos utilizando o selante de fibrina sdo bastante
controversos (LE GUEHENNEC; LAYROLLE, DALCUSI, 2004; SCHMOEKEL et al.,
2005).

Devido a suas propriedades hemostaticas e adesivas, 0s selantes de fibrina séo
amplamente utilizados em cirurgia 6ssea, mas seu papel no reparo 6sseo ainda ndo esti bem
definido (CORREA, 2005; LE GUEHENNEC; LAYROLLE, DALCUSI, 2004). Os
resultados controversos sdo relacionados, principalmente, aos riscos de formacdo de fibrose
(CORREA, 2005).

2.4.3 Associacgoes entre selante de fibrina e ceramica de hidroxiapatita

A associacdo de bioceramicas de hidroxiapatita e selantes de fibrina tem sido utilizada
para regeneracdo Ossea. Esses substitutos devem possuir biocompatibilidade, ser
biodegradaveis e moldaveis a medida que o crescimento 6sseo é observado, além de possuir
propriedades mecanicas de preenchimento e substituicdo na area do defeito 6sseo (LE
GUEHENNEC; LAYROLLE, DALCUSI, 2004).

Biomateriais em formato de microesferas, quando implantados isoladamente, nao séo
faceis de manusear e ndo possuem estabilidade mecanica no defeito 6sseo formando—se assim
consideraveis espacos vazios entre si. Neste contexto, a adicdo de um agente de ligacdo, como
um adesivo de fibrina, pode estabiliza-las no local de implantacdo e produzir um composto
qgue pode ser moldado no defeito, sem formacdo de espacos vazios. A associacdo de
bioceramicas de hidroxiapatita e fibrina pode desenvolver substitutos 6sseos com inimeras
aplicacdes clinicas (NIHOUANNEN et al., 2006).

Esses compdsitos, de um modo geral, tém despertado interesse devido a possibilidade
de se combinar as vantagens de diferentes materiais (SIVAKUMAR; RAO, 2002; SENA,
2004). As propriedades fisicas deste compdsito sdo reforcadas, com melhor resisténcia
mecanica do que a ceramica isolada (MARINI et al., 1994; WITTKAMPF, 1989). Além
disso, a estabilidade inicial pode ser alcancada através da sua adesdo as paredes do defeito
0sseo. As propriedades bioldgicas podem ser também melhoradas, em funcdo do papel
positivo desempenhado pela fibrina na vascularizacdo dos defeitos 6sseos (NAKAMURA;
KOSHINO; SAITO, 1998; NIHOUANNEN et al., 2006).



A regeneracdo 0ssea continua a ser um grande desafio para pesquisadores e clinicos que
trabalnam em diversas areas cirdrgicas. Embora a transferéncia cirirgica de 0sso ou
substitutos do o0sso seja considerada uma forma eficaz de reparacdo em grandes defeitos
0sseos, pesquisadores buscam desenvolver métodos alternativos de tratamento
(FINDIKCIOGLU et al., 2009).



3.0BJETIVOS



3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o potencial osteogénico de biomateriais no reparo de defeito 6sseo critico em

calvaria de rato.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar, histologicamente, por microscopia Optica, 0 reparo de defeito 0sseo
preenchido com biomateriais em microesferas ceramicas de hidroxiapatita, aglutinados ou nao

com selante de fibrina;

¢ Avaliar a efetividade do selante de fibrina como agente aglutinante.



4. METODOLOGIA



4.1 BIOMATERIAIS

4.1.1 Microesferas de Hidroxiapatita

O biomaterial utilizado, microesferas de hidroxiapatita, foi desenvolvido, produzido,

caracterizado e cedido pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

As amostras de hidroxiapatita estequiométrica foram sintetizadas pelo método de
precipitacdo por via imida com razdo molar dos ions [Ca]+2/[PO4]-3 = 1,67, em condi¢cbes
reacionais apropriadas a formacao de um material com uma Unica fase cristalina ilustrada pela

reacao:
10 C&(NOg)z +6 (NH4)2HPO4 + 8 NH,OH — Calo(PO4)6(OH)2 + 6 H,O + 20 NH4NO;

A sintese foi realizada a partir da adicdo de uma solucdo contendo ions fosfato a uma
solucdo contendo ions célcio em condigdes reacionais propicias a formagdo do precipitado. A
solucdo de nitrato de célcio 0,2M foi colocada dentro do baldo onde foi realizada a reacéo de
precipitacdo, sob agitacéo e temperatura de 90°C, sendo entdo adicionada a solucéo de fosfato
dibasico de aménio, com auxilio de uma bomba peristaltica. A mistura permaneceu sob
agitacdo, a mesma temperatura, por mais duas horas para a maturacdo do precipitado
formado, sendo em seguida filtrada em funil de Buckner e lavada por ressuspensdo com agua
Milli-Q a 90°C até obter pH=7,0 na a4gua de lavagem. O sélido obtido foi secado em estufa a
80°C por 24 horas.

Utilizando-se uma Unica seringa foram formadas as microesferas com diametro entre
250 e 425um. Apos 24 horas de incubagdo, em temperatura ambiente, estas foram recolhidas
com uma peneira apropriada e, entdo, sinterizadas em rampa de aquecimento até 1100°C
(FIGURA 4).

A caracterizacdo do biomaterial foi realizada por meio da difracdo de raios X
(GRAFICO 1) e espectroscopia de absor¢do no infravermelho por transformada de Fourier
(GRAFICO 2) onde pode-se identificar a inexisténcia de impurezas porém uma alta
cristalinidade. Pela microscopia eletronica de varredura (FIGURA 1, 2 e 3) observou-se a sua

porosidade interna e superficial.



GRAFICO 1 — Analise por Difracdo de Raios X da hidroxiapatita estequiométrica. O difratograma mostrado
abaixo mostra os principais picos de uma hidroxiapatita (HA) [Ca10(PO.)s(OH),] padréo, de acordo com a ficha
padrdo PCPDFWIN 09.0432. E possivel observar pelo eixo y que a amostra tem picos finos e de alta intensidade,
caracteristico de amostra com alta cristalinidade.
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GRAFICO 2 — Gréafico de analise por espectroscopia de absorgdo no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). O grafico abaixo indica os grupos funcionais de uma hidroxiapatita (HA) [Cayo(PO.)s(OH),] padréo,
com as bandas de vibragdo apontadas. A largura das bandas indica que a HA apés a sinterizagdo tornou-se
cristalina, porém ndo perdeu nenhuma de suas caracteristicas elementares. E constituida pelas bandas de OH em
3574 cm™ e 630cm™ e as bandas de fosfatos nas regides de 1000cm™ a 1100cm™ e 500 cm™ a 600cm™,

respectivamente.
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FIGURA 2 - Microscopia Eletronica de Varredura de corte transversal (cross section) da microesfera de
hidroxiapatita.
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FIGURA 4 — Biomaterial utilizado — microesferas de hidroxiapatita com didmetro entre 250 e 425um.



As microesferas foram acondicionadas em fragcdes iguais em tubos de pléstico, tipo

eppendorfs, que foram esterilizados em autoclaves a 120°C por 30 minutos e utilizados

individualmente evitando-se, desta forma, re-esterilizacao.

4.1.2 Selante de Fibrina

O selante de fibrina utilizado, Tissucol®, foi adquirido comercialmente (FIGURA 5).
4

Baxter

Tissuco!

Kit 1,0 mL
e . g VENDA S08
T ~ - PRESCRICAD MEDICA

EMBALAGEM HOSPITALAR

FIGURA 5 - O selante de fibrina utilizado, Tissucol® (Baxter - Viena, Austria).
O selante de fibrina foi preparado, com mistura de seus componentes (TABELA 1), e
mantido em temperatura de 37°C, em banho-maria, evitando-se a coagulacdo precoce. Optou-

se pela utilizacdo da trombina 4 em funcdo da sua mais lenta solidificacdo permitindo maior
tempo de manipulacdo até a coagulacdo do biomaterial.

TABELA 1 — Componentes do selante de fibrina.

COMPONENTES SOLUCAO

Fibrinogénio Plasmético
SOLUCAO |

Aprotinina

Trombina 4 ou Trombina 500

Cloreto de Calcio SOLUCAO 1l




4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS) (Protocolo n°003-09 CEUA UEFS - Oficio Anexo A) e
cumpriu as Normas de Etica em Pesquisa com Animais, assim como, os principios de

biosseguranca.

A amostra inicial foi de 60 ratos da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar
albinus, machos, adultos, pesando, aproximadamente, 350 a 400g, correspondentes aos trés a
quatro meses de idade. Entretanto, durante o experimento dois animais foram a ébito (Grupo
I11 aos 120 dias e GIV aos 120 dias) perfazendo uma amostra final de 58 animais. Os animais
foram fornecidos, criados, operados e mantidos em observacdo no pos-operatorio no Biotério
da Universidade Estadual de Feira de Santana.

Os 58 animais foram distribuidos para a composi¢do de quatro grupos, contendo 19 a
20 animais cada, e avaliados nos pontos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias (TABELA 2):

Grupo | - Defeito 6sseo preenchido pelo coagulo sangiineo.

Grupo Il - Defeito 6sseo preenchido por microesferas de hidroxiapatita.

Grupo |11 - Defeito 6sseo preenchido por selante de fibrina.

Grupo IV — Defeito 6sseo preenchido com microesferas de hidroxiapatita e fibrina.

Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental em gaiolas
identificadas e autoclavadas, forradas com cama de maravalha de pinus trocada diariamente,

alimentados com ragdo sélida Labina (Purina, Paulinia, SP, Brasil) e 4gua ad libitum.

TABELA 2 — Numero de animais segundo grupo e ponto biolégico.

Grupo/Periodo Gl Gll Glll GIV Total
15 dias 5 5 5 5 20
45 dias 5 5 5 5) 20
120 dias 5 5 4 4 18
Total 15 15 14 14 58

4.3 TECNICA CIRURGICA

Os animais foram anestesiados com injec6es intramusculares de cloridrato de quetamina
a 10% (Cetamin - Laboratério Syntec, Sdo Paulo, Brasil) na propor¢do de 0,12mL/100g de

peso, enquanto a analgesia e a sedacdo foram realizadas com injecGes, também, intramuscular



de cloridrato de xilazina a 2% (Dopaser - Laboratério Hertape Calier, Barcelona, Espanha), na
proporc¢do de 0,06mL/100g de massa corporea (FIGURA 6).

—

FIGURA 6 - Anestesia com cloridrato de quetamina a 10% e analgesia e sedacdo com cloridrato de
xilazina com injecéo intramuscular (A); tricotomia da &rea cirlrgica (B); anti-sepsia com solucdo de &lcool
iodado (C).

Os animais foram tricotomizados na regido da calvéaria, ap6s uma anti-sepsia com
solucdo de alcool iodado, sendo, entdo, posicionados em decubito ventral. Apds a anestesia e
assepsia foi realizada a tricotomia da regido frontoparietal e uma incisdo mucoperiostal e
bicoronal com lamina de bisturi n°15 (Bencton Dickinson) com aproximadamente 3,0cm de
extensdo, sequida de divulsdo, com tesoura (Duflex) de ponta reta e romba. Os retalhos de
espessura total foram elevados expondo amplamente a cortical dssea da regido.

A elevacdo do retalho permitiu acesso ao peridsteo que foi incisado com espéatula n°7
(Duflex) e pinca clinica (Duflex) e removido, expondo o tecido 6sseo. O defeito critico
transfixado foi realizado com uma fresa trefina de 8,5mm de diametro (Dentoflex - Sdo Paulo,
Brasil) montada em contra-angulo (Dabi Atlante — Sdo Paulo, Brasil) com reducéo de 1:16,
acoplado a um motor cirargico, (Driller BLM 600 Plus — S&o Paulo, Brasil) de 1500 rpm, sob

irrigacdo constante e abundante com solucdo salina (FIGURA 7). A dura-mater foi mantida



integra. O defeito 6sseo de aproximadamente de 1mm de espessura foi realizado entre os
vértices das suturas anterior e posterior da calvéria (FIGURA 8).

Para o grupo controle, apds confeccdo do defeito dsseo, foi realizada estimulacdo do
tecido mole e bordas Osseas do defeito para promover sangramento controlado e
preenchimento do defeito désseo com codgulo sanguineo. Nos demais grupos foram
implantados na area de defeito os respectivos biomateriais (FIGURA 9). As microesferas de
hidroxiapatita, quando utilizadas isoladamente (Grupo II), foram misturadas com soro
fisioldgico para facilitar sua implantacédo no defeito.

Os retalhos, a seguir, foram reposicionados e suturados com fio de seda preto n° 3-0
(Ethicon — Johnson & Johnson) (FIGURA 10).




FIGURA 7 - Tricotomia da regido frontoparietal da cabeca do animal (A); elevacdo do retalho para
acesso ao periosteo (B); remocdo do peridsteo (C); confeccdo do defeito critico com fresa trefina (D);
demarcacdo do defeito entre os vértices das suturas anterior e posterior da calvéria (E); defeito critico com
8,5mm de diametro (F).

FIGURA 8 — Desenho esquematico que mostra a localizacdo do defeito critico confeccionado entre as
suturas anterior e posterior da calvaria.

FIGURA 9 — Defeito critico preenchido com coagulo sanguineo — Grupo | (A); defeito preenchido por
microesferas de hidroxiapatita — Grupo Il (B); defeito 6sseo preenchido por selante de fibrina — Grupo 11 (C);
defeito preenchido com microesferas de hidroxiapatita e selante de fibrina — Grupo 1V (D).



FIGURA 10 — Reposicionamento do retalho e sutura
4.4 PREPARA(}AO DAS AMOSTRAS

Nos tempos bioldgicos pré-determinados (15, 45 e 120 dias), os animais foram
eutanasiados com doses letais de cloridrato de quetamina. Os ratos foram dissecados para
remover toda a porgdo superior da calvéria, incluindo tecidos moles, porém foi mantida a
dura-mater e o peridsteo e a amostra retirada (calvaria). Os espécimes foram colocados
separadamente em recipientes plasticos, identificados, contendo solucéo de formol tamponado
a 4% para fixacdo e destinadas a andlise por microscopia Optica. Os espécimes foram entdo
divididos em duas partes em uma proporcao de 2/3 anteriores e 1/3 posterior das calvarias de
todos os ratos em todos o0s pontos bioldgicos (FIGURA 11). O segmento anterior foi entdo

descalcificado e incluido em parafina. Os cortes foram analisados por microscopia optica.

FIGURA 11 - Reducéo das espécimes (A) calvéria antes da reducdo; (B e C) ap6s reducéo sendo a parte
anterior (2/3 do defeito) incluido em parafina.



4.5 ETAPA LABORATORIAL

4.5.1 Inclusado em parafina
Apbs fixacdo em formol e realizacdo da reducdo das espécimes, os fragmentos que
incluiam o segmento anterior da calvaria, estendendo-se 2mm além do defeito, foram
descalcificados com EDTA a 7% por 5 dias. Em um processador automatico de tecido
(LEICA - Nussloch, Alemanha) os fragmentos tissulares das calvarias foram processados
utilizando-se sequenciamento de alcool absoluto, xilol e parafina fundida e em seguida
incluidos em blocos de parafina (FIGURA 12).

FIGURA 12 — Processador automatico de tecidos (LEICA - Nussloch, Alemanha).

Foram realizados cortes histologicos seriados de 5um de espessura sobre laminas
previamente tratadas para remocdo de impurezas e aderéncia. A preparacdo prévia das
laminas foi realizada com lavagem das laminas com detergente neutro, solucdes de solugédo
diluida de é&cido cloridrico e &cido acético e alcool absoluto (TABELA 3). Os cortes

histoldgicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e Picrossirius (PIFG).

4.5.2 Microscopia Optica

A avaliagdo morfologica qualitativa foi realizada no Laboratorio de Bioengenharia
Tecidual e Biomateriais, do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
(ICS — UFBA) e no IPAC — Instituto de Patologia Geral e Cutanea



TABELA 3 — Sequéncia de lavagem de laminas.

Sequéncia Componentes
1° Detergente Neutro
2° Acido Cloridrico Diluido
3° Acido Acético e Alcool Etilico




5.RESULTADOS



5.1 GRUPO | — DEFEITO VAZIO (CONTROLE)

Aos 15 dias foi observada uma neoformacdo Ossea reparativa restrita as bordas do
defeito, com a presenga de osteoblastos ativos (FIGURA 13). Aos 45 dias, esta neoformagéo
permaneceu restrita as bordas do defeito, porém em maior extensdo e com presenca de, além
de osteoblastos, ostedcitos (FIGURA 15). Uma progressiva reducdo da atividade dos
osteoblastos foi vista. Aos 120dias havia um 0sso neoformado aparentemente estavel, com
presenca de ostocitos, sem caracteristicas de proliferacdo e atividade osteoblastica. Nas
demais regies ndo foram observadas a presenca de ndcleos de mineralizacdo (FIGURA 16).

Na regido central do defeito, aos 15 dias, observou-se a formagdo de tecido conjuntivo
frouxo com intensa formacdo de capilares sanguineos e com proliferacdo de células
fusiformes (FIGURA 14). Aos 45 dias, essa regido central do defeito apresentava-se
preenchida por tecido conjuntivo denso, de espessura menor que a espessura das margens
Osseas e com uma menor formacdo vascular, predominando nas proximidades das bordas
Osseas (FIGURA 15). Aos 120 dias, as caracteristicas se tornavam mais evidentes com
formacéo de um tecido conjuntivo denso e com menor neovascularizacdo. O tecido conjuntivo
formado preencheu toda a extensdo do defeito mantendo uma espessura bem aquém da

espessura do 0sso remanescente (FIGURA17).

Aos 15, 45 e 120 dias foi observada a presenca de um infiltrado inflamatério

mononuclear e difuso, porém com reducao progressiva ao longo do tempo.
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FIGURA 13 - Grupo | (HE /1X / 15 dias) - Neoformagao 6ssea nas bordas do defeito. [ON — Osso Neoformado;

BO — Borda 6ssea; TC — Tecido Conjuntivo Frouxo].
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FIGURA 14 - Grupo | (HE /1X / 15 dias) - Auséncia de nlcleos de mineralizagdo na area central do defeito.
Presenca de tecido conjuntivo de espessura menor que a espessura 0ssea na borda éssea. [TC — Tecido

Conjuntivo].
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FIGURA 15 - Grupo | (HE / 1X / 45 dias) - Neoformacdo Gssea restrita as bordas do defeito. Presenca de
ostedcitos no osso recém formado. Presenca de tecido conjuntivo denso em toda extensdo do defeito de
espessura menor que a espessura 6ssea na borda do defeito. [TCD — Tecido Conjuntivo Denso; BO — Borda

Ossea; ON — Osso Neoformado].
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FIGURA 16 - Grupo | (HE / 1X /120 dias) - Neoformagdo restrita as bordas do defeito. Presenca de ostedcitos
no 0sso recém formado aparentemente estavel. [TCD — Tecido Conjuntivo Denso; BO — Borda Ossea; ON —

0Osso Neoformado].
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FIGURA 17 - Grupo | (HE / 1X / 120 dias) - Presenca de tecido conjuntivo denso em toda extensdo do defeito
de espessura menor que a espessura 6ssea na borda do defeito. [TCD — Tecido Conjuntivo Denso].

5.2 GRUPO Il — DEFEITO OSSEO PREENCHIDO POR MICROESFERAS DE
HIDROXIAPATITA

Aos 15 dias, nas bordas do defeito, observaram-se aspectos semelhantes aos
identificados no grupo controle, com relacdo a neoformacéo 6ssea reparativa que se manteve
restrita as bordas e com a presenca de osteoblastos ativos (FIGURA18 E 21). Aos 45 dias, a
formacdo dssea também restringiu-se as margens do defeito porém mais evidente que aos 15
dias. Aos 120 dias as bordas dsseas apresentavam-se estaveis ndo se observando mais
formacdo Gssea. O 0sso neoformado apresentava nesse periodo aspecto lamelar. Aos 45 e 120
dias foi observada a presenca de ostedcitos no 0sso recém formado.

O defeito apresentava-se preenchido pelas microesferas de hidroxiapatita, aos 15 dias,
formando multiplas camadas (FIGURAS 18 E 19). Em todos os tempos biologicos, todo o
defeito se encontrava preenchido com as microesferas de hidroxiapatita e a neoformacao
Ossea reparativa, nas margens vistas do defeito, se estendeu entre as microesferas, com a
presenca de osteoblastos (FIGURAS 18, 25 E 30).

Nas outras areas do defeito, aos 15 dias, foi observada a presenca de biomateriais

permeados por tecido conjuntivo frouxo, com fibras colagenas apresentando orientagdes



diversas (FIGURA 18). Algumas areas do defeito apresentavam-se edemaciadas resultando na
formagéo de um estroma de aspecto frouxo (FIGURA 19). Observou-se uma intensa formagéo
vascular e proliferacdo de células fusiformes (FIGURAS 21, 22 e 24). Aos 45 dias, 0 estroma
encontra-se mais adensado com moderada presenca de células fusiformes (FIGURAS 23 E
26). Aos 120 dias, observou-se uma reducdo do edema resultando na formacdo de um
estroma mais denso e celuloso, com muitos espacos capilares luminares sem, no entanto,
haver formacédo de novos vasos. Uma reducao do espaco entre as microesferas foi identificada
e atribuida a diminuicéo do edema (FIGURA 31).

A presenca de infiltrado inflamatério mononuclear distribuido de forma difusa no
intersticio foi identificada aos 15 dias. Uma reacdo granulomatosa, constituida por
macrofagos e poucas células gigantes multinucleadas, foi vista circundando as microesferas
(FIGURA 24). Essa reacdo granulomatosa é acompanhada por uma delgada fibrose. Aos 45
dias o processo inflamatdrio permanece acentuado, com grande formacdo de capilares em
toda a extensao do defeito e denso infiltrado mononuclear (FIGURAS 27 E 29). Aos 120 dias
observa-se uma diminui¢cdo no processo inflamatorio com reacdo granulomatosa menos
evidente (FIGURA 32).

Na maioria das vezes, aos 15 dias, ndo foi observada a migragéo celular para o interior
do biomaterial, havendo a formacdo de delgadas camadas concéntricas em torno das
microesferas. Cada microesfera apresentava-se como um componente particulado néo
homogéneo, pouco coeso, algumas vezes com aspecto basofilico, entretanto mantendo o
formato de microesferas. Aos 45 dias tornou-se mais evidente a presenca de fibras colagenas
conceéntricas, formando uma capsula em torno do biomaterial, em maior nimero de camadas e
com espessura maior do que a observada aos 15 dias (FIGURA 28). Na periferia de muitos
biomateriais observou-se delgados septos fibrosos com direcdo centripeta com presenca de
células fusiformes de permeio as particulas fragmentadas. Aos 120 dias a formac&o capsular,
com fibrose concéntrica em torno das microesferas, torna-se mais espessa com presenca de
muitas células fusiformes. A auséncia de coesdo entre as particulas de cada microesfera é
ainda mais evidente aos 120 dias (FIGURAS 32 E 33).



FIGURA 18 - Grupo Il (HE / 10X / 15 dias) — Neoformagdo 6ssea nas bordas do defeito e estendendo-se entre as
microesferas proximas a borda do defeito. [BO — Borda Ossea; TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo; ME —
Micoresferas; ON — Osso Neoformado].
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FIGURA 19 - Grupo Il (HE / 10X / 15 dias) - Microesferas formando mdltiplas camadas. [TCF — Tecido
Conjuntivo Frouxo; ME — Micoresferas].



FIGURA 20 — Grupo Il (PIFG/ 10X/ 15 dias) — Camadas de microesferas permeadas por fibras colagenas em
multiplas dire¢des. [V — Vasos; FC — Fibras colagenas; ME — Microesfera; ON — Osso Neoformado; BO — Borda
Osseal.

FIGURA 21 — Grupo Il (HE /20X / 15 dias) — Microesferas proximas as bordas do defeito, por onde se estende a
neoformacdo 6ssea. [V — Vasos; ON — Osso Neoformado; ME — Microesfera; M — Macrégafos; CF — Células
Fusiformes].



FIGURA 22 — Grupo Il (HE/ 10X/ 15 dias) — Estroma frouxo com intensa vascularizagdo. [V — Vasos; ME —
Microesfera].

FIGURA 23 — Grupo Il (HE/ 20X/ 15 dias) — Fibras colagenas concéntricas circunscrevendo as microesferas.
Presenca de células gigantes multinucleadas . [ME — Microesferas; CGM — Células Gigantes Multinucleadas;
FC-Fibras Colagenas; M - Macrofagos].



FIGURA 24 — Grupo Il (HE/ 20X/ 15 dias) — Formagdo de espacos triangulares entre as microesferas com
formacgdo vascular . [ME — Microesfera; V — Vasos; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].

FIGURA 25 — Grupo Il (PIFG/ 10X/ 45 dias) — Fibras colagenas mantendo a forma de microesferas mesmo com
a sua fragmentagdo. [ME — Microesfera; FC — Fibras Colagenas].



FIGURA 26 - Grupo Il (PIFG / 20X / 45 dias) — Adensamento de fibras coldgenas no intersticio. [FC — Fibras
Colagenas; ME - Microesferas].
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FIGURA 27 - Grupo Il (HE /20X /45 dias) - Presenca de células fusiformes de permeio ao biomaterial
fragmentado. [ME — Microesferas; CF — Células Fusiformes; V - Vasos].
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FIGURA 28- Grupo Il (HE / 10X /45 dias) - Presenca de fibras colagenas concéntricas em multiplas camadas
formando uma capsula em torno da microesfera. Presenca intensa de células inflamatérias. [ME — Microesferas;
CF — Células Fusiformes; FC — Fibras Colagenas].

el Sy
=&y
2 iy

»

FIGURA 29 - Grupo Il (HE / 10X / 45 dias) - Reduc&o na proliferacao de células fusiformes, porém, observou-
se a preservacgao dos espacos capilares. [V — Vasos; FC- Fibras Colagenas].



FIGURA 30 - Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) - Presenca de fibras colagenas concéntricas em camadas multiplas
formando uma céapsula em torno da microesfera. Permanéncia dos espacos capilares luminares sem aparente
formacdo de novos vasos. [FC — Fibras Colagenas; ME — Microesferas].
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FIGURA 31 - Grupo Il (PIFG / 10X / 120 dias) - Presenca de fibras coldgenas concéntricas mantendo a forma de
microesferas mesmo com sua fragmentagao. [FC — Fibras Colagenas; ME — Microesferas].



FIGURA 32- Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) — Formacao de tecido conjuntivo denso entre as microesferas. [FC
— Fibras Coléagenas; ME — Microesferas; TCD — Tecido Conjuntivo Denso].

FIGURA 33 - Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) — Fibras coladgenas em torno das microesferas formando uma
capsula fibrosa. [FC — Fibras Colagenas; ME — Microesferas].



5.3 GRUPO Il - DEFEITO OSSEO PREENCHIDO COM SELANTE DE FIBRINA

Aos 15 dias, nas bordas 6sseas do defeito, foi observada uma discreta neoformacéao
0Ossea reativa, entretanto, em muitos casos ndo houve nenhuma neoformagéo 6ssea (FIGURA
34). Aos 45 e 120 dias o padrdo foi semelhante com discreta neoformacao Ossea reparativa
(FIGURAS 39 E 44).

O defeito dsseo foi preenchido por tecido conjuntivo frouxo, aos 15 dias, mais adensado
na sua porcao mais profunda, em contato com a dura-mater (FIGURAS 35 E 37). Nas areas
mais superficiais ha a presenca de material amorfo ndo colagénico, eosinofilico constituido
pela fibrina sobreposta a toda regido do defeito (FIGURA 36). O estroma apresenta espessura
equivalente a espessura do 0sso remanescente nas bordas do defeito (FIGURA 34). Aos 45
dias, nas areas centrais do defeito, observou-se a presenca do material ndo colagénico,
eosinofilico no interior do qual observou-se finos septos fibrosos (FIGURA 39). Tal material
era acompanhado de areas mais profundas (proximas a dura-mater) e superficiais (proximas
ao tegumento) constituidas por tecido conjuntivo denso (FIGURAS 40 E 43). Aos 120 dias o
defeito foi preenchido por tecido conjuntivo mais delgado que o0 0sso remanescente,
aproximadamente equivalente a um terco da espessura 0ssea, notando-se ainda residuo de
material eosinofilico ndo colageno de permeio (FIGURA 44). O tecido conjuntivo situado na
area mais superficial do defeito dsseo era mais denso, constituido por fibras colagenas

orientadas em vérias direcdes (FIGURA 45).

Observou-se aos 15 dias uma reacdo granulomatosa ocasional distribuida ao longo do
biomaterial (FIGURA 38). Houve um denso infiltrado inflamatério mononuclear com
predominio histolinfocitario. Aos 45 dias, o intersticio apresentava-se mais fibroso e
observava-se ainda reagdo granulomatosa (FIGURA 41). Havia ainda a presenga de um

moderado e difuso infiltrado inflamat6rio mononuclear também identificado aos 120 dias.

Houve uma neoformacdo vascular acentuada aos 15 dias (FIGURA 37). Embora nédo se
tenha observado a formacgdo de novos vasos aos 45 dias, houve a permanéncia dos espacos
vasculares (FIGURAS 41 E 42). Aos 120 dias 0s espagos vasculares eram menos conspicuos
(FIGURAS 46 e 47).
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FIGURA 34 - Grupo 111 (PIFG / 20X / 15 dias) — Borda 6ssea sem neoformacao Ossea reparativa. Estroma com
espessura equivalente a espessura 6ssea remanescente. [BO- Borda Ossea; FC — Fibras Colagenas].

FIGURA 35 - Grupo Il (PIFG / 1X / 15 dias) - Tecido conjuntivo frouxo ocupando toda extensdo do defeito.
[TCF- Tecido Conjuntivo Frouxo].



FIGURA 36 - Grupo Ill (PIFG / 10X / 15 dias) — Presenca de material amorfo ndo colagénico, eosinofilico
constituido pela fibrina na regido do defeito. [Fi - Fibrina].
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FIGURA 37 - Grupo Il (PIFG / 10X / 15 dias) - Tecido conjuntivo frouxo ocupando toda extensdo do defeito,
mais adensado na regido mais profunda do defeito (em contato com a dura-mater). [TC — Tecido Conjuntivo; V
- Vasos].



FIGURA 38- Grupo Il (PIFG / 20X / 15 dias): Reacdo granulomatosa ocasional sobre a fibrina. Neoformacéo
vascular acentuada. [RG — Reacdo Granulomatosa; FC — Fibras Colagenas].

FIGURA 39- Grupo Il (PIFG /10X / 45 dias): Neoformacédo dssea restrita as margens do defeito. Presenca de
fibras colagenas preenchendo o defeito [ON — Osso Neoformado; FC — Fibras Colagenas; Fi - Fibrina].



FIGURA 40- Grupo Il (PIFIG / 10X / 45 dias): Presenca de tecido conjuntivo frouxo ocupando todo o defeito.
Na &rea mais profunda presenca de tecido conjuntivo mais denso e na regido mais superficial de tecido
conjuntivo frouxo. [TCD — Tecido Conjuntivo Denso; TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo].

FIGURA 41 - Grupo Ill (HE / 10X / 45 dias) - Intensa formacdo vascular. [V - Vasos].



FIGURA 42 - Grupo Il (HE / 10X / 45 dias) - Intensa formag&o vascular. Permanéncia de processo inflamatdrio
mononuclear e de células fusiformes [V — Vasos; CF — Células Fusiformes].

FIGURA 43 - Grupo 11l (HE / 20X / 45 dias) Reacdo granulomatosa ocasional. Presenca de material amorfo néo
colagénico, fibrina. [RG — Reagdo Granulomatosa; Fi - Fibrina].



FIGURA 44 - Grupo Il (HE / 10X / 120 dias) - Discreta neoformacdo 6ssea reparativa restrita as margens do
defeito. Presenca de tecido conjuntivo mais delgado com aproximadamente um terco da espessura do 0sso
remanescente. [BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; TC — Tecido Conjuntivo].

FIGURA 45 - Grupo Il (PIFG / 10X / 120 dias): Presenca de tecido conjuntivo mais adensado ocupando todo o
defeito. Preservacdo dos espagos vasculares. [FC- Fibras Colagenas; V — Vasos; Fi - Fibrina].
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espacos capilares. [BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; TC — Tecido Conjuntivo].
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FIGURA 46 - Grupo Il (HE / 10X / 120 dias)

FIGURA 47 - Grupo Il (PIFG / 10X / 120 dias) - Presenca de tecido fibroso mais denso, com fibras colagenas

em vérias direcBes nas areas mais superficiais. [BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; FC — Fibras

Colégenas].



5.4 GRUPO IV — DEFEITO OSSEO PREENCHIDO COM MICROESFERAS DE
HIDROXIAPATITA E FIBRINA

Aos 15 dias, observava-se nas bordas do defeito uma discreta neoformacdo Gssea
(FIGURA 48 E 49) com osteoblastos ainda ativos (FIGURA 50). Aos 45 e 120 dias,
semelhante ao identificado nos 15 dias, observava-se uma discreta mineralizacdo restrita as

margens do defeito estendendo-se entre as microesferas proximas a essa regido (FIGURA 48).

O estroma apresentava, aos 15 dias, uma abundante quantidade de células fusiformes,
muitas delas dispostas de forma circunjacente as microesferas e na sua periferia foi observada
uma reacdo granulomatosa constituida por muitos macréfagos e células gigantes
multinucleadas (FIGURAS 52, 54, 57 E 59). Aos 45 dias foi vista a neoformacéo vascular e
muitas células fusiformes de permeio (FIGURA 60). A reacdo granulomatosa esteve
circunjacente as micoresferas aos 15 dias persistindo em intensidade equivalente nos 45 dias.
Neste ponto bioldgico foi visto ainda um infiltrado inflamatorio difuso mononuclear
(FIGURA 61). Aos 120 dias a reacdo granulomatosa persistiu com formacéo de fibrose mais

densa circunjacente as microesferas.

O defeito encontrava-se preenchido em toda sua extensdo pelas microesferas em
multicamadas (FIGURA 48) e por tecido conjuntivo frouxo (FIGURA 55) exibindo
neoformacdo vascular acentuada (FIGURAS 50 E 58) e denso infiltrado inflamatorio
mononuclear com predominio linfocitario aos 15 dias (FIGURAS 51 E 53). Aos 45 dias a
presenca de multiplas camadas de esferas e a formacdo do tecido conjuntivo frouxo foram
também observadas. Em torno das microesferas, concentricamente, existem células
fusiformes acompanhadas de fibrose espessa que circunscreve separadamente cada esfera
(FIGURAS 61 E 62). Aos 120 dias o defeito encontrava-se preenchido em toda a sua extenséo
por multiplas camadas de esferas, permeadas por tecido conjuntivo mais denso, com estroma
menos celuloso e com mais fibrose (FIGURAS 63 E 64). Observava-se ainda a presenca de

um moderado infiltrado inflamat6rio mononuclear com predominio linfocitério.

As microesferas parecem ser constituidas de material particulado pouco coeso
apresentando algumas células fusiformes no seu interior aos 15 dias (FIGURA 57).
Semelhantemente, aos 45 e 120 dias, as microesferas apresentam-se microparticuladas
(FIGURAS 62 E 64).



FIGURA 48 - Grupo IV (HE / 1X / 15 dias) — Borda do defeito com neoformagdo oOssea reativa. [ME —
Microesferas; BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; TC — Tecido Conjuntivo].

FIGURA 49 - Grupo IV (PIFG / 10X / 15 dias) — Borda do defeito com limitada neoformacao 6ssea reativa.
[ME — Microesferas; BO — Borda Ossea; ON — Osso Neoformado; FC — Fibras Colagenas; V - Vasos].



FIGURA 50 - Grupo IV (HE / 40X / 15 dias) - Neoformagdo vascular acentuada e moderado infiltrado
inflamatorio mononuclear. Presenca de osteoblastos ainda ativos na superficie do osso neoformado. [V — Vasos;
M- Macrofagos; O — Osteoblastos; ON — Osso Neoformado; CF — Células Fusiformes].

FIGURA 51 - Grupo IV (HE / 10X / 15 dias) — Fibras Colagenas concéntricas em torno das microesferas. [V —
Vasos; FC — Fibras Colagenas; M — Macréfagos; ME — Microesferas].



FIGURA 52 - Grupo IV (HE / 10X / 15 dias) — Estroma celuloso com presenga de infiltrado inflamatério
mononuclear. Presenca de células gigantes multinucleadas. [CGM - Células Gigantes Multinucleadas; ME —
Microesferas].

FIGURA 53 - Grupo IV (PIFG /40X / 15 dias) — Interface entre biomaterial e intersticio com reagdo
granulomatosa. [ RG — Reagdo Granulomatosa; CF — Células Fusiformes; ME — Microesferas; M - Macrofagos].



FIGURA 54 - Grupo IV (HE / 20X / 15 dias) - Grande quantidade de células fusiformes dispostas de forma
circunjacente as microesferas. [CF — Células Fusiformes; ON — Osso Neoformado; BO — Borda Ossea; M-
Macréfagos; FC — Fibras Colagenas].

FIGURA 55 - Grupo IV (HE / 1X / 15 dias) - Defeito preenchido por microesferas em multicamadas com tecido
conjuntivo frouxo de permeio. [TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo; ME - Microesferas].



FIGURA 56 - Grupo IV (HE / 10X / 15 dias) - Tecido conjuntivo frouxo permeando as microesferas nos espagos
triangulares formados entre elas. [TCF — Tecido Conjuntivo Frouxo; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].

FIGURA 57 - Grupo IV (HE / 20X / 15 dias): Microesfera constituida de material particulado pouco coeso
apresentando algumas células fusiformes no seu interior. [ME — Microesferas; CF — Células Fusiformes].



FIGURA 58 - Grupo IV (HE / 20X / 15 dias): Presenca de células gigantes multinucleadas em torno do
biomaterial. [ME — Microesferas; V — Vasos; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].

FIGURA 59 - Grupo IV (HE / 20X / 15 dias): Tecido conjuntivo frouxo preenchendo espagos entre as
microesferas. Presencga de células gigantes multinucleadas em torno do biomaterial. [ME — Microesferas; TCF —
Tecido Conjuntivo frouxo; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].



FIGURA 60 - Grupo IV (HE /10X / 45 dias): Borda 6ssea revelando discreta neoformacao Gssea reativa restrita a
borda do defeito. [ON — Osso Neoformado; BO — Borda Ossea; V - Vasos].

'S

~~100pm
L

FIGURA 61 - Grupo IV (PIFG / 10X / 45 dias) - Presenga de grande quantidade de células macrofégicas
circundando as microesferas e formacgdo, em torno de cada microesfera, de fibrose. [ME — Microeferas; FC —
Fibras Coléagenas; CF — Células Fusiformes; V — Vasos; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].




FIGURA 62 - Grupo IV (HE / 10X / 45 dias) - Formagéo, em torno de cada microesfera, de capsula fibrosa que
permanece com a fragmentagéo do biomaterial. [ME — Microeferas; FC — Fibras Colagenas].

FIGURA 63 - Grupo IV (PIFG / 10X / 120 dias): Presencga de tecido conjuntivo denso entre as microesferas.
[ME — Microesferas; TCD — Tecido Conjuntivo Denso; CGM — Células Gigantes Multinucleadas].
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FIGURA 64 - Grupo IV (PIFG / 10X / 120 dias): Presenca de capsula fibrosa em torno do biomaterial. [ME —
Microesferas; FC — Fibras Colagenas].




6.DISCUSSAO



O tecido 6sseo, em funcdo da sua capacidade regenerativa é, em muitas situagdes, capaz
de restabelecer perfeitamente sua anatomia e suas propriedades mecénicas através de
processos complexos que envolvem atividade local e sisttémica e participam deste processo
varios tipos de células, enzimas e fatores de regeneragdo tecidual (PINHEIRO et al., 2004).
Esse tecido, quando lesado, é capaz de se regenerar, sem a formacdo de cicatriz fibrosa
(DELACURE, 1994).

No entanto, a extensdo do reparo e a velocidade com a qual ocorrera dependem da
localizacdo anatdmica, da etiologia e das dimensbes da lesdo, além das caracteristicas
bioldgicas de cada individuo. A capacidade reparativa dssea tem limites podendo falhar caso
certas condi¢cbes ndo forem atendidas. Os fatores que impedem ou previnem o reparo 6sseo
sdo falhas de vascularizagdo, defeitos sobre-estendidos e tecidos competidores com alta
atividade de proliferacdo (PINHEIRO et al., 2004). Além disso, outros fatores que impedem a
regeneracdo 0ssea devem ser considerados como a interposicdo de tecido mole ou a presenca
de 0sso necrotico entre os fragmentos dsseos, infeccdo local e a inadequada imobilizacdo do

material implantado com o seu consequente deslocamento (BARRIAS et al., 2005).

A manutencdo da integridade do periosteo também é um fator determinante da
capacidade regenerativa (BRAZ et al., 2003; LEMPERLE et al., 1996). Por esta razao, neste
experimento, o periésteo foi removido uma vez que, quando o objetivo é avaliar o potencial
osteogénico de um biomaterial, é recomendada sua remocdo ja que contém células
progenitoras com capacidade de se diferenciarem em osteoblastos sendo estimuladas a
produzir novo osso (HONMA, 2008). Quando removido durante a confeccdo do defeito,
células provenientes de outros sitios precisam migrar e se diferenciarem para que a
regeneracdo aconteca (HONMA, 2008). Lemperle e colaboradores (1996) puderam observar
que em defeitos criticos na calvaria de cdes, quando o periosteo ndo foi preservado, a
regeneracdo 6ssea ocorreu de maneira limitada (LEMPERLE et al.,1996).

Histologicamente, em todos os animais onde a neoformag&o d¢ssea foi observada, 0 0sso
recém formado apresentou aspecto imaturo, acompanhado de intensa formacéo vascular e
fibras colagenas organizadas irregularmente, ndo se observando ainda a presenca de canais de
Havers com morfologia bem definida. Ao longo do tempo, o0 0sso adquire aspecto de 0sso
maduro, podendo-se identificar a presenca de ostedcitos e uma aparente estabilidade,
caracteristicas compativeis com o padrdo descrito em outros experimentos (JUNQUEIRA,



CARNEIRO, 2004: LYNCH; GENKO, MARX, 1999; MURUGAN; RAMAKRISHNA,
2005).

Nos defeitos criticos, a formagdo dssea limita-se as areas periféricas sendo preenchido
em toda extensdo por tecido conjuntivo fibroso (HONMA et al., 2008) como o observado no
grupo | (grupo controle) no qual todo o defeito foi ocupado por tecido conjuntivo,
inicialmente frouxo (15 dias) mas que se tornou adensado ao longo do tempo (45 e 120 dias).
No tecido 0sseo, defeitos com dimensdes pequenas reparam-se com facilidade, sem deixar
cicatriz fibrosa (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001), mecanismo que ndo ocorre em defeitos
que apresentam dimensbes maiores, definidos como defeitos criticos (GONDIM, 2007;
HONMA et al., 2008; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; SCHMITZ et al.,1990). Apenas uma
discreta ossificacdo reparativa e proliferacdo vascular foram identificadas nas margens do
defeito. Em direcdo a zona central observa-se uma progressiva diminuicdo no ndmero de
vasos formados e auséncia de nucleos de mineralizacdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Cardoso (2003), Barreto (2006), Barreto (2008) e Rolim (2010), nos quais
nos defeitos criticos ndo preenchidos com biomateriais observou-se uma inviabilidade da
reparagdo espontanea e a formacao de cicatriz fibrosa (BARRETO, 2008; BARRETO, 2006;
CARDOSO, 2003; ROLIM, 2010). Com isso, estudos experimentais com o objetivo de
avaliar o processo de regeneracdo Ossea devem, portanto, apresentar defeitos com
determinadas caracteristicas morfologicas de extenséo e espessura suficientes para impedir a

regeneracdo 6ssea espontanea (GONDIM, 2007).

O emprego desse modelo experimental utilizado, defeitos criticos de 8,5mm na calvéria
de ratos, foi escolhido como apropriado para avaliagdo experimental uma vez que na sua
presenca tem sido observada uma formacdo dssea reativa limitada as bordas do defeito
permanecendo a area central preenchida por tecido conjuntivo. Embora na bioengenharia
tecidual, esse modelo seja o definido para estudar regeneracdo 6ssea (BRAZ et al., 2003;
DUPOIRIEUX et al., 2001; FLECKENSTEIN et al., 2006; SATO; URIST, 1985; SILVA et
al., 2005) o tamanho que o caracteriza como critico € controverso variando de 4mm
(MULLIKEN; GLOWACKI, 1980) a 8mm (BARRETO, 2008; CARDOSO et al., 2007,
INTINI et al., 2007; MIGUEL et al., 2006; PAULA, 2008; ROLIM, 2010). Tem ainda como
vantagens o custo baixo dos animais, a necessidade de um espaco fisico pequeno para sua
manutencdo, a pequena quantidade de material para realizar o estudo piloto e a facilidade
técnica de insercdo das particulas dos biomateriais no defeito (SAUERESSIG, 2005;
SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). Esse modelo possibilita ainda investigar a capacidade



osteogénica e a biocompatibilidade dos biomateriais em uma regido anatbmica pobre em
suprimento sanguineo e em 0sso medular (BRAZ et al., 2003; DUPOIRIEUX et al., 2001;
FLECKENSTEIN et al., 2006; LIM; LEE; YEO, 2000; SILVA et al., 2005).

Os animais utilizados nesse estudo foram machos adultos com o objetivo de minimizar
as influencias hormonais esperadas na utilizacdo de fémeas assim como, em funcdo de nos
animais adultos, o metabolismo désseo ser mais lento e estavel, diferente dos animais jovens
nos quais a neoformacdo e a remodelacdo Gssea é mais dindmica para atender as demandas
naturais de crescimento esquelético do animal. Acredita-se ainda que as fémeas sejam mais
sensiveis ao ruido, ao cheiro e as variacbes de temperatura (AUER et al., 2007; ROLIM,
2010).

Um discreto infiltrado inflamatério mononuclear difuso foi observado no grupo controle
aos 15 dias e que regrediu ao longo do tempo. Esse mecanismo condiz com o observado no
inicio do reparo devido a les@o tecidual causada pela confeccdo do defeito 6sseo, de forma
semelhante a aquela encontrada por Barreto (2006), Paula (2008), Barreto (2008) e Rolim
(2010). Durante a confeccdo do defeito ocorrem rompimentos vasculares, seguido de
extravasamento sanguineo, formacdo de coagulo, desenvolvimento de inflamagfes aguda e
cronica, liberacéo de citocinas, fatores de crescimento que atuam ativando ou inibindo a agéo
dos macrofagos e de outras células envolvidas com a reparacdo tecidual, como fibroblastos e
células inflamatorias (ANDERSON et al., 1999; ANDERSON; RODRIGUES; CHANG,
2008).

Embora a presenca de reacdo inflamatdria cronica tenha sido observada em todos os
grupos, foi mais acentuada nos grupos onde houve a implantacdo do biomaterial no defeito
(Grupos 11, 111, 1V). No grupo IlI, com implantacdo das microesferas de hidroxiapatita,
desenvolveu-se uma reacdo granulomatosa, com presenca de macrofagos e células gigantes
multinucleadas circundando as microesferas que foi reduzida progressivamente ao longo do
tempo, caracterizando uma reacao de corpo estranho. Essa reagdo mostrou-se mais prolongada
gue em experimentos anteriores, 0S quais registraram sua permanéncia, porém por até 15 dias
(ANDERSON; RODRIGUES. CHANG, 2008). No grupo Ill, no qual foi utilizado o selante
de fibrina, a inflamagdo mostrou-se intensa em toda extensdo do defeito com a presenca de
infiltrado inflamatdério mononuclear mesmo aos 120 dias. No grupo 1V, quando foi associada
a utilizacdo do selante de fibrina a hidroxiapatita pode-se observar uma adicdo entre as

caracteristicas inflamatorias identificadas nos grupos onde os biomateriais foram utilizados



isoladamente, com intensa reacdo inflamatéria mononuclear ao longo de todo defeito e
presenca de células gigantes multinucleadas, macrofagos e células fusiformes predominando

em torno das microesferas.

Dentre estas microesferas, a utilizada em nosso experimento, hidroxiapatita com razao
molar Ca/P igual a 1,67 € a que se assemelha ao principal componente presente na fase
mineral dos 0ssos, a mais estudada e aplicada clinicamente (BEST et al., 2008). Uma forma
de classificar os biomateriais & base de fosfato de célcio ¢ através da razdo molar Ca/P sendo
que, quando essa razdo varia de 0,5 a 2,0 configura uma ceramica biocompativel e
osteocondutora. Embora a hidroxiapatita utilizada apresente razdo molar de 1,67, ndo
apresentou boa biocompatibilidade e sua atividade osteocondutora foi limitada. E importante
a compreensdo de que 0s biomateriais, substitutos 0Osseos disponiveis, apresentam
propriedades osteocondutoras, mas pouca ou nenhuma atividade osteoindutora
(GIANNOUDIS; DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005). Devem direcionar a forma geral e a
estrutura do tecido a ser substituido, promovendo a adesédo celular e subsequente crescimento
tecidual permitindo a difusdo de nutrientes e células através do seu arcabouco
(FLECKENSTEIN et al., 2006; ROSE et al., 2004).

Espera-se que na utilizagdo de biomateriais para regeneracdo de defeitos criticos, o
periodo de degradacdo deste coincida com o periodo de cicatrizacdo natural do 0sso, ou seja,
gue o biomaterial funcione como um andaime que ndo impeca a osteogénese (CHEN et al.,
2009; YU et al., 2008). Os principais fatores que influenciam na velocidade com a qual a
reabsorcdo do biomaterial ocorre sdo a porosidade, a cristalinidade e a area superficial
(GOSAIN et al., 2002) propriedades fisicas de um biomaterial. As propriedades quimicas
referem-se especialmente a composicdo quimica, a razdo molar célcio/fosfato, ao grau de
impureza elementar e a substituicdo ibnica na estrutura atdmica (KARAGEORGIU;
KAPLAN, 2005; YANG; DENNISON; ONG, 2005).

Nossos testes in vivo puderam demonstrar que 0s biomateriais utilizados nao
apresentaram boa biocompatibilidade, induzindo intensa reacdo inflamatodria que influenciou
no processo de reparacdo dssea. Destaca-se com isso a importancia de se utilizar testes in vivo
para avaliagdo do comportamento in situ do biomaterial a ser utilizado. Nestes testes, 0s
biomateriais devem mostrar-se atoxicos, ndo carcinogénicos, biocompativeis, induzir baixa

resposta inflamatoria, possuir propriedades mecanicas semelhantes as do tecido receptor,



velocidade de degradacdo adequada a regeneracao, estimular rea¢6es bioquimicas e bioldgicas
favoraveis a sua funcdo (BET et al., 2003; LASKIN, 1982; TEMONOFF; MIKOS, 2000).

A utilizagdo das microesferas nesse experimento reafirmou sua eficiéncia na
contribuicdo para regeneracdo tecidual criando espaco triangulares entre suas superficies que
foram preenchidos por células, vasos, fibras colagenas e, proximas as margens do defeito, por
matriz ostoide. Essa técnica regenerativa, utilizando biomateriais em forma de microesferas,
tem sido recomendada por permitir aumento na velocidade de regeneracdo tecidual
(CHESMEL et al.,1998; MARCACCI et al., 2007). A estrutura das microesferas ceramicas
sdo favoraveis a neoformacdo Ossea por possibilitar uma maior migracdo celular,
neovascularizagcdo, producdo de matriz extra-celular, passagem de nutrientes essenciais as
atividades celulares, como fatores de crescimento atraves dos espacos formados entre elas
(CHESMEL et al.,1998; MARCACCI et al., 2007) (FIGURA 43).

As formas de apresentacdo do biomaterial estdo relacionados ainda com a sua
solubilidade, e na forma de microesferas, a area superfical em contato com fluidos teciduais
apresenta-se aumentada contribuindo para sua maior solubilidade. E vélido ressaltar que para
0s materiais ceramicos e/ou compdsitos, o grau de solubilidade resulta também da
temperatura de confeccdo e pode interferir no crescimento celular. As ceramicas de
hidroxiapatita interagem com os fluidos teciduais ap0s sua implantacdo apresentam
degradacdo, resultando em dissolucdo dos seus cristais e aumento da concentracdo local de
ions célcio e fosfato, favorecendo para a precipitacdo do fosfato de célcio nos microporos do
biomaterial, ocorrendo simultaneamente a neoformacéo dssea (TAMPIERI et al., 2005).

A dissolucdo da hidroxiapatita sinterizada depende da pureza e da temperatura de
sinterizacdo sendo que a hidroxiapatita sinterizada pura a altas temperaturas, utilizada em
nosso experimento, mostra muito menos degradacdo e é geralemente considerada nao-
absorvivel, embora alguma alteracdo na superficie ja tenha sido relatada. Neste trabalho
desde os primeiros tempos bioldgicos foi observada uma fragmentacdo das microesferas,
porém, estas se mantiveram com o formato de microesferas em funcéo da reacdo de fibrosa

que impediu sua dissolucéo pelo tecido.

A porosidade tem implicacdo semelhante determinando maior area de superficie e com
isso maior solubilidade. Diversos estudos avaliaram a influéncia do tamanho das particulas,
dos poros e da interconectividade entre 0s poros, necessarios a osteogénese no reparo 0sseo
(HING; BEST; BONFIELD, 1999; KLENKE et al., 2008; MARCACCI et al., 2007). Esse



tamanho ideal ndo esta bem definido podendo resultar em diversas possibilidades de respostas
bioldgicas influenciadas pela propria caracteristica fisico-quimica do biomaterial. O tamanho
dos poros internos e na superficie do biomaterial pode servir de parametros para diferenciar as
diversas hidroxiapatitas. A forma porosa permite o crescimento de tecido fibrovascular por
entre 0s poros, isso pode ajudar a estabilizar o enxerto e evitar micromovimentagdes (LONG,
2008). Segundo Gauthier e colaboradores (2001), 0 espa¢o necessario para a passagem de
células osteoprogenitoras no interior do biomaterial, que permite uma formacéo de tecido

0sseo no seu interior, deve ser de no minimo 100um (GAUTHIER et al., 2001).

As microesferas empregadas neste estudo tinham diametros de 250 a 425um, ou seja, de
acordo com as dimens@es preconizadas pelos estudos descritos na literatura, e superficie
porosa o0 que favorece a adsor¢do de moléculas mediadoras da sinalizacdo, quimiotaxia e
adesdo celular de células inflamatorias, angiogénicas e osteogénicas (SOLTAN; SMILER;
CHOI, 2009).0 tamanho ideal das microesferas recomendado varia de 200 a 500um sendo
que particulas inferiores a 50um podem induzir citotoxicidade (KLENKE et al., 2008;
MENDONCA, 2005).

FIGURA 43 — Desenho esquematico do preenchimento do defeito com microesferas ( O ) resultando na
formacéo de espaco triangulares ( 4A) que permitem a proliferagdo vascular, migracio celular e formagio de
matriz ostedide.

Em todos os grupos (I, Il, 111, 1V) observou-se a estabilizagdo do osso neoformado ao
longo do tempo com reducdo gradual na formacgdo Ossea reparativa e identificacdo da
presenca de osteoblatos que aos 15 dias manifestava caracteristica de atividade. Observa-se
uma intensa atividade osteoblastica na secre¢cdo de matriz extracelular nas primeiras semanas

apos a confeccdo de defeitos independentes da sua dimensdo. Porém, em defeitos criticos,



essa atividade é progressivamente reduzida cessando independente da conclusdo do reparo
0sseo. Adicionalmente, células progenitoras deixam de se diferenciar em osteoblastos por
meio de mecanismos ainda nao esclarecidos (HONMA, 2008). Atribui-se em parte, que a
inflamacéo desencadeada na confecgdo do defeito, sendo este critico ou ndo, estimula a agédo
dos osteoblastos assim como a diferenciacdo de células progenitoras deixem osteoblastos
(GORTZ et al.,, 2004; HONMA, 2008; RIFAS; ARACKAL; WEITAMANN, 2003).
Entretanto, a atividade funcional dos osteoblastos e o potencial de células progenitoras em se
diferenciar em osteoblastos podem diminuir quando a inflamacéo é reduzida. Mais estudos
sd8o necessarios para melhor compreensdo de como a inflamagdo pode regular a atividade

funcional dos osteoblastos e a diferenciacdo das células progenitoras (HONMA, 2008).

Biomateriais a base do fosfato de célcio possuem propriedades peculiares como
semelhanga com a composi¢do mineral éssea, capacidade de conduzir a formacdo de 0sso
resistente na interface biomaterial/osso, osteocondutividade fornecendo um arcabouco
apropriado para formacdo Gssea. Portanto, biomateriais a base de fosfato de calcio sdo
potencialmente Uteis na engenharia de tecidos especialmente para a regeneracao de tecidos
duros (LEGERQOS, 2002). Utilizados como materiais de enxerto 6sseo sdo ainda considerados
materiais bioativos devido a sua capacidade de participar ativamente no processo de
cicatrizacdo e/ou regeneracdo do tecido 6sseo (MURUGAN; HAMAKRISHNA, 2005).
Dentre eles a hidroxiapatita é a mais estudada sendo amplamente utilizada nas situagdes
clinicas desfavoraveis a reparacdo (KAWACHI et al., 2000).

A hidroxiapatita € o constituinte principal da fase mineral dos tecidos calcificados e
compde um biomaterial sintético cerdmico de fosfato de calcio (LE GUEHENNEC;
LAYROLLE; DALCUSI, 2004) sendo esperada na sua presenca a formacdo de 0sso jovem
com intensa atividade de osteoblastos e uma neovascularizagdo mais evidente (BRAZ et al.,
2003). Funciona como um suporte para a migracdo de células osteoprogenitoras permitindo a
aposicdo 6ssea (DUARTE et al., 2006).

Segundo Kawachi e colaboradores (2000), as cerdmicas de hidroxiapatita séo
degradadas lentamente in vivo e comecam a ser reabsorvida em ensaios clinicos, apo6s quatro
a cinco anos de sua implantacdo. Essa é uma das razGes de sua limitacdo pois a absorgdo é
uma propriedade importante do biomaterial, necessaria a neoformacao 6ssea (KAWACHI et
al., 2000).



Na utilizacdo das microesferas de hidroxiapatita (grupos Il e IV) foi observada a
presenca de acentuado infiltrado inflamat6rio mononuclear que persiste aos 45 dias sofrendo
reducdo aos 120 dias, mas mantendo-se ainda presente. A presenca de células gigantes
multinucleadas e macrofagos em torno do biomaterial, assim como uma intensa proliferacéo
de células fusiformes com formac&o de fibrose espessa que circunscreve separadamente cada
microesfera, resultando aos 120 dias, na formacdo de uma cépsula fibrosa, caracteriza ainda
uma reacdo de corpo estranho. Essa reacdo ndo foi identificada em experimentos que
utilizaram materiais semelhantes nos quais o biomaterial apresentou-se fragmentado, porém,
disperso em toda extensdo do defeito (BARRETO, 2006; BARRETO, 2008; PAULA, 2008;
ROLIM, 2010). Porém a fragmentagdo irregular do biomaterial foi identificada acompanhada
de reacdo inflamatoria cronica granulomatosa com presenca de macrofagos e células gigantes
multinuclear em torno das microesferas (BARRETO, 2006; PAULA, 2008). Indmeros
experimentos indicam a hidroxiapatita como substituto 6sseo uma vez que se observa uma
osteointegracdo ao tecido sem causar reacdo inflamatoria ou reagdo de corpo estranho (BRAZ
et al., 2003; REZENDE et al., 1998).

A hidroxiapatita utilizada nesse experimento foi caracterizada como de alta
cristalinidade e as modificacBes na cristalinidade e no tamanho dos cristais, induzidas pelo
processo de sinterizacdo, podem interferir na propriedade de interacdo dos biomateriais com o
tecido influenciando na ades&o, proliferacdo, diferenciacdo celular e no metabolismo tecidual
(FONSECA, 2007). A alta cristalinidade apresentada pelo biomaterial utilizado pode ter
contribuido para a menor formacdo 6ssea e pela resposta inflamatdria observada, sendo sua

solubilidade diminuida e a adeséo e proliferacdo de células pré-osteoblasticas prejudicada.

Estruturas altamente cristalinas, como as utilizadas nesse experimento, sdo mais
resistentes as alteracdes e a absor¢do em longo prazo. Yang, Dennison e Ong, em 2005,
avaliaram o efeito da cristalinidade de discos de hidroxiapatita na adsor¢do de proteinas e na
adesdo de células precursoras de osteoblastos. Observaram que a eliminacdo de ions fosfato
foi menor nos discos de hidroxiapatita com maior cristalinidade justificando que a maior
liberacdo ocorre nas hidroxiapatitas amorfas. Os autores relacionaram também a alta
cristalinidade com a baixa taxa de dissolu¢do (YANG; DENNISON; ONG, 2005).

A hidroxiapatita, como biomaterial para regeneracdo 0ssea, € amplamente pesquisada
no meio cientifico utilizada isoladamente ou em combinagdo com outros biomateriais. Zhang

e colaboradores (2010) afirmaram que a consolidacdo de um reparo dsseo de defeito critico



ocorre 6 meses apos a sua confeccdo, na utilizacdo de um composito de hidroxiapatita e
poliamida (ZHANG et al., 2010). Atuando como substrato para a osteogénese, é classificada
como um material osteocondutivo, porém Kurashina e colaboradores (2002) afirmaram
apresentar ainda atividade osteoindutora promovendo a formacdo 6ssea quando implantadas

na musculatura em experimentos com coelhos (KURASHINA et al., 2002).

A hidroxiapatita utilizada neste experimento (grupo Il e IV) mostrou-se constituida por
material particulado, pouco coeso permitindo, ocasionalmente, a migracdo de células
fusiformes para o seu interior. A propriedade osteocondutora deste biomaterial foi observada
uma vez que a formacao 0ssea limitou-se as bordas do defeito em todos os tempos bioldgico,
estendendo-se entre as microesferas localizadas a margem do defeito. Porém na regido
central, mesmo permanecendo as microesferas no sitio de implantacdo, nenhuma formacao

Ossea reativa foi observada contrapondo informagdes acerca do seu potencial osteoindutivo.

Resultados diferentes foram encontrados por Barreto (2006), Paula (2008), Barreto
(2008), Rolim (2010) onde toda extensdo do defeito foi preenchido pela biomaterial
fragmentado e por tecido 6sseo neoformado (BARRETO, 2006; BARRETO, 2008; PAULA,
2008; ROLIM, 2010). A formacdo da céapsula fibrosa em torno das microesferas impediu a
sua dispersdo pelo defeito e dificultou a penetracdo de células no seu interior sendo uma das

razdes para a limitada neoformacéo 6ssea observada neste experimento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Fellah e colaboradores (2007) onde
ocorreu a formacao de tecido fibroso com presenca mais evidente de macréfagos na utilizagédo
dos granulos de menor dimensdo, enquanto que a ocorréncia de células gigantes foi maior no
caso dos granulos de dimensGes intermediarias e grandes. Segundo 0s autores a resposta
inflamatoria superior no primeiro caso traz beneficios, pois o processo inflamatério poderia
facilitar a migracdo de células progenitoras para regido que poderiam se diferenciar em
osteoblastos (FELLAH et al., 2007).

Com funcdo aglutinante o selante de fibrina utilizado neste experimento apresentou
efetividade uma vez que, na sua utilizagdo com as microesferas de hidroxiapatita (grupo 1V),
estas permaneceram no sitio de implantagdo formando multiplas camadas. No grupo II, no
qual as microesferas foram utilizadas exclusivamente, observou-se uma maior fragmentagéo
destas assim como seu mais frequente deslocamento. A regeneracdo 0ssea estd condicionada a
inimeros fatores dentre eles a estabilidade mecanica. Como os biomateriais podem ser

facilmente deslocados do seu sitio de implantagcdo é importante o uso de agentes aglutinantes



como o selante de fibrina, para a formagdo de uma rede firme e mecanicamente estavel, com
boas propriedades adesivas (LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004;
ROSLINDO; VIOLA; GASPAR, 2007).

A forma de granulos, p6 e microesferas de fosfato de calcio sdo dificeis de manter no
defeito pela falta de estabilidade estrutural. Para resolver este problema o fosfato de calcio
pode ser misturado com uma ampla gama de polimeros biodegradaveis que sdo desenvolvidos
para serem utilizados como ligantes, incluindo polimeros naturais ou polimeros sintéticos,

para evitar sua migragéo do local de implantacdo (CHEN et al., 2009).

Na utilizagdo do selante de fibrina em nosso experimento (grupo Il e 1V) pode-se
confirmar a intensa angiogénese logo aos 15 dias, assim como a presenca ocasional de tecido
de granulacdo e embora ndo se observe a formacdo de novos vasos nos tempos bioldgicos de
45 e 120 dias, hd a permanéncia dos espacos vasculares. Além das propriedades fisicas de
adesdo, o selante de fibrina possui propriedades bioldgicas relacionadas a sua contribui¢do no
crescimento de vasos sanguineos nas areas do defeito 6sseo, na formacdo de tecido de
granulacdo altamente vascularizado (LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004).

Embora relatos apresentados na literatura caracterizem o selante de fibrina como
material osteocondutor, funcionando como arcabougos naturais para a fixagdo e crescimento
celular (LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004; SCHMOEKEL et al., 2005)
nosso experimento permitiu concluir que a neoformagdo Gssea reativa revelou-se muito
limitada mesmo nas bordas do defeito, inferior a observada no grupo controle (grupo 1), o que
indica uma reduzida propriedade osteocondutora e propriedades osteoindutoras ausentes. No
grupo Il (com implantacdo do selante de fibrina) todo defeito foi preenchido por um tecido
conjuntivo frouxo especialmente na area mais superficial, enquanto na regido préxima a dura-
mater este tecido se apresentava mais adensado. Resultados semelhantes foram identificados
no tecido conjuntivo que permeava as microesferas no grupo IV (com microesferas de
hidroxiapatita e selante de fibrina). Pode-se atribuir esse resultado a uma resposta tecidual
diante da reacdo inflamatoria desencadeada pelo selante de fibrina que, no defeito, foi
depositado sobre a dura-mater, ou seja, na regido mais profunda. Apesar desses elementos, 0s

resultados de estudos utilizando o selante de fibrina sdo bastante controversos.

Estudos anteriores demonstram que a combinacdo da fibrina e enxerto 6sseo autégeno
pode aumentar a taxa de osteogénese oOssea devido a liberacdo de inUmeros fatores

plaquetarios que potencializam o processo de cicatrizagdo, promovem a formagao de tecidos



de granulacdo, além da angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e sintese de matriz
extracelular (HUH et al., 2006).

A contribuicdo para o processo de cicatrizagdo 6ssea alveolar em ratos foi demonstrado
por Carvalho, Bombonato e Bretengani (1997) onde, através de estudo histomorfomeétrico,
observou-se logo na primeira semana formacédo de um delicado trabeculado 6sseo permeado
por osteoblastos além de vasos neoformados e do codgulo remanescente. Posteriormente
pode-se observar uma neoformacédo déssea progressiva sendo o alvéolo preenchido por tecido
conjuntivo maduro e trabeculado 6sseo (CARVALHO; BOMBONATO; BRETENGANI,
1997).

Porém Jarzem e colaboradores (1996) observaram que a sua associagdo com
aloenxertos, em experimentos animais, resultava em uma menor quantidade de 0sso
neoformado do que naqueles com o transplante 6sseo sozinho, atribuindo estes resultados a
uma reacao imunolégica entre proteinas humanas e dos animais experimentais (JARZEM et
al., 1996).

No entanto, Lucht e colaboradores (1986), demonstraram que o uso do selante de fibrina
juntamente com fragmentos 6sseos autélogos presentes em tibia de cdes nédo interferiu na
cicatrizacdo 6ssea (LUCHT et al., 1986). Okamoto e colaboradores (1995) demonstraram em
estudo sobre regeneracdo Gssea que a presenca do selante de fibrina ndo interferiu na
formacao do tecido conectivo e 6sseo (OKAMOTO et al., 1995).

O fundamento para sua utilizagdo no processo de regeneracdo Ossea tem respaldo no
principio de que os fatores de crescimento plaquetarios atuam diretamente, aumentando a
proliferacdo de pré-osteoblastos, e indiretamente, por promover uma maior angiogénese
(EPPLEY; WOODELL; HIGGINS, 2004). Além dos beneficios fisicos, a fibrina também
acelera o processo de cicatrizagdo Ossea do enxerto, pela presenca de numerosos diferentes

fatores de crescimento liberados ap6s a ativacdo do material (HUH et al., 2006).

A avaliagdo prospectiva da cicatrizagdo 6ssea induzida pelo uso isolado do selante de
fibrina é pouco explorada (CORREA, 2005), havendo um numero limitado de bidpsias
realizadas para investigar a osteointegracdo do biomaterial (LE GUEHENNEC; LAYROLLE;
DALCUSI, 2004). A maioria dos resultados positivos observados com a utilizacdo do selante
de fibrina foi em ensaios clinicos com humanos (LE GUEHENNEC; LAYROLLE;



DALCUSI, 2004). Nestes, o selante de fibrina tem demonstrado boa tolerabilidade e poucos
casos de eventos adversos foram relatados (ALVING et al., 1995; DUNN; GOA, 1999).

Os resultados observados da associagdo entre microesferas de hidroxiapatita e selante de
fibrina em nosso experimento foram uma reacdo inflamatdria intensa com presenca de intenso
infiltrado inflamatorio e reacdo granulomatosa que persiste até os 120 dias, contribuindo para
o retardo na formagéo 0Ossea inclusive nas bordas do defeito. Porém, experimentos descritos
na literatura afirmam que essa associa¢ao poderia desenvolver um biomaterial com aplicagdes
clinicas como substitutos do o0sso sendo as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas de
ambas acumuladas para preparacdo de substitutos 6sseos avancados (LE GUEHENNEC;
LAYROLLE; DALCUSI, 2004). Por meio de avaliacdo clinica e histotologica, Daculsi e
colaboradores (1992) observaram resultados positivos na implantacdo de fosfato de calcio e
selante de fibrina em defeitos 6sseos em modelo experimental animal e ensaios clinicos
(DACULSI et al., 1992). Adicionalmente, em estudo experimental animal, utilizando fibrina
sintética e fibrina natural pode-se concluir que a reabsorcdo do material bioceramico e a
reconstrucdo Gssea ocorreu de maneira similar nos dois grupos avaliados (JEGOUX et al.,
2005). Essa associacao entre granulos de fosfato de calcio e fibrina tem sido amplamente
utilizada por cirurgides para que o material se torne mais facilmente manipulavel auxiliando
na cimentacdo dos granulos nos locais de implantacdo. Além de gerar um composto
mecanicamente mais facil de trabalhar sugere-se que a mistura contribui para processos de
regeneracdo (JEGOUX et al., 2005).

Embora o selante de fibrina tenha desenvolvido uma intensa reacdo inflamatoria, a
reacdao imunoldgica no nosso experimento ocorreu moderadamente ndo sendo atribuida a essa
reacdo os efeitos negativos observados. Em ensaios clinicos, mais do que em estudos
experimentais em animais, resultados favoraveis podem ser esperados, pois menor reacao
imunolégica é observada em funcéo da utilizagdo da fibrina com componentes humanos (LE
GUEHENNEC; LAYROLLE; DALCUSI, 2004).

Porém, Carmagnola e colaboradores (2000, 2002) observaram que uma combinacao
entre os biomateriais selante de fibrina e a cerdmica tem efeitos negativos na osteogénese.
Esses experimentos foram conduzidos em espécies animais utilizando selantes de fibrina de
origem humana, sendo o resultado obtido atribuido a possiveis rea¢fes imunoldgicas que

podem comprometer a migracgdo de células osteoprogenitores (CARMAGNOLA et al., 2000).



Nossos resultados permitiram concluir que o selante de fibrina interferiu negativamente
na reparacdo 0ssea uma vez que, quando da sua utilizacdo, a formacdo dssea mesmo nas
bordas do defeito mostrou-se muito limitada e até mesmo, em alguns animais, ausente.
Resultados similares foram obtidos por Albrektsson e colaboradores (1982) que relataram
efeitos negativos na utilizacdo do selante de fibrina sobre a cicatrizagdo 6ssea. Utilizando um
modelo animal, mostraram ndo haver formacdo de tecido Gsseo nem contribuicdo na
cicatrizacdo Ossea (ALBREKTSSON et al., 1982). De forma semelhante Cunin e
colaboradores (2000) observaram menor neoformacédo 6ssea na utilizacdo da fibrina atribuida
a limitada infiltracdo de células osteoprogenitoras observadas na cavidade do defeito (CUNIN
et al., 2000).

A cicatrizacdo dssea continua a ser um grande desafio para pesquisadores e clinicos
(FINDIKCIOGLU et al., 2009) sendo necessario o desenvolvimento de pesquisas com
biomateriais que possam contribuir para a regeneracdo 60ssea. No modelo experimental
utilizado nesse experimento, a hidroxiapatita desenvolveu intensa reacdo inflamatéria o que
pode ter resultado na limitada neoformacdo Gssea reparativa observada na sua utilizagcdo. O
selante de fibrina desenvolveu uma reacdo inflamatdria ainda mais intensa, resultando em
formacgdo Ossea reparativa ainda menor e em alguns casos ausente, porém, sua eficiéncia

como agente aglutinante foi constatada.



7.CONCLUSOES



Conclui-se que:

e As microesferas de hidroxiapatita utilizadas mostraram limitada propriedade

osteocondutora;

e As microesferas de hidroxiapatita apresentaram pouca biocompatibilidade e

induziram reacédo de corpo estranho;

¢ O selante de fibrina ndo promoveu a regeneracdo 6ssea, entretanto atuou como

agente aglutinante das microesferas de hidroxiapatita;

¢ O selante de fibrina potencializa a formacéo vascular assim como, uma reagéo

inflamatodria crénica intensa;
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