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RESUMO

Materiais sintéticos, como as bioceramicas a base de fosfato e célcio possuem uma
composicdo semelhante ao tecido 6sseo, e sdo cada vez mais utilizados no reparo
de defeitos 6sseos na regido craniomaxilofacial. Entender o comportamento desses
materiais é de extrema importancia para a sua correta indicagédo e sucesso clinico.
Desta forma o objetivo deste estudo foi avaliar a Hidroxiapatita HAP-91® e o Vidro
Bioativo como substitutos 6sseos em defeitos de tamanho critico na calvaria de
ratos. Para isto, sessenta ratos foram divididos em trés grupos de acordo com 0s
seguintes tratamentos locais: Grupo Controle (C) — realizacdo de um defeito 6sseo
na calvaria dos animais que foi preenchido apenas com coagulo sanguineo; Grupo
Hidroxiapatita (HA) — defeito preenchido com Hidroxiapatita (HAP-91®) e Grupo
Vidro Bioativo (VB) — defeito preenchido com o Vidro Bioativo. Os animais foram
eutanasiados aos 30 e 60 dias pds-operatorios para analise histomorfométrica e
imunoistoquimica. Na analise inter-grupos, os resultados mostraram que o Grupo C
apresentou uma maior area de neoformacéo 6ssea (ANO) comparado ao Grupo
HA e VB Além disso, o Grupo HA apresentou uma maior ANO comparado ao
Grupo VB aos 30 e 60 dias poés-operatorios (p<0,05). Em nossos resultados
imunoistoquimicos o Grupo C ndo apresentou expressao de Osteocalcina (OC) aos
30 dias, enquanto que os Grupos HA e VB apresentaram altas e moderadas
expressdes de OC respectivamente. O Grupo HA apresentou um maior nimero de
células TRAP positivas comparado ao Grupo C e ao Grupo VB aos 30 e 60 dias
pés-operatorios (p<0,05). Dentro dos limites deste estudo podemos concluir que
tanto a Hidroxiapatita (HAP-91®) quanto o Vidro Bioativo guiaram a formacéo de
um novo tecido ésseo, servindo de arcabouco para a manutencdo espacial de

defeitos 6sseos de tamanho critico na calota craniana de ratos.

Palavras chave: Hidroxiapatita. Ratos. Regeneracao 0ssea. Vidro.



ABSTRACT

Synthetic materials, such as bioceramics based on phosphate and calcium, have a
composition similar to bone tissue, and are increasingly used in the repair of bone
defects in the craniomaxillofacial region. Understanding the behavior of these
materials is extremely important for their correct indication and clinical success.
Thus the objective of this study was to evaluate HAP-91® Hydroxyapatite and
Bioactive Glass as bone substitutes in critical-sized defects in rat calvaria. For this,
sixty rats were divided into three groups according to the following local treatments:
Control Group (C) - accomplishment of a bone defect in calvaria of the animals that
was filled only with blood clot; Hydroxyapatite Group (HA) - defect filled with
Hydroxyapatite (HAP-91®) and Bioactive Glass Group (VB) - defect filled with
Bioactive Glass. The animals were euthanized at 30 and 60 postoperative days for
histomorphometric and immunohistochemical analysis. In the intergroup analysis,
the results showed that Group C presented a greater area of bone neoformation
(ANO) compared to Group HA and VB. In addition, the HA Group presented a
higher ANO compared to Group VB at 30 and 60 days post- (P <0.05). In our
immunohistochemical results, Group C showed no expression of Osteocalcin (OC)
at 30 days, while HA and BV Groups presented high and moderate expressions of
OC respectively. The HA group presented a higher number of TRAP positive cells
compared to Group C and Group VB at 30 and 60 postoperative days (p <0.05).
Within the limits of this study we can conclude that both Hydroxyapatite (HAP-91®)
and Bioactive Glass guided the formation of a new bone tissue, serving as a
scaffold for the spatial maintenance of critical-sized bone defects in the calvaria of

rats

Key words: Hydroxyapatite. Mice. Bone regeneration. Glass.
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1 INTRODUCAO

A medicina regenerativa € uma area do conhecimento meédico que cria tecidos
funcionais para reparar e substituir tecidos e 6rgaos danificados ou com defeito
(JIMI, 2012). Os Biomateriais sdo amplamente utilizados nessa area médica,
na odontologia e biotecnologia. Os fundamentos dessa base de pesquisa foram
estabelecidos por estudos realizados em sua grande parte entre os anos de
1920 a 1980 e a cerca de 60 anos atras a palavra “biomaterial” ndo era

utilizada como a conhecemos hoje (RATNER et al., 2013).

Muitas definicbes foram propostas para o termo "biomaterial®. Uma definicdo
sugerida por Williams (1986) e aprovada por um consenso de especialistas na
area é: um biomaterial € um material ndo vivo utilizado na medicina com o
propésito de interagir com um sistema biologico vivo. A definicdo de
"biocompatibilidade"” foi considerada complementar e essencial para seu
entendimento, sendo: Biocompatibilidade a capacidade de um material
desenvolver a sua funcédo especifica com uma resposta apropriada do tecido
do hospedeiro (RATNER et al., 2004).

Turrer et al. (2008) define o termo biomaterial como um material de origem
biolégica ou sintética utilizado para confeccdo de implantes, aparelhos ou
sistemas que entrardo em contato com sistemas bioldgicos e tecidos vivos com
objetivo de reparar perdas teciduais e restaurar fungcdes comprometidas por

processos degenerativos ou traumatismos.

A adaptacdo do homem a materiais ndo biol6gicos vem sendo presenciada ao
longo de sua histéria, restos de um humano descoberto em Kennewick,
Washington, EUA, com cerca de 9000 anos de idade foi encontrado com uma
ponta de langa incorporada em seu quadril, aparentemente ele tinha se curado
do ferimento e a lanca nédo atrapalhava de forma significativa suas atividades.
Esse implante n&o intencional ilustra a capacidade do corpo humano de lidar

com materiais estranhos implantados (RATNER et al., 2013).
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Outro exemplo da interagdo de materiais sintéticos com o corpo humano seria
de uma mandibula datada a cerca de 600 anos a.C., que foi encontrada em
Honduras. Ela mostra trés incisivos esculpidos feitos de conchas do mar
implantadas no osso alveolar. A formacéo de calculo, nos leva a acreditar que
esses implantes tiveram uma substituicdo fixa, funcional e estética dos dentes,
e que ndo foi realizada em uma ceriménia de sepultamento (MISCH et al.,
2009) (FIGURA 1).

Figura 1- Implantes feitos de conchas do mar em mandibula
humana, datada de 600 anos a.C.

Fonte: Misch et al., 2009.

Atualmente existe uma enorme diversidade de biomateriais no mercado, que se
diferem pelo material utilizado na sua fabricagdo, modo de aplicagdo e tempo
de permanéncia com os tecidos. Esses materiais sdo usados na pratica médica
desde implantes dentarios ou de articulacdes, parafusos ortopédicos, valvulas
cardiacas, lentes de contato ocular, aparelhos intrauterinos, fios de sutura e
enchimentos para cirurgia plastica entre inUmeros outros (DANTAS et al.,
2011).

Dentre as diversas aplicabilidades na odontologia, 0 desenvolvimento desses
materiais se justifica principalmente quando se trata de defeitos Gsseos

(AMARAL, 2006). Comumente o cirurgido-dentista se depara com rebordos
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reabsorvidos, 0s quais requerem uma reconstrucdo prévia a reabilitacdo.
Situacdes como a reabsorgdo fisiolégica do rebordo alveolar por falta de
estimulo fisioldgico, exodontias traumaticas, fraturas radiculares, infeccdes
periodontais e endodonticas, parafuncdo, apicectomia, cistos, tumores e
traumas bucomaxilofaciais podem agravar ainda mais essa condi¢ido (ANDRE,
2011).

O reparo de defeitos 6sseos extensos na regido craniomaxilofacial, provocados
por trauma ou patologias, constitui um grande problema para cirurgibes dessa
area, uma vez que, mesmo com a alta capacidade de regeneragéo do tecido
0sseo, esse tipo de defeito ndo regenera por si s6 (MARTINS, 2010).

Os tratamentos tradicionais para aumento de tecido 6sseo incluem materiais
autdégenos e homodgenos/alogeno (AL RUHAIMI, 2001). Sendo os enxertos
alégenos e xendgenos os mais utilizados hoje em dia para a reconstrucédo de
rebordos alveolares reabsorvidos (LI, et al., 2015). O 0sso autdégeno apresenta-
se como uma excelente alternativa biologica pelas suas propriedades
osteocondutora, osteoindutora e osteogénica. Entretanto, a necessidade de
uma area doadora, limitada quantidade de tecido 6sseo, custo elevado e um
procedimento cirdrgico adicional representam fatores que podem limitar sua
utilizacado (CHAN et al., 2002; CRUZ, 2006 ; KAUFMANN et al., 2000).

O enxerto alégeno fresco congelado, oriundo de banco de tecidos humanos,
seria uma alternativa ao autégeno, porém, muita controvérsia ha em relacéo a
possibilidade de transmissdo de doencas e reagdes imunogénicas, e muitos
pacientes ndo aceitam a idéia de ter um tecido transplantado oriundo de
cadaveres (JIANG, 2012).

Para que as limitacBes da remocado dos enxertos autdgenos sejam superadas,
0os cirurgides podem lancar mao da utilizacdo de biomateriais de origem
sintética que possibilitam, em muitos casos, a diminuigdo ou a eliminagdo do
uso de materiais de origem biologica (BOOS, 2013). A producgdo controlada de
materiais sintéticos com caracteristicas fisico-quimicas selecionadas, em
comparacao com a utilizagdo de enxertos autégenos, elimina a necessidade de

um segundo local da cirurgia, reduzindo assim o tempo cirdrgico e morbidade.
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Ele também aumenta a seguranca do paciente, eliminando a possibilidade de
transmissao de doencas (COSTA, 2009).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de dois
biomateriais de origem sintética, a Hidroxiapatita HAP-91® e o Vidro Bioativo,

como substitutos 6sseos em defeitos de tamanho critico na calvaria de ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O esqueleto humano é composto por aproximadamente 200 ossos. O tecido
0sse0 mantém a postura corporal e participa de sua movimentacao,
trabalhando em cooperacdo com os musculos. Possui um papel importante no
metabolismo do calcio, e apesar de sua estrutura dura, apresenta-se em
constante remodelacao (JIMI, 2012). Em um individuo adulto esse tecido
consiste em cerca de 80% de osso cortical ou compacto, e 20% de 0sso
esponjoso ou trabecular. O o0sso compacto é praticamente solido,
apresentando 10% de porosidade, enquanto 0 0SSO esSponjoso apresenta uma
porosidade que varia de 50% a 90% da sua totalidade (SIKAVITAS, et al.,
2001).

Ossos maduros, sejam compactos ou trabeculares, sao histologicamente
idénticos, por serem constituidos de lamelas microscépicas, podendo ser estas
circunferenciais, concéntricas e intersticiais. As lamelas concéntricas formam a
unidade metabdlica basica do 06sso, o 6steon, também conhecido como
sistema harversiano, o qual no seu centro passa o Canal de Harvers,
conectados entre si pelos Canais de Volkman, esse sistema é responséavel pela
vascularizacdo 6ssea (TEN CATE, 2008).

Tanto o osso cortical quanto o osso medular sofrem uma remodelacéo
constante. A reabsor¢cdo do 0sso estd sempre associada com a acdo dos
Osteoclastos, que na sua fase ativa se aderem a superficie 6ssea e produzem
lacunas chamadas Lacunas de Howship. Apdés um curto periodo o0s
osteoblastos comecam a depositar novo 0sso, e finalmente uma unidade 6ssea
multinuclear é formada. Os ostedcitos ficam aprisionados em lacunas dentro do
osso maduro, e se comunicam atraves de canaliculos, prolongando seus
citoplasmas e mantendo contato entre si, esse sistema lacuna-canaliculos é
essencial para o metabolismo da célula, difundindo nutrientes e eliminando
produtos toxicos (LINDHE et al., 2010).
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Mesmo com a constante remodelacdo Ossea, defeitos considerados criticos
nao conseguem ser reparados por esse mecanismo. Eles podem ser
considerados criticos em relacdo ao segmento esquelético envolvido e a
extensdo da perda de massa 0ssea: 3 cm para o antebraco, 5 cm para o fémur
e tibia e 6 cm no Umero. Para além das técnicas habitualmente conhecidas
para a correcao deste tipo de defeito, como a artrodese, distragdo osteogénica
e enxertos autdgenos, a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa

usando novas biotecnologias podem ser muito Uteis (CALORI et al.,2011).

O osso precisa de estimulo para manter sua densidade e forma original, a
largura 0ssea chega a diminuir cerca de 25% durante o primeiro ano da perda
dental. A perda 0ssea ndo se restringe ao 0sso alveolar, mas por¢cdes do 0sso
basal também podem ser reabsorvidas, principalmente na parte posterior da
mandibula, chegando a mais de 80% de perda de volume (MISCH, et al.,
2009). A rapida perda do osso alveolar ocorre devido a falta de estimulacédo

intra-6ssea nas fibras do ligamento periodontal (KUMAR et al., 2013).

Os enxertos 0sseos s80 uma opcao terapéutica para corrigir relacdes
intermaxilares anormais, e atingir volume 6sseo e morfologia adequada. Eles
funcionam como um arcabouco, servindo de reservatdrio mineral, promovendo
cicatrizacéo das feridas e permitindo a formacado de um novo 0sso (SAIMA et
al., 2016).

2.1 ENXERTOS OSSEOS.

Os tipos de enxertos 6sseos mais frequentemente utilizados em odontologia
sdo os autdgenos, alégenos, xenogenos e aloplasticos (FERNANDEZ et al.,
2016). Essa classificacdo se baseia na origem do material, podendo 0 mesmo
ser obtido e empregado no mesmo individuo (Autdégeno); obtido de individuos

da mesma espécie, porém geneticamente distintos (Al6égeno); obtido e
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empregado em espécies diferentes (Xenogeno); e obtidos de forma sintética e
biocompativel (Aloplastico) (ANDRE, 2011).

O o0sso autdgeno ainda € considerado o padréo ouro para a correcao cirurgica
de deformidades craniofaciais e cirurgia reconstrutiva (GAO et al., 2016;
GLOWACKI e; MULLIKEN, 1985; JONES, L. et al., 2007; LENZ et al., 2003;
MERKX et al., 1999; STRECKBEIN et al., 2013). Ele fornece uma biologia
ideal, devido a suas caracteristicas Unicas de osteogénese, osteoconducédo e
osteoinducéo, podendo ter areas doadoras intraorais como 0 corpo e o0 ramo da
mandibula, mento, tuberosidade maxilar, exostoses Osseas e regides
edéntulas, e extraoralmente da crista iliaca e da calota craniana (OTONNI,
2011). Porém o enxerto autdégeno apresenta desvantagens relacionadas a
morbidade do sitio doador, como dor, hematoma, infeccéo, fratura cirurgica e
disponibilidade limitada (AHMET et al., 201; CHAN et al., 2002; CRUZ, 2006).

Materiais osteogénicos tém a capacidade de estimular o crescimento 6sseo
através da presenca de células, geralmente células tronco mesenquimais
osteoprogenitoras. Osteoconducdo € a capacidade do material de formar um
"arcabouco" para o crescimento 6sseo, uma superficie onde as células podem
se anexar e proliferar, principalmente de coladgeno do tipo I. A osteoinducéo,
segundo Marshal Urist (1965), um dos primeiros a descrever este como, um
processo que suporta a mitose de células mesenquimais indiferenciadas

perivasculares, levando a formacdo de células osteoprogenitoras com a
capacidade de formar novo osso (BLOKHUIS e; ARTS, 2011).

O osso alégeno, ou homélogo é colhido de doadores de 6rgdos, podendo ser
classificado dependendo do processamento realizado para que possa ser
utilizado. O osso colhido pode ser apenas congelado, mantendo sua resisténcia
mecanica, ou ainda pode sofrer maior processamento como a desidratacéo e a
desmineralizacdo, o que acaba tornando-o mais friavel e menos resistentes a

manipulacdo durante o procedimento cirdrgico (HAYASHI, et al., 2011).

O enxerto homélogo, oriundo de banco de tecidos humanos, seria uma
alternativa ao autdgeno, porém muita controvérsia ha em relacdo a

possibilidade de transmissdo de doencas e reagcfes imunogénicas (JIANG,
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2012). Rondinelli et al (1994) aponta como desvantagem deste tipo de enxerto
o risco de transmissdo de doencas através do bloco ou do osso particulado, a
possibilidade de reacfes imunologicas provocadas pelo enxerto, o risco de

infeccdo cruzada e a maior absorcéo do osso enxertado.

Uma terceira opcdo seria 0os enxertos de origem animal, dentre eles, os
materiais de origem bovina sdo frequentemente utilizados para enxertia em
procedimentos cirargicos orais. Esses materiais consistem num esqueleto de
hidroxiapatita altamente poroso, similar ao 0sso cortical. Seus componentes
organicos sao retirados quimicamente ou por calor lento (CORREIA et al.,
2012). Existe uma variedade de métodos para a extracdo do produto final a
partir do osso bruto. Em um processamento tipico o osso cru é limpo de
gorduras e outros restos em um processo primariamente nao quimico a base
de agua, vapor e pressdo. Em seguida uma exposi¢do a alta temperatura por
longos periodos de tempo € realizada para eliminacdo da matéria organica, em
uma média de 600° C por 6 horas. A estrutura cristalina e a fase quimica sao
entdo confirmadas e caracterizadas por difracdo de raios-X, e 0 processo é

confirmado por testes a base de nitrogénio e carbono (SOGAL e; TOF, 1999).

Desterro el al. (2014) avaliou as caracteristicas fisico-quimicas de trés enxertos
de origem bovina no mercado, o Bio-Oss®, Genoxlnorganico® e Bonefill®. O
Bio-Oss® apds seu processamento mostrou ser 0 Unico material que manteve
a morfologia 6ssea original, mostrando que sua manufatura ndo alterou
algumas propriedades fisico-quimicas, como o0 tamanho dos cristais de
hidroxiapatita de 15um. O Genoxlnorganico® apresentou cristais de 39 um e
uma area de contato de superficie menor. O Bonefill® apresentou uma baixa
cristalinidade, e marcacdo para Nitrogénio, o que demonstra uma possivel

presenca de proteinas dentro de suas camadas superficiais.

Em um estudo avaliando a preferéncia de pacientes em relagdo a origem do
material a ser enxertado, Fernandes et al. (2016) relatou que o maior indice de
recusas ao tratamento foi para os enxertos alégenos e xendgenos. As razdes
mais relevantes para a recusa desses materiais pelo paciente foi 0 medo da

possivel transmissdo de doencas e infecgbes, e motivos socioculturais, como a
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nao aceitacao de materiais de origem animal ou de outros seres humanos para
beneficio proprio (TABELA 1).

Tabela 1- Raz8es de recusa dos pacientes para os diferentes tipos de enxertos 6sseos.

Medo de Dor, E errado E errado
possivel desconforto usar usar
Tipos de transmissd | ou medo de animais material Razoes Simples Prefere
Enxerto ode intervir em parao 4sseo de religiosa | preferénci | materiais
doengaou outra parte beneficio outro ser S a naturais
infeccéo do corpo humano humano
Alopléstico 1% 2% 2% 4%
Autégeno, sitio - 4% - - 1% 1%
doador
intraoral
Autégeno, sitio 11% - - 1%
doador
extraoral
Xendégeno 16% 12% - 2% 1%
Alégeno 15% 17% 1% 3%

Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2016.

2.2 SUBSTITUTOS OSSEOQOS SINTETICOS

Véarios materiais diferentes sdo clinicamente empregados na pratica
odontologica tanto para reabilitacdo funcional quanto estética (COSTA, 2009).
Dentre estes materiais, 0s sintéticos, vém ganhando mais aceitagéo, ja que sédo

substancias que podem ser fabricadas em quantidade ilimitada, s&o

imunologicamente inertes e bem tolerados pelo organismo (CARLO, 2007;
HATTAR et al., 2005).
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O grupo de biomateriais sintéticos que mais se assemelham a composicdo do
0SS0 é o das bioceramicas de fosfato de calcio (LEGEIROS, 2002). A principal
vantagem do enxerto a base de Fosfato de Calcio é que os ions nele presente
nao interferem na funcdo celular fisiologica do organismo (SALGADO, et al.,
2011). Os fosfatos de célcio sédo altamente biocompativeis e, além disso, agem
como arcabouco, osteocondutores, ap6s a implantacdo no 0sso. Quando
colocado numa configuracéo estavel, adjacente ao 0sso, uma matriz ostedide &
formada diretamente sobre a superficie do Fosfato de Calcio, sem tecidos
moles interpostos (LARSSON, 2010).

Bioativos sintéticos e materiais bioabsorviveis sdo regularmente usados para a
reconstrucdo do tecido 6sseo. Entre eles, a hidroxiapatita (HA), o tricalcico
fosfato (TCP) e os vidros bioativos sdo considerados os substitutos 6sseos
mais promissores (ABIRAMAN, 2002; DOROZHKKIN, 2002; HENCH, 1991,
JOHN, 2009; LEGEROS, 2003;).

Os sais minerais sintéticos, como a HA e b-TCP, sdo ceramicas a base de
calcio e fosfato. As ceramicas sdo sodlidos inorganicos, produzidos num
processo com altas temperaturas, conhecido como "sinterizacdo", onde elas
sao aguecidas entre 700°C e 1300°C para formar a sua estrutura cristalina. Isto
permite melhorar sua resisténcia (for¢a), mas torna sua reabsor¢cdo mais lenta
(BHATT e; ROZENTAL, 2012; MOORE, 2001; VAN DER STOK, 2011).

As ceramicas podem existir em fases totalmente amorfas ou cristalinas, com as
mesmas proporcdes de substancias elementares (calcio e fésforo). Diferencas
no grau de cristalinidade do arranjo impactam significativamente as
caracteristicas fisicas e bioldgicas da ceramica, incluindo resisténcia, médulo, e
velocidade de dissolucdo (LEMONS 1990; REYNOLDS et al, 2010).

Apesar dos avancos no desenvolvimento desses biomateriais, ainda existem
lacunas no entendimento da resposta biolégica aos materiais implantados. E
bem conhecido, no entanto, uma vez que o biomaterial é introduzido no corpo,
uma sequéncia de eventos ocorre nos tecidos circundantes, o que pode

culminar com a formacao de células gigantes de corpo estranho e capsulas



24

fiborosas (ANDERSON, 2001; COSTA, 2009; GRETZER et al., 2006;
LUTTIKHUIZEN et al., 2006;).

O futuro dos substitutos 6sseos continua a ser um tema atual (NANDI, 2010),
pois alguns biomateriais ndo sdo capazes de replicar completamente a
superficie e/ou as propriedades do osso substituido, conduzindo a falhas
devido a ligacdo insuficiente com 0sso justaposto, a perda 0ssea,
afrouxamento de implantes dentarios na area enxertada e/ou fratura éssea
(SALGADO, 2011).

2.2.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) (Cai10(PO4)s(OH)2), € o principal componente inorganico
do osso e tem sido amplamente utilizada na restauracdo de tecido ésseo
humano. Atualmente, existem dois métodos principais de obtengédo da HA: 1)
sintese através de métodos quimicos e fisicos (CHOI e; KUMTA, 2006); e 2)
extracdo a partir de tecidos naturais, tais como 0ssos, dentes e escamas
(HUANG, 2011; ZHANG, 2012). O produto do qual é definido como a
hidroxiapatita natural. Estudos tém demonstrado que a HA tem boa
biocompatibilidade e desempenho osteocondutivo (KURKCU, 2012; ROJBANI,
2011; ZHANG, 2014).

Varias estratégias tém sido empregadas para a producdo da Hidroxiapatita
sintética. Com o desenvolvimento da nanotecnologia, materiais nanométricos a
base de HA com diferentes tamanhos de poros, areas de superficie e
morfologia foram fabricados para tentar imitar a nanoestrutura do 0sso natural
(LIU, et al., 2013). A utilizacdo da Hidroxiapatita porosa substituiu a utilizacao
da forma densa de HA, devido a sua melhor integracdo ao osso por ligacao
direta. Isto facilita a proliferacdo dos osteoblastos dentro dos microporos

favorecendo a regeneragdo 0ssea (DUTTA et al., 2015).
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Materiais osteocondutivos, como a Hidroxiapatita, funcionam como “arcabouco”
para o crescimento ésseo, ela precisa mimetizar ao maximo a morfologia,
estrutura e a funcdo Ossea, otimizando assim a integracdo com o0 tecido
circundante. A presenca de poros é essencial para a formacdo de um novo
tecido Osseo, pois permite a migracdo e a proliferacdo de osteoblastos e
células mesenquimais, assim como uma nova vascularizacdo. O tamanho
minimo desses poros, necessario para o crescimento de células ésseas é de
100 uym (KARAGEORGIOU e; KAPLAN, 2005). Whang et al. (1999)
demonstrou que poros de no minimo 100-350 um eram necessarios para que
se conseguisse a proliferacdo de células 6sseas no interior do material. Poros
proximos a 5um podem ainda facilitar a capilaridade e a permeabilidade de
fluidos, bem como a troca de ions e contribuir para a dissolucdo do material
(FOOK et al., 2010).

As ceramicas a base de calcio e fosfato como as HAs, sdo produzidas num
processo com altas temperaturas. Val et al. (2015) demonstrou que ao
aumentar a temperatura de sinterizacdo da HA, ocorre um aumento da
cristalinidade e também do tamanho dos seus cristais. O tamanho desses
cristais afeta diretamente os padrdoes de absorcdo do material utilizados, bem
como a possibilidade de melhorar suas propriedades mecanicas (VAL, et al.
2016).

Em temperatura ambiente, a HA apresenta-se estavel, e com valores de PH
entre 4 a 12. Ela ndo demonstra quaisquer propriedades citotoxicas, mostrando
biocompatibilidade excepcional com tecidos duros, pele e tecidos musculares
(ZACARIA et al., 2013). Sua taxa de solubilidade depende das diferencas na
relacdo de Ca/P, porosidade, tamanho do cristal, e cristalinidade (AOKI, 1994).
A hidroxiapatita 6ssea na fase mineralizada tem uma fracdo de calcio (Ca) de
39,9% e fosforo (P) de 18,5%, com uma razéo Ca/P de 2,15% (PETTINICCHIO
et al., 2012). As HAs com pouca cristalinidade sdo mais soluveis que as HAs
sintetizadas com alta cristalinidade (FULMER et al., 2002).

A HAP-91® é um Hidroxiapatita sintética, sintetizada a partir do calcéario, sua

estrutura foi caracterizada por diferentes técnicas, tais como: difracdo e



26

fluorescéncia de raios-X, infra vermelho (IV), complexometria, entre outras.
Seus cristais mostraram as principais caracteristicas cristalograficas das
apatitas, com forma hexagonal, cristais prismaticos longos, curtos ou tabulares
em agulhas. Em relacdo a sua porosidade, o diametro dos poros foi de 110,6
A° (SHEYLA et al. 2008).

2.2.2 Vidro Bioativo

Dentre os materiais ceramicos utilizados como substitutos 0sseos, os Vidros
Bioativos representam materiais promissores por sua biocompatibilidade (AL
RUHAIMI, 2001; KAUFMAN et al., 2000; SILVER et al., 2001; VOGEL et al.,
2001). E por suas propriedades osteocondutivas (CRUZ, 2006; FURUSAWA e;
MIZUNUMA, 1997).

O Vidro Bioativo proposto por Larry Hench, teve sua primeira publicacdo em
1971, e tinha como base um composto de 45% SiO,; 24,5% de NayO; 24,5%
de CaO e 6% de P,0Os. O Vidro foi fundido, e transformado em pequenos
implantes retangulares para testes em um modelo de implante no fémur de
ratos (HENCH, 2006). Desde a invencdo do 45S5 Bioglass® por Hench e
colaboradores, o vidro bioativo e vidros ceramicos tém sido amplamente
investigados pela engenharia de materias, devido a sua capacidade de formar
uma ligacéo interfacial com os tecidos do hospedeiro, e estimular via liberagao
de ions, genes de células para a regeneracdo e auto-reparacdo (FIORILLI et
al., 2015).

Sua forma particulada (90-710 um) é composta de Oxidos de célcio e sddio,
oxido de fosforo e dioxido de silicio (DEFORGE, 1997; GREER e; PEARSON,
1998). Inicialmente ocorre uma troca de ions com concomitante dissolucdo do
dioxido de silicio. Ocorre entdo a formagéo de um gel de silicio que serve como
ndcleo para a formacdo de uma camada de fosfato de calcio (CaP). Essa
camada cristaliza em uma estrutura de apatita, onde colageno, sulfato de

condroitina e glicosaminoglicanos do microambiente local s&o incorporados por
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essa camada crescente, o que produz uma ligacdo mecanica muito forte entre
o material implantado e o tecido do hospedeiro. Estudos indicaram que a
ligacdo do colageno ao gel de silicio ocorre muito rapidamente, sendo esse um
dos fatores importantes para a “bioatividade” destas ceramica (CARLO, 2007;
GAO et al., 1995; HENCH e; WILSON, 1984; LOSSDORFER, 2004; SHAPOFF
et al., 1997; SILVER et al., 2001).

A dissolucdo de ions de calcio e silica solavel a partir do Vidro Bioativo
estimula a divisdo de osteoblastos, producdo de fatores de crescimento e
proteinas da matriz extracelular (JONES, 2013). Xynoset al. (2001) também
relataram que o biovidro pode promover a expressdo de genes especificos que
afetam a diferenciacdo de osteoblastos. Os produtos da dissolucao do biovidro
parecem ter efeito direto na expressdo génica dos osteoblastos humanos,

caracterizando o seu efeito osteoindutor (TIOMIS, 2010).

Segundo Gestel, et al. (2015), o Vidro Bioativo pode ser considerado um
material osteoestimulativo e osteocondutor, e ndo um material osteoindutor,
uma vez que s6 consegue formar um novo 0sso ortotdpico, enquanto materiais

osteoindutores sdo capazes de formar um novo 0sso ectopico.

A caracteristica ideal do biovidro é a reacdo rapida com os tecidos biol6gicos
que causa uma forte ligacdo entre eles (DEHCORDI, et al., 2016), a sua
capacidade de ligar-se a tecidos moles e 0sseos parece fazer a diferenca
guando comparado com outros materiais aloplasticos disponiveis (CHACKO,
2014). Este material mostra excelentes propriedades de ligagdo ao 0sso
tornando a interface osso/materiais muito firme e estavel (GROSS, 1990;
HENCH, 1988; JOHN, 2009).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a Hidroxiapatita HAP-91® e o Vidro
Bioativo como substitutos 6sseos em defeitos de tamanho critico na calvaria de

ratos.

O objetivo especifico foi analisar histomorfometricamente, descrevendo as
caracteristicas histologicas e medindo a quantidade de tecido 06sseo
neoformado (AON) em mm?, e a &rea de Hidroxiapatita HAP-91® (AHA) e Vidro
Bioativo (AVB) remanescente em defeitos de tamanho critico na calvaria de

ratos;

E também analisar imunoistoquimicamente através de marcadores, a
Hidroxiapatita HAP-91® e o Vidro Bioativo como substitutos ésseos em defeitos

de tamanho critico na calvaria de ratos.
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4 MATERIAS E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG, com
namero do parecer consubstanciado 673/2015 (Anexo A), seguindo as normas

vigentes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

A amostra foi composta por 60 ratos (Rattusnovergicusalbinus, Wistar) machos,
pesando entre 375 a 450g, com média de trés meses de vida, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG. Eles foram
mantidos em condi¢cdes padronizadas com &gua e racdo ad libitum,

temperatura ambiente e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas.

4.1 PERIODO PRE-OPERATORIO

Os materiais utilizados durante a cirurgia foram esterilizados na central de
esterilizacdo da Unifal-MG. Uma mesa clinica foi montada previamente a cada
cirurgia, separando 0s materiais que seriam utilizados. Anteriormente a
confeccdo do defeito 6sseo (DO) realizou-se a anestesia dos animais através
de injecdo intramuscular com uma agulha de insulina (13mmx 0,04mm) (Becton
Dickinson Ind. Cirur. Ltda, Curitiba, PR, Brasil), associando 0,14 ml/Kg de
Cloridrato de Quetamina (Syntec do Brasil Ltda, Santana de Parnaiba, SP,
Brasil) e 0,06 ml/Kg de Cloridrato de Xilazina (Syntec do Brasil Ltda, Santana
de Parnaiba, SP, Brasil). ApOs a anestesia geral dos animais, foram realizadas
as tricotomias de forma manual, e as assepsias foram realizadas com um
produto a base de Polivinilpirrolidonaiodo (PVPI) em solugcéo aquosa, contendo
1% de lodo Ativo (Rioquimica Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figuras 2 a 5).
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Figura 2 — Mesa Clinica Figura 3 — Anestesia Geral

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor

Figura 4 — Tricotomia Figura 5 — Assepsia pré-operatoria

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor

4.2 PERIODO TRANS-OPERATORIO

Apés a preparacdo asséptica e tricotomia, 0os animais foram anestesiados
localmente com Lidocaina 2% + Epinefrina 1:100.00 (Alphacaine 100 — Nova
DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), posteriormente e anteriormente a area de
incisdo. Uma incisdo semilunar, utilizando uma lamina de bisturi de aco
carbono 15c¢ (Suzhou Kyuan Medical App. Co. Ltd., Beigiao Town, Suzhou City,
China), foi entdo realizada no couro cabeludo na regido anterior da calvaria,
permitindo a reflexdo de um retalho de espessura total em direcdo posterior
(NAGATA, 2009) (Figuras 6 e 7)
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Figura 6 — Incisdo Semilunar Figura 7 — Retalho de Espessura Total

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor

O DO foi realizado com uma broca trefina circular de 8 milimetros (mm) (Alpha
Instrumentos Cirargicos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) acoplada a um motor de
baixa rotacdo sob constante irrigacdo com solucdo salina estéril a 0,9%
(Eurofarma Laboratério AS, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O DO foi confeccionado
na por¢cdo média da calvaria medindo 8 mm de didmetro e aproximadamente
1,5 mm de profundidade, correspondente a uma &rea de cerca de 50 mm?
(CARDOSO et al., 2006). Uma espatula Lecron 3S foi utilizada para verificar a
profundidade da perfuracdo durante a cirurgia, bem como para a remocao

cuidadosa do tecido 6sseo seccionado.

Duas marcas em forma de L foram feitas dois (2) mm anterior e uma outra
realizada 2mm milimetros posterior as margens do defeito cirlrgico usando
uma broca diamantada esférica, para criar uma fissura cirargica. As marcas
foram preenchidas com amalgama (MESSORA et al., 2008). O seu obijetivo foi
permitir a identificagdo da linha de centro do defeito original durante
processamento laboratorial. As marcas também serviram como referéncias
para localizar as margens 6Osseas originais do defeito cirdrgico durante as
analises histomorfométicas e imunoistoquimicas (GARCIA et al.,, 2014;
MESSORA et al., 2008; NAGATA et al., 2009) (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Remocéo do tecido 6sseo. Figura 9 — Marca¢bes em amalgama.

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor

Os animais foram entdo divididos em trés grupos de acordo com 0s seguintes
tratamentos locais dos DOs: Grupo Controle (C) — realizagdo de um DO na
calvaria dos animais que foi preenchido apenas com coagulo sanguineo; Grupo
Hidroxiapatita (HA) - realizacdo de um DO ésseo na calvaria dos animais que
foi preenchido com Hidroxiapatita (HAP-91®) e Grupo Vidro Bioativo (VB) -
realizacdo de um DO na calvéaria dos animais que foi preenchido com o Vidro

Bioativo.

Os materiais enxertados foram cedidos pela empresa JHS BIOMATERIAIS,
Sabara, MG, Brasil, CNPJ: 71.029.631/0001-81. No Grupo HA foi utilizada uma
Hidroxiapatita Sintética (HAP-91®), enquanto que no Grupo VB foi utilizado um
Vidro Bioativo. Nesses grupos a quantidade de material enxertado foi
padronizada com uma colher dosadora, e sua acomodacgédo no DO também foi
realizada de forma padronizada, com um peso especifico para esse fim. A
sutura foi cuidadosamente realizada acomodando o retalho sobre a é&rea
cirtrgica, onde os tecidos foram pingados e aproximados para a transfixacao
da agulha, com a intencdo de que o material recebesse a menor movimentacao
possivel e permanecesse no local desejado. A sutura foi feita com pontos
simples com fio de seda 3-0 (Technew Comercio e Industria Ltda., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) (Figuras 10 a 13).
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Figura 10 — Defeito preenchido com Figura 11 — Defeito preenchido com Vidro
Hidroxiapatita (HAP-91). Bioativo.

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor

Figura 12 — Transfixag&o da agulha. Figura 13 — Sutura finalizada.

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor

ApGs o procedimento cirdrgico, os animais foram medicados com duas gotas
de analgésico (Dipirona Sédica 500 mg/ml — Medley Indastria Farmacéutica,

Campinas, SP, Brasil).

Dez animais de cada grupo experimental foram eutanasiados com utilizacéo da
camara de dioxido de carbono, cujo uso reflete uma auséncia de odor; rapida
depressdo do sistema nervoso central e auséncia de residuos no animal. As

eutanasias foram praticadas aos 30 e 60 dias apds a cirurgia. As calotas foram
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removidas e fixadas em formol tamponado a 10% por um periodo de no minimo

48 horas e dissecadas para a realizagdo das anélises.

4.3 PROCESSAMENTO LABORATORIAL

As espécimes foram desmineralizadas em uma solucdo de EDTA neutro, na
proporcdo de 250 mg de sal de EDTA dissodico por 1.750 ml de &gua
destilada, e neutralizada (pH = 7,0) com a adicdo de aproximadamente 25 g de
hidroxido de sodio por aproximadamente 45 dias (MOLINARO, et al., 2010). O
processamento do material foi realizado seguindo o protocolo do laboratério de
histologia da Universidade Federal de Alfenas (Unifal- MG), com banhos
sequéncias em alcool 70%, 90%, 95%, absoluto I, absoluto Il, absoluto I,
alcool + Xilol, Xilol I, Xilol Il, por uma hora em cada solucdo. Apés esta

sequéncia, o material foi banhado por parafina liquida a 60° C por 12 horas.

O tecido analisado foi incluido em parafina com a parte do centro do defeito
0sseo voltado para baixo. Cortes seriados de 4 micrémetros de espessura
foram entdo realizados com um micrétomo e capturados em banho maria a
40°C com laminas previamente preparadas com solucdo de 1 ml de Poly-L-
lysine e 10 ml de agua destilada. A coloracao realizada foi a de Picrosirius
(BEDOYA, et al., 2016).

Apods 12 horas da “pescagem” do tecido pelas laminas, seguiu-se a coloracao
com banhos sequéncias em Xilol | e Xilol Il por 5 minutos, &lcool absoluto I,
alcool absoluto I, alcool absoluto 11, alcool 90%, alcool 70% por 1 minuto, agua
corrente por 5 minutos, Hematoxilina de Harris por 2 minutos, agua corrente
por 5 minutos, Picrosirius por 10 minutos, alcool 70%, alcool 90%, alcool
absoluto 11l, alcool absoluto 11, alcool absoluto I, Xilol II, Xilol I por 2 minutos

cada.
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4.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A analise histologica descritiva foi realizada em aumentos de 100 e 400X
(BOSCO et al., 2016; GARCIA et al. 2011).

4.4.1 Histométrica

A andlise histométrica foi realizada por meio de um sistema de avaliacdo de
imagem por computador, utilizando o “software” ImageLab 2000 (Diracon Bio

Informética Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

Foram selecionados 5 cortes histolégicos da area central do defeito cirdrgico de
cada espécime. Cada corte teve sua imagem capturada por meio de uma
camera digital acoplada a um microscépio Optico e salva em um computador.
Em cada imagem, foi realizada uma delimitacdo da area analisada, que
correspondeu a regido do osso da calvaria onde o defeito foi originalmente
criado, denominada Area Total (AT) (PANG et al., 2005; TAKAHIRO et al.,
2016). Esta éarea foi determinada, primeiramente, pela identificacdo das
superficies externa e interna da calvaria original nas margens direita e
esquerda do defeito cirargico. Essas superficies foram conectadas com linhas
desenhadas seguindo suas respectivas curvaturas. Considerando o0
comprimento total do espécime histolégico, foram medidos 2 mm, a partir das
extremidades direita e esquerda do mesmo, em direcdo ao centro do defeito,
com o objetivo de localizar as margens do defeito cirdrgico original. A Area de
Osso Neoformado (AON), bem como as &reas ocupadas pelos remanescentes
dos materiais implantados, denominadas de Area de Hidroxiapatita (AHA) e
Area de Vidro Bioativo (AVB), foram delineadas dentro dos limites da AT. O
valor da AT foi considerado como sendo 100% da area analisada e os valores

de AON, AHA e AVB foram calculados como sendo uma porcentagem de AT
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da seguinte forma (BOSCO et al., 2016; OLIVEIRA, et al., 2015; PARK et al.,
2014; TAKAHIRO et al., 2016):

Média de AT em mm? 100% da &rea analisada.

Média de AON, AHA e AVB em mm?®% X% de AON, AHA e AVB da area

analisada.

Portanto: %AON, AHA e AVB = 100 x AON (mm?
AT (mmz)

A ANO, AHA e AVB das respectivas espécies, foram avaliadas trés vezes pelo
mesmo examinador e em dias diferentes. As trés medidas obtidas foram
analisadas estatisticamente para analise de concordancia com nivel de 5% de
significAncia (Teste Kappa). Os valores médios foram averiguados e
comparados estatisticamente (OLIVEIRA, et al., 2015).

Foram criadas imagens digitais compostas pela combinagédo de trés imagens
menores, tendo em vista a impossibilidade de capturar todo o defeito 6sseo em
apenas uma imagem, devido a ampliacdo utilizada. A imagem foi criada tendo
como referéncia estruturas anatémicas (como vasos sanguineos, trabéculas

0sseas) em cada uma das seccoes histolégicas (BOSCO et al., 2016).

4.5 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Foram realizadas rea¢cf6es imunoistoquimicas utilizando-se anticorpos primarios
contra a proteina Osteocalcina (OC) e Fosfatase Acida Tartarato Resistente
(TRAP) nas duas extremidades e no centro do defeito 6sseo (NAGATA et al.,
2009). A Osteocalcina é uma proteina da matriz extracelular sintetizada e
secretada durante o processo de diferenciacdo e mineralizagdo osteoblastica,
indicando uma fase da formacéo 6ssea (MARQUES, et al, 2015). As marcacdes

de TRAP estdo presentes em células gigantes multinucleadas (osteoclastos),
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caracterizando um processo de reabsorcao 0ssea (ISSA et al., 2015; SOUZA et
al., 2016)

Para as reacdes imunoistoquimicas, as laminas foram submetidas a
imunoperoxidase indireta empregando os anticorpos primarios policlonais para
OC e TRAP (Goat anti-trap, Goat anti-oc — Santa Cruz Biotecnology, USA). Os
anticorpos primarios foram diluidos em 10 ml de albumina de soro bovino
(BSA), com 2 ml de diluente (DAKO — Carpinteria, CA, USA.) e 120 microlitros
de soro normal (3%, Sigma, CA, USA).

Inicialmente, os cortes histologicos foram desparafinizados na estufa a 56°C
por 30 minutos, e um segundo ciclo de deparafinizacdo iniciou com banhos em
xilol, reidratados em solucbes decrescentes de 4alcoois e lavados em
sucessivos banhos em tampdao fosfato de sédio (PBS). Apds a lavagem com
PBS as laminas foram colocadas em uma solucao de 198 ml de 4gua destilada
com 2 ml de tampéao citrato 100X a 95°C por 5 minutos, para recuperacao
antigénica. Estes cortes histologicos foram tratados para bloqueio da
peroxidase endégena empregando peréxido de hidrogénio a 3% em PBS por 1
hora e lavados novamente com PBS. Em seguida incubados com os anticorpos
primarios mencionados anteriormente a temperatura ambiente durante 18 a 24
horas e lavados com PBS. Uma segunda incubacédo foi realizada através do
uso de anticorpo secundario biotinilado universal (Anti-Goat made in Horse,
DAKO - Carpinteria, CA, USA) durante 2 horas em temperatura ambiente,
seguido de lavagens com PBS. Uma terceira incubacéo foi realizada com uma
solucdo contendo estreptavidina conjugada com peroxidase (DAKO -
Carpinteria, CA, USA.) a temperatura ambiente, durante 2 horas. A revelacéo
da reacdo de imunoperoxidase foi realizada com tampéao de revelacédo (DAB-
Substrato, DAKO - Carpinteria, CA, USA.) e diaminobenzidina (DAB -
Cromégeno - DAKO - Carpinteria, CA, USA.) durante 60 segundos para TRAP
e 5 minutos para OC, em temperatura ambiente. Finalmente, os cortes
histologicos foram lavados varias vezes em PBS e submetidos a
contracoloracdo por 15 segundos pela hematoxilina. Todas as reacbes de
imunoperoxidase foram acompanhadas por um controle negativo, através da

omissao dos anticorpos primarios.
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As imunomarcacdes localizadas nas duas margens e no centro do defeito
foram analisadas em um aumento de 400X, através de microscopia de campo
claro. A expressédo de OC foi mensurada semiquantitativamente em ausente,
leve, moderada e intensa (MARQUES et al, 2015). As células TRAP positivas
foram contadas e os resultados espressos em unidades (GARCIA et al., 2011).
Foram consideradas células TRAP positivas osteoclastos maduros contendo
trés ou mais nucleos (GARCIA et al., 2011).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados histométricos e imunoistoquimicos
obtidos foram realizados pelo programa BioEstat (Bioestat Windows 1995
Sonopress. Industria Brasileira, Manaus, A.M, Brasil). A hiptese de ndo haver
diferenca estatisticamente significante entre os diferentes grupos e periodos foi
testada. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk e
observou-se que os dados eram paramétricos (distribuicdo normal dos dados).
O teste paramétrico de andlise de variancia Anova com complementacdo de

Tukey com p<0,05 foi utilizado.
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5 RESULTADOS

Os resultados do Grupo C, em todos os periodos experimentais mostraram,
que nenhum espécime apresentou preenchimento completo da cavidade com
tecido Osseo. Praticamente toda a extensdo do defeito cirargico estava
ocupado pelo periésteo e por uma fina camada de tecido conjuntivo que se
apresentava com uma espessura menor que a do tecido 6sseo original da
calvéaria, feixes de fibras colagenas orientadas paralelamente a superficie da
ferida e um nimero pouco expressivo de fibroblastos. O infiltrado inflamatério
presente era predominantemente cronico. Observou-se, junto as margens do

defeito cirdrgico, pequena quantidade de tecido 6sseo neoformado.

Nos Grupos HA e VB observaram-se tecido 6sseo neoformado, restrito as
margens originais do defeito cirdrgico, em ambos o0s periodos de analise, com
uma formacdo mais acentuada aos 60 dias, a presenca de tecido 6sseo no
centro do defeito foi caracterizada por ‘“ilhotas isoladas” (Figura 14). Além
disso, aos 60 dias, as particulas de Hidroxiapatita e Vidro Bioativo eram
menores do que aos 30 dias Os Grupos HA e VB apresentaram uma maior
quantidade de particulas remanescentes dos respectivos biomateriais aos 30
dias ocorrendo uma diminuicdo dos mesmos no periodo de 60 dias. As
particulas do Vidro Bioativo apresentaram uma morfologia mais bem definida
em relacdo as da Hidroxiapatita, aos 30 e 60 dias, mostrando uma

caracteristica de menor reabsorcéo do material enxertado (Figura 15).



40

Figura 14 — “llnotas” de tecido 6sseo sendo formado no
meio do defeito sseo aos 60 dias, Grupo
HA. Aumento 400X. Coloragéo Picrosirius.

Fonte: Do Autor

Figura 15 — Caracteristicas das particulas dos biomateriais Hidroxiapatita e Vidro Bioativo. A)
Grupo HA- 30 dias; B) Grupo HA- 60 dias; C) Grupo VB- 30 dias e D) Grupo VB- 60
dias. Aumento de 100X. Coloracao Picrosirius.

Fonte: Do Autor
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Em alguns espécimes dos Grupos HA e VB, observaram-se limitada formacéo
O0ssea ou matriz ostedide rica em ostedcito ao redor das particulas (Figura 16).
Em todos os espécimes, as particulas de Hidroxiapatita e Vidro Bioativo,
juntamente com o tecido conjuntivo circunjacente neoformado, formaram uma
faixa com espessura similar a do tecido 6sseo original da calota, onde o Grupo
VB por vezes apresentou um maior volume de preenchimento do defeito que o

tecido 6sseo original.

Na maior parte do defeito, as particulas de Hidroxiapatita e Vidro Bioativo
estavam circundadas por tecido conjuntivo denso, com fibras colagenas e
elevado numero de fibroblastos. Em algumas areas, principalmente nos
espécimes de 30 dias, o tecido conjuntivo circundante era frouxo e pouco
organizado. O Grupo VB apresentou uma maior orientacdo das fibras
colagenas ao redor das particulas do biomaterial. A maioria das particulas de
Hidroxiapatita apresentava fissuras com invaginacoes de tecido conjuntivo, em

ambos os periodos de andlise.

Figura 16 — Formacéo de tecido 6sseo em meio as particulas
de Vidro Bioativo aos 60 dias, Grupo VB. Aumento
de 400X. Coloragéo Picrosirius.

Fonte: Do Autor
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5.1 HISTOMETRICOS

Em nossas andlises histométricas tivemos resultados para a Area de
Neoformacéo Ossea (ANO) e Area de Hidroxiapatita (AHA) e Area de Vidro
Bioativo (AVB)

5.1.1 Area de Neoformac&o Ossea (ANO)

Na analise intra-grupos, houve uma maior ANO aos 60 dias comparado aos 30

dias, em todos os grupos experimentais (p<0,05).

Na analise inter-grupos, o0s resultados mostraram que o Grupo C
(25,37+1,05mm?; 32,11+0,78mm?) apresentou uma maior ANO comparado ao
Grupo HA (19,87+1,10 mm? 23,47+1,34mm?) e VB (15,61+1.63mm?
18,760,13mm?) aos 30 e 60 dias poés-operatérios (p<0,05). Além disso, o
Grupo HA (19,87+1,10 mm? 23,47+1,34mm?) apresentou uma maior ANO
comparado ao Grupo VB (15,61+1.63mm?; 18,76+0,13mm?) aos 30 e 60 dias
pés-operatorios (p<0,05) (Tabela 3 e Figuras de 17 a 22).

Tabela 2- Média e desvio padrdao (M+DP) da AON (mmz) de acordo com cada grupo e periodo.

Periodos 30 dias 60 dias
Grupos
C 25,37+1,05™ 32,11+0,78™
HA 19,87+1,10™ 23,47+1,34™
VB 15,61+1.63™ 18,76+0,13™
N 30 30

Fonte: Do autor

*Diferenca estatisticamente significante entre os periodos, mesmos grupos (Anova e Tukey
com p<0,05).
“Diferenca estatisticamente significante entre os grupos, mesmos periodos (Anova e Tukey
com p<0,05).
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Figura 17 - Imagem histoldgica da calota de um animal do Grupo C. Periodo de 30 dias.
Aumento 50X. Coloragéo Picrosirius.

Fonte: Do Autor

Figura 18 - Imagem histolégica da calota de um animal do Grupo HA. Periodo de 30 dias.
Aumento 50X. Colorag&o Picrosirius.

~ NG ™

Fonte: Do Autor

Figura 19 - Imagem histolégica da calota de um animal do Grupo VB. Periodo de 30 dias.
Aumento 50X. Coloragéo Picrosirius.

Fonte: Do Autor
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Figura 20 - Imagem histoldgica da calota de um animal do Grupo C. Periodo de 60 dias.
Aumento 50X. Coloracao Picrosirius.

Fonte: Do Autor

Figura 21 - Imagem histolégica da calota de um animal do Grupo HA. Periodo de 60 dias. Aumento
40X. Coloracao Picrosirius.

Fonte: Do Autor

Figura 22 - Imagem histolégica da calota de um animal do Grupo VB. Periodo de 60 dias. Aumento
40X. Coloracao Picrosirius.

Fonte: Do Autor
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5.1.2 Area de Hidroxiapatita (AHA) E Area de Vidro Bioativo (AVB)

Na analise intra-grupos, houve uma maior AHA e AVB aos 30 dias comparado
aos 60 dias (p<0,05).

Na analise inter-grupos, os resultados mostraram que o Grupo VB
(80.25+2,06mm?; 77.11+1,62mm?) apresentou uma maior AVB comparado a
AHA remanescente do Grupo HA (75,15+0.45mm?; 69,47+1,65mm?), aos 30 e
60 dias pos-operatorios (p<0,05).

Tabela 3- Média e desvio padrao (MDP) da AHA e AVB (mmz) de acordo com cada grupo e

periodo.
Periodos 30 dias 60 dias
Grupos
HA 75,15+0.45™ 69,47+1,65™
VB 80.25+2,06™ 77.11+1,62™
N 20 20

Fonte: Do autor
"Diferenca estatisticamente significante entre os periodos, mesmos grupos (Anova e Tukey
com p<0,05).

“Diferenca estatisticamente significante entre os grupos, mesmos periodos (Anova e Tukey
com p<0,05).

5.2 IMUNOISTOQUIMICOS

Em nossas analises Imunoistoquimicas tivemos resultados para Osteocalcina
(OC) e Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP).

5.2.1 OSTEOCALCINA (OC)
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Aos 30 dias o Grupo C ndo apresentou expressao de OC enquanto que 0s

Grupos HA e VB apresentaram altas e moderadas expressbes de OC

respectivamente (Figuras 23 e 24). Aos 60 dias, os Grupos C e VB

apresentaram leve expressao de OC e o Grupo HA apresentou sua expressao

moderada (Figuras 25 e 26).

Figura 23 — Marcagfes para OC, Grupo
HA, 30 dias. Aumento 400 X.
Contracoloracdo Hematoxilina.
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Fonte: Do Autor

Figura 25 — Marcagfes para OC, Grupo
HA, 60 dias. Aumento 400 X.
Contracoloracdo Hematoxilina.
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Fonte: Do Autor

Figura 24 — Marcacges para OC, Grupo
VB, 30 dias. Aumento 400 X.
Contracoloracdo Hematoxilina.
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Figura 26 — Marcacéo para OC, Grupo VB,
60 dias. Aumento 400 X.
Contracoloracdo Hematoxilina.
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5.2.2 Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP)

A andlise intra-grupos mostrou que o Grupo VB apresentou um maior niamero
de células TRAP positivas aos 30 (2,70+£1,63un) dias comparado aos 60 dias
(0,10+0,31un) (p<0,05).

Na andlise inter-grupos, os resultados mostraram que o Grupo HA
(6,90+0,31un; 6,10+1,45un) apresentou uma maior numero de células TRAP
positivas comparado ao Grupo C (1,00+£1,50un; 0,16+0,21un) e ao Grupo VB
(2,70+1,63un; 0,10+0,31un) aos 30 e 60 dias pos-operatérios (p<0,05). Além
disso, o Grupo VB (2,70+1,63un) apresentou um maior numero de células
TRAP positivas comparado ao Grupo C (1,00+1,50un) aos 30 dias pos-
operatorios (p<0,05) (Tabela 4 e Figuras de 27 a 32).

Tabela 4- Média e desvio padrao (M+DP) da expresséo de TRAP (un) de acordo com cada
grupo e periodo.

Periodos 30 dias 60 dias
Grupos
C 1,00+1,50" 0,16+0,21"
HA 6,90+0,31" 6,10+1,45"
VB 2,70+1,63™ 0,10+0,31™
N 30 30

Fonte: Do autor

"Diferenca estatisticamente significante entre os periodos, mesmos grupos (Anova e Tukey
com p<0,05).
“Diferenca estatisticamente significante entre os grupos, mesmos periodos (Anova e Tukey
com p<0,05).
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Figura 27 — Marcagédo para TRAP, Grupo Figura 28 — Marcacéo para TRAP, Grupo
C, 30 dias. Aumento 400 X. C, 60 dias. Aumento 400 X.
Contracoloracao Hematoxilina. Contracoloracdo Hematoxilina.

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor
Figura 29 — Marcacfes para TRAP, Grupo Figura 30 — Marcag¢@es para TRAP, Grupo
HA, 30 dias. Aumento 400 X. HA, 60 dias. Aumento 400 X.
Contracoloragdo Hematoxilina. Contracoloracdo Hematoxilina.

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor
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Figura 31 — Marcagfes para TRAP, Grupo Figura 32 — Marcagédo para TRAP, Grupo
VB, 30 dias. Aumento 400 X. VB, 60 dias. Aumento 400 X.
Contracoloracdo Hematoxilina. Contracolora¢cdo Hematoxilina.

Fonte: Do Autor Fonte: Do Autor
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6 DISCUSSAO

Defeitos 6sseos congénitos ou adquiridos no complexo bucomaxilofacial
apresentam ainda uma terapia desafiadora. As abordagens atuais de
tratamento incluem os enxertos autégenos, alégenos, e 0s materiais sintéticos,
que funcionam com arcabouco para o crescimento celular. O transplante
autdgeno apresenta alguns inconvenientes, como oferta limitada, dor na area
doadora e morbidade, enquanto os enxertos alégenos podem apresentar
rejeicdo por parte do hospedeiro, infeccdo, inflamacdo e transmissdo de
doencas (SARKAR e; LEE, 2015; SUENAGA et al., 2015).

Neste estudo avaliamos a capacidade de formacdo 6ssea de dois biomateriais
de origem sintética em defeitos criticos na calota craniana de ratos. Defeitos
0sseos de tamanho critico ndo se reparam de forma fisiolégica pelo organismo,
possuindo diferencas neste processo influenciado pelo local onde ocorre e pela
espécie animal (CALORI, et al., 2011),. O defeito de 8 mm de diametro na
calota craniana de ratos € considerado critico por diversos autores (ALMEIDA
et al., 2010; FERREIRA et al., 2004; LOHMANN, et al., 2017; MARTINS, 2010;
SUENAGA et al.,, 2015). Este foi o modelo de escolha nesta pesquisa. Em
nossos resultados, nenhum animal do Grupo C apresentou preenchimento
completo do defeito 6sseo, apresentando na maior parte dos defeitos apenas o

periésteo em conjunto com uma fina camada de tecido conjuntivo.

Apesar da maior neoformacéo de tecido 6sseo no Grupo C, o preenchimento
de um defeito 6sseo apenas com o0 coagulo sanguineo nem sempre é eficaz
clinicamente. Procedimentos envolvendo aumento de espessura e/ou altura
O0ssea muitas vezes sdo necessarios para a colocacao de implantes dentarios,
onde a falta de resisténcia do coagulo por compressdo a partir dos tecidos
moles ndo mantém um arcabougo para o crescimento 6sseo, sendo necessario
um material de enxerto com caracteristicas osteocondutoras, capaz de criar um

suporte estrutural para a formacéo de um novo osso (TAKAUTI, et al., 2014).
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Os nossos resultados demonstraram que o Grupo C apresentou uma maior
ANO comparado ao Grupo HA aos 30 e 60 dias poés-operatérios. Estes
resultados sdo contrarios aos achados de Kim et al., 2016 que demonstrou que
em defeitos de tamanho critico de 8mm em calvarias de ratos, o Grupo 1 sem
enxerto (Controle) apresentou uma menor ANO que o Grupo 3 preenchido com
Hidroxiapatita (Bongros®). Esses resultados podem estar relacionados a
diferencas metodoldgicas entre os trabalhos. Um dos fatores que poderiamos
citar seria o numero de animais utilizados em cada Grupo/Periodo, pois o
presente trabalho utilizou um N de 10 animais por Grupo/Periodo enquanto que
o trabalho de Kim et al., 2016 utlizou um N de 4 animais em alguns
Grupos/Periodos. Este fato poderia trazer inconsisténcias na realizacdo da
andlise estatistica. Aléem disso, o trabalho de Kim et al., 2016 realizou dois
defeitos de tamanho critico no mesmo animal, enquanto que neste trabalho

houve a realizagdo de um Unico defeito por animal.

Com as vérias opgOes de enxertos 0sseos disponiveis no mercado, o cirurgido-
dentista deve-se atentar as caracteristicas e a capacidade dos materiais
enxertados. Diferentes aplicacfes requerem materiais com diferentes indices
de reabsorcdo. A composicdo quimica, tamanho das particulas, rugosidade
superficial e a cristalinidade do biomaterial afetam sua taxa de reabsorcéo,
podendo ser ajustadas para a finalidade clinica desejada (CONZ, et al., 2011).
No presente estudo, as particulas de Vidro Bioativo apresentaram uma
morfologia mais bem definida em relacédo as da Hidroxiapatita, aos 30 e aos 60
dias, mostrando uma caracteristica de menor reabsorcdo do material
enxertado, caracteristica essa que pode estar relacionada ao maior tamanho
das particulas, maior cristalinidade, menor rugosidade e menor pureza em sua
composicdo (HOPPE, et al., 2011).

O primeiro Vidro Bioativo descoberto foi o 45S5 Bioglass, por Hench, em 1969.
Sua composicdo possui 6xidos de calcio, sodio, fosforo e didxido de silicio.
Com o acréscimo de O0xidos de Magnésio e Potassio a composi¢édo basica do
vidro de Hench, foi descoberto o vidro 13-93®, e conseguiu-se entdo um
material mecanicamente mais forte (Bl, et al., 2012). Esses dois Vidros formam

um gel de silica, que se convertem lentamente e incompletamente em HA
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(Ca10(PO4)s(OH)2) no fluido corporal. Os cristais que ndo se convertem podem
permanecer no corpo por um periodo prolongado de tempo (BI, et al., 2013;
CARLO, 2007). Enquanto o 45S5 Bioglass® e o 13-93® demonstraram uma
conversao lenta e incompleta a Hidroxiapatita, vidros que contém Boro em sua
composicdo tem demonstrado uma conversdo mais rapida e completa
(DELIORMANLI et al., 2014). O vidro boro silicato (13-93B1) e o vidro borato
(13-93B3), que substituem parcialmente ou totalmente a silica por 6xido de
boro, respectivamente, tem demonstrado que a taxa de conversao a
hidroxiapatita aumenta de 3 a 4 vezes a medida que se aumenta o0s niveis de
oxido de boro, porém, devido a sua rapida reabsor¢cdo e microestrutura
trabecular, tem sido indicado apenas para defeitos 6sseos que apresentam
paredes Osseas bem definidas (FU, et al.,, 2010). Essa taxa de conversao
explica em parte nossos achados, onde as particulas de Vidro Bioativo se
apresentaram em maior quantidade e menos degradadas que as de
Hidroxiapatita. A hidroxiapatita apresenta uma reabsorcdo mais rapida que o
Vidro Bioativo, levando a uma formacdo 6ssea mais precoce, porém o Vidro
Bioativo mantém um arcabouco e um volume de preenchimento maior que a

Hidroxiapatita devido a sua menor taxa de solubilidade.

Na analise intra-grupos, houve uma maior area de Hidroxiapatita (AHA) e Vidro
Bioativo (AVB) remanescentes nos defeitos 6sseos aos 30 dias comparado aos
60 dias, sendo que este fato demonstra a capacidade do organismo em
reabsorver estes biomaterias durante o processo de reparo (CHAI et al., 2017).
A maior taxa de reabsorcado da Hidroxiapatita observada no presente estudo,
através dos resultados imunoistoquimicos, pode estar associada ao maior
namero de células TRAP positivas, demonstrando uma maior resposta celular
do organismo quando em contato com este biomaterial, enquanto o Vidro
Bioativo apresentou uma resposta mais branda do hospedeiro. Em
contrapartida, a maior expressdo de Osteocalcina (OC) nos espécimes do
Grupo HA poderia indicar um estagio mais avancado no processo de
remodelacdo Ossea comparado ao Grupo VB. Estes resultados confirmam
nossos achados histométricos em relacdo a area de neoformacéo 0ssea, que

foi maior no Grupo HA aos 30 e 60 dias comparado ao Grupo VB, indo de
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encontro ao estudo de Marques et al. 2015, onde a maior expressao de OC foi
associada a maior formacao de tecido 6sseo. Nagata et al., 2009 e Alpan et al.,
2016 também associaram a expressao de Osteocalcina a maior porcentagem

de osso vital em defeitos criticos na calota craniana de ratos.

Bioceramicas a base de fosfato de calcio apresentam propriedades
osteocondutoras, sendo biocompativeis, biodegradadveis e agindo como
arcabouco para o crescimento 6sseo (GARETA, et al., 2015; LARSSON, 2010;
SALGADO et al, 2011). Os biomaterias testados em nosso estudo
apresentaram essas caracteristicas demonstradas pela analise histologica,
uma vez que possibilitaram a formagédo de uma matriz ostedide e de um novo
tecido 6sseo diretamente sobre sua superficie, sem interposicdo de tecido

mole.

Apesar de haver grande semelhanca fisioldgica, celular e molecular entre os
modelos animais e humanos, existem limitacdes em seu uso, e a extrapolacao
de resultados dos modelos animais para humanos deve ser realizada com
cautela (DAMATTA, 2010). A cavidade bucal representa um ambiente Unico em
NOsso corpo, pertencendo ao sistema digestorio, e sendo uma via de acesso as
vias aéreas, prové condicdes favoraveis para a proliferacdo de varios
microorganismos, sendo que cerca de 350 espécies constituem a microbiota
bucal, com uma média de 750 milhdes de bactérias/ml de saliva (PALONE, et
al., 2013). Replicar tais condicbes em um modelo animal se torna de extrema
dificuldade, tendo em vista suas diferencas anatomicas, fisioldgicas, do
funcionamento de 6rgaos, metabolismo, absorcdo de drogas, mecanismos
genéticos, entre as outras (KITADA et al., 2016). O presente estudo apresenta
limitacbes em relacdo a real aplicacdo destes resultados na clinica
odontologica, e embora novos métodos tenham sido propostos para a
substituicio da experimentacdo animal, nem sempre esses métodos
alternativos tem a capacidade de substituir esse modelo experimental (SILVA,
et al., 2016). Devido a estas questdes, se faz necessario a realizacdo de novas
e futuras pesquisas na literatura para avaliar a Hidroxiapatita e o Vidro Bioativo

como substitutos em defeitos 6sseos.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo podemos concluir que tanto a Hidroxiapatita
(HAP-91®) quanto o Vidro Bioativo guiaram a formacdo de um novo tecido
0sseo, servindo de arcabouco para a manutencdo espacial de defeitos 6sseos

de tamanho critico na calota craniana de ratos.
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