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ROLIM, Ana Emilia Holanda. Avaliagdo de Microesferas de Hidroxiapatita, Dopadas ou ndo com
Estroncio, no Reparo de Defeito Osseo Critico, em Calvaria de Rato. 91f.: il.Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal da Bahia, Salvador 2010.

RESUMO

A bioengenharia tecidual tem possibilitado o desenvolvimento de biomateriais e
técnicas inovadoras capazes de restituir a qualidade de vida aos pacientes com
perdas 0sseas, apos a remocao de grandes tumores 6sseos, traumas e em algumas
doencas metabdlicas. Dentre o0s biomateriais empregados nas terapias
regenerativas destacam-se as bioceramicas sintéticas, na forma de microesferas.
Estas microesferas constituem um arcabouco que possibilita, no intersticio formado
entre as esferas, a difusdo de fatores de crescimento e angiogénicos, a migracéo de
células osteogénicas essenciais a regeneracdo deste tecido. Ainda, apresentam
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao componente inorganico do tecido
0sseo e biocompatibilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a regeneracdo de
defeitos 6sseos criticos, em calvaria de rato. Para tanto, utilizou-se uma amostra
composta de 60 animais, dividida em quatro grupos: Gl — defeito sem biomaterial,
preenchido por coagulo; Gll — microesferas de hidroxiapatita e alginato (HA - Alg);
Glll — microesferas de hidroxiapatita dopadas com estroncio (HASr); GIV -
microesferas de hidroxiapatita dopadas com estréncio e alginato (HASr - Alg),
avaliados aos 15, 45 e 120 dias de pdés-operatorio. As analises histologicas, por
microscopia de luz, demonstraram neoformacdo 6ssea mais evidente no grupo Gli
em todos o0s pontos bioldgicos quando comparado aos demais grupos. As
microesferas implantadas nos grupos Il e IV apresentaram maior fragmentacao
guando comparadas com as do grupo IlI, provavelmente devido a adicdo de
estroncio a estrutura da HA. A neoformacdo Ossea caracterizada pela
osteoconducao foi observada de permeio a esses fragmentos do biomaterial. No
grupo lll, a auséncia do alginato tornou as microesferas mais porosas, com
formacdo de septos de tecido conjuntivo e células fusiformes no interior das
microesferas. Em concluséo, os biomateriais apresentaram potencial osteogénico e
osteocondutor formando um arcabouco tridimensional que favoreceu a neoformacao
o0ssea. A HA associada ao alginato apresentou caracteristicas histolégicas mais
evidentes quanto a biocompatibilidade e a osteogénese, quando comparada a HA
dopada com estréncio.

Palavras-chave: Bioengenharia tecidual, defeitos O6sseos criticos, hidroxiapatita,
estréncio, alginato.



ROLIM, Ana Emilia Holanda. Assessment of Hydroxyapatite Microspheres, Doped or not with
Strontium, in Repair of Critical Bone Defect in Rat Calvaria. (Bahia, Brazil) 91pp. ill. Master
Dissertation — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal da Bahia, Salvador 2010.

ABSTRACT

The bioengineering tissue has allowed the development of biomaterials and
innovative techniques capable of restoring the quality of patient’s life with loss bone
after the removal of large tumors, trauma and some metabolic diseases. Among the
biomaterials used in regenerative therapies highlight the synthetic bioceramics in the
form of microspheres. These microspheres constitute a framework that allows, in
interstice formed between the spheres, the diffusion of growth factors and
angiogenic, migration of osteogenic cells essential for tissue regeneration. Still, have
physical and chemical characteristics similar to the inorganic component of bone
tissue and biocompatibility. The objective of this study was to evaluate the
regeneration of critical bone defects in rat calvaria. We used a sample consisting of
60 animals, divided into four groups: Gl - defect without biomaterial, filled with clot,
Gll - microspheres of hydroxyapatite and alginate (HA - Alg); Glll - hydroxyapatite
microspheres doped with strontium (HASr); GIV - hydroxyapatite microspheres
doped with strontium and alginate (HASr - Alg), evaluated at 15, 45 and 120 days of
postoperative. Histological analysis by light microscopy showed bone neoformation
more evident in GIlI for all organic parts when compared with other groups. The
microspheres implanted in groups Il and IV showed greater fragmentation when
compared with group Il, probably due to the addition of strontium into the HA
structure. The bone neoformation characterized by osteoconduction was observed
between these biomaterial fragments. In group Ill, the absence of alginate became
the microspheres more porous, with septum formation of conjunctive tissue and
fusiform cells within the microspheres. In conclusion, the biomaterials showed a
potential osteogenic and osteoconductive to form a three-dimensional framework that
promoted the bone formation. The HA associated associated with alginate showed
histological features more evident as the biocompatibility and osteogenesis, when
compared to HA doped with strontium.

Key- words: Bioengineered tissue, bone defects critics, hydroxyapatite, strontium,
sodium alginate.
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Introducao

1 INTRODUCAO

A necessidade de desenvolvimento, por parte dos pesquisadores, de
materiais que contribuam com o reparo do tecido 0sseo, destruido por traumas,
doencas metabdlicas e degenerativas, nas anormalidades congénitas tem
estimulado o aprimoramento técnico-cientifico de biomateriais, como substitutos
0Sseos.

Os enxertos 6sseos autdégenos sdo considerados os de primeira escolha na
regeneracdo do tecido Osseo, devido as suas propriedades osteogénicas de
osteoinducado, osteoconducdo e osteoestimulacdo. Além disto, estes enxertos nao
transmitem doencas infecciosas e ndo desencadeiam reac¢des imunoldgicas. No
entanto, apresentam disponibilidade restrita, necessidade de dois procedimentos
cirargicos, riscos de morbidade e infeccdo no sitio doador e receptor, e de
reabsorcdes progressivas (ZEBEU e MERCADANTE, 2008).

Diante destes inconvenientes, o desenvolvimento de biomateriais que
contemplem caracteristicas de composi¢cdo organica e mineral, biocompatibilidade,
previsibilidade de regeneracdo, auséncia de riscos trans-operatérios e/ou seqielas,
e boa aceitacdo por parte do paciente, tem sido objeto de estudos de diversas
pesquisas (BEST e outros, 2008).

Dentre o0s substitutos 0sseos empregados nas areas da ortopedia,
implantodontia, periodontia, cirurgia plastica reconstrutiva e bucomaxilofacial, as
bioceramicas sdo uma classe de biomateriais que tém apresentado resultados
clinicos promissores (MANGANO, BARTOLUCCI, MAZZOCCO, 2003; JHON,
WENZ, 2004; SHIMMING, SCHELZEISEN, 2004; SCHWARZ e outros, 2008).

Estas ceramicas sdo indicadas para uso clinico quando a perda tecidual
alcanca dimensdes que impossibilita o reparo espontaneo. Contudo, se a area

lesionada for extensa e critica ao reparo, suas caracteristicas fisico-quimicas podem
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contribuir de forma limitada com a regeneracédo dos defeitos, finalizando o reparo
com a formacgao de tecido fibroso. Na tentativa de amenizar estas limitagdes, torna-
se imperioso aperfei¢coar estes biomateriais (BEST e outros, 2008).

Estes biomateriais podem ser produzidos na forma de blocos, pés, discos,
cilindros e microesferas. Estas ultimas quando implantadas por sistemas injetaveis, o
procedimento cirdrgico € minimamente invasivo e possibilita o preenchimento de
cavidades 6sseas (CHESMEL e outros, 1998; MARCACCI e outros, 2007). Além
disto, favorecem a difusdo de nutrientes e fatores de crescimento essenciais as
atividades celulares, a migracdo celular, neovascularizacdo e sintese de matriz
extracelular (MEC) no intersticio formado pela disposicdo espacial das microesferas.
Em defeitos 6sseos com dimensdes criticas, a vascularizacdo insuficiente pode
resultar na formacao de tecido fibroso (O'KEEFE e outros, 2006; KLENKE e outros,
2008).

Durante a preparacdo destas microesferas pode-se alterar sua topografia,
porosidade e composicdo quimica, por meio da adicdo de ions metalicos e
hidrocoloides, como por exemplo, o alginato em sua estrutura. Esta adicdo promove
a quimiotaxia de macréfagos e fibroblastos, favorece a adeséo celular e a adsorcao
de proteinas, o0 que dessa forma viabiliza a proliferacao e diferenciacédo de células
osteoprogenitoras. Este agente ligante € biodegradavel, biocompativel,
bacteriostatico e possui propriedades hemostaticas (MANDELBAUM, DI SANTIS,
MANDELBAUM, 2003; HSIONG, MOONE, 2006).

Dentre as bioceramicas utilizadas na regeneracdo dos defeitos Osseos, a
hidroxiapatita (HA) tem se destacado devido a sua semelhanca com o principal
componente da fase mineral do tecido 0sseo, por ndo apresentar risco de
transmissao de doencas, boa biocompatibilidade, unido direta com o tecido ésseo,
excelente osteocondutividade (KAWACHI e outros, 2000; DOURADO, 2006).

Esta ceramica pode ser produzida com diferentes caracteristicas fisico-
guimicas, de acordo com sua aplicacao clinica, haja vista sua habilidade em efetuar
substituicdes isomorficas mantendo sua estrutura hexagonal. No entanto, a sua
solubilidade, a estabilidade térmica e a reatividade superficial sdo modificadas, e
consequentemente, o seu comportamento in vivo também (DOURADO, 2006).

Alguns estudos tém evidenciado que a substituicdo do calcio presente na
estrutura da HA por estroncio estimula a regeneracdo 6ssea (GRYNPAS e MARIE,
1990; NI e outros 2006; XUE e outros 2006; DAGANG, KEWEI, YOUNG, 2008;



20

LANDI e outros 2008; WANG e outros, 2008). Acredita-se que o seu efeito seja dose
dependente e que a administracdo de baixas doses (0,19%) é capaz de estimular a
formacdo e a mineralizagdo O6ssea (VERBECKMOES, De BROE, D'HAESE, 2003;
WONG e outros, 2004; WANG e outros, 2008).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
osteogénico de trés diferentes microesferas de hidroxiapatita, HA e alginato (HA -
Alg), HA dopadas com estroncio (HASr) e HA dopada com estroncio e alginato

(HASTr - Alg), implantadas em defeitos 6sseos criticos em calvaria de ratos.
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Revisao de Literatura

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo é dinamico, capaz de remodelar-se dependendo da forca a ele
aplicada, sendo que a pressao leva a sua reabsorcéo, enquanto a tracao aplicada
resulta no desenvolvimento de osso novo. O esqueleto é uma estrutura basica de
sustentacdo e protecdo dos Orgdos vitais do corpo, além de, permitir quando
associados aos musculos e articulacdes, a realizacdo dos movimentos. Além disso,
€ um reservatorio para muitos minerais do corpo, dentre estes, 99% do calcio do
organismo (LIND e outros, 2000; PARK e outros, 2009).

Macroscopicamente, este tecido apresenta-se como 0Sso cortical e 0Sso
medular, distintos ndo apenas na forma estrutural, mas nos aspectos funcionais. O
0sso cortical (compacto) possui uma matriz colagénica organizada em forma de
lamelas concéntricas, geralmente ao redor de um canal vascular central,
constituindo o sistema de Harvers. Os canais centrais contém vasos sanguineos e
nervos, se comunicam entre si e com a cavidade medular Ossea. Esta
intercomunicacdo sdo os canais de Volkmann. No 0sso esponjoso (medular), a
matriz apresenta-se mais porosa e organizada em trabéculas (HING, 2004,
MENDONCA, 2005).

O osso cortical, € mais compacto, tem maior resisténcia mecéanica que
permite atuar na protecdo dos 6rgdos internos do corpo, € encontrado nas diafises
dos ossos longos e na superficie externa dos 0ssos chatos. Enquanto que o 0sSso
esponjoso ou medular, atua nas funcdes metabdlicas, delimita espacos

intertrabeculares, a cavidade medular, que abriga a medula 6ssea, um 0Orgao
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hematopoiético, é também reservatério de gordura no organismo (SANDOR, 2003;
SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009).

Segundo Marx e Garg (1998), o tecido 0sseo pode ser denominado
histologicamente como: trabeculado, fasciculado, lamelar e composto. O 0sso
trabeculado ou entrelacado tem papel importante no reparo 6sseo, sendo o primeiro
tecido a ser formado, com velocidade de formacao muito rapida (30-50um ao dia ou
mais), que caracteriza a primeira fase da regeneracao 6ssea, sendo posteriormente
reabsorvido e substituido por osso lamelar. Caracteriza-se por apresentar matriz de
colageno desorganizada sem a estrutura lamelar dos sistemas harvesianos, exibindo
pouca resisténcia mecanica; é o0 tecido predominante durante a fase de
desenvolvimento pré-natal, por isso denominado 0sso embriondrio, um termo
incorreto visto que os adultos tém habilidade de formar este tipo de osso.

O osso fasciculado é encontrado na insercao de ligamento das articulagbes e
adjacente ao ligamento periodontal. Esse 0sso esta presente na fase | da
remodelacdo Ossea sendo rapidamente depositado, reabsorvido e substituido, na
fase Il, pelo osso lamelar maduro. (MARX, GARG,1998; MENDONCA, 2005).

O osso lamelar maduro apresenta alta resisténcia mecanica, uma estrutura
altamente organizada de fibras colagenas e cristais de minerais, porém, sua
velocidade de formacédo é lenta, em torno de 0,6um a 1lum ao dia. Este 0sso,
também denominado como tecido 6sseo secundario, € constituido pelos canais de
Volkman, sistema de Harvers, sistemas intermediarios, sistemas circunferenciais
interno e externo (FLACH e outros, 2008; SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009). O termo
“tecido 6sseo composto” define, na fase de remodelacédo, o periodo de transicéo
entre 0 0SSO imaturo ou trabecular (0sso primario) e o 0sso maduro ou lamelar (0sso
secundario).

No tecido 6sseo ha, na matriz extracelular, uma associacdo de componentes
inorganicos e organicos, o que o torna o tecido mais resistente do corpo, porém,
com certo grau de elasticidade e resiliéncia. Os minerais, constituintes deste tecido,
sdo principalmente cristais de hidroxiapatita, cerca de 65%. Além destes, outros ions
compBem a fase inorganica do 0sso, tais como, bicarbonato, sédio, potassio, citrato,
magnésio, carbonato, lactato, fluoreto, zinco, bario e estrobncio (TERRA e outros,
2009). A matriz orgéanica, que corresponde a 25%, € tipicamente colagénica,
especialmente constituida por colageno tipo I, além de agua, cerca de 10%. O

colageno tipo | associa-se a outras proteinas nao colagénicas, como osteopontina,
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sialoproteinas, osteonectina e osteocalcina, para que haja interacdo entre células,
matriz e fatores de crescimento, na formacgdo tridimensional do tecido 0Osseo
(SANDOR, 2003; KNESER e outros, 2006; PARK e outros, 2009).

O osso é um tecido conjuntivo especializado, constituido de trés tipos
celulares: os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. As células mesenquimais se
diferenciam em osteoblastos capazes de sintetizar a matriz extracelular rica em
coladgeno e proteinas colagénicas, denominada matriz ostedide. Esta matriz &
mineralizada através da deposi¢cao de cristais de hidroxipatita (HA) e de outros ions.
Os osteoblastos aprisionados nessa matriz apdés a mineralizagdo tornam-se
ostedcitos. Estes ostedcitos interagem entre si dentro da matriz mineralizada na
manutencdo da homeostase do tecido 6sseo, seja através do fluxo de ions,
nutrientes ou de hormoénios. Os osteoclastos séo derivados de células da linhagem
monocitico-fagocitaria, sdo células gigantes multinucleadas, responsaveis pela
absorcdo da matriz extracelular e pela remodelagdo 6ssea (MANDELBAUM, Di
SANTIS, MANDELBAUM, 2003; BARRERE, BLITTERSWISWIRK, GROOT, 2006;
MIGUEL, 2008; PARK e outros, 2009).

Os osteoblastos secretam proteinas colagénicas especialmente, colageno tipo
[, que corresponde a 90 % da matriz organica e proteinas ndo colagénicas, tais
como: sialoproteina 0ssea, osteopontina, osteonectina, osteocalcina, BMPs,
proteoglicanas e outras. A diferenciacdo das células mesenquimais em osteoblastos
e a sua proliferacdo e regulacdo sdo mediadas por fatores locais, autécrinos e
sistémicos. Os osteoblastos possuem receptores para hormbénios sistémicos, tais
como: o paratormdénio, estrégeno, glicocorticéides, insulina, hormdnios tiroideanos,
vitamina D3 e para fatores locais como prostanoides (PGE, PGF 4), citocinas (TGF-
B, BMPs, FGFs, IGF-1,PDGF) e interleucinas (MENDONCA, 2005).

Exceto nas articulagdes sinoviais, 0 0sso € recoberto, na sua face externa,
pelo peridosteo, que consiste em uma camada externa de tecido conjuntivo denso e
de uma camada interna, que contém células osteoprogenitoras (osteogénicas),
importantes no reparo ou na neoformacao 6ssea. As cavidades internas do 0sso séo
revestidas por endosteo, um tecido conjuntivo delgado, constituido de uma Unica
camada de células osteoprogenitoras e de osteoblastos (HSIONG, MOONEY, 2006;
MIGUEL, 2008).
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2.2 REPARO OSSEO E BIOENGENHARIA TECIDUAL

O tecido Gsseo, ao ser lesado, pode reparar-se retomando sua capacidade
funcional sem cicatrizes ou deformidades. O mecanismo deste padrdo de reparo €
considerado uma recapitulacdo da osteogénese embrionaria e do que ocorre no
periodo de crescimento. Este mecanismo de reparo ésseo € influenciado pelo
suplemento vascular, tensdo de oxigénio, estabilidade dos fragmentos 6sseos,
ativacdo de fatores de crescimento, diferenciagcdo e proliferacdo de células
osteoprogenitoras (BUCKWALTER, GLIMCHER, COOPER, 1995). Durante o
desenvolvimento embrionario, a ossificacdo pode ocorrer de duas maneiras:
intramembranosa e endocondral. O primeiro osso formado € denominado primario,
nao lamelar, € depois reabsorvido e substituido por osso secundario, lamelar
(SANDOR, 2003).

Em defeitos 6sseos com dimensdes pequenas, nao critico e, em casos de
fratura, ocorre a regeneracdo completa sem deixar cicatriz fibrosa. Ha o rompimento
de vasos sanguineos e formacdo do coagulo. Com isso a circulacdo sanguinea €&
interrompida, e as células 0sseas no sitio do defeito necrosam. Em resposta as
células 6sseas necrosadas ocorrem edema e inflamacdo, o que produz restos
celulares adicionais (LAMANO-CARVALHO, 2007). Os capilares sanguineos
crescem para dentro do coagulo; fagécitos (neutrofilos e macréfagos) e osteoclastos
iniciam a remocao de tecido necrotico, dentro e em torno do hematoma. Ha, em
seguida, a formacdo do calo cartilaginoso. Dentro de 48 horas apds o ferimento
ocorre aumento da atividade mitdtica da camada osteogénica do periosteo, do
endosteo e das células indiferenciadas da medula 0ssea. Ocorrem entdo, sob
influéncia de fatores de crescimento, a angiogénese, e a migracao de células
osteogénicas do enddsteo (MACNEILL e outros, 1999; LIND e outros, 2000).

As células osteogénicas da camada mais profunda do periosteo se
diferenciam em osteoblastos e comecam a elaborar tecido 6sseo ao redor do
ferimento, semelhante a uma ossificacdo intramembranosa. Embora os capilares
estejam crescendo, seu ritmo de proliferacdo é muito mais lento do que o das
células osteogénicas. Assim, as células osteogénicas, no meio da massa em
proliferacdo, estdo agora sem um leito capilar abundante. Isto resulta numa baixa

oxigenacao, e estas células transformam-se em células condrogénicas, originando
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condroblastos que formam cartilagem. A camada mais externa das células
osteogénicas em proliferacdo, aquelas adjacentes a camada fibrosa do periosteo,
gue tém alguns capilares proximos, continua a proliferar como células osteogénicas.
Os calos formados nas extremidades de cada fragmento se fundem, garantindo,
assim, a unido dos mesmos (SANDOR, 2003; SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009).

As areas mais proximas ao tecido 6sseo saudavel sdo bem vascularizadas.
Nestas areas, as células osteogénicas proliferam e se diferenciam em osteoblastos.
Estes osteoblastos comecam a produzir o tecido 6sseo primario e ha formacéo do
calo 6sseo. Esse 0sso primério sera remodelado e substituido por osso secundario,
ao mesmo tempo em que o calo € reabsorvido. A reparacdo Ossea envolve a
formacéo da cartilagem, ossificagdo intramembranosa, e por fim ocorre a ossificagéo
endocondral (LIND e outros, 2000; SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009).

A mineralizacéo do tecido 6sseo requer uma concentracdo adequada de ions
célcio e fosfato, presenca de matriz a ser calcificada, agentes de nucleacéo e
controle de agentes reguladores promotores ou inibidores (ALMEIDA e outros,
2000).

O reparo 0sseo pode ser melhor compreendido usando como modelo o
reparo através do uso de substitutos 6sseos. Nesse sentido, € importante diferenciar
termos como enxerto e implante. Um enxerto pode ser definido como um material
transplantado que contém células mesenquimais indiferenciadas, células
osteogénicas e fatores de crescimento importantes na regeneracdo. Em um implante
h& auséncia de células vivas. Um enxerto 6sseo autégeno, obtido de areas doadoras
do proprio individuo, tem células com capacidade de formar tecido 0sseo, ou seja,
células osteogénicas, que permitem também, a osteointegracdo deste ao tecido
circunjacente. Os osteoblastos, provenientes do endésteo, e as células
hematopoiéticas sdo capazes de sobreviverem por aproximadamente cinco dias
apés o transplante, devido a sua capacidade de absorver nutrientes (SANDOR,
2003; MENDONCA, 2005; AUER e outros, 2007).

Em torno de algumas horas apdés a colocacdo do enxerto se iniciard o
processo de regeneracdo. A degranulacdo das plaquetas possibilita a liberacédo de
potentes fatores de crescimento denominados (PDGF) fatores de crescimento
derivados de plaquetas, de seus granulos alfa e que sdo posteriormente
transformados em outro fator de crescimento TGF-B1 (HISIONG, MOONEY, 2006).

As células endoteliais orientadas pelos PDGF iniciam um crescimento de capilares
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em direcdo ao centro da lesdo, essenciais para a nutricdo e oxigenacdo das células
osteogénicas (KLENKE e outros, 2008). Depois disso, 0s osteoblastos provenientes
do endésteo e as células hematopoiéticas sao estimulados a iniciar mitoses
aumentando dessa forma o namero de células. Além disso, estas células comecam
a produzir matriz ostedide através de mediadores TGF-B1 que atuam em seus
receptores celulares (LIND e outros, 2000; SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009).

A influéncia de fatores de crescimento provenientes do enxerto € substituida
pela acado local dos macréfagos. Estes macrofagos eficientemente sintetizam fatores
de crescimento que serdo importantes na regulacdo do reparo 6sseo. Em
aproximadamente duas semanas 0 enxerto demonstra uma completa
revascularizacdo (SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009). O tecido 0sseo transplantado
possui células-tronco, provenientes do endésteo, capazes de se diferenciarem em
osteoblastos e estes formardo a matriz ostedide. Isto resultara na neoformacéo
O0ssea por aposicao na superficie do enxerto ou crescendo no interior do mesmo.
Com a revascularizagdo do enxerto, as células mesenquimais indiferenciadas séo
atraidas para o local da lesdo, e poderao se diferenciar em osteoblastos, atuar como
verdadeiras unidades formadoras de 0sso, acelerando o processo de regeneragao
6ssea tecidual (SANDOR, 2003; SOLTAN, SMILER, CHOI, 2009).

O osso neoformado, sem a fase de deposicéo cartilaginosa inicial, servira de
referéncia para o tecido 6sseo em formacédo. Este tecido é extremamente celular e
desorganizado, constituido por uma matriz ostedide. O tecido 6sseo neoformado
passara por um fendbmeno de remodelacdo, assumindo uma estrutura lamelar
compacta. O osso lamelar resultante sera menos celular, mais mineralizado e
altamente organizado. Na medida em que ocorre maturacao 0ssea, hova matriz sera
formada. Esta maturacdo é acompanhada como uma resposta as demandas fisicas
sobre o osso. A fase de remodelacdo € importante para que haja o retorno das
atividades fisiologicas de todo o esqueleto (SANDOR, 2003; MENDONCA, 2005;
AUER e outros, 2007).

Portanto, a neoformacdo de osso compacto é obtida por mecanismos que
ocorrem simultaneamente: consolidacdo de osso trabecular fino, formacéo, a partir
do periosteo e da medula 6ssea, das lamelas concéntricas dos ésteons e de canais
vasculares; remodelamento de osso compacto existente e formacdo de Oésteons
secundarios (BOURNE, 1972 citado por PRADO da SILVA, 2007).
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O reparo e a neoformacgdo 6ssea promovida pelos substitutos 6sseos ocorrem
de acordo com trés principios osteogénicos: a osteoindugdo, a osteoconducao e a
osteoestimulacao (LIND e outros, 2000).

2.2.1. Osteoinducéo

A osteoinducédo é um processo de neoformacao 0ssea a partir da indugéo, por
meio de fatores de crescimento, plasma rico em plaquetas entre outros agentes
indutores de células osteoprogenitoras no leito receptor. Estes agentes indutores
atuam na diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, osteoclastos, e na
angiogénese e estes sao fatores importantes para o reparo e a remodelacédo 0ssea.
Este fendmeno, primeiramente descrito em trabalhos classicos de Urist (1965), em
gue matrizes 6sseas foram capazes de osteoinduzir a formacdo de 0sso no interior
do tecido muscular, nos estudos experimentais em diversas espécies de animais.
Em estudos posteriores, com extratos especificos de 0sso, tanto cortical quanto
esponjoso, descobriu-se que as BMPs (proteinas morfogenéticas 0sseas), uma nova
classe de glicoproteinas, atuam na osteoinducao (URIST, DeLANGE, FINERMAN,
1983; LIND e outros, 2000; HISIONG, MOONEY, 2006).

2.2.2. Osteoconducao

Na osteoconducdo, o enxerto ou o bioimplante sdo estruturas de suporte,
arcabouco para a neoformacéo 0ssea, através dos quais o crescimento de capilares
e células osteoprogenitoras ocorre para o interior de um leito 6sseo, de permeio, ou
através dos mesmos. A osteoconducao ocorre, por exemplo, no uso de barreiras
fisicas, as membranas naturais ou sintéticas, empregadas na regeneracdo 6ssea
guiada (BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1995; HABIBBOVIC e outros, 2008).
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2.2.3 Osteopromocgéo ou Osteoestimulagéo

Ocorre quando células osteogénicas transplantadas viaveis produzem novo
0ss0 no sitio do defeito. As células mesenquimais pluripotentes presentes no leito do
defeito sdo estimuladas a se diferenciarem em osteoblastos e a se proliferarem. Em
seguida, com a maturacdo dos osteoblastos, ha formacdo da matriz 6ssea que sera
remineralizada e remodelada para constituir o novo 0sso. Este processo de
diferenciacdo é mediado por BMPs, encontradas na matriz do enxerto 6sseo, e por
outros fatores de crescimento (LIND e outros, 2000). Embora algumas células do
enxerto 6sseo possam sobreviver ao transplante, as principais fontes de células para
esta fase sao as células osteogénicas e osteoprogenitoras do hospedeiro.

Os enxertos autégenos sao considerados ideais por promoverem
osteoinducéo e osteoestimulacdo, além de, serem bem tolerados pelo paciente. No
entanto, o uso apenas dos enxertos autdgenos nao € viavel em alguns casos, tais
como, disponibilidade em pequena quantidade, necessidade de um procedimento
cirargico cruento, periodo de convalescéncia, riscos de morbidade e de infec¢des do
sitio doador, sequelas (dor, alteracdo de sensibilidade e cicatrizes), riscos de
reabsorcbes progressivas, dificuldade de armazenamento, necessita de um tempo
cirargico maior, além de ter sua qualidade dependente da idade e das condicdes
gerais do individuo (ZEBEU e MERCADANTE, 2008).

Em defeitos criticos, ha grande perda de substancia 6ssea, que ocorrem por
exemplo, em lesGes traumaticas, neoplasias, anomalias de desenvolvimento,
fraturas extensas, doencas metabdlicas e degenerativas. Nestes defeitos, o
potencial regenerativo € restrito as bordas, ha formacao de tecido cicatricial fibroso
nas demais areas, acarretando em alteracdes fisioldgicas, estéticas e funcionais
(BOSCH, BOSCHMELSEN, VARGERVIK e outros, 1998; LIM, LEE, YEO, 2001;
MEINEL e outros, 2005; CANCEDDA, GIANNONI, MASTROGIACOMO, 2007).

Na literatura, os defeitos em calvaria de rato com diametro de 8 mm séo
considerados criticos devido a regeneracao limitar-se as bordas 6sseas do defeito,
em média 3mm, sendo o remanescente preenchido por tecido fibroso (TAKAGI,
URIST, 1982; SCHMITZ, HOLLINGER, 1986; CHESMEL e outros, 1998; FERREIRA
e outros, 2004; MARINS e outros, 2004; MENDONCA, 2005; BARRETO, 2006;
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KNESER e outros, 2006; MIGUEL e outros, 2006; BARRETO, 2008). Alguns autores
realizaram experimentos com defeitos com dimensdes de 4mm (MULLIKEN,
GLOWACKI, 1980; MEINEL et al 2008), 5mm (BOSCH, MELSEN, VARGERVIK,
1995; BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1998; CACCIAFESTA e outros, 2001) e
6mm (BRUNEL e outros, 1996) no entanto, a area residual € pequena, podendo
ocorrer a reparacdo completa do defeito. Nesses casos, 0 uso de biomateriais
osteocondutores ndo seria avaliado de forma adequada, nem tampouco a
capacidade de osteoinducdo destes ou das técnicas regenerativas (MIGUEL, 2008).

Se 0 processo de reparacdo 6ssea se tornard mais complexo ou ndo ocorrera
totalmente, um substituto 6sseo sera necessario para que haja neoformacao éssea
em toda a area do defeito (SCHMITZ, HOLLINGER, 1986).

Os biomateriais utilizados no reparo de defeitos criticos devem ser
biodegradaveis, osteocondutores e osteoindutores (YONEDA e outros, 2005). Dessa
forma a HA tem demonstrado propriedades osteocondutoras importantes nesse tipo
de defeito (PARK e outros, 2009).

Quando a reparacédo 0ssea nao é totalmente alcancada, ocorre em 60% dos
casos de insucesso, fraturas nas regides do implante, associadas com a magnitude
dos processos bioldgicos tais como: reabsorcdo osteoclastica, com a prevaléncia de
microfraturas e a diminuicdo da densidade 6ssea mineral tanto no aloenxerto cortical
qguanto no medular (CANCEDDA, GIANNONI, MASTROGIACOMO, 2007).

Nesses casos pode ter ocorrido o deslocamento do biomaterial no sitio de
defeito. A escolha provavelmente néo foi a mais adequada ao caso clinico, ou ainda,
a depender da localizacdo do defeito, como em areas pobres em suprimento
sanguineo, nutrientes e fatores de crescimento indispensaveis ao reparo nao
estiveram efetivamente presentes (HISING, MOONEY, 2006). Outros fatores
relacionados as caracteristicas do proprio biomaterial escolhido também influenciam
nos resultados (LEGEROS, LEGEROS, 1996; LONG, 2008).

2.3 BIOCERAMICAS

As pesquisas em bioengenharia tecidual com o uso de biomateriais, dentre

estes as bioceramicas, proporcionam novas perspectivas de tratamento nas perdas
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de substancia 6ssea. O investimento em pesquisas, nesta area de biotecnologia,
cresce a cada dia a fim de possibilitar uma melhor qualidade de vida ao paciente que
necessita de alternativas mais eficazes.

Segundo Helmus e Tweden (1995), citado por Prado da Silva (2007), a
definicdo que melhor descreve um biomaterial € uma substancia ou combinacéo de
substancias, sintética ou natural, que possa ser usada por um periodo de tempo,
completa ou parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou
substitua qualquer tecido, 6rgéao ou funcéo do corpo.

Alguns materiais permanecem funcionais por um periodo maximo de 10 anos,
sendo indicadas as cirurgias de revisdo destinadas a substituir os implantes
danificados (KURELLA, DAHOTRE, 2005). No Brasil ha uma crescente demanda
interna de biomateriais substitutos 0sseos, no entanto, novas pesquisas Ssao
necessarias para melhorar a eficacia e reduzir o custo.

Diante das limitacbes dos substitutos 6sseos atuais faz-se necessario a
pesquisa e o aprimoramento de biomateriais ja existentes. Estes sao classificados,
quanto a sua origem, em: autdgenos ou auto-enxertos, provenientes do mesmo
individuo, ricos em células que compdem o tecido O0sseo cortical ou medular e
fatores de crescimentos, importantes no reparo 0sseo; alégenos, homédgenos ou
homoenxertos, provenientes de individuos da mesma espécie, armazenados
congelados em bancos de 0ssos, 0sso fresco, liofilizado — FDBA (Freeze-Dried Bone
Allograft), ou ainda, desmineralizado e liofilizado — DFDBA (Demineralized Freeze-
Dried Bone Allograft); aloplasticos ou aloenxertos, materiais sintéticos como
biovidros, bioceramicas, polimeros e materiais metalicos; xenégenos, xenoenxertos,
heteroenxertos, ou heterdlogos, provenientes de outra espécie, sendo o0 mais
utilizado o de origem bovina (NACIONAL INSTITUTE OF HEALTH CONSENSUS
DEVELOPMENT CONFERENCE STATEMENT ON DENTAL IMPLANTS, 1988;
HSIONG, MOONEY, 2006).

Os biomateriais séo classificados quanto ao tipo em: polimeros sintéticos,
metais, ceramicas e macromoléculas naturais (ex.: biopolimeros) que sao
manufaturados ou processados para se adequarem a utilizacdo em meio biolégico
em contato intimo com proteinas, células, tecidos, 6rgdos e sistemas organicos
(KURELLA, DAHOTRE, 2005; CUTTER, MEHRARA, 2006).

Quanto a reacgao bioldgica, estes substitutos 6sseos devem ser: biotoleraveis,

isentos de produzir qualquer resposta bioldgica adversa local ou sistémica, ou seja,
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o material deve ser atoxico, ndo-carcinogénico, ndo-antigénico e ndo-mutagénico.
Além disso, devem apresentar: biocompatibilidade - habilidade de um material
desempenhar uma resposta tecidual apropriada em uma aplicacdo especifica;
bioatividade - participarem em reacfes bioldgicas especificas; apresentarem uma
biodisponibilidade e bioestabilidade favoravel ao reparo ou a regeneracédo tecidual
através de uma biodegradacdo controlada, com taxa de reabsor¢do proporcional a
taxa de crescimento 6sseo (PRADO da SILVA, 2007; BEST e outros, 2008).

Um biomaterial ideal, de origem ndo autégena para implante 6sseo, tais como
as bioceramicas, deve apresentar caracteristicas como: ser esterilizavel, ser
disponivel em quantidade suficiente, ser osteoindutor, permitir a diferenciagdo de
células mesenquimais em osteoblastos, ser osteocondutor e formar arcabouco
capaz de fornecer suporte mecanico ao novo osso (CUTTER, MEHRARA, 2006).
Este biomaterial pode ainda funcionar como uma barreira mecénica e impedir o
crescimento de tecido fibroso ou invaginacdo de tecido muscular para dentro do
defeito (AABOE, PINHOLT, HIGRTING-HANSEN, 1995).

A utilizacdo de ceramicas como biomateriais remonta a 1894, quando
Dreesman relatou o uso de gesso (CaS04.1/2H,0) como um possivel substituto para
0ssos. Este material apresenta uma resisténcia mecanica muito baixa e é
completamente reabsorvido pelo organismo, resultando em uma rapida
fragmentacéo e degradacdo (KAWACHI e outros, 2000).

O uso de bioceramicas como substitutos 0sseos, reduz o tempo de cirurgia e
anestesia, minimiza a perda sanglinea no transoperatorio, reduz as potenciais
complicacBes relativas ao local da doacdo de auto-enxertos como infecc¢des,
hematomas, lesGes vasculares e nervosas, instabilidade da articulacdo sacro-iliaca,
deformidade cosmética e a dor cronica pos operatoria (MEINEL e outros, 2005).

Nos implantes com bioceramicas sintéticas a adsorcao, de proteinas a sua
superficie e de células, € um fator importante quanto a sua influéncia na
biocompatibilidade, na modulacéo tecidual, na proliferacdo e na diferenciacéo celular
(BEST e outros, 2008). Ha interacdes entre a superficie do implante e os fluidos do
meio biolégico. Na interface, acontecem reacdes em escala molecular do tipo
dissolucdo de ions do material, desor¢cédo, adsorcdo e desnaturacdo de proteinas
(KLEIN e outros, 1993 citado por PRADO DA SILVA, 2007; KARLSSON, 2004).
Dessa forma, € importante observar, além das caracteristicas da microestrutura

superficial dos biomateriais, a sua capacidade de osteointegracao, isto €, o contato
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direto entre 0 0sso e o implante sem a intervengcdo de tecido mole (KURELLA,
DAHOTRE, 2005).

Quanto a interagcdo com os tecidos as bioceramicas sdo classificadas em:
inertes — ndo hé intera¢cdes quimicas nem biologicas (alumina); porosas - ocorre 0
crescimento dos tecidos por entre os poros (aluminatos e hidroxiapatitas porosas);
bioativas - ocorre uma forte ligacdo do tipo dipolo entre 0 0sso e o0 implante
(biovidros, hidroxiapatitas e vitro-ceramicas); reabsorviveis ou biodegradaveis - as
ceramicas sao degradadas e substituidas pelos tecidos neoformados (gesso e
fosfato tricalcico) (KAWACHI e outros, 2000; KURELLA, DAHOTRE, 2005).

Segundo Hench (1991), a resposta biolégica pode variar com a implantacdo
do biomaterial: se o material for toxico, os tecidos em torno do implante necrosam;
se o implante é atoxico e biologicamente inativo (quase inerte), forma-se um tecido
conjuntivo fibroso de densidade variavel que encapsula o biomaterial; se este for
atoxico e bioativo uma interface entre o biomaterial e o 0sso podera ocorrer
favorecendo uma osteointegracdo; se o material é atoxico e solivel, um tecido em
torno dele o substituira.

As ceramicas de fosfato de célcio tém merecido lugar de destaque, entre as
denominadas bioceramicas, por apresentarem auséncia de toxicidade local ou
sistémica, auséncia de respostas a corpo estranho ou inflamacbes, e aparente
habilidade em integrar-se ao tecido hospedeiro (LONG, 2008). Tais caracteristicas
positivas ao reparo 0sseo podem ser explicadas pela natureza quimica destes
materiais, 0s ions calcio e fosfato, constituintes também do tecido 0Osseo,
proporcionam o equilibrio iénico entre o fluido biolégico e a ceramica (BEST e
outros, 2008).

Em contato com os fluidos corporais, os fosfatos de calcio, como por exemplo,
a hidroxiapatita, reabsorvem ou transformam-se em outro fosfato de calcio mais
estavel (HENCH e WILSON, 1993). A dissolucdo do biomaterial in vitro depende,
dentre outros fatores, do pH, do tipo, da concentracdo e do grau de saturacédo da
solucéo tampao, bem como, da composicao e cristalinidade dos fosfatos de calcio. A
ordem de solubilidade de alguns dos fosfatos de calcio € a seguinte: Tetracalcium
Phosphate (TTCP) > Fosfato de calcio amorfo (ACP) > alpha-Tricalcium Phosphate
(a-TCP) > beta-Tricalcium Phosphate (B-TCP) > Hidroxiapatita (HA) (AZEVEDO e
outros, 2007; HELMUS e TWEDEN, 1995 citado por PRADO DA SILVA, 2007). Essa
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diferenca reflete a influéncia da composi¢do nas propriedades cristalograficas dos
fosfatos de calcio.

Uma forma conveniente de classificar os bioimplantes de fosfatos de célcio é
através de sua razdo molar Ca/P. Os fosfatos de célcio que possuem a razdo molar
variando de 0,5 a 2,0 podem ser sintetizados por precipitagdo a partir de solucdes
contendo ions célcio e fosfato, sob condi¢cdes alcalinas ou &cidas. Estes fosfatos
podem ser transformados em ceramicas biocompativeis e osteocondutoras. Dentre
as ceramicas de fosfato de célcio, a hidroxiapatita com razdo molar Ca/P igual a
1.67, por ser o principal componente presente na fase mineral dos ossos é, sem
davida, a mais estudada e a mais utilizada para as finalidades clinicas (BEST e
outros, 2008).

As bioceramicas podem ser encontradas na forma de microesferas, camadas
ou coberturas finas em implantes metalicos, redes porosas, matrizes tridimencionais,
arcabougos. Estas biocerdmicas apresentam um Uunico biomaterial em sua
constituicdo ou a associacdo de ceramicas ou de outros componentes, como por
exemplo, os polimeros, sendo denominados como compdésitos. (AZEVEDO e outros,
2007).

As bioceramicas podem apresentar-se densas ou porosas. Apesar do
aumento da porosidade diminuir a resisténcia mecéanica do material isoladamente, a
existéncia de poros com dimensfes adequadas pode favorecer o crescimento de
tecido neoformado através dos mesmos, fazendo com que ocorra um forte
entrelacamento desse tecido com o implante e com o 0sso adjacente, aumentando,
por conseguinte, a resisténcia do material in vivo (KAWACHI e outros, 2000).

As bioceramicas sintéticas devem apresentar, além das propriedades fisico-
guimicas, uma ultra-estrutura com propriedades mecanicas que sao determinantes
para o sucesso clinico no reparo de defeitos 6sseos (HING, BEST, BONFIELD,
1999). Por isso, € importante, que as mesmas apresentem os parametros ideais,
guanto ao tamanho das particulas, porosidade, tamanho dos poros,
interconectividade e permeabilidade, além de adequada resisténcia as forcas de
tracdo e de compressdo (KLENKE e outros, 2008).

O tamanho de particulas de pés de fosfato de calcio considerado ideal é de
200 a 500um. As particulas com dimensdes inferiores a 50um induzem a
citotoxicidade (ROGERO, BRAGA, HIGA, 1999; BEST e outros, 2008).
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O 0sso0 esponjoso possui porosidade de 70-90%, enquanto 0 0SS0 compacto
de 5-10%. Os biomateriais ceramicos porosos, para regeneracdo 6ssea, tendem a
mimetizar a anatomia 0ssea em sua porosidade, no entanto, possuem baixa
resisténcia mecanica (FONSECA, 2007; BEST e outros, 2008).

Segundo o sub-comité para a caracterizacdo de sélidos porosos da IUPAC,
materiais macroporos apresentam poros com dimensdes maiores que 50um
(KAWACHI e outros, 2000). Contudo, para que um biomaterial seja considerado
macroporoso é necessario que ele apresente poros entre 50 a 250um, da ordem do
didametro harvesiano (HENCH, ETHRIDGE, 1982).

Segundo Gauthier e outros (2001), as particulas das bioceramicas com
dimensbes entre 100-300um e poros com no minimo 100um de diametro ja
permitem passagem de ceélulas osteogénicas em seu interior que favorecem a
neoformacédo éssea.

Volkmer e Santos (2007) citam que os poros com tamanhos entre 75 e 100um
resultam na formacdo de tecido ostedide ndo mineralizado, e 0s poros menores
ainda permitem apenas a formacdo de tecido fibroso e fixacdo mecéanica do
implante.

Os arcaboucos devem apresentar poros com diametro medio superior a
100um, que permitam a interconectividade e a vascularizacdo do implante e o
crescimento 0sseo através do biomaterial (HULBERT e outros, 1970; KLENKE e
outros, 2008).

Porém, outros autores relatam que o tamanho dos poros deve ser entre 200 e
400um (HULBERT e outros, 1970; HOLMES, HAGLER, 1988), sendo o fator mais
importante, a interconectividade dos poros internos com diametros entre 60-100um
para permitir amplo crescimento 6sseo no interior do defeito (FLAUTRE e outros,
2001).

Mifio-Farifia e outros (2007) relataram em sua pesquisa, que a reduzida
interconectividade dos poros entre 50-150um proporcionou um menor crescimento
de tecido 6sseo na parte central do implante em defeitos criticos. A neoformacao
ocorreu de forma centripeta sendo mais evidente na regido proxima as bordas
osseas.

As modificacdes na cristalinidade e no tamanho dos cristais induzidas no
processo de sinterizagdo podem desenvolver um papel importante na adesao

celular, proliferacéo, diferenciacdo e metabolismo (FONSECA, 2007).
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Os fosfatos de calcio, na forma densa, tém forca de compressdo, que
proporciona certa estabilidade durante o processo de reparo, pois a sua resisténcia
a fratura é significativamente menor do que a do osso cortical. Porém, a
aplicabilidade dos biomateriais densos €, em geral limitada aos sitios sem grandes
cargas funcionais. Entretanto, as ceramicas com superficie densa sdo menos
soluveis em fluidos biolégicos, e frequentemente para imitar a estrutura éssea
trabecular, apresentam macroporos interconectados. A macro e a microporosidade
aceleram a biodegradacédo do material por aumentar a area da superficie em contato
com os fluidos corporais, permitem uma ampla vascularizacdo do implante,
aumentam o potencial osteoindutivo, adsorcdo de proteinas e fatores de
crescimento, aumentam a acao dos osteoblastos e osteoclastos durante a fase de
neoformacédo e remodelacdo Ossea, além de permitir uma melhor osteointegracéo
(HING, BEST, BONFIELD, 1999; HABIBOVIC e outros, 2008).

2.3.1 Hidroxiapatita (HA)

Os estudos de difracédo de raios-X e analise quimica, realizadas por De Jong
(1926), identificaram a fase mineral da dentina, do esmalte e do osso tem estrutura
de apatita de fosfato de calcio cuja estequiometria €: Ca,Ca,(PO,),OH ou
(Ca),,(PO,/)(OH),, ou seja, a hidroxiapatita (PRADO da SILVA, 2007).

A hidroxiapatita pura € um sal duplo de fosfato tricalcio e hidroxido de calcio
com cristalografia definida. Cada membro dessa estrutura pode fazer uma série de
substituicGes isomoérficas catibnicas ou anidnicas, levando a formacdo dos
correspondentes isomorfos ou solucdes solidas (PRADO da SILVA, 2007).

A parte inorganica do tecido 6sseo consiste em uma fase amorfa e uma fase
cristalina, a primeira sendo fosfato tricalcio enquanto que a ultima é hidroxiapatita. A
fase amorfa predomina em 0ssos novos e € parcialmente transformada em fase
cristalina com a idade. As cavidades na estrutura cristalina das apatitas afetara na
porosidade e consequentemente na atividade superficial das mesmas
(BRANEMARK, ZARB, ALBREKTSSON,1985).
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A andlise quimica da apatita biol6gica presente no esmalte, na dentina e no
0ss0 ndo é constituida de hidroxiapatita pura, mas contém tracos de fons CO%3,
HPO%,, F, CI', Mg*, Na* ou K* e de outros elementos como Sr e Zn. A sinterizagéo
da hidroxiapatita pura sintética foi na década de 1970 (ELLINGSEN, THOMSEN,
LYNGSTADAAS, 2006).

A hidroxiapatita de célcio pertence ao sistema hexagonal, com grupo espacial
P63/m, que € caracterizado por uma simetria perpendicular a trés eixos
equivalentes, formando angulos de 120° entre si. O cristal de apatita contém grupos

de fons Ca®*, PO,* e OH em um arranjo tridimensional (Figura 1).

Figura 1 - Arranjo tridimensional da hidroxiapatita (HUGHES, CAMERON, CROWLEY, 1989).

Em cada célula unitaria da hidroxiapatita encontram-se dois sitios de ligacao

ocupados por ions calcio: Ca (1) e Ca (2) (Figura 2).

L «—Cal-column

Figura 2 - Estrutura molecular da hidroxiapatita: (a) Estrutura hexagonal; (b) Vista frontal da estrutura
da HA com os sitios de ligacdo Ca(1) e Ca(2) (TERRA e outros, 2009).

A estrutura da hidroxiapatita permite alteracbes catibnicas e anidnicas

2+
isomorficas que preservam sua estrutura hexagonal. O ion Ca pode ser substituido
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por cétions tais como o Sr¥*(Figura 3), Zn**, Fe?", Cu®*, Mg**, AI**, Ni**, Cr**, Mn%",
Si%*, Co?*, Pb%*, Cd**. O sitio da hidroxila OH", pode ser substituido por anions tais
como F, CI' ou COs* e o sitio de ligacdo do PO,*, geralmente, é substituido por
anions tais como, VO,* ou COs”.

As modificacdes na estrutura tridimensional da HA pela incorporacdo de ions
alteram o comportamento biolégico, a cristalinidade, a solubilidade, as propriedades
fisico-quimicas e mecéanicas (THORWARTH e outros 2005; DOURADO, 2006;
TURHANI e outros, 2007). E, quando presentes simultaneamente, 0s substituintes
podem ter efeitos sinérgicos ou antagbnicos nas suas propriedades (PRADO da
SILVA, 2007).

2+
As substituicbes catibnicas de ions Ca podem ter comportamentos

2+ 2+
diversificados: Sr , Mg , causam uma maior solubilidade nas apatitas, com

alteracdes na estabilidade térmica e na reatividade superficial; por metais Pb* e o
Cd?* induzem acdo téxica no tecido, no entanto, por fons Zn* e Sr** estimulam a
regeneracdo 60ssea, com diminuicdo da reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos e
aumento na diferenciacdo de osteoblastos o que favorece a neoformacédo Ossea
(CHEN e outros, 2008).

o Srl
® Sr2
Figura 3 - Estrutura da hidroxiapatita dopada com estréncio (TERRA e outros 2009).

2- R
O carbonato, CO, , pode fazer substituicGes tanto no grupo da hidroxila OH

3-
quanto no grupo fosfato PO, , designadas como substituicdes do tipo A ou B,

respectivamente (LEGEROS e LEGEROS, 1996). As microesferas de hidroxiapatita
sinterizadas com o alginato de sédio, formam uma hidroxiapatita carbonatada, na

calcinacdo do alginato, acima de 200°C, ha um aumento da quantidade de CO,,
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formando ions carbonatados que sdo incorporados a estrutura (RIBEIRO, BARRIAS,
BARBOSA, 2006).

Em um estudo in vitro com cultura de osteoblastos da calvaria de ratos,
microesferas de HA e matriz coldgena evidenciaram que osteoblastos, adsorvidos a
estas estruturas, foram capazes de diferenciagdo, proliferagdo com posterior
mineralizacdo da matriz colagénica (WU e outros, 2004). O uso de HAs sintéticas
pode evitar a morbidade de um sitio doador e quando associadas a enxertos
autdgenos mostram resultados favoraveis no preenchimento de defeitos criticos
(THORWARTH e outros, 2005).

Em estudos in vivo e in vitro, a associacdo de bioceramicas, em diferentes
proporcdes, também obtiveram resultados promissores no reparo 6sseo. Blom e
outros (2009) fizeram um estudo prospectivo em 43 pacientes submetidos a
artroplastia de quadril com substitutos 0sseos ceramicos mistos (80% B-TCP e 20%
hidroxiapatita) e obtiveram resultados clinicos satisfatorios.

O deslocamento de enxertos, na forma de cimentos ou de microesferas,
favorece a reabsorgcédo incompleta dos mesmos, quando implantados. Dessa forma,
0 uso de barreiras biolégicas pode evitar ou minimizar esse deslocamento das
através da regeneracdo Ossea guiada (ROG) (MACNEILL e outros 1999;
PROUSAEFS e outros, 2002; RUPPRECHT e outros, 2003).

E possivel também, a associacdo entre 0os componentes inorganicos do 0sso,
a hidroxiapatita (HA), com os componentes organicos, como o colageno, seja como
aglutinante ou na forma de matriz, associado ou ndo as proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs). As BMPs de origem bovinas e as sintéticas ainda necessitam de
maior investigacdo quanto a biocompatibilidade e imunogenicidade (CANCEDDA,
GIANNONI, MASTROGIACONO, 2007). A associacao de enxertos aloplasticos (HA)
com o enxerto autébgeno também tem ampla aplicabilidade clinica (SILVA e outros,
2005; EL- ADL e outros, 2009). E fato que o uso desses substitutos 6sseos
compostos ou mistos, embora com resultados satisfatorios in vivo, ainda ndo garante
o melhor desempenho clinico (TORRONI, 2009; NGIAM e outros, 2009).

H& décadas o uso de arcaboucos de HA, no preenchimento de defeitos
criticos, € pesquisado em modelos experimentais. O tempo de reabsorcdo dos
arcaboucos pode variar de 12 a 18 meses, tempo necessario para que novo 0SSO
seja formado. No entanto, em defeitos criticos preenchidos por arcabougos

ceramicos reabsorviveis ou ndo reabsorviveis, constituidos apenas por HA pura,
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podem ocorrer falhas que limitam a neoformacdo 6ssea a periferia do implante
(CUTTER, MEHRARA, 2006; BEST e outros, 2008).

O uso clinico da hidroxiapatita sintética pura, por outro lado, é restrito devido
a sua lenta biodegradacao. Os estudos efetuados por longos periodos de tempo tém
mostrado que a hidroxiapatita pura, ap0s a implantagdo, comecara a ser reabsorvida
gradualmente apds 4 ou 5 anos. A reabsorcao é uma caracteristica desejavel a um
biomaterial em alguns tipos de implantes, nos quais o processo de degradacéo
devera ser concomitante com a reposicdo do osso em formacdo (LEGEROS,
LEGEROS,1991).

A reabsorcdo do material, que representa esta biodegradacdo, é causada
pela dissolucdo, que depende do produto de solubilidade do material e do pH local
no meio fisiologico, pela desintegracéo fisica em particulas menores e, ainda, por
fatores biolégicos, como a fagocitose, a presenca de leucécitos e de mediadores
guimicos que causam a reducéo do pH local (KAWACHI e outros, 2000).

O conhecimento dos fatores que determinam a biocompatibilidade de um
material pode contribuir significativamente para desvendar os mecanismos de
interacdo entre o tecido vivo e o implante. Isso possibilitara o desenvolvimento de
novos biomateriais e o aumento da vida util destes, como também, criara as bases
para a escolha adequada em cada caso.

A superficie da hidroxiapatita tem a capacidade de trocar ions com o meio
fisioloégico, o que permite o equilibrio entre o implante e 0o osso. Além disso, as
interacdes quimicas com ligacGes do tipo dipolo fazem com que as moléculas de
agua, proteinas e colageno sejam adsorvidas nessa superficie e induzam a
regeneracao ossea tecidual (VOLKMER, SANTOS, 2007).

2.3.2 Hidroxiapatita dopada com estroncio (HASr)

Os ions estréncio sdo usados no tratamento da osteoporose, estimulam a
formacdo de tecido Osseo, a replicacdo de pré-osteoblastos, a sintese de matriz
ostedide, como também, inibem a diferenciacdo e a atividade de osteoclastos
limitando a reabsorcdo Ossea. Na regeneracdo Ossea, estes ions atuam na

angiogénese o que favorece a adesdo, proliferacdo e migracdo de células
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endoteliais (CHEN e outros, 2008) e o aumento da sintese de colageno
(CAVERZASIO, 2008).

A incorporacdo do estrdncio na estrutura das apatitas € um fenébmeno que
ocorre naturalmente (LANDI e outros, 2007). Porém, h&a inUmeras pesquisas in vivo
e in vitro com estrdncio em farmacos, tais como, os bifosfonados (ranelato de
estroncio), no tratamento da osteoporose e em biomateriais substitutos 6ésseos na
forma de cimentos de fosfato de célcio e de arcaboucos (scaffolds) tridimensionais
(LANDI e outros, 2008).

O ranelato de estrbncio, droga antiosteoporoética, € constituida por uma
molécula sintética, o acido ranélico, ligada a dois ions de estrbncio e tém eficacia
comprovada no tratamento da osteoporose (DAHL e outros, 2001; WU e outros,
2007; BONNELYE e outros, 2008). Esse farmaco, administrado oralmente, estimula
a neoformagdo Ossea e diminui a reabsorgdo 0ssea, resultando num aumento de
volume e da densidade éssea, ao passo que a mineralizagdo permanece normal
(DOURADO, 2006).

Em estudos in vivo, a depender da dose de Sr administrada, havera a
promocao de diferentes efeitos bioldgicos. Em baixa dose (<4mmol Sr/kg/dia) o
estroncio reduz a reabsorcdo Ossea e aumenta formacdo éOssea resultando em
aumento da densidade mineral. Esses achados foram comprovados através da
administracdo de baixas doses de estrbncio, via oral, durante 8 semanas,
(167,8mg/kg/dia em ratos e de 540mg/kg/dia em camundongos) com aumento de
5% da proporcdo Sr?*/Ca*" no soro sanguineo, aumento dos sitios de neoformacéo
o0ssea e de densidade 6ssea mineral (DOM) em fémur e vértebras (GRYNPAS,
MARIE, 1990; CHRISTOFFERSEN e outros,1997; MARIE e outros, 2001).

A funcédo renal em ratos € alterada com a administracdo de estréncio na agua
(na forma de cloreto composto) e doses variando entre 0,19-0,34% durante 9
semanas foram capazes de aumentar o volume 0sseo, no entanto, doses maiores
(20,40%) provocaram defeitos de mineralizacdo e osteomalacia. O estréncio
presente na dieta de frangos com funcédo renal normal demonstrou a interferéncia
desse elemento na absor¢cdo do célcio e na sintese de vitamina D
(VERBERCKMOES e outros 2004).

O tratamento com estroncio aumenta também a atividade de fosfatase
alcalina (MARIE e outros, 2001; VERBERCKMOES e outros 2004). Alguns estudos
in vivo e in vitro (SILA-ASNA e outros, 2007, WONG e outros, 2009) suportam o
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conceito de que a administracdo de estroncio em doses corretas promove indugao
osteogénica com a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos
(aumenta a formacdo Ossea), atua na reabsorcdo Ossea, (inibe a acdo de
osteoclastos), reduz a perda 6ssea em modelos de animais com osteopenia,
ovariectomizados, sugerindo que doses controladas de estroncio podem também ter
potencial benéfico em pacientes osteoporoticos.

A terapéutica de pacientes com osteoporose com baixas doses de ranelato ou
cloreto estroncio (316—634mg/kg/dia Sr**) durante 2 a 26 semanas estimula a
neoformagéo 0ssea e diminui a reabsorcéo, isso resulta em aumento do volume de
0sso medular e mineralizacdo das trabéculas. Em mulheres com osteoporose é
observado ap6s 1 ano do uso diario de ranelato de estrébncio de 2,0g/dia
(517mgSr?*/dia) aumento relevante na DOM das vértebras lombares e, ap6s dois
anos ha um incremento de 2,95 ao ano nessa densidade (DAHL e outros, 2001).

Os fons Sr** tém grande afinidade ao osso sendo incorporados através de
dois mecanismos: adsorcéo dos fons Sr** & superficie do cristal de hidroxiapatita do
0SS0, ou por substituicdo idnica com o calcio presente no osso (WU e outros, 2007).
Estes fons Sr** sdo depositados na estrutura mineral do osso, de forma mais rapida,
em locais onde o0 metabolismo 6sseo é mais acelerado. (WANG, YE, 2008).

Em outro estudo in vitro realizados por Kim e outros (2004) com meio de
cultura contendo linhagens de células de osteosarcoma de ratos (UMR-106)
mantidos, durante duas semanas em concentracdes de fons Sr*? (1, 5, 20 e 100
pg/mLSr?) foi observado a neoformacdo e mineralizacdo 6ssea. Em altas
concentracdes de Sr? (20 e 100 ug/mLSr*?) a mineralizacéo foi reduzida, embora a
fosfatase alcalina do meio estivesse normal, acredita-se que o estroncio alterou a
deposicdo e a incorporacdo de célcio a estrutura da hidroxiapatita, comportamento
semelhante também foi observado em cultura de osteoblastos em meio contendo
estroncio.

A substituicdo do Ca*" pelo Sr** na hidroxiapatita sintética com concentracéo
acima de 5% molar de Sr?* leva a uma expansé&o dos parametros de rede com uma
ocupacéo preferencial do Sr?* pelo sitio do Ca (2). A ocupac&o do Sr?* no sitio do Ca
(1) satura em concentracdes acima de 10% molar do metal. A preferéncia pela
ocupacéo do sitio do Ca (2) € maior nas amostras nanoestruturadas do que aquelas
sintetizadas em altas temperaturas (DOURADO, 2006; TERRA e outros, 2009).
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O raio do fon Sr** (1,13A°) é maior do que o do ion Ca®* (1,00A°), o que causa
expansédo na estrutura do cristal e dessa forma, a substituicdo iOnica altera as
propriedades fisico-quimicas da hidroxiapatita tais como, a cristalinidade, topografia
e solubilidade (LIAO e outros, 2002; VERBERCKMOES e outros, 2004).

As hidroxiapatitas dopadas com estroncio tém sua solubilidade modificada em
diversos estudos in vivo. A velocidade de reabsorcdo dos biomateriais aumenta de
acordo com area superficial (Aps > Asslido poroso > Asdlido denso), COM 0 decréscimo da
cristalinidade. Na hidroxiapatita, esse aumento na reabsorcdo ocorre pela
substituicdo de COs; ? nos sitios de fosfato e por Mg?*, Sr** nos sitios Ca (1) do
calcio (KAWACHI e outros, 2000).

O efeito biolégico desses fons Sr** na estrutura cristalina da HA ceramica é
dependente do percentual de substituicio (VERBERCKMOES e outros, 2003). Em
altas percentagens de substituicdo de fons Sr** na HA ha inibicdo no reparo sseo,
no entanto, baixas percentagens de estroncio incorporado a estrutura da HA
promovem aumento na atividade celular de osteoblastos e dos seus marcadores de
diferenciacdo. Os estudos in vitro com HASr e ions Sr nas porcentagens molares de
2%, 4% e 8% constataram um aumento na proliferacdo e a diferenciacdo de
osteoblastos (KIM e outros, 2004).

Em outro estudo que avaliou as alteragdes fisico-quimico da HA e seus
efeitos biolégicos em baixas concentracées de 0-10% de Sr/(Sr+Ca), encontraram
maiores alteragcbes na concentracbes de 10% Sr/(Sr+Ca) da hidroxiapatita.
(CHRISTOFFERSEN e outros, 1997; LIAO e outros, 2002). Estudos experimentais e
em cultura de células com amostras de hidroxiapatita sintética dopadas com
estroncio em altas concentracdes 12,7% e 60% Sr/(Sr+Ca) alteram a solubilidade,
as propriedades fisico-quimicas e o crescimento dos cristais de hidroxiapatita
(VERBERCKMOES e outros, 2004).

Landi e outros (2007) estudaram in vitro a HA dopada com 8,7% de ions Sr
apos imersao durante 7 dias em solucao fisiologica, e encontraram a estimulacéo
osteoblastica em diversas concentracfes de ions Sr. As altas concentracfes de Sr
(20 e 100ug/mL) inibiram a formacédo de HA. Em estudos anteriores em cultura de
células osteoprogenitoras houve a proliferacdo celular em meio preparado apenas
com HA sem estroncio. E no meio com HASr 10% mol observou-se maior
proliferacdo de células pre-osteoblasticas e aumento da sintese de colageno
(CAVERZASIO, 2008).
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A biocompatibilidade in vivo de cimentos de HASr de implantes
intramusculares e em fémur de coelhos mostraram que aqueles com razdo molar
Sr/(Sr+Ca) de 5% foi mais biocompativel do que os com razdo molar de 10%. A
biodegradacdo do implante € maior no cimento contendo HASr do que no cimento
livre de estrébncio, como também é influenciada por sua concentracdo sendo mais
rapidamente reabsorvido aquele com maior concentracdo em sua composigao (LIAO
e outros, 2002; DAGANG, KEWEI, YOUNG, 2007). Segundo Alkhraisat e outros
(2008), a adicdo de sais de estrdbncio em cimentos cirargicos limita-se a
concentragdes menores do que 10mol%.

Os testes de biocompatibilidade provaram que biomateriais que contenham Sr
sdo biocompativeis e influenciam favoravelmente no crescimento e diferenciacdo de
células osteogénicas e a sintese de colageno (LIAO e outros, 2002). O efeito desses
ions é dose-dependente, baixas doses de Sr (0,5 e 1pg/mL) prejudicam a
diferenciacdo de osteoblastos. No entanto, os pesquisadores constataram que
cimentos de HASr sdo tdo bons quanto cimentos sem Sr na proliferacdo de
osteoblastos, ambos apresentam potencial osteogénico.

A presenca de ions Sr em cimentos biolégicos (DAGANG, KEWEI, YOUNG,
2007; WANG, YE, 2008; WONG e outros, 2009) e em arcaboucos (scaffolds) (TIAN
e outros, 2009; TORRONI, 2009) tem trazido resultados promissores na reparacao
O0ssea. Os cimentos bioativos contendo HASr promovem neoformacdo Ossea,
mineralizacdo e osteointegracao do implante, tem excelente dureza e alto médulo de
elasticidade (WONG e outros 2009).

A liberacdo de fons Sr?* incorporados em bioceramicas sintéticas de fosfato
de célcio promove a osteointegracdo através da estimulacdo de osteoblastos e a
inibicAo de osteoclastos. Algumas hidroxiapatitas sdo sollveis em valores de pH
fisioldgico no qual a liberacéo de fons Sr** é baixa (WU e outros, 2007).

Alkhraisat e outros (2008) investigaram a substituicdo de Sr na estrutura do B-
TCP avaliando sua dissolucdo e o efeito na diferenciacdo celular e no crescimento
0sseo. A substituicdo ibnica neste biomaterial ceramico alterou as propriedades do
de cristalinidade, solubilidade e consequentemente o seu desempenho bioldgico.

Os ions Sr quando substituindo os ions calcio na estrutura de a-TCP (SAINT-
JEAN e outros, 2005) e B-TCP (ALKHRAISAT e outros, 2008), também modificam a
solubilidade destes biomateriais em meio biol6gico. Nos estudos in vivo e em baixas

concentracdes de fons Sr** estes sdo também incorporados ao tecido 6sseo em
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formacéo (LIAO e outros, 2002). Em pesquisas in vitro em cultura de osteoblastos ha
aumento da fosfatase alcalina proporcional a presenca de fons de Sr** e a
citocompatibilidade desses biomateriais foi também constatada (KIM e outros, 2004).

2.3.3 Alginato (AlQ)

Os alginatos sdo polissacarideos naturais, extraidos de algas pardas ou de
algas marrons, sdo biodegradaveis, biocompativeis e atoxicos. Estes
polissacarideos séo polimeros lineares do acido (1,4) b-D-Manurénico (unidades M)
e de acido a-L-Gulurénico (unidades G) que apresentam variacdo na proporcao e
distribuicdo sequencial ao longo da cadeia polimérica (Figura 4). As propriedades
fisicas destes polimeros sdo determinadas por sua composi¢cdo, extensdo das
sequéncias lineares e por seu peso molecular (BOONTHEEKUL, KONG, MOONEY,
2005, PAULA, 2008).

G-G G-M M-M M-

00¢

cu::c HD

Figura 4. Estrutura polimérica do alginato. Ligagfes do tipo 1-4 (TORRES, 2004).

Alguns biomateriais, tais como, a hidroxiapatita, a apatita carbonatada,
cimentos de fosfatos de calcio, B- TCP e fluorapatita, podem estar associados a
polimeros. Estes polimeros tem origem sintética (acido poliglicélico, acido polilactico,
PMMA, poliésteres, polianidros) ou natural (colageno, alginato, condroitin sulfato,
guitosano, fibrina, gelatina) (SENA, 2004; NEUMANN e EPPLE, 2006; SALEM,
2006).

A HA, quando implantada no tecido 6sseo, esta sujeita a tensdes mecanicas
inerentes a propria dinamica da regido. Sabe-se que a HA porosa tem menor
resisténcia mecanica. Desse modo, para manter o implante de forma segura, com
propriedades fisico-quimicas adequadas e caracteristicas desejaveis ao reparo,

pode-se fazer uso de varios tipos de biopolimeros, dentre eles o alginato (SENA,
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2004; PAULA, 2008). O alginato promove um alinhamento no sentido ¢ dos
nanocristais de HA e uma quantidade elevada de alginato leva a formacéo de
grandes cristais de HA apds os compostos serem calcinados por 4 horas a 600°C
(TENG e outros, 2006). A resisténcia mecanica a compressédo do 0sso neoformado
pelo HA-Alg é semelhante a do tecido 6sseo esponjoso (ALVES, SANTOS,
BERGMANN, 2005).

A adicdo de cations divalentes (Ca**, Ba®*, Zn ?*) ao alginato, em solucdes
aquosas, permite estabelecer ligacdes cruzadas e formar hidrogéis, para formar
pontes entre as cadeias poliméricas adjacentes e uma rede tridimensional com o
objetivo de estabilizar, permanentemente, os polimeros. Este modelo de rede
tridimensional, denominado de “egg-box”, é baseado nas propriedades fisico-
guimicas dos hidrogéis de alginato e nas propriedades de adesdo dos cétions. Esta
rede €, comumente, formada a partir do gotejamento da solucdo de alginato de sodio
ou de potassio, em solucédo aquosa de ions de calcio, normalmente, composta por
cloreto de calcio (KUO, MA, 2001; PAULA, 2008).

Esses polimeros naturais, fabricados a partir de sais de algas marinhas sao
placas ou ramas de fibras absorventes, que quando empregados como filmes para
revestimento dérmico, ou hidrogéis, melhoram a cicatrizacdo, especialmente em
gueimadura de pele. Nesses casos, 0 alginato se transforma em gel a medida que
absorve o exsudato. E, quando associado a quitosana ou ao colageno, estes
hidrogéis hidratam as feridas secas, amaciam os tecidos necroticos e auxiliam no
debridamento autolitico. O componente alginato aumenta a sua consisténcia, o que
facilita a sua aplicacdo e permanéncia na lesdo. Quando associado ao colageno,
facilitam a hemostasia, estimulam o debridamento autolitico e atraem granuldécitos e
fibroblastos para o leito da ferida, promovendo proliferacdo celular (MANDELBAUM,
Di SANTIS, MANDELBAUM, 2003).

O alginato de calcio, acido poliurénico natural, € usado como aditivo em
alimentos. E, em pacientes que fazem hemodidlise, devido a capacidade de
complexar fosfato (PASSLISCK e outros, 1989). Seu uso na remocao de metais
pesados como o chumbo em solucBes aquosas em qualquer faixa de pH, como, por
exemplo, em reservatorios contaminados e in vivo através de sua acao nos fluidos
gastricos e/ou entéricos também foram evidenciados.

Os aditivos poliméricos alginato de sodio a HA tem potencial capacidade de

estabelecer interacdes idnicas com fons Ca*?. O alginato de sédio inibe a converséo
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do cimento de fosfato de calcio (TTCP+DCPA) em HA devido ao aumento da
viscosidade do meio, ha diminuicdo da taxa de difusdo dos ions calcio e fosforo
provenientes do TTCP e DCPA para a formacéo de cristais de HA (ISHIKAWA e
outros, 1997).

O alginato de sodio tem a propriedade de formar um gel insoltvel na presenca
de ions de calcio. Este hidrogel insoltuvel pode inibir ou mesmo impedir totalmente a
dissolucdo de cimento fosfato tricalcico em meio liquido (ALVES, SANTOS,
BERGMANN, 2006). Segundo Ishikawa (1995), quando presente nesses cimentos
com até baixos teores, o alginato de so6dio promove uma boa dispersdo das
particulas. A adicdo de agentes poliméricos como o alginato em cimentos de fosfato
de célcio permite a obtencdo de resisténcia mecanica similar ao tecido 0sso
esponjoso (ALVES, SANTOS, BERGMANN, 2005).

O gel de alginato pode ser utilizado como veiculo para melhorar a
injetabilidade de cimentos cirurgicos indicados para o preenchimento de alguns tipos
de defeitos 6sseos, como por exemplo, em vertebroplastias (MAZUMDER e outros,
2009).

A producédo de estruturas biologicas, composta de células vivas em hidrogel
de alginato podem ser obtidas através da reacdo de uma solucéo de alginato de
sédio com uma solucdo de cloreto de calcio. Estas estruturas podem ser
membranas, microesferas, blocos porosos, entre outras estruturas bi e
tridimensionais.

Os pos HA dispersos em uma solucéo de alginato de sodio obtém particulas
esféricas por extrusdo em gota juntamente com geleificacao ionotrépica na presenca
de fons Ca*?. Estas particulas obtidas sdo posteriormente sinterizado para produzir
HAs em formato de microesferas de tamanho uniforme e microporos
interconectados. A superficie porosa destas microesferas de HA apresenta boa
adesao celular, com formacdo de micro-aglomerados de células e proliferacdo de
osteoblastos. As microesferas que tém em sua composicdo o0 alginato sao
resistentes a agentes quimicos e ao estresse mecanico. Apesar dessas
propriedades, pouco se sabe sobre a eficacia do calcio em esferas de alginato
(MAZUMDER e outros, 2009; NOTARA e outros, 2009).

O alginato de sodio € um polimero capaz de encapsular e imobilizar uma
variedade de células na engenharia de tecidual, porque € biocompativel,

biodegradavel, quando reticulado com ions de calcio e de rapida aplicacdo em
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sistemas micro injetaveis. E capaz de promover um isolamento imunogénico em
células transplantada através da técnica de bioengenharia tecidual até o local em
gue se deseja reparar (MAZUMDER e outros, 2009).

Um arcabouco de gel de alginato é biodegradavel, pois ha uma melhor
captacdo de &gua. Este possibilita a construcdo de matrizes tridimensionais,
capazes de formar tecido 6sseo, por meio de uma cultura de células osteogénicas
com proliferacdo e diferenciacdo em osteoblastos sobre os arcaboucos porosos de
alginato. As pesquisas com células osteogénicas desempenhardo um papel
importante no tratamento de doencas 6sseas degenerativas e na reparacdo de
lesBes trauméaticas do tecido 6sseo. A aquisicdo de células-tronco em quantidade
adequada é o maior desafio para a sua aplicacdo clinica. A cultura in vitro e
expansdo dessas linhagens de células é essencialmente importante e podem ser
feitas em esferas de alginato de célcio. Os resultados experimentais demonstram
gue isto é viavel e oferece novas possibilidades de aplicacdo de grande relevancia
clinica (MAZUMDER e outros, 2009).

Os hidrogéis de alginato apresentam baixa citotoxicidade quando do cultivo
de células mesenquimais, condrdcitos primarios, células osteoprogenitoras e células
do tecido nervoso. Estas células permaneceram disponiveis e metabolicamente
ativas. Dois sistemas de géis de quitosana-alginato na forma de membranas foram
produzidos e avaliados. A citocompatibilidade e hemocompatibilidade foram
examinadas através da viabilidade celular aos fibroblastos. Ambos apresentaram
efeito minimo sobre a hemolise do sangue heparinizado e a ativacdo plaquetaria.
Estes resultados indicam a necessidade de uma investigacdo mais aprofundada
para aplicacfes desses biomateriais em contato com fluidos biolégicos (NOTARA e
outros, 2009).

Alginato € um polissacarideo natural, que tem sido utilizado na distribuicdo de
farmacos e na reconstrucdo tecidual. Entretanto, semelhante a outros biomateriais
provoca inflamacdo por mecanismos desconhecidos. Supde-se que o alginato
estimularia respostas imunes inatas através de receptores de macréfagos, com
inducdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-betal, IL-6, IL-12, TNF-alfa, e, de
acordo com a concentracdo e tempo de biodisponibilidade em meio biologico
(YANG, JONES, 2009). A concentracdo de alginato é um parametro importante, pois
influencia no comportamento celular do reparo tecidual. No entanto, a forma

geométrica desses arcaboucos ndo gera alteracdes significativas nos perfis de
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diferenciacdo das células mesenquimais. Em um estudo com biomateriais
compostos por alginatos de diferentes composicdes e purezas investigou-se a
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo de células da medula éssea de ratos.
Observou-se que dependendo da composicdo, o alginato de calcio reticulado pode
atuar como substrato para a proliferacdo de celular, com potencial osteogénico e
com adequadas propriedades mecanicas (MATEUS e outros, 2008).

E possivel o desenvolvimento de um arcabougo de alginato, antibioticos e
células-tronco mesenquimais, capaz de proporcionar uma terapéutica adequada a
pacientes com defeitos 6sseos infectados. Em estudo de Ueng e outros (2007), com
esse tipo de arcabouco, os granulos de alginato foram entdo cultivadas em meio
osteogénico durante 14 dias. Os perfis de antibiéticos liberados pelas esferas de
alginato foram avaliados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A concentracéao
de alginato influéncia na liberagdo do antibi6tico. A analise da expressao de genes
osteogénicos, incluindo Cbfal e osteopontina, nas esferas de alginato foi
determinada pela técnica da transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR). As concentracdes de antibidtico liberadas do arcabouco duraram 14 dias,
bem acima da concentracdo inibitéria minima para o Staphylococcus aureus. Os
resultados in vitro demonstraram um aumento da atividade da fosfatase alcalina e de
calcio acompanhados por boa diferenciacdo osteogénica de células tronco
cultivadas na matriz de alginato transportadora e uma substancial deposi¢cdo de
minerais. Nas andlises in vivo, foram identificadas trabéculas 6sseas recém-
formadas em todos os espécimes, 2 e 4 meses apos o implante, porém, ndo houve
deposicdo de minerais abundantes. Em outro estudo, pode-se concluir que o
polimero (alginato) pode inibir a atividade enzimatica da protease liberada pela
Candida albicans (CALAMARI e outros, 2004).
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Objetivos

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar histologicamente por microscopia de luz, o potencial osteogénico de

microesferas bioceramicas no reparo 0sseo critico em calvaria de rato.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
A) Avaliar o potencial osteogénico da associacdo entre microesferas de
hidroxiapatita e alginato.

B) Avaliar o potencial osteogénico da hidroxiapatita dopada com estroncio.

C) Avaliar o potencial osteogénico da hidroxiapatita dopada com estréncio e

associada com o alginato.
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Materiais e Métodos

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRA

Os procedimentos cirdrgicos deste estudo foram realizados no Biotério
Central da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), apds aprovacao pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Instituicio (PROTOCOLO
N°016/2008.) Durante esta etapa experimental, seguiram-se as Normas Eticas de
Pesquisas em Animais e as Normas Nacionais de Biosseguranca.

A amostra foi composta por 60 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar
albinus, adultos, machos, com peso entre 400 e 450g, e 3 a 4 meses de idade. Esta
amostra foi distribuida para a composicao de quatro grupos: grupo | (Gl), controle —
defeitos preenchidos apenas por coagulo sanguineo; grupo Il (Gll) — defeitos
preenchidos por microesferas de hidroxiapatita associadas ao alginato [HA- Alg];
grupo 1l (Glll) — defeitos preenchidos por microesferas de hidroxiapatita dopadas
com estréncio [HASr]; grupo IV (GIV) — defeitos preenchidos por microesferas de
hidroxiapatita dopadas com estroncio e alginato [HASr-Alg], avaliados nos pontos

bioldgicos de 15, 45 e 120 dias, conforme observado na tabela 1:



51

Tabela 1. NUumero de animais de acordo com o grupo e ponto biolégico (dias).

ponto Biaiggice " | Gl | Gl | Glll | GIV | Total
15 5 5 5 5 | 20
45 5 5 5 5 | 20
120 5 5 5 5 | 20
Total 15 | 15 | 15 | 15 | 60

4.2 BIOMATERIAIS

As bioceramicas avaliadas neste estudo foram preparadas, caracterizadas e
fornecidas pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), sob orientacdo do
Prof. Dr. Alexandre Malta Rossi.

As bioceramicas de fosfato de célcio foram obtidas a partir de uma suspenséao
aquosa de HA e alginato de sodio, na proporcdo de 15:1. Para a formacédo das
microesferas, esta mistura foi gotejada em uma solucéo de cloreto de célcio (CaCl,
0,15M), em temperatura ambiente. Imediatamente, observou-se a formacdo de
esferas com diametro entre 425 a 600um. Em seguida, as microesferas foram
peneiradas, lavadas em agua destilada e secadas em estufa a 37°C, durante 24
horas.

As microesferas de hidroxiapatita dopadas com estroncio (1% molar),
implantadas nos grupos lll e IV, foram preparadas pela mesma rota descrita
anteriormente. Contudo, as bioceramicas implantadas nestes grupos, receberam a
adicdo de nitrato de estroncio Sr(NO3),.4H,O. As esferas do grupo lll, apds a
dopagem com estroncio, foram calcinadas a 1000°C, o que possibilitou a

evaporacao do alginato e a formacéao uma rede interconectada de poros.
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Previamente a implantacdo, as microesferas foram pesadas em balanca de
precisdo’, colocadas em frascos ependorffs rosqueaveis, com porcdes
individualizadas de 0,2mg e esterilizadas em autoclave a 120°C durante 30 minutos.

4.3 TECNICA CIRURGICA

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em caixas
plasticas identificadas conforme grupo e ponto biolégico, autoclavadas, forradas com
maravalha de pinus autoclavada e trocada diariamente. Na ficha de identificagéo,
ainda constavam a massa corporal do animal, data da cirurgia e do sacrificio e 0
nome do pesquisador. Os animais foram alimentados com racéo sélida® e agua ad
libitum, mantidos em condicbes ambientais adequadas de temperatura e
luminosidade. Os procedimentos cirurgicos foram realizados conforme a técnica
descrita em Miguel e outros (2006).

Anteriormente aos procedimentos cirdrgicos, 0S animais receberam anestesia
e sedacdo por meio de injecdo intramuscular de cloridrato de quetamina® na
proporcdo de 0,12mL/100g de peso, e cloridrato de xilazina®, na proporcdo de
0,06mL/100g de massa corpoérea, respectivamente. Na sequéncia, os animais foram
tricotomizados na regido superior da calvaria, e em seguida realizou-se a anti-sepsia
do campo operatério com solucdo de iodopovidine® e o posicionamento dos animais
em decubito ventral.

Logo apds, o acesso a regido da calvaria foi feito por meio de uma incisao
cutanea bicoronal, semilunar, com extensdo de aproximadamente 3cm, com lamina
de bisturi n° 15. (Figura 5a). Seguidamente, divulsionou-se com tesoura de ponta
romba e elevou-se o retalho com pingas mosquito para ter acesso ao periésteo, 0
gual foi incisado e removido.

Para confeccdo do defeito ésseo critico, com aproximadamente 8,5mm de

diametro, na porcdo mediana da calvaria, entre os vértices da sutura anterior e

! Balanca Digital Ohaus Adventurer, TOLEDO®
2 | abina®

3 vetaset®

“*Coopazine 2% ®

5 lodopovidona 10%, BioTrat. L.M. Farma®
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posterior, utilizou-se fresa trefina®, acoplada a um motor cirdrgico para implantes’

com rotagcdo de 1500RPM, torque de 55 N.cm, sob constante irrigacdo com solucao
fisiolégica estéril (Figura 5e). Na transfixacdo da calvaria o fragmento foi removido,
juntamente com dura-méater (Figuras 5f, 5g). Em seguida, irrigou-se abundantemente
o defeito para remocdo de espiculas 6sseas e implantacdo dos biomateriais nos
seus respectivos grupos (Figura 5h, 5i), exceto no GI, no qual o defeito foi
preenchido apenas por coagulo (Figura 5g). Por fim, os retalhos foram
reposicionados e suturados com pontos interrompidos com fio seda 4.0° (Figura 5j).

Ap0s os pontos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias, os animais foram mortos com
a dose letal do anestésico e a toda por¢cdo superior da calvaria foi removida em
bloco, incluindo tecidos moles e duros.

Em seguida, a calvaria foi recortada em duas metades, com discos de
carborundum, granulacdo fina acoplados a um motor elétrico®. A porcéo anterior
(maior) foi destinada a inclusdo em parafina e a por¢cao posterior (menor) destinada
a inclusdo em resina (Figura 6), de modo que apos a planificagdo dos blocos fossem
obtidos os cortes histologicos no maior diametro (Figuras 7a, 7b e 8a). Os

espécimes obtidos foram fixados em formol tamponado a 4%, durante 3 dias.

® Dentoflex®

" Driller BML 600 Plus®

8 Ethicon, Johnson & Johnson®

° Dremel®

1 Formol tamponado 4%: Formaldeido 40% -100mL; Tampdo Fosfato de Sodio- 900mL (fosfato de sddio
monobasico-4g; fosfato de sédio dibasico- 6,59)
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Figura 5 - Sequéncia cirdrgica e implantacdo dos biomateriais™: (a) Tricotomia e assepsia; Inciséo
cutanea bicoronal semilunar; (b) e (c¢) Incisdo, divulsdo, descolamento e remocdo do periosteo; (d)
Exposi¢éo da calvaria; (e) Transfixacdo do dorso da calvaria com fresa trefina; (f) Remocéo do osso e
periésteo na porcdo mediana da calvaria; (g) Defeito critico (8,5mm) confeccionado; (h) Microesferas
cerdmicas preenchendo o defeito, (i) Microesferas cerdmicas em maior aumento; (j) Retalho
reposicionado e suturado com pontos interrompidos.

! Fotos gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Fulvio Miguel (b, ¢, d, e, j) e pela doutoranda Isabela Barreto (a)
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4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento histologico e a confeccdo das laminas histologicas foram
realizadas no Laboratério de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais (LBTB), no
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da UFBA. Apos fixacdo, os espécimes
tissulares obtidos em formato retangular, de aproximadamente 5mm de altura, 15mm
de comprimento e 15mm de largura, compreendendo a porcao anterior do defeito
(Figuras 6 e 7), foram descalcificados em EDTA 5%, durante 7 dias, e em seguida,
processados em processador automatico de tecido™®, seguindo o protocolo de rotina.
E, ap0s a inclusdo em parafina, os blocos foram cortados em cortes seriados em
micrétomo com 7um de espessura, e foram corados por Hematoxilina-eosina,
Picrossirius-vermelho para evidenciar fibras de colageno, Tricromico de Goldner,
para evidenciar a deposicdo de matriz ostedide. Os cortes histologicos foram
examinados em microscopio de luz comum™.

Os espécimes obtidos da porcdo posterior da calvaria nas dimensbes de
aproximadamente 5mm de altura, 13mm de comprimento e 15mm de largura (Figura
7 e 8) foram processados manualmente e incluidos em resina polimetilmetacrilato
(Tabela 2), segundo modificacdo e adaptacéo, validado pela mestranda, a partir de
um protocolo previamente cedido pela Profd@ Maria Eugénia Leite Duarte™, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). Para isso, confeccionou-se uma base de inclusdo com 2mL de solucéao Il
(Tabela 2), colocada em frascos de vidro com tampa plastica rosqueavel (26mm de
diametro e 45mm de altura), e levados a estufa previamente aquecida a 39°C,onde
permaneceu por dois dias. ApOGs esse periodo a por¢cdo posterior da calvaria foi
incluida de modo que a area do defeito ficasse voltada para a base do frasco. E,
apos estabilizar o espécime no frasco, 0 mesmo foi submerso com o acréscimo de
aproximadamente 6mL da solucdo Ill em temperatura ambiente. O frasco,

devidamente vedado, permaneceu por mais trés dias na estufa a 39°C. Os vidros

12 EDTA 5%: EDTA P.A -50g; Solucdo Salina (Cloreto de sédio-8,5g; Agua destilada-1000mL)
3| eica AST 300*

* Nikon®

!> Comunicacao pessoal
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foram quebrados e os blocos obtidos (Figura 8c), apds a polimerizagdo da resina,
foram lixados com uma ponta polidora de 6xido de aluminio (8193) acoplado na
peca reta do motor elétrico rotativo™®.

O excesso de resina foi removido e a confeccdo de chanfros favoreceu a
fixacdo desses blocos no micrétomo®’ de alto impacto, para tecidos duros. As
laminas histolégicas foram previamente lavadas com detergente neutro®®
enxaguadas em agua corrente, e em agua destilada. Em seguida, foram colocadas
durante 20 minutos na agua cloridrica (880mL de &gua destilada + 80mL de &cido
cloridrico- HCI 12N), lavadas em trés passagens de agua destilada, seguida por uma
passagem de 20 minutos na solucdo acética (900mL de alcool absoluto + 300mL de
acido aceético), com secagem em temperatura ambiente. Os cortes histoldgicos
seriados de 7um de espessura foram corados por Tricromico de Goldner e

examinados pela microscopia de luz.

Tabela 2 — Processamento histolégico para inclusdo em resina

SOLUCAO™Y TEMPO (min)
Alcool 70% 45
Alcool 80% 45
Alcool 90% 45
Alcool 95% 45
Xilol | (xilol P.A) 30
Xilol 11 (xilol P.A) 30
Solucéo | 60
Solucéo |l 60
Solucéo I 60

% Dremel®

| eica® RM2255

18 Extran®

! Todas em temperatura ambiente, cerca de 22°C; Soluco | (75ml metil-metacrilato+25ml de di-butil-
ftalato); Solugédo Il (Solugéo | + 1g de perdxido de benzoila); Solugéo Il (Solugéo | + 2.5g de peroxido
de benzoila)
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Figura 6 Desenho esquematico de defeito critico em calvaria de rato (a) Linha de referéncia para o
corte tranversal dos espécimes (Adaptado de MEINEL e outros, 2005). (b). Corte transversal da
extensao linear e da area seccional; borda 6ssea (Bo).

l\ ’
1B =
Figura 7 Padronizacdo dos espécimes e areas de corte - (a) Vista dorsal do espécime com
biomaterial preenchendo a regido do defeito; area de corte (tracejado) e (b) Vista ventral do
espécime, com as linhas de referéncia para o corte (tracejado) no ponto bioldgico 45 dias.

= o A 7 i e a Ena———— | 0 00C |
Figura 8 Preparacdo dos espécimes para inclusdo em resina e parafina (a) Sec¢do transversal
porcao posterior para inclusédo em resina e a anterior para inclusdo em parafina. (b) Porgao posterior
da calvaria. (c) Blocos de resina

-
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Resultados

5 RESULTADOS

5.1 GI - CONTROLE

Nas bordas Osseas do defeito, aos 15 dias, houve neoformacdo Ossea
reparativa e restrita a estas, com presenca de osteoblastos ativos. Nestas areas, aos
45 dias, a neoformacao 6ssea apresentava-se em maior extensdo do que o ponto
biol6gico anterior, com osteoblastos ativos e alguns ostedcitos. Aos 120 dias, este
tecido neoformado estava estavel, sem caracteristicas de proliferacdo, com
presenca de ostedcitos (Fotomicrografial e 3a).

A outra regido reparativa, correspondente ao defeito produzido, estava
preenchida, aos 15 dias, por tecido conjuntivo frouxo, com uma espessura reduzida
em relacdo a morfologia do defeito. Este tecido estava bem vascularizado por
capilares sanguineos, com proliferacdo de células fusiformes mesenquimais, mais
acentuadas na regido voltada para a dura mater. O tecido conjuntivo, nesta area,
estava mais adensado. Esta regido reparativa, aos 45 dias, encontrava-se
preenchida por tecido conjuntivo denso e bem delgado em espessura, com
vascularizacdo capilar sanguinea reduzida. Aos 120 dias, este tecido conjuntivo
estava ainda mais delgado que o ponto biologico anterior, preenchendo toda a area
reparativa do defeito (Fotomicrografial, 2 e 3).

Aos 15 dias, houve um discreto infiltrado inflamatorio mononuclear difuso,

entretanto, aos 45 dias e 120 dias, este achado ndo mais foi observado.
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Fotomicrografia 1 - Gl 15 dias: (a) Regido central do defeito preenchido por fibras colagenas do
tecido conjuntivo fibroso (Tcf) — HE — Obj.1x; (b) Reparo 6sseo restrito a borda éssea, com
neoformagéo éssea (Neo) — Tricomico de Goldner — Obj.10x.

Fotomicrografia 2 - GI-45 dias: Regido central do defeito preenchido por tecido conjuntivo denso
(Ted) — HE — Obj.1x.

Fotomicrografia 3 — GI-120 dias: (a) Neoformag3o Gssea restrita as bordas 6sseas (Bo). Tecido
conjuntivo fibroso com espessura aguém a da borda éssea — PIFIG — Obj.1x; (b)Tecido conjuntivo
bastante delgado (Tcd) nas demais areas do defeito — PIFIG — Obj.1x.
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5.2 Gll - HIDROXIAPATITA ASSOCIADA AO ALGINATO (HA — Alg)

As bordas dsseas, aos 15 dias, apresentavam-se com neoformacdo éssea
reparativa discreta e em pequena extensdo, com osteoblastos ativos e poucos
ostedcitos. Esta neoformacdo Ossea, aos 45 dias, possuia uma extensdo estavel,
em relacdo aos 15 dias, com poucos osteoblastos e varios ostedcitos. As bordas,
aos 120 dias, apresentavam-se estaveis sem caracteristicas de proliferacdo éssea
reparativa, com presenca de ostedcitos.

Na outra regido reparativa do defeito, preenchida pelas microesferas, aos 15
dias, havia um tecido conjuntivo frouxo localizado de permeio ao biomaterial, com
acentuada proliferacao de células fusiformes e muitos capilares sanguineos, bem
como, poucas ceélulas inflamatorias mononucleares, em acumulos focais. Este tecido
conjuntivo, aos 45 dias, estava denso, com células fusiformes de permeio, porém,
com moderada quantidade de células inflamatorias mononucleares e varios
capilares sanguineos. O tecido conjuntivo, aos 120 dias, estava frouxo, muito
delgado e bem vascularizado localizado somente na regido superior do defeito
voltada para o tecido cutadneo. Havia escassas células inflamatérias mononucleares,
associadas somente as areas de mineralizacéo, na regido central do defeito, neste
mesmo ponto bioldgico.

O biomaterial, aos 15 dias, estava disposto, na maioria dos casos, em duas
ou trés camadas de microesferas, na maioria das vezes estavam integras e,
ocupando toda a extensdo do defeito. Observou-se areas de mineralizacdo na
regido voltada para a dura mater, e contiguas as bordas do defeito, mas também,
em pequena quantidade, de permeio e em contato com algumas microesferas,
mesmo na regido central do defeito (Fotomicrografia 4).

As microesferas, aos 45 dias, estavam fragmentadas em variados tamanhos e
estes fragmentos apresentavam-se dispostos em toda a extensdo e espessura do
defeito. Estavam circundados por abundante tecido mineralizado, exceto na area
central do defeito, correspondente a veia central. A maioria destes fragmentos
estava aprisionada no tecido neomineralizado, com presenca de osteoblastos ativos
e ostedcitos (Fotomicrografias 5a e 5b).

Os fragmentos das microesferas, aos 120 dias, apresentavam-se

incorporados ao tecido neomineralizado. Este tecido se estendia por todo o defeito,
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e ocupava quase toda a extensdo e espessura deste, exceto na sua area central
correspondente a veia central. O tecido estava mais adensado e compacto, em
relacdo a mineralizagcdo, com maior quantidade de ostedcitos e sem formacéo de

medula 6ssea (Fotomicrografias 6 e 7).
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mineralizado (Tm) envolvendo microesferas do biomaterial (Bm), mais evidente na regido da dura

méter (Rdm) — PIFIG — Obj.10x.

Fotomicrografia 5 — Gll-45dias: (a) Regido da bor 6ssea (Bo). Nedfbrmagéo 6ssea (Neo) com
fragmentos do biomaterial — PIFIG — Obj.1x;

( 2 - = § T e
(b) Regido central do defeito com microesferas fragmentadas (Bm) e presenca de tecido mineralizado
(Tm) — PIFIG — Obj.1x; (c) Detalhe da fotomicrografia anterior, com fragmentacao das microesferas e
aposicao de tecido mineralizado. Presenca de células fusiformes (Cf), osteoblastos ativos (Ob) e
ostedcitos (Oc) — HE — Obj.20x.

=g A
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Fotomicrografia 6 - GII 120 dias (a) Mlcroesferas fragmentadas (Bm) e mcorporadas ao teC|do
neomineralizado (Tm) — HE — Obj.1x; (b) Detalhe da figura anterior. Presenca de ostedécitos (Oc) e
tecido conjuntivo frouxo (Tcfx), delgado — HE — Obj.10x.

Fotomicrografia 7 - Gll-120dias: (a) Tecido cojuntivo frouxo (Tcfx) na régiéo do tecido cutaneo (Rc)
— PIFIG — Obj.1x;

(b) TeC|do osseo neomineralizado (Neo) e fragmentos das mlcroesferas mcorporadas a esse teC|do -
PIFIG — Obj.1x; (c) Tecido 6sseo mais compacto e adensado na regido da dura mater (Rdm) e tecido
conjuntivo frouxo na regido do tecido cutaneo (Rc) — PIFIG — Obj.10x.
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5.3 GlIl - HIDROXIPATITA DOPADA COM ESTRONCIO (HAST)

As bordas 6sseas, aos 15 dias, apresentavam ossificagdo reparativa com
osteoblastos ativos. Esta ossificacdo, aos 45 dias, apresentava-se estavel, com
presencga de ostedcitos. Nao houve atividade, aos 120 dias, de neoformacdo 6ssea
reparativa, além da observada nos pontos biolégicos anteriores.

Na outra area reparativa do defeito, que estava preenchida pelo biomaterial,
aos 15 dias, existia a formagao de um tecido conjuntivo frouxo localizado em toda a
extensdo do defeito e também de permeio ao biomaterial. Este tecido possuia
abundante infiltrado inflamatério mononuclear difuso, assim como, abundante
vascularizagéo capilar sanguinea. O tecido conjuntivo estava fibroso, aos 45 dias e
ocupava toda a extensdo do defeito, com proliferacdo de células fusiformes e
capilares sanguineos entre o biomaterial, com discreto infiltrado inflamatoério
mononuclear difuso, entre os fragmentos das microesferas (Fotomicrografia 9a e
9b). O tecido conjuntivo encontrava-se frouxo, aos 120 dias, com areas de
deposicao de colageno em torno dos biomateriais (Fotomicrografia 11b e 11c).

O biomaterial, aos 15 dias, preenchia, na maioria dos casos, toda a extensao
e espessura do defeito, disposto em duas ou trés camadas de microesferas e
algumas destas com fragmentacdo parcial. Observou-se a auséncia de
mineralizacdo (Fotomicrografias 8a, 8b e 8c). As microesferas, aos 45 dias, estavam
em maior fragmentacdo do que aos 15 dias, e a neomineralizacao tecidual se fez em
lamelas concéntricas justapostas, particularmente circundando fragmentos menores.
Aos 120 dias, as microesferas ainda permaneciam em parcial fragmentacdo e
algumas regibes estavam circundadas por tecido mineralizado, sem coesao
completa, quando localizadas na regido central do defeito. Havia um inicio de
penetracdo de delgados septos de tecido conjuntivo frouxo no biomaterial, com

presenca de células fusiformes (Fotomicrografias 10 e 11).
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Fotomicrografia 8- GllI- 15 dlas (a) Mlcroesferas do blomaterial (M) preenchendo a reglao do defeito
dispostas em duas a trés camadas e tecido conjuntivo frouxo (Tcfx) de permeio; matriz osteéide (Mo)
em torno de algumas microesferas — HE — Obj.10x; (b) Tecido conjuntivo fibroso (Tcf) — PIFIG -
Obj.1x.

s 8 & | 4 & ' d
Fotomlcrografla 9 GlII-45 dlas (a) Dlscreto infiltrado inflamatério mononuclear dIfUSO (Ri) entre os
fragmentos das microesferas (M); células fusiformes (Cf) — HE — Obj.20x; (b) Capilares sanguineos
(Vcs); células fusiformes (Cf), células mononucleares (Mn) — HE — Obj.20x.
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Fotomlcrografla 10 GlllI- 120 dlas (a) Esferas parmalmente fragmentadas delgados septos de
tecido conjuntivo frouxo; microesferas circundadas por tecido mineralizado; osteécitos (Oc); Fibras de
colageno (Fc) — HE — Obj.10x; (b) Tecido mineralizado (Tm); medula éssea (Me) — HE — Obj.10x.

Fotomicrografia 11 - GlllI- 120 dlas @ TeC|do‘conJunt|vo frouxo de permeio as microesferas do
biomaterial — Tricromico de Goldner — Obj.1x. Corte em resina;

(b) Flbras de colageno (Fc), capllafes sangumeos (Vcs) - Trlcromlco de Goldner — Obj. 10x Corte em
resina; (c) Tecido mineralizado (Tm) em torno das microesferas - Tricrdmico de Goldner — Obj.10x.
Corte em resina.
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5.4 GIV - HIDROXIAPATITA DOPADA COM ESTRONCIO ASSOCIADA AO
ALGINATO (HASTI- Alg)

Notou-se nas bordas Osseas do defeito, aos 15 dias, uma ossificacdo
reparativa, porém, com discreta atividade de osteoblastos. Aos 45 e 120 dias, estas
bordas ja apresentavam uma ossificacdo reparativa estavel com auséncia de
osteoblastos ativos e presenca de ostedcitos.

O tecido conjuntivo frouxo, aos 15 dias, apresentava-se com moderado
infiltrado inflamatério mononuclear difuso e proliferacdo de vasos capilares
sanguineos.

Aos 45 dias, o tecido conjuntivo frouxo, com algumas areas de deposicao de
colageno e proliferacédo de vasos sanguineos capilares, estava localizado em toda a
extensdo do defeito e em torno dos biomateriais. Havia um infiltrado inflamatoério
mononuclear difuso e uma reagdo granulomatosa em torno dos fragmentos do
biomaterial. O tecido conjuntivo frouxo, aos 120 dias, com areas de deposicéo
esparsa de colageno, estava localizado proximo aos restos dos fragmentos do
biomaterial. Havia presenca de infiltrado inflamat6rio moderado mononuclear difuso.
A reacdo granulomatosa estava menos acentuada do que aos 45 dias, circundando
0s pequenos fragmentos remanescentes do biomaterial.

A maioria das microesferas, aos 15 dias, estava parcialmente fragmentada,
preenchendo toda a extensdo e espessura do defeito, na maioria das vezes,
dispostas em duas ou trés camadas. Quando estas estavam localizadas proximas as
bordas 6sseas existia mineralizacdo entre elas, com presenca de osteoblastos e
ostedcitos (Fotomicrografias 12a e 12b). Notou-se, aos 45 dias, as microesferas
totalmente fragmentadas com fragmentos em tamanhos diminutos. Havia formacao
escassa de tecido mineralizado em focos esparsos, de pequenas dimensdes
(Fotomicrografias 13a e 13b). Aos 120 dias, quando comparado ao ponto bioldgico
anterior observou-se fragmentos das microesferas, com tamanhos ainda menores e
focos esparsos de mineralizacdo, com auséncia de osteoblastos ativos

(Fotomicrografias 14 e 15).
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Fotomicrografia 12 - GIV-15dias: (a) Microesferas dispostas em duas ou trés camadas, parcialmente
fragmentadas em toda a extenséo e espessura do defeito — HE — Obj.1x; (b) Tecido mineralizado de
permeio as microesferas proximas as bordas 6sseas — HE — Obj.1x.
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Fotomicrografia 13 - GIV-45 dias: (a) Borda d6ssea com ossificacdo reparativa estavel, com
ostedcitos (Oc); microesferas (Bm) — HE — Obj.10x; (b) Tecido conjuntivo frouxo, com deposi¢édo de
colageno (Fc) e proliferacéo de vasos sanguineos (Vcs) — PIFIG — Obj.10x.

2 2L o« 4 v; o 2 e & ‘d \ = 5
Fotomicrografia 14 - GIV-120 dias: Regido proxima a borda 6ssea. (a) Biomaterial fragmentado em
tamanhos diminutos — HE — Obj.1x; (b) Neoformacg&o 0ssea e fibras de colageno (Fc) circundando o
tecido mineralizado — PIFIG —Obj.1x.
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Fotomicrografia 15 - GIV-120 dias: (a) Tecido 6sseo neoformado, mineralizado e estavel; tecido
conjuntivo frouxo com areas esparsas de deposicao de fibras colagenas — PIFIG — Obj.10x;
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(b) Biomaterial fragmentado envolto por tecido 6sseo neoformado, fibras colagenas — PIFIG —
Obj.20x; (c) Tecido 6sseo maduro com linhas de deposi¢édo ciclica de osso (Ld); lacunas de
ostedcitos; vasos capilares sanguineos (Vcs) — PIFIG — Obj.20x.
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Discussao

6 DISCUSSAO

O aumento na expectativa de vida da populacdo proporciona a exposicao a
inimeras situacdes tais como, doencas degenerativas, alteracbes metabdlicas,
osteoporose, fraturas, lesdes cisticas, perdas 0Osseas extensas decorrentes de
acidentes automobilisticos, e da prépria violéncia urbana, entre outros. Muitas
destas situacOes clinicas sdo desafiadoras. Neste sentido, tem sido realizadas
inumeras pesquisas no campo da Bioengenharia Tecidual no intuito de desenvolver
materiais capazes de promover a regeneracao tecidual, reestabelecendo a estética,
a funcao e auto-estima do paciente.

Nestas perspectivas, os estudos experimentais devem mimetizar aquelas
situacOes, nas quais existam desafios em relacdo a regeneracdo tecidual éssea.
Considerando-se as devidas proporcdes, embora ndo pertenca a mesma categoria
filogenética dos primatas, os modelos experimentais, in vivo, que utilizam o rato
norvegicus da linhagem wistar, como evidenciado neste estudo, servem de
parametro comparativo ao que ocorre nos mecanismos de regeneracdo 0Ossea
humana, na analise do poténcial osteogénico de biomateriais. Os animais de
pequeno porte apresentam metabolismo 6sseo mais acelerado e, portanto
apresentam capacidade regenerativa 0ssea distinta da que ocorre em humanos.
Porém, esta espécie é bem aceita e utilizada em pesquisas pela comunidade
cientifica.

Este modelo experimental apresenta facilidades de aquisicdo, de manuseio,
de criacdo e manutencdo em biotério, e ainda possibilita realizar diferentes tipos de
analises, dentre elas, histologica, bioquimica e radiogréafica, do reparo de defeitos
0sseos. Além disso, ainda € possivel padronizar e controlar algumas variaveis, tais

como idade, peso, condicbes ambientais de temperatura, luminosidade,
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alimentacao, ingestdo de agua, minimizar o estresse no manuseio e aplicar a dose
adequada do anestésico de acordo com o peso do animal.

Os animais utilizados neste estudo eram adultos, e portanto, 0 seu
metabolismo osseo € mais lento e estavel, diferentemente de animais jovens em que
a neoformacdo e remodelacdo 6ssea € mais dinamica para atender as demandas
naturais do processo de crescimento esquelético do animal. Os fatores hormonais
de ratas fémeas, também podem influenciar no mecanismo de reparo 0sseo
(CACCIAFESTA e outros, 2001; DAHL e outros, 2001; AUER e outros, 2007; LANDI
e outros, 2007), além disso, acredita-se que sdo mais sensiveis ao ruido, ao cheiro,
e as variacOes de temperatura, o que pode dificultar o0 manuseio do animal nas
etapas cirargicas (AUER e outros, 2007), por isso foram escolhidos animais machos.
N&o foi administrado nenhum analgésico nem antiinflamatorio, no pés-operatorio,
visto que estes inteferem no mecanismo de reparo (AUER e outros, 2007; LAMANO-
CARVALHO, 2007), porém foram seguidas as condi¢c0es éticas pré-estabelecidas.

O tecido 6sseo tem capacidade regenerativa espontanea, contudo héa
limitacdes, na qual se determina um defeito 6sseo como critico.

A regido anatbmica escolhida foi a calvaria, pois apresenta: metabolismo
0sseo lento quando comparado aos 0ssos longos; menor suprimento sanguineo, 0
gue dificulta o aporte de nutrientes, células, sinalizadores biolégicos ao local
lesionado; menor espessura de tecido medular, o que pode tornar critico a fixacao
do enxerto e ocasionar fraturas (BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1998).

Deve-se considerar também, que defeitos em calvaria ndo se reparam da
mesma forma que defeitos em ossos longos, pela sua morfologia, carga funcional a
gue estdo sujeitos e metabolismo 0sseo distintos. Esse metabolismo também é
variavel se o tecido 6sseo a ser reparado € cortical ou medular (DAHL e outros,
2001; AUER e outros, 2007). Na diploe da calvaria, entre as suas tdbuas corticais, o
0SSO esponjoso apresenta pouca espessura. Esse aspecto anatbmico € semelhante
ao do osso alveolar. A origem embriologica e a morfologia da calvaria, bem como o
tipo de ossificacdo, intramembranosa, sao semelhantes aos 0ssos membranosos da
face. No entanto, o local de eleicdo para pesquisas com o uso de biomateriais com
objetivo de avaliar os mecanismos de regeneracdo tecidual e o potencial
osteogénico é em calvaria (BUCKWALTER, GLIMCHER, COOPER, 1995).

Para acesso ao 0sso parietal da calvaria foi realizada uma incisdo bicoronal

cutanea, em formato de meia lua, a qual gera um retalho amplo, que cobre bem a
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area do defeito e facilita a visualizacdo do campo cirdrgico; com mobilidade e de facil
manejo; com base bem vascularizada e com bordas em bisel, adequadas para a
sintese cruenta por meio da sutura. Ndo € recomendada a incisdo seguindo a
direcdo da sutura sagital realizada em algumas pesquisas (BOSCH, MELSEN,
VARGERVIK, 1995; CACCIAFESTA e outros, 2001; MEINEL e outros, 2005) pois, no
reposicionamento do retalho a coaptacdo das bordas fica sobreposta a area do
defeito e ao biomaterial, fazendo com que dois processos de cicatrizacdo, do
tegumento e do 0sso interajam e afetem os resultados da regeneracado 6ssea. Além
disso, € comum ocorrer extravasamento do biomaterial se a sutura com pontos
interrompidos estiver inadequada. E também, ha um maior risco de contaminacéo da
ferida e rompimento dos pontos, por causa dos habitos, préprios do animal, de cocar
a cabeca com as patas para higienizar o pélo e ao dormir posicionar a cabeca em
decubido dorsal, em contato com a maravalha. Essa maravalha embora trocada
diariamente pode conter vestigios de fezes ou de urina do animal.

No presente estudo, os defeitos criticos em calvaria de rato foram
confeccionados com trefinas de 8mm em seu diametro interno, o que possibilitou um
defeito final com 8,5mm. Esse diametro tem dimensdo suficiente para limitar a
regeneracdo Ossea espontanea, o qual foi comprovado com os resultados
encontrados no grupo controle. Além disso, durante a confec¢éo dos defeitos 60sseos
transfixados, o periosteo aderido ao 0sso, membrana conjuntiva rica em células
osteoprogenitoras, foi removido, ficando restrita sua influéncia apenas nas areas
0sseas adjacentes as bordas cruentas.

O defeito, quando confeccionado no centro da calvaria, ndo tem interferéncia
da musculatura adjacente da orelha, disponibiliza grande area 6ssea e permite o
acesso adequado. Porém, como inconvenientes desse modelo experimental, &
requerido habilidade e dominio da técnica cirtrgica na confeccédo do defeito em uma
area anatdbmica convexa e com estruturas delicadas como a veia central, localizada
logo abaixo da sutura sagital, a dura mater e a massa encefalica do animal. A
convexidade da calvaria pode interferir na estabilidade da trefina durante a
trepanacgao do 0sso.

Outros defeitos criticos, em fémur, em tibia e bilaterais em calvaria tem sido
encontrados na literatura (BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1995; CACCIAFESTA e
outros, 2001; RUPPRECHT e outros, 2003; MEINEL e outros, 2005). Os defeitos

bilaterais em calvaria de ratos sdo contra-indicados, pois ficam muito proximos um
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do outro na linha sagital. Nestes casos, pode ocorrer fratura e a intercomunicagao
entre os dois defeitos, o que afetaria os resultados da pesquisa na avaliacdo da
regeneracao tecidual.

A morfologia circular do defeito critico em calvaria de rato, com dimens6es de
aproximadamente 8mm, primeiramente descrita por Takagi e Urist (1982), esta bem
consolidada em trabalhos mais recentes (SCHMITZ, HOLLINGER, 1986; CHESMEL
e outros, 1998; LIM, LEE, YEO,2001; FERREIRA e outros, 2004; MARINS e outros,
2004; MENDONCA, 2005; KNESER e outros, 2006; PARK e outros, 2009), e em
nosso grupo de pesquisa (BARRETO, 2006; MIGUEL e outros, 2006; BARRETO,
2008; MIGUEL, 2008).

Outros estudos em calvarias de rato com diametros menores, 4mm
(MULLIKEN e GLOWACKI, 1980), 5mm (BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1995 e
1998; CACCIAFESTA e outros, 2001) e 6mm (BRUNEL e outros, 1996) também
foram encontrados. Portanto, ndo ha consenso na literatura sobre o tamanho exato
para considerar o defeito como critico, isto pode variar conforme o modelo animal,
com suas distintas caracteristicas metabdlicas, anatdbmicas, fisiologicas, diferentes
entre as espécies e a regidao em estudo (BOSCH, BOSCHMELSEN, VARGERVIK,
1998). Um defeito circular de 4mm, em mandibula de camundongo, ou de 8mm em
calvéaria de rato, ndo se regeneram espontaneamente sem que haja uma intervencgao
terapéutica. Entretanto, para animais de maior porte (cobaias, coelhos, caes,
ovelhas) defeitos de 8,5mm em calvaria ndo sdo considerados criticos. Nestes
animais defeitos criticos estdo entre 17 e 35mm. Segundo Bosch, Boschmelsen,
Vargervik (1998), o sitio de implantacdo deve incluir de preferéncia tanto o0sso
cortical quanto medular; o defeito deve ser estavel; deve ser realizado em regido
anatbmica que apresente minimo risco a fratura; o modelo animal escolhido deve
facilitar as diversas andlises de resposta biolégica a implantacdo do biomaterial; 0
tamanho do defeito ndo deve ter o tamanho minimo recomendado para cada
espécie.

No presente estudo, observou-se, nos achados histologicos, no qual o defeito
nao foi preenchido por nenhum biomaterial, apenas pelo coagulo (Gl), que os
resultados foram condizentes com a literatura quanto ao reparo de defeitos criticos,
com formacado O6ssea centripeta restrita as bordas do defeito, e formacao de tecido
conjuntivo fibroso nas demais areas do defeito. Esses achados histologicos foram
confirmados por outros pesquisadores (TAKAGI, URIST, 1982, MARINS e outros,
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2004, MENDONCA, 2005; KNESER e outros, 2006; MIGUEL e outros, 2006;
BARRETO, 2008; MIGUEL 2008).

A neoformacdo éssea restrita as bordas do defeito, no grupo | evoluiu
gradativamente de acordo com os pontos biolégicos, 15, 45 e 120 dias. Os
osteoblastos ativos séo vistos, aos 15 dias e aos 45 dias. Neste ultimo periodo, além
destes, observou-se ostedcitos ativos e também, maior extensdo da neoformacgéo
O0ssea. Aos 120 dias a neoformacdo 6ssea mostrou-se estavel, sem caracteristicas
de proliferacdo e com a presenca de ostedcitos, compativel com a caracteristica
histolégica que caracteriza o defeito critico. Na area residual do defeito, o tecido
conjuntivo formado também mostrou gradacdes na sua densidade, espessura e
vascularizagdo sanguinea.

A neoformacdo Ossea restrita as bordas provavelmente foi influenciada por
alguns fatores: a ruptura vascular nas bordas cruentas do defeito, liberacdo de
fatores inflamatorios, angiogénicos, de crescimento e diferenciacdo celulares,
periosteo adjacente ao defeito, rico em células osteoprogenitoras e fibras colagenas
(BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1998; LIND e outros, 2000; HSIONG, MOONEY,
2006).

Um discreto infiltrado inflamatorio mononuclear difuso foi observado no Gl,
apenas aos 15 dias condizentes com o mecanismo inicial do reparo devido a leséo
tecidual causada pela confeccdo do defeito 0sseo, de forma semelhante aquela
encontrada por Barreto (2006), Miguel e outros (2006), Miguel (2008) e Paula
(2008). A confeccdo do defeito em calvaria promove a liberacdo de citocinas e
mediadores quimicos que iniciam uma resposta inflamatéria em paralelo a formacéao
do coagulo sanguineo. Esta reacdo inflamatoria € mais evidente quando da
implantacdo de um biomaterial ao sitio do defeito (LIND e outros, 2000;
ANDERSON, RODRIGUES, CHANG, 2008).

Em relacdo a mineralizacdo, em defeitos preenchidos apenas por coagulo,
gue nao forem cuidadosamente irrigados para evitar a presenca de espiculas 6sseas
residuais, pode ocorrer a formacdo de nudcleos de mineralizacdo. Esse achado
histolégico ndo foi encontrado no nosso estudo, porém foi visto aos 15 e 45 dias, na
area central do defeito, de outros estudos (MIGUEL e outros, 2006; BARRETO,
2008; MIGUEL 2008; PAULA, 2008).

Nos demais grupos, preenchidos por microesferas bioceramicas, observou-se

neoformacdo 6ssea nas bordas dsseas, em toda espessura e extensdo do defeito,
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exceto na regido correspondente a veia central. A neoformagdo Ossea foi mais
evidente, em todos os pontos biolégicos em estudo, especialmente no grupo Gll. A
neoformacdo Ossea, nas bordas dsseas, foi progressivamente estabilizada, com
auséncia de osteoblastos ativos e presenca de ostedcitos.

As HAs sintéticas puras apresentam caracteristicas importantes como
substitutos 6sseos empregados pela bioengenharia tecidual e podem ser
classificadas de acordo com a sua biodegradacéo e biodisponibilidade no sitio do
defeito. Elas permitem a adsorcdo de proteinas e adesdo de osteoblastos a sua
superficie (THORWARTH e outros, 2005).

A composi¢do quimica influenciou diretamente no comportamento biolégico
das microesferas, quanto a biodegradacdo, biocompatibilidade e neoformacéo
ossea. Os grupos, GlIl e GIV com estréncio em sua composicao, fragmentaram mais
guando comparado ao grupo GlI. As microesferas de hidroxiapatita que contém 1%
de estroncio apresentaram maior solubilidade em meio biolégico. E sugestivo que os
grupos com estroncio nao apresentam biodegradacéo controlada compativel como
tempo necessario para que haja neoformacédo 0ssea. Em estudos de Liao e outros,
(2002), semelhante ao presente estudo, foi observado melhor biocompatibilidade e
uma alta taxa de biodegradacdo da HASr quando comparada com a HA pura. A
adicdo de estroncio a estrutura da hidroxiapatita modifica as propriedades fisico-
guimicas e cristalograficas e, portanto, as propriedades bioldgicas desse biomaterial.
O estréncio presente na hidroxiapatita estimula a formacdo de matriz, a proliferacao
e diferenciacdo de células pré-osteogénicas em osteoblastos, inibe os osteoclastos e
consequentemente a reabsorcdo 6ssea, estimula a adesao, proliferacdo e migracéao
de células endoteliais ao implante, incrementa a angiogénese na regeneracao 0ssea
(DAHL e outros, 2001; LIAO e outros, 2002; ALKHRAISAT e outros, 2008; CHEN e
outros, 2008).

A adicdo de Sr a hidroxiapatita do tecido 6sseo proporciona aumento em sua
densidade mineral. Esse aumento da densidade, nem sempre é proporcional ao
aumento da resisténcia mecanica do o0sso tratato com ions Sr. Este aspecto
depende da dose de Sr administrado oralmente ou da concentracdo de Sr
incorporado ao tecido 6sseo neoformado por meio do uso de biomateriais
(CHRISTOFFERSEN e outros, 1997; LANDI e outros, 2007).

Um achado importante no Glll foi a presenca de delgados septos de tecido

conjuntivo frouxo no material, com presenca de células fusiformes. As microesferas
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deste grupo foram tratadas termicamente, isto €, calcinas a temperatura de 1000°C.
Nesta condi¢éo, o alginato € decomposto termicamente, em temperaturas superiores
a 200°C, em compostos volateis, tais como, CO,, NO e agua. Pressupbe-se que
este biomaterial (HASr) do grupo GllI, seja mais poroso, e permitiu a presenca de
septos em seu interior, provavelmente ap6s a calcinacdo e remoc¢do do alginato
formou-se uma HASr carbonatada (RIBEIRO, BARRIAS, BARBOSA, 2006). Estes
septos fibrosos também foram relatados por Kuboki (1998), citado por Paula (2008),
ao redor do tecido mineralizado adjacentes as particulas fragmentadas do
biomaterial. Isto n&o foi encontrado no grupo GIV (HASr- Alg), nem no GII (HA-Alg).

As formas de apresentacdo, de consisténcia, da HA (po, blocos, cimentos,
microesferas, matrizes tridimensionais e no revestimento de implantes metalicos)
estao relacionadas com a sua solubilidade, quanto maior a porosidade maior a area
de superficie, maior sera sua solubilidade (THORWARTH e outros, 2005; RIBEIRO,
BARRIAS, BARBOSA, 2006; MINO-FARINA, e outros, 2007).

As microesferas, empregadas neste estudo, tém diametros em média de 400
pm e superficie porosa, o que favorece a adsorcdo de moléculas mediadoras da
sinalizacdo, quimiotaxia e adesao celular, tanto de células inflamatérias,
angiogénicas, quanto osteogénicas. (THORWARTH e outros, 2005; SOLTAN,
SMILER, CHOI, 2009.).

Os intersticios formados pelas microesferas possibilitam que osteoblastos
possam migrar, proliferar e aderir entre as superficies das mesmas. Essas
caracteristicas sdo importantes e foram também relatadas por outros autores
(RIBEIRO, BARRIAS, BARBOSA, 2004; BARRETO, 2006; VOLKMER, SANTOS,
2007; HABIBOVIC e outros, 2008).

Diversos estudos avaliaram a influéncia do tamanho das particulas, dos poros
e da interconectividade entre 0s poros, necessario para a osteogénese na
regeneracdo O0ssea (HOLMES, HAGLER, 1988; HING, BEST, BONFIELD, 1999;
FLAUTRE e outros, 2001; GAUTHIER e outros, 2001; MANGANO, BARTOLUCCI,
MAZZOCCO, 2003; KURELLA, DAHOTRE, 2005; RIBEIRO, BARRIAS, BARBOSA,
2006; MARCACCI e outros, 2007; KLENKE e outros, 2008; TIAN e outros, 2009).

N&do estad claramente estabelecido na literatura qual o tamanho ideal da
particula do biomaterial para cada regido do defeito ou para cada condicéo clinica.
Os biomateriais implantados em defeitos 0sseos podem gerar diversas

possibilidades de respostas biolégicas influenciadas pela prépria caracteristica
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fisico-quimica do mesmo, por fatores locais e sistémicos (MENDONGCA, 2005
FONSECA, 2007; KLENKE e outros, 2008). Segundo a maioria dos autores, 0
tamanho ideal de particulas é considerado entre 200 a 500um, e particulas inferiores
a 50um induzem a citotoxicidade.

O tamanho dos poros internos e na superficie do biomaterial pode servir de
parametro para diferenciar diversas hidroxiapatitas (VOLKMER, SANTOS, 2007;
HABIBOVIC e outros, 2008). A forma porosa permite o crescimento de tecido
fibrovascular por entre os poros, isso pode ajudar a estabilizar o enxerto e evitar
micromovimentacdes (MINO-FARINA, e outros, 2007; LONG, 2008). Segundo,
Gauthier e outros (2001), o espaco nhecessario para a passagem de células
osteoprogenitoras no interior do biomaterial, que permite a formacao de tecido 6sseo
no interior do mesmo, deve ser de no minimo100um.

A formacado de vasos sanguineos capilares foi observada em todos os grupos
e em todos os pontos bioldgicos deste estudo, porém, ora de permeio ao
biomaterial, ora em toda a extensdo do defeito, ora mais intensa, ora menos
acentuada na reacdo granulomatosa. A angiogénese, que precede o reparo, permite
0 aporte de oxigénio e nutrientes a area lesada, sendo modulada por fatores
angiogénicos mediadores (VEGF, FGF,TGF-B, PDGF). Estes e outros fatores
influenciam na quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo celular em osteoblastos
(HISIONG, MOONEY, 2006).

O coagulo é importante como substrato estrutural e bioguimico, facilitando a
interacdo celular ao biomaterial, além disso, facilita a migracdo, diferenciacdo e
proliferacdo celular. Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do material
implantado, essa formacdo do coagulo serd estimulada e apresentard boas
gualidades ao reparo 0sseo. O alginato, por exemplo, quando adicionado a HA
favorece a formacédo de coagulo de boa qualidade, devido as suas caracteristicas
poliméricas e de geleificacdo (ALVES, SANTOS, BERGMANN, 2006).

Em alguns casos, as microesferas movimentaram-se, houve instabilidade do
biomaterial no leito do defeito. Isso pode ser explicado pelo formato das
microesferas favorecer o deslocamento; a calvaria apresenta convexidade; o defeito
critico ndo forma uma cavidade fechada capaz de reter as microesferas, tal como
ocorre nos sistemas injetaveis. As microesferas injetaveis sdo menos invasivas e
permitem o preenchimento do defeito 6ésseo em sitios irregulares. Além disso,

algumas caracteristicas comportamentais do Rattus norvegicus, como o habito de



78

dormir com o dorso da calvaria voltada para baixo. Durante a cicatrizacédo da ferida,
na primeira semana do pos-cirargico, percebeu-se que alguns animais sentiam
prurido caracteristico dessa fase, o que pode ter favorecido o deslocamento do
biomaterial (FLACH e outros, 2008).

As interacOes entre os biomateriais e 0s componentes organicos locais e
sistémicos séo de extrema importancia para o entendimento das propriedades e do
comportamento dos implantes in vivo. E necesséario avaliar o comportamento
biolégico, a citotoxicidade, o potencial angiogénico e osteogénico, a influéncia das
caracteristicas da superficie desses biomateriais na presenca de fluidos corpéreos
e/ou de substancias organicas, como proteinas e enzimas. Estas caracteristicas
permanecem pouco conhecidas, uma vez que representam interacdes de grande
complexidade (LIND e outros, 2000).

No grupo GlI, o processo inflamatério, pouco evidente, aos 15 dias, se tornou
moderado aos 45 dias e escasso aos 120 dias. No grupo Glll esse processo ja era
abundante aos 15 dias e se tornou progressivamente discreto nos demais pontos
biologicos. No grupo GIV, esse infiltrado inflamatério mononuclear difuso
permaneceu moderado até o ponto biologico de 45 dias e, aos 120 dias, se tornou
menos intenso em torno dos fragmentos do biomaterial. Observa-se que o Gl
apresenta maior biocompatibilidade, o GlIl tem comportamento intermediario quando
comparado aos demais grupos, e o GIV menor biocompatibilidade. O processo
inflamatorio e a reacdo de corpo estranho foram evidenciados em outros estudos.
Acredita-se que esse mecanismo de resposta biolégica a presenca do biomaterial é
importante para que haja a biodegradacao do biomaterial, a sinalizacdo de fatores
de crescimento e o reparo 6sseo (DAGANG, KEWEI, YONG, 2008). Segundo Yang
e Jones (2009), o alginato pode estimular uma resposta imune inata, através da
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias tais como, a IL-1f3, IL-6, IL-12 e TNF- a. Esta
resposta inflamatéria € mediada por macréfagos e linfocitos.

O o0sso autdgeno é considerado o padrdo ouro para o0s padrdes de
regeneracao almejados, muito embora apresente ainda algumas limitac6es (ZEBEU
e MERCADANTE, 2008). No entanto, apesar dos biomateriais empregados neste
estudo ndo disporem em sua constituicdo de células osteoprogenitoras,
componentes organicos do osso autdégeno, como o colageno, fatores de
crescimento, como por exemplo, BMPs, demonstraram excelentes perspectivas em

futuras aplicages clinicas. E necessario o desenvolvimento de novas pesquisas
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para melhor avaliar o potencial osteogénico destes aloenxertos bioativos em longo

prazo e por meio de outras andlises mais especificas.
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Conclusao

7 CONCLUSAO

Nas condi¢Oes experimentais do nosso estudo, inferimos que:

A) No Gl, o reparo 0sseo foi apenas reparativo e restrito as bordas osseas,
ratificando o defeito como critico.

B) Nos demais grupos, preenchidos com as microesferas ceramicas,

apresentaram biocompatibilidade e potencial osteogénico.

C) As microesferas atuaram como um arcabouco tridimensional que

favoreceu a osteoconducéo.

D) A presenca de alginato e de ions estrébncio na composicdo das

microesferas de hidroxipatita favoreceram a formacao 0ssea.

E) No GIl, a presenca do alginato associado a HA, possibilitou um melhor
comportamento biolégico, quanto a biocompatibilidade e ao potencial

osteogénico, seguido pelo grupo com a HASr e pelo grupo da HASr-Alg.
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