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RESUMO

A hidroxiapatita sintética € um biomaterial que tem sido amplamente pesquisado,
devido a sua semelhanca com componentes da fase mineral do tecido 6sseo,
excelente biocompatibilidade e osteocondutividade. Durante o preparo destas
ceramicas, pode-se fazer substituicdes idnicas que melhorem sua eficiéncia bioldgica,
mimetizando a apatita bioldgica, com vistas a contribuir com a osteogénese. Um dos
ions utilizados nesse processo € o magnésio, mineral essencial a formacdo e
homeostasia do tecido 6sseo. Diante disto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo,
o reparo de defeito 6sseo nao critico, em calvaria de rato, apos a implantacdo de
microesferas de hidroxiapatita dopada, ou ndo, com magnésio. Para tanto, utilizou-se
24 ratos machos, distribuidos aleatoriamente para compor trés grupos experimentais,
com quatro animais em cada grupo e ponto biolégico —15 e 45 dias de pds-operatorio:
GHAMg — defeito preenchido com microesferas de hidroxiapatita dopadas magnésio;
GHA - defeito preenchido com microesferas de hidroxiapatita sem magnésio; GC —
grupo controle, defeito sem biomaterial de preenchimento. Na analise histologica
observou-se, no Gl, neoformacao 6ssea além da borda, que evoluiu gradativamente
com o ponto biolégico, e reacao inflamatéria crébnica granulomatosa mais evidente
neste grupo, em ambos 0s pontos biolégicos, quando comparado ao GHA. No GHA a
neoformacédo também ocorreu de forma centripeta a partir da borda, e uma inflamacéo
cronica granulomatosa associada as microesferas foi observada. No GC, houve
neoformacédo éssea, porém limitada as bordas do defeito, com formacdo de tecido
conjuntivo fibroso na area remanescente do defeito nos dois pontos biolégicos. Diante
destes resultados, conclui-se que os biomateriais estudados foram biocompativeis e
osteocondutores, contudo a hidroxiapatita dopada com magnésio ndo favoreceu maior
regeneracao 6ssea.

Palavras-Chave: regeneracdo 0ssea, biomateriais, hidroxiapatita, magnésio.



ABSTRACT

The synthetic hydroxyapatite is a biomaterial that has been widely researched due to
its similarity to components of the mineral phase of bone, excellent biocompatibility
and osteoconductivity. During the preparation of these ceramics can be made ionic
substitutions that improve the biological efficiency, mimicking the biological apatite,
aiming to contribute to osteogenesis. One of the ions used in this process is
magnesium, essential mineral in the formation and homeostasis of bone tissue. Hence,
the aim of this study was to evaluate in vivo repair bone noncritical defects in rat
calvaria, after implantation of hydroxyapatite microspheres doped or not with
magnesium. For this, we used 24 male rats were randomly divided to form three groups
with four animals in each group and biological point — 15 and 45 days postoperatively:
GHAMg — defect filled with hydroxyapatite microspheres doped magnesium; GHA —
defect filled with hydroxyapatite microspheres without magnesium; GC — group control,
biomaterial filling defect without. In histological analysis was observed in GI, bone
formation over the border, which gradually evolved with the biological point and was
more pronounced chronic granulomatous inflammatory reaction in this group, both
biological points compared to GHA. In GHA neoformation also occurred in a centripetal
way from the border, and a chronic granulomatous inflammation associated with the
microspheres was observed. In GC, there was bone formation, but limited to the
borders of the defect, with the formation of fibrous connective tissue in the remaining
area of the defect in two biological points. Considering these results, it is concluded
that the biomaterials were studied biocompatible and osteoconductive, however
hydroxyapatite doped with magnesium did not favor increased bone regeneration.

Keywords: bone regeneration, biomaterials, hydroxyapatite, magnesium.
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1 INTRODUCAO

A Bioengenharia Tecidual Ossea é uma area emergente, interdisciplinar e
multiprofissional, que tem ganhado destaque, nos ultimos anos, devido aos avancos
técnico-cientificos e as demandas biomédicas e socioecondmicas. Nesta area 0s
principios das ciéncias biolégicas e das engenharias s&o utilizados para o
desenvolvimento ou aperfeicoamento de biomateriais ou técnicas regenerativas que
melhorem ou restaurem a funcédo tecidual comprometidal?3. Estes biomateriais
podem ser produzidos a partir de substratos metalicos; poliméricos, naturais ou
sintéticos; ceramicos; ou uma mistura de dois ou mais tipos, denominados

compositos®.

Os biomateriais devem apresentar propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
bem como morfologia, compativeis com os tecidos vivos para atuarem como
arcaboucos tridimensionais que favorecam a regeneragdo tecidual ou para
substituirem de forma adequada os tecidos danificados ou perdidos® 4. Dentre uma
grande variedade de materiais, as ceramicas representam um grupo que tem sido
amplamente utilizado nas técnicas regenerativas ésseas e dentarias®, como nos casos
de pseudoartrose e perda éssea em alvéolos dentéarios. Dentre elas, aquelas a base
de fosfato de calcio (Ca), principalmente a hidroxiapatita (HA) tem se destacado devido
a similaridade com componentes da fase mineral do tecido 6sseo, por favorecer a
interacdo entre o tecido e o biomaterial, por sua boa biocompatibilidade, excelente
osteocondutividade®’, auséncia de toxicidade, local ou sistémica® ” e por servir de
arcabouco tridimensional para os eventos celulares ocorridos durante a regeneracao

tecidual, como a angiogénese e a neoformacgéo 0ssea.

Aperfeicoar as propriedades da HA € uma perspectiva promissora para a area
biomédica, uma vez que contribui para modificar e/ou melhorar a resposta tecidual a
este biomaterial. Como exemplo, tém-se as substituicdes isomorficas que mantém a
estrutura hexagonal da HA”®°. Neste caso, o Ca da HA pode ser substituido por
metais como zinco (Zn), estroncio (Sr) e magnésio (Mg)’°. Estas substituicdes
modificam as propriedades fisico-quimicas deste biomaterial e podem interferir na

resposta tecidual ao mesmo.

O Mg é um ion interessante para ser utilizado nestas substituicdes, pois este

mineral tem grande importancia nas fases iniciais da osteogénese, na qual esta
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intimamente associado ao mecanismo de mineralizacdo e atua sobre as células
6sseas, ao estimular a proliferacdo de osteoblastos!®'?. Sua deficiéncia pode causar
danos a rigidez 6ssea e, consequentemente, aumentar os riscos a osteoporose®312,
Aproximadamente de 53% do Mg distribuido pelo corpo humano esta depositado no

tecido 6sseol12,

Uma vez instituidas estas incorpora¢des na HA sintética, faz-se necessaria a
realizacdo de novos estudos para avaliar seu comportamento in vivo, quando em
contato com os fluidos corporeos, visto que estas substituicbes alteram a
cristalinidade, a solubilidade, os parametros de rede, estabilidade térmica e
reatividade superficial'*?, a bioatividade, a biocompatibilidade'® e as propriedades de

adsorcdo da estrutura da HA®.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de realizar estudos
experimentais, in vitro e in vivo, capazes de elucidar as interferéncias das novas
caracteristicas fisico-quimicas da HA dopada com Mg no reparo tecidual. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar, in vivo, a biocompatibilidade e o potencial
osteogénico de microesferas de HA dopadas ou ndo com Mg, produzidas com

tecnologia nacional, em defeito 6sseo néo critico na calvéaria de rato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado, metabolicamente
ativo, rico em matriz extracelular (MEC) e diferentes tipos celulares: osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos. Estas células estdo imersas em uma MEC mineralizada,
composta pelas fases organica e inorganica, que associadas proporcionam

resisténcia e resiliéncia, dureza a este tecidol.

A arquitetura macroscopica deste tecido divide-se em cortical ou compacto e
esponjoso ou trabecular'”-'®, O primeiro € denso, encontra-se na regido mais
periférica do tecido dsseo e resiste melhor ao estresse mecanico, quando comparado
ao esponjoso. Este ultimo é trabeculado, pois apresenta espagos intercomunicantes

que abrigam a medula 6ssea e ndo suporta forgas mecanicas excessivas'®20.

As superficies 0sseas, internas e externas, sao revestidas, respectivamente,
pelo enddsteo e peridosteo, membranas que apresentam grande importancia para a
integridade do tecido 6sseo’. O peridsteo é constituido de duas camadas uma
externa, rica em vasos sanguineos e nervos, fibroblastos e fibras de colageno, com
nucleos intensamente corados, esparsos em meio a MEC'"19, A outra camada,
interna, denominada “cambium™®, é composta de dois tipos celulares: |) células
fusiformes com nucleos alongados, da linhagem osteogénica e |IlI) células
arredondadas e caracterizadas pela grande quantidade de citoplasma basofilico, em
contato direto com a superficie do 0sso; sao os osteoblastos. Esta membrana
encontra-se ausente nas superficies articulares. Ja o enddsteo é composto por uma

Unica camada achatada de osteoblastos quiescentes?.

Os trés tipos celulares presentes no tecido 6sseo, osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos sido responsaveis, respectivamente, pela sintese, manutengdao e
reabsorgcdo da MEC?. Os osteoblastos originam-se de células mesenquimais
indiferenciadas e apresentam-se como células cubdides, mononucleadas,
polarizadas, com nucleo esférico e citoplasma baséfilo. Estas células sao
responsaveis pela sintese da matriz organica do tecido 6sseo, bem como pela sua

mineralizagdo’. Quando sdo encontradas na superficie 6ssea com o aspecto
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ligeiramente alongado formando uma camada continua, sdo denominadas de células
de revestimento 6sseo'®2'20. Os osteoblastos que ficam aprisionados na matriz
ossea mineralizada tornam-se ostedcitos?%?!, células que mantém e preservam a
MEC deste tecido'. Estas células sdo fundamentais para a remodelagio 0ssea,
uma vez que possuem receptores para hormdnios como, por exemplo, da tiredide
e da paratireoide, estrogénios, glicocorticoides, insulina, vitamina D (1,25

Dihidroxivitamina D3)"8.

Os osteoclastos sao formados a partir de células do sistema monocitico-
fagocitario, que se fusionam e originam as células multinucleadas??23. Caracterizam-
se bioquimicamente por apresentar diferentes tipos de enzimas: fosfatase acida
resistente ao tartarato, adenosina acida trifosfatadavanadato sensitiva,
isosimaanidrase carbébnica Il, entre outras, sendo responsaveis pela reabsorcao

ossea, dentro das denominadas lacunas de Howship'®.

Recentes avancos levaram a descoberta do sistema chave de regulagéo
molecular para a remodelacdo Ossea, mecanismos moleculares e as proteinas
envolvidas no processo de reabsor¢cdo 0ssea. Atualmente, compreende-se que este
processo é controlado por um sistema composto por trés proteinas: o receptor
ativador do fator nuclear kappa-beta (RANK), o ligante do receptor ativador do fator
nuclear kappa-beta (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG)?*. A estimulacéo,
diferenciacéo e ativacdo de osteoclastos é estimulado quando o RANKL se liga ao
seu receptor RANK. Esse efeito estimulante € inibido por seu antagonista (OPG), que
impede a ligagdo do RANKL com o receptor RANK, inibindo a reabsorcao 6ssea, ou
seja, inibe a ativacdo e diferenciacdo dos osteoclastos. O sistema RANK também
contribui para a reabsorcdo Ossea induzindo a expressdo de uma proteinase
(catepsina K), que é produzida por osteoclastos ativados e esta envolvida com a
solubilizacdo da matriz 6ssea??. Osteoporose pds-menopausa, artrite reumatdide,
doenca periodontal, tumores 0sseos benignos e malignos, metastases 0sseas,
doenca de Paget e hipercalcemia maligna, s&o algumas das patologias relacionadas
com as anormalidades nesse sistema®>. A deficiéncia de OPG resulta em

osteoporose, pela maior reabsorcdo 6ssea?®.

A MEC do tecido 6sseo é constituida por componentes organico e inorganico.
O componente organico corresponde a 1/3 do tecido 6sseo e é também denominado

de matriz organica. Esta matriz da forma ao 0sso e garante sua resisténcia ténsil. Os
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outros 2/3 formam a matriz inorganica composta por sais minerais de fosfato de
célcio, carbonatos, sddio, fldor, citrato e magnésio'*'’. As porcdes, organica e
inorganica, da matriz interagem para fornecer propriedades mecanicas de

elasticidade, resisténcia e dureza, caracteristicas do tecido 6sseo?°.

A matriz organica € composta principalmente por colageno tipo |, cerca de
90%'827, Entretanto, proteoglicanas e glicoproteinas adesivas, proteinas néo
colagénicas, como osteopontina (OP), sialoproteina 6ssea (BSP), osteonectina (ON)
e osteocalcina (OC), também fazem parte desta matriz'82028, Estas proteinas
auxiliam na formagédo da matriz tridimensional deste tecido e na interagcdo célula-

célula, célula-matriz?®, células-fatores de crescimento e deposicao de sais minerais.

A parte inorganica da MEC do tecido dsseo € constituida, principalmente, por
fosfato de calcio, organizado como cristais de HA — apatita bioldgica'®3°. Ademais,
podem também ser encontrados, em menor quantidade, bicarbonato, sédio,
potassio, citrato, Mg, carbonato, lactato, fluoreto, Zn, bario e Sr'82631,. O Mg é o
quarto cation mais abundante no corpo humano e cerca de 53% € encontrado
naturalmente no osso, principalmente, no cortical®>. Este micronutriente é

depositado, em sua maioria, na superficie dos cristais de HA33.

2.1.1 Reparo Osseo

Durante o reparo dsseo, eventos como inflamacao, fibroplastia e remodelacéo,
que ocorrem durante a cicatrizacdo normal de feridas em tecidos moles, também
ocorrem. Apos uma fratura ou lesdo dssea, ocorre ruptura vascular, que ativa a
cascata de coagulagdo, seguida da formagdo de hematoma'®34. As extremidades
O0sseas no local de fratura, privadas de seu suprimento sanguineo, tornam-se
necréticas e sdo reabsorvidas pelos osteoclastos!’. O comprometimento do
suprimento sanguineo também priva os ostedcitos de nutrientes essenciais, os quais,

consequentemente, morrem.

Mediadores inflamatdrios liberados pelas plaquetas fazem com que os vasos
sanguineos dilatem-se e exsudem plasma, levando a formagéo de edema'’. Neste
momento, as células inflamatérias, incluindo leucécitos polimorfonucleares, seguidos

por macréfagos e linfocitos, migram para a regido. A medida que a resposta
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inflamatoria regride, o tecido necrdtico e o exsudato sdo reabsorvidos, e os

osteoblastos aparecem e comegam a produzir nova matriz osteoide'7-3°.

A medida que o reparo progride, o pH gradualmente retorna a neutro e a seguir
fica alcalino; assim a atividade da fosfatase alcalina € otimizada e promove a
mineralizagdo do calo da fratura'’. Este evento leva a proliferagdo das células do
periosteo e a formacdo do calo ésseo na area lesionada, com consequente
neoformacédo &ssea, constituida, inicialmente, por osso imaturo, gradualmente
substituido por osso lamelar?°. Ao mesmo tempo, ha neoformacgéo vascular, a partir
de vasos sanguineos ja existentes. E, finalmente, ocorre a remodelagao tecidual e

redugdo do tecido neoformado para o tamanho dsseo inicial3® 37,

Devido a este potencial regenerativo, semelhante ao da osteogénese
embrioldgica®*, defeitos dsseos pequenos reparam-se por regeneragdo e sem a
formacgao de cicatriz fibrosa'®. Em contrapartida, situagdes em que a morfologia e
dimenséo do defeito sdo extensas e criticas ao reparo, 0 mecanismo regenerativo
torna-se limitado, e dessa forma ha deposicao de tecido conjuntivo, formando cicatriz
fibrosa3-40, Esta condigdo pode comprometer tanto a estética quanto a fungdo do

tecido3841,

2.2 Biomateriais

Define-se como biomaterial (Figura 1) qualquer substancia ou combinacao de
substancias, natural ou ndo, que ndo sejam drogas ou farmacos, utilizados em
aplicagbes biomédicas e que interagem com sistemas biolégicos, que tratam,

aumentam ou substituem quaisquer tecidos, 6rgéaos ou fungbes do corpo*243,
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Figura 1 - Tipo de biomateriais. (A) Biomaterial metalico, placas em titanio para reconstrucao facial; (B)
Biomaterial polimérico, polietileno para implante de queixo e (C) Biomaterial ceramico,
cimento de HA, para preenchimento ésseo.

|

e

Fonte: Adaptado de MAIA, et al (2010)*5.

A primeira geragao de biomateriais data do inicio do século XX até a década de
1970%*. Esta foi baseada na procura de materiais denominados inertes. Teoricamente
estes biomateriais ndo estimulariam nenhuma resposta tecidual, nem inflamatéria, nem
infecciosa no local da implantagdo*3. Varios tipos de materiais foram testados e
utilizados, como, por exemplo, as ceramicas (alumina totalmente densa e zircdnia); os
metais nobres (platina, liga cromo-cobalto e titanio); os polimeros (silicone,

politetrafluoretileno/teflon e polimetiimetacrilato de metila/PMMA), dentre outros*3.

A segunda geracao de biomateriais surgiu na década de 70, onde o foco era
0 conceito de biocompatibilidade — comportamento celular apds contato do
biomaterial com o tecido ao qual foi implantado — e a biodegradabilidade — fenbmeno
em que o material € degradado ou solubilizado em fluidos tissulares, desaparecendo
do sitio de implantagao*>43. Deste modo, surgiu novo questionamento referente a
forte relacao entre a biocompatibilidade-bioinerticidade, dando origem a uma classe
de biomateriais: os denominados bioativos*3. A bioatividade pode ser definida como
sendo a capacidade de um material estimular a ligagao interfacial entre tecidos vivos

e o material, sem a formacao de capsula fibrosa que separa o biomaterial do tecido*3.

Aterceira geragao inclui os materiais capazes de estimular respostas celulares

especificas no nivel molecular*s. Nesta geragdo os conceitos de bioatividade e
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biodegradabilidade se combinam em um determinado material**. Recentemente, o
conceito de materiais bioinertes foi abandonado, devido as evidéncias de que todo

material provoca algum tipo de resposta no organismo*3.

Essas trés geragdes sao interpretadas de forma conceitual e ndo cronoldégica,
visto que cada uma delas representa uma evolugao nas propriedades dos materiais

envolvidos, de acordo com as necessidades e exigéncias que surgiam?*

2.2.1 Biomateriais substitutos 6sseos

Os pesquisadores da Bioengenharia Tecidual Ossea buscam restabelecer a
estrutura e funcionalidade do tecido 6sseo perdido*’. Para isto, enxertos dsseos
podem ser utilizados, os quais sao classificados de acordo com sua natureza e
origem em quatro grandes familias (Figura 2)*84°: Autégenos — obtidos de areas
doadoras do proprio individuo; Homogenos — provenientes de doadores da mesma
espécie; Xenogenos — provenientes de doadores de espécie diferente do receptor; e
Aloplasticos ou biomateriais — tém origem sintética e podem ser confeccionados em
laboratdrios a partir de materiais metalicos, ceramicos e/ou poliméricos, naturais ou

sintéticos*849,
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Figura 2 - Classificagcdo dos materiais de acordo com sua origem e interagdo com o meio fisioldgico.
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Fonte: OLSSON, et al. (2008)5%°.

Quanto ao comportamento bioldgico, a classificacdo dos biomateriais é

baseada na resposta do tecido hospedeiro*349:50,
= Bioinertes - aqueles que ndao provocam reacao de corpo estranho no
organismo, encontrando-se em ligacdo direta ao tecido receptor.

Exemplos: ceramicas e polimeros.
= Biotoleraveis - sdo moderadamente aceitos pelo tecido receptor,
geralmente envolvidos por capsula fibrosa. Exemplos: metais e

polimeros.

= Bioativos - existe a formacdo de uma ligacao direta aos tecidos vivos,

pois geralmente tem na sua composicao ions de calcio ou fésforo que
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vao estabelecer uma ponte quimica com 0 0sso envolvente, sem a
formagdo de capsula fibrosa que separa o biomaterial do tecido
Exemplos: ceramicas (hidroxiapatita).

» Biodegradaveis/Reabsorviveis - sdo lentamente degradaveis
desaparecendo do sitio de implantagdo. Exemplos: ceramicas (fosfato

tricélcico) e alguns polimeros.

Tendo em vista os problemas relacionados com a obtencdo de quantidade
ideal de enxerto, morbidade do sitio doador, no caso de enxertos autégenos, e com
a antigenicidade, em relagcdo aos homogenos e xendgenos, uma grande variedade

de biomateriais vem sendo desenvolvidos nos ultimos anos (Figura 2)51-53,

Atualmente, para a utilizacdo como substitutos do tecido ésseo, existem
diversos biomateriais que variam ndo somente em relacdo a sua origem e
composicdo quimica (metalicos, ceramicos, poliméricos e compdsitos)®#4°, mas
também quanto a sua acdo mecéanica e configuracdo espacial (arcaboucos

tridimensionais, pés, granulos, microesferas, hidrogéis, entre outros)°*.

Os biomateriais ceramicos tém sido utilizados desde 1892, com o emprego do
gesso de Paris (sulfato de Ca), como um cimento para fixacdo de fraturas e
preenchimento de defeitos 6sseos®®. Entre as ceramicas mais estudadas, aquelas a
base de fosfato de Ca (HA, fosfato tricalcio, carbonato de calcio,vidros bioativos e
vitroceramicas sintéticas) vém sendo amplamente utilizadas na recuperacdo e
substituicdo 6ssea, uma vez que possuem caracteristicas de superficie bioativa*®
4351 Existem varias fases de fosfatos de Ca: bruxita [CaH(POa4)?H20], fosfato
tricalcico (TCP) [Ca3(P0Oa4)2] e a HA[Ca10(POa4)s(OH)2], sendo esta muito similar a fase

inorganica do tecido 6sseo humano*%-°6,

Devido a biocompatibilidade, bioatividade e caracteristicas de osteoconducéo,
os biomateriais ceramicos como a HA e TCP tém recebido grande atengdo como
materiais de preenchimento, espacadores e substitutos para os enxertos 6sseos*357-60,

Principal desvantagem do TCP quando comparado a HA é sua rapida reabsorc&o®®.

Dentre as ceramicas utlizadas, a HA sintética demonstra propriedade
osteocondutora®-62, similaridade com o componente inorganico do tecido 6sseo e
biocompatibilidade. Assim, tem sido indicada em alguns casos de reparo periodontal,

levantamento de seio maxilar®® e em preenchimento de alvéolos dentarios®. Esta
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ceramica pode ser produzida em diferentes formas (p6, particulas, pastilhas, blocos ou
microesferas), tamanho, textura, grau de porosidade (macro ou microporoso), grau de

cristalinidade (cristalino ou amorfo) e solubilidade (absorviveis ou ndo absorviveis)>3,

Estas ceramicas podem ser produzidas por uma série complexa e demorada
de reacdes de sintese utilizando, principalmente, carbonato de célcio e acido
fosférico®. Ao final dessas reacdes de sintese, obtém-se as ceramicas na forma de
um po, isto &, constituidas por um aglomerado de particulas em simples justaposicao,
mantidas juntas por ligacdbes muito fracas. Nessas condi¢cdes, as ceramicas
apresentam quase nenhuma propriedade mecénica, e essa forma € utilizada para a
preparacao de amostras, chamadas de “verdes”, que posteriormente sdo submetidas

ao processo de sinterizacao®®.

As ceramicas “verdes” podem ser preparadas de diferentes maneiras, em
geral, exercendo-se uma carga sobre uma quantidade de p6 a fim de se obter uma
amostra compactada. As técnicas mais comumente utilizadas para isso sdo: pressao
uniaxial, vazamento em moldes (onde nao se utiliza carga), pressao uniaxial em altas
temperaturas e pressao isostatica em altas temperaturas. Nessas duas Ultimas, a

preparacédo de amostras e sinterizacdo sdo efetuadas ao mesmo tempo®.

A sinterizacd@o € o tratamento térmico que é dado as amostras de ceramica
‘verde”. Nesse processo ocorre a progressiva transicdo daquele estado de
aglomeracao, particulas em simples justaposicdo, para uma unidade na qual as
particulas fundem-se umas com as outras. Durante esse processo, ocorrem varias
modificacdes nas ceramicas, tais como: diminuicdo da area de superficie, diminui¢ao
do volume da amostra, aumento da fase cristalina e aumento das propriedades
mecanicas. A diminuicdo do volume da amostra se da como consequéncia da
densificagdo da ceramica durante a sinterizacdo, a qual, por sua vez, determina o

nivel de porosidade®®.

As ceramicas devem possibilitar a adeséao, proliferacao e diferenciacado das
células que em sua diregdo migrarem; ser porosas para possibilitar a formagéo e
crescimento vascular de permeio aos seus poros ou no intersticio observado entre
suas esferas ou particulas; ter biodegradacao controlada para permanecer no local
implantado por um periodo necessario e assim estimular reacdes quimicas e
biolégicas favoraveis a sua funcéo; e desencadear reacgédo tecidual minima?® 66-68 QO

tamanho dos poros da ceramica é inversamente proporcional ao aumento de
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temperatura de sinterizagcdo. Assim, quanto mais elevada a temperatura, menor
nimero de poros*3%-70, Entretanto, sua capacidade de resisténcia a compresséo até

uma temperatura de 1.525 °C possui relacéo direta com essa temperatura®®,

As principais limitacdes do uso de fosfatos de calcio em biomateriais sdo as
suas propriedades mecanicas, uma vez que sao frageis e apresentarem baixa
resisténcia a fadiga’>"2. As ceramicas porosas apresentam esta caracteristica mais
acentuada. Entretanto, acredita-se que uma porosidade superior a 100 um de
diametro favorece vascularizacdo adequada, colonizacdo de células Osseas e

difusdo de nutrientes’?®.

2.2.2 Hidroxiapatita

A HA [Ca10(PO4)s(OH)2] € um fosfato de calcio hidratado e o principal
constituinte inorganico do osso, cerca de 95%*3. O termo “hidroxi” corresponde ao
grupo hidroxila e “apatita” € um nome do mineral. A HA biolégica € composta por ions

em concentracdes diversas, tais como calcio, magnésio, sédio, fllor e outros*3.

Quanto a distribuicdo do magnésio no corpo humano, cerca de 99% do total
encontra-se nos 0ssos, musculos e tecidos moles. No caso de altera¢des agudas na
concentracéo plasmatica de magnésio, ocorrera a permutacéo deste ion a partir do
tecido 6sseo. Em geral, um terco de magnésio esquelético € permutavel, servindo
como um reservatério para manter niveis fisioldgicos de magnésio extracelular. Os
niveis de concentracdo de magnésio intracelular variam de 5 a 20 mmol/L; sendo 1-
5% ionizado, o restante encontra-se ligado as proteinas, moléculas carregadas
negativamente e trifosfato de adenosina (ATP). A concentracdo de magnésio
extracelular corresponde a 1% de total de magnésio no corpo, que se encontra

principalmente no soro e células vermelhas do sangue®3.

O magnésio é depositado na superficie da HA como parte integrante dos
cristais (Figura 3) e sua liberacdo segue a reabsorcdo 6éssea®3. Em menor quantidade
também é depositado na camada ao redor do cristal, tornando-se um reservatério de
Mg permutavel, Gtil para manter as concentragdes extracelulares fisioldgicas durante

alteracdes agudas deste micronutriente no sangue®3.
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Figura 3 - Unidade do cristal de HA. Ca: célcio; Na: sédio; Mg: magnésio; Sr: estréncio; OH: hidréxido;
Cl: cloreto; F: flior; PO4 e HPOa: fosfato; COas: carbonato.
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Fonte: JAHNEN-DECHENT; KETTELER (2012)3.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e microestrutural similares
aquelas da matriz inorganica do tecido 6sseo, a HA tem destague tanto nas
pesquisas cientificas quanto nas aplicacGes clinicas®®. De um modo geral, HA
sintéticas sdo biocompativeis; osteocondutoras, ja que favorecem o crescimento
0sseo em direcao a suas particulas; e bioativas, por estabelecer unido direta com o
tecido 6sseo do sitio de implantacdo, possibilitando assim a migragdo e proliferagéo

de fibroblastos e osteoblastos em associacdo a sua estrutura®43:60.73.74,

A partir de reacbes em sistemas aquosos, por precipitacdo ou hidrélise,
reacOes hidrotermais ou reacdes em estado sélido, pode-se obter a HA. Quando
preparada pelos métodos de precipitacao ou hidrélise, a apatita obtida € geralmente
deficiente em Ca (razdo molar Ca/P é menor que o valor estequiométrico 1,67 para
HA) e baixa cristalinidade*®. Caso a reacdo de precipitacdo seja realizada em pH
muito basico, o precipitado contera carbonato, que fara razdo molar Ca/P maior que

valor estequiométrico*?.

A HA pode ser sintetizada com relativa facilidade em laboratério, com
diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas, formas de apresentacdo e
formatos®’3. Quando produzidas no formato de microesferas, estas ceramicas
tornam-se promissoras para a regeneragao 0ssea, visto que possibilitam a secrecéo
e difuséo de fatores de crescimento e nutrientes; migracao e proliferacédo de células
fusiformes e osteoprogenitoras; sintese de MEC; neovascularizacdo e reparo

tecidual de permeio as microesferas’’’®.
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A implantagdo destas bioceramicas pode ser feita por meio de técnicas
cirirgicas minimamente invasivas, dando celeridade a recuperagdo do paciente com
menor tempo de internamento e, consequentemente, menor risco de infeccbes
secundarias®. Todavia, vale ressaltar que, devido a sua baixa resisténcia mecanica,
a utilizacdo destas ceramicas pode ser limitada em alguns casos, especialmente
quando o defeito 6sseo a ser reparado est4 em regides anatbmicas que estao sob

constante tensao*°78:81.82,

Pesquisadores tém considerado a habilidade de efetuar substituicdes
isomorficas na HA, sem perder seu arranjo estrutural hexagonal”® e tém permutado
fons de célcio por zinco, estréncio, flllor, Mg’ entre outros, com objetivo de melhorar

suas propriedades fisico-quimicas e osteogénicas.

2.2.3 Magnésio

O Mg é um micronutriente essencial ao metabolismo corporal e com grande
relevancia para as fungdes celulares!'. Em seres humanos, é o quarto cation mais
abundante e o segundo no meio intracelular'-83, Do total de Mg corp6reo, cerca de 53%
€ encontrado no tecido 6sseo, 27% nos compartimentos intracelulares do musculo e

19% nos tecidos moles. O 1% restante é encontrado no soro e nos eritrocitos183,

O ion Mg é necessario para a sintese de ATP'1284 de acidos nucléicos e de
proteinas; participa de reagdes mitocondriais'"-28 e atua como cofator em mais de
300 reagdes enzimaticas, influenciando indiretamente o metabolismo mineral''.83.84,
Além disso, este ion esta intimamente associado ao mecanismo de mineralizagao,
uma vez que interfere na cinética da nucleagédo de apatita bioldégica durante a
osteogénese, e pode reduzir sua cristalinidade'®'2. Portanto, no é surpreendente que
as alteragbes na homeostase do Mg impacte sobre as fungdes de células e tecidos™.

O Mg é muito abundante durante as fases iniciais da osteogénese, quando
estimula a proliferacdo dos osteoblastos, devido a sua influencia sobre a mitose
destas células’. E a sua deplecdo causa fragilidade e perda Ossea, e,
consequentemente, risco de osteoporose (Figura 4)'-13,
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Figura 4 - Mecanismos envolvidos na relac@o entre deficiéncia de Mg e o aparecimento da
osteoporose. PTH: paratorménio; vit D: vitamina D.

» Cristais de HA maiores =, rigidez dssea

=
Efeitos diretos | osteoblastos
7 » Células osseas @l

1 osteoclastos

Deficiéncia
de Mg < OSTEOPOROSE

A

» {,PTH = |vitD = |formacio dssea

Efeitos indiretos L ) ‘
» Estresse oxidativo —

Preabsorgdo ssea

=

» Inflamagdo

Fonte: Adaptado de CASTIGLIONI, et al. (2013)L.

Na resposta imunoinflamatéria, o estudo de® demonstrou que, na deficiéncia
de Mg, ha um aumento no numero de leucocitos polimorfonucleares circulantes,
havendo um aumento na atividade fagocitica e uma maior producdo de espécies
reativas de oxigénio responsaveis pela maior destruicao tecidual. Nesse mesmo
estudo foi observado ainda que a maior concentracao extracelular deste ion inibe a

formacdao de radicais livres.

A incorporacdo de metais em biomateriais para substituicdo 6ssea é uma
abordagem atrativa para modificar as propriedades mecéanicas e biologicas destes
materiais®’. Dada a relevancia biolégica do magnésio, muitas equipes de pesquisa tém
trabalhado na sintese de HA e fosfatos de célcio contendo baixos niveis de Mg, para
melhorar a sua bioatividade!. Deste modo, a incorporacéo de Mg na estrutura da HA é
de grande interesse a fim de tentar elucidar o papel do Mg no tecido 6sseo. De acordo
com a literatura, a substituicdo de célcio pelo magnésio em HA é limitado. Isto est&
relacionado com a grande diferengca de tamanho entre ions de magnésio e ions de

célcio, o que leva a fortes deformacdes da estrutura HA e reduz a sua cristalinidade?®.

A adicdo de Mg a estrutura hexagonal da HA, por meio da substituicdo parcial
dos ions de Ca por Mg, favorece a diminuicdo da cristalinidade da HA e,
consequentemente, aumenta a dissolucdo desta ceramica®. A substituicdo do Ca pelo
Mg tem despertado grande interesse cientifico e clinico, uma vez que as ceramicas
dopadas mostraram-se, in vitro, biocompativeis e ndo apresentaram toxicidade?68°,

tornando esses novos biomateriais promissores para a regeneragdo 6ssea®.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, in vivo, a resposta tecidual apds a implantacdo de microesferas de HA

dopadas ou ndo com Mg, em defeito 6sseo ndo critico, na calvéaria de rato.

3.2 Objetivos Especificos

Descrever, por meio da andlise histomorfométrica, o comportamento biolégico
das microesferas de HA dopada, ou ndo, com Mg, apés 15 e 45 dias de pos-

operatorio.

Caracterizar o reparo 6sseo por microscopia optica ap0s a implantacao das

microesferas supracitadas, nos mesmos periodos de analises.

Identificar se 0 Mg incrementou a capacidade osteogénica da HA.
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4 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) (Protocolo n°02/2013 CEUA-
EBMSP) (Anexo A) e foi desenvolvida de acordo com as Normas de Etica em
Pesquisa com Animais, bem como os Principios de Biosseguranca. Os animais foram
cedidos e mantidos no Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de

Santana (UEFS-BA), onde os procedimentos cirurgicos foram desenvolvidos.

4.1 Biomateriais

Os biomateriais utilizados neste estudo foram desenvolvidos, preparados e
fornecidos por pesquisadores do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), sob
supervisao do pesquisador Alexandre Malta Rossi.

4.1.1 Processamento das microesferas

4.1.1.1 Preparacao dos pos de HA

Para a sintese da HA, utilizaram-se solucdes de nitrato de Ca e nitrato de Mg
(teores molares de 1%), e fosfato dibasico de amdnio. Primeiramente, preparou-se
uma solucao de nitrato de Ca [Ca(NO3)2.4H20] e nitrato de Mg (Mg(NO3)2.6H20) com
concentracéao total de cations de 0,2M ou 0,20 moles/1000mL. Com auxilio de uma
bomba peristaltica com fluxo de 4,5 mL/min, gotejou-se esta mistura sobre uma
solugéo de fosfato dibasico de aménio, (NH4)2HPO4 com concentragdo 0,20M ou 0,12
moles/600mL, mantendo-se o pH 9,0 com hidréxido de amdnio concentrado
(NH4OH), temperatura de 90°C e agitacdo mecanica de 240rpm. Esta mistura
permaneceu em digestdo por trés horas nas mesmas condigdes, sendo entdo filtrada
em funil de Buckner e ressuspensa em agua MilliQ a 90°C, por trés vezes, até obter
pH 7,0 na agua de lavagem. O sdlido obtido foi seco por liofilizagdo por 24 horas.

Finalmente, o material obtido foi macerado e peneirado em peneira menor que 74um.
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4.1.1.2 Preparacao das microesferas

Os po6s de HA substituida com 1% molar de magnésio (HAMg), menores que
74 pm, foram misturados a uma solugéo de alginato de sodio 1% v/v até a formacao
de pasta ceramica. Por extrusdo, com o auxilio de uma seringa com agulha (0,55 x
20mm), a pasta ceramica foi, entdo, gotejada em uma solucdo de cloreto de Ca
(CaClz) 0,15M, onde imediatamente foram formadas as microesferas. Estas ficaram
em solucado de cloreto de Ca durante 24h e, apds este periodo, foram lavadas com
agua MilliQ e secas por liofilizacdo. As microesferas obtidas foram peneiradas
utilizando-se peneiras com abertura na faixa de 425 a 600um de diametro.

ApOs esta etapa as microesferas foram sinterizadas em forno mufla durante
27h, sob rampa crescente de aquecimento (17h até atingir 550°C; 550°C por 2h; 6h
até atingir 1100°C e 1100°C por 2h). A temperatura de 1100°C corresponde ao
processo de sinterizagéo.

4.2 Etapa experimental

4.2.1 Amostra

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus) albinos, da linhagem
Wistar, com peso corporal entre 350g e 400g e idade aproximada de 3 a 4 meses,

fornecidos pelo Biotério Central da UEFS.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para a composicdo de trés
grupos experimentais, com quatro animais em cada, avaliados nos ponto biolégicos
de 15 e 45 dias de pés-operatério: Grupo HAMg (GHAMg) — defeito 6sseo nao critico
preenchido com microesferas de HA dopadas com Mg; Grupo HA (GHA) — defeito
0sseo néo critico preenchido com microesferas de HA preparadas pela mesma rota,
porém sem Mg; Grupo Controle (GC) — defeito 6sseo nao critico sem biomaterial de

preenchimento (Tabela 1).
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Tabela 1 — Namero de animais de acordo com o grupo experimental e ponto biolégico.

Ponto Biolégico

Grupo experimental 15 dias 45 dias Total
GHAMg - . g
GHA

GC 4 4 o
TOTAL 12 12 04

Durante todo o experimento os animais receberam ragdo sélida (Nuvital®) e
agua ad libitum; foram mantidos em caixas plasticas forradas com maravalha de
pinus, autoclavada e trocada diariamente, conforme grupo e ponto biolégico. Na
etiqueta de identificacdo ainda constava a massa corporal do animal, data da cirurgia

e do sacrificio, e nome do pesquisador.

4.2.2 Técnica Cirurgica

Esta etapa somente foi iniciada apos aprovacao do projeto de pesquisa pelo
CEUA-EBMSP. Estes procedimentos cirargicos foram realizados no Biotério Central
da UEFS, onde os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental.

Previamente a realizagdo do procedimento cirdrgico, os animais foram
submetidos a analgesia e sedagdo com injecdo intramuscular de cloridrato de
guetamina 2% na proporc¢éo de 0,1 mL/100g de massa corporal e cloridrato de xilazina
a 2% na proporcao de 0,04 mL/100g de massa corporal. Em seguida, os animais foram
tricotomizados na regido da calvaria, posicionados em decubito ventral e submetidos

a antissepsia com alcool iodado do campo operatério (Figura 5A).

A técnica cirargica empregada na confeccao do defeito foi a mesma descrita
na literatura®?, contudo, vale ressaltar que o defeito confeccionado no nosso estudo
foi de 5 mm. Nesta técnica, o acesso cirargico a por¢cdo mediana da calvaria foi obtido
com uma incisdo cutadnea semilunar com aproximadamente 3cm de extenséo,
mediante a utilizacdo de lamina de bisturi n°15, seguida da exposi¢éo do periosteo e

sua remocao, para exposicao do tecido 6sseo (Figura 5B).
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Posteriormente, o defeito 6sseo circular n&do critico transfixado com,
aproximadamente, 5,0 mm de diametro foi confeccionado’®6°! na porcédo mediana
da calvaria a partir do vértice da sutura craniana posterior (Figura 5C e 5D). Para
isto, foi utilizada uma fresa trefina (Dentoflex®) com 5mm de diametro, montada em
contra angulo (Driller®) com reducdo de 16:1, acoplado em motor para implante
(Driller®), a 1500rpm, sob irrigacdo constante com solucéo fisioldgica. Por fim, os
biomateriais utilizados foram implantados no defeito 6sseo, exceto para o grupo
controle, no qual ndo houve implantacdo de biomaterial. Em seguida, o retalho foi
reposicionado e suturado com pontos interrompidos com fio de seda 4.0 (Ethicon®,
Johnson & Johnson).

Figura 5 - Sequéncia cirdrgica para a confec¢éo do defeito dsseo. (A) Tricotomia da regido da calvéria.
(B) Exposicao do tecido 6sseo. (C) Demarcacdo do defeito 6sseo na porgdo mediana da
calvaria. (D) Defeito 6sseo néo critico confeccionado.
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4.3 Etapa laboratorial

4.3.1 Processamento histologico

Apos 15 e 45 dias de pos-operatério, os animais foram submetidos a eutanésia,
mediante aprofundamento anestésico com dose letal de cloridrato de quetamina.
Posteriormente, removeu-se a porcao superior da calvaria, e os tecidos moles foram

descartados e o espécime fixado em formaldeido a 4% durante sete dias.

ApoOs este periodo as calvarias foram reduzidas com disco de carborundum
(n°. 409) acoplado a um mandril e a um motor elétrico rotativo (Dremel®). Durante
esta etapa o defeito foi cortado ao meio (Figura 6), os espécimes descalcificados em
acido nitrico (5%) por duas horas e incluidos em parafina. Os cortes obtidos, com
5um de espessura, foram corados em hematoxilina-eosina (HE) e picrossirius red
(PIFG) e, posteriormente, examinados por microscopia de luz comum (Leica®
DM1000) para analise histomorfométrica. O processamento histolégico foi realizado

no Instituto de Patologia Geral e Cutanea — IPAC.

Figura 6 - Desenho esquematico do defeito ndo critico em calvaria de rato. (a) Linha de referéncia
para o corte transversal dos espécimes; (b) area seccional do defeito apds corte
transversal.

Fonte: Adaptado de Rolim (2010)°.
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4.4 Anélise morfométrica

Na avaliacdo morfométrica, mensurou-se 0s seguintes parametros: extensao
linear do defeito (EL), area de matriz mineralizada do defeito (AMM), nos 03 grupos
da pesquisa, com pontos bioldgicos de 15 e 45 dias, calculando-se a média, o desvio
padrdo e o valor de p (ANOVA). Para tanto, utilizou-se o Sistema de Analise de
Processamento de Imagens QWin 3.1 (Leica®), a partir da andlise de imagens
obtidas pela camera digital (Leica® DFC 310 FX) acopladas ao microscopio de luz
comum (Leica® DM1000). Esta etapa foi realizada no Laboratério de Bioengenharia
Tecidual e Biomateriais (LBTB) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise histomorfologica

GHAMq

Aos 15 dias, observou-se que o biomaterial preencheu toda a extensdo e
espessura do defeito (Figura 7). As microesferas caracterizaram-se por um aspecto
mais denso. Notou-se que a neoformacdo Ossea foi observada além das bordas
O0sseas do defeito, em direcdo centripeta do defeito (Figuras 8 e 9). Distante das
bordas, esta neoformacdo foi observada de permeio as microesferas, por vezes,
circundando-as (Figura 10). Limitando esta neoformacdo de matriz ostedide,
observam-se osteoblastos e ostedcitos englobados pela mesma. Nos locais onde néo
houve formac&o de matriz ostedide, notou-se a presenca de tecido conjuntivo rico em
vasos sanguineos, no qual foi possivel evidenciar um infiltrado inflamatério
mononuclear e células gigantes multinucleadas, caracterizando inflamacao crénica

granulomatosa moderada, principalmente proximo as microesferas (Figuras 11 e 12).

Figura 7— GHAMg 15d. Preenchimento do defeito 6sseo com as microesferas (M) de HAMg em Unica
camada. Na regido préxima as bordas ésseas (Bo) notam-se areas de mineralizacdo (*)
associadas as microesferas (M). Na regiao central do defeito observa-se um tecido conjuntivo
(Tc) com aspecto denso. Veia central (Vc). HE. Barra 300 um.

300 pm
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Figura 8— GHAMg 15d. Neoformacéo éssea (*) associada a borda 6ssea (Bo) e ao biomaterial, de
permeio as microesferas (M). Tecido conjuntivo (Tc) circundando as microesferas ao longo
do defeito. Veia central (Vc). PIFG. Barra 300 um.

300 ym

Figura 9 — GHAMg 15d. Deposicdo de matriz ostedide (*) associada a borda éssea (Bo) e as
microesferas (M) de HAMg. Microesferas preenchendo o defeito e circundadas por tecido
conjuntivo (Tc). PIFG. Barra 200 pm.

200 pm
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Figura 10—~ GHAMg 15d. Mineralizagao (*) ao redor e de permeio as microesferas (M) deHAMg. Na
regido superior, onde ndo houve mineralizagdo, nota-se a presenca de tecido conjuntivo
(Tc) com aspecto denso. HE. Barra 200 pum.

200 pm

Figura 11 — GHAMg 15d. Presenca de tecido conjuntivo fibroso circundado as microesferas (M) de
HAMg. Reacdao inflamatéria crénica (Ri) granulomatosa moderada com células gigantes
multinucleadas (—#) associadas ao biomaterial. HE. Barra 100 pm.
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Figura 12 — GHAMg 15d. Estroma com tecido conjuntivo fibroso (Tc) e presenca de células gigantes
multinucleadas (=) circundando a microesfera (M) de HAMg. HE. Barra 50 pm.

No ponto biolégico de 45 dias, a neoformacdo 0ssea estendeu-se de maneira
centripeta e confluente, de ambas as bordas, em direcdo a area central, com quase
unido completa no centro do defeito (Figuras 13 e 14). Esta, na maioria das vezes,
preencheu 2/3 da extensdo do defeito 6sseo em permeio as microesferas. Pode-se
observar que as microesferas que estavam proximas as bordas foram circundadas por
este tecido mineralizado neoformado, com presencga de ostedcitos (Figura 15). Nas
areas onde nao houve formacao de tecido mineralizado, identificou-se um tecido
conjuntivo mais denso em relacdo ao periodo anterior. Neste, foi possivel observar

células fusiformes e capilares sanguineos (Figura 16).
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Figura 13 — GHAMg 45d. Presencga de matriz ostedide (*) associada as bordas 6sseas (Bo) e ao longo
do defeito em associac@o as microesferas (M) que ocuparam toda a extensédo do defeito
0sseo. Presenca de tecido conjuntivo (Tc) na regido central. HE. Barra 300 pum.

300 pm -
—

Figura 14 — GHAMg 45d. Mineralizacdo (*) proxima as bordas 6sseas e circunjacente as microesferas
(M) de HAMg. Tecido conjuntivo fibroso (Tc) na regido central do defeito circundando o
biomaterial. HE. Barra 300 um.

300 pm
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Figura 15 — GHAMg 45d. Tecido mineralizado em organizacao (*) circunjacente a microesfera (M) de
HAMg. Nota-se a presenca de ostedcitos (—#) e tecido conjuntivo (Tc). HE. Barra 50 um.

Figura 16 — GHAMg 45d. Presenca de tecido conjuntivo (Tc), rico em vasos sanguineos (—¥*) de
permeio as microesferas (M) de HAMg. Preenchimento do defeito com multiplas camadas
de biomaterial. HE. Barra 200 pm.
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GHA

Aos 15 dias, observou-se a presenca de matriz ostedide associada as bordas
0sseas, bem como circundando as microesferas que ocupavam toda a extenséo e
espessura do defeito, organizadas em uma Unica camada de material (Figuras 17,
18 e 19). Observou-se a presenca de ostedcitos e osteoblastos associados a esta
neoformacao. Pode-se observar que houve deslocamento de algumas microesferas.
Notou-se que as microesferas se apresentavam num aspecto ndo uniforme, pois ora
havia a presenca de tecido conjuntivo em seu interior, ora ndo (Figura 20). Na regido
central do defeito, houve formacao de tecido conjuntivo frouxo, contendo infiltrado
inflamatdrio mononuclear e células gigantes multinucleadas, o que caracteriza uma
inflamacao crénica granulomatosa discreta, mais notoria ao redor das microesferas
mais densas. Notou-se também neovascularizacdo em toda a extensdo do defeito
(Figura 21).

Figura 17 — GHA 15d. Microesferas (M) de HA preenchendo toda a extenséo do defeito.
Mineralizagdo (*) proxima as bordas 6sseas (Bo) e ao longo do defeito em associagéo
com as microesferas (M). Presenca de tecido conjuntivo (Tc) na regido central. HE. Barra
300 pm.
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Figura 18— GHA 15d. Mineralizagéo (*) nas proximidades da borda éssea (Bo) e circunjacente as
microesferas (M) de HA. HE. Barra 200 pm.

200 pm

Figura 19 — GHA 15d. Presenca de matriz ostedide neoformada (*) nas proximidades da borda 6ssea
(Bo) e circundando as microesferas (M) de HA presentes nesta regido. Deposicdo de
tecido conjuntivo (—*) dentro da microesfera. PIFG. Barra 200 pum.

200 pm




a7

Figura 20 — GHA 15d. Tecido conjuntivo (Tc) organizado na regido superior do defeito. Nota-se
aspecto heterogéneo das microesferas de HA, algumas tém aspecto mais denso (Md)
outras mostram-se porosas (Mp). HE. Barra 200 um.

200 pm

Figura 21 — GHA 15d. Presenca de tecido conjuntivo circundando a microesfera (M) de HA, associado
a reacao inflamatoria cronica granulomatosa (RI), com presenga de células gigantes
multinucleadas (—*). HE. Barra 50 um.
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Aos 45 dias, observou-se que a deposicdo de matriz ostedide nas regifes de
borda foi mais evidente que aos 15 dias, preenchendo, em média, 4/5 do defeito em
direcéo centripeta (Figura 22). O biomaterial se organizou, na maioria das vezes, em
multicamadas (Figura 22). As microesferas que se encontravam proximas as bordas
O0sseas foram englobadas pela matriz ostedide neoformada, com presenca de
ostedcitos e osteoblastos, nesta regido (Figuras 23 e 24). Notou-se, circunjacente as
microesferas, a presenca de vasos sanguineos e discreto infiltrado inflamatério
mononuclear com células gigantes, caracteristicas da inflamacdo cronica

granulomatosa (Figuras 25, 26 e 27).

Figura 22 — GHA 45d. Presenca de mineralizacdo em, praticamente, toda extenséo do defeito
circunjacente as microesferas (M) de HA. O biomaterial preencheu todo o defeito e se
organizou em multiplas camadas. HE. Barra 300 pum.
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Figura 23 — GHA 45d. Presenca de matriz ostedide (*) associada a borda éssea (Bo) e circundando a
microesfera (M) de HA préxima a esta regido. PIFG. Barra 200 um.

Figura 24 - GHA 45d. Mineralizacao (*), com areas ja em organizagdo, circundando a microesfera (M)
de HA. Presenca de ostedcitos. HE. Barra 100 pm.
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Figura 25 - GHA 45d. Presenca de tecido conjuntivo (Tc), rico em vasos sanguineos (—*) de permeio
as microesferas (M) de HA. Preenchimento do defeito com mudltiplas camadas de
biomaterial. HE. Barra 200 pm.

Figura 26 — GHA 45d. Septos de tecido conjuntivo (—#) ao redor das microesferas (M) de HA e
também no interior de algumas microesferas. PIFG. Barra 200 pm.
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Figura 27 - GHA 45d. Presenca de tecido conjuntivo (Tc) circundando as microesferas (M) de HA,
com presenca de vasos sanguineos (*) e células gigantes multinucleadas (—*). HE. Barra
100 pm.

Aos 15 dias, observou-se limitada neoformagéo 6ssea restrita as bordas 0sseas,
com presenca de osteoblastos ativos e ostedcitos, e na area residual do defeito notou-
se tecido conjuntivo frouxo, com espessura reduzida quando comparado com a borda
(Figura 28 e 29), rico em células fusiformes e vasos sanguineos (Figura 30). Observou-
se também inflamacé&o crbnica discreta (Figura 30).
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Figura 28 - — GC 15d. Mineralizacéo (*) restrita as bordas ésseas (Bo) e area residual preenchida por
tecido conjuntivo (Tc) em toda sua extensao. Veia central (Vc). HE. Barra 300 um.

Figura 29— GC 15d. Mineralizacéo (*) associada a borda éssea (Bo) com tecido conjuntivo (Tc) em
toda a area residual do defeito. HE. Barra 200 pm.

200 pm
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Figura 30 — GC 15d. Presenca de tecido conjuntivo associado a uma reagédo inflamatéria crénica (Ri),
infiltrado inflamatério monomorfonuclear. Nota-se a presenca de células fusiformes (—#) e
vasos sanguineos (*). HE. Barra 50 pm.

Aos 45 dias, notou-se que a neoformacéo éssea estendeu-se além da borda
em direcdo centripeta ao defeito, e mais evidente do que aos 15 dias (Figura 31). A
inflamacédo cronica discreta com escassas ceélulas inflamatorias mononucleares.
Notou-se também a presenca de vasos sanguineos e células fusiformes de permeio
ao tecido conjuntivo formado nas regides onde ndo houve mineralizacdo, na regiao
central, o que equivale provavelmente a regido de sutura na tabua 6ssea da calvaria
(Figura 32).
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Figura 31 — GC 45d. Defeito 6sseo preenchido por tecido mineralizado (*), com a presenga de uma
pequena area de tecido conjuntivo (Tc) na regido central. Borda éssea (Bo). HE. Barra 300
pm.

Figura 32 — GC 45d. Presenca de tecido conjuntivo fibroso (Tc) na regido central do defeito. Matriz
osteodide (*). PIFG. Barra 100 pm.

-

300 pm




55

5.2 ANALISE MORFOMETRICA

5.2.1 Extensao linear do defeito 6sseo

Em relagdo a extensdo linear do defeito ndo se observou diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos estudados, em nenhum dos pontos
bioldgicos (Tabela 2 3), mostrando que o defeito permaneceu com uma dimensao

aproximada de 5mm.

Tabela 2 - Média (desvio-padréo) da extenséo linear do defeito dsseo dos grupos experimentais, nos
pontos bioldgicos de 15 e 45 dias.

Grupo Comparagao Comparagao
. GHAMg GHA GC Valor de p GHAMg com
Periodo com GC
GHA
. 5,02 £ _ _ Gl: p=0,28 NS
15 dias 343+238 527+0,19 017 p=0,18 NS p=0,20 NS GII- p=0,97 NS
. 5,07 + _ _ Gl: p=0,61 NS
45 dias 465+0,62 5,00+0,86 0.19 p=0,60 NS p=0,71 NS GIl: p=0,.98 NS

NS: ndo significante; S: significante.

Figura 33 - Mensuracgéo da extensdo linear do defeito 6sseo dos grupos experimentais, nos pontos
biolégicos de 15 e 45 dias.
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5.2.2 Area de matriz osteéide neoformada

Aos 15 dias ndo se observou diferencas significativas quanto a area de matriz
ostedide neoformada. Contudo, no ponto biolégico de 45 dias, pode-se observar
significancia estatistica quanto o total desta, comparando os grupos GHAMg e GHA

com GC, tendo GC maior média de matriz ostedide neoformada (Tabela 3).

Tabela 3 - Média (+ desvio-padrdo) da area de matriz ostedide neoformada dos grupos experimentais,
nos pontos bioldgicos de 15 e 45 dias.

Grupo Comparagao Comparagao

, GHAMg GHA GC Valor de p GHAMg com

Periodo com GC
GHA

) 0,25 + 0,12 + 0,20 + B _ GHAMg:p=0,89 NS
15 dias 029 007 o038  PTOS8NS  p=0.55NS GHA: p=0,82 NS

) 0,20 + 0,25+ 0,61+ B _ GHAMg: p=0,01 S
45 dias 013 011 021 p=0018 p=092NS GHA: p=0,02 S

NS: néo significante; S: significante.

Figura 34 - Andlise da razdo de matriz oste6ide neoformada na area seccional total do defeito dos
grupos experimentais, nos pontos bioldgicos de 15 e 45 dias.
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6 DISCUSSAO

No ambito da Bioengenharia Tecidual Ossea a HA tem destaque entre as
ceramicas a base de fosfato de calcio devido a sua similaridade com componentes da
fase mineral do tecido 6sseo, boa biocompatibilidade, osteocondutividade, e, também,
por sua bioatividade, que favorece a interacéo entre o tecido 6sseo e o biomaterial®®.
Estas caracteristicas puderam ser observadas no nosso estudo, uma vez que quando
implantadas, as microesferas de HA dopadas ou ndo com Mg, mostraram-se

biocompativeis, osteocondutores e bioativas.

A propriedade de osteoconducdo dos biomateriais possibilita que estes
funcionem como arcaboucos e favorecam a adesao, a migracdo e a proliferacéo de
células mesenquimais, a angiogénese e a formacéo de um novo tecido 6sseo®. Para
tanto, € importante que os biomateriais permanecam no sitio de implantacdo durante
0 reparo, pois o deslocamento dos mesmos limita a execu¢éo de sua funcionalidade.
Nos grupos, onde houve a implantacdo dos biomateriais, as microesferas se
organizaram em camadas, e, consequentemente formaram um arcabouco para
deposicdo de um novo tecido mineralizado de permeio as microesferas, nos dois
grupos e em ambos pontos biologicos. Esta neoformacdo iniciou nas bordas,
provavelmente, estimulada por fatores inflamatérios, angiogénicos, de crescimento e
de diferenciacédo celulares liberados nesta regido devido a ruptura vascular decorrente
do procedimento cirargico e, também, pela presenca do periésteo na regido adjacente

ao defeito’>9,

Biomateriais a base de fosfato de calcio sdo amplamente utilizados na pratica
clinica, médica e odontolégica. Assim, atualmente, existem diferentes pesquisadores
utilizando fosfatos de calcio, em diferentes formulagfes, especialmente, substituidos
por diferentes ions, a fim de melhorar propriedades fisico-quimicas do material. Entre
os diferentes cations utilizados nestas substituicdes, o Mg € de especial importancia,
por ser 0 quarto cation mais abundante no corpo, segundo no meio intracelular e o
mais abundante em cartilagem e tecido Osseo durante as fases iniciais da

osteogénese?’?,

A adicao de Mg a estrutura hexagonal da HA, por meio da substituicdo dos ions
de Ca por Mg, favorece a diminuicdo da cristalinidade da HA e consequentemente
aumento no grau de dissolucéo desta ceramica’®. Assim, a HA dopada com Mg (GHAMg)
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desencadeou uma reacdo inflamatoria mais evidente, com aparente maior grau de
degradacao das microesferas, aos 15 e 45 dias, quando comparada com as microesferas
de HA sem o metal (GHA). Diferentemente, os resultados encontrados por%®, ao
avaliarem granulos de HA dopados com Mg, mostraram que a degradacéo dos granulos
dopados com o metal foi semelhante aquela observada nos granulos de HA
estequiométrica. Contudo, os granulos utilizados neste estudo ndo foram sinterizados. Ja

as microesferas avaliadas em nosso estudo foram sinterizadas a 1100°C.

A biodegradacao da HA — fator que interfere na reacéo tecidual ao biomaterial
— pode ocorrer pela combinacao dos seguintes processos: (1) fisico-abrasivo — fratura,
desintegracéo; (2) quimico — dissolucdo, aumento de Ca e P localmente na superficie;
e (3) biolégico — reducédo do pH causado pela atividade celular e fagocitica, resultando
no aumento da taxa de biodegradacdo devido a dissolucdo do calcio e fésforo®’.
Fatores que tendem a aumentar a taxa de biodegradagédo incluem aumento da
porosidade, redugéo do tamanho do cristal, aumento no nimero de cristais imperfeitos
e tamanho do biomaterial®’. No estudo de Kalita e Bhatt (2007)% foi avaliado as
caracteristicas fisico-quimicas de HA dopada ou ndo com magnésio e zinco, in vitro,
0s autores observaram que a HA dopada com Mg obteve a maior taxa de degradacao
guando comparada a HA pura e com zinco. Nosso estudo, in vivo, corrobora com
estes achados, uma vez que as microesferas de HAMg apresentavam maior

degradacdo quando comparada a HA sem o metal.

Somado a isto, este ion esta intimamente associado ao mecanismo de
mineralizacdo??, principalmente na fase inicial de osteogénese, uma vez que aumenta a
cinética de nucleacéo da HA, retardando sua cristalizacdo, e pode interferir em mudancas
qualitativas da matriz 6ssea'®. Isto pode ser notado aos 15 dias no GHAMg onde pode-
se observar uma neoformacdo Ossea superior GHA, 25% e 12% da area total,
respectivamente. Porém, este padrdao ndo se repetiu aos 45 dias, tendo o0 GHA (25% da
AT) uma neoformagéo 0ssea proxima ao GHAMg (20% da AT). Em ambos os casos

estas diferencas ndo foram significativas (p=0,55 — 15 dias e p=0,92 — 45 dias).

No GHA, aos 15 dias, notou-se que as microesferas apresentavam-se com
aspecto ndo uniforme, pois ora havia a presenca de tecido conjuntivo em seu interior,
ora ndo. Isto mostra uma heterogeneidade na estrutura das microesferas que pode
estar relacionada ao processo de sinterizagdo, que resultou em microesferas com

cristais mais coesos em determinadas regides e menos coesos em outras. Em regides
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onde houve menor fragmentacdo do biomaterial, provavelmente devido a sinterizacao
mais efetiva, houve maior formacdo de tecido 6sseo ao redor destas particulas,
principalmente proxima as margens oOsseas. No GHAMg as microesferas
caracterizaram-se por um aspecto mais denso sendo observada neoformacao 0ssea
além das bordas 6sseas do defeito, e distante das bordas, esta neoformacéo foi
observada de permeio as microesferas, por vezes, circundando-as. Este aspecto mais
denso das microesferas dopadas com Mg pode estar associado ao fato da adicdo de
Mg favorecer a sinterizacdo mais uniforme® e também aumentar as propriedades
mecanicas do biomaterial, sem alterar a seguranca biologica e biocompatibilidade do

composto inicial®®.

A confeccdo de um defeito na regido da calvaria culmina com rompimento
vascular que promove o0 extravasamento sanguineo, liberacdo de citocinas
inflamatérias, formacdo de coagulo, inflamacédo aguda e inflamacéo cronica®®. Esta
reacdo, quando associada ao biomaterial, e a depender de suas caracteristicas fisico-
guimicas, tem maior ou menor intensidade e finda com uma regeneracdo 06ssea,
reacao de corpo estranho ou fibrose. Nos trés grupos experimentais deste estudo,
observou-se uma inflamacéo cronica. Nos grupos GHAMg e GHA, esta inflamacao foi
do tipo cronica granulomatosa, o que, segundo®, é inerente a implantacdo dos
biomateriais nos tecidos vivos. Este tipo de resposta inflamatoria cronica também foi
encontrado por Barreto (2006)°, Cardoso e colaboradores (2006)!°%, Miguel e
colaboradores (2006)3°, Barreto (2008)1?, Paula (2008)1°, Rolim (2010)°, Barreto
(2011)1%4, Miguel e colaboradores (2013)*° e Ribeiro (2013)% que também avaliaram
biomateriais para regeneragdo 6ssea, em calvaria de rato. Vale ressaltar que nestes
estudos o defeito 6sseo foi de 8mm e no nosso o defeito foi de 5mm, 0 que ndo tem
correlagcdo com o surgimento de inflamacao crénica granulomatosa. Além disso, Nnosso
estudo corrobora com o de Barreto (2011)%4, que avaliou o potencial osteogénico de
microesferas de HA e também observou, aos 15 dias, uma reacéo inflamatoria mais

acentuada associada as microesferas mais fragmentadas.

Outro fator fundamental a regeneracédo éssea é a neovascularizacédo®’. No
nosso estudo observou-se neoformacdo vascular em toda a extensdo do defeito nos
trés grupos, em todos os periodos estudados, sendo mais acentuada no GHAMg e
GHA. Este aspecto é de fundamental importancia para o reparo 6sseo, uma vez que

fornece nutrientes, oxigénio e fatores de crescimento necessarios a diferenciagéo e
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maturacdo de células mesenquimais indiferenciadas, bem como células da linhagem

osteoblastica, em osteoblastos®.

No GC (controle) a neoformacéo limitou-se, aos 15 dias, a regido das bordas,
com 20% da AT preenchida por matriz ostedide neoformada. Ja aos 45 dias, esta
neoformacédo evoluiu em direcdo centripeta, e ocupou 61% da &rea total do defeito.
Nossos resultados contrapdem os resultados obtidos por Develioglu, Saraydin e Kartal
(2009)1%, Frota e colaboradores (2010)°7 e Zong e colaboradores (2010)1%, ja que
estes estudos concluiram que defeito 6sseos com 5mm em calvaria podem ser
considerados criticos, por apresentarem reparo finalizado por fibrose e neoformacéo
Ossea restrita as bordas, no controle e, também, nos grupos com a implantacao de
biomateriais. Desta forma, fica evidente que ndo ha consenso entre 0s autores sobre
0 exato diametro para o defeito 6sseo ser considerado como critico — defeito que néo
regenera ao longo da vida do animal‘®®. Alguns autores utilizaram defeitos com
dimensédo de 4mm?*% de 5mm?769111L112- de 6mm!!3; e de 8mm411143040 O que se
torna evidente é que defeitos 6sseos com dimensdes de 4, 5 e 6 mm, em que a area
residual remanescente é pequena, pode apresentar regeneracdo 6ssea completa,

apenas com a utilizacdo de biomateriais osteocondutores.

Estimular a regeneracéo 6ssea € um desafio constante para os profissionais da
area de salde e pesquisadores da area de Bioengenharia Tecidual Ossea.
Atualmente a tendéncia € desenvolver e utilizar biomateriais biomiméticos que
acelerem e/ou favorecam a regeneracdo do defeito ésseo, diminuindo o risco poés-

operatorio®.

A biocompatibilidade e o potencial osteocondutor dos biomateriais estudados
evidenciados neste estudo demonstram seu potencial para futuras aplicagdes clinicas,
principalmente em perdas 6sseas menores. Contudo, estudos em defeitos criticos
devem ser realizados para melhor caracterizar o potencial osteogénico da HA dopada
com Mg.
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7 CONCLUSOES

e Os biomateriais foram biocompativeis, osteocondutores;

e O grupo controle apresentou neoformacéo 0ssea evidente, compativel com
a capacidade regenerativa do tecido 6sseo, sem, contudo, regenerar-se de modo

completo, no periodo observado;

e Os grupos HAMg e HA restituiram a altura 6ssea em comparacéo ao grupo

controle;
¢ O Mg nao favoreceu maior regeneracao 0ssea;

e Os biomateriais avaliados neste estudo sdo interessantes para aplicacoes
clinicas onde a permanéncia do biomaterial faz-se necessario, como material de

preenchimento 6sseo.
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ANEXO

PARECER DO COMITE DE ETICA

BAHIANA

ESCOLA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

COMISSAO DE ETICA NO DE USO DE ANIMAIS

Oficio 03/2013.
Salvador, 05 de novembro de 2013.

O projeto de pesquisa protocolado nesta comissdo sob n® 02/2013, intitulado
"Avaliagdo do reparo de defeito o6sseo ndo-critico com a utilizacdo de
hidroxiapatita magnesiana”, de responsabilidade do pesquisador Prof. Fluvio
Borges Miguel foi avaliado segundo os critérios preconizados na lei 11.794/2008 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA - MCT), sendo
julgado APROVADO em 05 de novembro de 2013 pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP). Contendo os
seguintes objetivos:

OBJETIVOS:

Geral

Avaliar, in vivo, o reparo tecidual em resposta a implantagdo de microesferas de hidroxiapatita
dopadas com 1% molar de magnésio, em defeito 6sseo nao-critico em calvaria de rato.
Especificos

- Caracterizar, a biocompatibilidade de microesferas de hidroxiapatita dopadas com 1% molar
de magnésio implantadas em defeito 6sseo ndo-critico, apés 15, 45 e 120 dias pds operatorio.

- Quantificar, morfometricamente, por microscopia de luz, a neoformacdo éssea apos a
implantagdo das microesferas supracitadas, nos mesmos periodos de observagéo.

A aprovacédo contempla a utilizagdo de:

Espécie Quantidade
Rattus norvegicus da linhagem 45
Wistar

Lembramos a necessidade do envio de relatério parcial e final da pesquisa,
dentro do cronograma citado no mesmo proto/ olo.

o M n
Presidente da Comissao dé Etica no Us d Ammals Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publict (CEUA-EBMSP)

Av. D. Jodo VI, n°. 275 - Brotas / CEP 40.290-000 - Salvador-BA
Fones: (071) 3276-8200/ 3276-8225 — Email: ceua@bahiana.edu.br - www.bahiana.edu.br
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