UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

RODRIGO CAMPOS RODRIGUES TRINDADE

AVALIACAO DA HIDROXIAPATITA SINTETICA COMO SUBSTITUTO OSSEO EM
ASSOCIACAO COM MEMBRANA BIOLOGICA EM DEFEITOS CRITICOS EM
FIBULA DE RATOS WISTAR.

ALFENAS/MG
2020



RODRIGO CAMPOS RODRIGUES TRINDADE

AVALIACAO DA HIDROXIAPATITA SINTETICA COMO SUBSTITUTO OSSEO
EM ASSOCIACAO COM MEMBRANA BIOLOGICA EM DEFEITOS CRITICOS
EM FIBULA DE RATOS WISTAR.

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencédo do titulo de Mestre
em Odontologia pela Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de
Alfenas - UNIFAL-MG. Area de
concentracdo: Odontologia. Linha de
Pesquisa: Bioengenharia de materiais
odontolégicos e reparo tecidual.

Orientador: Tomaz Henrique Aradjo

ALFENAS/MG
2020



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas

Trindade, Rodrigo Campos Rodrigues.
T833a Avaliacdo da hidroxiapatita sintética como substituto 6sseo em
associagdo com membrana bioldgica em defeitos criticos em fibula de ratos
Wistar. / Rodrigo Campos Rodrigues Trindade - Alfenas/MG, 2020.
72 f.: il -

Orientador: Tomaz Henrique Aradjo

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Odontolégicas) — Universidade
Federal de Alfenas, 2019.

Bibliografia.

1. Transplante Osseo. 2. Durapatita. 3. Regeneragéo Ossea. 4.
Engenharia Tecidual. I. Aradjo, Tomaz Henrique. Il. Titulo.

CDD-610.28

Ficha Catalogréfica elaborada por Fatima dos Reis Goiata
Bibliotecaria-Documentalista CRB/6-425




SHOT ON M| 9
.OO TOMTERRA




Dedico este trabalho, primeiramente, a Deus por
guiar meus passos e iluminar meu caminho. A minha
mae pelo amor incondicional e por me fazer chegar
até essa vitoria, mesmo sem poder estar ao meu
lado para comemorar. Ao meu pai e a minha irma por
todo carinho e amor dedicado. Aos amigos e
professores, pela paciéncia e pelos ensinamentos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, gratiddo eterna por seu imenso amor e misericordia infinita. Agradeco
pela oportunidade da vida e da familia que me foi concedida. Os seus planos foram
perfeitos e muito maiores do que eu poderia sonhar. Fui abengcoada com uma familia
gue me moldou com amor e amor incondicional. Através dos seus projetos, meus pés
trilharam todo um caminho até aqui. Hoje sei que nada foi ao acaso e que pertenco

ao lugar em que cheguei. Obrigado por cuidar e conduzir cada detalhe na minha vida.

A minha mae, obrigado pelo seu lindo esforco em me fazer um homem bem-
sucedido na vida. O seu amor incondicional, as suas licdes, todas as corre¢des, 0 seu
sorriso, 0 seu abrago e o seu olhar, s&o a minha inspiragao para ser alguém melhor
todos os dias ao acordar. Obrigado por me ensinar no caminho em que devo andar.
Aléem de todo agradecimento aqui esta toda a minha dedicacdo, amor, carinho e
respeito. Esta nova etapa vencida € uma dedicacdo, um presente para vocé, mae.
Sinto muita a sua falta e queria muito que vocé estivesse aqui presente para me ver
vencer, mais uma vez. Obrigado pela sua vida ter se conectado com a minha. Te amo,

mae. Saudades eternas.

Ao meu pai e irma, sem vocés, eu hada seria. Pai, obrigado pela sua luta ardua
em me fazer ser alguém. Por nunca desistir de mim, principalmente nos momentos
mais dificeis da vida. Obrigado por me ensinar valores. Te agradeco por lutar por mim
e por me amar incondicionalmente. Eu nunca vou ter palavras para dizer tudo o que
significa para mim e nem o0 quanto eu te amo. Eu s6 posso agradecer a Deus e ao
senhor, pai, por ter me dado vida. Se um dia eu for trés por cento do que o vocé €, eu
serei um grande homem e a vida tera valido a pena. Obrigado.

Minha querida irma, obrigado por ser minha protetora, por ser a minha razao
guando eu era tdo perdido. Agradeco a Deus pela familia que pertencemos. Eu te amo
e sou grato por todos 0s anos em que vivemos juntos e por todo aprendizado que
vocé me proporcionou. Eu ndo trocaria por nada e nem por ninguém a irma que vocé
¢é e foi para mim. Te amo.

“‘Nao precisa ter conta sanguinea, € preciso ter sempre um pouco mais de

sintonia”



A Universidade Federal de Alfenas, aqui aprendi a ensinar e aprender. Conheci
pessoas que se tornaram amigos, além de amigos de profissdo. Agradeco pela
oportunidade de moldar, mais uma vez, as minhas experiéncias, conhecimento e
comportamento. Muito obrigado pelo tempo em que conquistei conhecimento,
UNIFAL-MG.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Tomaz Henrique Araujo, obrigado por todos os
“‘puxdes de orelha”, por me ensinar, pela paciéncia e pela dedicacdo ao fazer este
trabalho acontecer. Com certeza, para mim, ndo poderia ter sido melhor. Sinto me
privilegiado em ser orientado por um profissional de tamanha competéncia e
conhecimento. Obrigado por enriquecer as minhas experiéncias, 0 meu conhecimento

e a minha sabedoria. Sinto-me honrado e agradecido em té-lo como meu orientador.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Wagner Rossi Junior, obrigado por toda a atencéo
dispensada, pelas dicas e pelos ensinamentos. Agradeco toda sua disponibilidade e
interesse em ajudar e fazer com que este trabalho acontecesse. Sou grato pelo seu
tempo, onde sempre que precisei, fui atendido da melhor forma possivel, com respeito

e atencado. Obrigado.

Ao biotério central da Unifal, obrigado a todos os funcionarios pela ajuda e
parceria. Em especial, & médica veterinaria Erika Incerpi, sempre disposta a me
orientar no manejo com 0s animais, me auxiliar na metodologia da pesquisa, e
sobretudo, a doar carinho aqueles que tiveram suas vidas sublimadas em nome da

ciéncia.

Aos funcionarios do laboratério de morfologia DO ICB, Fernando, Moacyr e
Andréia, obrigado pela companhia e auxilio na parte histologica envolvendo minha

pesquisa.

A todos da clinica de cirurgia, aos alunos, agradeco a amizade e confianca, fomos
grandes parceiros na construcdo do saber. Dividimos conhecimentos, brincadeiras,
ansiedades e receios. Vocés me ensinaram como aprender a ensinar. Com certeza,
vocés vao ficar marcados nas memaorias dos meus passos. Meus agradecimentos a

Val e Daiana, por todo o carinho e respeito compartilhado nestes dois anos.

A todos 0s meus amigos do mestrado 2017, vocés tornaram esta jornada leve,

alegre, divertida e, principalmente, possivel. Além de me ajudarem com o saber



cientifico, se tornaram amigos e companheiros de profissdo para as tarefas da vida!
Meus sinceros agradecimentos por dividirem comigo momentos de muita alegria,

preocupacao e suor neste caminho.

Ao Professor Dr. Denismar Alves Nogueira, obrigado pela atencao, disponibilidade
e paciéncia em me ajudar a aprender e confiar na minha capacidade. Sua direcao foi
uma licdo devida para os passos futuros.

Ao Professor Dr. Carlos Eduardo Gomes do Couto Filho, foi muito mais que
aprendizado! Foi a construcédo de uma amizade, de parcerias e de muito conhecimento
adquirido e compartilhado. Agradeco cada minuto de experiéncia, profissionalismo,
dicas e conselhos. Me despeco com a certeza de ser melhor do que ontem. Que 0s

nossos sonhos nunca envelhegam.

A minha amiga, graduanda e futura colega de profisséao, Ligia Reis, o tempo é
umas das nossas maiores riquezas. Gostaria de agradecer imensamente por dedicar
grande parte do seu tempo para ajudar na minha formacéo. Foram dias, manhas,
tardes e, as vezes, até noites trabalhando juntos para que pudéssemos concluir as
minhas tarefas. Obrigado pela sua disposicéo, atencado, carinho, respeito e vontade
em ajudar. Sem vocé, seria imprescindivel a conclusédo desta etapa. A vocé, todo me

agradecimento, carinho e respeito. Obrigado.

A Barbara Maria Fernandes, agradeco, de coracéo, pela sua paciéncia, carinho,
compreensao e incentivo em todo periodo dessa jornada. Cada conselho e cada
palavra mais rigidos de apoio. A sua preocupacao e determinacdo em elevar a minha

esséncia, colocaram meus pés na direcao da superacéo. Obrigado por tudo, até aqui.



“Conheca todas as teorias, domine todas as
técnicas, mas ao tocar uma alma humana, seja
apenas outra alma humana.”

Carl G. Jung, 1969



RESUMO

Tanto na area médica quanto odontoldgica, diferentes pesquisas na procura de
substancias naturais ou sintéticas que possam substituir tecidos corporeos perdidos,
moles ou duros, tém sido realizadas. Na atualidade, devido ao grande
desenvolvimento tecnolégico dos biomateriais, aliado ao avan¢o dos conhecimentos
sobre a biologia do tecido 6sseo, hd uma maior possibilidade de se influenciar
seletivamente a formacao 6ssea, permitindo o controle da qualidade e a quantidade
de 0sso no interior das estruturas bucais. A falta de osso € um grande problema na
reabilitacdo estético-funcional. Quando lesado, possui capacidade de regeneracéo e
reparacao. Porém, em situacdes em que o tamanho do defeito € muito grande, ele
nao se regenera por completo. Devido a isso a classe dos biomateriais tem ganhado
destaque nas reconstrucdes 6sseas. No campo da Odontologia, os biomateriais
podem ser aplicados como enxerto 0Sseos em cirurgias regenerativas ou corretivas.
A area da bioengenharia tecidual busca desenvolver biomateriais que se aproximem
cada vez mais dos tecidos biolégicos naturais, com o intuito de aprimorar a resposta
tecidual na formacdo de um novo tecido. A presente pesquisa realizou uma analise
comparativa da neoformacédo 0ssea entre a hidroxiapatita sintética (HAP) e 0 0sso
autégeno, considerado padrdo ouro para enxertia 6ssea. Foram confeccionados
defeitos criticos de aproximadamente 4mm em fibulas de ratos, terco médio, para
observar o comportamento da neoformacéo 6ssea frente ao biomaterial sintético HAP,
observando a formacao de osso das margens do defeito para o centro. Os grupos sao
divididos em grupo controle negativo: coagulo (COA), n=10; grupo experimental:
grupo de enxerto da HAP + Membrana de Colageno, =10; grupo com Membrana de
Colageno apenas, n=10. Foram realizadas analise histolégica com hematoxilina e
eosina e microscopia eletrénica de varredura. Os resultados mostraram o real
potencial do biomaterial para promover uma neoformacéo déssea, relacionada a sua
caracteristica de osteoconducdo, auséncia de antigenicidade bem como suas
propriedades bioativas.

Palavras-chave: Enxerto Osseo. Hidroxiapatita. Regeneracdo Ossea. Engenharia

Tecidual.



ABSTRACT

In both the medical and dental areas, different researches in the search for natural or
synthetic substances that can replace lost, soft or hard bodied tissues have been
performed. At present, due to the great technological development of biomaterials,
together with the advancement of knowledge about the biology of the bone tissue,
there is a greater possibility of selectively influencing the bone formation, allowing the
guality control and the quantity of bone inside the buccal structures. Lack of bone is a
major problem in aesthetic-functional rehabilitation. When damaged, it has the capacity
for regeneration and repair. However, in situations where the size of the defect is too
large, it does not regenerate completely. Due to this the class of biomaterials has
gained prominence in the bone reconstructions. In the field of dentistry, biomaterials
can be applied as a bone graft in regenerative or corrective surgeries. The area of
tissue bioengineering seeks to develop biomaterials that are increasingly approaching
natural biological tissues, aiming to improve the tissue response in the formation of a
new tissue. This research realized a comparative analysis of bone neoformation
between synthetic hydroxyapatite (PAH) and autogenous bone, considered the gold
standard for bone grafting. Critical defects of approximately 4 mm were made in the
fibula of rats, medium third, to observe the behavior of the bone neoformation against
the synthetic biomaterial HAP, observing the bone formation of the margins of the
defect to the center. The groups are divided into negative control group: clot (COA), n
= 10; experimental group: PAH graft group + Collagen Membrane, = 10; group with
Collagen Membrane only, n = 10. Histological analysis with hematoxylin and eosin and
scanning electron microscopy were performed. The results shown or the actual
potential of biomaterial to promote bone neoformation, including osteoconduction
characteristic, absence of antigenicity as well as its bioactive properties.

Keywords: Bone grafts, Hydroxyapatite, Bone Regeneration, Tissues Engineering.
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1 INTRODUCAO

A humanidade, desde épocas remotas, tem procurado maneiras de substituir
tecidos vivos, utilizando como substitutos substancias sintéticas ou naturais, as quais,
mais recentemente, tém sido genericamente chamadas de biomateriais. Verificando o
histérico dos biomateriais na area médico-odontoldgica, inUmeras pesquisas tém sido
realizadas na procura por substancias naturais ou sintéticas que possam substituir
tecidos corporeos, moles ou duros, perdidos. (CARVALHO et al., 2010)

A engenharia tecidual vem se apresentando como uma estratégia promissora para
a area de regeneracdo Ossea. Estima-se que em 2020, no mundo todo,
aproximadamente 6,6 milhdes de cirurgias ortopédicas seréo realizadas anualmente
para reparo de defeitos 0sseos provenientes de fraturas, doencas ou ma formacao.
Nos estados unidos, 1,3 milhdes de pessoas se submetem a cirurgias do sistema
0sseo anualmente. Nesse contexto, faz-se necessario desenvolver substitutos
biologicos que imitam a estrutura e a funcao dos tecidos originais. (MANDAL et al.,
2012; MCNAMARA et al., 2014; MELKE et. al., 2016.)

O tecido 6sseo é um tecido que possui capacidade de regeneracao tecidual
frente a uma lesdo, porém, essa regeneracdo possui limitacdes relacionadas ao
tamanho do defeito gerado. (MAVROPOULOS et al., 2013).

Os defeitos 6sseos, quando muito extensos, ndo tem a capacidade de
regeneracao espontanea, sendo denominados, nestes casos, como defeitos
criticos (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Defeitos 0sseos criticos sédo defeitos que apresentam a neoformacéo 6ssea das
margens do defeito para o centro, portanto o tecido ésseo por si s6 nao regenera.
(MAVROPOULOS et al., 2013).

Defeitos 0sseos criticos geralmente resultam em comprometimento estético e
funcional e necessitam de algum tipo de intervencéo clinica como, por exemplo, a
aplicacdo de um enxerto 6sseo autdégeno (SPICER et al., 2012).

Sobre a enxertia é preciso salientar que 0s enxertos 6sseos podem ser obtidos de
diferentes origens: autégeno (do mesmo individuo), alégeno (de individuos da mesma
espécie), xendgenos (de espécies diferentes) ou aloplastico (sintético). (SOARES,
2015)
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Misch (2000), descreveu 0 0sso autdgeno como o padrdo ouro nos enxertos
0sseos, devido aos mecanismos biolégicos presentes para a neoformacdo Ossea.
Sendo que a osteogénese, a osteoinducdo e a osteoconducdo sao 0s mecanismos
orientadores para a formacéo 6ssea no local do enxerto. E preciso salientar que
apesar da grande facilidade de execucao e da excelente qualidade dos resultados
obtidos, na maioria dos casos, a enxertia autégena possui limitagdes como o sacrificio
de cartilagem ndo danificada para extracdo do material, bem como possiveis
alteracoes celulares associadas e mudancas degenerativas (SHIMOMURA, et al,
2018).

Mas, mediante a necessidade cada vez maior de cirurgias reconstrutivas,
alternativas de enxertos aloplasticos (sintéticos ou inorganicos) tem se destacado nas
pesquisas odontologicas por substitutos ésseos. Uma vez que os produtos sintéticos
nao possuem potencial antigénico, e podem ser adquiridos em grandes quantidades,
a sua utilizacdo vem sendo preconizada na literatura, em associacdo a outros
biomateriais, ao osso autdgeno, e também a concentrados plaquetarios.

Para se utilizar um biomaterial com seguranca, o0 mesmo deve apresentar
algumas caracteristicas basicas, tais como: (1) biocompatibilidade, ndo induzindo
respostas bioldgicas adversas, como reacdes alérgicas e inflamatérias ndo toleraveis
pelo organismo; (2) alta osteocondutividade, estimulando o crescimento de células
0sseas; e (3) bioatividade, que é a capacidade do material em se unir com tecido
biologico.(SOARES, 2015)

Existe no mercado uma grande variedade de biomateriais, sintéticos ou
biolégicos, com tamanhos varidveis de particulas e principalmente classificados
guanto ao seu modo de acdo: osteoconducdo, osteoinducdo ou osteogénese.
(CARVALHO et al., 2010)

Entre os diversos biomateriais, fosfatos de célcio tém atraido grande interesse
devido a variedade de aplicacbes no campo biomédico e odontologico. Além da
guestdo de seu baixo custo, potencial biodegradavel e biocompatibilidade.
(ANGHELINA, et al., 2013 ; WANG, 2017).

O fosfato de célcio é um componente inorganico presente em tecidos biolégicos
duros (por exemplo, 0ssos e dentes), onde se encontra sob a forma de hidroxiapatita
Cal0(OH)2(P0O4)6 (MANCARDI; TERRANOVA; LEEUW, 2016). Hidroxiapatita é
capaz de se integrar biologicamente quando diretamente implantado em um defeito

0sseo0, ndo causando efeito nocivo sobre o sistema imunoldgico, inclusive por ndo ser
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toxico e por apresentar comportamento osteocondutivo (ANGHELINA, et al., 2013 ;
AZZAQOUI, et al., 2017).

A hidroxiapatita constitui um avanco na sintese de materiais biocerdmicos, sendo
0 principal componente inorganico nos 0ssos, dentes e unhas (JAMARILLO et al.,
2010).

E o biomaterial mais utilizado na substituicio e reconstru¢io 6ssea devido a sua
similaridade com o tecido ésseo, além de ser uma bioceramica bioativa, capaz de
induzir atividade biolégica no tecido hospedeiro, possuindo ainda propriedades
osteocondutoras (KAWACHI, 2000; HALMODIA, 2010).

Porém, frequentemente, na utilizacdo de hidroxiapatita faz-se necessaria a
associacao de membranas ou barreiras teciduais. As membranas, reabsorviveis ou
nao, oferecem uma barreira mecanica com o intuito de impedir a migracéo de células
dos tecidos moles ao redor da regido enxertada, favorecendo a qualidade do osso
neoformado (PARRISH et al., 2009).

Assim, a necessidade de reconstrucdes dos tecidos 0sseos perdidos levou ao
aprimoramento técnico e ao avanco do estudo de biomateriais que pudessem
substituir ou aperfeicoar os procedimentos de enxertia (SOARES, 2015).

Gracas ao desenvolvimento tecnoldgico dos biomateriais, associado ao avanco
dos conhecimentos acerca da biologia do tecido 6sseo, tornou-se possivel influenciar
seletivamente a formacéo 0ssea controlando a qualidade e a quantidade de 0sso no
interior das estruturas bucais. Contudo, a pesquisa do material de implante ideal para
substituicdo do enxerto 0sseo autégeno, o melhor substituto 0sseo, ainda persiste

como um dos maiores desafios da Odontologia moderna (CARVALHO et al., 2010).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOLOGIA BASICA DO 0SSO

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, formado por células
e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2008).

Lindhe (2010), relata que no interior desta matriz, temos ions célcio e fosfato, entre
outros, organizados na forma de hidroxiapatita.

As células sdo: os ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior
da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a parte organica da matriz e localizam-se
na sua periferia; e os osteoclastos, células gigantes, méveis e multinucleadas que
reabsorvem o tecido 0sseo, participando dos processos de remodelacéo dos 0ssos.

Os ostedcitos sao células achatadas, que exibem pequena quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi pouco desenvolvido e nucleo com
cromatina condensada. Embora essas caracteristicas ultraestruturais indiquem
pequena atividade sintética, 0os ostedcitos sdo essenciais para a manutencdo da
matriz 6ssea. Sua morte € seguida por reabsorcao da matriz.

Os osteoblastos sé@o as células que sintetizam a parte orgéanica (colageno tipo |,
proteoglicanas e glicoproteinas) da matriz 6ssea. S&o capazes de concentrar fosfato
de célcio, participando da mineralizacdo da matriz. Dispdem-se sempre nas
superficies 0sseas, lado a lado, num arranjo que lembra um epitélio simples. Quando
em intensa atividade sintética, sdo cuboides, com citoplasma muito baséfilo. Porém,
em estado de pouco ativo, tornam-se achatados e a basdfila citoplasméatica diminui.

Os osteoblastos s&o conhecidos como células formadoras de o0sso. Séo
responsaveis pela sintese de BMP (proteina 6ssea morfogenética), que ficara alojada
na matriz extracelular.

Os osteoclastos séo células gigantes multinucleadas, localizadas nas lacunas de
Howship, moéveis e responsaveis pela reabsorcdo 6ssea. Junto com o osteoblasto
formam a unidade 6ssea multicelular, responsaveis pelo processo de remodelacdo
0ssea (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2008).

Os osteoclastos estdo envolvidos no processo de reparo 0sseo, principalmente
guando utilizamos de enxertos 0sseos para reconstrucdo, e o papel destas células

nos mecanismos de enxertos resultara na resposta tecidual positiva, fazendo com que
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0 enxerto, de qualquer natureza, passe a pertencer biologicamente ao hospedeiro.

O metabolismo 6sseo compreende os processos de modelagcdo e remodelacao
0ssea, atuando principalmente na homeostase de calcio a niveis sanguineos.

A modelacéo 6ssea corresponde a qualquer transformacéo ou alterag¢édo na forma
ou tamanho do osso, mediante um processo anabdlico ou catabdlico, por exemplo na
osseointegracao, onde ocorre uma formacao 6ssea sem ser precedida de reabsorcao.
Na remodelacdo, temos acdes conjuntas e sequenciais de osteoclastos e
osteoblastos, na reabsor¢éo de osso velho e substituicdo por novo osso (PELEGRINE
et al. 2009).

A remodelacdo 6ssea € um processo fisiolégico constante no qual a formacao
O0ssea € correspondente a reabsorcao, sendo regulada por diversos fatores, como
mecanismos regulatorios intracelulares, influéncia hormonal, fatores locais e externos.
Alteracbes nesse processo podem resultar em diferentes disturbios, entre eles a
osteoporose (NAJJAR; KAHN, 1977).

Na remodelagdo 6ssea nés temos a Unidade Ossea Multicelular, onde a acéo
conjunta das células presente numa mesma interface concretiza o processo de
remodelacao fisiolégico sem perda de massa o0ssea (PELEGRINE et al. 2009). O
processo de remodelacdo ocorre em pequenos conjuntos de células chamadas de
unidades multicelulares basicas de remodelacdo 6ssea (BMU), sendo caracterizado
pelo acoplamento das funcbes dos osteoclastos e osteoblastos. Cada unidade é
geografica e cronologicamente separada de outros conjuntos, sugerindo que a
ativacao de sequéncia de ocorréncias celulares responsaveis pela remodelacdo seja
também controlada localmente por fatores gerados no microambiente &sseo.
(AMADEI et al., 2006)

Os sinais mecanicos sao sobrecarga patoldgica, hipertrofia fisioldgica, atrofia por
desuso; os sinais metabdlicos incluem os sinais enddécrinos: através do paratormonio,
calcitonina, estrogénio, testosterona, vitamina D, hormonio de crescimento; e de sinais
autécrinos/paracrinos: prostaglandinas, interleucinas.

Todo o processo metabdlico 6sseo esta intimamente relacionado a homeostasia
de calcio no organismo, a niveis séricos, para que 0S processos celulares se
desenvolvam corretamente. A homeostasia de célcio ocorre por trés mecanismos:
fluxo rapido de célcio do fluido 6sseo; resposta a curto prazo dos osteoclastos e
osteoblastos regulados pelas atividades hormonais; controle prolongado da

renovacao 0ssea por fatores biomecanicos e horménios sexuais (LINDHE, 2010).
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Doencas sistémicas metabolicas como a diabetes influenciam nos eventos
celulares, seja na resposta imunoldgica, seja na modulagéo da atividade osteoclastica
e osteoblastica, na vascularizacdo dos tecidos corporais e chegada de glicose na
célula; o fumo também contribui para a deficiéncia das respostas celulares nos
mecanismos de renovacgédo e reparacao, tanto pelas substancias téxicas, como pela
dificuldade de oxigenacao celular. Véarios estudos constataram que as células
osteogénicas pré osteoblasticas provém do tecido perivascular adjacente, isso
confirma o principio cirdrgico de que o suprimento sanguineo é essencial (MISCH,
2008).

2.2 MARCADORES DA REMODELACAO OSSEA

O osso € um tecido conjuntivo especializado, vascularizado e dindmico que se
modifica ao longo da vida do organismo. Quando lesado, possui uma capacidade
Unica de regeneracao e reparacdo sem a presenca de cicatrizes, mas em algumas
situacdes devido ao tamanho do defeito, o tecido 6sseo nao se regenera por completo
(ARANEGA et al., 2010).

Apés uma lesdo O0ssea, uma sequéncia de eventos dindmicos ocorre com 0
objetivo de restaurar a forma e a funcdo do o0sso. Muitos desses mecanismos
biologicos celulares ainda ndo foram completamente identificados, porém sabe-se que
0 processo é ativado pela liberacédo de fatores de crescimento e citocinas no local.

A reparacdo Ossea é semelhante tanto para pequenas quanto para grandes
injarias, para fraturas 0sseas e para defeitos cirirgicos. Quando um 0sso € lesado,
peridsteo, vasos na cortical, medula e tecidos circundantes sdo rompidos. Ocorre um
sangramento oriundo das margens do tecido 6sseo lesado e dos tecidos moles
vizinhos. E formado um hematoma ou coagulo sanguineo dentro do canal medular,
entre as extremidades da fratura 6ssea e o peridosteo (AMADEI et al., 2006).

O coéagulo que ocorre apoés a fratura consiste em extravasamento de eritrocitos,
fibrina e plaquetas, que liberam PDGF, FGF e TGF-alfa, fatores quimiotaticos e
reguladores da atividade celular (HOLLINGER; WONG, 1996).

Para que o reparo se inicie, o codgulo sanguineo e os restos celulares e da matriz
devem ser removidos pelos macréfagos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).
Simultaneamente a formacao do coagulo, o tecido imediatamente adjacente a fratura

se necrosa. Esse tecido necrdtico estimula intensa resposta inflamatdria,
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caracterizada por vasodilatagdo, exsudacdo do plasma, leucocitos e células
mesenquimais (AMADEI et al., 2006).

A fosfatase alcalina (FA) é medida através de sua atividade e corresponde a uma
das diversas isoformas presentes no soro. E o marcador de formagéo 6ssea mais
frequentemente utilizado. Os fendbmenos 6sseos associados a elevagéo de fosfatase
alcalina necessitam ser de grande intensidade, como ocorre nas fraturas, lestes de
furca ou defeitos criticos, pois quando se busca maior sensibilidade e especificidade,
a fosfatase alcalina 6ssea € a mais indicada.

A osteocalcina (OC) é a proteina ndo colagena mais abundante no 0sso e dentina,
sabe-se que é sintetizada predominantemente pelos osteoblastos diferenciados,
incorporada a matriz 0ssea extracelular e relacionada a mineralizagcdo da matriz
ostedide. Possui em sua estrutura trés acidos glutamicos que |he conferem a
capacidade de ligar-se ao calcio e isto pode ser importante no processo de
mineralizacdo da matriz 6ssea ja formada. Os fragmentos de pro-colageno produzidos
durante o processo de maturacdo do colageno séo liberados para a circulacao e
também podem ser dosados por ensaios especificos, representando a formacéo
O0ssea, € um marcador bastante especifico da atividade osteoblastica (SARAIVA,

2002).

2.3 BIOMATERIAIS PARA ENXERTOS OSSEOS

Biomaterial é descrito como um material compadsito utilizado na area da saude,
podendo ser usado para substituir no todo ou em parte o sistema biolégico. Deve
apresentar caracteristicas como, biocompatibilidade, bioatividade, resisténcia
mecanica e porosidade, para ser considerado ideal para uso interno no copo humano
(SZCZES, 2017).

Um material bioativo é aquele que se liga ao osso adjacente, sem a formacao de
tecido fiboroso (MASAELI et al., 2016).

O envelhecimento da populacdo mundial, a elevacédo da expectativa de vida e 0s
maus habitos alimentares aliados a ma higiene bucal sédo alguns fatores que levam a
necessidade de busca, melhorias tecnoldgicas e desenvolvimento de biomateriais
para diferentes finalidades (PIRES ; BIERHALZ ; MORAES, 2015).

Classicamente, 0os materiais para enxerto 0sseo podem ser classificados como
osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores (FARDIN ; JARDIM ; PEREIRA,
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2010).

Pelegrine et al. (2009), nos descreve a osteogénese como 0 mecanismo pelo qual
células vitais sdo transplantadas para o sitio receptor e desencadeiam o processo de
formacao 6ssea; osteoinducéo: reguladores biolégicos e/ou fatores de crescimento na
regido do enxerto sao capazes de recrutar e induzir a diferenciacéo e proliferacao de
células désseas e osteogénicas; osteoconducdo: mecanismo pelo qual biomateriais
com suas propriedades especificas de superficie séo capazes de conduzir a formacao
Ossea por substituicdo através da arquitetura do espaco que preenchem.

A biocompatibilidade € uma propriedade que os materiais devem apresentar para
gue eles possam ser utilizados em um sistema biol6gico, sem provocar reacdes
adversas e nem impecam a diferenciacdo tecidual caracteristica do local da
implantagdo (CARVALHO et al., 2010).

De acordo com Wiliams (1987), substitutos 0sseos devem apresentar
propriedades fisicas e biolégicas compativeis com o tecido vivo do hospedeiro,
sinalizando uma resposta tecidual adequada, caracteristica esta que denominamos
por biocompatibilidade.

N&o existe o material para enxertia dito ideal, mas 0 0sso autdégeno € consagrado
na literatura mundial como o0 que consegue reunir caracteristicas mais proximas do
ideal. Possui como principal vantagem seu potencial de integracdo ao sitio receptor
com mecanismos de formacéo 0ssea de osteogénese, osteoinducédo e osteoconducao
(FARDIN ; JARDIM ; PEREIRA, 2010).

Williams (1987), relata que durante a remoc¢ao do 0sso da area doadora, células
0sseas sao transplantadas para o sitio receptor. O 0sso autdgeno também contribui
para o crescimento do osso com BMP (proteina morfogenética 6ssea), e outros fatores
de crescimento que sao liberados durante a incorporacdo do enxerto.

Os enxertos alégenos sdo assim chamados por ocorrerem entre individuos
diferentes de uma mesma espécie. Encontramos o0 0sso congelado, seco e
desmineralizado ou ndo. Misch (2008), relata que o osso desmineralizado tem
potencial osteoindutor maior, devido a rapida exposi¢cao das BMPs, enquanto 0 0Sso
nao desmineralizado tem sua caracteristica mais osteocondutora, pelo tempo de
reabsorcdo da porcdo mineral do osso. Os resultados com estes enxertos sao
conflitantes, pois muitos sdo 0s questionamentos quanto a antigenicidade e a
osteoinducao desses enxertos.

Com o advento da implantodontia, novas alternativas cirdrgicas reconstrutivas tém
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sido discutidas no campo dos enxertos 0sseos, pois a amplitude de biomateriais
disponiveis, associados ou ndo a concentrados plaquetérios, tem mostrado eficacia e
resultados positivos nas reconstrucdes 0sseas prévias ao tratamento com implantes.

Tem-se destacado entdo, os biomateriais, sintéticos, naturais ou xendégenos, com
alternativas viaveis para substituicdo 0ssea, a fim de reduzir as taxas de morbidade
das cirurgias de enxerto, bem como menor tempo de exposic¢do cirdrgica e facilitacdo
da técnica (HELMUS ; TWEDEN, 1995). Independentemente da origem ou métodos
de producdo, os materiais utilizados para enxerto 6sseo devem respeitar certos
critérios e caracteristicas adequadas para os principios de enxerto. O material
utilizado para enxerto deve ser seguro e biocompativel para evitar o risco de
transmissdo de doencas ou respostas imunes (BUSER, 2010). Os biomateriais sao
caracterizados por seu potencial osteocondutor. A osteoconducéo é caracterizada
pela substituicdo do biomaterial enxertado pelo osso neoformado, através da
manutencdo do arcabouco pelo enxerto. Os materiais osteocondutores séo
biocompativeis, e demonstram a formacdo éssea por substituicdo e aposicdo de
tecido mole adjacente sem nenhuma reacao toxica.

Os materiais osteocondutores mais comumente utilizados na implantodontia sé&o
os alogenos mineralizados, os xendgenos e os aloplasticos. A variedade de
biomateriais aloplasticos € grande, destacando-se entre as ceramicas, os polimeros e
0S compaositos. As ceramicas mais utilizadas sdo as ceramicas bioativas, incluem os
fosfatos de célcio e seus produtos, tais como a hidroxiapatita sintética e matriz
organica 0ssea bovina, fosfatos tricalcicos, e carbonatos de calcio.

Muitas sdo as caracteristicas dos biomateriais, relacionadas ao aumento ou
manutencdo de tecido duro. Segundo Misch (2008), podem ser classificados em
reabsorviveis e ndo-reabsorviveis, densos ou porosos, cristalinos ou amorfos. Por
conseguinte, sdo essas caracteristicas de superficie e forma que irdo guiar as
indicacdes de cada biomaterial. As formas mais densas, apresentam-se mais duras,
similar a dentina, sdo dificilmente reabsorvidas, portanto seu objetivo maior €&
preencherem espaco e manter contorno, como nos casos em que desejamos
aumentar suporte para préteses totais. Formas mais cristalinas, principalmente das
hidroxiapatitas, sdo mais resistentes a destruicdo celular que as amorfas, porém,
podem sim ser reabsorvidas, num processo mais lento, dependendo do ph do meio, e
da porosidade da estrutura. As formas mais porosas e amorfas de materiais

osteocondutores, sdo reabsorvidos tanto em tecido duro quanto em tecido mole,
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processo similar & remodelagido Ossea natural. A medida que o campo da
implantodontia avanca nas pesquisas, muito tem-se pesquisado e evoluido nesta
classe de biomateriais, que visam proporcionar a preservagao da anatomia do rebordo
alveolar apds a perda dos dentes. Esses materiais sdo a hidroxiapatita, fosfato
betatricalcico, por¢fes inorganicas de 0sso xendgeno ou combinacgdes deles.

Na terapia reconstrutiva 6ssea, a velocidade de reabsorcdo do biomaterial € um
fator determinante para a selecao e indicacao de cada biomaterial, de acordo com a
finalidade cirargica. A reabsorcao ocorre principalmente por meio de dois mecanismos
distintos: mediada por células ou por dissolucdo. A reabsorcdo por dissolugdo é
dependente do ph circundante, e ocorre em biomateriais mais mineralizados, mais
inorganicos. Este tipo de reabsorcdo € mais lento, comparando com a reabsor¢éao
mediada por células, onde ocorre a fagocitose de maneira rapida pelos osteoclastos
ou ceélulas fagociticas. A taxa de reabsorcao é afetada pelo tamanho da particula, pela
porosidade e pela composicdo do material. O leito receptor também interfere na
velocidade de reabsorcéo, seguindo a sua atividade metabdlica de remodelacéo.

Sendo assim, as caracteristicas geométricas do material devem favorecer a
invaginacdo dos vasos sanguineos, cruciais para a formacdo ossea dentro do
biomaterial. Isto significa que a porosidade é importante, mas também a interconexao
entre 0s macroporos. As caracteristicas superficiais dos substitutos 0sseos sao
determinadas pela composicdo quimica, microporosidade, rugosidade superficial,
cristalinidade e tamanho do cristal. A fase inicial da neoformacédo 6ssea se relaciona
diretamente com tais caracteristicas, pois elas determinam a resposta tecidual do
hospedeiro como adsorc¢éo proteica inicial, adesdo de osteoblastos e osteoclastos, e
deposicdo de osteoide para a aposicao direta do osso recém-formado na superficie
do material (BUSER, 2010).

Os materiais para substituicdo 6ssea conhecidos como xenoenxertos sdo minerais
0sseos derivados de animais, corais, ou algas calcificadas. O componente organico &
removido a fim de se evitar respostas imunogénicas ou transmissao de doencas. A
remocdo do componente organico pode ocorrer por reac¢ao térmica ou por método de
extracao quimica. Sao biomateriais com potencial enorme de osteoconducao, porém
sua reabsorcdo € algo bastante questionado na literatura, sdo materiais com
velocidade de reabsorcdo bastante lenta, sendo alguns casos encontrados em
biépsias até 10 anos depois do enxerto, porém, como ponto positivo, eles mantem o

volume ésseo no local (BUSER, 2010).
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Os biomateriais aloplasticos vem como grande promessa no campo das cirurgias
reconstrutivas, por serem de origem sintética ha a possibilidade de individualizar o
material de acordo com a necessidade clinica de cada paciente. Todas as
caracteristicas podem ser controladas no laborat6rio, como a interconectividade dos
poros, o tamanho dos poros, a forma cristalina ou amorfa, e morfologia dos blocos e
granulos.

Muitos pesquisadores tém idealizado o biomaterial perfeito, que apresente
adsorcéo inicial de proteinas e outras macromoléculas séricas para a adesao de
células osteogénicas e a reproducdo de um material macroporoso com rugosidade
superficial que simule o mineral 6sseo natural. Lindhe (2010), relata que os mais
comumente usados em odontologia séo os fosfatos de calcio: hidroxiapatita e trifosfato
de célcio beta, a principal caracteristica que os diferencia € a velocidade de
reabsorcéo, onde a mais lenta é da HA. A reabsorcéo ocorre por dois processos, ou
o0 material é reabsorvido por células fagociticas, que ocorre rapidamente, ou €
dissolvido pela influéncia do meio (ph), que ocorre mais lentamente. O que caracteriza
a escolha do material é justamente a aplicabilidade clinica, onde areas que buscamos
melhor recontorno 0sseo com volume 0sseo, utilizamos os reabsorvidos mais
lentamente, e areas em que desejamos neoformacdo 0ssea com aumento de volume
para instalacdo de implantes usamos materiais com reabsor¢cdo adequadamente mais
rapida.

Kawachi et al. (2000), descreveu que dentre as ceramicas de fosfato de calcio, a
hidroxiapatita com razédo Ca/P igual a 1,67, por ser o principal componente presente
na fase mineral dos 0ssos €, sem duvida, a mais estudada e a mais utilizada para as
finalidades clinicas. O uso clinico da hidroxiapatita, por outro lado, € limitado devido a
sua lenta biodegradacdo. Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém
mostrado que a hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida gradualmente apds 4 ou 5
anos de implante. A reabsorcdo é uma caracteristica desejada para um biomaterial
em alguns tipos de implantes, nos quais o processo de degradacdo € concomitante
com a reposicao do osso em formacao.

Misch (2008), preconiza que para 0S procedimentos reconstrutivos para
colocacdo de implantes, idealmente a utilizacdo simultdnea dos biomateriais com
caracteristicas diferentes levaria a resultados melhores, como uma variagdo da
técnica.

Os biovidros tem sido uma classe muito descrita de biomateriais sintéticos a base
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de silica, formando compdsitos bioativos, mas sua aplicacdo tem direcionado para
cirurgias ortopédicas.

De acordo com Silva et al. (2016), a doxiciclina, antibiético amplamente utilizado
em doengas periodontais, demonstrou capacidade de estimular a diferenciagéo de
células osteoprogenitoras e osteoprecurssao, bem como influéncia na proliferacao de
osteoblastos. Este resultado gera novas perspectivas no campo de biomateriais para
substitutos 6sseos, uma vez que também atua na resposta de defesa local como
antibacteriano, anti-inflamatdrio, inibidor das colagenases e imunossupressor.

Para as reconstrucfes 6sseas, Misch (2008) utilizou da abordagem em camadas
como uma técnica que visava agregar todas as caracteristicas e principios bioldgicos
de enxertia 0ssea a fim de promover melhor velocidade na neoformacdo 6Ossea,
gualidade Ossea, e protecdo através de membranas. Esta abordagem salienta a
utilizacdo do enxerto autdgeno, em bloco, para aumento volumétrico, seguido da
utilizacdo de enxerto alégeno particulado junto aos biomateriais, de origem xendgena
e sintética, aumentando consideravelmente a osteoconducdo com a finalidade de
manter o volume 0sseo adequado. Apods a colocacdo de todo o material de enxertia
0ssea, uma membrana envolve-os para protegé-los da invaginacéo de tecido mole, e
também, tratando-se de membrana autdgena, liberar gradativamente os fatores de
crescimento sobre o enxerto.

A literatura até entéo descreve muitos beneficios relacionados as modificacbes em
biomateriais sintéticos, modificacdes quimicas que resultam em uma melhor resposta
celular ao biomaterial na enxertia. Sendo assim, foi desenvolvida nos laboratorios de
guimica e fisica da Universidade Federal de Alfenas, a hidroxiapatita hanométrica
carbonatada, em que a adicdo do componente carbonato prové melhoras na adsorcao
proteica durante o processo de vascularizacao e implantacdo do biomaterial no sitio
receptor e, consequentemente, auxilia na quimiotaxia para diferenciacdo de
osteoblastos e migracao de células osteoprogenitoras (MAVROPOULOS et al. 2013).

Um estudo comparativo realizado por Pereira et al. (2013) avaliou a resposta
tecidual na regeneracdo 6ssea em fibula de ratos, utilizando trés variacbes de
hidroxiapatita. Foram comparadas as hidroxiapatitas nanométrica, nanométrica
carbonatada e a hidroxiapatita cristalina (comercial). Os testes mostraram que todas
as amostras apresentaram boa regeneracdo 6ssea, porém, as hidroxiapatitas em
escalas nanométricas apresentaram maior velocidade na neoformacdo Ossea.

Podemos considerar esta caracteristica extremamente favoravel para biomateriais
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com a finalidade de reconstrucfes 6sseas para instalacdo de implantes, confirmando
a eficacia da hidroxiapatita nanométrica como biomaterial osteocondutor.

Mavropoulos et al. (2013), verificou que a adi¢do de ions de zinco a formula da
hidroxiapatita nanométrica melhorava consideravelmente a adsor¢do proteica no
inicio da neoformacao 6ssea, o que resulta em um favorecimento para diferenciacéo
osteoblasrica no local do enxerto. Tal beneficio acarreta em uma melhoria na
velocidade da neoformacao 6ssea, como também na qualidade do osso neoformado,
gue pode ser avaliada através das proteinas 6sseas presentes no local do enxerto,
como a osteocalcina, fosfatase alcalina, osteopontina e osteoprotegerina.

A comprovacdo cientifica do potencial osteocondutor da hidroxiapatita esta
validada tanto na literatura quanto na experiéncia clinica, e comercialmente existem
varios produtos com a finalidade de induzir a neoformagédo 0ssea em locais com
reabsorcbes severas, visando a terapia implantodontica. A modificacdo na escala,
estrutura e composicdo da hidroxiapatita nanomeétrica carbonatada melhora
significativamente a resposta tecidual para neoformacédo O0ssea (PEREIRA et al.,
2013).

2.4 HIDROXIAPATITA (HAP)

A HA pertence ao grupo das apatitas, sendo um dos trés componentes basicos
do osso humano. De maneira geral podemos dizer que o corpo humano € constituido
por trés componentes basicos: agua, colageno e hidroxiapatita.

De acordo com, (LOO, et al., 2010), esta presente na composi¢do de 55% dos
0Ss0s, 96% na composi¢ao do esmalte dentario e 70% da dentina.

A hidroxiapatita (CalO(PO4)6(OH)2) é a molécula predominante no 0Sso
mineralizado (XIAO-MAN; WEBSTER, 2005).

A hidroxiapatita é, entdo, um tipo de enxerto do grupo das bioceramicas
(NAGASSE et al., 2010).

A substituicdo ou regeneracao por meio de enxerto de um o0sso danificado é um
grande desafio na cirurgia ortopédica (BASHA ; KUMAR ; DOBLE, 2015).

A hidroxiapatita constitui um avanco na sintese de materiais bioceramicos,
representando uma alternativa para o enxerto autdégeno. Ela é o principal componente
inorganico de tecidos, tais como: 0sso, dentes e unha (JARAMILLO et al., 2010).

E o biomaterial mais utilizado na substituicio e reconstrucio éssea devido a sua
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similaridade com o tecido ésseo, além de ser uma bioceramica bioativa, a qual induz
atividade biologica do tecido hospedeiro, e possuir propriedades osteocondutoras
(KAWACHI, 2000; HALMODIA, 2010).

Esta ceramica bioativa tem sido muito utilizada para reparacéo e reconstrucéo de
fraturas 6ésseas, bem como para revestimentos de implantes ortopédicos, dentarios e
como cimento 0sseo para reparacdo craniofacial, onde uma forte interacdo entre o
implante e a interface com o 0sso € necessaria (AMINZARE et. al., 2013; ANDRADE
et al., 2016; LALA et al.,2013; ZILM et al., 2015).

Entre as diferentes categorias de biomateriais, as ceramicas bioativas, tais como
a hidroxiapatita sintética (HA, Caio (POa4)s(OH).), tornou-se um candidato atraente
para substituicbes de tecidos duros do corpo e um material para aplicacbes
biomédicas, por apresentar composicdo e estrutura quimica semelhante a fase
mineral do osso, além de que, possui propriedades como a biocompatibilidade e a
osteoregeneracao (AMINZARE et. al., 2013; ANDRADE et al., 2016; LALA et al.,2013;
ZILM et al., 2015).

A hidroxiapatita favorece o crescimento 6sseo devido a sua similaridade quimica
com a fase mineral dos 0ssos. Sua aplicacéo permite a regeneracao do tecido 0sseo
pelo processo de osteoinducgéo (SZCZES, 2017).

A hidroxiapatita desempenha também um papel de carreador de indutores de
crescimento 6sseo. A hidroxiapatita € capaz de favorecer e direcionar o crescimento
0sseo para os locais onde ela se encontra (osseocondutor), estabelecendo ligactes
de natureza quimica entre ela e o tecido 6sseo (bioatividade) e permitindo a
proliferacdo de fibroblastos, macréfagos e osteoblastos, entre outras células, para
viabilizar a neoformacéo tecidual (NOTODIHARDJO et al., 2012).

De acordo com Varma et al., (1999), a regeneracao do tecido também é induzida
pela hidroxiapatita, pois sua superficie permite interacdes do tipo dipolo, fazendo com
gue as moléculas de agua, proteinas e coldgeno sejam absorvidas na superficie,
ocorrendo, a partir disto, forte ligacdo entre a hidroxiapatita e o tecido 6sseo na sua
superficie sob condi¢bes in vivo.

Suas principais caracteristicas consistem na biocompatibilidade, osteoconducéo
e bioatividade. Esta ultima ocorre devido as similaridades quimicas da hidroxiapatita
em relacdo a parte mineral O0ssea, permitindo diversas ligagbes quimicas. A
osteocondutividade, por sua vez, representa a capacidade do enxerto de direcionar a

neoformagéo 0ssea, por ser um leito favoravel para esse processo. Por causa dessas
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caracteristicas, a hidroxiapatita € cotada como um possivel substituto do enxerto.
Além disso, ela é um produto de menor custo em relagdo a proteina morfogénica
O0ssea (BMP) e outros aloenxertos, além da sua disponibilidade (NAGASSE et al.,
2010).

As hidroxiapatitas, enquanto osteocondutivas, irdo agir com suporte para a
proliferacdo de novos vasos sanguineos e como um guia para a deposi¢do de novo
0sso através do processo de substituicdo. Elas também possuem caracteristicas
osteoindutivas, auxiliando na transformagdo do tecido conjuntivo em 0SSO
endocondral (ARAUJO, 2009).

As caracteristicas da hidroxiapatita de osteoconducédo e de biocompatibilidade
determina a auséncia de resposta local e sistémica. Este material € muito similar ao
0sso natural no que se refere a area interna de superficie, a porosidade, cristalinidade
e razdo molar calcio-fosfato. Assim, este enxerto é seguro, uma vez gque nao provoca
respostas imunes e apresenta um risco minimo para a transmisséo de doencas. Além
do mais, ele apresenta padrées de reabsorcédo e degradacdo muito lentos, onde se
pode observar a ocorréncia de neoformacdo O0ssea ao redor de suas particulas
(SANCHES, 2010).

Este material é capaz de integrar biologicamente quando diretamente implantado
em um defeito O0sseo. Além disso, ndo produz efeito nocivo sobre o sistema
imunoldgico, ndo é téxico, e apresenta comportamento osteocondutivo (ANGHELINA,
et al., 2013).

A comprovacao cientifica do potencial osteocondutor da hidroxiapatita esta
validada tanto na literatura quanto na experiéncia clinica, e comercialmente existem
varios produtos com a finalidade de induzir a neoformacdo O6ssea em locais com
reabsorcdes severas, visando a terapia implantodéntica (PEREIRA et al., 2013).

Sendo assim, a hidroxiapatita (HAP) € um biomaterial amplamente explorado para
aplicacdes médicas, sendo um fosfato de calcio estavel sob condi¢des fisiologicas.
Suas caracteristicas fazem com que a HAP possa ser aplicada em diferentes areas
medicas, tais como na engenharia de tecido ésseo (SHOJAI et al., 2013; PRAKASAM
et al., 2015; IBRAHIM et al., 2017; HAIDER et al., 2017).

As principais aplicagcdes da hidroxiapatita, em medicina e odontologia, sdo: reparo
de defeitos 6sseos em aplicacdes odontoldgicas e ortopédicas, aumento do rebordo
alveolar, coadjuvante na colocagdo de implantes metalicos, regeneracdo guiada de

tecidos 0sseos, reconstrucdo buco-maxilo-facial, etc. (AOKI, 1991).
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Cabral (2014) relata que a hidroxiapatita €, sem davida, o material mais usado ao
longo dos anos, tendo como caracteristica mais importante a osteocondutibilidade,
responsavel pela inducdo de crescimento 4sseo no interior do enxerto, promovendo
estabilidade e manutencéo de volume.

De acordo com Martins et al. (2010), as principais vantagens do uso da
hidroxiapatita sdo: a ndo necessidade de se abrir um segundo sitio cirdrgico, sua
biocompatibilidade e sua capacidade de formar uma ligagéo direta com o tecido ésseo.
Como desvantagens, os autores citam: sua incapacidade de osteoinducdo e a
auséncia de células osteoprogenitoras. Loo (2010) diz que as propriedades mecanicas
da hidroxiapatita ndo a torna apropriada para aplicacdes de resisténcia a carga, como
em ortopedia. Por este motivo, pesquisas sdo desenvolvidas na area de sintese de
hidroxiapatita, para que possua diferenciadas morfologias e estruturas, e
consequentemente caracteristicas diferenciadas para tal uso.

A hidroxiapatita tem sido amplamente testada e utilizada com sucesso para
aplicacdes clinicas, ortopédicas e odontolégicas, devido a sua baixa taxa de
reabsorcdo, sua excelente biocompatibilidade com os tecidos humanos e para
melhorar a osteocondutividade de implantes metalicos (DINARVAND et al., 2011,
HAYAKAWA et al., 2013; RUSSO et al., 2013).

Assim, este enxerto € seguro, uma vez que nao provoca respostas imunes e
apresenta um risco minimo para a transmissdo de doencas. Além do mais, ele
apresenta padrdes de reabsorcéo e degradacdo muito lentos, onde se pode observar

a ocorréncia de neoformacao 0ssea ao redor de suas particulas (SANCHES, 2010).

2.4 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Dentre os biomateriais, as membranas biocompativeis sdo muito empregadas na
area de Odontologia com intuito de estimular a regeneracéo 6ssea em defeitos 6sseos
perenes na cavidade bucal (LEKOVIC et al., 2001). As membranas devem possuir
alguns requisitos indispensaveis para agir como barreira fisica passiva:
biocompatibilidade, propriedades oclusivas, capacidade de criagcdo de espaco,
integracéo tecidual e facilidade de uso (IAMAGUTI; BRANDAO, 2007).

Existem dois tipos basicos de membranas: as reabsorviveis e as nédo
reabsorviveis (PONTORIERO et al., 1989).
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As membranas ndo absorviveis foram os primeiros materiais aprovados para uso
clinico. Elas mantém sua integridade estrutural e podem ser deixadas por muito tempo
sobre os tecidos. Sua estabilidade dimensional e desenho permitem ao operador um
completo controle de sua aplicagéo e minimizagéo das variacdes de efeito. Requerem
um segundo tempo cirdrgico para serem removidas. Sua funcao é temporal e uma vez
completada é removida (JOLY et al., 2002).

A primeira a ser comercializada era feita de politetrafluoroetileno expandido (e-
PTFE), membrana porosa de teflon. Depois outras membranas nao-absorviveis
surgiram, tais como, membranas de poli-tetrafluoroetileno, silicone (Biobrane®) e
celulose (GARBIN, 1994).

A Obvia e maior desvantagem da membrana de PTFE-e é a necessidade de uma
segunda intervencao cirurgica para sua remoc¢ao (BORNSTEIN et al.,2007).

As membranas também podem ser constituidas por materiais
reabsorviveis. Sao aqueles compostos por polimeros sélidos que podem ser
degradados e absorvidos in vivo, isto €, sdo eliminados através de vias naturais por
simples filtracdo dos produtos da degradacdo ou apdés sua metabolizacdo. Assim,
reabsorcéo é um conceito que indica a total eliminacdo do material inicial e dos seus
subprodutos (compostos de baixo peso molecular), sem efeitos colaterais residuais
(VERT, 1992). Membranas R podem ser constituidas de varios materiais que
apresentam esta propriedade. Pesquisas foram conduzidas empregando-se
colageno, poliglactina 910, acido polilatico, co-polimero de &cido polilatico e acido
poliglicdlico, entre outros (HUTMACHER et al., 1996).

As membranas de colageno tém sido cada vez mais utilizadas por serem
biocompativeis, absorviveis e por permitirem colonizacdo por células osteogénicas
(KASAJ et al., 2008).

Grande parte das membranas de colageno disponiveis no mercado séo
provenientes do colageno tipo I. O colageno pode ser obtido de diferentes espécies
(bovinos, suinos e de ratos) e diferentes sitios anatdmicos (pericardio, dura-mater,
fascia do temporal, derme, tendéo, dentre outros) (BUNYARATAVEJ et. al., 2001).

Levando em consideracdo que o colageno é um agente hemostéatico natural,
essas membranas possuem a habilidade de promover agregacdo plaquetéria,
facilitando o inicio do processo de reparo e a maturacdo da ferida (ZAHEDI et. al.,
1998).

O principal obstaculo para a regeneracdo 6ssea é a formagdo mais rapida de
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tecido conjuntivo, quando comparada a osteogénese. Na Ultima década, varios
estudos em animais documentaram a possibilidade de selecionar células de
determinados tecidos e impedir que células de outros tecidos ndo desejaveis
repopulassem uma ferida, utilizando-se de membranas. Este principio foi
desenvolvido para regenerar tecidos periodontais perdidos devido a doenca
periodontal. Tal procedimento foi denominado regeneracao periodontal guiada e teve
sua eficacia avaliada em estudos em animais e em humanos (CAFFESSE et al., 1988;
CAFFESSE et al., 1990). Para promover a regeneracdo 6ssea guiada, uma barreira
fisica € essencial no processo de cicatrizacao natural do organismo. Afinal, quando
ocorre lesao tecidual, a area ao redor é gradualmente preenchida por tecido fibroso
e/ou tecido de granulacéo, impossibilitando o reparo por tecido original. Portanto, ao
se inserir uma membrana junto a lesdo, previne-se 0 crescimento de tecidos
indesejaveis (TABATA, 2001). Segundo Buser (1996), barreira promove um ambiente
adequado que permite ao organismo utilizar seu potencial de cicatrizacdo natural de
regenerar os tecidos perdidos e ausentes. Isto se deve a diferenca entre as
velocidades metabdlicas do tecido epitelial e 0 6sseo (BUSER et al., 1996).

A area do defeito 6sseo no qual é preenchida pelo coagulo sanguineo e separada
do tecido conjuntivo fibroso e do epitélio gengival, por uma barreira mecanica, tem a

capacidade de formar um novo osso (BUSER et al., 1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta tecidual relacionada aos mecanismos bioldgicos e
osteocondutores do biomaterial sintético (HAP) e membranas biolégicas, bem como a
viabilidade de sua utilizac&o.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar, através da analise histologica, as areas de tecido 6sseo neoformado
nos periodos experimentais de 28 e 45 dias, e comparar os resultados obtidos ao
grupo coagulo. associadas ou ndo com a membrana biologica, na regeneracgéo 0ssea
em defeitos criticos em fibulas de ratos.

Avaliar a eficacia de membranas bioldégicas como delimitador e estrutura de
sustentacdo em reparo 6sseo de defeitos criticos.

Avaliar a eficacia da associacdo de membranas biolégicas e HAP no reparo e

regeneracao de fraturas criticas.
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4 MATERIAIS E METODOS

A descricdo dos materiais e métodos utilizados para a realizacdo da pesquisa,
bem como as andlises selecionadas para a verificagdo dos resultados foram dispostas
em topicos no texto a seguir, com a finalidade de facilitar a compreensdo e
entendimento por parte do leitor.

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG sob o numero
015/2018 (ANEXO A). Para o presente trabalho foram utilizados 30 ratos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar), machos, com peso de aproximadamente 300 gramas
(Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — Unifal-MG). Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas coletivas higienizadas, com 1 (um) animal por gaiola,
em ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada (12 horas
claro e 12 horas escuro) e com consumo de racao solida e agua ad libitum durante
todo periodo experimental. Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos
experimentais, conforme o material a ser implantado, de 10 (dez) animais para cada
grupo para analise histolégica: Controle negativo coagulo (COA), com 10 animais;
grupo tratado com membrana biolégica de origem bovina (GenDerm® GENIUS -
BAUMER) com 10 animais, grupo tratado com HAP (GenPhos® HA TCP GENIUS -
BAUMER). Cinco animais de cada grupo serdo eutanasiados apoés 28 dias e, 0s outros
5, serdo eutanasiados apos 45 dias do pos-operatérios. Os grupos estdo descritos

abaixo.

4.1.1 Grupos controles:
COA: coagulo: controle negativo;
5 animais eutanasiados apos 28 dias;
5 animais eutanasiados apos 45 dias.

4.1.2 Grupos experimentais:

HAP + Membrana biologica: hidroxiapatita nanométrica carbonatada e
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membrana bioldgica:
5 animais eutanasiados apés 28 dias;
5 animais eutanasiados apés 45 dias.

Membrana: Membrana de Colageno:
5 animais eutanasiados apés 28 dias;
5 animais eutanasiados apés 45 dias.

Neste trabalho foi usado o enxerto de hidroxiapatita GenPhos ® HA TCP GENIUS
produzida pela BAUMER S. A., Brasil. A GenPhos® HA TCP é uma ceramica de
fosfato de célcio, de alta pureza, composta por Hidroxiapatita e (3- Trifosfato de calcio
na proporgdo 70% - 30%. E reabsorvivel e possui agdo osteocondutora, n&o
imunogénico, nao pirogénicos e estaveis em fluido corporeo, essas sao as
caracteristicas descritas pelo fabricante. Foi utilizado também, a membrana biolégica
de origem bovina GenDerm® GENIUS produzida pela BAUMER S. A., Brasil. A
GenDerm® é uma membrana de cortical 6ssea bovina reabsorvivel, projetada para
ser utilizada como barreira bioldgica impedindo a invaginacao de tecidos moles para
locais onde esta ocorrendo remodelacao 6ssea. Ela é porosa, acelular, biocompativel,
nao antigénica, com alto grau de pureza, isenta de contaminagao por metais pesados.

Essas sao as caracteristicas descritas pelo fabricante.

4.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, inicialmente, os animais foram
pesados e anestesiados por injecdo intraperitoneal com associacao de cloridrato de
xilazina (6mg/kg) (Rompum®, Bayer, Brasil), solucdo sedativa e relaxante muscular,
e cloridrato de quetamina (70mg/kg) (Dopalen®, Vetbrands, Brasil), solucéo
anestésica. ApOs anestesia, 0os animais foram colocados em decubito lateral e
realizou-se a tricotomia com lamina de bisturi n°15 em cabo de bisturi n°3, segurando
0 cabo em uma posicao de 45° com movimento de raspagem em uma Unica direcao
na regidao anterolateral da perna esquerda dos animais (para cima de encontro ao
corpo do animal) e antissepsia com polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a 10% com 1%
de iodo ativo (Riodeine®, Rioquimica Ltda, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil). Em

seguida foi realizada uma incisao longitudinal, na pele da regido anterolateral da perna
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esquerda. A musculatura foi afastada com espéatula n°7 e pinca Kelly — delicada 14cm
| 5 72" — curva, para expor a fibula do rato. Usando-se de instrumentais cirdrgicos foi
realizado um defeito ésseo como uma tesoura Ouro — reta, com a retirada de
aproximadamente 20% do comprimento da fibula (terco médio), equivalente a 4mm
do terco médio da fibula.

Figura 1 — Processo de criacdo do d%feito critico 6sseo em regido de fibula esquerda do rato

Fonte: -Do autor.

Notas: A — Posicionamento da perna do rato; B — Tricotomia latero-lateral; C — Inciséo retilinea
divulséo dos tecidos circundantes e exposicao da fibula; D — Cria¢éo do defeito 6sseo em
fibula com tesoura ouro, tamanho do defeito correspondente a 20% do tamanho total da fibula
(+/- 4mm).

Os defeitos dsseos criticos foram preenchidos com os materiais conforme os
grupos. O grupo controle foi deixado sem preenchimento, de maneira a permitir a

formacdo de um coadgulo sanguineo. membranas biolégicas (nos grupos
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experimentais) entre os extremos da fibula, preenchidos com membranas apenas e

com membrana e HAP.

Figura 2 — Materiais usados e aplicacdo

|
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Fonte: Do autor.

Notas: A — Membrana biolégica de origem bovina GenDerm®; B — Enxerto 6sseo GenPhos® HA
TCP; C — Pedaco de membrana biolégica cortada em forma de canula para aplicagdo em regiao
de defeito 6sseo; D — Membrana estabilizada entre o defeito 6sseo critico em fibula de rato.

Todos os defeitos foram confeccionados com uma tesoura Ouro reta (Golgran®).
O grupo que recebeu membrana bioldgica, teve sua colocacdo em forma de
canula entre as extremidades superior e inferior do defeito confeccionado. As canulas
de membrana foram confeccionadas enrolando-as e, suturando-as para que elas

pudessem se manter em forma de canulas.
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No grupo que recebeu enxerto de HA (GenPhos® - HA TCP) e membrana
bioldgica, a hidroxiapatita foi colocada dentro da membrana em forma de canula com
auxilio de uma agulha hipodérmica 20G. Apés completar a canula de membrana
biolégica com HA, o conjunto foi colocado entre as extremidades superior e inferior do
defeito 6sseo critico confeccionado.

O grupo coagulo teve a remocdo da peca é6ssea através da tesoura Ouro
(Golgran®) de aproximadamente 4mm e o fechamento da ferida apenas com o
preenchimento de coagulo sanguineo na regido do defeito ésseo critico. Os retalhos
foram reposicionados e suturados com fio de nylon 4.0 (TECHNEW, Brasil). Apés a
cirurgia, os animais receberam uma dose Unica de penicilina G - benzatina
(Pentabidtico Veterinario para animais de pequeno porte - Fort Dodge, Campinas, SP,
Brasil), de 0,03ml via intramuscular. E uma dose analgésica de 0,5 ml de fosfato de
codeina 20mg/Kg (ampola 30mg/2mL), por via intraperitoneal. As doses analgésicas
foram administradas ao final do procedimento, e por mais 3 dias, de 24/24 horas
(MARIANO et al., 2010).

O acompanhamento foi feito todos os dias na primeira semana do pos-operatorio

e de 15/15 dias, para avaliacao clinica.

4.3 EUTANASIA

Em conformidade com o Manual de Eutanasia do Biotério Central da Unifal-MG,
considerando a amostra de roedores, ratos wistar, a utilizacdo de métodos
humanitarios para eutanasia visando o controle da dor e diminui¢do da ansiedade e
stress, 0 método mais recomendavel a ser utilizado € a sobredosagem de anestésicos.
Sera injetada uma quantidade excessiva de 4 mg xilazina 2% e 10 mg cetamina 10%,
via intraperitoneal. Os animais foram eutanasiados no periodo de 28 e 45 dias pos-

operatorio.

4.4 PROCESSAMENTO DAS PECAS

As pecas foram fixadas em paraformoldeido 4% (ph=7.2), por 24 horas e
depois em alcool 70°, lavadas em agua corrente e descalcificadas em solucéo de
acido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.,) a 18% (Ludwig Biotecnologia LTDA,

Alvorada, RS, Brasil). Para a obtencao da solugcéo de EDTA 18%, foram utilizadas
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250 gramas de po de edta dissodico, misturadas a 1750 ml de agua destilada, e 25
gramas de hidréxido de sddio para neutralizar o ph da solucéo (ph=7). A solugéo
era trocada do frasco uma vez por semana. O material foi entdo descalcificado, até ser
considerado proprio para microtomia, pelo teste de penetracdo da agulha. O teste consiste
em utilizar uma agulha hipodérmica descartavel — 22G e pressiona-la contra o material
colido, se a agulha encontrar resisténcia o material ndo esta suficientemente
descalcificado, se a agulha penetrar no material colido superficialmente, o material se
encontra descalcificado e pronto para dar sequéncia ao processo. Em seguida,
processado em parafina. Os cortes foram realizados em microtomo Leica com 6
micrémetros de espessura.

Os cortes foram corados pelas técnicas hematoxilina e eosina (HE) e outros cortes

selecionados para coloracao pelo método pricrosirius para a analise microscopica.

4.5 EXAME RADIOGRAFICO

Apoés a submisséo a eutanasia e no intuito de analisar a possivel regeneracao
0ssea, foi realizado o exame radiografico com filme periapical; tamanho de 31mm X
35mm; marca Carestream Dental, fabricado no E.U.A.

Os exames radiograficos foram feitos pelo aparelho RX GNATUS®, modelo
XR6010 TOSHIBA — 60Kv — 10mAs — 60Hz. Todos os exames foram submetidos a
tomadas de 0,7 segundos e distancia da fonte de radiacdo - receptor de 50 cm,
angulacéo vertical de 90° e horizontal O (Sito o laboratério de histologia da Unifal-MG).

Com os exames radiograficos padronizados, foram obtidas imagens padrao para

todos os grupos de acordo com as fig. 3e 4

Figura 3 — Exame Figura 4 — Exame
radiografico inicial radiografico pés-cirdrgico
padronizado para todos para todos 0s grupos

0S grupos.

Fonte: Do autor Fonte: Do autor.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA

As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas por meio de uma camera
digital (Axiocam MRc 1.4 Mb - Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) acoplada a um
microscopio optico binocular (Axio Lab - Carl Zeiss, Géttingen, Alemanha) com um
aumento original de 200X e 400X (lente objetiva N - Achroplan) e salvas em um
computador.

Os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) para a andlise

microscopica.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

A analise histoldgica qualitativa foi realizada por meio da descricdo das
observacdes feitas nos cortes histologicos de cada grupo realizadas por um Unico

avaliador.
5.1.1 Grupo Coagulo (COA):

Figura 5 — Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo COA no periodo experimental de 28 dias
(aumento de 400X)
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Fonte: Do autor.

Notas: Células hipertrofiadas, em série, indicando proliferacéo celular compativeis com tecido
cartilaginoso que sera substituido por tecido 6sseo, em processo semelhante ao observado no
crescimento longitudinal de ossos.

Figura 6 — Exame radiografico
no periodo de
coleta, grupo COA, de
28 dias.

Fonte: Do autor.
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Figura 7 — Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo COA no periodo experimental de 45 dias
aumento de 200x

Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado, presenca de ostedcitos e osteoblastos.

Figura 8 — Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo COA no periodo experimental de 45 dias
(aumento de 100x)
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Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado com ostedcitos e osteoblastos. Presenca também de fibras
musculares no canto inferior direito.

Figura 9 — Visao panoramica do defeito 6sseo do grupo COA no periodo experimental de 45 dias
(aumento de 100x)

Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado, presenga de ostedcitos e osteoblastos.
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Figura 10 — Exame radiografico
em periodo de coleta; grupo coagulo
de 45 dias.

Fonte: Do autor.

5.1.2 Grupo Membrana Biolégica:

Figura 11 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Bioldgica no periodo experimental
_de 28 dias saumento de 200x).‘
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Fonte: Do autor.
Notas: Grande quantidade de fibras musculares e colageno.

Figura 12 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Bioldgica no periodo experimental
de 28 dias (aumento de 100x).
e . WD

N

Fonte: Do autor.
Tecido 6sseo neoformado, presenca de ostedcitos e osteoblastos.
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Figura 14 — Exame radiografico

Figura 13 — Exame radiogréfico
no periodo de no periodo de coleta,
coleta, grupo membrana grupo membrana bioldgica,
28 dias.

biolégica, 28 dias.

Fonte: Do autor Fonte: Do autor

Figura 15 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Bioldgica no periodo experimental
de 45 dias (aumento de 200x). ) i ,
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Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado, presenca de ostedcitos e osteoblastos no lado esquerdo da figura
com poucas trabéculas 6sseas. Grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo e fibras

colagenas.
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Figura 16 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Bioldgica no periodo experimental
de 45 dias (aumento de 100x).
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Fonte: Do autor.

Notas: Tecido 6ésseo neoformado, presenca de ostedcitos e osteoblastos no lado esquerdo da figura
com poucas trabéculas ésseas. Grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo e fibras
colagenas.

Figura 17 — Visédo panoramica do defeito 6sseo do grupo COA no periodo experimental de 45 dias
(aumento de 100 x).
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Fonte: Do autor.

Notas: Tecido 6sseo neoformado, presenga de ostedcitos e osteoblastos no lado esquerdo da figura
com poucas trabéculas 6sseas. Grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo e fibras
colagenas.
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Figura 18 — Exame radiografico no periodo de coleta, grupo
Membrana Biolégica de 45 dias.

Fonte: Do autor.

5.1.3 Grupo Hidroxiapatita associado com Membrana Bioldgica:

Figura 19 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
~de 28 gias (aumento de 100x).
N e o 3 N So Lo

Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado, presenca de osteoblastos e ostedcitos.

Figura 20 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
de 28 dias (aumento de 200x).

Fonte: Do autor
Notas: Tecido 6sseo neoformado, osteoblastos e ostedcitos. Presenca de células inflamatérias e tecido
hematopoiético.
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Figura 21 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
de 28 dias (aumento de 400x).
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Fonte: Do autor.
Notas:Tecido 6sseo neoformado, osteoblastos e osteécitos. Presenca de células inflamatorias e tecido
hematopoiético.

Figura 22 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
de 28 dias (aumento de 400x). ‘

Fonte: Do autor.

Notas: Tecido 6sseo neoformado, oesteoblastos e ostedcitos. Presenca de células inflamatorias e
tecido hematopoiético. Células hipertrofiadas, em série, indicando proliferacdo celular
compativeis com tecido cartilaginoso que seré substituido por tecido 6sseo, em processo
semelhante ao observado no crescimento longitudinal de 0ssos.
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Figura 23 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
_de 28 dias (aumento de 400x).

Ve

Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado, osteoblastos e osteécitos. Presenca de células inflamatérias e tecido
hematopoiético. Megacariocito ao centro da figura.

Figura 24 — Exame radiografico em periodo de coleta, grupo
Hidroxiapatita GenPhos ® HA TCP GENIUS em associagao
com Membrana Biolégica GenDerm® GENIUS, 28 dias.

Fonte: Do autor.
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Figura 25 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
de 45 dias (aumento de 400x).

"\

Fonte: Do autor.
Notas: Tecido ésseo neoformado, osteoblastos e ostedcitos. Presencga de células inflamatorias e fibras
musculares.

Figura 26 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Bioldgica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo
experimental de 45 dias (aumento de 100x).

B o e,

Fonte: Do autor.

Notas: Tecido 6sseo neoformado, osteoblastos e ostedcitos. Presenca de células inflamatorias e tecido
hematopoiético. Presenca de fibras musculares esqueléticas na parte superior da imagem.
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Figura 27 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
de 45 dias (aumento de 200x).
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Fonte: Do autor.
Notas: Tecido 6sseo neoformado com osteécitos e osteoblastos.

Figura 28 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental
de 45 dias (aumento de 200x).

Fonte: Do autor.
Notas: Presenca de tecido 6sseo na regido do reparo, circundado por aglomerado de células
inflamatorias.
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Figura 29 — Vista panoramica do defeito 6sseo do grupo Membrana Biol6gica GenDerm® GENIUS
associada com Hidroxiapatita (HAP) GenPhos ® HA TCP GENIUS no periodo experimental

de 45 dias (aumento de 200x).
AL

4 E “'
Fonte: Do autor.
Notas: Presenca de tecido 6sseo ao longo de toda a regido do reparo.

Figura 30 — Exame radiogréafico em periodo Figura 31 — Exame radiogréafico em periodo
de coleta, grupo Hidroxiapatita de coleta, grupo Hidroxiapatita
GenPhos ® HA TCP GENIUS GenPhos® HA TCP GENIUS
em associacdo com Membrana em associacdo com Membrana
Biol6gica GenDerm® Biolégica Gen Derm®

GENIUS, 45 dias. GENIUS, 45 dias.

Fonte: Do autor. Fonte: Do autor

Constata-se nas figuras 30 e 31 formacdo de estrutura 6ssea com volumes e
formas diferentes, provavelmente resultante de deslocamento da membrana (figura
30) durante o processo de reparo 0sso. Na figura 31 o resultado da radiografia condiz

com a imagem de tecido 6sseo observado na figura 29.
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de biomateriais data de antes das civilizagBes antigas. Nas mumias
egipcias foram encontrados, olhos, orelhas, dentes e narizes artificiais. Chineses e
indianos utilizaram ceras, colas e tecidos na reconstrugdo de partes perdidas ou
defeituosas do corpo. Durante séculos o avanco dos materiais sintéticos, técnicas
cirirgicas e métodos de esterilizagdo tem possibilitado o uso de biomateriais. Hoje em
dia, a pratica médica utiliza um grande numero de dispositivos e implantes
(RAMAKRISHNA, 2001).

Os biomateriais sdo materiais naturais ou sintéticos, que encontram aplicacdo em
um vasto espectro de implantes meédicos e dentarios e proteses para reparo, aumento
ou substituicdo de tecidos naturais. Esses materiais sdo utilizados na confeccdo de
implantes, aparelhos ou sistemas que estardo em contato com sistemas bioldgicos e
tecidos vivos com objetivo de reparar perdas teciduais e restaurar funcdes
comprometidas por processos degenerativos ou traumatismos (HENCH, 2006).

As propriedades dos biomateriais dependem ndo somente da composicdo
guimica e estrutura de suas fases, mas também do arranjo das mesmas. O arranjo ou
microestrutura depende do processamento, matéria prima, relacdes de equilibrio,
cinética, etc. A microestrutura pode ser descrita por: numero e tipo de fases, incluindo
porosidade, distribuicdo de tamanhos, forma e orientacdo das fases e quantidades
relativas de fases (WIESNER, et al., 2007).

Levantando consideracfes baseadas nas novas substancias e novas tecnologias
medicas atualmente usadas, Williams (2009) redefiniu a palavra biomaterial: “um
biomaterial € uma substancia que foi projetada para ter uma forma que, por si s6 ou
como parte de um sistema complexo, € usado para dirigir, por controle das interacfes
com 0s componentes de sistemas vivos, 0s curso de qualquer procedimento
terapéutico ou de diagnostico, em humanos ou medicina veterinaria" (WILLIAMS,
2009).

Assim, os biomateriais abrangem uma classe ampla de substancias naturais ou
sintéticas, com propriedades mecanicas, fisicas e quimicas adequadas para
recuperacgdo das fungdes originais dos tecidos, 6érgdos ou sistemas. Os materiais sdo
divididos em metais e suas ligas, polimeros, compdsitos e 0s materiais ceramicos. Os
materiais metalicos apresentam alta resisténcia mecéanica a tracdo, ao impacto, a

fadiga e ao desgaste, mas possuem algumas desvantagens exibindo baixa
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biocompatibilidade, corrosdo em meio fisiologico, alta densidade e diferenca de
propriedades mecéanicas com relagéo aos tecidos. S&o aplicados em eletrodos, fios,
placas, parafusos, cravos, grampos, pinos, implantes dentarios, etc. Os materiais
poliméricos sdo largamente empregados como biomateriais devido a facilidade de
fabricacdo, baixa densidade e boa biocompatibilidade. No entanto, h& restricdes no
emprego destes, pois apresentam baixa resisténcia mecéanica, degradacao
dependente do tempo, dificuldade para estabilizacao.

J& os compdsitos ainda constituem materiais pouco explorados cientificamente,
mas sabe-se que exibem boa biocompatibilidade, inercia quimica, séo resistentes a
corrosao e a maioria deles possui alta resisténcia a tracdo. Os compdsitos mais
utilizados atualmente séo o teflon-carbono, carbono-carbono e nylon-poliuretano que
séo empregados como cartilagens, na substituicdo de tecidos moles, em odontologia
e ortopedia. Exemplos: HA/osso auto génico, vidro ceramico de superficie
ativada/PMMA, vidro de superficie ativada/fibra metalica, PLA (poli (acido latico) / fibra
de carbono), PLA/HA, PLA/fibra de vidro a base de fosfato de calcio.

Os materiais ceramicos abrangem uma grande variedade de substancias naturais
e sintéticas tais como vidro, porcelana, isolantes dielétricos, materiais magnéticos, 0s
nao metalicos, refratarios para altas temperaturas, cimentos, ceramica branca,
esmaltes e muitas outras.

Apresentam elevado ponto de fusado, propriedades mecanicas tais como dureza,
modulo de elasticidade e resisténcia a compressdo que fazem da ceramica um
material em potencial para ser usado em aplicacdes estruturais e em varias aplicacbes
gue exigem alta dureza e resisténcia ao desgaste (BASU ; KALIN, 2011).

A descoberta por cientistas de que a fase mineral dos 0ssos e dentes consistia de
sais de fosfato de calcio motivou pesquisas sobre 0 uso desses sais obtidos em
laboratério como material Util na consolidacéo de fraturas 6sseas. Entretanto, somente
guando foram desenvolvidas as técnicas de conformacéo de materiais ceramicos, ao
redor de 1960, € que a utilizacdo dos fosfatos de calcio como biomateriais foi
consolidada.

O termo bioceramica € um termo relativamente novo e néo era conhecido até os
anos 70. Entretanto muitas bioceramicas ndo sdo materiais novos. Em 1972, um
dentista brasileiro, Amadeo Bobbio, estudando fragmentos de uma mandibula Maia
com mais de 4000 anos, descoberta em 1931, constatou que alguns dentes tinham

sido substituidos por um compdésito de matriz ceramica com 95 a 98% de carbonato e
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2 a 5% de matéria organica composta por proteinas fibrosas. Em ortopedia o uso de
biocerdmica de forma controlada comecou no século 19 com a utilizagdo do gipsum
para preenchimento 6sseo (CHEVALIER ; GREMILLARD, 2009).

Os materiais bioceramicos destacam-se como biomateriais por demonstrarem
melhor estabilidade quimica superficial e biocompatibilidade quando comparados a
outros grupos de materiais empregados como implantes, apresentando também,
dureza e boa resisténcia mecanica e alguns possuem composicdo que aceleram a
proliferacdo de ossos (osteocondutores) (BOCH, 2007). As aplicacbes biomédicas
principais para as ceramicas se concentram mais nas areas de ortopedia, odontologia
e cardiologia (CAMPBELL, 2003).

As bioceramicas séo classificadas em subgrupos de acordo com sua reatividade
no corpo humano:

- Quase inertes: alumina, carbono vitreo e zirconia (ZrO2). Interagéo com o tecido:
mecanica;

- Bioativas: hidroxiapatita (HA), vidros bioativos, vitroceramica bioativa. Interacéao
com o tecido: ligacao interfacial;

- Reabsorviveis: fosfato tri calcico (TCP), sulfato de calcio, fosfato tris sédico.
Interacdo com o tecido: substituicdo; Interacdo com o tecido: depende do material.

As bioceramicas bioinerte e bioativas diferem na maneira de interagir com o
tecido: na bioativa a fixagdo acontece atraves de uma ligacédo quimica com o tecido e
na bioinerte, a ligacdo ndo se da diretamente com o 0sso ocorrendo a formacéo de
uma camada fibrosa (LEGEROS et. al., 2006).

As bioceramicas sdo utilizadas na forma densa e porosa. A quantidade e
distribuicdo de porosidade nos materiais ceramicos influenciam fortemente a
resisténcia, modulo de elasticidade, resisténcia a oxidacao, resisténcia ao desgaste e
outras propriedades importantes. Apesar do aumento da porosidade diminuir a
resisténcia mecanica do material isoladamente, a existéncia de poros com dimensdes
adequadas pode favorecer o crescimento de tecido através deles, fazendo com que
ocorra um forte entrelacamento do tecido com o implante, aumentando, por
conseguinte, a resisténcia do material in vivo. Na forma macroporosa, os implantes
aceleram o processo de cura, ja que permitem o crescimento progressivo de colageno
e seguinte mineralizagédo de tecido 6sseo através dos poros abertos e interconectados
(ZAVAGLIA, 2003).
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Entre as bioceramicas merece destaque as hidroxiapatitas devido a similaridade
guimica com a fase mineral dos tecidos 6sseos, podemos considera-la como um dos
materiais mais biocompativeis conhecidos, favorecendo o crescimento ésseo para 0s
locais em que ela se encontra (osteocondutor), estabelecendo ligacées de natureza
guimica com o tecido ésseo, permitindo a proliferacao de fibroblastos, osteoblastos e
outras células 6sseas, sendo que as células ndo distinguem entre a hidroxiapatita e a
superficie dssea, o que indica a grande similaridade quimica superficial.

A hidroxiapatita é produzida por uma série de reacdes, complexas e demoradas,
de sintetizacdo do carbonato de céalcio com o &cido fosférico. Ao final dessas reacdes
de sintese, se obtém as apatitas na forma de um po, isto €, constituidas por um
aglomerado de particulas em simples justaposicédo, mantidas juntas por ligagdes muito
fracas (NAGEM, 2006).

Nossos achados permitem inferir que a HAP utilizada nesta pesquisa induziu
aumento no volume 6sseo neoformado e maior densidade Ossea. Cremos que a
associacdo de membrana e HAP testada pelo nosso grupo pode apresentar
propriedade Osteo indutora jA que 0 crescimento 0sseo ocorreu numa patologia
(defeito critico). Para avaliar o desempenho de enxertos com a finalidade para
regeneracao 0ssea, os defeitos criticos sdo os mais indicados. Um defeito critico é
caracterizado por néo ter a capacidade de se reconstituir sozinho em um dado periodo
experimental.

Na analise histologica foram identificadas regides de neoformacdo éssea nas
bordas do defeito, em todos os grupos experimentais. No grupo coagulo, nos periodos
de 28 e 45 dias, a neoformacdo foi bem discreta, iniciando-se nas bordas do
remanescente 0sseo em direcdo ao centro do defeito. Essas areas de tecido
neoformado estavam espalhadas por todo o defeito critico, fato este que sugere um
processo de reparo pelas propriedades osteogénicas e osteoindutoras do coagulo. A
espessura do tecido neoformado é inferior a espessura original da fibula. Em defeitos
criticos esse tipo de neoformacdo é comum de ser observado nos grupos que nao
apresentam osteoconducdo adequada para guiar a angiogénese e recrutamento
celular.

De um modo geral, os grupos coagulo (controle negativo) apresentam esse tipo
de caracteristica por ndo serem capazes de reparar o tecido 6sseo se o defeito ndo
for preenchido com algum tipo de enxerto. Amaral (2013) observou estes mesmos

resultados quando comparou coagulo, tendao bovino, hidroxiapatita e Bio-0ss®. Esse
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autor demonstrou que 0s grupos codgulo e tenddo bovino apresentaram discreta
formacado éssea em suas margens, tendo maior formacéo de tecido conjuntivo fibroso.
Os grupos preenchidos pelas bioceramicas apresentaram maior neoformacao 6ssea
e tecido mineralizado ao longo do defeito.

A é&rea de osso neoformado observada no grupo tratado com HAP apresentou
ilhas de neoformacdo espalhadas ao longo do defeito, principalmente no periodo
experimental de 28 dias. A neoformacdo O6ssea com a presenca dessas ilhas de
neoformagé&o ao longo do defeito pode indicar um potencial osteoindutor, como ocorre
nos estudos em que se observa pontos de tecido neoformado no centro de defeito
sem estarem associados as margens do osso remanescente (KIM et al.,2015;
NOTODIHADRJO et al., 2012; PATEL et al., 2008; WANG et al., 2016a; XIE et al.,
2017).

No grupo HAP ao fornecermos ao tecido receptor um biomaterial que mimetiza a
estrutura 6ssea natural em sua composicao quimica e forma, desencadeia-se uma
resposta tecidual para que as células interpretem o biomaterial como um meio 6sseo
e 0 processo de remodelacdo 6ssea ocorra para que novo 0sso seja formado. No
entanto, tratando-se um biomaterial cujo tamanho e forma estrutural se assemelha ao
0sso natural, a intencao € que seja fornecido um biomaterial que sirva como matéria-
prima para iniciar o processo de regeneracdo 0ssea sem que antes necessite ser
reabsorvido.

Silva et al. (2016) testaram o gel de doxiclina em defeitos criticos de calvaria. Os
resultados mostraram resultados relevantes com a utilizagéo da doxiciclina no veiculo
em gel de natrosol, que serviu como scaffold para garantir que a arquitetura e o espaco
a ser preenchido por novo osso fosse garantido. Porém, para que a neoformacéo
0ssea ocorra gradativamente e se mantenha nos periodos experimentais mais tardios
h& a necessidade de se manter um arcabouco que garanta volume e preenchimento
do defeito, sem que haja uma reabsorcéo rapida do enxerto.

Os concentrados plaquetarios, como o L-PRF, também podem ser utilizados para
aprimorar a resposta tecidual e servir como “scaffold” para materiais de ordem
nanométrica (OLIVEIRA et al., 2015). O biomaterial Bio-oss® € um dos biomateriais
mais utilizados para a regeneracdo 6ssea. Nos estudos em calvaria de ratos, por ter
suas particulas muito cristalinas, ele mantém a microarquitetura no local do enxerto
para conduzir o processo de neoformacao. Sua reabsorcao € lenta, em alguns estudos

clinicos, bidpsias feitas apds dez anos de enxerto apresentaram ainda resquicios do
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biomaterial (SARTORI et al., 2003).

As nanoparticulas de HAP séo capazes de internalizar células mesenquimais e
desencadear respostas moleculares para a diferenciacdo destas células. Sendo
assim, a associacdao da membrana e HAP pode trazer resultados ainda mais
satisfatorios para os periodos de cicatrizacdo mais longos como os observados em
defeitos criticos.

Supomos que a presenca da membrana funcionou como uma barreira mecanica
impedindo o povoamento da regido lesada por células musculares e de outros tecidos
gue ndo fossem o 0sseo, evitando assim a formacédo de pseudoartroses. Essa barreira
também orientou todo o processo de reparo, impedindo que ele se estendesse para
fora da regido delimitada por membrana, de tal forma que nos animais testados nesse

trabalho ocorresse apenas formacao de tecido 60sseo na regidao do reparo.
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7 CONCLUSAO

O nosso estudo concluiu que a HAP associada a membrana apresentou
resultados biologicamente significativos para a neoformacao 6ssea, por que fornecem
um biomaterial que mimetiza a estrutura 6ssea natural em sua composi¢éo quimica e
formato e a membrana por que cria uma estrutura de sustentacéo e delimitacdo da
area de reparo e regeneracao 0ssea.

Esses achados abrem novas perspectivas de tratamento em defeitos criticos que
normalmente ndo se regeneram como estruturas anatdmicas e histolégicas

funcionais.
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