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RESUMO

Estudos prévios sugerem que a modificacdo da superficie de uma
hidroxiapatita sinterizada, através do condicionamento &cido, favorece a
interacdo deste biomaterial com o organismo. Este estudo avaliou o reparo de
defeitos 6sseos preenchidos por hidroxiapatita sinterizada modificada (HAM),
taxa Ca/P = 1.5 e hidroxiapatita sinterizada pura (HA), taxa Ca/P = 1.67, em um
modelo experimental in vivo. Foram utilizados 52 ratos, submetidos a confecgéo
de defeitos Gsseos que promoveram as exposicOes das raizes mesiais dos
primeiros molares superiores, sendo utilizado implante de HAM no lado direito e,
como controle, HA no lado esquerdo. Os animais foram distribuidos
randomicamente em quatro tempos pés-operatérios (15, 30, 60 e 90 dias). Apos
a morte dos animais, as pecas foram preparadas e avaliadas através de analise
histologica, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microtomografia
computadorizada (MicroCT). Os resultados mostraram maior neoformacéo
Ossea associada a HAM (p=0.009). Na analise longitudinal a HAM apresentou
neoformacdo 6ssea superior no tempo experimental de 90 dias pds-operatoério
comparado aos tempos de 15 e 30 dias pés-operatorios (p=0.014 e p=0.018
respectivamente). Para os parametros atividade osteoclastica e processo
inflamatorio ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre HAM e HA (p=0.446 e p=0.411, respectivamente). As avaliacOes atraves
da MicroCT demonstraram aumento da densidade 6ssea ao longo dos tempos
experimentais para a HAM (p=0.0042), mas nao para HA (p=0.356). A
microscopia eletrbnica de varredura permitiu a observacdo das
microporosidades associadas a HAM e a incorporacdo dos biomateriais ao
tecido 6sseo. Nas condi¢cbes experimentais desse estudo, a aplicacdo de HAM

resulta em melhor reparo 6sseo, quando comparada a HA.

Palavras-chave: Substitutos Osseos; Materiais Biocompativeis; Regeneracgio

Ossea; Modelos Animais.



ABSTRACT

Previous studies suggest that modifying the surface of a sintered
hydroxyapatite (HA) through acid-etching favors the interaction between the
biomaterial and organism. This study evaluated bone repair of defects filled with
a modified sintered hydroxyapatite (HAM; Ca/P ratio = 1.5), and sintered
hydroxyapatite (HA; Ca/P ratio = 1.67), in an experimental model in vivo. Bone
defects were created to promote mesial roots exposure of superior first molars in
52 rats. HAM implant was put into the right side bone defect and HA was used
on the left side, as control. Animals were randomized into four postoperative
groups (15, 30, 60 and 90 days) and killed, respectively, in each time. Surgical
pieces were prepared and essessed by histological analysis, scanning electron
microscopy (SEM) and computed microtomography (MicroCT). The results
showed increased bone formation associated with HAM (p = 0.009). Higher bone
formation was related to HAM at 90 days postoperative compared to 15 and 30
days after surgery (p = 0.014 and p = 0.018, respectively). No statistically
significant differences were found between HAM and HA for osteoclastic activity
and inflammation (p = 0.446 and p = 0.411, respectively). MicroCT showed
increased bone density throughout the experimental periods for the HAM (p =
0.0042), but not for HA (p = 0 356). Scanning electron microscopy allowed the
observation of microporosities associated with HAM and the incorporation of
biomaterials in bone tissue. Under the experimental conditions of this study, the

application of HAM results in better bone healing compared to HA.

Keywords: Bone Substitutes; Biocompatible materials; Bone Regeneration;

Animal models.
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1 Antecedentes e Justificativa

Os enxertos 0sseos sdo o segundo procedimento mais realizado no
mundo, sO6 perdendo para as transfusdes sanguineas. Estima-se que
aproximadamente 2,2 milhdes de procedimentos de enxertia séo realizados no
mundo anualmente (1). O uso do enxerto 6sseo autégeno é considerado o
padrdo ouro nas reconstrucdes Osseas, apresentando propriedades de
osteoconducdao, osteoinducado e osteogénese, além de ser um método previsivel
e bem documentado de enxertia do rebordo alveolar. As vantagens deste tipo de
enxerto s&o um menor tempo de cicatrizagcdo, maior incorporacédo do enxerto e
custo menor que os substitutos 6sseos (2, 3). Contudo, 0 uso do 0sso autdégeno
apresenta desvantagens como a morbidade pos-operatéria, a disponibilidade
limitada, a necessidade de uma area doadora e a imprevisibilidade da taxa de
reabsorcéo (4-6). Outras técnicas tradicionais para reparo dos defeitos 0sseos

incluem a utilizacdo de enxertos aldgenos, xendgenos e biomateriais (7, 8).

E esperado do biomaterial ideal que o mesmo possua propriedades de
biocompatibilidade com os tecidos adjacentes, radiopacidade, facilidade de
modelamento, resisténcia para tolerar impactos, estabilidade ao longo do tempo,
capacidade de manter o volume e osteoatividade (9). A osteoatividade € a
capacidade do material implantado ser substituido por formacéo 6ssea através
da osteoinducdo e osteoconducdo (10). H& vantagens indiscutivelmente
significativas no grupo dos biomateriais: a disponibilidade irrestrita faz com que
nao seja necessaria a abordagem em um segundo sitio cirdrgico, levando a
diminuicdo do tempo cirdrgico, bem como a recuperacdo pos-operatoéria.
Infelizmente, até 0 momento, todas as tentativas de sintetizar substitutos 6sseos
para aplicacbes clinicas com tolerancia fisioldgica, biocompatibilidade e
estabilidade em um longo prazo tiveram, apenas, um sucesso relativo quando
comparado ao padrdo ouro (enxerto 0Osseo autdgeno). Isto mostra a

superioridade e complexidade das estruturas naturais (11).

Os fosfatos de calcio (CaP) sao utilizados como substitutos 6sseos a mais

de 119 anos (1, 12). Apresentam diferentes aplicagces em todo o corpo. Suas
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indicagOes incluem implantes dentais, uso no tratamento periodontal, tratamento
de defeitos 6sseos, tratamento de fraturas, substituicdo total de articulacdes, na
ortopedia e nas reconstrucdes cranio-maxilo-faciais (11). A hidroxiapatita (HA) é
um dos biomateriais a base de fosfato de célcio mais utilizados, tanto em
pesquisas, quanto clinicamente. Sua composi¢cao e estrutura sao similares ao
0sso humano (13). Sdo reconhecidas suas capacidades de adesdo quimica
diretamente ao 0sso, bioatividade, osteocondutividade e biocompatibilidade (14-
16). Muitos estudos in vitro e in vivo mostraram que a hidroxiapatita favorece a
adesdo, diferenciacao e proliferacdo de células relacionadas a osteogénese,
como osteoblastos e células-tronco mesenquimais (17, 18). Segundo os
achados de Neovius et al. (2010) as hidroxiapatitas estéo relacionadas com um
baixo indice de complicacbes pds-operatorias, sendo considerado um material

seguro e previsivel para reconstrucdes alveolares (19).

Geralmente, apatitas utilizadas na Odontologia sdo preparadas a partir de
substancias quimicas puras; contudo, elas também podem ser preparadas de
fontes biologicas, como os dentes (20). Devido a sua versatilidade, as apatitas
podem ser empregadas em diferentes formulacdes, configuracdes e forma (21).
Dentre os CaP, a HA € o mais estavel em um pH fisiolégico de 7,4 e, como ja
referido, € bioativa e pode, ou néo, ser bioreabsorvivel. A bioreabsorcao dos CaP
ocorrem por meio de dissolucdo e fagocitose (22-26), que dependem de varios
parametros como cristalinidade, porosidade, pureza quimica e rugosidade da
superficie (11). Uma das propriedades mais importantes dos CaP €& sua
solubilidade em agua, uma vez que o0 comportamento in vivo € dependente, em
grande parte da mesma (27). De um modo geral a substituicdo idnica na rede
cristalina de um material provoca um aumento de defeitos estruturais e
distorcbes na rede que culminam na alteracdo de propriedades como
solubilidade, estabilidade térmica e reatividade superficial da hidroxiapatita.
Portanto, seu comportamento in vitro e in vivo é fortemente alterado pelas
substituices. Além da substituicdo ibnica a hidroxiapatita apresenta uma
facilidade de variagcbes de estequiometria, ou seja, ndo apresenta uma

composicao fixa, sendo sua férmula melhor definida como: Cal0-x(HPO4)x
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(PO4) 6-x (OH)2-x, onde x pode variar de 0 a 1, e desta forma a razdo molar
Ca/P situa-se entre 1.5 a 1.67 (28).

Dentre as propriedades citadas a porosidade parece ser a mais estudada
em relacdo ao processo de reabsorcado do material e sua substituicao por tecido
0sseo. Acredita-se que o tamanho ideal para os poros de um composto de CaP
seja semelhante ao do 0sso esponjoso. Macroporosidade (poros maiores que
50um) € intencionalmente inserida ao material através da adi¢cdo de substancias
volateis, principalmente polimeros, antes do processo de sinterizacao. Gauthier
et al. (1999), demonstraram que macroporos de cerca de 560um s&o mais
favoraveis a neoformacdo que poros de 300um (29). JA a microporosidade
(poros menores que 10um) é consequéncia do processo de sinterizacao,
dependendo da temperatura atingida e do tempo de duracéo do processo. Ja foi
demonstrado que a microporosidade permite a circulacao de fluidos corporais no
interior do material, enquanto a macroporosidade fornece um substrato para a
colonizacédo celular osteogénica, sendo ambas as caracteristicas desejaveis
para a formacéo de tecido 6sseo. Poucos materiais disponiveis preservam tanto

macro quanto microporosidades (30).

Atualmente, biomateriais fabricados de HA que apresentam alta
porosidade e interconectividade dos poros séo utilizados clinicamente (11, 15,
31). Contudo, € necessario desenvolver uma forma simples e reprodutivel para
melhorar a superficie bioativa de HA, modificando a relagcdo Ca/P da sua
superficie nanoestruturada. Uma superficie bioativa com uma relacdo Ca/P
menor do que 1 ndo é adequada para implantacdo no corpo por causa da sua
elevada solubilidade e acidez (11) e, portanto, foi proposto que a camada
superficial de HA (relacdo Ca/P = 1.67) deve ser modificada para mimetizar o de
beta-tricalciofosfato (B-TCP; taxa Ca/P = 1.50) (32, 33). Dorozhkin (1997),
ilustrou o processo de solubilizacdo, o equilibrio entre a superficie da HA e as
solucdes aquosas, e a interacdo entre os organismos e a superficie da HA (34).
Durante o processo de dissolu¢cédo da HA a composicao da superficie muda para
Ca3(P04)2 (fosfato tricalcico, TCP) e CaHPO4 (fosfato bicalcico diidratado,
DCPD).
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Bertazzo et al. (2010) propuseram que as trés fases iniciais da dissolucéao,
qgue ocorrem antes do equilibrio, sdo estabelecidas entre a superficie da HA e
fluidos biol6gicos, formando o composto DCPD na sua superficie (35). ApGs a
realizacdo do equilibrio na superficie, seguem 0s passos que iniciam a
integracdo da superficie da HA ao tecido, como a absorcdo de proteinas e
adesdo celular. O procedimento de condicionamento &cido proposto pelos
autores altera a taxa Ca/P da superficie pela aplicacao direta de acido fosférico
30% (35), promove a bioatividade da superficie, mimetizando as fases iniciais da
reacdo. A relacdo entre a velocidade de neoformacédo 6ssea e de reabsor¢éo do
biomaterial € de extrema importancia na obtencdo do substituto ésseo ideal.
Apesar de haver estudos in vitro na literatura demonstrando a melhora das
propriedades de adesdo celular e taxa de reabsorcdo da HA apds o
condicionamento com &cido fosforico 30% durante 10 minutos (36), ndo ha
nenhum estudo que teste estas propriedades utilizando um modelo experimental

in vivo.

Diversas formas de HA ja foram estudadas em relacdo as suas
propriedades, sendo evidenciado que as formas densas apresentam lenta
degradacdo ao longo do tempo. Também € estabelecido que porosidade,
cristalinidade, tamanho e forma das particulas sédo fatores que alteram a
velocidade de degradacao deste biomaterial (37, 38). Em um estudo conduzido
por Modenfeld et al. (2010), foram realizados procedimentos cirargicos de
implantacédo de hidroxiapatita bovina para aumento do volume 6sseo em seios
maxilares. Biopsias para analisar o material foram realizadas aos seis meses e
onze anos de acompanhamento com o objetivo de compara o tamanho das
particulas do biomaterial implantado. O resultado encontrado demostrou que as
particulas mantiveram sua estabilidade dimensional (39). Outro estudo realizado
por Hong et al. (2014), em cachorros, onde foram realizadas preservacdes de
alvéolos poés-extracbes com diferentes tipos de biomateriais a base de CaP, em
um acompanhamento de 8 semanas demonstrou mais uma vez a estabilidade
dimensional da hidroxiapatita ao longo do tempo experimental. Nesse estudo o
B-tricélciofosfato foi quase totalmente reabsorvido ao longo do tempo e o fosfato

de calcio bifasico permaneceu em uma posicao intermediaria (40). Biomateriais
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de rpida reabsor¢cdo tem se demonstrado ineficientes em manter o volume
0sseo desejado no processo de reparo 0sseo (41), contudo, biomateriais de
baixa reabsorcdo retardam o processo de reparo 6sseo atrasando a
neoformacédo Ossea (42, 43).

A hidroxiapatita tem se demonstrado um biomaterial de grande relevancia
para reconstrucdes dsseas e a busca por uma melhor performance clinica deste
material € objeto de muitos estudos. Diversas caracteristicas deste material tém
sido alteradas na busca desta melhora, como a taxa Ca/P, a cristalinidade e a
porosidade. Estudos associam a HA com outros biomateriais objetivando
favorecer as propriedades de osteoinducdo (44-46). Apesar do grande
progresso, ainda ha potencial para grandes avangos nas pesquisas que avaliam
os fosfatos de calcio, especialmente no que se refere: a melhora do desempenho
mecanico das bioceramicas; o reforco da bioatividade baseado em mecanismos
de engenharia tecidual; a aplicacdo como carreadores de agentes biolégicos; o
desenvolvimento de biomateriais mimetizando os tecidos organicos. Além disso,
ainda ha necessidade de se compreender melhor seus efeitos nos sistemas

biologicos (11).

Um modelo animal adequado para testar biomateriais deve oferecer
facilidade de manuseio tanto no preparo quanto no controle pés-operatorio. O
tamanho dos animais deve permitir a realizacdo de defeitos 0sseos de
dimensdes adequadas para serem preenchidos com biomaterial (47, 48). Os
tecidos bucais apresentam resposta especifica(49, 50) e poucos estudos na
literatura testam a resposta de biomateriais nas estruturas bucais, utilizando o

rato como modelo animal (48, 50).

Com a finalidade de contribuir para o desenvolvimento de substitutos
0sseos que apresentem propriedades semelhantes ao enxerto autdgeno e
superem suas limitacdes, este estudo avalia o comportamento de duas
hidroxiapatitas com diferentes taxas de Ca/P frente a estimulacdo do reparo

0sseo in vivo, em um modelo experimental animal.
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2 Objetivo Geral

Comparar o reparo 6sseo de defeitos criados em maxila preenchidos com
uma hidroxiapatita com taxa Ca/P modificada em quatro diferentes tempos
experimentais (15, 30, 60 e 90 dias pos-operatorios), utilizando um modelo in

vivo. Hidroxiapatita sinterizada foi utilizada como controle.

2.1 Objetivos Especificos

1) Avaliar o reparo 6sseo associado a aplicacdo dos biomateriais através
da analise histolégica semi-quantitativa.

2) Quantificar o volume 0sseo e densidade 0ssea através de MicroCT.

3) Caracterizar o material através da MEV.
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3 Artigo

O artigo foi formatado para ser submetido no periddico International

Journal of Oral and Maxillofacial Surgery.



18

AVALIACAO DO REPARO OSSEO DE DEFEITOS CRIADOS EM MAXILA E
PREENCHIDOS COM HIDROXIAPATITA COM TAXA CA/P MODIFICADA.
ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS.

Resumo

Estudos prévios, in vitro, sugerem que a modificacdo da superficie
bioativa de uma hidroxiapatita sinterizada (HA) pela alteracdo de sua taxa de
calcio/fosfato (Ca/P) poderia favorecer o processo de reparo 6sseo. Este estudo
testou uma hidroxiapatita com taxa Ca/P modificada (HAM) pelo tratamento
acido de sua superficie em um modelo experimental in vivo. Os 52 ratos foram
submetidos a confeccdo de defeitos 0sseos em maxila, sendo utilizado um
implante de HAM no lado direito e, como controle, uma HA no lado esquerdo. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 tempos pos-cirurgicos (15, 30,
60 e 90 dias), sendo mortos nos respectivos tempos. Avaliou-se através de
analise histologica, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
microtomografia computadorizada (MicroCT). Na analise histologica, o grupo da
HAM apresentou maior neoformacao 0ssea que o grupo da HA (p = 0.009). A
analise de densidade Ossea por meio de MicroCT mostrou um aumento na
densidade Ossea ao longo do tempo experimental para o grupo da HAM (p =
0.0042), nao observado no grupo da HA. Na MEV verificou-se o0 aumento da
microporosidade da HAM. A alteracéo da taxa Ca/P através do condicionamento
acido da hidroxiapatita influenciou positivamente o reparo com uma maior

neoformacédo éssea ao longo do tempo.

Palavras-chave: Substitutos Osseos; Materiais Biomcompativeis; Regeneracgéo

Ossea; Modelos Animais.
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Introducéo

A hidroxiapatita (HA) € um dos biomateriais a base de fosfato de calcio
(CaP) mais utilizados para procedimentos de ganho de volume ésseo, tanto em
pesquisas, quanto clinicamente. Devido a sua versatilidade na Odontologia, as
apatitas podem ser utilizadas em diferentes formulacdes, configuracdes e forma
(1). Dentre os fosfatos de célcio, a HA é o mais estavel em um pH fisiolégico. A
sua reabsorcao ocorre por meio de dissolucéo e fagocitose (2-6), e dependem
de varios parametros como cristalinidade, porosidade, pureza quimica e

rugosidade da superficie (7).

Atualmente, biomateriais fabricados de HA que apresentam alta
porosidade e interconectividade dos poros séo utilizados clinicamente (7-9).
Contudo, € necessario desenvolver uma forma simples e reprodutivel para
melhorar a superficie bioativa da HA, modificando a relagdo Ca/P da sua
superficie. Uma superficie com uma relacdo Ca/P menor do que 1 néo é
adequada para implantacdo no corpo por causa da sua elevada solubilidade e
acidez (7) e, portanto, foi proposto que a camada superficial de HA (relacéo Ca/P
= 1.67) deva ser modificada para mimetizar o de fosfato tricalcico (B-TCP)
(relacdo Ca/P = 1.50) (10, 11).

O procedimento de condicionamento, alterando a taxa Ca/P da superficie,
pela aplicacao direta de acido fosforico 30%, foi proposta por Bertazzo et al. (12).
A modificacdo favorece a bioatividade da superficie, mimetizando as fases

iniciais da reacao de dissolucdo da HA em fluidos bioldgicos.

O objetivo deste estudo € avaliar o reparo 6sseo em defeitos cirurgicamente
criados em 0sso alveolar associados as raizes mesiais dos primeiros molares
superiores preenchidos por HA sinterizada modificada (taxa Ca/P = 1.5) e HA
sinterizada pura (taxa Ca/P = 1.67), baseado na analise histoldgica,
microtomografia computadorizada (MicroCT) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV).



20

Materiais e Métodos

Animais

A amostra foi de 52 ratos machos (Rattus novergicus albinus, Cepa Wistar),
adultos, com peso médio 500 gramas e 6 meses de idade. O numero amostral foi
calculado através do software Winpepi versao 11.25, com um nivel de significancia de
5%, poder da amostra de 80%. Os animais foram separados aleatoriamente em 4
grupos, com 13 animais em cada, de acordo com o0s tempos pds-operatorios de 15,
30, 60, e 90 dias (Fluxograma 1). Todos os animais receberam racdo comercial e agua
ad libitum ao longo do experimento. Foram alojados sob iluminagdo 12h claro/ 12h
escuro. Condi¢des de temperatura e umidade em ambiente de clima controlado.

Hidroxiapatitas

Foram utilizadas neste estudo hidroxiapatitas sinterizadas obtidas de acordo
com a técnica de aspersdo em chamas (13). A hidroxiapatita sinterizada pura (HA)
apresentava taxa Ca/P = 1.67 e a hidroxiapatita sinterizada modificada exibia taxa
Ca/P = 1.5. Essa ultima, condicionada com &cido fosférico 30% por dez minutos,

conforme protocolo de Abe et al.(14).

Protocolo Cirargico

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal com cloridrato de
ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (25 mg/kg). A anestesia geral foi mantida
com isoflurano 1-2V% vaporizado em oxigénio 100%. O animal foi colocado em
decubito dorsal sobre uma mesa pré-aquecida. A cavidade bucal foi preparada com
solucéo de digluconato de clorexidina 0,12% e realizada infiltracdo local de anestésico
cloridrato de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000. Foi realizada uma incisédo
intrasulcular, na regido palatina do primeiro molar superior esquerdo estendendo-se
para porcédo anterior do rebordo alveolar, seguida da sindesmotomia. Com auxilio de
uma broca esférica de aco inoxidavel n°3 ativada por um motor elétrico em baixa
rotacédo, sob irrigacdo constante, foi confeccionada um defeito 6sseo que promoveu a
exposicao da raiz mesial do primeiro molar superior, conforme protocolo de Paris
(2003) (15). O preenchimento do defeito 6sseo foi realizado com HA. A sutura foi

realizada com fio de polipropileno 6-0. O mesmo procedimento foi empregado para
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implantacdo da HAM no lado direito (Figura 1). Os animais receberam analgesia pos-
operatéria com morfina (5 mg/kg). Procedimentos perioperatdrios foram realizados por

um médico veterinario. Os autores realizaram as intervencdes cirdrgicas.

Morte

Ap6s 15, 30, 60 e 90 dias, os animais foram mortos por sobredose anestésica de
isoflurano até atingir efeito de parada cardiorrespiratoria, confirmada por veterinario
(16). Em seguida foi realizada a ressec¢do da maxila que foi fixada em formalina

neutra tamponada 10% por 48h para conservacao da peca.

Andlise Histolbgica

A descalcificacao foi feita em acido nitrico 5%, com trocas diarias. Uma vez
descalcificadas, as maxilas foram dividas sagitalmente até alcancar a parte mais
central dos defeitos cirurgicamente criados. Apos, foi realizado o processamento e a
inclusdo em parafina. Os cortes foram de 4 um de espessura e as laminas coradas
pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).

A analise semi-quantitativa foi realizada por um patologista cego e calibrado para

as condicdes experimentais. O sistema de escore utilizado apresentasse na tabela 1.

Microtomografia Computadorizada (MicroCT)

Cinco animais do grupo experimental de 90 dias foram utilizados para as analises
longitudinais (15, 30, 60 e 90 dias pos-operatorios). Para a obtencdo de imagens, 0s
animais foram anestesiados com inalagcdo de isoflurano (inducdo: 2,5-4%;
manutencao: 1,5-2,5%). Os animais anestesiados foram colocados em decubito
ventral. A duracdo do exame foi de 15 minutos em média, e o tempo total necessario
desde a inducado anestésica até o retorno a gaiola foi de 30 minutos.

O cranio de cada animal foi posicionado no centro do campo de viséo e escaneado
pelo equipamento de MicroCT Triumph Il XOCT® (TriFoil Imaging, Chatsworth, CA),
observando os seguintes parametros de aquisicdo: voltagem no tubo de 80 kVp,
tamanho de ponto focal de 50um, campo de visdo de 80mm, binning 2x2 e tamanho
de imagem de 1184x1120, ampliacdo 1.6x, numero de projecdo foi de 512. As
imagens foram reconstruidas através de um software Triumph XOCT® (TriFoil

Imaging, Chatsworth, CA) em todas as dimensdes espaciais.
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A andlise do comportamento dos biomaterias foi baseada nas sequéncias de
imagens de MicroCT, obtidas com espacamento de 0,16mm no formato DICOM nos
trés planos (sagital, coronal e transversal) ao longo do eixo axial dos individuos (0,160
pixel size). As imagens foram processadas no software Mimics© para a identificagéo
e renderizag&o das estruturas em 3D, bem como para a tomada de medidas de volume

e densidade (Hounsfield units, HU).

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As pecas foram fixadas, desidratadas e secas. Seguiu-se a metalizacdo em ouro
para a aquisicdo das imagens. Foram utilizadas quatro pecas (uma de cada tempo:
15, 30, 60, 90 dias poOs-operatoérios). O equipamento empregado foi um Microscopio
Eletrbnico de Varredura (MEV), modelo XL 30 — Philips em uma tenséao de 20 kV.
Obtiveram-se imagens de superficie das amostras, usando o método de deteccao de

elétrons secundarios (SE).

Analise Estatistica

Para analise estatistica dos resultados foi utilizado o software SPSS verséo 18.
A analise dos resultados histoldgicos foi realizada através de um modelo de Equacdes
de Estimativas Generalizadas (GEE) para observar diferencas entre os grupos HAM
e HA. Para avaliar diferencas dos grupos individualmente ao longo do tempo foi
realizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA) com post-hoc de Tuckey para uma
significancia de 5%. Para a analise intragrupos da MicroCT aplicou-se o teste de
Friedman com nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo do peso dos animais ao

longo do experimento foi utilizado ANOVA com significancia de 5%.

Resultados
Andlise Histoldgica
A avaliacdo histolégica foi feita por escores para trés critérios avaliados:
neoformacdo 6ssea, atividade osteoclastica e processo inflamatorio (Tabela 1). A
analise intergrupos foi feita a partir de agrupamento dicotémico dos escores obtidos.
Os critérios neoformacdo Ossea e atividade osteoclastica foram agrupados da

seguinte maneira: escores 0 e 1, sendo considerados uma resposta insatisfatéria ao
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tratamento, e escores 2 e 3 como respostas satisfatorias ao tratamento proposto. O
critério inflamacao foi categorizado como presenca ou auséncia de inflamacao.

O parametro neoformacdo Ossea apresentou diferenca estatisticamente
significante (p = 0.009) para os materiais utilizados, demonstrando superioridade da
HAM para o critério avaliado. Entretanto, para os parametros atividade osteoclastica
e inflamacdo ndo houve diferenca estatisticamente significante (p > 0.05) entre os
diferentes materiais (Figura 3).

Na analise longitudinal intragrupos a HAM apresentou diferenca
estatisticamente significante para o parametro neoformacdo 6ssea, sendo o tempo
experimental de 90 dias superior aos tempos de 15 (p = 0.014) e 30 dias (p = 0.018)
para o critério avaliado. Os parametros atividade osteoclastica e processo inflamatério
nao apresentaram diferencas (p > 0.05). A HA ndo apresentou diferenca para o0s
parametros histolégicos avaliados ao longo dos tempos experimentais (Tabela 2).

Microtomografia Computadorizada
O grupo da hidroxiapatita com taxa Ca/P modificada apresentou um aumento
crescente na densidade oOssea ao longo do estudo, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p = 0.042) (Tabela 3). Ja para o parametro volume nao
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa ao longo do tempo (Figura 4).
Para o grupo da HA n&o houve diferenca em nenhum dos parametros avaliados. Na

avaliacao intergrupos ndo foram encontradas diferencas para os critérios avaliados.

Microscopia Eletrénica de Varredura
Através da analise de MEV observou-se maior porosidade da HAM quando
comparada com a HA. As particulas de HA e HAM preencheram adequadamente 0s

defeitos 6sseos ao logo dos tempos experimentais (Figura 5).

Discusséo
Os estudos pré-clinicos, utilizando modelos animais, proporcionam uma avaliacao

in vivo que favorece e antecede a aplicacdo de biomateriais em seres humanos.
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Caracteristicas como calculo amostral, randomizacdo, grupos de comparacdo e
cegamento dos pesquisadores foram observadas nesse estudo e constituem
exigéncias no que se refere as pesquisas envolvendo animais na atualidade. O rato
foi empregado como modelo animal, assim como referenciado em outros estudos (17-
19), por oferecer facilidade de manuseio tanto no preparo quanto no controle pés-
operatério. O tamanho dos animais permitiu a realizacdo de defeitos &ésseos
associados a estrutura dentéria, além da avaliacao longitudinal através da MicroCT,
condicao essa que agregou mais um tipo de andlise sem aumento da amostra. Todos
0S animais mantiveram comportamento e habitos compativeis com a normalidade nos
periodos experimentais, sendo observado discreto aumento de peso ao longo do
estudo. Esse fato demonstra a adaptacao dos animais com relacéo ao procedimento
cirargico intrabucal realizado. A aplicacdo da metodologia proposta por Paris (15),
permitiu a avaliagdo do biomaterial na cavidade bucal. Os estudos utilizando implantes
em fémur (20) e calvaria (17, 21), ndo permitem comparacéo dos resultados, pois 0
comportamento dos tecidos bucais é diferente de outras areas do corpo, apresentando
mucosa, dentes, ligamento periodontal, esforco mastigatério constante sobre a area
operada, além de ser um ambiente potencialmente contaminado. Apesar da
dificuldade em delimitar o defeito 6sseo devido a anatomia maxilar e dentaria os
defeitos foram cuidadosamente realizados com broca esférica numero 3 para que
mantivessem a padronizacao dimensional.

A HAM mostrou-se um material com maior facilidade de manuseio quando
comparada com a HA. A HA com particulas maiores e mais rigidas ndo permitiu a
adequada compactacéo nos defeitos 0sseos de pequenas dimensfes e na anatomia
da maxila (7), ao contrario dos estudos que utilizam o biomaterial em defeitos 6sseos
de maiores dimensfes, como o0s realizados em calvaria e fémur (17, 20, 21). Em
muitos defeitos 6sseos preenchidos com HA foi observada a perda do material,
possivelmente deslocado durante os movimentos e incidéncia de forgcas mastigatorias
na area.

A analise histolégica demonstrou o favorecimento da neoformacdo éssea na
presenca da HAM quando comparada a HA. Esse achado deve-se possivelmente, a
superficie bioativa do material que libera ions que favoreceram o aporte de células
osteoprogenitoras, como proposto no estudo de Bertazzo et al. (12), garantindo

propriedades de osteoinducédo e osteoconducao a esse biomaterial (7, 8). Como nos
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achados de Ebina et al. (2009), no tempo pés-operatorio de 90 dias, observou-se a
reestruturacdo dos tecidos periodontais ao redor do implante de HAM, com
reestabelecimento da arquitetura local (17). A observagao da tendéncia de maior
atividade osteoclastica, a partir de 30 dias poés-operatorios, para HAM e HA,
representa a tentativa das células clasticas em fazer a reabsorcao do biomaterial, para
posterior substituicdo do mesmo por tecido 6sseo. A nédo reabsor¢do das particulas
dos dois biomaterias e neoformacao 6ssea associada, apos o periodo de 90 dias,
permitiu a manutencdo de volume da area reconstruida, situacdo esta imprevisivel
guando utilizado o enxerto 6sseo autdgeno (22, 23). Pouca reacdo inflamatoria foi
encontrada, condicdo ja esperada, uma vez que o0s biomateriais utilizados séo
biocompativeis (7, 12, 14, 24). Apesar das limitac6es do processamento histolégico
associadas as caracteristicas dos biomateriais utilizados, o método ainda é o mais
empregado para pesquisa e comparacao de estudos experimentais in vivo (18, 25).

Na analise por MicroCT observou-se um aumento da densidade da HAM ao longo
dos tempos experimentais quando comparada a HA. A descalcificagcdo da HAM,
decorrente do processo de condicionamento &cido, acelerou a interacdo do
biomaterial com os tecidos, favorecendo a remineralizacdo e consequente aumento
de densidade. O volume dos biomateriais nao foi alterado significativamente, uma vez
gue os biomateriais ndo foram reabsorvidos totalmente.

A analise por MEV mostrou as diferencas de porosidade entre os biomateriais. A
microporosidade da HAM, resultante do condicionamento, conforme sugerido por Abe
et al. (14), favoreceu a adesao celular e consequente neoformacao 0ssea.

As diferentes metodologias de analise empregadas nesta pesquisa permitem
concluir que aplicacdo de HAM (taxa Ca/P = 1.5) resulta em melhor reparo em defeitos
0sseos cirurgicamente criados na maxila de ratos, quando comparada a HA
sinterizada pura (taxa Ca/P = 1.67). Estudos ainda séo necessarios para compreender
a influéncia do processo de condicionamento acido dos fosfatos de célcio sobre os
tecidos vivos. Os resultados aqui apresentados sdo animadores e contribuem para a

continuidade das pesquisas com esses biomateriais.
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Fluxograma 1: Descricdo da amostra quanto aos tempos experimentais e os testes realizados.

52 animais

Randomizacédo

Fonte: Dados da pesquisa.

r

15 dias

30 dias

13 animais

4 - Estudo piloto
1-MEV
8 - Histologia

60 dias

13 animais

4 - Estudo piloto
1-MEV
8 - Histologia

90 dias

13 animais

4 - Estudo piloto
1-MEV
8 - Histologia

13 animais

4 - Estudo piloto
1-MEV
8 - Histologia
5 - MicroCT
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Figura 1. Sequéncia de procedimentos cirargicos. (A) Antissepsia intrabucal; (B) Infiltracao
com anestésico local na regido do primeiro molar superior; (C) Incisdo com bisturi montado
com lamina n°l11; (D) Defeito 6sseo e exposicao da raiz mesial do primeiro molar superior
esquerdo; (E) Preenchimento do defeito 6sseo com HA, (F) Defeito 6sseo e exposi¢do da raiz
mesial do primeiro molar superior direito; (H) Preenchimento do defeito 6sseo com HAM; (H)

Aspecto final.
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Fonte: Dados da pesquisa
Tabela 1. Sistema de escores semi-quantitativos utilizados para avaliagdo das laminas

histolégicas.
Escore Neoformacéo Ossea
0 auséncia de neoformacao 6ssea
1 reparo 6sseo de até 30% do defeito 6sseo
2 reparo 6sseo de 30% a 70% do defeito 6sseo
3 reparo 6sseo de 70% a 100% do defeito 6sseo
Escore Atividade osteocléstica
0 Auséncia de atividade osteoclastica
1 Presenca de osteoclastos em até 30% do material de enxerto
2 Presenca de osteoclastos em 30% a 70% do material de enxerto
3 Presenca de osteoclastos em 70% a 100% do material de enxerto
Escore Processo inflamatério
0 Auséncia de processo inflamatorio
1 Processo inflamatorio leve
2 Processo inflamatério moderado
3 Processo inflamatério intenso

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (26)
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Tabela 2. Andlise histopatolégica dos defeitos 6sseos com os diferentes biomateriais empregados.

HA HAM

Neoformag&o Ossea Mediana  (Min-Max) n Mediana (Min-Max) n
15 dias 1 (0-2) 3 la (1-2) 6

30 dias 2 1 2a (0-3) 7

60 dias 1 (0-1) 4 2ab (1-3) 8

90 dias 1 (1-1) 2 3b (1-3) 7
Atividade Osteoclastica Mediana  (Min-Max) n Mediana (Min-Max) n
15 dias 1 (0-1) 3 1 (1-2) 6

30 dias 2 1 2 (1-3) 7

60 dias 1,5 (1-2) 4 1,5 (1-2) 8

90 dias 2 (1-3) 2 2 (1-2) 7
Processo Inflamatério  Mediana  (Min-Max) n Mediana (Min-Max) n
15 dias 0 (0-1) 3 0 (0-1) 6

30 dias 2 1 (0-2) 7

60 dias 0 (0-1) 4 0 (0-2) 8

90 dias 0 (0-0) 2 1 (0-3) 7

a b: diferentes letras indicam diferenca significativa no teste de ANOVA, seguido por post-hoc de Tuckey considerando uma significancia de 5%.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 3. Imagens histoldgicas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE), em aumento de 100x e 200x, de acordo com tempo experimental e
preenchimento das cavidades.

Nota: HA: Hidroxiapatita taxa Ca/P 1.67; HAM: Hidroxiapatita com taxa Ca/P 1.5; NFO: Neoformacéo 6ssea; TCF: Tecido conjuntivo fibroso; TD:
Tecido dentario.
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Tabela 3. Comparacao das médias (+- desvido padrédo) de densidades dos preenchimentos.

Densidade 0ssea HA HAM
15 dias 214589 (+48479) 214595 (+18107)
30 dias 230018 (+33304) 217918 (+36570)
60 dias 226404 (+28472) 240024 (+14813)
90 dias 236462 (+22030) 259347 (£17457)
p 0,356 0,042

Nota. Comparacao das médias com teste de Friedmann para uma significancia de 5%.

Fonte: Dados da pesquisa

(&) "\JL K- \
0@ < £

V‘ \}‘ 0¥ Vv

@ Test side
@ Control side

Figura 4. Reconstrucdo 3D com a representacdo do volume do preenchimento dos defeitos
0sseos no animal com sua evolugdo temporal (15, 30, 60 e 90 dias poOs-operatorios,
respectivamente da esquerda para a direita). As cores vermelho e verde representam a HAM
e a HA, respectivamente.

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 5. MEV, método de deteccédo de elétrons secundarios (SE) mostrando cavidade preenchida com HAM em animal do grupo de 90
dias em 3 diferentes aumentos (A: 40x; B: 200x; C: 1600x).

Nota: HAM: Hidroxiapatita com taxa Ca/P modificada; TD: Tecido dentario; NFO: Neoformacao 6ssea

Fonte: Dados da Pesquisa
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4 Consideragdes Finais

O grupo dos fosfafos de calcio apresentam diversas propriedades que
encorajam seu uso como substitutos 6sseos. Contudo, clinicamente esses
biomateriais apresentam limitacdes, que s&o motivadoras de pesquisas que
objetivam a melhora dos seus resultados clinicos.

A HAM (taxa Ca/P = 1.5) analisada neste estudo mostrou propriedades
de osteoinducdo e osteoconducgéo. A néo reabsorcdo do biomaterial ao longo
dos tempos experimentais ndo prejudicou a evolucdo do reparo 0sseo e
favoreceu a manutencdo do volume na area reconstruida. Em 15 dias ja foi
possivel visualizar uma discreta neoformacao 6ssea em torno dos cristais de HA
e HAM. No grupo da HA, a quantidade de neoformacéao 0ssea continuou estavel
ao longo do tempo, demonstrando limitada capacidade de osteoinducdo e
osteoconducao do biomaterial. No grupo da HAM a deposi¢cdo de matriz 0ssea
continuou a ocorrer. Aos 90 dias a presenca de matriz 6ssea ja era detectada
em torno dos cristais ao longo de todo o defeito dsseo, confirmando uma maior
propriedade de neoformacéo Ossea.

A biocompatibilidade dos materiais foi observada, com baixos escores de
processo inflamatorio, a partir do tempo de 30 dias pds-operatorios. A analise de
MicroCT confirmou os achados histolégicos obtidos, mostrando esse ser um bom
método para analisar densidade e volume de forma longitudinal. A
impossibilidade de padronizacdo do defeito Osseo cirargico, bem como a
topografia da maxila, nesse estudo, dificultou a anélise de MEV.

Os achados encontrados nesse estudo permitem concluir que a HAM
apresenta melhores resultados no que se refere a neoformacédo e densidade
O0sseas quando comparada a HA. Estudos pré-clinicos ainda sdo necessarios
para avaliar os efeitos da modificacdo da taxa Ca/P a longo prazo nos tecidos

VivOos.
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