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Ensinar ndo é transferir conhecimento,

mas criar as possibilidades para a producdo

ou a sua constru¢do. Quem ensina aprende ao ensinar
e quem aprende ensina ao aprender.

Paulo Freire
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APRESENTACAO

Este trabalho consiste em uma dissertacdo de mestrado, com area de concentragdo em
Implantodontia, apresentado ao programa de pds-graduacdo em Odontologia da Escola Bahiana
de Medicina e Satde Publica. O trabalho seréd dividido em duas partes. A primeira ¢ uma revisao
de literatura sobre o tema proposto sob a forma de Manuscrito I intitulado: Alteragdes estruturais
da hidroxiapatita, suas implicacdes e possiveis beneficios bioldgicos. A segunda parte do
trabalho consiste na pesquisa cientifica, apresentando informagdes acerca de resultados sob a
forma do Manuscrito II intitulado: Avaliagdo do reparo 6sseo apos a implantacdo de esferas de
hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada contendo 5 % de estroncio em levantamento de seio
maxilar de coelhos. Trata-se de um estudo inédito do tipo experimental cujo objetivo ¢ avaliar a
biocompatibilidade eo comportamento osteocondutor da hidroxiapatitananoestruturada contendo
5% de estroncio e carbonatos a sua estrutura molecular.
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1. INTRODUCAO GERAL

A busca por biomateriais que apresentem taxa de bioabsor¢do e capacidade de regeneracdo Ossea
mais proximas do osso autdgeno ¢ fonte de intensa investigacao cientifica. A hidroxiapatita(HA) &,
sem duvida alguma, o composto mais pesquisado e utilizado para esta finalidade.Apesar da HA ser
constituida por particulas de dimensdes nanométricas, os biomateriais comerciais a base desse
composto nao fazem uso de suas caracteristicas nanoestruturadas, pois ao processa-lo para o uso
clinico, o material passa por tratamentos térmicos em altas temperaturas, transformando-o num
sistema ceramico com particulas maiores que 100 nm. A sinterizacdo melhora as propriedades
mecanicas do material, porém anula as suas caracteristicas nanoestruturadas, diminuindo sua
atividade quimica e propriedade de bioabsor¢do quando em meio biologico. A substituicdo de ions
calcio por estroncio esta descrita na literatura.O efeito deste metal estd associado ao potencial
estimulador na formacdo Ossea, portanto favorecendo a atividade osteoblastica, como também
apresenta efeito inibidor da atividade osteoclastica, observado nos farmacos para tratamentos da
osteopenia, tais como o ranelato de estroncio.A adicdo de carbonatos a estrutura molecular da
hidroxiapatita favorece a biodegredacdo da HA, sendo considerado um biomaterial com
caracteristicas semelhantes ao da apatita bioldgica e apresentando grau de bioabsor¢do superior ao
da hidroxiapatita estequiométrica. Neste estudo foram utilizados fosfatos de célcio com
propriedades biomiméticas com relagdo a fase mineral do osso humano. Apos a sintese o material
ndo sofreu tratamento térmico (sinterizagdo) mantendo as caracteristicas nanoestruturadas do
material original, favorecendo desta maneira a neoformagdo éssea por substituicdo ao biomaterial
bioabsorvivel.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar de forma descritiva e comparativa esferas de hidroxiapatita
carbonatada nanoestruturada com esferas de hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada contendo

5% de estroncio implantadas em seio maxilar de coelhos.



MANUSCRITO I

ALTERACOES ESTRUTURAIS DA HIDROXIAPATITA: SUAS
IMPLICACOES E POSSIVEIS BENEFICIOS BIOLOGICOS

13
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RESUMO

Para o tratamento e recuperacdo de defeitos Osseos que podem ter diferentes etiologias como
traumas, infecgdes e malformacdes, uma série de estudos cientificos visando a produgdo de
materiais com caracteristicas bioldgicas foi realizada ao longo desses anos. Diversos tipos de
biomateriais sio comumente utilizados na busca da regeneragio dssea tanto no campo da medicina
como também na odontologia, independente da sua origem - quer seja homogena, xendgena ou
mesmo sintéticos. Por apresentar similiariedade e composi¢do quimica proximo do tecido dsseo
natural, a hidroxiapatita vem sendo largamente estudada, principalmente sua composi¢ao sintética,
visto que a isenta de questdes religiosas bem como risco de transmissdo de doencas ou mesmo
resposta imunologica. Mudangas na composi¢do da hidroxiapatita, com o intuito de otimizar sua
capacidade osteocondutora favorecendo a biodegradagcdosdo motivos de estudo. O presente estudo
pretende discutir as possiveis alteragcdes cationicas e anionicasda hidroxiapatita, variagdes de
temperatura, sua influéncia na morfologia do substrato formado e seu possivel efeito modulador
como biomaterial. Aqui deveria entrar a conclusdo da sua revisdo, como por exemplo a substitui¢ao
por ions Sr, carbonato torna o material mais bioabsorvivel, etc.

Palavras chaves: Hidroxiapatita;Biocompatibilidade;Reparo 6sseo; Substituicdes cationicas e
anionicas.
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2. INTRODUCAO

A busca por substitutos 6sseos com propriedades adequadas que favorecam a regeneracdo Ossea €
um desafio para as ciéncias biomédicas, razao pela qual a literatura apresenta um crescente interesse
por substitutos 0sseos que possam apresentarmaior similaridade com os tecidos mineralizados,
especialmente os materiais sintéticos que mimetizam o osso natural humano'. Partindo desse
conceito,houve a integragdo multidisciplinar envolvendo grupos de pesquisas de diferentes
especialidades, quer seja no campo das ciéncias biologicas, envolvendo a Medicina, a Odontologia
e a Biologia como também nos das ciéncias exatas como a Fisica, a Quimica e a Engenharia,
compondo duas grandes areas - biotecnologia e a bioengenharia. Esta interacdo multi e
interdisciplinar fortalece o desenvolvimento de pesquisas € uma constante busca por um material
sintético ou semi-sintético que possa favorecer ou estimular o reparo 6sseo de forma semelhante ao

osso fisiologico.

Dentre os fosfatos de célcio, a hidroxiapatita (HA) tem sido amplamente utilizada como importante
recurso para a substituicdo dssea e se distingue das demais ceramicas a base de fosfato de calcio por
ser similar & porgdo inorganica do tecido 6sseo humano?, constituindo cerca de 30 a 70% da massa
dos ossos e dentes, sendo, portanto, o principal mineral dos tecidos mineralizados®. Seu equivalente
sintético possui propriedades de biocompatibilidade e de osteoconducdo, porém apresenta como
limitagdes a alta cristalinidade e a baixa taxa de absor¢do. Segundo Doi et al', a
biocompatibilidade e a capacidade de reabsor¢do proporcional ao crescimento dsseo sdo
caracteristicas de grande relevancia na escolha de um biomaterial como substituto 6sseo.

A hidroxiapatita ¢ um material inorganico que tem como caracteristica a biocompatibilidade,
similaridade com estrutura 6ssea humana sendo um biomaterial largamente utilizado na
Odontologia para preenchimento alveolar pds-extragdo, aumento de rebordo alveolar, defeitos
periodontais e cirurgia de levantamento de seio maxilar’.

A HA pode apresentar um grande numero de substituicdes isomorficas, ou seja, pode formar
diversos derivados & custa da alteragdo de radicais na molécula base’. Essas substitui¢des podem
favorecer as atividades osteoindutora e osseocondutora, contribuindo, desta forma, para uma
otimizagdo do reparo dsseo.

Alguns autores’™” sugeriram em seus trabalhos que a modifica¢do estrutural desse versatil mineral,
quer seja no radical catidnico, na hidroxila ou no grupo fosfato, por moléculas de estroncio,

carboxila ou zinco, respectivamente, altera a sua geometria estrutural obtendo melhor



16

comportamento nos estudos in vivo. Desta forma, o tamanho das particulas como estruturas
nanométricas, bem como substituicdes de radicais na composicao quimica do biomaterial tem sido
objeto de intensa investigacdo, porém a literatura ainda ndo é conclusiva quanto aos beneficios
oriundos dessas alteragdes estruturais, apos tais modificagdes. O objetivo deste artigo ¢ revisar as
possiveis substitui¢des isomorfométricas da hidroxiapatita, suas caracterizagdes assim como seu

comportamento celular em meio bioldgico.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Com a perda do elemento dental, o osso alveolar tende a reabsorver, chegando, apos seis meses, a
uma perda de 60% do volume inicial'’, podendo ainda estar acompanhada de outros agravantes,
como pneumatizacdo do seio maxilar, acarretando também deficiéncia em espessura e altura,
implicando, desta forma, em comprometimento no planejamento de implantes osseointegrados,
necessitando, para tanto, da aplicacdo de técnicas cirurgicas reconstrutivas que viabilizam o seu

tratamento''. Além disso, 0 0sso constitui o principal reservatério de célcio do nosso organismo.

Por razdes imunoldgicas, os enxertos autdogenos sdo os que melhor atendem aos critérios de bio-
histocompatibilidade, além de terem os melhores resultados quanto ao estimulo da regeneracdo
ssea'”. Sua capacidade osteogénica efetiva torna o enxerto dsseo autdgeno “padrio ouro”para as
técnicas reconstrutivas, porém, a area doadora, seja ela intra ou extra oral, proporciona uma maior
morbidade, aumenta o tempo cirrgico, limita a quantidade dssea desejada e apresenta um custo
mais elevado'’, além da possibilidade do osso autégeno poder apresentar uma taxa de reabsorgio

que pode variar de 30 a 60 %, comprometendo assim a terapia com implantes osseointegrados'*.

A tUnica fonte de material que promove crescimento Osseo e apresenta as trés propriedades
importantes do enxerto ¢ o osso autdogeno, o qual promove a osteocondugdo— que consiste em
crescimento por aposicdo do osso circunjacente e ocorre na presenca de osso ou células
mesenquimais indiferenciadas. J& a propriedade de osteoinducdo écaracterizada pela formacdo de
0ss0 novo a partir das células osteoprogenitoras, derivadas de células mesenquimais indiferenciadas
sobre influéncia de agentes indutores que emanam de matriz 6ssea do enxerto e, por fim, a acdo
osteogénica que promove o crescimento 6sseo derivado de células vidveis, transferidas dentro do

enxertolo.

Os enxertos 0sseos xendgenos sdo caracterizados por serem retirados de espécie diferente daquela
do receptor, fabricados a partir da por¢do inorganica do tecido 6sseo de origem animal, e
classificados como osteocondutores. Os principais animais utilizados sdo os bovinos podendo
também ser retirados de suinos e eqiiinos (refs). Em fun¢do da similaridade quimica entre tais
materiais e a parte mineral 6ssea, os tecidos dsseos se ligam a eles, permitindo a osteoconducao

através do recobrimento por células osseas.
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Quando o material bioativo ¢ implantado no corpo, uma série de reagdes bioquimicas e biofisicas
ocorrem na interface implante/tecido. A interface de ligacdo das reacdes do biomaterial com o 0sso

se faz por intermédio de uma ligagio quimica e ndo fisica'>'®

. Esse tipo de substituto 0sseo
apresenta como vantagens a grande quantidade disponivel e a facilidade de manipula¢do. Porém,
apresentam como desvantagens o risco de transmissdo de doengas, resposta imunologica do

hospedeiro e aspectos religiosos.

Os enxertos alogenos sdo obtidos de doadores humanos vivos ou de cadaveres, possuindo a
vantagem de se evitar um segundo acesso cirurgico, causando assim menor morbidade operatoria,
. , . 17 ey eqe o~
entretanto pode haver uma resposta imunoldgica exacerbada ', o que possibilita a transmissdo de
doengas, principalmente, o osso fresco congelado. Esse tipo de material ¢ obtido de banco de ossos,

com disponibilidade limitada, quando comparado com biomateriais sintéticos.

Os materiais sintéticos utilizados na regenera¢do incluem as ceramicas de fosfato de calcio
sintéticas, dentre elas a hidroxiapatita (Ca o(PO4)s(OH),)'®.Estudos cientificos vém avangando
muito na busca e desenvolvimento de novos substitutos 6sseos, utilizando esse fosfatocomo matriz
ceramica basica para ampliar a sua aplicacdo clinica visando a regeneragdo Ossea, principalmente na
area da odontologia e ortopedia'’ Isso pode ser observado no quadro 01 que demonstra a relagio
entre os autores, diferentes substitui¢des de radicais e temperaturas de sintese da HA.

Além desses estudos,hd uma intensificagdo também de trabalhos que buscam a nanotecnologia
como ferramenta promissora para a sintese de biomateriais que possam mimetizar as caracteristicas
fisico-quimicas deste substrato, pois nestas condicdes hd uma maior semelhanga com a apatita
bioldgica, possibilitando assim uma maior interagdo e, consequentemente, uma maior

. ~ 20
bioreabsorgao™.

O termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez em uma publicacdo cientifica no documento
Norio Taniguchi 1974.A defini¢do da palavra nano est4 associada a dimensdes menores que 100 nm
em uma de suas dimensodes. Estes materiais podem mimetizar as propriedades de superficie dos
tecidos naturais, apresentando ainda citocompatibilidade, propriedades mecanicas, elétricas, opticas
e magnéticas superior aos materiais convencionais®’.

Por apresentar excelente biocompatibilidade e por conduzir o osso neoformado por entre seus poros,

trabalho recente tém demonstrado que a hidroxiapatita nanoestruturada (NanoHA), apresenta
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tamanho e morfologia da apatita biologica, isso porque nesse formato os cristais estdo mais

proximos da sua estrutura, melhorando assim sua osteocondutividade’.

Quadro 1 - Tipos de substituicdes descritas na literatura para as hidroxiapatitas de acordo com o ano e autores.

Autor

Doi et al.

Landhia et al

Bigi et al.

O’donnell
etal.

Calasans-Maia
et al.

Keiichi et al.

Takeuchiet et
al.

Machado et al.

Habibovic et al.

Montazelli et al

Kim et al.

Zang et al.

Lietal.

Ramlil et al.

Lietal.

Ano

1999

2003

2007

2008

2008

2009

2009

2010

2010

2010

2010

2011

2010

2011

2012

Modelo Analises

In vitro

In vivo

In Vivo

In vivo

In vitro

In vivo

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

Tipo de subs Método  Material
tituicéo quimico
DRX, MEV Umido a-TCP,
CA, Te-
CP, HA, B-
TCP,
DCPD,
OCP
DRX, EFT-IR, Substituicio na  Umido HA /
MEV Hidroxila e no CHa
grupo fosfato.
DRX, MET, Cationica: Ca / Sintese HA
Sr Direta em
meio
aquoso
DRX, Ramam, Cationica Umido HA
Rietveld Substitui¢ao
Ca/ Sr
Histomorfometria Cationica Umido HA
Substitui¢ao De
Ca/ Zn
Micro CT e Umido CHa,
Histologia HE HA
MEV, XDR, EFT-IR  Temperatura Hidroter CHa-(a-
100,150,200°C  mal TCP +
H,0
destilada)
Histomorfometria Catibnica HA
Substitui¢ao SrHa
Ca/ Sr
EFT-IR,DRX Substitui¢do na CHa
Histomorfometria, OH e PO,
XRD,EFT-IR,MEV, Hidroxila / Hidroter HA
SELETIVA DE F Flaor mal
MEV, EFT-IR E Comparagdo CHa
Histomorfometria entre Cha
Sintética e
Xenogena.
DRX, FT-IR,FRX Cationica: HA,Silic
Calcio/ Sr ato de
Caede
boro
MEYV, DRX, Cationica: Ca/ Sol / Gel HA
Microscopia de Sr
Forga Atomica,
Espectroscopia de
fotoelétons.
DRX, EFT-IR Umido HA
EFT-IR, DRX, Substituigio da  Umida HAe
Microscopia Hidroxila por Carvio
eletronica de carbonatos ativio
Varredura(SEM)

Resultado

Conclui que a carbonatoapatita apresenta uma resposta
biologica mais favoravel quando comparada com a Ha.

As CHa apresentarm Biocompatibilidade, maior agido
osteocondutora e bioreabsor¢do em relagdo a Ha.

A incorporagdo de Sr. Provoca mudangas na morfologia
e na cristalinidade.

Otimizagio Na Formagio Ossea

A baixa temperatura de sintese ¢ um fator que pode
interferir na textura superficial, favorecendo a adesdo
celular.

Foi observado que o teor de carbonatos diminui com o
aumento da temperatura, alterando assim a
cristalinidade.

Melhor resposta reparadora para as amostras com Sr.

Maior formagao Ossea para a carbonato apatita do tipo
A.

Efeito Estimulante Para Proliferagdo Celular Quanto
Para Deposito De Matriz Extra-Celular De Célcio.

Significativamente maior comprimento de contato e area
de tecido 6sseo neoformado na Ca Sintetica em
comparagdo com a Ca Bovina.

Conclui que a presenca de Sr muda a degradagaoe até a
quimica de degradac@o, para os trés biomateriais
testados.

A incorporagdo de Sr no revestimento do implante
apresentou melhor osseointegragdo quando comparados
com os revestidos por Ha.

O autor sugere o revestimento de implantes com StHA
para melhorar a fixagdo de implantes em o0sso
osteopordtico.

Utilizagdo da quitosana na sintese da HA para obtengao
de cerdmicas nanoporosas.

As carbonatoapatitas porosas apresentam bioatividade
mais elevada que as HA convencional

Quando em presenca de meio bioldgico, os biomateriais sdo classificados de acordo com a sua

resposta frente aos tecidos em: bioinertes, bioativos, bioreativos,bioestavel, biocompativel,

. . . 2 N .. ~ ;. ~
biotelerante e biofuncional”. As ceramicas bioinertes tém como caracteristica ndo estabelecer

ligacdo quimica com o tecido como a alumina e a zircOnia, enquanto as bioativas possuem a
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propriedade de estimular uma resposta bioldgica especifica na interface do material, tendo como
resultante a formagdo de uma ligagio quimica com o tecido, como a hidroxiapatita®®. Apos a
implantacdo in vivo deste tipo de material, uma série de reagdes bioquimicas e biofisicas ocorrem na
interface implante/tecido. Essas reacdes, eventualmente, resultam em ligacao interfacial de natureza

roos ~ . 15,16
quimica e ndo fisica ™.

A alumina, zirconia, fosfato tricalcio, vidros bioativos, vidros cerdmicos e a hidroxiapatita - por
apresentarem propriedades biocompativeis sdo materiais de escolha em inumeras aplicagdes
médicas. Esses materiais em meio bioldgico podem apresentar duas propriedades, a saber;
bioinertes, ou seja, ndo apresentam nenhuma ligacdo quimica com os tecidos, como a alumina e a
zircOnia, ou mesmo apresentarem propriedade de estimular uma resposta bioldgica especifica,
resultando numa ligagdo quimica com o tecido; caracteristica essa atribuida aos materiais bioativos,

. . . . . . e . . , . . . 21
como: vidros bioativos, hidroxiapatita sintética e animal e compdsitos bioativos” .

A exemplo de materiais bioreativos estdo o titanio, nidbio e tantalo que sdo largamente utilizados na
ortopedia como também na implantodontia, esses metais adquirem a bioatividade apds um
tratamento de ativacdo da superficie e estdo situados entre o limite dos materiais bioinertes e
bioativos®. Os materiais biofuncionais sdo indicados quando a sua aplicagdo esti diretamente
relacionada com a fun¢do a qual se destina™, as propriedades quer seja: mecAnicas, quimicas,
opticas e elétricas, nio podem provocar ou estimular reagdes alérgicas ou inflamatorias®. Os
materiais relacionados com essas caracteristicas de funcionabilidade apresentam caracteristicas para
uma dada fung@o, porém podem ser inadequados se indicadospara outra aplicagdo’. Os biotoleraveis
apresentam como caracteristicas o encapsulamento por tecido fibroso e ndo podem ser eliminados

23
pelo corpo como por exemplo .

Os compdsitos quando submetidos a altas temperaturas apresentam produtos com baixa
biocompatibilidade com os tecidos vizinhos, podendo até bloquear o potencial osteoindutor das
células resistentes'”.A temperatura e o tempo de sinterizagio, porosidade, rugosidade superficial,
tamanho dos graos parecem ser variaveis importantes em relagdo a bioabsorc¢ao (refs). Um dos
métodos mais utilizados para sintese da hidroxiapatita ¢ a precipitagdo, que envolve reagdes por via

, . . . 24
umida, via seca e hidrotermal”".
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Os métodosumidos apresentam duas vias de reac¢do: a de dcido-base e a entre sais de fosfatos. Nesse
tipo de sintese, o produto ¢ um p6 de particulas pequenas e cristalinidade similar aos tecidos
naturais’. Através destas reagdes podem-se preparar materiais com diferentes morfologias,

estequiometria e diferentes cristalinidades®', representada pela tabela abaixo:

Tabela 1: Tipos de reagdes e substratos utilizados para obtencdo da hidroxiapatita através das duas reagdes utilizando o
método imido.

Reagdo Acido- Base Reagdo Sais de Calcio

10Ca(OH), + 6 H. 0(PO4)s(OH), + 18H,O 10CaCl, + Na,PO, + H,O = Ca;(PO,)s(OH), + 12NaCl +
8HC1

Tabela 2: Reag@o e substratos utilizados para obteng@o da hidroxiapatita utilizando o método seco.

‘ 6 CaHPO4 +2 HzO +4 CaCO3-) Calo(PO4)6(OH)2 +4 C02 + 14 H20 \

O método hidrotermal consiste em um método idéntico a via Umida submetido a pressdo e

temperatura. O produto final ¢ um pé com dimensdes nanométricas ou micrométrico sendo possivel
~ .. . . N . . 23 .

a obtencdo de materiais com porosidade similar as HA obtidas de corais™. Por esta via, pode-se

também obter diversas morfologias e formatos, assim como materiais de densos a extremamente

24
porosos”.

A superficie dos biomateriais pode ser alteradaquanto a sua topografia, facilitando a adesao celular
e dos tecidos a esta superficie. Estudos mostram que, em testes de cultura de células, a adesao
celular foi maior em superficie rugosa®*. Corroborando, Granjeiroet al(2004)>, afirmaram que os
materiais sintéticos vém revolucionando os campos da pesquisa e tratamento, pois podem
apresentar diferentes formas (po, particulas,pastilhas ou blocos) tamanhos, texturas, graus de
porosidades (macro ou microporoso) e cristalinidades (cistalino ou amorfo) e presenca de uma ou

mais fasescristalinas e solubilidade.

Takeuchiet al’® avaliaram em seu estudo a influéncia de diferentes temperaturas a 100, 150 ¢ 200° C
sobre a cristalinidade da hidroxiapatita carbonatada preparada através do método hidrotermal e

concluiram que o teor de carbonatos diminui com o aumento da temperatura, e isso influencia de
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forma direta o grau de cristalinidade, ou seja, a temperatura tem efeito direto na
cristalinidade,modificando assim a morfologia microscopica desses compositos. Keiichier al’’
concluiramque a baixa temperatura de sintese ¢ um fator que pode contribuir com a textura
superficial das hidroxiapatitas carbonatadas melhorando tanto sua biodegradabilidade como
também pode se comportar como carreador de fator de crescimento, ampliando, dessa forma, suas
caracteristicas e aplicagdo clinica. Barroser al’’concluiram em seu trabalho que a hidroxiapatita
carbonatada nanoestruturada sintetizada a 5°C quando comparada com a hidroxiapatita sintetizada a
90°C apresenta uma melhor taxa de bioabsor¢io, citocompatibilidade e biocompatibilidade
concluindo que a baixa temperatura de sintese influencia na resposta bioldgica.

Uma das vantagens das bioceramicas a base de fosfatos de calcio utilizadas como enxertos dsseos, ¢
que tanto os ions calcio quanto os ions fosfatos ndo interferem na fun¢do celular e fisiologica dos
tecidos adjacentes, proporcionando uma resposta tecidual favoravel ao tratamento’.Uma outra
substituicdo que a hidroxiapatita pode sofrer ¢ na hidroxila que apresenta como caracteristica uma
ligagdo fraca, podendo ser facilmente substituida por ions halogénos ou carbonatos. Esta alteracdo
idnica pode modificar as propriedades da apatita, e essas trocas idnicas podem ocorrer por meio de
trés reacdes: as de meio aquoso em baixa temperatura que envolvem apatitas bem cristalizadas, as

que envolvem as apatitas nanocristalinas e as reagdes que ocorrem em altas temperaturas®’ .

A solubilidade, estabilidade térmica e reatividade superficial da hidroxiapatita, estd diretamente
relacionada com o grande niimero de substituigdes isomorficas que ela pode sofrer*®, podendo assim
apresentar alteragdes de seus radicais por diversos metais, tais como: Zn'?, Fe, Cu*", Mg®", Al, Ni,
Cr, Co, Sr, (Tabela 3) os quais modificam o célcio, F ,CI ou o (CO;) "2, substituem a hidroxila ¢ o

A - - 21 . 18 - —
anion como o0 VO4 * ou CO;3; 2, o grupo fosfato” . Autores como Narasarajuet al'°, citam o I e

AsO, ™, como substitutos para hidroxila e grupo fosfato, respectivamente. As modificagdes desses
radicais podem ser realizadas através dos métodos umido, seco ou hidrotermal. Essas substitui¢cdes
modulam as caracteristicas fisico-quimicas e bioldégicas no composto formado por essas
modificagdes. Zafleet al’’ concluiram em seu estudo que a liberagdo de fons parece ser um fator
importante na capacidade osteoindutora. Em 2005, os mesmos autoresafirmaram em outro estudo
que o processo de fabricacdo pode influenciar na cristalinidade, alterar a composi¢do quimica do
composto formado dependendo diretamente das matéria primas iniciais, sendo que a liberacdo dos

ions teria um papel direto com a capacidade osteoindutora do material.
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Tabela 3: Principais substituicdes na estrutura das hidroxiapatitas, suas formulas moleculares e parametro de rede.

Formula Molecula Prarametro de rede (nM) ac
Bajo(PO;)o(OH 1,019 0,770
Cd1o(PO4)s(OH), 0,901 0,661
Cay(PO4)s(OH), 0,942 0,688
Sr1o(PO4)s(OH); 0,976 0,728
Pb1(PO,)Cly 1,047 0,743
Pb1o(PO4)6F> 1,047 0,743
Cayo(PO4)6CO; 0.956 0.687
Cay sZno 5(PO4)6(OH), 0,9422 0,6855

A substitui¢do por carbonatos pode ocorrer tanto na hidroxila, como também no radical fosfato,

32,33 . 33
~? Landia et al””, em seu estudo

sendo denominado, portanto como tipoA e tipoB respectivamente
em 2003, afirmaram que a presenga de carbonatos na rede da HA do tipoB causou uma redugdo na
cristalinidade e consequentementeum aumento da solubilidade tanto in vitro como in vivo, com uma
maior presenca de osso neoformado e efeito osteoindutor no interior dos macroporos das

hidroxiapatitas carbonatadas sintéticas quando comparadas com a hidroxiapatita estequiométrica.

Segundo Doi e al’, aglomerados de hidroxiapatita carbonatadaapresentam caracteristicas que
podem ser comparadas favoravelmente com as caracteristicas dos 0ssos, especialmente com relagdo

ao comportamento em meio acido.

A hidroxiapatita carbonatada apresenta uma resposta bioldgica mais favoravel como substituto
0sseo, visto que a presenca de carbonatos na estrutura da rede da apatita aumenta a reatividade
quimica contribuindo com uma reabsorgdo no tecido 6sseo mais facilitado. Habibovic et al’’,
observaram um crescimento no nivel de carbonatagdo na hidroxiapatita carbonatada do tipoA,
apresentando uma maior cristalinidade, taxa de dissolu¢do significativamente aumentada e
concentragdo de calcio 1,5 vezes maior quando comparado com a hidroxiapatita carbonatada do
tipoB, sugerindo que os eventos in vivo e que os eventos de dissolugdo/reprecipitacdo que resultam

na formacao de apatitas bioldgicas sdo mais acentuadas nas ceramicas teoricamente menos soliveis.

Em estudo piloto preliminar em defeitos ndo criticos em calvéria de ratos, utilizando hidroxiapatita
estequiométrica nanoestruturada (controle) e hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada, observou-
se que as analises microscopicas apresentaram neoformacdo Ossea, auséncia de processo

inflamatoério e presenca de biomaterial somente no periodo de uma semana para o grupo
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experimental. Dentro dos limites desta andlise, os autores concluiram que a hidroxiapatita
carbnatada nanoestruturada ¢ biocompativel, absorvivel e com caracteristicas osteocondutoras,

. . . . , 34
podendo ser indicada como material substituto 6sseo™ .

Ha também uma diferenciacdo entre carbonatos sintéticos e de origem animal, como observado por
Kim et al’”’ em seu estudo in vivo, que observou a interface entre 0sso novo e biomaterial nos trés
periodos experimentais e concluiu que foi significativamente maior a quantidade de osso novo
nogrupo sintético do que nos derivados xendgenos. Os dois substitutos Osseos particulados
compartilham propriedades similares e tém micro-estruturas diferentes. Sendo assim, o autor sugere

que as porosidades em substitutos particulados podem ter influéncia na neoformacao ossea.

Montazeri et al’’, obtiveram amostras da HA e fluorapatita (FHA) sintetizadas através da
incorpora¢do de fluor na estrutura pelo método hidrotermal. Foi verificado, in vitro,que a eficiéncia
do fltior reduzia com o aumento do seu teor € que houve um aumento da cristalinidade dos pos
fluoretados em comparacdo com a hidroxiapatita pura. A substitui¢do por ion fluoreto mostrou ter
efeito estimulante tanto para a proliferacdo celular quanto para o deposito de matriz extracelular de

calcio pelas células expostas ao extrato.

O célcio pode ser um incentivo necessdrio para a reabsorcdo osteocldstica. Diminuindo sua
~ . .~ .. 4 , e N

concentragdo pode haver uma diminuicao da atividade dos osteoclastos”. Além das substitui¢des das

hidroxilas e fosfatos, a hidroxiapatita permite também substituicdes no grupo do calcio. Os

9,37,38

et~ +2 . . 2+ 2+
autores sugerem em seus estudos que a substitui¢do do Ca “ por metais, tais como Zn" e Sr™,

aumenta a sua estabilidade estrutural e a dissolugdo deste composto.

O zinco tem importante papel no processo de formagdo Ossea, sua presengca promove um
efeitoosteocondutor melhorado, tendo portanto um efeito estimuldtorio para neoformagdo 6ssea e
inibi¢do osteoclastica’. Porém,sua atividade osseoindutoraainda ndo esta confirmada. Um estudo
recenteavaliou a acdo osteoindutora da hidroxiapatita contendo 5% de zinco em sitio intramuscular
e subcutdneo em abdomen de coelhos, ndo apresentando tecido 6sseo formado apds 12 semanas de

implantagio™ .

Um outro metal também utilizado como substituto do célcio ¢ o metal estroncio que faz parte da

mesma familia quimica do zinco, sendo portanto membro dos alcalinos terrosos, apresentando
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assim a mesma valéncia °, onde cada ion de céalcio removido ¢ substituido por um de estroncio. A
simples mudanca destes radicais ja interfere na degradacgdo. O tipo de ligacdo quimica e arranjo dos
atomos que compdem os materiais ceramicos estdo diretamente relacionado a sua estrutura e

s~ 21,36
composicao™ .

Uma melhor bioatividade de superficie foi alcangada com a incorporagdo do Sr na HA, o resultado
parece estar vinculado a um equilibrio entre promogéo e inibi¢do de vérios processos bioquimicos>,
porém concentragdes maiores podem inibir a proliferagdo, tendo assim um efeito inibidor e
prejudicial. Corroborando, Machado et al’’ indicaram que o Sr incorporado a HA obteve melhores
propriedades fisico-quimicas e de biocompatibilidade quando comparada com o biomaterial sem

esse metal, sugere também que novos estudos com diferentes concentracdes se faz necessario.

O estroncio também pode ser incorporado no revestimentos de implantes para melhorar a fixacao
em 0ssos osteopordticos, visto a larga utilizacdo do ranelato de estroncio em pacientes
comprometidos com essa enfermidade (ref). Li et al’’, observaram em seu estudo in vivo em
ratosque apos 12 semanas houve uma melhora da osteointegracdo de implantes revestidos com
hidroxiapatita contendo estroncio, quando comparadas com os implantes revestidos de

hidroxiapatita.

A busca por um biomaterial ideal continua motivando e galgando avancos importantes na
bioengenharia e biotecnologia de materiais. Estudos cientificos vém avancando muito na busca e
desenvolvimento de novos substitutos dsseos. A hidroxiapatita tem um maior destaque visto que ¢
uma ceramica que pode sofrer modificagdes estruturais, entretanto os aspectos e possiveis
beneficios oriundos destas modificagdes ainda ndo sdo conclusivos. Desta forma fica claro que
alguns fatores relacionados com o seu processamento, tais como: baixa temperatura de sintese, ndo
sinterizagdo do material, substituigdes de radicais, concentracdo destes substitutos,
macroporosidade e topografia superficialmodulam a um substrato com melhores propriedades

osteocondutoras, otimizando assim os beneficios e ampliando as vantagens das hidroxiapatita.
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4.CONSIDERACOES FINAIS

A regeneracdo Ossea ¢ um processo complexo e continuo que objetiva uma restauragdo anatomica e
funcional. Inumeros eventos ocorrem quando um determinado biomaterial entra em contato com o
ambiente biologico. Fatores que podem intensificar, melhorar ou mesmo otimizar a resposta
tecidual sdo objetos de intensa investigagcdo cientifica, visto que modifica¢des estruturais como
mudancas de um ou mais radical, temperatura, e tipo de reacdo aplicada para a sintese deste
material, irdo interferir diretamente em sua cristalinidade, degradacao e capacidade osteocondutora.
Sendo assim, a investigagdo, a pesquisa e o entendimento destas interagdes moleculares e celulares
ao redor do biomaterial sdo fontes inesgotdveis de estudo. Parece estar claro que a aplicabilidade
deste importante substrato - a hidroxiapatita -em condigdes estruturais nanométricas apresenta
capacidade osteocondutoras melhoradas, bem como mudangas em seus radicais quer seja no sitio
catidnico, anionico ou na hidroxila, representa um ganho maior quanto a formagdo Ossea. No
entanto valores elevados de quaisquer substitutos tém efeito inibitorio.Quantificar quais sdo os
valores ideais que podem ser incorporados a estrutura molecular da hidroxiapatita a fim de otimizar
sua aplicagdo clinica parece ser o desafio motivador que rege os principais centros de estudos de

biomateriais.



27

ABSTRACT

For bone defect treatment and recuperation that can have different etiologies such as traumas,
infections and malformations, a series of scientific studies have been done over the years in order to
produce material with biological features. Several types of biomaterials are generally used for bone
regeneration search both in the medical field as well as in dentistry, regardless the origin either
allogeneic, xenogenous or even synthetic. Because of its similarity and chemical composition that
are close to the ones from natural bone tissue, hydroxyapatite has been widely used, mainly the
synthetic composition, that avoids religious issues and the risk of diseases transmission or even
immunologic response. Changes in the hydroxiapatite composition, with the aim of optimize its
osteoconductive capacity, benefiting biodegradation are reasons for study in order to improve bone
tissue response after implantation. The present study aims to discuss possible cationic and anionic
changes of the hydroxyapatite, temperature variations, its influence in the formed substrate
morphology and the possible modulator effect as biomaterial.

Key-words: Hydroxyapatite; Biocompatibility; cationic and anionic substitutions.
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MANUSCRITO 11

AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DO REPARO OSSEO APOS IMPLANTACAO
DE ESFERAS DE HIDROXIAPATITA CARBONATADA NANOESTRUTURADA
CONTENDO 5% de ESTRONCIOEM LEVANTAMENTO DE SEIO MAXILAR DE
COELHOS
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RESUMO

Para o tratamento e recuperacdo de defeitos Osseos que podem ter diferentes etiologias como
traumas, infeccdes e mas formacdes, uma série de estudos cientificos visando a producdo de
materiais com caracteristicas bioldgicas foi realizado ao longo desses anos. As apatitas biologicas
apresentam baixa cristalinidade e contém substitui¢des cationicas e anidnicas na estrutura do cristal.
Essa caracteristica faz com que a mesma seja diferente da hidroxiapatita estequiométrica. Mudangas
na composi¢ao da hidroxiapatita estequiométrica sdo motivos de estudo com finalidade de modular
a resposta do tecido Osseo apOs a sua implantagdo. O estroncio vem a contribuir devido a sua
capacidade dual que consiste na reducdo da reabsor¢do Ossea assim como a inducgdo da atividade
osteoblastica, ¢ os carbonatos favorecendo ainda mais a osteocondutividade e bioabsorgao
agregando dessa maneira caracteristicas importantes na reestruturacdo morfologica da
hidroxiapatita. Este estudo tem como objetivo caracterizar fisico-quimicamenteos biomateriais antes
da implantagdo e analisar histologicamente e histomorfometricamenteesferas de hidroxiapatita
carbonatada contendo 5% de estroncio apds implantagdo em soalho do seio maxilar. Foram
utilizados 12 coelhos brancos da Nova Zelandia, divididos de acordo com os grupos experimentais:
Grupo I. Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada contendo 5% de estroncio(nSrcHA-
Experimental) e Grupo II: Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada (ncHA-controle) e, sub-
divididos de acordo com os periodos experimentais de 4 ¢ 12 semanas. Ap6s a confec¢do dos sitios
cirurgicos, foram implantados nas cavidades dos seios maxilares nSrcHA e ncHA, nos lados
esquerdo e direito respectivamente. Apos os periodos experimentais, os animais foram
eutanasiados, os blocos dsseos foram removidos e as amostras foram processadas histologicamente.
Cortes com Spum de espessura corados com Hematoxilina e Eosina e Tricromico de Masson foram
obtidos para andlise histomorfométrica. No periodo de 4 semanas, o grupo ncHA mostrou a
presenga de osso neoformado e pavimentacao osteobldstica préximo da parede do defeito. No grupo
nSrcHA, o biomaterial apresentou de forma difusa uma maior deposi¢do de matriz osteogénica em
torno do biomaterial, tecido 6sseo neoformado, tanto préoximo das paredes do defeito, quanto no
interior. No periodo de 12 semanas o grupo ncHA exibiu biomaterial no interior do defeito e osso
neoformado, enquanto no grupo nSrcHA 12 semanas uma intensa formacdo dssea no interior do
defeito com presenca de ostedcitos. Contudo a analise histomorfometrica demonstrou que nao
houve diferenca estatisticamente significante para a densidade de volume entre os materiais, o
tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo entre os grupos e periodos experimentais. Concluimos
que ambos 0s materiais apresentaram caracteristicas de biocompatibilidade e osteoconducao.

Palavras Chave: Seio maxilar, coelhos, hidroxiapatita carbonatada, biomaterial, regeneragao

Ossea, estroncio.
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5. INTRODUCAO

A hidroxiapatita apresenta de 30% a 70% da massa dos ossos e dentes, sendo o constituinte
principal da fase mineral dos tecidos mineralizados®. Seu equivalente sintético possui propriedades
de biocompatibilidade, osteocondu¢do e de osseoinducdo, tornando-o um dos mais promissores
substitutos 6sseos. Em primatas, a hidroxiapatita porosa apresentou caracteristicas de osteoinducao
apos implantagio em sitio ectopico’. Dentre os fosfatos de calcio, a hidroxiapatita tem sido
amplamente utilizada como um importante material para a substitui¢do Ossea e se distingue das
demais ceramicas a base de fosfato de calcio por ser similar & por¢do inorganica do tecido 6sseo
humano. A alta cristalinidade e abaixa taxa de absor¢do s3o limitacdes conhecidas das HA

sintéticas.

Segundo, Carreto et al’; a hidroxiapatita, embora seja osteoindutora, tem atividade bioldgica
dependente do processo de fabricagdo e sintese, o que pode gerar em alguns casos, produtos com
baixa taxa de biodegradagdo com os tecidos circunvizinhoscaracteristica essas atribuidas a

compositos submetidos a altas temperaturas.

Devido ao fato da hidroxiapatita permitir um grande nimero de substitui¢cdes isomorficas, quer seja
no calcio, na hidroxila ou mesmo no anion, pode apresentar caracteristicas osteocondutoras mais
potencializadas, favorecendo dessa maneira uma neoformagdo Ossea’. As apatitas biologicas
apresentam baixa cristalinidade e contém substitui¢cdes cationicas e anidnicas na estrutura do cristal,
por essas razdes a sua composicio difere da hidroxiapatitaestequiométrica’®. Mudanga na
composicao da hidroxiapatita ¢ motivo de estudo com a finalidade de melhorar a resposta do tecido
6sseo apos a implantagao.

O estroncio vem a contribuir pois a sua incorporagdo aumenta a taxa de solubilidade da HA, induz a
atividade osteoblastica e reduz a acdo osteoclastica, além de ter um importante papel no
metabolismo da formagdo dssea.Entendendo que as modificagdes nas composi¢cdes quimicas da
hidroxiapatita, pela substituicdo do grupo fosfato (POs), por carbonatos (COs), leva a uma sintese
de uma hidroxiapatita carbonatada (cHA), com caracteristica que superam as limitagdes citadas e
ampliam a capacidade terapéutica das hidroxiapatitas, este estudo visa avaliar se ha beneficio na

neoformacao 6ssea nos compostos incorporados com este metal.
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Objetivo Geral

Avaliar o reparo 6sseo da hidroxiapatita carbonatadananoestruturada com a incorporagdo de 5% de

estroncio como substituto 6sseo no levantamento do seio maxilar em coelhos.

Objetivos especificos

Caracterizar os biomateriais antes da implantacdo através de Difracdo de Raios X (DRX) e
Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (EVIV) e Microscopia Eletronica de Varredura

(MEV);

Descrever a resposta biologica dos biomateriais implantados apos 4 e 12 semanas por microscopia

de luz;

Avaliar histomorfometricamente a area de osso neoformado,detecido conjuntivo e a bioabsor¢do

dos biomateriais ap0os os periodos experimentais de 4 e 12 semanas.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Biomateriais

As amostras compostas por particulas menores que 20nm e estequiometria variando entre
1,6<Ca/P<2,0 de hidroxiapatita nanoestruturada carbonatada com 5% de estroncio e amostras de
hidroxiapatita carbonatada(Ca/P=1,67) foram sintetizadas e caracterizadas no Laboratorio de
Biomateriais (LABIOMAT) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas(CBPF) sob a coordenacao do
pesquisador Dr. Alexandre Malta Rossi.

6.2 Caracterizacao dos biomateriais

As técnicas de caracterizacdo sdo realizadas para definir as caracteristicas estruturais, superficiais e
composicdo quimica dos materiais e com isso reunir as suas informag¢des mais importantes. Por isso
faz-se necessaria a caracterizagdo do material antes da sua implantagdo. As técnicas que serdao
utilizadas nesse estudo sdo: Difracdo de Raios X (DRX) para avaliacdo da cristalinidade dos
materiais, Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de Fourier (EVIVTF)
para analise dos grupamentos presentes e microscopia eletronica de varredura (MEV) para analise

da morfologia superficial.

6.2.1 Difracao de Raio X:

O objetivo de se empregar esta técnica neste trabalho foi de caracterizar as esferas de cHA e SrcHA
5%, através da investigacdo das possiveis fases presentes e do grau de cristalinidade de cada
material. Os difratogramas de Raios X para as amostras de cHA e SrcHA em pd foram obtidos no
Laboratério de Cristalografia e Difracdo de Raios-X do CBPF, com o difratdmetro de pd Zeiss
HZG4 usando radiacio de CuKa (= 1,5418 A) e varredura angular de 10 — 100° com passo de
0,05/s. Nesse trabalho buscou-se analisar os difratogramas obtidos fazendo comparagdes com

padrdes difratométricos de fases individuais disponiveis no JCPDS para os varios fosfatos de célcio.
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6.2.2 Espectroscopia Vibracional No Infra Vermelho Com Transformada de Fourier(EFTiR).

Esta técnica ¢ utilizada para a identificacdo de grupos funcionais pela compara¢cio do modo
vibracional de um material padrdo. Permite também identificar algumas substitui¢des importantes
ou alteracdes na composi¢do da hidroxiapatita. Pode-se diferenciar a substituicdo dos grupos OH e
(PO,)” pelos grupos (CO3)” por meio da presenga das bandas de absorgdo caracteristica. Os
espectros do infra-vermelho para as amostras em pd da cHA e SrcHAHA foram obtidos no
Laboratorio de Biomateriais do CBPF utilizando o espectrofotometro por transformada de Fourier
da Schimadzu, IR-Prestige 21 com detector DTGS KBr, separador de feixes de KBr . A andlise foi
feita por transmitancia utilizando pastilhas com 1% de KBr na regido mediana do infravermelho

(4000 — 400 cm™).

6.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura.

Antes da implantacdo do biomaterial esta técnica foi empregada com o objetivo de se obter uma
imagem mais detalhada das esferas e sua morfologia, para avaliagdo de possiveis diferencas
morfoldgicas entre os dois biomateriais.As imagens resultaram de elétrons secundarios (ES) e de
observagao sob condi¢des de baixo vacuo. O equipamento usado foi o modelo Quanta FEG 250, da

marca FEI, com os aumentos de 250, 1000 ¢ 5000 vezes.

6.3 Principios éticos no estudo animal

Este estudo foi submetido ¢ aprovado na Comissio de Etica em Uso Animal da Universidade
Federal Fluminense (CEUA/UFF) com o protocolo nimero 190/12 (Anexo 1). Esta pesquisa foi
realizada seguindo a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins
Cientificos e Didaticos — DBCA e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA, ambas

disponiveis em http://concea.mct.gov.br.
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6.4 Caracterizacao dos animais.

Nesta pesquisa foram utilizados 12 coelhos da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus,
espécieOryctolaguscuniculus, raca Nova Zelandia, variedade branco, com peso entre 3 e 4 kg, com
idade entre 18 a 20 semanas, ambos os sexos, saudaveis, obtidos € mantidos no Laboratério de
Producdo de Coelhos (LPC) em gaiolas tradicionais e individuais em malha galvanizada medindo
0,90m x 0,60mx 0,45m, suspensas a 0,80m do chao(Figuras 1 e 2), localizado na Fazenda Escola da
Faculdade de Medicina Veterindria da UFF em Cachoeiras de Macacu.Os animais foram
alimentados com dieta solida, constituida por 150 gramas ao dia, fornecida diariamente,

obedecendo a horarios e dgua ad libidum.

Figura 1: Visdo interna do Laboratério de Producdo de Coelho (LPC). A. Presenca de gaiolas suspensas; B. Gaiola
contendo 1 animal com ragdo e bebedouro tipo bico para agua.

6.5 Distribuicao dos grupos

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos experimentais, de acordo com o
biomaterial utilizado: Grupo I: Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada (controle, lado direito),
Grupo II: Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada contendo 5% de estroncio (experimental, lado
esquerdo). Seisanimais forameutanasiados apds os periodos experimentais de 4 e 12 semanas de

acordo com a Figura 2.
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12 coelhos Branco da Nova Zelandia

Figura 2: Bloco obtido da regido envolvendo os seios maxilares direito e esquerdo com os acessos cirtrgicos utilizados
para acesso ao seio maxilar
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6.6 Procedimento de Anestesia

Todos os procedimentos realizados nos animais e que poderiam resultar em ansiedade e/ou dor
foram conduzidos sob anestesia geral. Os animais foram privados de ragdo seis horas antes do ato
operatdrio, mas ndo de agua, € no momento da cirurgia, os animais foram pesados em uma balanga

eletronica de precisdo (Lucastec”) e as doses dos farmacos calculadas.

Todas as anestesias foram realizadas pela mesma equipe anestésica, composta pelos médicos
veterinarios Fabio Otero Ascoli e Maria Alice Gress.Os coelhos foram operados sob anestesia geral

¢ monitorados através de monitor digital(Digicare®™) com informacdes sobre pressdo arterial,
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oximetria de pulso, freqiiénciacardiaca, capnografia e analisador de gases anestésicos durante todo o
periodo trans-operatorio (Figura 3A) e receberam também hidratacdo venosa com solucdo de ringer

com lactate na dose de Smg/kg/h em veia periférica (Figura3B).

Como medicagio pré-anestésica, foi utilizada aquetaminana dose de 40 mgkg™ associado a
xilazinana dose 1 mg.kg™, por via IM. Apds dez minutos, os animais foramtricotomizados na orelha
e na regido frontal (seios maxilares). Em seguida, cada coelho foi colocado na mesa cirtrgica onde
foi realizada a anti-sepsia da orelha para posterior canulagdao da veia auricular e administragdo de
propofol 3mg.kg"'/minuto, para a indugio anestésica, a manutengdo anestésica foi realizada através
da administragdo de propofol na dose de 0,3 mg.kg 'minuto™. Os animais receberam oxigénio 100%
durante todo o periodo por meio de mascara facial acoplada a regido nasal. A manutengdo da
temperatura corpdrea dos coelhos durante toda a cirurgia, foi realizada com a utilizacdo de um

colchdo térmico.

" |

Figura 3: Procedimentos realizados para a anestesia geral. A. Mascara utilizada para a realizagdo da sedagdo pré-
anestésica B. Regido auricular tricotomizada com canulag@o da veia auricular para permitir a hidratagdo periférica no
trans-operatorio.

6.7.Procedimentos cirurgicos

Todas as cirurgiasforam realizadas utilizando o instrumental cirtirgico organizado em conjuntos
individuais, esterilizados em autoclave, bem como equipamentos de protecdo individual e
observando-se todos os principios de biosseguranca como uso de campos cirurgicos estéreis de
TNT, com fenestragdo para o animal(Figura4A). Foi realizada a antissepsia do local operado com
solugdo topica de digluconato de clorexidina a 2% (LM FARMA®, Vila Guilherme, SP, Brasil) em

seguida, com cabo de bisturi n°3 (Golgran Industria e Comércio de Instrumentos Odontologicos
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Ltda., Sdo Caectano do Sul, SP, Brasil) montado com lamina de bisturi n°15 (Med Goldman
Indutstria e Comércio Ltda, Sao José, SC, Brasil), uma incisdo continua foi realizada na pele da
regido maxilar, 4mm acima da jun¢do inferior do osso incisivo e da maxila (Figura 4B). O tecido
subcutaneo e muscular foidivulsionado com o auxilio de uma tesoura romba Metzenbaum® (Erwin
Guth, Sao Paulo, SP, Brasil), permitindo o acesso ao periosteo. O mesmo foi incisado e elevado
dorsalmente utilizando um descolador do tipo Molt® (Golgran Industria e Comércio de

Instrumentos Odontologicos Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) (Figura 4C).

Para o acesso ao seio maxilar, uma janela 6ssea foi confeccionada com uma broca trefina de 4mm
de diametro interno (SIN®, Sistemas delmplantes Nacioanl) (Figura 4D), porém a remogio da
cortical foi realizada com o auxilio de um oste6tomo (descrever qual vc utilou, nome, marca,
empresa). Todas as perfuracdes foram feitas sob refrigeragdo externa constante com solucao
fisiologica estéril de cloreto de Sodio a 0,9% e com auxilio de um motor cirirgico para implantes
(modelo Driller 600 BML e contra-anguloKavo“com redugdo de velocidade de 1/16) (Figura 5A).
Ap0s a osteotomia, a membrana do seio foicuidadosamente deslocada e elevada com cureta modelo
€ marca para posterior inser¢ao dos biomateriais (Figura 5 B) conforme ilustrado na Figura 6 A e B.
De acordo com o grupo experimental, as esferas dos biomateriais foram implantadas de maneira

que pudesse ser condensado em dire¢do a parede anterior e inferior do seio.

Antes mesmo da sua colocagdo, os biomateriais foram manipulados com sangue e/ou solugdo
fisiologica de forma que pudessem permanecer aglutinados e hidratados.Apds os procedimentos de
implantacdo de cada grupo, o tecido muscular foi reposicionado e suturado com fio de nylon preto

5-0 (Mononylon, Ethicon®) (Figura 5C).
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Figura 4: Procedimentos cirtirgicos para exposi¢do do osso e osteotomia. A. Area tricotomizada e medida para a
realizag@o da incisdo; B. Incisdo realizada com 4 cm; C. Exposi¢cdo do plano esquelético e D. Fresa trefina sendo
utilizada para confecc¢do de dois defeitos cirurgicos de 4 mm para acesso aos seios maxilares.

Figura 5: Sequéncia de procedimentos cirurgicos realizados. A. Defeitos cirirgicos delimitados; B. Corticais Osseas
removidas e biomateriais implantados; C. Acesso cirurgico suturado com fio de nylon 5-0; D. Bloco 6sseo obtido apds
o periodo experimental de 4 semanas (grupo controle), observar a presenga de esferas e auséncia de infec¢do e/ou
necrose tecidual.
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Figura 6 - Desenho esquematico do procedimento cirtirgico. A. deslocamento da membrana sinusal e B. Preenchimento
da cavidade com biomaterial. (Fonte: Nunes 2009)

6.8 Medicacao pos-operatoria

Para a realizagdo da analgesia pds-operatoria foram utilizados o antiinflamatério Maxicam®
(Ourofino Pet®) na dose de 0,3 mg.kg' IV e tramadol na dose 4 mgkg" IV. Antes do inicio de
cada cirurgia foi realizada a administragdo do antibidtico pentabidtico veterindrio pequeno porte,
em dose unica de 1ml por via IM (Pentabiético Refor¢ado®- Fort Dodge Sacede Animal Ltda).

Apb6s o procedimento cirurgico, os animais foram devolvidos as suas respectivas gaiolas,
devidamente identificadas e mantidos em observagdo constante e diaria por todo o periodo de

estudo até o momento da eutanasia.

6.9. Eutanasiados animais e obtencdo das amostras

Para a obteng@o dos blocos 0sseos os animais forameutanasiados por dose letal de anestésico geral.
Apoés a constatacdo da morte do animal, através da andlise dos sinais vitais, foi realizada uma
incisdo longitudinal, acompanhando a cicatriz cutdnea existente. Com a exposicdo Ossea, as
amostras foram removidas, 1cm de distancia das bordas da area cirargica com utilizagdo de um
disco de carborundum e pega reta (Kavo®, Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda, Joinville, SC, Brasil)
acoplada ao micromotor (Kavo®, Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda, Joinville, SC, Brasil) com

irrigagdo constante de soro fisiologico 0,9% estéril a 10°C. (Labormédica®™, Labormédicalndustrial
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Farmacéutica Ltda., S3o José¢ do Rio Preto, SP, Brasil) e em seguida, dividido longitudinalmente
para a sua posterior analise (Figura 5D).
Todas as pecas foram avaliadas macroscopicamente e fotografadas com uma camara fotografica

digital.

Cinco blocos dsseos obtidos de cada periodo experimental foram colocados em frascos
previamente preparados e etiquetados, contendo solugdo de paraformaldeido 4% tamponado com
pH 7,4, sendo fixados por trés dias e, em seguida, encaminhados ao Laboratério Histotech Laminas

Didaticas sob a coordenagdo de Dr* MargarethT Arroyo, onde foram processados.

Ap6s o periodo de fixagdo (trés dias), as amostras foram descalcificadas em solu¢do de acido nitrico
5% por um periodo cinco dias. Em seguida, as pecas foram rotineiramente processadas e incluidas
em parafina. Os cortes foram realizados em Micrétomo Rotativo Manual Ek Microl(Eikonal do
Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) com espessura de Sum, semi-seriados de 1/5, e corados pela técnica
de Hematoxilina e Eosina (HE) eTricromico de Masson, sendo esta ultima especifica para melhor

visualizacdo das fibras coldgenas e ostedide (matriz ndo mineralizada).

6.10 Analise Histomorfométrica

Foram fotografados 8 a 10 campos corridos por varredura em cada corte histologico,
correspondente a um biomaterial por animal, sendo assim coletadas imagens dos 20 cortes
perfazendo um total de 160 a200 imagens digitais, sem haver sobreposi¢cdes das mesmas.

A objetiva escolhida para a captura foi de 10X por propiciar um bom campo de observagdo e ainda
permitir o detalhamento morfolégico do tecido.

As imagens capturadas foram submetidas a andlise histomorfométrica por meio do programa
Image-Pro Plus 6.0 (MediaCybernetics). Cada foto recebeu uma grade de 150 pontos, os quais
foram manualmente identificados segundo as classes designadas: osso neoformado, tecido
conjuntivo e biomaterial. Os pontos resultantes de cada fotomicrografia foram exportados para

planilhas do software Microsoft Excel®, para posterior tratamento estatistico.
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6.11 Tratamento estatistico dos dados

Em todas as andlises estatisticas utilizou-se o intervalo de confianca de 95%.0s registros das
informacdes quantitativas foram armazenados em um banco de dados elaborado em planilha do
software Microsoft Excel®. O software GraphPad Prism versdo 5.0 foi utilizado para realizar a
andlise estatistica. A descricdo percentual quantitativa de osso neoformado, de biomaterial e de
tecido conjuntivo, nos dois periodos experimentais, foi representada através das médias, desvios
padrdo, medianas, coeficientes de variacdo e testes de distribuicdo de normalidade. As medidas de
variabilidade foram avaliadas com um nivel de significancia de 5%.A analise estatistica entre os
grupos foi realizada através da comparacgdo entre a quantidade percentual de osso neoformado, de

tecido conjuntivo e de biomaterial presentes em toda area do defeito dsseo.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacio Fisico-Quimica

7.1.1 Difracgao de Raio-X

A figura 7 mostra a comparagdo entre os difratogramas das amostras preparadas com e sem a
presenga de estroncio, em temperarura de 9°C. Os picos identificados sdo correspondentes a ficha

padrdo da hidroxiapatita, 09-0432 PCPDFWIN.

Com a sobreposi¢do dos graficos € possivel observar que a amostra preparada sem o metal possui
regides mais amorfas do que a amostra preparada com o metal, visto que a largura da base dos picos
¢ maior, quando comparados com a hidroxiapatita carbonatada contendo estroncio este fator pode

ter influéncia no grau de dissolug@o desta amostra.
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Figura 7: Difratrograma de Raios-X dos biomateriais. Observar a largura da base do pico na SrcHa quando comparado
com a cHA.
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7.1.2 Espectroscopia Vibracional no Infra Vermelho com Transformada de Fourier(EFTiR).

A figura 8mostra a comparagdo entre os espectros vibracionais de infravermelho das amostras
preparadas com e sem a presenga de estroncio, em temperatura de 9°C. Observa-se que as bandas

1011 Observa-se nas regides de 3430 ¢ 1646 cm’™

sdo correspondentes a de uma hidroxiapatita
bandas de agua intensa e larga. Nas regides de 1462 a 14l4cm™ encontram-se as bandas
caracteristicas dos ions carbonato, mostrando que a substitui¢do ocorreu conforme previsto. As
demais bandas observadas em 1038,961,602 e 560 cm™' sdo caracteristicas dos fons fosfatos. Devido
a enorme hidrata¢do das amostras, nao foi possivel identificar as bandas dos ions hidroxila em 3570

e 635 cm’.
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Figura 8: Espectro de Raio-X comparativo dos biomateriais. As setas mostram a presenca de ions carbonato
confirmando a substitui¢do realizada. Nota-se também a presen¢a de agua nas bandas em 3500.

7.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A analise morfoldgica obtida através do MEV das esferas de hidroxiapatita carbonatada com 5% de estroncio
e hidroxiapatita carbonatada, demonstra que a presenga deste metal, promove uma altera¢do superficial do
composto formado, evidenciado pela presenga de poros sem interconectividade, morfologiasuperficial mais

irregular, apresentando desta forma uma estrutura superficial mais amorfa, caracteristicas essas
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observadosprincipalmente nos aumentos de 1000x e 5000x, quando comparado com as esferas de

hidroxiapatita carbonatada (B,D,F).

SeOovm 00000

Figura 9: Demonstra a micrografia obtida através do MEV com aumentos de 250x, 1000x, 5000x das esferas de
hidroxiapatitacarbonatada com 5% de estroncio(A,C,E) e Hidroxiapatita carbonatada (B,D,F), sintetizadas a 9° C de
temperatura.



49

7.2 Resultados histologicos descritivos

7.2.1Hidroxiapatita carbonatada 4 semanas

Nos cortes histologicos avaliados e corados em HE observamos defeito preenchido por tecido
conjuntivo fibrocelular, sede de moderado infiltrado inflamatorio mononuclear, permeando ilhas de
biomaterial que se encontravam circundadas por células gigantes multinucleadas, bem como matriz
ostedide pavimentada por osteoblastos. Pela coloragdo com Tricrdmico de Masson, evidencia-se

melhor a presenca de macrofagos (Figura 10).

7.2.2 Hidroxiapatita carbonatada 12 semanas

O defeito apresentou-se preenchido por tecido conjuntivo fibroso com escassas células
inflamatorias, presenca de pouco biomaterial que se encontrava circundado por matriz ostedide e
pavimentacdo osteobléstica. Evidenciamos trabéculas de osso neoformado na periferia do defeito

pavimentadas por corddes de osteoblastos e internamente ostedcitos (Figura 11).

7.2.3 Hidroxiapatita carbonatada contendo estroncio 4 semanas

Evidenciamos nos cortes histologicos avaliados e corados em HE que o defeito apresentava-se
preenchido por tecido conjuntivo fibroso contendo de moderado a intenso infiltrado inflamatério
mononuclear, sendo evidenciado pela coloragdo de tricromico de Masson abundantes macrofagos.
Permeado pelo tecido conjuntivo observou-se ilhas de biomaterial circundadas por células gigantes
multinucleadas. A regido da periferia do defeito apresentou osso neoformado com corddes de

osteoblastos pavimentando (Figura 12).
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Figura 10: Fotomicrografias do grupo ncHA apds 4 semanas de implanta¢do. A,B,C,D,E e F: Tecido conjuntivo (tc)
com moderado infiltrado inflamatério mononuclear(ii) com algumas células gigantes multinucleadas circundando
fragmentos do biomaterial (seta amarela) ; presenca de residuo de biomaterial (*) circundado por matriz osteogénica
(mo) pavimentada por osteoblastos (seta branca). A e B Apresenta aumento de inicial: 4(x10) com vis&o panoramica do
corte histologico e regido delimitada descrita. C e D.Coloragdo Hematoxilina e Eosina; E e F. Coloragao: Tricromico de
Masson. Aumento inicial: 40 (x10).

7.2.4 Hidroxiapatita carbonatada contendo estroncio 12 semanas

Apo6s 12 semanas, o defeito foi preenchido por tecido conjuntivo fibroso com focos esparsos de

infiltrado inflamatério mononuclear, presenca de raras e pequenas ilhas de biomaterial tendo na
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periferia osso neoformado e pavimentacdo osteobldstica, bem como na periferia do defeito

observou-se trabéculas de osso neoformado. Observamos em todos os cortes em menor aumento, a

presenga de epitélio respiratério compativel com revestimento da mucosa do seio maxilar (Figura

13).

Figura 11: Fotomicrografias do grupo ncHA apds 12 semanas de implantagdo. A. Apresenta aumento de inicial: 4(x10)
com visdo panoramica do corte histologico e regido delimitada descrita, B. Tecido conjuntivo fibroso com escasso
infiltrado inflamatdrio (tc), residuo de biomaterial (*), osso neoformado(on) ; C. Tecido conjuntivo fibroso com escasso
infiltrado inflamatério (tc), residuo de biomaterial (*), osso neoformado(on), contendo pavimentagdo osteoblastica (seta
preta)e osteodcitos aprisionados (00); matriz osteogénica (mo) circundada por osteoblastos (seta preta). Coloragdo:
Tricrdmico de Masson e B. Aumento inicial de 10 (x10) e C. Aumento inicial de 40 (x10).
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Figura 12: Fotomicrografias do grupo nSrcHA apds 4 semanas de implantagdo. A, B, C, D, E e F: Tecido conjuntivo
(tc)com infiltrado inflamatério de moderado a intenso (ii), células gigantes multinucleadas (seta amarela); biomaterial
(*). Em D: Osso periférico neoformado (no) com pavimentagdo osteoblastica (seta branca) e ostedcitos aprisionados
(00). A e B Apresenta aumento de inicial: 4(x10) com visdo panordmica do corte histologico e regido delimitada
descritaC e D: Coloragdo Hematoxilina e Eosina; E e F. Colorac¢do: Tricrdmico de Masson. Aumento inicial de 40
(x10).
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Figura 13: Fotomicrografias do grupo nSrcHA apds 12 semanas de implantacdo. A e B Apresenta aumento de inicial:
4(x10) com visdo panoramica do corte histologico e regido delimitada descrita, C ¢ D. Tecido conjuntivo fibroso(tc)
permeando trabéculas neoformadas (on) pavimentadas por corddes de osteoblastos (seta branca); residuo de biomaterial
(*); por¢do medular gordurosa (mg); Em D foco de infiltrado inflamatério mononuclear (ii). Aumento inicial de
10(x10), coloragdo C: Hematoxilina e Eosina e D: Tricromico de Masson.

7.3 Resultados histomorfométricos

A analise histomorfométrica da densidade de volume de acordo com o osso neoformado, tecido
conjuntivo e biomaterial residual foi realizada de acordo com os periodos experimentais ¢ de forma

comparativa entre os grupos.Foi considerada uma diferenga estatisticamente significativa se p<
0,05.



54

7.3.1 Densidade de volume de biomaterial

A figura 14compara a densidade de volume de biomaterial residual entre os grupos e periodos
experimentais. Nao houve diferenca estatistica entre a densidade de volume dos materiais
(p=0,6648) e também nao houve diferenca estatistica entre os materiais ao longo dos periodos

experimentais (p=0,4746).
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Figura 14: Densidade de volume do biomaterial residual apds os dois periodos experimentais.

7.3.2 Densidade de volume de osso neoformado

A figura 15 compara a densidade de volume de osso neoformado entre os grupos e periodos
experimentais. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,7409), porém houve diferenga

estatistica entre os materiais ao longo dos periodos experimentais (p=0,0039).
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Figura 15: Densidade de volume de osso neoformado dos dois materiais apds os periodos experimentais.
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7.3.3 Densidade de volume de tecido conjuntivo

A figura 16 compara a densidade de volume de tecido conjuntivo entre os grupos e periodos
experimentais. Nao houve diferenca estatistica entre a densidade de volume e tecido conjuntivo
formado (p=0,2040) e também nao houve diferenca estatistica entre os materiais ao longo dos

periodos experimentais (p=0,1539).
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Figura 16: Densidade de tecido conjuntivo dos dois materiais apos os dois periodos experimentais.
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8. DISCUSSAO

O aspecto mais importante durante o desenvolvimento de novos biomateriais sdo os testes in vitro,
in vivo para posterior avaliagio com ensaios clinicos para confirmar a sua biocompatibilidade'>.O
uso de coelhos na experimentacdo animal se deve ao fato de que ¢ um animal de porte médio,
permite padroniza¢do do ambiente, baixo custo, apresenta similaridade com os humanos em relagao
a composicao, densidade mineral Ossea e a resisténcia a fratura, visto que quanto maior a

. ~ . y e A . A e . o . ~ ~ 13
aproximacao fisioldgica, anatdmica e organica, mais aplicaveis sdo as conclusdes do estudo .

A localizacdo anatdmica relevante, a anatomia Unica e sua fisiologia fazem dos seios maxilares uma
regido singular para a investigagio clinica de biomateriais'*. A escolha da regido do seio maxilar
para este estudo esta vinculada a sua simetria bilateral'’, apresentando areas que servem como testes
avaliativos confidveis produzindo bilateralmente resultados de tratamentos em relagdo a
cicatrizagdo 6ssea'®. Segundo Lekholm e Zarb'’, a regidio de seio maxilar apresenta, segundo sua
escala, caracteristicas de osso tipo IV, ou seja, formado por trabéculas Osseas esparsas,
caracterizadas por osso esponjoso de densidade baixa, podendo contribuir para a avaliacdo da

resposta bioldgica aos biomateriais.

A técnica de elevagdo da membrana do seio maxilar utilizando a parede lateral ja ¢ bastante

1819 Esta técnica

consagrada na literatura como alternativa reconstrutiva da maxila posterior atrofica

apresenta altas taxas de sobrevivéncia tanto de implantes como também de préteses como pode ser
, Coa - . s 20,21,22,23,24,25

observado através de revisdes sistematicas produzidas nos tltimos 10 anos . Contudo, o

. . . , . . . .~ 26.2
material a ser preenchido quer seja osso autogeno, biomaterial sintético, ou a associagio deles***’ou

28,29,30,31

mesmo a auséncia na cavidade formada ¢ fonte de questionamento e intensa investigacao

cientifica.

Moreno et al’®em seus estudos avaliaram o padrio de remodelagio Ossea em grupos com
proporgdes diferentes entre osso autdgeno e osso bovino inorganico, afirmando que quanto maior a
propor¢ao de osso autdgeno maior serd o indice celular, apresentando o dobro de tecido ostedide.
Enquanto Jensen’, em sua revisdo sistematica, afirma que a estabilidade volumétrica do enxerto
apos a elevacdo da membrana sinusal melhora significativamente com o aumento da propor¢ao do
0sso bovino inorganico (Bio-oss). Corroborando, Lambert ef al*’ avaliaram a neoformagio 6ssea

entre o coagulo, osso autdogeno particulado e enxerto 6sseo de origem bovina, este apresentando



57

uma maior manuten¢do volumétrica nos periodos estudados de 1 semana, 5 semanas e 6 meses, bem
como uma maior neoformagdo 6ssea, porém a densidade dssea foi maior nos grupos coagulo e 0sso
particulado nos periodos iniciais de 1 e 5 semanas, ndo apresentando porém diferengas
significativas ap6s 6 meses com o grupo dos biomateriais. O presente estudo avaliou os
biomateriais ap6s 4 e 12 semanas da implantagdo, que foram periodos experimentais suficientes

para a avaliag@o da resposta bioldgica inicial e mais tardia ja com a presenca de remodelacdo dssea.

A alta cristalinidade e baixa taxa de absor¢do sdo limitagdes conhecidas da hidroxiapatita sintética.
Modificacdes na composi¢ao quimica da HA pela substitui¢do do grupo fosfato (PO4) por carbonato
(CO3) leva a sintese de uma hidroxiapatita carbonatada (cHA) com novas caracteristicas que
superam as limitagdes citadas e ampliam a capacidade terapéutica das hidroxiapatitas™.

A incorporagio na hidroxiapatita de grupos carbonatos é defendida por diversos autores™~***. O
tipo de substituicdo, quer seja no sitioA ou no sitioB, influencia no desempenho deste substrato
formado como defendido por Habibbovicer al’* onde hidroxiapatitas carbonatadas do tipoA
apresentaram uma maior neoformagao 6ssea in vivo quando comparados com a do tipoB. Os autores
concluiram que os eventos de dissolucdo/reprecipitacdo que resulta na formagdo de apatitas

bioldgicas sdo mais acentuados nas ceramicas teoricamente menos soltivel em aplicagdes in vivo.

Corroborando Landia et a/*afirmam em seu trabalho que a hidroxiapatita carbonatada porosa
apresentou duas vezes mais formacdo Ossea do que a hidroxiapatita estequiométrica, além
dissoapresentou as propriedades de biocompatibilidade e osseointegragdo, maior agdo osteoindutora
e de bioreabsorcdo quando comparada com a HA. Esses autores também concluiram que as
substitui¢des do tipo A/B estdo relacionadas com o tipo de osso. Uma relagdo entre a carbonatacao
do tipo A foi observada em tecidos mais antigos®. Outra vantagem também é que essas
substituicdes dos radicais fosfato e hidroxila por carbonatos ndo resultam em nenhuma alteragdo na
razdo estequiométrica de Ca/P’’. Contudo, os biomateriais utilizados em nosso experimento
apresentam como caracteristicas apatitas carbonatadas com a incorporacdo do estroncio, tornando
esse material uma estrutura deficiente de célcio, e que pode permitir teoricamente um maior ganho
de tecido 6sseo neoformado.

Nao ha até o momento na literatura cientifica um substituto 6sseo ideal, fato esse que estimula a
comunidade académica na busca de um substituto 6sseo que possa agregar diversas caracteristicas

como desempenho e capacidade reparadora como alternativa ao osso autégeno. Até o momento, o
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material que mais se aproxima do componente bioldgico dos ossos sdo os fosfatos de calcio, por

~ . ;. . . . . ~ 38
essa razao existe uma série significativa de investigacdo sobre esse composto™ .

Com o surgimento de alternativas de sintese de material sem a utilizagdo de temperaturas elevadas,
pode-se chegar a materiais produzidos com estruturas manométricas. Uma superficie
nanoestruturadacaracteriza-se por uma superficie mais ativa, alterando a natureza superficial da
bioceramica melhorando assim a bioreabsorgdo e biointegragio® . Ha uma vantajosa intera¢io das
proteinas que controlam a fun¢@o celular com materiais que apresentam propriedades nanométricas,
estas superficies em nanoescalas promovem adesdo de osteoblastos e proliferacdo celular (ref).
Corroborando, Sohn et al’°, afirmaram que os materiais sintéticos nanoestruturados podem imitar as
propriedades da matriz extracelular natural e, portanto, apresentam um grande potencial para a sua
aplicagdo. O osso ¢ um nano compdsito, desta forma a medicina regenerativa se torna mais

promissora utilizando a nanotecnologia™.

Especificamente, 70% da matriz do osso ¢ constituido de nanocristais de HA que apresentam 20-80
nm de comprimento e 2-5nm de espessura. Além da semelhanca dimensional com o 0sso 0s
biomateriais nanoestruturados apresentam como propriedades de superficie a topografia, a quimica,
a molhabilidade e energia de superficie apresentando aumento significativo em compara¢do com as
rugosidades convencionais dos materiais microestruturados’. Os materiais nanoestruturados podem
promover uma maior quantidade de interagdes especificas de proteinas, de forma mais eficiente

para estimular o crescimento do novo 0sso em compara¢do com os materiais convencionais.

A produgdo de materiais em escala nanométricas pode ocorrer através da reacao acido-base, método
seco, hidrotermal ou mesmo através da producdo tendo a hidroxiapatita- quitosana como modelo,
como defendido por, Ramlil er al’’. Este processo se da através da calcificagio do modelo, tendo
como resultado uma biocerdmica nanoestruturada, com grande area de superficie e macroporosa.

Neste estudo foram sintetizados materiais nanoestruturados através da técnica de calcificagao.

A quantidade de substitui¢des isomorficas que a hidroxiapatita pode sofrer incorporando a sua
estrutura diversos ions, pode otimizar seu desempenho clinico, tornando-a mais soluvel,

modificando espacialmente a estrutura do seu cristal, favorecendo desse modo,a sua bioreabsor<;504’

41, 42,43

5, 38, 40 . IR . s .
7> ™, Alguns autores sugeriram a substitui¢do parcial do célcio pelo zinco , enquanto outros
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R A . A4 45 46, 47, 48, 49 s
sugerem essa substituigdo pelo estroncio™ *> ¢ 47> %% Ambos os elementos pertencem a familia

dos alcalinos terrosos, apresentando assim valéncia de +2, portanto igual valor do célcio.

Ambos elementos sdo importantes na fase inicial da formagdo dssea, sendo que o estroncio esta
presente, especialmente nas regides de intensa atividade metabdlica. O tamanho e a morfologia das
particulas individuais, bem como o tipo e a extensdo das substituicdes isomorfométricas, afetam

diretamente as propriedades fisico-quimicas das apatitas.

. 9 . . ~ N . . . . ,
Li et al”® sugeriram a incorporagdo de estroncio na superficie de implantes, foi verificado apés 12
semanas uma melhor osseointegragdo nos implantes recobertos comhidroxiapatita contendo

estroncio quando comparados com implantes revestidos apenas de hidroxiapatita.

O presente estudo demonstrou que a ncHA contendo 5% de estroncio ¢ biocompativel e
osseocondutora, apresentou osso neoformado em intimo contato com o biomaterial, contudo sem
diferencas a nivel estatistico que a nSrcHA. Além disso, as doses de Sr*” incorporadas na estrutura
do cristal da HA pode modular a resposta celularin vitro e a resposta biologica in vivo. Estudos
prévios observaram que o cimento de HA contendo 5% de estroncio foi mais biocompativel,

seguido do cimento de HA contendo 10% de estroncio e por wltimo o cimento de HA livre de Sr°.

Em outro estudo, desses mesmos autores, observou-se que o cimento de HA contendo 5% de Sr
atingiu maior resisténcia a compressdo do que as amostras contendo 10% de Sr’'. Esses dados
indicam que existe uma dose ideal de Sr a incorporar no cristal da HA a fim de obter melhores

propriedades fisico-quimicas e de biocompatibilidade.

No entanto, os resultados do implante intramuscular e das experiéncias de implantacdo no fémur de
coelhos mostram que a taxa de dissolu¢do média do cimento de HA contendo Sr aumenta com a
elevagio da quantidade de Sr°. Isso pode ser explicado pelo fato de que uma HA contendo
substitui¢cdes ¢ considerada uma HA deficiente em calcio e,consequentemente, mais soluvel e
quanto maior for a incorporagdo do metal, mais deficiente em calcio ela se torna, por isso a
concentragdo do metal incorporado ¢ um importante pardmetro de controle para ajustar as

propriedades da HA.
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Um estudo in vitro avaliou a bioatividade da HA contendo Sr em fluido corporal simulado, e seu
efeito sobre a proliferagdo, morfologia celular, fosfatase alcalina e atividade de osteopontina na
cultura de células osteoprecursoras in vitro. A ceramica de HA contendo Sr exibiu alta bioatividade
em liquido corporal simulado, que foi clara pela formagdo rapida de apatita em sua superficie. O
teste de cultura celular indicou que a HA contendo Sr tem boa biocompatibilidade com os
osteoblastos humanos. Comparado com HA, a StHA promoveu adesdo de células osteoprecursoras
e proliferacdo celular, ndo apresentando nenhum efeito deletério sobre a formagdo da matriz
extracelular e mineralizagdo. Também foi demonstrado que a presenca do Sr estimula a
diferenciagdo de células osteoprecursoras e aumenta a fosfatase alcalina e expressdo da
osteopontina.”® Esse estudo concluiu que o Sr promove a agio osteoblastica e neoformagdo 6ssea
subsequente. No entanto, mais pesquisas sd30o necessdrias para a compreensdo detalhada dos
mecanismos celulares e moleculares dos efeitos do estroncio em células 6sseas, assim como estudos

quantitativos histomorfométricos.

Um estudo in vivo investigou a resposta bioldgica de um cimento dsseo de HA contendo Sr injetado
em 0sso esponjoso de crista iliaca de coelhos por 1, 3 e 6 meses. A afinidade 6ssea ao cimento de
HA contendo Sr aumentou de 73,55% +3,50% apds 3 meses para 85,15% =+ 2,74% apos 6 meses
(p=0.01).>* Esses resultados evidenciam que o cimento de HA contendo Sr ¢ biocompativel e
osteocondutor confirmando os dados obtidos neste estudo apesar do nosso periodo experimental ter
sido de apenas de 1 e 3 meses. Em outro estudo in vivo, foi alcangada a osseointegracdo em 0sso
esponjoso com o uso de cimento de HA contendo Sr em coelhos, que estimulou a formacao e unido
Ossea, a fusdo do osso com cimento de HA contendo Sr indicou sua biocompatibilidade in vivo. A
marcagdo com tetraciclina mostrou que a area de mineralizagdo foi na ordem: 3 meses - 1 més - 6
meses. No 1° més, o aumento da mineralizacdo foi devido ao processo de reparacdo do osso. Um
aumento adicional na drea de mineralizagdo em 3 meses indicou que a HA contendo Sr tem um
efeito estimulante na formacgdo 6ssea. A area de mineralizagdo diminuiu em 6 meses porque o
processo de reparagio foi concluido apresentando apenas remodelagio 6ssea.”” Dentre todos os
estudos analisados foi observado que a HA contendo Sr ¢ biocompativel em dependéncia da

concentragdo de Sr.

Como demonstrado pelos estudos anteriormente citados a adicdo de estroncio na estrutura da

hidroxiapatita mostrou-se bastante eficiente tanto in vitro como in vivo; porém, a sua incorporacao
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num percentual de 5% na estrutura da hidroxiapatita carbonatada ndo apresentou vantagens

estatisticamente significantes.
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9. CONCLUSAO

No presente trabalho, pode-se verificar que:
A hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada contendo 5% de estroncio sob a forma de esferas
¢ biocompativel e osseocondutora.
A adi¢do de estroncio ndo promoveu mais osteogénese quando comparado ao grupo sem
estroncio.
Estudos devem ser direcionados na busca de um possivel percentual ideal de estroncio a fim de
otimizar as propriedades das hidroxiapatitas carbonatadas.
Novos estudos envolvendo duas substituigdes estruturais desse composto fazem-se necessarios,

tornando-o ainda mais interessante para a comunidade cientifica.
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ABSTRACT

For bone defect treatment and recuperation that can have different etiologies such as traumas,
infections and malformations, a series of scientific studies have been done over the years in order to
produce material with biological features. Several types of biomaterials have been successfully
used. Biological apatites present low crystallinity and contains cationic and anionic substitutions in
the crystal lattice. This feature differs biological apatites from stoichiometric hydroxyapatite.
Changes in the hidroxyapatite composition are reasons of study in order to improve the bone tissue
response after the implantation. Strontium contributes due to its dual capacity that consists in
reduce bone resorption and osteoblastic activity induction, and carbonates promotes even more
osteoconductivity, stimulating bone formation. Thus, adds important features to the hidroxyapatite
morphological restructuring. The present study aims to characterize physicochemically and analyze
in a comparative way and histomorphometric, carbonated hidroxyapatite containing 5% Sr and the
physical-chemical characterization, before and after the implantation. Were used 12 New Zealand
white rabbits, divided according to the experimental group: Group I- Nanocarbonateapatite with
5% Sr - (ncSrHA-Experimental) and Group Il — Nanocarbonateapatite (ncHA- control) subdivided
according to experimental periods from 4 and 12 weeks. After surgical site preparation, were
implanted in the maxillary sinus cavities ncSrHA and ncHA, group I(experimental) spheres on the
left and right sides respectively, group 2 (control): right side. After experimental periods, the
animals were euthanized through lethal dose of general anesthetic and after the bone blocks were
removed and the specimens sent to histological and histomorphometric analysis. After that, 6 bone
blocks were obtained, in which 5 specimes from each experimental period were processed for
paraffin embedding, cut with Sum and stained with hematoxylin and eosin for histomorphometric
analysis and a specimen was processed for resin embedding in order to perform physical-chemical
characterizations ((FTIR, MEYV). In the period of 4 weeks, the ncHA group showed the presence of
new formed bone and osteoblastic surface next to the wall defect. In the nSrcHA group the
biomaterial was in a diffuse way, a higher osteogenic matrix deposition around the biomaterial,
new formed bone tissue, both near the wall defect and in the interior. In the period of 12 weeks, the
ncHA group showed biomaterial in the interior of the defect and new formed bone, while the
nSrcHA group 12 weeks an intense bone formation in the interior of the defect with osteocytes
presence, characterizing mature bone tissue. However, the histomorphometric analysis showed no
significant statistically difference for the volume density between the materials, new formed bone
tissue from connective tissue between the groups and experimental periods. Thus, both materials
showed features of biocompatibility, as well as bio osteoconductive.

Key-words: Maxillary sinus, rabbits, carbonated hidroxyapatite, nanotechnology, strontium.
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Anexo 01:

Servigo Publico Federal
Universidade Federal Fluminense
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagéo e Inovagao
Comité de Etica no Uso de Animais

Certificamos que o projeto n° 190, intitulado “AVALIACAO DO REPARO
OSSEO DA CARBONATOAPATITA NANOESTRUTURADA COM 5 % de
ESTRONCIO EM LEVANTAMENTO DE SEIO MAXILAR DE COELHOS” sob
a orientagdo do Prof'. Dra. Monica Diuana Calasans Maia da Faculdade de

Odontologia, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal

da SBCAL e obteve a aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais em 12 de

abril de 2012.

Niteroi, 12 de abril de 2012.
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