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= RESUMO: Microparticulas ultrafinas de hidroxiapatita sintética foram implantadas na regido
subcutanea de ratos. Os animais foram sacrificados nos intervalos de tempo de 3 e 24 horas e 7, 21,
30 e 60 dias apos o implante, sendo os fragmentos teciduais incluidos em parafina e analisados pela
microscopia éptica. A resposta tecidual induzida pela HA foi caracterizada, a partir do 72 dia, por uma
inflamagéo cronica granulomatosa exuberante, com as células inflamatérias envolvendo as particulas.
Neste trabalho ndo se observou nenhuma resposta imunolégica exacerbada, o que reforga a biocom-
patibilidade do material.

" = Unitermos: Hidroxiapatitas; implantes artificiais; macréfagos.

Introducgao

Até hoje muitos materiais aloplasticos, como polimeros, teflon impregnadb com
carbono, cerdmica de aluminato de célcio e outros, tém sido estudados com o objetivo
de substituir o osso autégeno em diversos procedimentos cirirgicos, porém, os
resultados clinicos obtidos néo foram totalmente satisfatdrios, uma vez que esses
materiais apresentam problemas de deiscéncia, extrusdo e/ou mobilidade e reabsor-
¢do do osso subjacente.}® Contudo, os materiais derivados do fosfato de célcio,
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especialmente a hidroxiapatita (HA), apresentam propriedades favoraveis, destacan-
do-se a biocompatibilidade,? unido com tecidos duros’-’® e uma possivel atividade
biolégica em fungdo da liberagdo de calcio e fosfato, os quais sdo importantes
mediadores celulares que estimulam a sintese protéica. 815> Devido a estas caracteris-
ticas, seu uso é amplo em diversas areas como cirurgia ortognatica,34 aumento de
rebordo alveolar, 2 procedimentos endoddnticos!® e periodontais.”10

A hidroxiapatita sintética pode ser obtida em forma de blocos e particulas,
densas ou porosas. De acordo com a técnica de sintese utilizada, variando-se a
temperatura e a pressdo, a capacidade de dissolugdo do material pelo organismo &
alterada e, com isso, as respostas teciduais variam 54

O objetivo desse trabalho é analisar a resposta tecidual as microparticulas de
HA, quando implantadas em tecido subcutdneo de ratos.

Material e método

Um total de 30 ratos wistar, machos, com peso de aproximadamente 160 g, foram
divididos aleatoriamente em grupos de b animais cada, 0s quais receberam implantes
de particulas microgranulares de HA na regido dorsal subcutdnea.

O material utilizado foi a HA-Microgranular sintetizada por meio de uma técnica
de precipitagdo branda, o que permitiu a obtengao de um pd com particulas ultrafinas,
grau de pureza de 100% e relagdo peso/volume de 1:4. O produto foi caracterizado
por meio de espectrometria de infravermelho e difragcdo de raio X.8

Cada animal recebeu 30 mg de HA, a qual foi implantada por meio de uma seringa
de vidro de 1 ml, com o bico seccionado a fim de permitir a saida do material.
Introduziu-se o p6 de HA, previamente pesado na seringa, e esterilizou-se por calor
seco a 160°C por 1 hora.

Os animais foram anestesiados com éter sulfirico, realizou-se a tricotomia da
regido dorsal posterior e a anti-sepsia da area com alcool iodado a 3%. Em seguida,
foi realizada uma pequena incisdo de aproximadamente 1,5 cm de comprimento,
sendo o tecido divulsionado com uma tesoura de ponta romba, e, a seringa, contendo
a HA, introduzida na regidio subcutanea onde se'depositou o material a uma distancia
de 4 cm do local da incisdo, em diregao & pata traseira do animal.

Ao final dos intervalos de tempo de 3 e 24 horas e 7, 21, 30 e 60 dias, 0s animais
foram sacrificados e as regioes dos implantes removidas, identificadas, fixadas em
formol 10% e incluidas em parafina, segundo a técnica de rotina. Cortes histolégicos
de 6 micrémetros de espessura foram obtidos, corados em HE e analisados ao
microscopio Optico. '
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Resultados

As microparticulas de HA, coradas pela hematoxilina-eosina, apresentavam-se
basofilas & microscopia éptica.

Nas primeiras horas (3 e 24 horas) ap6s o implante da HA, observou-se na regiao
subcuténea uma inflamagio aguda intensa, principalmente no periodo de 24 horas
(Figura 1), caracterizada por edema, congestéo vascular, ténue rede de fibrina e grande
numero de polimorfonucleares (PMNS). ‘

A partir do 72 dia (Figura 2), houve a formagao de granulomas do tipo corpo
estranho, altamente celularizados na periferia, com predominéncia de macréfagos e
células gigantes multinucleadas envolvendo as particulas de HA. Na regido central da
area inflamada, inimeras particulas basoéfilas encontravam-se livres de células infla-
matdrias. Circunscrevendo o processo inflamatério, notava-se a presenga de um tecido
de granulagdo exuberante com discretas areas de fibrosamento.

Aos 21 e 30 dias a resposta inflamatoéria era semelhante aos 7 dias, porém,
estruturalmente o granuloma apresentava-se mais maduro, com um completo envol-
vimento tecidual de todas as particulas de HA. Era nitida a presenga de areas negativas
vacuolares (Figura 3), algumas birrefringentes, localizadas no citoplasma das células
multinucleadas inflamatérias. Perifericamente, o tecido de granulagao foi substituido
por uma delgada capsula fibrosa.

Apés 60 dias (Figura 4), notou-se uma redugdo aparente no volume dos
granulomas e uma maior dispersdo das células inflamatérias na regiao subcutanea,
quando comparados com 0s periodos experimentais anteriores. As células gigantes
multinucleadas eram maiores, vacuoladas e com maior numero de nicleos. Algumas
figuras de mitoses foram observadas nesses granulomas.

Discussiao

Varios trabalhos tém demonstrado que a configuragéo, a forma®? e o processo
de sintese? das particulas de HA, utilizadas como material de implante, afetam a sua
biodegradagdo e/ou dissolugdo, determinando uma resposta tecidual especifica.
Clinicamente, a hidroxiapatita é, quase sempre, utilizada na forma de blocos e
particulas que permanecem no tecido mole, envolvidos por uma capsula fibrosa devido
a dificuldade de dissolugdo do material pelas células de defesa. O tamanho das
particulas, obtidas a partir de diferentes técnicas de sintese, geralmente empregan-
do-se altas temperaturas e pressio, varia de 250 a 2 000 pm.¢ A HA-Microgranular é
uma hidroxiapatita sintética que apresenta microparticulas de 10 a 50 micrometros,
dimensdes estas que podem favorecer a fagocitose por células como macrofagos e
fibroblastos. A HA-Microgranular apresenta ainda um grau de pureza de 100% e
completa liberagao-de calcio e fosfato em acido latico 1M,8 ions estes que, no tecido,
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podem interferir aumentando o metabolismo celular, como foi demonstrado por Evans
et al.’ (1984) e Orly et al.!®

A inflamagdo aguda, induzida pela HA-Microgranular nas primeiras horas
(Figura 1), foi mais exuberante quando comparada, no mesmo periodo experimental,
com o implante de discos densos de HA," e isso provavelmente ocorreu devido ao
tamanho das particulas.

FIGURA 1 - 24 horas - Infiltrado inflamatério de PMNs envolvendo as microparticulas de hidroxiapatita. HE. 62. 65X

FIGURA 2 - 7 dias - Presenca de um granuloma do tipo corpo estranho com predomindncia de macrofagos e células
gigantes multinucleadas inflamatdrias. HE. 26X

FIGURA 3 - 30 dias - As células gigantes multinucleadas inflamatérias presentes apresentavam inimeros vacuolos
citoplasmaticos. HE. 100X

FIGURA 4 - 60 dias - O granuloma tipo corpo estranho apresenta uma aparente reducéo de volume. H. E. 26X

A partir do 7° até 60° dia (Figuras 2 e 3),a intensa celularidade da inflamagéao
crénica granulomatosa observada, com predominédncia de macréfagos e células
gigantes multinucleadas, pode ser associada também ao tamanho e a quantidade de
particulas de HA implantadas, visto que as respostas teciduais, induzidas em tecido
mole por HA densas, sdo caracterizadas pela formagéo de granulomas de curta duragao

200 Rev. Odontol. UNESP, Sao Paulo, 22(2), 197-202, 1993



e com, poucas células inflamatérias.!*1617 As microparticulas da HA-Microgranular
foram completamente envolvidas por macréfagos e células gigantes multinucleadas
inflamatorias, inclusive no periodo de 60 dias (Figura 4), 0 que contrasta com 0s
trabalhos de Tanaka et al.' e Pettis et al.,!¢ que descreveram ¢ encapsulamento de
particulas de HA de maiores dimensoes por fibras colagenas antes dos 60 dias.

A fagocitose de particulas de HA por células como macréfagos, fibroblastos e
osteoblastos foi demonstrada tanto in vivo como in vitro.>715 Assim sendo, a intensa e
longa duragao da reagao inflamatéria granulomatosa observada e a aparente redugéo do
granuloma com 60 dias podem ser associadas a uma possivel biodegradagio do material.

Nao foi observado envolvimento imunolégico exacerbado nos granulomas indu-
zidos pela HA-Microgranular. Isso indica que n&o houve rejei¢éo do material, o que
reforga sua biocompatibilidade e possibilita seu uso na clinica odontolégica. Todavia,
outros estudos sao necessarios para avaliar o comportamento biolégico dessas
microparticulas de HA, quando implantadas em tecidos duros, a fim de permitir uma
correta indicagdo e adequada utilizagdo da mesma como material de implante.

Conclusao

A auséncia de rejeigao das microparticulas de hidroxiapatita, no tecido subcu-
taneo de ratos, reforga a biocompatibilidade do material.

Agradecimento

Ao técnico Juracy do Nascimento (FOB-USP), pela colaboragéo na parte labora-
torial deste trabalho.

OLIVEIRA, D. T. et al. Histologic evaluation of tissue response to microparticles of hydroxya-
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p. 197-202, 1993. '

s ABSTRACT: Ultrafine microparticles of syntetic hydroxyapatite were implanted in the subcutaneous
region of rats. The animals were sacrificed at 3 and 24 hours, and 7, 21, 30 and 60 days post-operatively.
The implants were formalin fixed, paraffin embeddes and analysed through light microscopy. The tissue
response induced by hydroxyapatite was characterized from 7th day by a exuberant foreign body
reactions with the inflammatory cells surrounding hydroxyapatite particles. In the present experiment,
exacerbated immunologic response were not observed, confirming the biocompatibility of the material.
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