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= RESUMO: Os autores estudaram a reagao tecidual ao implante subcutineo de hidroxiapatita (HA) em
ratos. Particulas de HA de coral e HA-40 foram implantadas no subcutineo dos animais. A andlise
histolégica ap6s 7, 14, 21 e 30 dias demonstrou que ambos os tipos de HA induziram respostas
inflamatdrias, que persistiram por todo o periodo de estudo. A HA de coral demonstrou menor reagao
inflamatéria do que a HA-40. Os dois tipos de materiais utilizados n&o mostraram potencial osteoin-
dutivo..

= PALAVRAS-CHAVE: Hidroxiapatitas; reparagéao de ferida cinirgica.

Introducao

A regeneracgao dos tecidos periodontais, em pacientes com doenga periodontal
avangada e perda Ossea, € o maior objetivo do tratamento periodontal. Durante a
ultima década, muitos materiais foram testados e avaliados na tentativa de reverter
os efeitos da destruigdo dssea periodontal induzida pela placa bacteriana.

Atualmente, existe uma tendéncia na utilizagdo de materiais sintéticos para
substituir o tecido 6sseo destruido.!! A procura por materiais aloplasticos continua,
na tentativa de resolver alguns dos inconvenientes encontrados com a utilizagio de
material autégeno. De todos os materiais sintéticos utilizados nos implantes 6sseos,
nesses ultimos anos, a hidroxiapatita (HA) é o que tem levantado o maior nimero de
pesquisas tanto em nivel clinico como histolégico.?
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Estudos em animais indicam que a HA é inerte e que a reparacdo da ferida
subseqtiente resultou em encapsulagdo com coldgeno.® Em caes, Minabe et al.®
relataram que ocorreu cementogénese em superficies radiculares desmineralizadas
apos a colocagdo de uma mistura de implante de HA/colageno.

Estudos clinicos demonstraram que a implantagio de HA resultou em redugtes
da profundidade de sondagem das bolsas e defeitos 6sseos.56 Yukna et al.!! compa-
raram o debridamento cirtrgico com a implantagdo de HA, concluindo por maior
preenchimento do defeito 6sseo e menor reabsorgéo da crista dssea alveolar quando

~ do uso de HA. :

Avaliagbes histolégicas, incluidas em descrigdes de casos, indicaram a encap-
sulagdo da HA e a auséncia de resposta inflamatéria.” Ndo havia nenhuma evidéncia
de osteogénese, cementogénese ou formacédo de ligamento periodontal. Ellinger et
al.? notaram o fechamento da ferida cinirgica com uma combinagdo de epitélio
juncional longo e adesao de tecido conjuntivo, mas também observaram a formagao
de ostedide com o uso de um fosfato de célcio bifasico poroso.

A forma porosa de HA natural, desenvolvida a partir de coral do género Porites,
foi avaliada como um material potencialmente ttil para o tratamento de defeitos dsseos
periodontais.21? Estudos clinicos também demonstraram resultados satisfatérios com
autilizagdo de HA porosa em lesdes de bifurcagéo.® Por outro lado, outro estudo relatou
que a HA ndo porosa promoveu maior preenchimento do defeito do que a HA po-
rosa.?

Os resultados de estudos histolégicos em humanos foram mais promissores.
Stahl & Froum!® demonstraram ossificago nos poros do implante e unifo deste tecido
com as estruturas 0sseas contiguas na periferia do defeito. A formagéo 6ssea nos poros
de implante foi notada antes de 3 meses pés-tratamento.

O mercado nacional j4 apresenta alguns tipos de materiais ceramicos para serem
utilizados como substitutos do tecido ésseo. Granjeiro et al. e Bonachela et al.! tém
introduzido o uso de Biohidroxi como implante na substituigdo do tecido 6sseo.
Entretanto, alguns poucos estudos tém avaliado a efetividade desses materiais no
tratamento de defeitos dsseos periodontais.*

A maioria dos autores concorda que a HA é um material biocompativel, inerte
e ndo provoca nenhuma resposta inflamatoéria ou reagio imune quando 1mplantada
dentro de tecidos mole e ésseo.”.1!

O presente estudo se propde a avaliar a reagdo tecidual ante a implantagao de
dois tipos de hidroxiapatita no subcutineo de ratos.

* MACEDO, N. L. et al. Tratamento de defeitos 6sseos periodontais usando hidroxiapatita e barreiras artificiais.
Aceito para publicagdo na R. G. O.
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Material e método

Dois tipos de HA em grénulos'foram utilizados neste estudo; um obtido a partir
de coral da regiao de Angra dos Reis, RJ, e a HA-40 (Homus Ind. Com., S0 Paulo).

a) Hidroxiapatita de coral

A metodologia utilizada na preparagdo da HA de coral foi adaptada daquela
proposta por Weber & White.!2 O primeiro passo € a remogao do material organico
contido no esqueleto do coral (aragonita — CaCO,), por imersdo em uma solugio de
hipoclorito de sédio a 5% por pelo menos 30 horas. Apds a oxidagédo dos tecidos moles,
a amostra é lavada em 4gua destilada e seca a 90°. Jatos de ar comprimido podem
ser usados para ajudar na eliminagdo dos constituintes organicos liquefeitos. A
completa conversido hidrotérmica da aragonita (CaCO;) em hidroxiapatita
Cayo(PO4)(OH), ¢é feita com tratamento por 24 horas em meio fluido contendo
(NH4),HPO, e H,0, mantido a 300° 15.000 psi. Entretanto, para este estudo, apds a
eliminagdo de todo o material organico, colocamos a HA em solugdo de H,0, 20
volumes por 30 dias. Apds nova lavagem, secagem e obten¢do do material na forma
de granulos, ele foi esterilizado em estufa a 160°C durante uma hora.

b) Procedimento cinirgico

Para o presente trabalho, foram utilizados 12 ratos albinos, machos, com peso
entre 150 e 200 gramas. Estes animais, durante todo o periodo experimental, foram
alimentados com dieta sélida comercialmente preparada e dgua ad libitum.

Para o ato operatoério, os ratos foram anestesiados por inalagao de éter sulfurico,
ap6s o que foi feita a tricotomia da regido dorsal. Apds a anestesia e a assepsia do
Campo operatério, fizemos duas incisdes longitudinais, com afastamento de 3 cm uma
da outra, com lamina de bisturi, intercambiavel n? 15, na regido dorsal, acompanhando
a linha mediana, numa extenséo de 2 cm. A divulsdo, em nivel de tecido conjuntivo
subcuténeo, foi realizada com tesoura curva de ponta romba, o suficiente para a
colocagdo do material a ser testado. As incisfes foram suturadas com pontos
interrompidos com Mononylon* procurando uma reparagao por primeira inten¢ao.

c) Estudo histolégico

Os animais foram sacrificados nos prazos de 7, 14, 21 e 30 dias para a remog¢ao
da porgao de tecido conjuntivo contendo o material implantado. As pegas foram

* Johnson & Johnson - Ethicon.
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imediatamente fixadas em solugéo de formol a 10% por um minimo de 48 horas,
descalcificadas e processadas rotineiramente para corte histolégico com cercade 5
de espessura e coradas pela hematoxilina e eosina.

Resultado

-Os cortes histolégicos mostraram fragmentos de pele, cuja epiderme era cons-
tituida por epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado. Anexos cutaneos,
representados por pélos e glandulas sebdceas, estavam presentes. Na derme notou-se
tecido conjuntivo fibroso contendo feixes de fibras coldgenas dispostos em dire¢des
variadas, com fibroblastos e fibrécitos de permeio. Na profundidade havia algumas
células adiposas abaixo das quais verificou-se camada de fibras musculares estriadas.
Os granulos de HA foram observados no tecido conjuntivo frouxo subjacente a essa
delgada camada muscular.

7 dias

Grupo HA-40: no tecido conjuntivo foram observados diversos espagos claros,
previamente ocupados pelas particulas de HA. Estes exibiam dimens&o variada e
contomo irregular. Margeando 0s espagos € delineando seu contorno, notou-se
pigmento negro, finamente granular, por vezes formando aglomerados mais densos.
Em alguns locais houve prolifera¢ao de tecido conjuntivo frouxo para o interior destes
espagos, com pigmento negro associado. Em tomo das particulas observou-se tecido
de granulacdo contendo numerosos fibroblastos e vasos sanguineos neoformados,
com moderado infiltrado inflamatério mononuclear difuso, constituido predominante-
mente por macréfagos e com poucas células gigantes multinucleadas de permeio
(Figura 1). Um dos espécimes exibiu eosinéfilos no infiltrado inflamatério. Em algumas
regides notou-se rede de fibrina contendo hemadcias em torno das particulas. Escassa
formagao de fibras foi observada perifericamente.

Grupo Coral: no tecido conjuntivo subcutdneo notaram-se diversos espagos
anteriormente ocupados pelas particulas de HA, com contorno irregular e dimensao
variada. Em tormno destes, na interface com as particulas, viu-se tecido de granulagdo
contendo infiltrado inflamatério mononuclear predominantemente macrofagico. Cé-
lulas gigantes multinucleadas estavam presentes, assim como edema, focos de
hemorragia e rede de fibrina (Figura 2). Um dos espécimes apresentou eosindfilos em
meio ao infiltrado inflamatério. Em algumas regides houve proliferacdo de tecido
conjuntivo frouxo para o interior dos espagos e mais externamente discreta fibrose.
Areas localizadas em apenas dois cortes examinados mostraram escassa quantidade
de pigmento negro, pulverizado no interior dos espagos.
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14 dias

Grupo HA-40: em tormo dos espagos claros, na interface com o material
implantado, notou-se infiltrado inflamatério mononuclear predominantemente macro-
fAgico, contendo alguns linfécitos e plasmécitos. Células gigantes multinucleadas
estavam presentes, assim como alguns eosindéfilos e discreta fibrose mais externa-
mente. Projetando-se para o interior dos espagos claros, notou-se crescimento de
tecido conjuntivo frouxo, formando algumas traves, com infiltrado inflamatério mono- .
nuclear discreto. Os espagos claros e essas traves de tecido conjuntivo achavam-se
contornados por pigmento negro, finamente granular, por vezes formando grumos
mais grosseiros. Em algumas regides via-se o pigmento disperso sobre o tecido ou no
interior dos espagos claros. Nestes casos nfo se observou qualquer reagéo especifi-
camente em torno do material depositado (Figura 3).

Grupo Coral: os espagos claros irregulares estavam contornados por infiltrado
inflamatério, que na interface com o material implantado era predominantemente
macrofagico, com algumas células gigantes multinucleadas. Caminhando para a
periferia, notaram-se também alguns linfécitos e plasmécitos, de permeio com
fibroblastos dispostos paralelamente e discreta formacéo de fibras colagenas (Figura
4). Areas de edema e infiltrado eosinofilico foram observados, assim como discreto
crescimento de tecido conjuntivo para o interior dos espagos claros.

21 dias

Grupo HA-40: os espagos claros irregulares estavam contornados por tecido
conjuntivo frouxo, com infiltrado inflamatério predominantemente macrofagico, con-
tendo algumas células gigantes multinucleadas e escassos linfécitos e eosindfilos.
Traves de tecido conjuntivo frouxo projetavam-se para o interior dos espagos, com
infiltrado inflamatério associado. Focos de hemorragia intersticial, congestdo vascular
e areas de edema foram observados, assim como discreta fibrose periférica. Pigmento
negro, finamente granular, contornava os espagos claros, por vezes distribuido
difusamente sobre o tecido (Figura 5).

Grupo Coral: os espagos claros estavam contornados por tecido conjuntivo
exibindo infiltrado inflamatério mononuclear, predominantemente macrofagico, com
formacgao de células gigantes multinucleadas. Este infiltrado era em geral menos
intenso do que aos 14 dias. Em situagdo periférica notavam-se alguns linfécitos,
plasmécitos e eosinofilos. Areas de proliferacdo vascular, focos de hemorragia,
congestdo e edema foram observados. Externamente ao infiltrado inflamatério em
tomo dos espagos, notou-se fibrose, ora discreta, ora mais espessa (Figura 6). Discretas
traves de tecido conjuntivo frouxo, contendo escasso infiltrado inflamatério mononu-
clear com algumas células gigantes multinucleadas, projetavam-se para o interior dos
espacos claros.
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FIGURA 1 - Hidroxiapatita HA-40, 7 dias. Espagos correspondentes as particulas, irregulares, contornados por
pigmento negro e circundados por tecido de granulagao com infiltrado inflamatério mononuclear. HE, £ 90 x.
FIGURA 2 - Hidroxiapatita de coral, 7 dias. Espagos comrespondentes as particulas, circundados por tecido de
granulagédo com infiltrado inflamatério mononuclear e discreta fibrose externa. Auséncia de pigmento negro. HE,
+80x

FIGURA 3 - Hidroxiapatita HA-40, 14 dias. Pigmento negro observade em tomo dos espagos correspondentes as
particulas, difusamente em meio ao tecido de granulagio e em algumas células gigantes multinucleadas. HE,
325 x.

FIGURA 4 - Hidroxiapatita de coral, 14 dias. Tecido de granulagdo com discreto infiltrado inflamatorio mononuclear
e discreta fibrose periférica em torno dos espagos comespondentes as particulas. Auséncia de pigmento negro.
HE, +175x.

30 dias

Grupo HA-40: os espagos claros irregulares estavam contornados por tecido
conjuntivo contendo infiltrado inflamatério predominantemente macrofagico, com
algumas células gigantes multinucleadas de permeio. O infiltrado era mais discreto
que nos prazos anteriores e mais circunscrito, com fibrose periférica discreta, areas
de tecido de granulagéo, focos de hemorragia e escassos linfocitos e eosinéfilos. Traves
de tecido conjuntivo frouxo contendo infiltrado inflamatério projetavam-se para o
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interior dos espagos claros. Pigmento negro, finamente granular, foi observado
contornando os espagos claros (Figura 7).

Grupo Coral: os espagos claros irregulares estavam circundados por infiltrado
inflamatério macrofagico, com celulas gigantes multinucleadas de permeio. Este
infiltrado estava bem circunscrito por fibrose e era menos intenso do que nos periodos
anteriores de observagéo (Figura 8). Areas de tecido de granulagdo, com proliferagdo
fibroblastica e vascular com raros linfocitos e eosindfilos de permeio, foram observa-
das. Nao foi notada proliferagéo tecidual para o interior dos espagos.

FIGURA 5 - Hidroxiapatita HA-40, 21 dias. Traves de tecido conjuntivo contendo infiltrado inflamatério monenuclear
e algumas células gigantes multinucleadas, projetando-se para o interior dos espagos das particulas, margeados
por pigmento negro. HE, £ 70 x.

FIGURA 6 - Hidroxiapatita de coral, 21 dias. Fibrose em torno dos espagos correspondentes as particulas, com escasso
infiltrado inflamatério mononuclear contendo algumas células gigantes multinucleadas. Auséncia de pigmento
negro. HE, £ 80 x.

FIGURA 7 - Hidroxiapatita HA-40, 30 dias. Espagos correspondentes as particulas margeados por pigmento negro e
circundados por fibrose e escasso infiltrado inflamatério mononuclear. HE, £ 175 x.

FIGURA 8 - Hidroxiapatita de coral, 30 dias. Fibrose e escasso infiltrado inflamatério mononuclear contendo algumas
células gigantes multinucleadas em torno do espago correspondente & particula. Auséncia de pigmento negro.
HE, + 200 x.
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Discussao

O exame macroscopico da pele removida dos animais mostrou que em muitos
casos o material implantado estava localizado imediatamente abaixo da incisio e
sutura. Tal fato, porém, néo parece ter interferido na reagdo ocorrida em torno das
particulas implantadas, conforme se observou ao exame microscépico. Neste consta-
tou-se que a reagao era semelhante & observada nos animais em que os fragmentos
estavam distantes da incisdo. Nao houve reag¢ao supurativa em qualquer dos espéci-
mes examinados.

O exame microscopico dos fragmentos demonstrou a localizagdo das particulas
implantadas no tecido subcutdneo. As particulas de hidroxiapatita foram removidas
pelos procedimentos de descalcificagdo, restando no local espagos claros, cujo
contormno e dimensdes eram mais irregulares no caso da HA-40 do que no da HA de
coral.

Margeando estes espagos, notou-se, nos diversos prazos de observagao, infiltra-
do inflamat6rio mononuclear, com predominio de macréfagos. Células gigantes
multinucleadas foram também observadas nos diversos periodos, algumas das quais
exibiam vacuolos claros no citoplasma, sugerindo atividade fagocitaria. A reagéo
inflamatoéria foi mais intensa nos periodos iniciais, tendo-se notado aos 30 dias uma
redugdo desta intensidade, porém, com persisténcia do infiltrado inflamatério, nos
dois grupos experimentais. Este estudo corrobora as descrigdes de outros autores?
que mostraram o envolvimento dos granulos de HA com tecido conjuntivo. Concor-
dando com El Deeb et al.,2 ndo observamos osteogénese nos tecidos subcutineos, o
que demonstra que a HA nio é um material osteoindutivo.

De modo geral, nos animais do grupo HA-40 a reagéo inflamatéria em torno dos
espagos claros foi mais difusa, com menor fibrose periférica do que no grupo coral,
em que se notou maior tendéncia a circunscrigdo do processo e fibrose periférica. Este
aspecto foi verificado especialmente nos prazos de 21 e 30 dias, porém, tal tendéncia
& maior delimitagdo do processo em torno dos granulos do material implantado foi
notada ja aos 7 e 14 dias. '

Proliferagdo de tecido conjuntivo frouxo nos espagos claros foi observada, o que
aparentemente representa o crescimento tecidual para o interior dos poros do material
implantado. Nos implantes de HA-40 este crescimento tecidual foi mais intenso,
proporcionando, apés a descalcificagdo, um aspecto tecidual reticular. Tal fato sugere,
de acordo com 0 raciocinio acima, que a HA-40 parece ser mais porosa do que a de
coral. Entretanto, como demonstrado por Granjeiro et al.,* os granulos de HA-40 séo
formados por varias particulas menores agregadas entre si provavelmente por algum
tipo de material aglutinante, o que produz a formagéo de pequenos espagos por onde
os tecidos podem se proliferar.

Em todos os espécimes do grupo HA-40 notou-se a presenga de pigmento negro,
finamente granular, depositado na interface do granulo de HA com o tecido circun-
dante. Por vezes 0 pigmento era observado no interior dos espagos claros ou difuso

26 . Rev. Odontol. UNESP, Sdo Paulo, 24(1): 19-28, 1995



sobre o tecido, aparentemente como resultado da dispersdo dos pigmentos apés a -
remog¢ao da HA por descalcificagdo. Nao se observou reagdo especificamente em torno
destes pigmentos. Ndo foi possivel determinar, pelo método empregado, a natureza
de tais pigmentos encontrados apenas no grupo HA-40. Granjeiro et al.* demonstra-
ram, por espectrometria de infravermelho e fluorescéncia de raios X, a presenga de
contaminantes e impurezas, como: titinio, estréncio, ferro, enxofre e potéssio; é bem
provavel que os pigmentos encontrados correspondam aos contaminantes descritos.

Levando em consideragao os resultados descritos e a literatura disponivel, seria
aconselhdvel procurar outros materiais com propriedades osteoindutivas como os
enxertos autdégeno e alogénico, ou outra modalidade de tratamento de defeitos 6sseos
periodontais como a regeneragao tecidual dirigida.

Conclusao

« Os dois tipos de materiais utilizados induziram respostas inflamatérias que persis-
tiram por todo o periodo de estudo.

« A HA de coral demonstrou menor reagéo inflamatoria do que a HA-40.

= A HA-40 apresentou pigmentos escuros, de natureza granular, que podem corres-
ponder a contaminantes ou impurezas.

« As HAs estudadas ndo apresentam potencial osteomdutlvo 0 que, somado a outras
caracteristicas dos materiais cerdmicos, néo justifica a sua utilizagao como material
de implante para substituir o tecido ésseo.
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m ABSTRACT: The authors studied the tissue reaction to the hydroxyapatite (HA) implant in rats. Granules
of the coral HA and HA-40 were implanted in the animals. Histologic analyse after 7, 14, 21 and 30 days
showed inflammatory reaction in all experimental periods. Coral HA presented lower inflammation than
HA-40. Both materials did not present osteogenic-induction.
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