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m RESUMO: O presente estudo avaliou histologicamente o comportamento bio-
l6gico de um composto experimental de hidroxiapatita-colageno implantado
em posigao subperiosteal em calotas cranianas de ratos. Cinco animais foram
sacrificados para cada periodo experimental, aos 5, 16, 30, 60 e 120 dias de
pos-operatorio, sendo obtidos cortes semi-seriados dos espécimes para exa-
me histologico. Os resultados demonstraram que o material estudado é bio-
compativel e sofre reabsorgao intensa. Nos periodos tardios, os granulos de
hidroxiapatita do composto apresentaram-se cercados por osteoblastos que
aparentemente depositavam matriz organica em sua superficie.
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Introducao

Atualmente ha um grande interesse nos biomateriais que poderiam
ser utilizados como substitutos dos enxertos 6sseos para diversas apli-
cagOes cirurgicas em areas do cranio e da face. Quando necessitamos
algum tipo de material para as finalidades acima descritas, certas proprie-
dades mecanicas e biologicas sdo desejaveis, porém, as vezes, dificeis
de serem obtidas. Essas propriedades incluem biointegridade, resisténcia
as forcas musculares ou mastigatoérias atuantes, facil aplicacéo e estabi-
lidade a longo prazo.16

A auséncia ou minima resposta de infiltrado inflamatério e auséncia
de reacéo de corpo estranho no hospedeiro a hidroxiapatita, € ilustrada
em inumeros trabalhos na literatura, mostrando que o material ndo apre-
senta toxicidade sistémica ou local, tendo, portanto, excelente biocom-
patibilidade.8 12

A hidroxiapatita € um material cerdmico, radiopaco, biocompativel,
nao reabsorvivel, podendo ser classificado como uma cerdmica policrista-
lina, pelo fato de ser composta por cristais de fosfato de célcio.® 19 Dentre
0s materiais sintéticos, a hidroxiapatita apresenta-se com grande seme-
lhanca a por¢do mineral do tecido 6sseo, sendo constituida por ions cél-
cio e fosfato. E encontrada em blocos ou granulos, com a estrutura de
Seus cristais porosa, permitindo que por esses poros se formem arcabou-
cos para crescimento de tecido 6sseo.> %

O uso de hidroxiapatita em bloco em areas recobertas por tecidos
moles cria irregularidades superficiais, em razao de suas proeminéncias,
que prejudicam a estética, principalmente na regido frontal do cranio e
rebordos orbitarios, onde a musculatura é bastante delgada. Por outro
lado, a hidroxiapatita granular, quando misturada e em forma de pasta,
pode ser facilmente aplicada e moldavel, refazendo adequadamente o
contorno da area a ser reconstruida, mesmo em regides recobertas por
tecidos moles delgados. Marchac,?0 Byrd et al.” e Burstein et al.® descre-
vem a utilizagdo de hidroxiapatita granular para uma variedade de
pequenos defeitos no esqueleto craniofacial, em diferentes localizagoes
anatdmicas, substituindo enxertos dsseos autdgenos e evitando, assim,
para o paciente, uma segunda area cirurgica, mais mordidade e aumen-
to do tempo operatorio.

Uma das dificuldades da utilizagao da hidroxiapatita em granulos é
manter as particulas confinadas ao leito receptor. Nas cirurgias reconstru-
tivas, algumas complicagOes sao freqiientes, dentre elas o deslocamento
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e migragao dos granulos, a falta de estabilidade e a desconfiguragao
anatomica da area reconstruida, considerados desvantagens desse tipo
de material.’? Por isso, materiais para confinar os granulos da hidroxia-
patita tém sido utilizados. A literatura mostra diversas associagbes da
hidroxiapatita com materiais biocompativeis que serviriam para impedir
a migracéo das particulas até que fossem envolvidas por tecido do hos-
pedeiro.? 1317 Nesse sentido, Bell & Bernie? verificaram a viabilidade da
mistura de colageno como matriz para particulas de hidroxiapatita, sem
haver observado diferengas na resposta tecidual em relacdo ao uso das
ceramicas individualmente.

Recentemente, Vargas Neto* testou uma associa¢ao de hidroxia-
patita/colageno em defeitos 6sseos de trés paredes preparados no arco
zigomatico do rato, material produzido pelo Instituto de Quimica de
Sdo Carlos (USP), que demonstrou maior atividade osteogénica em re-
lacdo a uma marca comercial de hidroxiapatita existente no mercado.
O presente estudo visa avaliar o mesmo material em implantes subpe-
riosteais, como material alternativo para reconstru¢do de contornos
0SS€e0s.

Material e método

Para o presente estudo foram utilizados 25 ratos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), alimentados, no pré e pos-operatorio dos periodos
experimentais, com racédo solida** e agua ad libitum. Apos inducao de
anestesia geral por infiltracéo intraperitoneal de hidrato de cloral*** a
10%, na dosagem aproximada de 0,4 ml/100grs de peso corporal, fo-
ram realizadas depila¢cbes das calotas cranianas dos animais, bem
como desinfecgao do campo operatério com Merthiolate incolor****.
Realizou-se, entdo, uma incisao no sentido cranio-caudal de 0,5 cm de
comprimento sobre o 0sso frontal de cada animal, incluindo o periésteo
(Figura 1).

Apos inciséo, o peridsteo foi rebatido do lado direito da calota crania-
na, criando bolsa subperiosteal de aproximadamente 1 cm de compri-

VARGAS NETO, J. (Faculdade de Odontologia, UNESP — Campus de Araraquara). Comunicagao
pessoal, 1999.

Racao Ativida Produtor, Anderson Clayton S.A.

*** Sal cloral hidrato puro — Reagen — Quimibras Industrias Quimicas S.A.
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FIGURA 1 - Inciséo sobre a calota craniana.

mento, respeitando a linha média craniana. Nesse espago foi implantado
um complexo de HA/colageno* (Figura 2). O peridsteo foi entdo sutu-
rado com polivicril 4-0** e a pele com fio de seda 3-0%, ambos montados
em agulha de 1,5 cm. No final do procedimento cirargico, cada animal
recebeu dose Unica de penicilina benzatina***, na dosagem de 0,4 mg
para cada 100 g de peso corporal, em inje¢éo intraperitoneal.

Cinco animais foram sacrificados aos 5, 10, 30, 60 e 120 dias de
poOs-operatoério por inalagao de éter sulfurico. A calota craniana de cada
animal foi removida como um todo, incluindo os tecidos moles. Os espé-
cimes obtidos, apos lavados em soro fisiologico, foram fixados em formol
a 10% e descalcificados em solucgao de citrato de sodio e acido férmico a
50%, seguindo tramitagao laboratorial de rotina para coloracdo pela
hematoxilina e eosina. Cortes semi-seriados de 6 micrometros de espes-
sura foram preparados para avaliagao histologica.

Resultado

* Material produzido pelo Instituto de Quimica da USP de Sdo Carlos. Dr. Gilberto Géissis —
Departamento de Quimica e Fisica Molecular IQSc/USP - Av. Dr. Carlos Botelho, n. 1465, Sdo
Carlos - SP - Brasil - 13560-970 — C.P. 780

** Ethicon
*** Benzetacil. Fontoura Wyeth
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FIGURA 2 - Implantagao do material experimental.

5 DIAS

O material implantado encontra-se no leito receptor observando-se,
nas proximidades, tecido conjuntivo imaturo exibindo moderado nume-
ro de polimorfonucleares neutréfilos, macrofagos e linfocitos. Em alguns
pontos, observam-se fibroblastos em numero elevado, ao lado de peque-
nos capilares neoformados.

15 DIAS

O implante acha-se no leito receptor notando-se, nas proximidades,
tecido conjuntivo mais desenvolvido quando comparado ao estadio an-
terior. Em alguns pontos, observam-se finos feixes de fibras colagenas
contornando o material. Alguns macrofagos e linfécitos, ao lado de células
gigantes multinucleadas englobando pequenas particulas do implante,
(Figura 3) podem ser notados na regiéo.

30 DIAS
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FIGURA 3 - 15 dias — Células gigantes englobando particulas do complexo hidroxiapa-
tita/colageno (HE 64x).

Quando comparado aos estadios anteriores, verifica-se uma dimi-
nuigdo da quantidade de material implantado. O tecido conjuntivo junto
ao implante exibe, em diversos pontos, feixes de fibras coldgenas (Figu-
ra 4) e o numero de fibroblastos é discreto (Figura 5). Notam-se, ainda,
algumas células gigantes multinucleadas englobando pequenas particu-
las do material.

60 DIAS

FIGURA 4 - 30 dias - Feixes de fibras coldgenas envolvendo o material (HE 160x).
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FIGURA 5 - 30 dias — Presenga de discreto numero de fibroblastos proximos aos implan-
tes (HE 160x).

Comparando ao estadio anterior, nota-se, na maioria dos casos,
uma diminuigdo da quantidade do material implantado (Figura 6). Nas
proximidades, evidencia-se tecido conjuntivo fibroso com feixes de fibras
colagenas (Figuras 6 e 7). Algumas células gigantes multinucleadas en-
globando pequenas particulas do implante podem ser observadas.

120 DIAS

FIGURA 6 - 60 dias — Redugdo da quantidade do material implantado em comparagdo
ao periodo anterior (HE 160x).
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FIGURA 7 - 60 dias - Persisténcia do tecido fibroso envolvendo as particulas do com-
plexo hidroxiapatita/colageno (HE 160x).

Em todos os espécimes verifica-se uma diminuig¢do consideravel do
implante quando comparado aos estadios anteriores. Contornando o
material, observam-se espessos feixes de fibras coldgenas (Figuras 8 e 9)
com orientacdo paralela a superficie do implante. Junto as bordas das
particulas do implante, observa-se, em diversos casos, a presenga de
células com caracteristicas de osteoblastos que parecem depositar
matriz organica sobre a superficie do material (Figuras 9 e 10).

FIGURA 8 - 120 dias — Consideravel diminuigdo da quantidade do material implantado,
envolto por fibras colagenas dispostas paralelamente umas as outras (HE 160x).
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FIGURAS 9 e 10 - 120 dias - Em algumas areas, o implante esta envolto por matriz
organica e numerosos osteoblastos (HE 160x).

Discusséao

As ceramicas de hidroxiapatita tém sido citadas, na literatura,
como tendo capacidade osteogénica.?? E considerado osteogénico o
enxerto ou implante que seja capaz de fornecer ao leito receptor osteo-
blastos viaveis, isto é, capazes de neoformacéo 6ssea.?! O comporta-
mento osteoindutivo de um material é traduzido pela sua capacidade
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de “estimular” tecidos subjacentes a produzir osteoblastos e consequen-
temente neoformacao 6ssea. Por outro lado, osteocondugao ocorre quan-
do células mesenquimais indiferenciadas invadem materiais implantados
ou enxertados, provocando, posteriormente, neoformagao éssea, pro-
cesso este caracterizado as vezes por reabsor¢éo progressiva do im-
plante e a0 mesmo tempo invasao por tecido conjuntivo e vasos sangui-
neos, com posterior ossificacéo.?

Como demonstra a literatura, dentre os comportamentos acima
citados, a hidroxiapatita empregada assume apenas a propriedade osteo-
condutiva, que se traduz na possibilidade de o material servir como uma
matriz, na qual ocorreria formacédo de 0sso sobre si e/ou seu interior.

A instabilidade dos granulos de hidroxiapatita, tanto no transopera-
torio, quanto no pds-operatorio, constitui assunto de importancia para
um grande numero de pesquisas na area de implantes aloplasticos.
Nesse sentido, observa-se muita discussao a respeito de veiculos, subs-
tancias ou meios, que, associados a hidroxiapatita, ndo promovam res-
postas bioldgicas indesejaveis, nédo interfiram sobre o processo de re-
paro da area e a0 mesmo tempo permitam estabilidade das particulas,
sendo, preferencialmente, reabsorvidos em curto periodo de tempo.!!
Além disso, o colageno é descrito como um possivel agente de inducéo
Ossea.?® Dessa forma, 0 material experimental, nesse estudo, foi uma
associacdo de hidroxiapatita com colageno bovino, produzindo uma
mistura pastosa.

Nos achados histologicos dos b dias de pds-operatoério, o material
implantado encontra-se em grande quantidade no leito cirirgico, pro-
movendo uma moderada reagao inflamatoria e ja exibindo tendéncia de
envolvimento fibroso. A utilizagdo do mesmo material em cavidades
Osseas de arco zigomatico de ratos revelou resposta inflamatéria muito
branda, como ¢ descrito por Vargas Neto.* A diferenga dos resultados
talvez possa ser explicada pelo fato de o material, em nosso estudo,
estar sobreposto ao tecido 6sseo e ndo acomodado numa cavidade
Ossea, permitindo assim mobilidade e uma irritabilidade maior para os
tecidos adjacentes. Da mesma forma, o coldgeno heterdgeno, em asso-
ciagao ou nao a materiais ceramicos, é considerado, por alguns autores,
imunogénico.? Também, possibilidades de variagbes na preparagao
devem ser consideradas, por se tratar de um material experimental.

* VARGAS NETO, J. (Faculdade de Odontologia, UNESP — Campus de Araraquara). Comunicagao
pessoal, 1999.
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Aos 15 dias de pos-operatoério, observa-se, com mais evidéncia,
pela presenca de feixes de fibras colagenas, o encapsulamento das par-
ticulas do material implantado. Também ¢é nitida a presenca de infiltrado
inflamatério, com caracteristicas de reacéo de corpo estranho pela pre-
senca de células englobando particulas do implante.

No periodo de 30 dias ocorreu a persisténcia de reagao inflamatdria,
porém muito menos intensa. Além disso a quantidade de material im-
plantado existente apresentou-se menor quando comparada ao
periodo anterior. Da mesma forma, ainda é observada uma diminuigédo
gradativa do material a medida que caminhamos para periodos pos-
operatorios mais longos, como aos 60 dias, quando a maioria dos espé-
cimes apresentou, possivelmente, uma tentativa de fagocitose eviden-
ciada pela acéo de células multinucleadas. Alias, a fagocitose de mate-
riais cerdmicos é bem descrita na literatura.’* 1® Por outro lado, o
colageno associado é heterégeno e pode ser imunogénico, colaborando
na manutengao dessa reacdo inflamatoria que pode ser considerada per-
sistente.

Aos 120 dias, encontra-se acentuada reducdo do material, coinci-
dindo com resultados obtidos com a implantagdo de hidroxiapatita asso-
ciada a um colageno semelhante em cavidades 6sseas, onde, no mesmo
periodo, o material estava praticamente ausente e a cronologia de re-
paro da cavidade muito retardada, em comparagao a outros materiais
testados.?

Como nao foi observada, em nenhum dos animais, expulséo meca-
nica através da pele ou presenga de abscesso, é de se supor que o mate-
rial tenha sido fagocitado ou reabsorvido. A resposta histologica, ao longo
dos periodos considerados, nos faz acreditar na primeira situagao, visto
que a fagocitose é possivel dependendo do tamanho da particula de hi-
droxiapatita implantada.'® Ainda, pode ser que as particulas de hidroxia-
patita tenham sofrido, além da fagocitose, dissolu¢do quimica,’® %4 ja que
materiais com macroporosidades apresentam possibilidade de significa-
tivo aumento da sua degradagdo a medida que permitem crescimento
0sseo no seu interior.!

Ao mesmo tempo, as particulas do implante ainda existentes no
local apresentam-se encapsuladas por tecido conjuntivo fibroso. Porém,
junto a essas particulas, inumeros osteoblastos aderidos a sua superficie
depositam matriz organica. Esse achado histologico ndo pode ser consi-
derado como osteoindugdo, uma vez que o implante foi instalado subpe-
riostealmente e, portanto, a origem dos osteoblastos em questao é pro-
vavelmente de responsabilidade do peridsteo que recobre o implante,
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diferentemente do processo de osteoindugéo no qual o material implan-
tado estimula células para formacédo 6ssea em lugares onde normal-
mente ndo se formaria osso. Como os osteoblastos foram evidenciados
apenas no periodo de 120 dias, seriam necessarias avaliagdes mais tar-
dias para verificarmos a intensidade da provavel neoformacao 6ssea
resultante.

Uma outra questao é o fato da presenga do coldgeno que, por um
lado, teve colaboracéo positiva permitindo estabilizacdo das particulas
de hidroxiapatita no leito receptor, até que elas tivessem sido encapsu-
ladas, ou seja, nos periodos iniciais. Por outro lado, a presenga do cola-
geno deve ter provocado reacao inflamatéria mais persistente e atraso
da estimulacéo e aparecimento dos osteoblastos ao redor da hidroxiapa-
tita implantada. Dessa forma, outros grupos de animais sao necessarios
para determinar se a presenga de colageno, além de contribuir para a
redugao nitida e gradativa da quantidade de material implantado pela
sua reabsor¢ao, estimulou, de alguma forma, a dissolugdo ou reabsorgao
do componente ceramico do material.

Concluséo

Com base nos resultados obtidos e nos limites das condi¢des expe-
rimentais utilizadas, pode-se concluir que:

e 0 complexo hidroxiapatita-colageno estudado apresentou-se biocom-
pativel;

e 0 colageno atuou eficientemente como material de estabilizacédo
mecanica das particulas de hidroxiapatita implantadas;

e a mistura hidroxiapatita-colageno apresentou intensa reabsorgao;

e 3 hidroxiapatita do complexo apresentou tardiamente atividade osteo-
blastica ao seu redor, que pode ter sido atrasada pela presenca do
colageno.

GABRIELLI, M. A. C. et al. Subperiosteal implantation of a hidroxiapatite-colla-
gen compound. Histological study in rats. Rev. Odontol. UNESP (Sao Paulo),
v.28, n.2, p.345-358, 1999.

m ABSTRACT: The present study evaluated the biological behavior of an exper-
imental compound of hydroxyapatite and collagen implanted in subperiosteal
pockets on the skull of rats. Five animals were sacrificed for each experimen-
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tal period, after 5, 15, 30, 60 and 120 days postoperatively and the specimens
were submitted to histological analysis. The results showed that the material
was biocompatible and suffered some degree of reabsorption. The last peri-
ods of observation presented osteoblasts around the granules of
hydroxylapatite and seemed to deposit organic matrix on their surface.

» KEYWORDS: Biocompatible materials; hydroxyapatites; collagen; material
implants.
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