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Objetivo O presente estudo teve como objetivo fazer uma analise histomorfométrica
do reparo de um defeito 6sseo ndo critico ap6s a implantacao de microesferas de
hidroxiapatita (HA) com substituicdo por magnésio (Mg).

Métodos Trinta ratos foram distribuidos em 3 grupos experimentais, avaliados aos 15
e 45 dias apds a cirurgia: GHA (defeito 6sseo preenchido com microesferas de HA);
GHAMg (defeito 6sseo preenchido com microesferas de HA com substituicao por 1 mol
% de Mg) e GC (defeito 6sseo sem implanta¢do de biomateriais).

Resultados Aos 15 dias, evidenciou-se que os biomateriais preencheram toda a
extensao do defeito, com neoformacao de matriz osteoide de permeio as microesferas.
No GC, essa neoformacao ficou restrita as bordas, com deposicao de tecido conjuntivo
frouxo de espessura reduzida. Aos 45 dias, a neoformacao dssea preencheu quase toda
a extensdo do defeito 6sseo nos 3 grupos, com deposicdao osteoide estatisticamente
significativa no GC, apesar da espessura reduzida em comparagao ao GHA e o GHAMg.

Trabalho desenvolvido na Universidade Federal do Recéncavo da
Bahia (UFRB), na Universidade Federal da Bahia (UFBA) e na Escola
Bahiana de Medicina e Satide Piiblica (EBMSP), BA, Brasil.
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Os grupos com implantacdo de biomaterial apresentaram matriz osteoide mais
abundante do que aos 15 dias.

Conclusao Os biomateriais estudados apresentaram biocompatibilidade, osteocon-
dutividade e bioatividade. A concentracdo de Mg na HA com substituicio ndo
estimulou a formagdo dssea mais significativa do que a HA sem este ion.

Objective The present study aims to analyze histomorphometrically the repair of a
non-critical bone defect after implantation of hydroxyapatite (HA) microspheres
substituted by magnesium (Mg).

Methods Thirty rats were distributed into 3 experimental groups, evaluated at 15 and
45 days postoperatively: HAG (bone defect filled with HA microspheres); HAMgG (bone
defect filled with HA microspheres replaced with 1 mol% Mg), and CG (bone defect
without implantation of biomaterials).

Results After 15 days, the biomaterials filled the entire defect extent, forming a new
osteoid matrix between the microspheres. In the CG, this neoformation was restricted
to the edges with the deposition of loose connective tissue with reduced thickness. At
45 days, new bone formation filled almost the entire extension of the bone defect in the
3 groups, with statistically significant osteoid deposition in the CG despite the reduced
thickness compared with the HAG and HAMgG. The groups with biomaterial implanta-
tion displayed a more abundant osteoid matrix than at 15 days.

Conclusion The biomaterials studied showed biocompatibility, osteoconductivity,
and bioactivity. The Mg concentration in the substituted HA did not stimulate more
significant bone formation than HA without this ion.

Introducao

A bioengenharia tecidual dssea, area emergente, interdisci-
plinar e multidisciplinar, tem ganhado destaque nos altimos
anos devido aos avangos técnico-cientificos alcangados e as
crescentes demandas biomédicas e socioecondmicas da
sociedade atual. Os investigadores desta area tém aplicado
os principios das ciéncias bioldgicas e da satude, da quimica,
da fisica e da engenharia para desenvolver e melhorar
técnicas regenerativas e biomateriais capazes de restaurar
ou melhorar a fungdo e a estética de tecidos e 6rgdos
comprometidos.'*

A aplicabilidade desses biomateriais é definida pela pre-
senca de propriedades fisico-quimicas, biolégicas e morfo-
loégicas semelhantes e compativeis com tecidos vivos para
atuarem como arcaboucos tridimensionais (3D), que auxi-
liem a regeneracdo tecidual ou, ainda, atuem como substi-
tutos adequados de tecidos e 6rgdos danificados ou perdidos.
Dentre os diversos biomateriais hoje disponiveis, as bioce-
ramicas de fosfato de calcio (CaP) representam uma classe
amplamente pesquisada e utilizada em técnicas de regene-
ragdo 6ssea.’ Dentre esses materiais, a hidroxiapatita (HA)
sintética tem se destacado nas altimas décadas devido a sua
biocompatibilidade, semelhanca com a apatita bioldgica,
bioatividade, osteocondutividade, ndo imunogenicidade e
eventos celulares facilitadores observados durante a rege-
neragio tecidual, como angiogénese e osteogénese.'™* No
entanto, esta cerdmica apresenta baixas taxas de biodegra-
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dacdo e bioabsor¢do ap6s a implantagdo in vivo, assincronas
em relagio ao mecanismo de regeneracio éssea.'™* Além
disso, € um material rigido e quebradico, que pode perma-
necer no sitio de implanta¢do por meses e até anos, depen-
dendo do método de sintese e processamento.*>

Diante disso, um dos principais objetivos dos pesquisa-
dores nesta area tem sido melhorar as propriedades da HA
sintética e modificar as caracteristicas deste material para
potencializar a resposta tecidual apés a implantacdo in vivo.
Dentre os diferentes métodos disponiveis para realizar essas
modificagdes, as substitui¢des isomoérficas da estrutura
hexagonal da HA tém apresentado resultados satisfatérios>®
devido aos efeitos nas propriedades fisicas do material,
observados por alteragdes nos parametros de rede, estrutura
cristalina, morfologia, solubilidade e estabilidade térmica em
comparacio a HA sem substituicio.’

Nestes casos, outros metais, como o zinco (Zn), estroncio
(Sr), flaor (F), manganés (Mn) e magnésio (Mg), podem
substituir o calcio (Ca).>*® 0 magnésio (Mg) tem despertado
grande interesse cientifico, visto que, entre outras proprie-
dades, participa da homeostase do tecido 6sseo. Além disso,
juntamente com outros minerais, & fundamental para o
mecanismo de regeneragdo 6ssea, pois estimula a formagao
6ssea por meio da ativacdo de osteoblastos, e inibe a reab-
sor¢do por sua acio sobre os osteoclastos.~!"

Apesar dessas possibilidades, as propriedades fisico-qui-
micas, o comportamento biolégico e a capacidade regenera-
tiva do CaP substituido por Mg ainda necessitam de mais



estudos para assegurar a eficacia das técnicas utilizadas
durante a sintese e processamento desses biomateriais.
Portanto, este estudo avaliou o reparo de defeitos 6sseos
ndo criticos ap6s a implantagdo de microesferas de HA com
substituicdo por Mg na calvaria de ratos.

Materiais e Métodos

Biomateriais

Os biomateriais avaliados neste estudo foram sintetizados,
processados e esterilizados no Laboratério de Biomateriais
(LABIOMAT) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).
Sua sintese, processamento e caracterizagdo foram descritos
por Santos et al.*

Procedimentos Cirargicos

Este estudo foi realizado no biotério da Universidade Esta-
dual de Feira de Santana (UEFS) apés aprovacdo do Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola Bahiana de
Medicina e Satide Publica, protocolo 02/2013. Trinta ratos
Wistar adultos, machos, com peso corporal entre 350 e 400 g,
foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimen-
tais com 5 animais cada: GHA (grupo com defeito preenchido
com microesferas de HA); GHAMg (grupo com defeito 6sseo
preenchido com microesferas de MgHA) e GC (grupo controle
com defeito 6sseo sem implante de biomaterial). Os animais
foram avaliados 15 e 45 dias apds a cirurgia. A técnica
cirtrgica utilizada foi a mesma descrita por Miguel et al.'?
e ilustrada por Santos et al.” Porém, vale ressaltar que, nestes
estudos, o defeito 6sseo tinha aproximadamente 8,0 mm de
didmetro, mas aqui tinha cerca de 5,0mm’? (~Fig. 1).

Processamento Histolégico e Analise
Histomorfolégica

Nos pontos biol6gicos de 15 e 45 dias, os animais foram
eutanasiados com dose letal de cetamina e xilazina. Em

Fig. 1 Etapas cirtrgicas para criacdo de um defeito ésseo nao critico.
(A) Regido da calvaria ap6s tricotomia e antissepsia; (B) retalho
rebatido apds incisdo semilunar bicoronal na pele para exposi¢do do
tecido dsseo; (C) demarcagdo do defeito 6sseo na por¢do mediana
da calvaria; e (D) defeito 6sseo ndo critico criado.

seguida, a por¢do superior da calvaria foi removida, os
tecidos moles foram descartados e os espécimes foram
fixados em formaldeido tamponado a 4% por 7 dias. Ap6s
esta etapa, foram descalcificados em acido nitrico 5% por 2
horas, embebidos em parafina e cortados com 5,0 um de
espessura. Os cortes histolégicos obtidos foram corados
com hematoxilina-eosina (HE) e posteriormente examina-
dos em microscopia o6ptica padrdo (DM1000-Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para analise histomor-
fol6gica e morfométrica. Uma camera digital (DFC 310 FX -
Leica Camera AG, Wetzlar, Alemanha) acoplada a um
microscépio 6ptico comum (DM1000-Leica) e ao software
QWin 3.1 (Leica) mediu a area da matriz mineralizada
recém-formada nos 3 grupos experimentais. Posterior-
mente, foi realizada analise estatistica com base na média
e no desvio-padrao para obtencdo do valor de p, com nivel
de significancia de 5% (p <0,05), por meio de andlise de
varidancia (ANOVA).

Resultados

Analise Histomorfologica

Aos 15 dias, o GHA apresentou neoformacdo de matriz
osteoide associada as bordas 6sseas e de modo circunjacente
a algumas microesferas, que se organizavam predominante-
mente em monocamada e ocupavam toda a extensdo do
defeito 6sseo, mantendo a espessura proporcional as bordas
(=Fig. 2A). Ostedcitos e osteoblastos ativos estavam associa-
dos a esta matriz. Observou-se formacao de tecido conjun-
tivo e inflamacdo cronica discreta com infiltrado
inflamatério mononuclear e células gigantes multinucleadas,
principalmente ao redor das microesferas, entre as areas
mineralizadas e as microesferas (~Fig. 2B).

Fig. 2 Fotomicrografia do grupo com defeito preenchido com
microesferas de hidroxiapatita (GHA) - 15 e 45 dias. Notar as
microesferas (M) distribuidas em camada Gnica ou dupla, com for-
macao de matriz osteoide (*) em quase toda a extensdo do defeito,
com presenca de ostedcitos (OCs) e organizadas em lamelas dsseas
concéntricas; tecido conjuntivo (CT) frouxo na drea residual do defeito
6sseo, com presencga de células inflamatérias (Ci) mononucleares e
células gigantes multinucleadas (seta amarela). Abreviaturas: Be,
borda dssea; HE, hematoxilina-eosina. 15 dias (A,B). 45 dias (C,D).
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Fig. 3 Fotomicrografia do grupo com defeito dsseo preenchido com
microesferas de hidroxiapatita substituida por magnésio (GHAMg) -
15 dias e 45 dias. Observam-se microesferas (M) distribuidas em
monocamada, permeadas por matriz osteoide recém-formada (*), em
sentido centripeto, e por tecido conjuntivo (CT), rico em vasos
sanguineos (seta preta). Abreviaturas: BE, borda 6ssea; V, veia central;
HE, hematoxilina-eosina. 15 dias (A,B). 45 dias (C,D).

No ponto biolégico de 45 dias, as microesferas no GHA
estavam distribuidas principalmente em multicamadas. A
matriz osteoide neoformada ficou mais evidente que aos 15
dias e preencheu, em média, 4/5 do defeito 6sseo no sentido
centripeto, circundado pelo biomaterial (=Fig. 2C). As
microesferas préximas as bordas estavam circundadas pela
matriz osteoide recém-formada, com muitos osteoblastos
ativos, ostedcitos e algumas lamelas concéntricas (~Fig. 2D).
Na area residual, notou-se a formacdo de tecido conjuntivo
de aspecto mais denso que no ponto biolégico anterior, com
presenca de vasos sanguineos e resposta inflamatéria gra-
nulomatosa cronica discreta.

No GHAMg, aos 15 dias, com os biomateriais, notou-se
neoformagdo da matriz osteoide no sentido centripeto,
mais evidente na regido periférica do defeito (~Fig. 3A).

Assim como no GHA, os biomateriais preencheram todo o
defeito 6sseo, com espessura proporcional as bordas,
e dispostos em monocamada. Osteoblastos ativos e
numerosos ostedcitos foram observados em associa¢do a
matriz osteoide. As demais areas estavam preenchidas por
tecido conjuntivo frouxo repleto de vasos sanguineos
(=Fig. 3B) e infiltrado inflamatério granulomatoso cronico
de aspecto moderado, principalmente circundando as
microesferas.

No ponto biolégico de 45 dias no GHAMg, a neoformacdo
6ssea permeada pelas microesferas estendeu-se de forma
centripeta e confluente, preenchendo aproximadamente 2/3
da extensdo linear do defeito (~Fig. 3C). Além disso, notou-se
que as microesferas localizadas préximas as bordas estavam
circundadas por neoformacao osteoide rica em osteécitos. Na
area residual, houve nova formacdo de tecido conjuntivo,
mais organizado que aos 15 dias, e grande niimero de
capilares sanguineos (~Fig. 3D).

0 GC, aos 15 dias, apresentou neoformacdo 6ssea com
aspecto reacional associado as bordas, com osteoblastos e
ostedcitos ativos. Na drea remanescente, notou-se deposicdo
de tecido conjuntivo frouxo, com espessura reduzida, abun-
dante em células fusiformes e vasos sanguineos (~Fig. 4A).
Aos 45 dias, a nova formacdo 6ssea estendeu-se além da
borda em direcdo centripeta, mais evidentemente do que aos
15 dias (=Fig. 4B). A inflamagdo cronica observada foi
discreta e escassa. A repara¢do tecidual foi completada
com formacdo de tecido conjuntivo na regido e auséncia de
mineralizagdo.

Analise Histomorfométrica

0 estudo histomorfométrico ndo apresentou diferencas esta-
tisticamente significativas entre os 3 grupos avaliados aos 15
dias ao analisar a drea da matriz osteoide recém-formada. No
ponto biolégico de 45 dias, notou-se significancia estatistica
ao comparar o GHAMg e o GHA com o GC, sendo que este
Gltimo grupo apresentou maior média de matriz osteoide
recém-formada (~Tabela 1).

Fig. 4 Fotomicrografia do grupo controle (GC) - 15 e 45 dias. Note a neoformacgdo da matriz osteoide (*) em direcdo centripeta, com espessura
reduzida nas bordas 6sseas (BEs) e area residual preenchida por tecido conjuntivo (CT). Abreviatura: HE, hematoxilina-eosina. 15 dias (A) e 45

dias (B).
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Tabela 1 Porcentagem da 4rea mineralizada neoformada em relagdo a area total do defeito nos pontos biolégicos de 15 e 45 dias

nos 3 grupos experimentais

Grupo GHAMg GHA GC Valor de p Comparagao Comparagao de GC com
Tempo (entre grupos) GHAMg x GHA GHAMg e GHA
15 dias 25% (+29) 12% (+7) 20% (+£38) p=0,58NS p=0,55NS GHAMg: p=0,89NS
GHA: p=0,82NS
45 dias 20% (£13) 25% (£11) 61% (£21) p=0,01S p=0,92NS GHAMg: p=0,015S
GHA: p=0,02S

Abreviaturas: GC, grupo controle; GHA, grupo com defeito preenchido com microesferas de hidroxiapatita; GHAMg, grupo com defeito 6sseo
preenchido com microesferas de hidroxiapatita substituida por magnésio; NS, ndo estatisticamente significante; S, estatisticamente significante.

Discussao

Modelos experimentais in vivo sdo referéncia ha muitas
décadas em diferentes tipos de estudos e diversas areas do
conhecimento. Para avaliar biomateriais destinados a rege-
neracdo 6ssea, esses modelos devem apresentar caracteris-
ticas anatdmicas e fisiolégicas que possibilitem a
compreensdo dos fendmenos naturais para determinar o
potencial osteogénico dos materiais investigados. Assim,
dentre as diferentes possibilidades de estudos, destaca-se o
defeito 6sseo criado na calvaria de ratos, que apresenta
acesso e manipulacdo cirtrgica faceis, baixo custo e boa
previsibilidade e reprodutibilidade.'* Portanto, este estudo
avaliou o reparo de defeitos 6sseos ndo criticos apds implan-
tacdo de microesferas de HA com substituicdo por Mg.

O procedimento cirtirgico para criacdo desse defeito pro-
moveu dano tecidual e, consequentemente, ruptura vascular
que provocou extravasamento sanguineo e formacio de
coagulos, seguida de liberagdo de citocinas que desencadea-
ram resposta inflamatoéria. Essa inflamac¢do granulomatosa
cronica, discreta e regressiva ao longo do estudo, esta de
acordo com o que ocorre apés a implantacdo in vivo de um
biomaterial.''® Esses achados estdo de acordo com aqueles
observados por Santos et al.,? Santos et al.,* Miguel et al,12
Daltro et al.,'® Almeida et al."” e Ribeiro et al.’® Esses autores
avaliaram diferentes tipos de biomateriais para regenera¢do
6ssea em calvaria de ratos e descreveram a mesma resposta
tecidual.

Durante os eventos fisiol6gicos que ocorrem na regene-
ragdo 6ssea, além da liberacdo de citocinas e mediadores
quimicos, ha a secrecdo de fatores de crescimento, diferen-
ciacdo celular e angiogénicos que estimulam a formacdo de
tecido conjuntivo rico em novos vasos sanguineos, com
consequente desenvolvimento de tecido de granulagdo e
deposicdo de matriz osteoide, que posteriormente se torna
mineralizada. Em todos os pontos bioldgicos, tais caracte-
risticas histomorfol6gicas foram observadas nos trés grupos
avaliados em nosso estudo. Aos 45 dias, no GC, a neoforma-
¢do de tecido mineralizado foi de aproximadamente 60%.
Porém, no GHA e no GHAMg, esse percentual foi de 25 e 20%,
respectivamente. Essa diferenca na neoformagdo 6ssea nos
dois grupos com implantacdo de biomaterial em relacdo ao
GC decorre da presenca de microesferas no defeito dsseo,
uma vez que estas foram sinterizadas e, consequentemente,
ndo reabsorvidas devido a sinterizacdo do material, um
procedimento que promove altera¢des na rede cristalina

da HA com fusdo dos cristais.'® Assim, nos grupos GHA e
GHAMg, as microesferas ocuparam grande parte da area
seccional do defeito e formaram uma estrutura tridimensi-
onal ao longo da extensdo linear e altura do defeito dsseo.

Vale ressaltar que embora alguns autores sugiram e
defendam algumas metodologias como padrdo, ainda nao
ha consenso na literatura sobre qual didmetro exato do
defeito 6sseo deve ser considerado ndo critico ou critico.
Um defeito 6sseo “critico” foi definido como aquele que nao
se regenera ao longo da vida do animal?® ou do estudo.?’
Nestes casos, o reparo é completado por fibrose e a nova
formacio 6ssea fica restrita s bordas.*%17-18 Essa situacio
ndo foi observada no presente estudo, em que o novo tecido
mineralizado se formou de maneira centripeta ao longo dos
pontos biolégicos, com regeneracdo de quase toda a area do
defeito no GC aos 45 dias. Esses achados contrastam com os
obtidos por autores que classificam esse defeito 6sseo de
5,0 mm como critico.2224

No que se refere a regeneracdo 6ssea, um arcabouco
tridimensional (3D) é essencial para os eventos celulares e
vasculares observados durante este mecanismo. Portanto,
biomateriais ceramicos tém sido amplamente estudados
para esse fim em diferentes formas de apresentacdo e
composic¢do. Os avangos cientificos e tecnolégicos vivencia-
dos nas tultimas décadas tém possibilitado cada vez mais o
desenvolvimento de materiais com caracteristicas fisico-
quimicas biomiméticas voltadas para a estimular a neofor-
macdo 6ssea. Dentre esses materiais, a HA tem sido ampla-
mente pesquisada devido a sua biocompatibilidade,
semelhan¢a com componentes naturais da fase mineral do
tecido 6sseo, osteocondutividade, bioatividade'- e auséncia
de toxicidade e imunogenicidade. Nosso estudo observou
tais caracteristicas nos dois grupos submetidos a implanta-
¢do dos biomateriais, nos dois pontos bioldgicos, o que
permitiu a formagdo de uma matriz osteoide e tecido con-
juntivo entre e ao redor das microesferas.

A estrutura hexagonal da HA realiza trocas idnicas nos
sitios Ca®>* e HPO,>~ com elementos ou grupos funcionais
que fazem parte naturalmente da composi¢cdo 6ssea para
alterar a cristalinidade, solubilidade, biodegradacdo e, con-
sequentemente, as propriedades biolégicas do biomaterial
ap6s a implantagio in vivo.#?>?® O Mg se destaca por
desempenhar um papel fundamental no metabolismo e
crescimento 6sseo: a deficiéncia desse elemento inibe a
atividade dos osteoblastos, enquanto favorece a sobrevida
e a atuacdo dos osteoclastos.?’-?® Além disso, a presenca de
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Mg contribui para a biomineraliza¢do, principalmente na
fase inicial da osteogénese: aumenta a cinética de nucleagdo
da HA, retarda sua cristalizacdo e pode interferir nas altera-
c¢des qualitativas da matriz 6ssea.?® Isso provavelmente
explica por que a média de formacdo 6ssea aos 15 dias foi
maior no GHAMg do que no GHA, mas sem diferencas
estatisticamente significativas. Apesar disso, esse padrdo
ndo se repetiu ap6s 45 dias e a formagdo média de matriz
osteoide foi semelhante entre esses grupos.

O Mg também tem efeito essencial na promog¢do da
angiogénese, na estimulacdo das células endoteliais e na
produgcio de fatores de crescimento vascular,® o que pode
justificar a presenca de vasos sanguineos mais evidentes no
GHAMg do que nos demais grupos ao longo do estudo. Além
disso, a incorporagdo deste metal na estrutura da HA pro-
moveu uma ligeira diminui¢do na cristalinidade do bioma-
terial sem prejudicar a biodegradacdo da ceramica,
provavelmente devido a sinterizacdo.

A biocompatibilidade e bioatividade dos biomateriais aqui
estudados demonstram que esses materiais podem ser utili-
zados em futuras aplicagdes clinicas, em especial como bio-
material de preenchimento. Diante dos resultados obtidos
neste trabalho, novos estudos deverdo analisar estes bioma-
teriais sem tratamento térmico (sinteriza¢do) e com outras
variagdes na concentracdo de Mg em defeitos criticos (8,0 mm)
e ndo criticos (5,0 mm) para melhor caracterizar o potencial
osteogénico destas ceramicas com substitui¢do por este metal.

Conclusoes

Os biomateriais avaliados neste estudo sdo biocompativeis,
osteocondutores e bioativos. O Mg substituido na HA esti-
mulou a maior formacdo 6ssea apenas na fase inicial do
reparo 6sseo (15 dias), com formagdo de matriz osteoide de
forma semelhante entre as ceramicas na fase final do estudo.
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