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RESUMO

Grandes defeitos dsseos ocorrem em nimero crescente de pessoas ¢ animais, sendo necessarios bons substitu-
tos 6sseos para a sua correcdo cirdrgica. Com o objetivo de estudar o efeito osteoindutor do biovidro (BV) e da
hidroxiapatita sintética (HA), esses biomateriais foram implantados no tecido subcutaneo de cdes. Foram utilizados
oito animais, quatro deles receberam HA e os outros quatro receberam BV particulado. Os materiais foram misturados
a gotas de sangue do proprio animal operado, formando uma massa que foi implantada no tecido subcutaneo. Os
animais foram submetidos a avalia¢Ges clinicas diarias, realizando-se bidpsias em dois deles de cada grupo aos 8, 15,
30 e 45 dias ap0s a cirurgia, e 0 material foi entdo processado para observagdo a microscopia optica. Nas laminas que
continham a hidroxiapatita foram observados infiltrado celular intenso, com células gigantes do tipo corpo estranho,
e reacdo inflamatoria exsudativa inicial importante, que posteriormente se tornou granulomatosa. Nas ldminas dos
animais com o biovidro, até os 30 dias, verificou-se infiltrado discreto, predominantemente macrofagico, e, aos 45
dias, predominava infiltrado fibroso. Em nenhuma lamina foi contestada qualquer evidéncia de degradacdo das
particulas dos biomateriais analisados ou formacgao ectdpica de tecido ésseo; portanto, conclui-se que os dois
biomateriais ndo sdo osteoindutores.
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ABSTRACT

OSTEOINDUCTIVE EFFECT OF HYDROXYAPATITE AND BIOGLASS IMPLANTED IN
SUBCUTANEOUS TISSUE OF DOGS

Large bone defects occur in both animals and humans, bringing the need for good bone substitutes for surgical
procedures. The objective of this work was to study the osteoinduction properties, if any, of separately and
subcutaneously implanted particulate bioglass and synthetic hydroxyapatite in dogs. Eight dogs were divided into
two groups; four animals received synthetic hydroxyapatite and the others received bioglass. During surgery, each
of these biomaterials was mixed with drops of the animal’s own blood and the ensuing mass was implanted into the
subcutaneous tissue. The animals were subjected to dairy clinical evaluations. Biopsies were performed in two dogs
at 8, 15, 30 and 45 days after surgery and the collected materials processed for analyses with optical microscopy.
Microscopy showed an intense cell infiltrate in the hydroxyapatite group, with multinucleated giant cells and an
initially inflammatory exudation, which later became granulomatous. With the bioglass, a slight macrophage infiltrate
was observed on days 8, 15, and 30, which later changed into a fibrous infiltrate. There was no indication of bioglass
or hydroxyapatite degradation. It was concluded that neither bioglass nor hydroxyapatite promotes osteoinduction
as no evidence of heterotopic bone formation was found in situ throughout the experiment.

Key words: Osteoinduction, biomaterials, ceramics.
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INTRODUCAO

Um numero cada vez maior de pessoas ¢ animais so-
fre de afecgdes Osseas e necessita de intervencdes cirtr-
gicas, e os grandes defeitos Osseos resultantes dessas
afec¢des neoplasicas, congénitas, infecciosas e trauma-
ticas representam os maiores desafios para os cirurgides
(Eid et al.,2001; Xynos et al.,2001). Tais problemas ge-
ram continua demanda por substitutos dsseos eficientes
nas cirurgias ortopédicas, craniomaxilofaciais, plasticas
reconstrutivas e odontoldgicas (Shapoff ez al., 1997; llan
& Ladd, 2003; ElBatal et al., 2003).

Numerosos materiais tém sido desenvolvidos para
resolver esses problemas, sendo alguns utilizados
para corrigir defeitos 6sseos e outros para fabricar
ou recobrir proteses (Karatzas ef al., 1999; Eid et al.,
2001). Dentre os materiais, os sintéticos ou implan-
tes atualmente vém ganhando mais aceitagéo, ja que
sdo substancias que podem ser fabricadas em quan-
tidade ilimitada, sdo imunologicamente inertes ¢ bem
tolerados pelo organismo (Piecuch, 1982; Hattar et
al., 2005). O biovidro e a hidroxiapatita sdo materiais
bioativos estudados para utilizacdo na odontologia,
principalmente no tratamento da doenga periodontal,
preenchendo falhas 6sseas, diminuindo a profundi-
dade das bolsas periodontais com ganho na adesdo
gengival e também no recobrimento de implantes. Na
ortopedia, sdo utilizados em fraturas com perda 6s-
sea, defeitos metafisarios, unides retardadas, ndo-
unides, artrodeses e no recobrimento de proteses.
Em otorrinolaringologia e cirurgia maxilofacial, sdo
uteis para fabricacdo de proteses e preenchimento
de falhas 6sseas (Hench & Wilson, 1984; Oliva ef al.,
1998; MacNeill et al., 1999; Eid et al., 2001; Ilan &
Ladd, 2003; Bosetti & Cannas, 2005).

Um biomaterial ¢ aquele que provoca resposta biolo-
gica especifica na interface do material com o tecido
(ElBatal et al., 2003). Sabe-se que nenhum material im-
plantado em tecido vivo € inerte. Todos provocam algu-
ma resposta do tecido. Quatro tipos de respostas sdo
possiveis: se o material é toxico, o tecido circundante
morre; se ndo é toxico e dissolve, o tecido circundante ird
substitui-lo; se ndo ¢é toxico e biologicamente inativo,
uma capsula fibrosa se forma; e se ndo € toxico e biologi-
camente ativo, forma-se uma ligacéo entre eles (Hench &
Wilson, 1984). As bioceramicas, dentre elas o biovidro e
a hidroxiapatita, sdo os unicos materiais que fornecem
integragdo biologica com o tecido onde sdo implantadas
(Kim,2003).
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O biovidro ¢ um material biocompativel, e sua
reatividade quimica em fluidos teciduais € a base de sua
excelente ligagao com os tecidos. Sua forma particulada
(90-710 pm) é composta de 6xidos de calcio e sddio,
pentoxido de fosforo e didxido de silicio (DeForge, 1997,
Greer & Pearson, 1998). Inicialmente ocorre uma troca de
fons com concomitantemente dissolu¢do do dioxido de
silicio. Ocorre entdo a formag@o de um gel de silicio que
serve como nucleo para a formagao de uma camada de
fosfato de calcio (CaP). Essa camada cristaliza em uma
estrutura de apatita, onde colageno, sulfato de
condroitina e glicosaminoglicanos do microambiente lo-
cal s@o incorporados por essa camada crescente, o que
produz uma ligagdo mecanica muito forte entre o material
implantado e o tecido do hospedeiro. Estudos indicaram
que a ligacdo do colageno ao gel de silicio ocorre muito
rapidamente, sendo esse um dos fatores importantes para
a bioatividade destas ceramica (Hench & Wilson, 1984;
Gao et al., 1995; Shapoff et al., 1997; Karatzas et al.,
1999; Silver et al., 2001; Lossdorfer, 2004).

A hidroxiapatita sintética tem sido estudada desde o
inicio dos anos 1970, ja que sua forma natural ¢ um ele-
mento essencial dos componentes calcificados do es-
queleto, e é o principal mineral do osso, esmalte, cemento
e dentina (Greer & Pearson, 1998; Ono et al., 2000; Cehreli
et al., 2003). Sua estrutura ¢ representada pela formula
Ca, (PO,)(OH),, e ha deposi¢do de calcio e fosforo no
microambiente da interface entre 0 0sso € essa ceramica
onde os componentes sdo osteoblastos, uma camada de
fibras colagenas livres, outra de colageno, porém um
pouco mais organizada ¢ matriz (Gao et al., 1995; Kim,
2003). Comparada a hidroxiapatita sintética, a camada na
superficie bioativa do biovidro é mais similar a apatita do
tecido 6sseo em termos de cristalinidade e, conseqiien-
temente, a ligagdo deste com o o0sso tem se mostrado
melhor (Oliva et al., 1998).

A camada rica em calcio ¢ fosforo, que ocorre na
interface das bioceramicas, formada nos primeiros esta-
gios apds a implantacdo em um tecido, € a responsavel
pela propriedade osteocondutora (Schepers et al., 1998).
Esse tipo de camada ndo ¢ observada na interface de
implantes de metal ou polimeros (Kim, 2003). As particu-
las de biovidro sofrem erosdes internamente, provocadas
por células que fagocitam o material, entrando por pe-
quenas rachaduras e formando um local protegido que
permite facil adesdo de células osteoprogenitoras
(Schepers et al., 1998; Macneill et al., 1999). A
hidroxiapatita ¢ osteocondutora, também atuando como
uma matriz passiva para o crescimento 0sseo em que
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células osteoprogenitoras se fixam (EIDeeb et al., 1989;
Yamasaki & Sakai, 1992). Osteoconducao € o processo
pelo qual o tecido dsseo cresce das margens de um de-
feito 6sseo sobre um material suporte, ocorrendo migra-
¢do de células osteoprogenitoras (Piatelli et al., 2000; Eid
etal.,2001; Ilan & Ladd, 2003).

Piatelli et al. (2000) demonstraram a osteocondutivi-
dade do biovidro quando observaram que no centro do
defeito 6sseo tratado com esse biomaterial havia forma-
¢do Ossea, enquanto no grupo controle a formagdo 0s-
sea ocorreu somente na periferia do defeito. Tsiomis (2004)
também o fez ao demonstrar que a formagéo dssea a ele
associada ocorria a partir das bordas do defeito dsseo de
forma mais acentuada que no grupo ndo tratado, enquanto
Hattar et al. (2005) demonstraram o estimulo da fungao
de células semelhantes a osteoblastos promovendo a
proliferacdo e diferenciagdo celular. Fehlberg (2001) de-
monstrou a osteocondutividade da hidroxiapatita quan-
do a utilizou em fraturas no terco médio da tibia de caes,
assim como Borges et al. (2000) em defeito experimental
no tergo proximal da tibia de caes.

A partir da observagdo da propriedade osteocondu-
tora dos enxertos e implantes, foi proposta a capacidade
osteoindutora. Osteoindugdo pode ser definida como
indugdo de células progenitoras ndo diferenciadas que
ndo estdo ainda comprometidas com a linhagem
osteogénica, a formar células osteoprogenitoras, ou seja,
as c¢lulas osteogénicas, e entdo osteoblastos e
osteoclastos, como na ossificagdo intramembranosa
(Dellmann & Brown, 1982; Habibovic, 2005). Osteoindu-
¢do ndo ¢ apenas o processo pelo qual células imaturas
sdo recrutadas e estimuladas a formar novo 0sso, mas
também a capacidade de induzir a formagao de osso em
diversos lugares. E altamente improprio falar de
osteoindugdo quando um material ¢ implantado em um
local esquelético como tenddo, ligamento ou musculo ou
quando em cultura de osteoblastos. Somente o critério
de formagdo de osso em tecido vivo em locais extra-
esqueléticos ectopicos comprova a verdadeira capaci-
dade osteoindutora de um material (Zaffe, 2005).

Estudos sobre a propriedade osteoindutora das
bioceramicas sdo controversos. Abiraman et al. (2002)
implantaram o biovidro em musculo de coelhos, associa-
do a cola de fibrina, onde observaram formagao Ossea.
Quando nio-associado a cola, ndo houve formagao 0s-
sea. Yamasaki & Sakai (1992) utilizaram hidroxiapatita
porosa e densa no subcutidneo de cdes e observaram

3 HAP-91- J. H. S. Laboratério Quimico Limitada. Belo Horizonte, Br.
4 Consil” Bioglass®- USBiomaterials. Edgewood, USA.

494 re v ist dlCereS

formagdo 6ssea heterotdpica apenas ao redor do tipo
poroso, com grande variagdo no tempo de formacao.
Nihouannen et al. (2005) implantaram a biocerdmica
fosfato de calcio microporoso bifasico em musculo de
ovelhas e verificaram trabéculas 6sseas em contato inti-
mo com os granulos do material implantado.

Apesar das controvérsias a respeito da capacidade
osteoindutora, estudos indicam grande eficécia de utili-
zagdo das bioceramicas no tratamento de varios defeitos
Osseos, mesmo se conhecendo apenas partes dos meca-
nismos pelos quais elas atuam (Zaffe, 2005). DeForge
(1997) observou excelente regeneracdo 6ssea quando
utilizou o biovidro na manutencao do processo alveolar
da mandibula e maxila de cdes apds extra¢des dentdrias e
tratamentos de defeitos 6sseos, e Oonish et al. (1999),
trabalhando com diversos substitutos 6sseos, relataram
proliferacdo dssea mais rapida do que a hidroxiapatita
sintética. Franco et al. (2001) utilizaram o Gltimo em defei-
tos provocados em tibia de cdes e obtiveram 6timos re-
sultados na formacdo de trabéculas 6sseas. Fujishiro et
al. (1997) utilizaram esses dois biomateriais separada-
mente em fémur de coelho e constataram que o biovidro
estimula uma formagao trabecular mais rapida.

Com tantos estudos demonstrando a eficacia dessas
ceramicas, porém sem a certeza se além da osteocondugao
possuem também como propriedade a osteoindugao, este
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a resposta a
esses implantes, com especial aten¢ao ao possivel efeito
osteoindutor. Entdo, além de avaliar a resposta geral aos
implantes, procurou-se qualquer evidéncia histologica de
formag@o dssea sobre seus granulos implantados em teci-
do mole, sem direta aproximacao com o tecido dsseo.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste experimento foram utilizados oito
caes adultos clinicamente sadios entre dois e quatro anos
de idade, sem raca definida, pesando em média 15 kg,
provenientes do Canil Experimental do Departamento de
Veterinaria da UFV, com aprovagio da Comissdo de Etica
do DVT/UFYV, processo niimero 08/2006.

A hidroxiapatita sintética (HAP-91)? foi acondiciona-
da em frascos de vidro com tampa rosqueada, em quanti-
dade pré-determinada, e colocada em autoclave a 120-
130 °C, sob 1,5 atmosfera de pressao, durante 30 minu-
tos. Ndo foi necessaria nenhuma preparagdo prévia do
biovidro* particulado, ja que este ¢é fornecido pelo fabri-
cante pronto para utilizagao.
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Os procedimentos clinicos, cirirgicos e o acompa-
nhamento preventivo foram realizados por médico vete-
rinario durante todo o processamento experimental. Os
animais foram divididos em dois grupos de quatro cada,
onde no primeiro foi utilizada a HAP- 91 e no outro em-
pregou-se o biovidro. Os animais foram sedados, utili-
zando acepromazina’® pela via endovenosa e tricotomi-
zados na regido caudal da ultima costela de ambos os
antimeros. Foram anestesiados com tiopental® também
pela via endovenosa e entdo posicionados primeiramen-
te em decubito lateral direito. A exposig¢do do subcuta-
neo ocorreu através de incisdo longitudinal de pele, logo
apos a ultima costela. Aproximadamente 0,5 grama de
uma das ceramicas foi misturada a duas ou trés gotas do
sangue do proprio animal, como orientac¢do do fabrican-
te, imediatamente antes de sua utiliza¢do, formando uma
massa que foi entdo introduzida em um tanel feito no
subcutaneo. A incisdo foi suturada com pontos simples
separados utilizando-se fio de nailon’. O mesmo procedi-
mento foi realizado no antimero esquerdo.

Todos os animais foram submetidos a avaliagdes cli-
nicas didrias, com avaliag¢do da ferida cirurgica, obser-
vando-se a presenga de reagao inflamatoria, edematosa e
sensibilidade dolorosa. Nao foi utilizado antibidtico ou
antiinflamatoério durante o experimento, devido a possi-
bilidade de interferéncia na reag@o do tecido adjacente
aos materiais, permanecendo o técnico responsavel de
plantdo para salvaguardar qualquer alteragdo que pu-
desse vir a causar desconforto aos animais, com proce-
dimentos direcionados ao retorno do seu bem-estar, in-
clusive a eutanasia, se necessario fosse. Os pontos fo-
ram todos retirados no oitavo dia apés a cirurgia.

Para realizagdo de bidpsias, os animais foram sedados
com acepromazina e anestesiados com tiopental, assim
como nos procedimentos cirargicos descritos anterior-
mente. Todo o pds-operatério foi acompanhado por mé-
dico-veterinario de plantdo. No ato da bidpsia, retirou-se
toda a area contendo o material implantado e o tecido
adjacente. Elas foram realizadas em dois animais de cada
grupo aos oito dias apos a cirurgia, no antimero esquer-
do e aos 15 dias, no direito. Aos 30 e 45 dias apds a
cirurgia, a biopsia foi realizada nos outros dois cées res-
tantes de cada grupo, respectivamente nos antimeros
esquerdo e direito. As amostras coletadas foram fixadas
em formol a 10%, neutro e tamponado.

> Acepran® 1% - Univet SA Industria Veterinaria. Sdo Paulo, Br.
¢ Tiopental® 1g — Cristalia. Itapira, Br.

7 Technofio. Sdo Paulo, Br.
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Apds completa fixacao, as amostras foram desidrata-
das, clarificadas, incluidas em parafina e seccionadas a 7
pum. De cada bloco de parafina foram obtidas pelo menos
duas laminas, para que fossem submetidas as técnicas
de colorag@o pela hematoxilina-eosina, visando analise
histologica da amostra.

Os parametros analisados foram: infiltra¢do de célu-
las inflamatdrias, vascularizagdo, invasao celular com
agregacdo de células mesenquimais, tipo de tecido
infiltrado entre as particulas, nivel de degradagdo do
material e formag@o ectdpica de tecido 6sseo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tecido subcutaneo do flanco foi eleito como mode-
lo experimental, pois é de facil exposi¢do e menor
traumatismo cirurgico, contribuindo para uma resposta
fisiologica mais rapida. Além disso, fazia-se necessario
implantar os materiais em um tecido onde existissem cé-
lulas progenitoras ndo-comprometidas com a linhagem
osteogénica que comprovassem a existéncia ou ndo da
propriedade osteoindutora.

De acordo com Beresford ez al. (1993), a formagao de
0sso in vivo ¢ dependente do recrutamento de precurso-
res mesenquimais que sofrem diversas fases prolifera-
tivas antes da diferenciagdo a um fendtipo que suporta a
deposigdo de matriz e sua mineralizagdo. O tecido subcu-
taneo tem sido utilizado para testar a atividade
osteoindutora de diversos materiais, ja que fornece os
precursores mesenquimais necessarios para diferencia-
¢do em células osteoprogenitoras (Calhoun & Stinson,
1982; Stevenson, 1998; Eid et al., 2001), estando de acor-
do com Zaffe (2005), o qual afirmou que s6 se pode falar
de osteoindugdo em locais extra-esqueléticos, onde ndo
existem células progenitoras ja comprometidas com a li-
nhagem osteogénica.

Durante o procedimento cirirgico, observou-se que
tanto o biovidro como a hidroxiapatita sdo de facil manu-
seio e aplicagdo. Vogel ef al. (2001) referiram-se a essa
propriedade como especialmente importante para sua
utilizag@o no preenchimento de falhas 6sseas. O mesmo
foi relatado por DeForge (1997), Shapoff et al. (1997),
Schepers et al. (1998) e Tsiomis (2004). No caso da HAP-
91, logo no inicio de sua aplicagao sobre a lesdo ocorreu
estimulo do sangramento; entretanto, a simples compres-
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sdo foi suficiente para promover a hemostasia. MacNeill
et al. (1999) e Borges et al. (2000) tiveram conclusdo
semelhante utilizando a hidroxiapatita em defeitos 0sse-
os provocados em tibia de cdes e coelhos, respectiva-
mente. Duarte (2003) descreve grande sangramento du-
rante a cirurgia no momento em que essa cerdmica entrou
em contato com a gengiva e o 0sso alveolar adjacentes
ao defeito provocado experimentalmente em mandibula
de cées, também observado por Fehlberg (2001) em falha
Ossea provocada na tibia de cdes. No presente experi-
mento o biovidro se comportou-se de maneira inversa,
ao passo que, ao ser aplicado, notou-se contencdo do
sangramento normal dos tecidos incisados. Este efeito
hemostatico também foi observado por Karatzas et al.
(1999), MacNeill et al. (1999) e Tsiomis (2004). Shapoff et
al. (1997) atribuiram esse efeito a grande capacidade de
coesdo das particulas deste material, resultando em me-
lhor compactagéo.

Em um animal do grupo em que se utilizou o biovidro,
foi observado, logo ap6s o término da cirurgia, discreto
aumento de volume no local da aplicagdo do material
apenas do antimero esquerdo, possivelmente pela rup-
tura acidental de um vaso, que persistiu por dois dias
sem, contudo, apresentar nenhum sinal de dor ao toque,
hemorragia ou sinais clinicos de rejeigdo. Em todos os
animais a cicatrizagdo da ferida cirtirgica ocorreu por pri-
meira inteng@o, normalmente sem nenhum sinal de rea-
¢do inflamatdria ou evidéncia de rejeigdo, hemorragia,
dor ou edema. Shapoff et al. (1997) observaram que os
tecidos moles (gengiva, neste caso) toleraram bem a pre-
senc¢a do biomaterial, assim como Karatzas et al. (1999).
Neste experimento ambos 0os materiais apresentaram-se
imoveis ¢ facilmente palpaveis debaixo da pele, o que
também foi observado por Piecuch (1982).

Aos 30 dias em um animal que recebeu a HAP-91
observou-se aumento de volume e exsudato viscoso de
colorag@o amarelada no local de implantag@o do material,
sugestivo de reagdo inflamatoria purulenta.

Na andlise histologica, aos oito dias apos a cirurgia,
observou-se nas adjacéncias da HAP-91 um infiltrado de
células mono e predominantemente polimorfonucleares,
edema ¢ vasocongestdo, caracterizando uma reacgdo
exsudativa. Ainda nesse grupo, foram verificadas algu-
mas células gigantes multinucleadas. No grupo em que
se utilizou o biovidro, existiu predominio de células
mononucleares (macro6fagos) no intersticio, porém esse
infiltrado apresentou-se em quantidade muito menor quan-
do comparado ao da hidroxiapatita (Fig. 1). Néo foi ob-
servado nenhum fendmeno exsudativo significativo.
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Figura 1. Analise histolégica do grupo contendo biovidro aos
oito dias apos a cirurgia: infiltrado celular discreto; particulas de
biovidro (setas) com aspecto amorfo, acelular, bem delimitado e
basofilico. 400X.

Ambos os materiais apresentavam-se com aspecto
amorfo, acelular, bem delimitado e basofilico, demons-
trando que eram materiais calcificados (Fig. 1).

Nas amostras obtidas aos 15 dias apos a cirurgia ob-
servou-se, ao redor das particulas da HAP-91, reagdo
inflamatoria com redugdo do nimero de mononucleares
em comparagao as laminas aos oito dias e grande nimero
de células gigantes multinucleadas quando comparado
com biovidro. Os fendmenos exsudativos observados
aos oito dias estavam sendo substituidos por uma dis-
creta proliferagdo fibroblastica, formagao de tecido fibro-
so e nitida tendéncia ao encapsulamento. E interessante
salientar que a HAP-91 foi verificada no citoplasma des-
sas células gigantes multinucleadas (Fig. 2A). Analisan-
do as laminas do grupo em que se utilizou o biovidro,
notou-se maior vascularizagao no tecido localizado entre
as particulas do material em relagdo aos oito dias. Existia
pequena populacdo de macréfagos no intersticio, com
reacdo exsudativa muito discreta quando comparado a
HAP-91. Nio foi observada formagao de pseudocapsula.

Na analise do material coletado, aos 30 dias, notou-
se que a populacdo de neutréfilos havia diminuido con-
sideravelmente, comparativamente as laminas anteriores,
sendo estes substituidos por uma reagdo granulomatosa
com grande numero de células gigantes multinucleadas,
tipo corpo estranho, e uma pseudocapsula ao redor da
HAP-91. Confirmou-se reagéo inflamatoria purulenta na-
quele animal que apresentou exsudato amarelado aos 30
dias, ao ser observada microscopicamente uma reagao
inflamatoria caracterizada predominantemente por
neutréfilos. Ja nas laminas de bidpsia que continham
biovidro, foram observados, ao redor do material, septos
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Figura 2. Analise histologica do grupo contendo hidroxiapatita. A- 15 dias apds cirurgia: vasocongestdo (setas finas brancas), células
gigantes tipo corpo estranho (setas largas brancas) contendo particula do biomaterial em seu citoplasma (setas finas pretas). Barra = 22

um, 400X. B- 45 dias apos a cirurgia. Pseudocapsula (seta). 100X.

de um tecido conjuntivo frouxo com vascularizagao ain-
da maior que aos 15 dias. Day et al. (2004) estudaram o
comportamento desse biomaterial in vitro e in vivo no
tecido subcutaneo de ratos e concluiram que ele estimu-
laneovascularizagao. Piatelli ef al. (2000) utilizando-o na
tibia de coelhos, e Schepers et al. (1998) e Tsiomis (2004),
empregando-o em mandibula de cdes, observaram
vascularizagdo abundante e sugeriram que essa proprie-
dade auxilia no fornecimento das células osteoproge-
nitoras necessarias para a osteointegracdo do implante,
relacionando esse fato aos bons resultados obtidos com
esse biomaterial. No presente experimento, notou-se pre-
dominio de macréfagos mononucleados, presencga de
fibroblastos e pequeno niimero de outras células como
neutréfilos e linfocitos. Notaram-se, entdo, caracteristi-
cas de tecido de granulacdo, e somente nesta data obser-
vou-se uma tendéncia ao encapsulamento do material,
sendo a espessura dessa capsula visualmente menor do
que a constatada envolvendo a hidroxiapatita, assim
como o pequeno nimero de células gigantes multinu-
cleadas observadas.

Aos 45 dias, nas laminas contendo HAP-91, ndo foram
observadas reagdes inflamatorias nem sinal de degrada-
¢do do material. Notou-se tendéncia ao encapsulamento
da HAP-91 ainda mais evidente (Fig. 2B) e presenca de
tecido conjuntivo fibroso adjacente a ela, uma reagdo
proliferativa e ndo exsudativa como nas primeiras lami-
nas. De acordo com MacNeill ef al. (1999), ¢ comum a
formagdo de tecido fibroso ao redor das particulas de
hidroxiapatita até mesmo quando implantada em tecido
0sseo, o que foi confirmado pelos achados de Gao et al.
(1995), Borges et al. (2000), Fehlberg (2001), Duarte (2003)
e Vital et al. (2006). Macrofagos e células gigantes
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multinucleadas ainda estavam presentes em grande nu-
mero. No grupo em que se utilizou biovidro, houve for-
macdo de um tecido conjuntivo denso com redug@o no
numero de macrdéfagos. Ainda foi observada uma
pseudocapsula, porém muito menos espessa. A popula-
¢do celular constituia-se basicamente de fibroblastos e
macrofagos, onde foi observado pequeno nimero de
células inflamatorias, sendo a vascularizagdo normal.

Em relacdo ao biovidro, precisa-se ressaltar que até
aos 30 dias havia infiltrado predominantemente macrofa-
gico discreto, nao suficiente para caracterizar reagao tipo
corpo estranho, e depois, aos 45 dias, predominava um
infiltrado fibroso. A pseudocapsula sé foi observada aos
30 e 45 dias. Células inflamatorias e gigantes multinuclea-
das existiam em niimero muito pequeno em relagdo a
hidroxiapatita. Karatzas et al. (1999) e Tsiomis (2004) nao
encontraram células tipo corpo estranho ou qualquer si-
nal de inflamagdo associado ao biovidro. Ao contrario,
Vogel et al. (2001) observaram tecido de granulagdo em
alguns locais circundando aquele biomaterial quando
implantado em fémur de coelhos e observaram presenca
de células gigantes, a partir dos 28 dias, circundando
esse material, ¢ a formacdo de uma céapsula altamente
celular apenas em alguns pontos da regido ventral da
amostra aos 84 dias apds cirurgia. MacNeill et al. (1999)
verificaram algumas células gigantes do tipo corpo es-
tranho quando utilizado na tibia de coelhos.

E necessario destacar que nas laminas da HAP-91
existiu reagdo exsudativa importante que ndo ocorreu no
biovidro e houve infiltrado celular muito mais intenso.
Foi observada reacdo inflamatoéria inicial e depois
granulomatosa, com presenca de células gigantes tipo
corpo estranho. Com base nesses resultados, pode-se
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sugerir que o ultimo ¢ mais biocompativel no tecido sub-
cutaneo de caes do que a primeira, ja que aquele incitou
resposta muito mais branda.

Abiraman et al. (2002) também observaram tendéncia
ao encapsulamento da hidroxiapatita porosa, assim como
neste experimento, quando a implantou em musculo de
ratos. Porém, Piecuch (1982), ao implantar tal ceramica
proveniente de coral no subcutaneo de cdes, verificou
tecido conjuntivo circundando as particulas, mas ndo
constatou presenga de células gigantes nem de reagdo
inflamatoria. Células gigantes multinucleadas e tecido
conjuntivo fibroso também foram observados circundan-
do esse bioamterial implantado em subcutaneo de cées
por Yamasaki & Sakai (1992) e no muasculo de macacos
por ElDeeb ef al. (1989); entretanto, seu significado nao
foi definido. De acordo com Kim (2003), um material sin-
tético ¢ geralmente isolado do tecido circundante pela
formagdo de uma capsula de tecido conjuntivo fibroso.
Gao et al. (1995) observaram a presenca de células gi-
gantes do tipo corpo estranho em defeitos dsseos em
ovelhas e sugeriram que participassem de sua biodegra-
dagdo. Contudo, tanto a HAP-91 quanto o biovidro fo-
ram verificados até a iltima data, 45 dias, ndo se notando
assim sua degradagdo. Estudos mostram que o tempo de
degradagdo do biovidro é mais longo que os 45 dias de
observagao deste experimento (DeForge, 1997; Karatzas
etal., 1999). Além disso, Borges ef al. (2000) verificaram
a formagao de tecido fibrovascular rodeando o implante
de hidroxiapatita implantado em tibia de caes e pequena
quantidade de células gigantes tipo corpo estranho con-
tendo o material em seu citoplasma. Contudo, além de
obterem bons resultados na consolidacdo dos defeitos
0sseos, observaram atividade osteoclastica sobre as
particulas, uma tendéncia de diminuigdo da quantidade e
densidade e notaram que particulas que acidentalmente
haviam sido depositadas no tecido conjuntivo apresen-
tavam maior densidade. Estes autores concluiram que a
biodegradagdo desse material ocorre por agdo osteoclas-
tica, discordando de Gao et al. (1995). Os achados de
Duarte (2003) corroboram com essa conclusdo, ao passo
que ele ndo mais observou a cerdmica na falha 6ssea na
mandibula de cées aos 60 dias e em nenhum momento
verificou células gigantes multinucleadas.

Em todas as 1dminas notou-se ambos os biomateriais
calcificados, mas em nenhuma delas foi observada for-
macdo ectopica de tecido 6sseo, osteoblastos ou
osteoclastos, o que condiz com os achados de ElDeeb et
al. (1989) e Piecuch (1982). Contudo, os estudos sobre
osteoindugdo sdo muito controversos tanto pelos resul-
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tados quanto pela metodologia. Nihouanenn et al. (2005),
utilizando fosfato de calcio bifasico (associacdo de
hidroxiapatita e fosfato beta-tricalcico), encontraram for-
magao ectdpica de osso em musculo de ovelha apos seis
meses de implantagdo. Deve-se analisar esse resultado
com cautela: ndo se pode afirmar se houve formacéo 0s-
sea, porque foi implantado em tecido esquelético ou de-
vido ao longo tempo de permanéncia no local, causando
formagdo 6ssea semelhante a ossificacdo distrofica.
Heughebaert ez al. (1988) encontraram formagao ectopica
de um material semelhante a osso ap6s 12 meses, quan-
do implantaram hidroxiapatita porosa em tecido mole de
cobaia; entretanto, observaram que o tecido formado ndo
possuia caracteristicas histoldgicas e morfologicas de
osso verdadeiro. Yuan et al. (1999) utilizaram dois tipos
da ultima em musculo de cées por trés ¢ seis meses ¢
encontraram formagéo dssea na forma que apresentava
macro poros com paredes asperas e ndo houve formagao
de o0sso no tipo em que as paredes dos macroporos eram
lisas. Novamente, foi implantado em musculo, mas ¢ inte-
ressante a afirmacao de que a microestrutura ¢ fator im-
portante quando se fala de osteoindugdo. O mesmo foi
sugerido por Habibovic ef al. (2005) quando implanta-
ram hidroxiapatita e fosfato de calcio bifasico em muscu-
lo de cabra por 6 e 12 semanas e encontraram diversos
graus de formagao dssea. Yamasaki & Sakai (1992) utili-
zaram hidroxiapatita densa e porosa no subcutaneo de
cdes e constataram formagdo 6ssea em seis dos 10 ani-
mais que receberam o tipo poroso apos trés meses ¢ em
todos esses animais apos seis meses. No tipo denso nédo
observaram formacgao dssea. Eles sugeriram que fatores
fisicos, incluindo estrutura tridimensional, e quimicos se-
riam importantes na formagao ectopica de tecido 6sseo, 0
mesmo foi sugerido por ElDeeb ez al. (1989). Piecuch (1982)
refere-se a porosidade da estrutura das bioceramicas como
fator importante ¢ até mesmo determinante para o tipo de
tecido que crescera sobre cla.

CONCLUSAO

Com base nos resultados clinico-cirargicos e histolo-
gicos, foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

O biovidro e a hidroxiapatita incitam respostas tole-
raveis no organismo, sendo o primeiro um material mais
biocompativel do que o segundo no tecido subcutaneo
de caes.

O biovidro estimulou neovascularizagao.

Ambos os biomateriais ndo foram osteoindutores no
periodo de 45 dias.
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