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RESUMO 

PERDIGÃO, Ana Paula Lima, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2015. Compósito de hidroxiapatita, fibroína da seda e ácido hialurônico 
em defeitos ósseos experimentais na ulna de coelhos. Orientadora: Andrea 
Pacheco Batista Borges. Coorientadores: Emily Correna Carlo Reis e Fabrício 
Luciani Valente. 

 

As lesões ou perdas de tecido ósseo são condições que afetam diretamente a 

qualidade de vida dos seres humanos e animais. Os processos de reparação 

podem não ocorrer de maneira eficiente quando existirem condições clínicas 

desfavoráveis. Alguns compósitos, polímeros e proteínas são utilizados na 

formação de matrizes por promover maior eficiência nesse processo reparador. 

Entretanto, os biomateriais utilizados hoje no tratamento dessas afecções ainda 

apresentam algumas propriedades que devem ser adequadas ao uso do 

mesmo. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial reparador do 

compósito constituído de hidroxiapatita (HAP) e fibroína da seda (FS) na 

presença de ácido hialurônico (AH) em diferentes concentrações, utilizado para 

o tratamento de defeitos ósseos experimentais realizados na ulna de coelhos. 

Primeiramente, foram realizadas análises de difração de raios-X e microscopia 

eletrônica de varredura com o objetivo de caracterizar a topografia de 

superfície, porosidade e grau de cristalinidade de cada compósito. 

Posteriormente, foram realizados testesin vivode biocompatibilidade e 

biodegradabilidade do compósito. Para tal, foram utilizados três coelhos que 

receberam, cada um, quatro implantes no subcutâneo de um mesmo 

compósito. O coelho numero 1 recebeu quatro implantes referentes ao 

compósito 1 (HAP+FS). O coelho numero 2 recebeu quatro implantes 

referentes ao compósito 2 (HAP+FS+1%AH). E por fim, o coelho número 3 

recebeu quatro implantes referentes ao compósito 3 (HAP+FS+3%AH). Uma 

amostra de cada animal foi coletada em cada um dos dias 15, 30, 60 e 90 dias, 

após a cirurgia e processadas para avaliação histológica.Por fim, avaliou-se 

também a capacidade de osteocondução e osseointegração através da 

implantação dos compósitos 1, 2 e 3 em um defeito previamente criado no 

olecrano dos animais. As cirurgias de implantação no olecranoforam realizadas 

após divisão dos grupos experimentais, contendo 10 animais cada, em grupo 

tratado e controle, sendo o grupo controle não recebendo nenhum tipo de 
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tratamento.As avaliações clínicas foram realizadas durante os sete dias e 

depois aos 30 dias de pós-operatório. Radiografias dos membros operados 

foram realizadas no pós-operatório imediato, após sete e 30 dias de 

tratamento.Atomografia microcomputadorizada e as análises histológicasforam 

realizadas coletando-se as amostras aos sete e 30 dias de implantação do 

compósito no tecido ósseoe a microscopia eletrônica de varredura somente 

após 30 dias de implantação. Os resultados das análises de difração de raios-X 

revelaram três compósitos de alta cristalinidade, e as imagens de microscopia 

eletrônica de varredura demonstraram que o compósito HAP+FS+3%AH 

possuía uma topografia mais complexa e porosa, em relação aos outros dois 

compósitos HAP+FS e HAP+FS+1% AH, demonstrando ser uma superfície 

ideal para a adesão e proliferação celular. Ao teste de biocompatibilidade, os 

três compósitos apresentaram integração com o tecido, com proliferação 

tecidual, fragmentação do compósito e, ao final da avaliação, observou-se a 

formação de um tecido fibroso organizado ao redor do biomaterial. As 

avaliações clínicas demonstraram um compósito biocompatível e tolerado pelos 

animais, e as radiografias dos grupos tratados demonstraram diminuição da 

radiopacidade óssea, tornando-se semelhante ao osso adjacente aos 30 dias 

de pós-operatório. A tomografia microcomputadorizada demonstrou, através de 

imagens tridimensionais, uma perda maior na regularidade da borda do defeito 

no grupo tratado com HAP+FS+3%AH em comparação com os outros grupos, 

sugestivo de crescimento de tecido ósseo e demonstrando ser o melhor 

compósito para o tratamento do ponto de vista dessa análise. A histopatologia 

e a microscopia eletrônica de varredura revelaram uma interação compósito e 

tecido, com a formação de tecido ósseo ao redor do implante e a análise 

histomorfométrica revelou quantidade maior de trabéculas ósseas jovens no 

grupo tratado com HAP+FS+3%HA, demonstrando ser o melhor tratamento 

utilizado neste estudo para os defeitos criados nos olecranos de coelhos. 
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ABSTRACT 

 

PERDIGÃO, Ana Paula Lima, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 
2015. Composite of hydroxyapatite, silk fibroin and hyaluronic acid in 
experimental bonedefects in rabbits’ ulna. Adviser: Andrea Pacheco Batista 
Borges. Co-advisers: Emily Correna Carlo Reis and Fabrício Luciani Valente. 
 

The lesions or bone loss are conditions that directly affect the quality of life of 

humans and animals. The repair process may not occur efficiently when there 

are unfavorable conditions. Some composites, polymers, and proteins are used 

to form matrices to promote higher efficiency in this repairing process. However, 

the biomaterials used today in the treatment of these diseases still have some 

properties so that these biomaterials could suitable for use. The objective of this 

work was to evaluate the reparative potential of the composite consisting of 

hydroxyapatite (HAP) and fibroin silk (FS) in the presence of hyaluronic acid 

(HA) in different concentrations used for the treatment of experimental bone 

defects made in the rabbits ulna. First, diffraction of X-rays and scanning 

electron microscopy analyzes were performed in order to characterize the 

surface topography, porosity and degree of crystallinity of each composite. 

Later, in vivo biocompatibility and biodegradability of the composite tests were 

performed. To this end, three rabbits were used who received each four 

implants into the subcutaneous tissue of the same composite. The number one 

rabbit received four implants for the composite 1 (HAP + FS). The number  2 

rabbit  received four implants for the composite 2 (HAP + FS + 1% AH). Finally, 

the rabbit number 3 received four implants for the composite 3 (HAP + FS + 3% 

AH). A sample of each animal was collected in each of days 15, 30, 60 and 90 

days after surgery and processed for histological evaluation. Finally, we 

assessed whether her ability to osteoconductive and osseointegration through 

the deployment of composite 1, 2 and 3 in a defect previously created in the 

olecranon animals. The implementation of the olecranon surgeries were 

performed after division of experimental groups of 10 animals each, in treated 

and control group, and the control group not receiving any kind of treatment. 

Clinical evaluations were performed 7 days and then at 30 days postoperatively. 

X-rays of operated limbs were performed in the immediate postoperative period, 

after 7 and 30 days of treatment. The microcomputadorizada tomography and 
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histological analyzes were performed by collecting samples at seven and 30 

days of composite implantation into bone tissue and scanning electron 

microscopy only after 30 days of implantation. The results of the analysis of 

diffraction X-rays revealed three composite of high crystallinity, and scanning 

electron microscopy pictures show that the composite HAP + FS + 3% HA had 

a more complex porous topography another two composites HAP + FS e 

HAP+FS+ 1% AH, proving to be an ideal surface for cell adhesion and 

proliferation. When biocompatibility test, the three composites showed 

integration with the tissue with tissue proliferation, composite fragmentation and 

at the end of the evaluation was observed the formation of an organized fibrous 

tissue around the biomaterial. Clinical evaluations demonstrated a 

biocompatible composite tolerated by the animals, and radiographs of the 

treated groups showed decreased bone radiopacity, making it similar to the 

adjacent bone at 30 days postoperatively. The microcomputadorizada 

tomography demonstrated by means of three-dimensional images, a greater 

loss in the defect edge regulariy in the group treated with HAP + FS + 3% HA in 

comparison with other groups, suggestive of bone growth and demonstrated to 

be the best composite to treating point of view this analysis. Histopathology and 

scanning electron microscopy revealed a compositeand tissue interaction with 

the formation of bone tissue around the implant and histomorphometric analysis 

revealed a greater number of young trabecular bone in the group treated with 

PAH + FS + 3% HA, proving to be the best treatment used in this study for 

defects created in rabbits ulna. 
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CAPITULO I 

Engenharia tecidual óssea e os biomateriais: caracterização, 

aplicação e perspectivas. 

 

PERDIGÃO, A.P.L. et al. 

 

RESUMO 

A hidroxiapatita é um biomaterial com alta biocompatibilidade, sendo largamente 

explorada pela engenharia de tecidos. Possui também uma compatível taxa de 

degradação e osteocondutividade. Associada à fibroína da seda, as características 

mecânicas de ambos os biomateriais se tornam complementares, com o aumento da 

flexibilidade e resistência fornecida pelo polímero. O ácido hialurônico por sua vez é 

caracterizado como um importante componente da matriz extracelular e presente em 

todos os tecidos conjuntivos, exercendo uma função essencial na estrutura, organização e 

homeostase dessa matriz e das proteínas plasmáticas, importantes no processo de 

reparação óssea. Com o intuito de melhorar as características físicas e químicas dos 

biomateriais utilizados no tratamento das lesões ósseas, ele foi incorporado ao compósito 

por possuir diversas funções dentre elas de sinalizar e recrutar células que participam do 

processo de reparação tecidual. Este capítulo tem por objetivo descrever, através de uma 

revisão bibliográfica, as inovações apresentadas nas pesquisas que envolvem estudos na 

área da engenharia tecidual óssea, bem como caracterizar os biomateriais aplicados em 

forma de compósito, os quais foram avaliados durante esse trabalho. 

 

Palavras-chave: regeneração óssea, engenharia de tecidos, compósitos, hidroxiapatita. 
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Bone tissue engineering and biomaterials: characterization, and 

application perspectives. 

 

PERDIGÃO, A.P.L., et al. 

 

ABSTRACT 

Hydroxyapatite is biomaterials with high biocompatibility, being widely exploited for tissue 

engineering. It also has a compatible rate of degradation and osteoconductivity. 

Associated with silk fibroin, the mechanical characteristics of both biomaterials become 

complementary, with increased flexibility and toughness provided by the polymer. The 

hyaluronic acid in turn is characterized as an important component of the extracellular 

matrix and present in all connective tissues, exerting a key role in the structure, 

organization and homeostasis of this matrix and plasma, important proteins in the bone 

repair process. In order to improve the physical and chemical characteristics of 

biomaterials used in the treatment of bone lesions, it was incorporated into the composite 

by having different functions among them to signal and recruit cells that participate in 

tissue repair process. This chapter aims to describe, through a literature review, the 

innovations presented in the research involving bone tissue engineering as well as 

characterize biomaterials applied in the form of composite, which were evaluated during 

this work. 

 

Key words: bone regeneration, tissue engineering, composites, hydroxyapatite. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, os estudos relacionados à ortopedia e regeneração óssea tanto na 

medicina humana quanto na medicina veterinária estão bastante avançados. Porém, 

ainda há muitos desafios a serem vencidos e são esses desafios que impulsionam o 

desenvolvimento nas pesquisas e ampliam as expectativas em se criar um modelo de 

tratamento ideal que promova a regeneração de maneira eficiente. Dessa forma, os 

processos de reparação tecidual óssea tem sido o objetivo de diferentes procedimentos 

cirúrgicos desde a antiguidade até os dias atuais. A multidisciplinar engenharia de tecidos 

promove a aplicação de princípios e métodos da engenharia e das ciências da saúde para 

dar suporte e auxiliar o reparo de tecidos defeituosos ou danificados, acelerando esse 

processo (Tabata, 2009). 

O elevado conhecimento diante do comportamento dos tecidos em condições 

fisiológicas, principalmente a compreensão cientifica sobre a composição natural óssea, 

fosfatos de cálcio e atuação biológica dos polímeros promovem uma fonte de grande 

interesse devido a esses méritos biomédicos (Yang et al., 2015). 

Assim, este trabalho tem por objetivo, por meio de uma revisão, ampliar os 

conhecimentos na área da bioengenharia, caracterizando métodos e processos de 

reparação tecidual na presença de compósitos elaborados, bem como avaliar e comparar 

as propriedades físico-químicas dos biomaterias descritos durante essa revisão 

bibliográfica. 

 

2. ENGENHARIA TECIDUAL ÓSSEA 

 

Uma das áreas emergentes no ramo das pesquisas é a engenharia de tecidos 

que desempenha um papel vital na medicina regenerativa. Trata-se de um campo 

interdisciplinar e multidisciplinar que visa o desenvolvimento de substitutos biológicos 

que restauram, mantém ou melhoram a função do tecido bem como ampliam a 

qualidade de vida tanto na medicina humana quanto na medicina veterinária (Ma, 2008; 

Guoet al., 2015). 

O processo natural de reparação óssea é suficiente para efetuar restauração 

oportuna da integridade do tecido para a maioria das fraturas ou injúrias teciduais, 

quando há um ambiente hormonal, metabólico e mecânico apropriado ou quando esse 

ambiente é desenvolvido por enxertos fixadores ou pelo processo de incorporação de 

enxertos, como, por exemplo, o osso esponjoso (Cancedda et al., 2003). Os enxertos 
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ósseos autógenos são considerados os de primeira escolha na regeneração tecidual 

óssea, devido às suas propriedades osteogênicas, por não transmitirem doenças 

infecciosas e não desencadearem reações imunológicas. No entanto, a disponibilidade 

deste tipo de enxerto é restrita, havendo a necessidade de dois procedimentos 

cirúrgicos, podendo ainda ocorrer infecção no sítio doador, complicação que pode onerar 

os tratamentos (Zhang et al., 2009). Diante dessas limitações, os aloenxertos 

(compostos de materiais de outro indivíduo da mesma espécie) e os xenoenxertos 

(materiais obtidos de outra espécie) surgiram como possíveis substitutos. Entretanto, 

eles também apresentam limitações importantes, como risco de rejeição ou de 

transmissão de doenças e quantidade ofertada limitada (Precheur, 2007). 

A engenharia de tecidos tem emergido como uma promissora abordagem 

alternativa no tratamento de tecidos lesionados. Nesse contexto, terapias alternativas, 

como a utilização de biomateriais, podem ser utilizadas como um substrato que promove 

tanto a adesão de células implantadas, como um suporte físico para orientar a formação 

de novos tecidos. Para tal, o biomaterial deve ser biocompatível, biodegradável, 

altamente poroso, mecanicamente forte, maleável e, dessa forma, facilitar a adesão das 

células e promover o crescimento celular, (Chen et al., 2002).  

 Em face de tais necessidades e limitações dos materiais hoje disponíveis, os 

estudos envolvidos nessa área são direcionados a procurar substitutos para o tecido 

ósseo que têm por função ocupar o espaço, mantendo redução apropriada e 

continuidade dos fragmentos ósseos, permitindo a adequada regeneração (Borges et al., 

2000; Boeret al., 2003). A aplicação de biomateriais sintéticos na regeneração do tecido 

ósseo, como uma alternativa aos enxertos ósseos, é relevante, pois eles pouco 

danificam tecidos saudáveis, não aumentam os riscos de contaminações virais e 

bacterianas, além de serem disponibilizados comercialmente. Podem, ainda, ser de fácil 

dissolução e absorção, ao mesmo tempo em que permitem e estimulam a formação 

óssea (Wanet al., 2006; Chen et al., 2009). Algumas características são de extrema 

importância à aplicação desses compostos, uma vez que a reparação do tecido ósseo é 

complexa e exige algumas propriedades relevantes do material implantado. A avaliação 

da biocompatibilidade é importante, pois demonstra a resposta do organismo na 

presença de um material específico na interface do material com o tecido (ElBatal et al., 

2003). A biodegradabilidade está relacionada diretamente com a cristalinidade e a 

dureza do biomaterial. Quando mais duro e mais cristalino for, maior é o tempo de 

degradação do mesmo (Reis et al., 2009a). Em especial, os biomateriais utilizados 

devem possuir características peculiares como biocompatibilidade, biodegradabilidade e 
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osteocondução a fim de garantir e promover o resultado esperado com o tratamento 

utilizado (Liu e Peter, 2004).  

  Diversos materiais têm sido empregados em defeitos ósseos, como o enxerto 

mineralizado ou desmineralizado liofilizado (Gomes et al., 2007), as cerâmicas 

biocompatíveis e os polímeros (Carlo et al., 2009a) além dos vidros bioativos (Tiomiset 

al., 2010). 

 O impacto da tecnologia de materiais avançados no campo de biomateriais é triplo. 

Novos tipos de materiais e compósitos podem ser criados com combinações de 

propriedades físicas e biológicas não possíveis de se obter anteriormente, novas 

técnicas de caracterização de biomateriais e suas interfaces estão agora disponíveis e 

métodos de previsão de tempo de vida em serviço dos materiais e próteses estão se 

tornando acessíveis. Contudo, permanece o desafio no uso de biomateriais que é a 

criação de um material que substitua o tecido vivo em sua plenitude, isto é, possua a 

capacidade de crescimento e reparação (Oréficeet al., 2006).  

 Neste contexto, por definição, biomaterial é qualquer substância ou combinação de 

substâncias, naturais ou não, que não sejam drogas ou fármacos, utilizado em 

aplicações biomédicas e que interagem com sistemas biológicos, que tratam, aumentam 

ou substituem quaisquer tecidos, órgãos ou funções do corpo (VonRecumet al., 1995). 

Deve ser implantado e incorporado podendo servir ou não como matriz, veículo, suporte 

ou estimulador para o crescimento de novo tecido, onde houve perda de matéria viva ou 

de sua função. Torna-se assim evidente que os requisitos mecânicos de 

biocompatibilidade e biodegradabilidade variem de aplicação para aplicação (Cao e 

Wang, 2009). 

A biocompatibilidade, o desempenho dos biomateriais e a resposta dos tecidos 

vivos à presença de materiais estranhos são influenciados pelas características 

intrínsecas dos materiais, pelas condições do paciente (idade, sexo, estado geral de 

saúde, estilo de vida, etc.) e pela qualidade das intervenções médicas (Silva, 2008). Por 

isso, a composição química, estrutura física, e porções biologicamente funcionais são 

todos atributos importantes dos biomateriais para a engenharia de tecidos (Ma, 2008). 

Para a regeneração óssea, estudos têm-se centrado no desenvolvimento de 

nanopartículas inorgânicas reforçadas por biomateriais poliméricos (Kim et al., 2014; 

Hickeyet al., 2015). Os compósitos promoveram grandes vantagens no que se refere à 

estrutura biomimética, osteocondutividade e resistência mecânica. Para melhorar ainda 

mais a capacidade de reparação do tecido, sugere-se a participação de fatores de 
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crescimento que podem ser empregados juntamente com os compósitos biomiméticos 

(Guoet al., 2015).  

Deste modo, essa ciência objetiva criar e aprimorar novas terapias e desenvolver 

novos biomateriais que restaurem, melhorem ou impeçam o agravamento da função 

tecidual comprometida (Kaigleret al., 2001; Sachlos e Czernuszka, 2003; Marins et al., 

2004). 

 

3. HIDROXIAPATIA (HAP) 

 

A grande classe de biomateriais, as cerâmicas bioativas, compostas principalmente 

pela hidroxiapatita (HAP) e fosfatos de cálcio, vem sendo altamente utilizadas nos 

procedimentos para reparação óssea. Elas apresentam osteocondutividade e 

biocompatibilidade apropriadas, devido à fase quimica e estrurural similar com a fase 

mineral óssea. A HAP é um biomaterial osteocondutor, uma vez que a superficie de sua 

estrutura é irregular e complexa, facilitando a adesão e a proliferação celular. 

Adicionalmente, possuí caracteristicas que podem ser amplamente exploradas pois é um 

material extremamente biocompatível já que cerca de 65% em peso de osso é feito de 

HAP (Okamoto e John, 2013).  

A HAP pertence ao grupo das cerâmicas de fosfato de cálcio. Sua estrutura 

química é representada pela fórmula C10(PO4)6(OH)2, com razão Ca/P de 1,67, podendo 

ter origem nos corais e algas, ser derivado de mineral ósseo natural ou ainda 

desenvolvido sinteticamente (Schmitz et al., 1999).  

Quando sintetizada em laboratório fica livre de impurezas que retardam a 

osteogênese. Além disso, o tamanho, a forma e a porosidade do produto podem ser 

controlados e pré-determinados (Borges, 1998). É uma das cerâmicas mais 

biocompatíveis devido à semelhança com os constituintes minerais dos ossos e dentes 

humanos (Fook et al., 2010). É um biomaterial, bioativo e osteocondutor, ou seja, tem a 

capacidade de servir como suporte para o crescimento de novo osso assim como novos 

vasos sanguíneos (Borges et al., 2000; Franco et al., 2001; Boer et al., 2003; Duarte et al., 

2006; Vital et al., 2006; Silva et al., 2012). Pode ser reabsorvível quando fabricada pela 

sinterização (Fujita et al., 2003) ou pela calcinação (Borges et al., 2000). 

Entretanto, uma avaliação importante deve ser considerada no que se refere as 

propriedades mecânicas dos biomateriais. Essas características podem influenciar 

significativamente a osteointegração entre os implantes e os tecidos circundantes, bem 

como os comportamentos de células. A taxa de degradação e os subprodutos de 
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materiais biodegradáveis também devem ser considerados, pois são críticos no papel de 

regeneração óssea. Nesse contexto, a integridade mecânica de um biomaterial será 

significativamente reduzida se a taxa de degradação for rápida, resultando assim 

eliminação do biomaterial antes da regeneração tecidual acontecer (Wu et al., 2014). 

Além da osteocondução, o processo de reabsorção da hidroxiapatita contribui para que 

ela seja um excelente substituto para o tecido ósseo, uma vez que é realizada por 

osteoclastos, com as mesmas características que ocorre no processo natural de 

remodelação óssea (Borges et al., 2000; Rumpel et al., 2006). Quando implantada em 

tecidos moles, como subcutâneo, ela é encapsulada por tecido conjuntivo fibroso 

apresentando lenta reabsorção (Carlo et al., 2007), o que pode torná-la útil em cirurgias 

reconstrutivas para promover correção de depressões congênitas ou traumáticas. 

Estudos têm centrado em replicar as propriedades mecânicas da hidroxiapatita que 

são anisotrópicas ao osso, por meio do uso do biomaterial em forma de placas ou de 

particulas de HAP (Converse et al., 2007), e também, são feitos estudos com a utilização 

de nanopartículas para melhorar o reforço mecânico, a distribuição e aumentar a atividade 

biológica (Shi et al., 2009). 

A nanohidroxiapatita (nHAP) pode ter outras propriedades especiais devido ao seu 

pequeno tamanho e grande área superficial específica. Um aumento significativo de 

adsorção de proteínas e adesão de osteoblastos sobre os materiais cerâmicos 

nanométricos foi relatado por Webster et al. (2000). 

Os nanocompósitos baseados em partículas e biopolímeros com HAP têm atraído 

a atenção por sua boa osteocondutividade, osteoindutividade, biodegradabilidade e 

elevada resistência mecânica (Okamoto e John, 2013). GHANNAM et al. (2004) 

reproduziram uma escala do tamanho de HAP encontrada nos tecidos ósseos e mostrou 

que a incorporação de nHAP melhorou as características mecânicas e de adsorção de 

proteína dos compósitos suportes, mantendo simultaneamente uma elevada porosidade e 

microarquitetura adequadas. 

Contudo, a HAP não possui coesão nem resistência mecânica e tenacidades 

suficientes para ser usada na fabricação de implantes ou na utilização em locais que 

requeiram sustentação de peso, pois é um material duro, com baixa capacidade de 

deformação, o que a torna frágil, especialmente em ambientes úmidos sob condições 

fisiológicas (Carlo et al.,2009(b); Li et al., 2013). Além disso, a migração de partículas 

para fora do defeito ósseo é um problema comum (Borges et al., 2000; Rupprecht et al., 

2003). 
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Assim, para minimizar ou até eliminar esses problemas, ou seja, reduzir sua dureza 

e promover a coesão entre as partículas, a principal abordagem estudada é a formação 

de compósitos de HAP com polímeros (Carlo et al., 2009(a); Carlo Reis et al.,2012; Li et 

al., 2013).  

 

4. FIBROÍNA DA SEDA (FS) 

 

As sedas são polímeros protéicos, produzidos na forma de fibras por alguns 

artrópodes, que as utilizam para diversas funções, como estrutura de suporte, reprodução 

e captura de alimentos (Altman et al., 2003; Hakimi et al., 2007). As sedas mais 

estudadas são as produzidas pelo bicho-da-seda domesticado. São produzidas no interior 

de glândulas especializadas, onde são armazenadas e posteriormente processadas na 

forma de fibras (Altman et al., 2003). A seda produzida pelo bicho-da-seda domesticado é 

composta por dois tipos de proteínas: (1) fibroína, apresentada em forma de filamentos de 

seda e (2) sericina, proteína que envolve os filamentos. A organização estrutural da 

fibroína possui regiões cristalinas dispostas em folha-β e regiões amorfas, responsáveis 

pela elasticidade da seda (Altman et al., 2003). Ambas as proteínas apresentam 

estruturas e propriedades completamente diferentes devido à composição de aminoácidos 

diferentes. Fibroína da seda, não se dissolve em água, devido aos aminoácidos 

hidrofóbicos incluindo glicina e alanina, ao passo que a sericina da seda é hidrófilo e mais 

viscoso (Ko et al., 2013). Alguns casos de hipersensibilidade à seda já foram relatados e 

atribuídos à sericina, porém sabe-se que se a mesma for retirada, é possível obter 

amostras adequadas para utilização como biomaterial (Altman et al., 2003). 

A Fibroína da seda (FS) pode ser manipulada em diversos formatos (filmes, fibras, 

redes, malhas, membranas, fios e esponjas), funcionando como um suporte para adesão 

celular in vitro, além de promover a reparação de tecidos in vivo (Wang et al., 2006). É um 

polímero que se tornou alvo de pesquisa para aplicações biomédicas e biotecnológicas, 

principalmente por apresentar propriedades adequadas como: elasticidade, flexibilidade e 

resistência a tensão; biocompatibilidade e biodegradabilidade; permeabilidade e fácil 

absorção; mobilização de enzimas; baixa trombogenecidade e mínima resposta 

inflamatória; estabilidade térmica; oxigenação adequada e propriedade hemostática 

(Hardy et al., 2008; Kundu et al., 2010; Ho et al., 2012; Ko et al., 2013). Além disso, o 

aumento da capacidade de controlar a morfologia e estrutura molecular desse polímero, 

através de inúmeras opções de processamento e modificação de superfície, expandiu sua 

utilidade e ampliou suas aplicações como biomaterial em diversas áreas da medicina, 
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sendo alvo das pesquisas no ramo da engenharia de tecidos (Wang et al., 2006; Correia 

et al., 2012). 

Chao et al. (2010) publicaram dados que sugerem que os hidrogéis de seda podem 

ser utilizadas como uma ferramenta para o estudo dos fatores e mecanismos 

relacionados na formação da cartilagem, bem como um biomaterial tolerável e totalmente 

degradável para engenharia de tecidos de cartilagem. Já em 2011, Saitow et al., 

utilizaram um biomaterial à base de seda para determinar a capacidade da aplicação de 

enxertos vasculares heparinizados em promover a formação de elastina. Os biomateriais 

de seda também têm sido estudados como suporte para a mobilização de enzimas, 

cicatrização de feridas e na regeneração de ossos (Vepari et al., 2007; Zhang et al., 

2012). Adicionalmente, estudos mostram a participação desse polímero na distribuição de 

medicamentos (Wang et al., 2009), reparação de feridas (Zhou et al., 2013),  tratamentos 

de pele (Bellas et al., 2012), entre outras aplicações. 

 

5. ÁCIDO HIALURÔNICO (AH) 

 

O ácido hialurônico foi descoberto, após o isolamento no corpo vítreo de bovinos 

(Meyer e Palmer, 1934), mas a sua estrutura foi apenas determinada cerca de vinte anos 

depois, em 1958. Ambos propuseram o nome, vindo da junção entre o termo grego 

hialóide (vítreo) e ácido urônico. O AH é frequentemente referenciado por hialuronato. 

Isso se deve ao fato de que, sob condições fisiológicas, essa molécula está presente na 

forma de um poliânion (hialuronato de sódio) e não de um ácido (McDonald e Hascall, 

2002). Estruturalmente, o AH é descrito como um polissacarídeo linear formado a partir de 

unidades alternadas dos dissacarídeos N-acetil-glicosamina e ácido D-glicurônico, ligadas 

entre si por meio de ligações glicosídicas β1,4 e β1,3 e pode atingir um peso molecular 

que varia entre 104 e 107 DA (Kogan et al., 2007).  

A síntese das moléculas de AH ocorrem na membrana plasmática das células, que 

possuem proteínas enzimáticas integradas chamadas hialurônico sintetases. Em 

mamíferos, essas enzimas apresentam três formas que são expressas e denominadas: 

hyaluronic acid synthases 1 (HAS-1), hyaluronic acid synthases 2 (HAS-2) e hyaluronic 

acid synthases 3 (HAS-3). As HAS catalisam o AH através de adições repetitivas dos 

dissacarídeos descritos acima, promovendo o alongamento da cadeia, e à medida que é 

sintetizado, o produto final é extraído da membrana para o espaço extracelular (Itano e 

Kimata, 2002).  
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Em contrapartida, a degradação do AH é regulado por uma classe de enzimas 

denominadas hialuronidase (HYALs) que podem ser diferenciadas de acordo com suas 

atividades bioquímicas e seus produtos de degradação (Kreil, 1995). 

O AH é um dos glicosaminoglicanos mais onipresentes em nosso corpo. Sob 

condições fisiológicas, interage com outras macromoléculas tais como o colágeno para 

promover a formação da matriz extracelular (Tsai et al., 2006). Essas e outras interações 

ocorrem por meio de diversos receptores de membranas descritos, dentre eles o CD44 e 

RAHMM (Receptor de AH mediador da mobilidade), sendo o CD44 presente na maioria 

dos tipos celulares e, portanto, o mais estudado (Turley et al., 2002). Esse receptor, uma 

vez ativado, é responsável por diversos efeitos biológicos, tais como modulação dos 

processos angiogênicos (Slevin et al., 2009), indução da expressão de metaloprotease 

pró-inflamatória (Morra, 2005), e aumento da motilidade e distribuição celular (Lindwall et 

al., 2013). É um componente essencial da matriz extracelular e exerce muitos papéis 

importantes na formação e reparo dos tecidos, atuando na proliferação e migração celular 

(Jha et al., 2011). Também atua na manutenção da homeostase da matriz extracelular e 

das proteínas plasmáticas (Lisignoli et al., 2005). Durante a fase inicial inflamatória da 

cicatrização, uma grande quantidade de AH acumula-se na ferida e passa a modular a 

resposta inflamatória e a atividade dos fibroblastos (Chen  e Abatangelo, 1999).  

Huang et al. (2006) demonstraram, em cultura de células mesenquimais derivadas 

da calota craniana de ratos, que o AH foi capaz de induzir a proliferação e diferenciação 

de células osteoprogenitoras em osteoblastos. Sasaki et al. (1995) observaram que o AH 

acelerou a formação de novo osso por meio da diferenciação e migração de células 

mesenquimais, em defeitos ósseos criados em ratos. Aslan et al. (2006), utilizando o 

modelo de reparo ósseo em tíbia de coelho, verificaram que a associação de enxertos 

com o gel de AH apresentou maior formação óssea que os defeitos tratados somente com 

enxerto. Dessa forma e considerando suas características não-imunogênicas, o AH vem 

sendo utilizado no tratamento de doenças degenerativas e inflamatórias das articulações 

e dos ossos (Echigo et al., 2006; Nganvongpanit et al., 2013) 

Tendo em vista a importância do seu papel exercido no processo de cicatrização, 

formação e reparo dos tecidos, as propriedades físicas e bioquímicas do AH, em 

associação com os outros biomateriais, são adequadas para que o mesmo desenvolva 

papel importante nos eventos iniciais do processo de reparação óssea, promovendo a 

formação de um microambiente  mais favorável para a migração e adesão celulares, que 

culmine com a formação de matriz óssea. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os grandes defeitos e falhas ósseas ocorrem em situações em que a perda de 

osso é causada por doença, trauma ou ressecção de tumor e, dessa forma, representam 

um problema em cirurgias reconstrutivas, principalmente quando os processos de 

reparação e de remodelação estão prejudicados clinicamente nos pacientes. A 

necessidade de novos materiais mais acessíveis e novas técnicas para utilização na 

medicina humana e veterinária é evidente, sendo os modelos experimentais em animais, 

essenciais para uma aplicação segura e eficaz de tais técnicas.  

O objetivo da medicina regenerativa é reparar e regenerar tecidos danificados e, 

através da elaboração de biomateriais realizada pela engenharia de tecidos, os utiliza, 

também forma de compósitos, como auxílio no tratamento desses tecidos. Estes são 

utilizados para mimetizar as funções biológicas da estrutura tecidual e da matriz 

extracelular que a compõe, ocorrendo naturalmente em condições fisiológicas. Os 

biomateriais devem desempenhar também um papel importante no quadro estrutural do 

tecido, conduzindo à adesão celular e a secreção de proteínas da matriz extracelular para 

apoiar a regeneração do tecido danificado (Kim et al., 2015). 

Além disso, a associação de materiais visando o agrupamento de características 

ideais complementares nos tratamentos para regeneração tecidual óssea está sendo 

pesquisada a cada dia mais se tornando uma alternativa promissora para a evolução da 

engenharia de tecidos. Polímeros e cerâmicas, especialmente, têm uma participação 

abrangente nesses estudos.   

A adição de materiais orgânicos pode modificar e melhorar as propriedades 

mecânicas bem como as taxas de degradação dos materiais (Wu et al., 2014). A fibroína 

da seda (FS) é um polímero que apresenta propriedades mecânicas únicas, além de 

possuir fatores de adesão e alta capacidade de adaptar ao ambiente em que é 

implantada. Dessa forma, é possível realizar estudos adicionais para a exploração dessa 

família de proteínas fibrosas e suas aplicações como biomateriais (Altman et al., 2003). 

Wang et al. (2010) relataram excelentes resultados com a união da hidroxiapatita com o 

polímero fibroína da seda, devido a uma interação que ocorre entre as estruturas desses 

biomateriais, o que favorece ainda mais o processo de mineralização, similar ao tecido 

ósseo. Além disso, a FS é considerada um polímero importante no processo de 

biomineralização e para a engenharia de tecido ósseo por induzir a formação de apatita 

nas superfícies de proteínas em de soluções que se assemelham ao fluido corporal e por 

apresentar propriedades significativas de biocompatibilidade (Kirschbauer, 2009; Zhang et 
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al., 2009). Tais fatos levantam o interesse dos pesquisadores e o desenvolvimento de 

biomateriais que explorem essas associações com o intuito de melhorar a aplicabilidade 

desses compósitos promovendo pesquisas nessa área do conhecimento.  

Estudos demonstram excelentes resultados da regeneração óssea com a 

associação das propriedades mecânicas da FS (Kim et al., 2005) com as excelentes 

características de osteocondução e bioatividade da HAP (Dorozhkin e Epple, 2002) em 

compósitos formados por esses dois biomateriais (Okabayashi et al., 2009; Wei et al., 

2011; Kweon et al., 2011). Em 2011, Bhumiratana et al.,criou um modelo experimental no 

qual incorporou HAP em suportes porosos de seda para avaliar a formação de tecido 

ósseo, o qual demonstrou a capacidade de  adesão celular e osteocondução ao final da 

análise. Não só para melhorar a resistência mecânica da HAP, mas também por ser 

biocompatível, a FS pode ser trabalhada juntamente com a HAP para fornecer excelentes 

resultados para a regeneração tecidual óssea (Chen et al., 2014). Outras pesquisas 

apresentadas por Yan et al. (2013), mostraram a associação da FS e do fosfato de cálcio 

na tentativa de produzir biomateriais adequados para aplicações envolvendo engenharia 

tecidual óssea.   

Dessa forma, os estudos de avaliação biológica de compostos FS e HAP também 

se têm concentrado essencialmente na sua biocompatibilidade, a nível celular, a 

proliferação e a viabilidade das células a nível de tecido, e o uso como material de 

absorção e  formação de osso novo (Lin et al., 2015). 

Além disso, um compósito aplicável utilizado na engenharia de tecidos deve não só 

possuir propriedades mecânicas apropriadas, estruturas porosas e biocompatibilidade que 

facilitem a adesão, crescimento e proliferação de células do tecido, mas também possuir 

capacidade de liberação de fatores bioativos para proporcionar um ambiente mais 

favorável para a indução do crescimento tecidual (Lu et al., 2007). Dessa forma, os 

compósitos produzidos deverão também promover um espaço adequado para o 

crescimento de células e tecidos novos, adesão dos fatores de crescimento envolvidos, 

bem como uma excelente interação tecidual com as células hospedeiras(Wu et al., 2014). 

A incorporação de produtos biológicos tais como citocinas e fatores de crescimento em 

compósitos é uma área de pesquisa em expansão, servindo de interesse para 

pesquisadores que trabalham na área de regeneração de tecidos. (Fuentes et al., 2009). 

Contudo, novas pesquisas utilizando compósitos multifuncionais são importantes e 

necessárias, na tentativa de se desenvolver e criar novos produtos que permitam 

regeneração tecidual semelhante à regeneração fisiológica, associando a 

biocompatibilidade a osteocondutividade, a regulação e a expressão celular de diferentes 
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materiais, acelerando e amenizando efeitos adversos durante a recuperação dos 

pacientes. 
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CAPÍTULO II 

Caracterização e análise de biocompatibilidade in vivo do compósito 

formado por hidroxiapatita, fibroína da seda e ácido hialurônico. 

 

PERDIGÃO, A.P.L. et al. 

 

RESUMO 

A engenharia tecidual busca criar e aprimorar novas terapias e desenvolver novos 

biomateriais que restaurem, melhorem ou impeçam o agravamento da função tecidual 

comprometida. Para comprovar a eficácia destes biomateriais, análises e testes in vivo 

podem ser realizados como uma forma adequada de se avaliar a característica de 

topografia de superfície, cristalinidade e a análise de biocompatibilidade, antes de sua 

aplicação. Nesse contexto objetivou-se analisar três compósitos formados por 

hidroxiapatita (HAP), fibroína da seda (FS) e diferentes concentrações de ácido 

hialurônico (AH), sendo o compósito  formado por HAP+FS, o compósito 2 formado por 

HAP+FS+1%AH e o compósito 3 formado por HAP+FS+3%AH. Foi avaliado o grau de 

cristalinidade de cada compósito através da difração de raios-X, bem como suas 

características de superfície através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Além 

dessas análises, realizou-se também o teste de biocompatibilidade, através da avaliação 

histopatológica dos tecidos coletados após 15, 30, 60 e 90 dias de implantação no tecido 

subcutâneo de coelhos. Os três compósitos apresentaram alto grau de cristalinidade. A 

MEV revelou superfícies complexas dos compósitos. Cristais de hidroxiapatita foram 

visualizados, bem como filamentos de fibroína da seda e ácido hialurônico, o aumentando 

assim a complexidade da topografia de superfície do compósito, e facilitando a adesão 

celular. O teste de biocompatibilidade revelou uma interação tecidual em resposta à 

presença do compósito, por meio de uma formação de tecido fibroso ao redor do 

biomaterial ao ultimo dia de avaliação.  

 

Palavras chave: Biomaterial, topografia de superfície, engenharia de tecidos, difração de  

raios-X. 
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CHARACTERIZATION AND BIOCOMPATIBILITY IN VIVO ANALYSIS OF THE 

COMPOSITE CONSISTING OF HYDROXYAPATITE, SILK FIBROIN AND 

HYALURONIC ACID. 

 

PERDIGÃO, A.P.L. et al. 

 

ABSTRACT 

Tissue engineering seeks to create and improve new therapies and develop new 

biomaterials that restore, improve or prevent the deterioration of the compromised tissue 

function. To prove the effectiveness of these biomaterials, analysis and in vivo tests can 

be performed as an appropriate way of evaluating the surface topography characteristic, 

crystallinity and biocompatibility analysis before implantation. In this context, this study 

aimed at analyzing three composites consisting of hydroxyapatite (HAP), silk fibroin (SF) 

and different concentrations of hyaluronic acid (HA), the composite 1 made of HAP + FS, 

the composite 2 formed by HAP + FS + 1% HA and the composite 3 formed from HAP + 

FS + 3% HA. We evaluated the degree of crystallinity of each composite through the 

diffraction of x-rays as well as their surface features by scanning electron microscopy 

(SEM). In addition to these analyzes, biocompatibility test was also conducted by 

histopathologic evaluation of tissues collected after 15, 30, 60 and 90 days of implantation 

in the subcutaneous tissue of rabbits. The three composites showed high degree of 

crystallinity. SEM revealed the composite complex surfaces. Hydroxyapatite crystals were 

visualized as well as the silk fibroin filaments and hyaluronic acid which helps improve the 

complexity of the topography, and the presence of pores in all three composites. The 

biocompatibility test revealed little tissue interaction in response to the composite 

presence, leading to encapsulation of biomaterials by fibrous tissue at the last evaluation 

date. 

 

Key words: biomaterial, surface topography, tissue engineering, X-ray diffraction. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A engenharia de tecidos utiliza conhecimentos nos domínios da ciência dos 

materiais, biologia, química, medicina, e de engenharia para criar materiais que podem 

servir temporariamente como suporte, veículo ou matriz e atuar de forma estrutural e/ou 

funcional durante a regeneração de um defeito (Sun et al., 2011). 

Algumas estratégias são utilizadas para se produzir um biomaterial com 

características que forneçam resultados satisfatórios. Para isso, no momento de 

desenvolvimento desses compósitos, deve-se levar em consideração de vários fatores: a 

biocompatibilidade e uma interação positiva entre os biomateriais que fazem parte do 

compósito e entre o compósito e o leito receptor; a porosidade, tamanho de poros 

apropriados e uma elevada e complexa área de superfície que favorecem a adesão, 

crescimento e migração celular ao longo do processo regenerativo promovendo a 

osteointegração e a osteocondução; integridade mecânica, importante para a própria 

fabricação dos implantes e suporte de carga mecânica in vivo, além da 

biodegradabilidade e uma taxa de degradação adequada para se igualar a taxa de 

formação do novo tecido (Ma, 2004). 

Diversos materiais hoje são alvos de pesquisas no ramo da bioengenharia. 

Cerâmicas bioativas, como a hidroxiapatita, têm sido largamente estudadas devido a suas 

características relacionadas com a reparação de defeitos ósseos. São extremamente 

biocompatíveis, devido a sua composição semelhante à dos tecidos ósseo, possui 

propriedades osteocondutoras que permitem o direcionamento do crescimento do tecido 

ósseo além de ser um biomaterial bioativo (Guastaldi et al.,2010; Mostafa et al., 2015). 

Adicionalmente, a estrutura porosa e cristalina da hidroxiapatita favorece e auxilia o 

processo de regeneração caracterizado por sua capacidade de biodegradação e 

proporciona o crescimento de vasos e transporte celular através dos poros durante o 

desenvolvimento tecidual em formação (Woodard et al., 2007).  

Os polímeros podem melhorar principalmente as propriedades mecânicas 

presentes na hidroxiapatita. A adição de compostos orgânicos como a fibroína da seda 

pode não só melhorar a flexibilidade produzindo um biomaterial com maior módulo de 

elasticidade, mas também controlar o tempo de degradação e equilibrar a velocidade de 

reabsorção dos compósitos frente à taxa de remodelação e crescimento tecidual ósseo 

(Ming et al., 2015). Outro polímero que também possui diversas características e 

propriedades interessantes e funciona como alternativa para compor os diversos 

biomateriais utilizados na regeneração óssea é o ácido hialurônico. É um dos 
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componentes essenciais da matriz extracelular, que desempenha um papel 

preponderante na morfogênese do tecido, migração celular, diferenciação, e adesão 

devido a presença de receptores celulares que estimulam essas junções (Aslan et al., 

2006).  

O presente capítulo tem como objetivo caracterizar os compósitos HAP+FS 

(hidroxiapatita e fibroína da seda); HAP+FS+1%AH (hidroxiapatita, fibroína da seda e 1% 

de ácido hialurônico) e HAP+FS+3%AH (hidroxiapatita, fibroína da seda e 3% de ácido 

hialurônico), através da identificação das possíveis fases minerais presentes utilizando a 

difração de raios X, bem como analisar a topografia de sua superfície com auxílio da 

microscopia eletrônica de varredura. Adicionalmente, será descrito o processo de análise 

in vivo, a biocompatibilidade do biomaterial e seu processo de reabsorção.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Biomaterial 

 

Os compósitos estudados foram desenvolvidos pelo JHS Laboratório Químico 

Ltda., em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Foram avaliados três compósitos, os quais 

eram constituídos de hidroxiapatita sintética (HAP-91 Plus), fibroína da seda (FS) e 

ácido hialurônico (AH). As proporções de AH nas amostras foram de, respectivamente 0, 

1 e 3%, sendo então representadas como: HAP+FS+0%AH; HAP+FS+1%AH; 

HAP+FS+3%AH. 

A proporção entre os biomateriais HAP e FS foi de 80% e 20% em peso, 

respectivamente, em todos os compósitos. O método de fabricação de cada compósito 

não pode ser informado, pois se encontra em processo de patente. 

 

 

2.2. Difração de raios X 

 

 A cristalinidade das membranas foi analisada por difração de raios X. As análises 

de cada amostra foram realizadas em um difratômetro da marca Rigaku D-Max modelo 

Geiger Flex equipado com tubo de cobalto (radiação Co-Kα, λ = 1,79026 Å), e um 

monocromador de cristal curvo de grafite no feixe difratado, operado com diferença de 

potencial de 40 kV e corrente elétrica de 30 mA. As varreduras foram realizadas no modo 
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passo a passo em intervalo de 15 a 50° 2θ com 0.05° de incremento e 2 segundos de 

contagem de tempo em cada passo. 

 

2.3. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Para análise morfológica, foi utilizado um microscópio eletrônico de varredura 

(MEV) da marca LEO 1430VP, a voltagens de 15 kV. Para tal, as superfícies foram 

cobertas por uma camada de 20 nm de carbono, utilizando um sistema de deposição 

“sputtering balzers” (Electron Microscopy Sciences, modelo 550x), e, através de uma fita 

dupla face, foram fixados na superfície dos ‘’stubs’’ e colocados no interior do microscópio 

para leitura e análise. 

Foram obtidos dados qualitativos das fotografias, analisando-se a topografia das 

superfícies pela: 1) distribuição e formato dos cristais de hidroxiapatita expostos na 

superfície das amostras, se existentes; 2) presença ou não de poros.  

 

2.4. Análise de biocompatibilidade in vivo 

 

O presente trabalho experimental obteve sua metodologia aprovada pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais da UFV sob protocolo número 61/14. 

Para as análises de biocompatibilidade in vivo, foram utilizados três coelhos da 

raça Nova Zelândia provenientes da Coelheira do Departamento de Zootecnia da UFV. 

Os animais obtiveram um mês para aclimatação a adaptação ao ambiente e foram 

alojados em gaiolas individuais, recebendo ração duas vezes ao dia e água ad libitum.  

Foi realizada para implantação três compósitos HAP+FS (hidroxiapatita e fibroína 

da seda); HAP+FS+1%AH (hidroxiapatita, fibroína da seda e 1% de ácido hialurônico) e 

HAP+FS+3%AH (hidroxiapatita, fibroína da seda e 3% de ácido hialurônico). Assim, 

quatro incisões foram feitas na região dorsal de cada animal, duas incisões craniais, 

direita e esquerda, e duas incisões caudais, direita e esquerda. As quatro incisões de um 

mesmo animal receberam o mesmo compósito, na quantidade de 0,2mg em forma de pó, 

no tecido subcutâneo de um mesmo animal. O compósito HAP+FS foi implantado no 

animal 1, o compósito HAP+FS+1%AH foi implantado no animal 2 e o compósito 

HAP+FS+3%AH foi implantado no animal 3 (Figura 1A e B), como esquematizado na 

tabela abaixo (tabela 1). Todos os compósitos foram umedecidos com 0,5mL de solução 

salina estéril, moldados em forma de comprimidos de 5mm de diâmetro e fixados sob a 

fáscia muscular, dissecada no momento da implantação, suturada com um fio de náilon 4-
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0. Após a implantação, a pele foi suturada com fio de náilon 2-0, padrão simples 

separado. 

 

 Tabela 1: Representação esquemática da localização das incisões e posteriores implantações  

 no    tecido subcutâneo realizadas no dorso de três animais.  

ANIMAL 1 

COMPÓSITO HAP+FS 

Região crânio-dorsal direita 

Incisão 1 

Região crânio-dorsal esquerda 

Incisão 2 

Região dorso-caudal direita 

Incisão 3 

Região dorso-caudal esquerda 

Incisão 4 

ANIMAL 2 

COMPÓSITO HAP+FS+1%AH 

Região crânio-dorsal direita 

Incisão 1 

Região crânio-dorsal esquerda  

Incisão 2 

Região dorso-caudal direita 

Incisão 3 

Região dorso-caudal esquerda 

Incisão 4 

ANIMAL 3 

COMPÓSITO HAP+FS+3%AH 

Região crânio-dorsal direita 

Incisão 1 

Região crânio-dorsal esquerda  

Incisão 2 

Região dorso-caudal direita 

Incisão 3 

Região dorso-caudal esquerda 

Incisão 4 

 

 
        Figura 1: Cirurgia de implantação do compósito HAP+FS+3%AH (seta preta) no tecido 

subcutâneo do animal 3. A: Compósito implantado na região dorso- caudal esquerda. B: Três 

dias de pós-operatório de cirurgia de implantação. Observar a disposição das incisões, como 

esquematizado na tabela 1.  

 

Posteriormente, os animais foram submetidos às cirurgias para coleta do material, 

envolvendo pele, tecido subcutâneo, compósito, se houver, e tecido muscular. Aos 15, 30, 

60 e 90 dias foram coletados uma amostra de cada grupo e ao final da última coleta foi 

realizada eutanásia por sobredose de propofol e administração de cloreto de potássio, 

ambos por via intravenosa.As quatro amostras obtidas de cada um dos animais foram 
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encaminhadas para o processamento histológico de rotina (fixação,desidratação, inclusão 

em parafina, microtomia e coloração por hematoxilina-eosina). Foi avaliada a presença do 

compósito, sua morfologia e os tecidos e as células em contato com o compósito, os 

quais foram caracterizados. Foi avaliada e descrita a presença ou ausência da cápsula 

fibrosa. A presença de infiltrado inflamatório foi caracterizada como discreto moderado ou 

intenso. Outras características também foram avaliadas e descritas como a irrigação 

sanguínea, presença de regiões hemorrágicas, infiltração tecidual dentro do biomaterial e 

evidencias de fagocitose.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O difratograma de cada compósito está representado na figura 2 (HAP+FS), figura 3 

(HAP+FS+1%AH) e figura 4 (HAP+FS+3%AH).  

 
Figura 2: Difratograma do compósito de hidroxiapatita sintética associada à fibroína de 

seda (HAP+FS) na avaliação de sua cristalinidade por difração de raios X. Notar os picos de 

hidroxiapatita sintética (HAP) representados por   e picos de fibroína da seda (regiões folha 

β) representados por asterisco(*). Notar, regiões amorfas (seta preta) representando as 

fases amorfas dos polímeros presentes nos compósitos (fibroína da seda e ácido 

hialurônico).  
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Figura 3: Difratograma do compósito de hidroxiapatita sintética associada à fibroína de seda 

e ácido hialurônico a 1% (HAP+FS+1%AH) na avaliação de sua cristalinidade por difração de 

raios X. Notar os picos de hidroxiapatita sintética (HAP) representados por   e picos de 

fibroína da seda (regiões folha β) representados por asterisco(*).Notar regiões amorfas (seta 

preta) representando as fases amorfas dos polímeros presentes nos compósitos (fibroína da 

seda). 

 

 

Figura 4: Difratograma do compósito de hidroxiapatita sintética associada à fibroína de seda 

e ácido hialurônico a 3% (HAP+FS+3%AH) na avaliação de sua cristalinidade por difração 

de raios X. Notar os picos de hidroxiapatita sintética (HAP) representados por   e picos de 

fibroína da seda (regiões folha β) representados por asterisco(*).Notar regiões amorfas (seta 

preta) representando as fases amorfas dos polímeros presentes nos compósitos (fibroína da 

seda). 

 

É possível observar picos agudos e altos nos gráficos referentes às figuras 2 e 3, 

representando a elevada cristalinidade do biomaterial. Os picos identificados são 

referentes à hidroxiapatita condizentes com seu respectivo CPDS Card (Myncrist, 2015). 

Sabe-se que a fibroína da seda é um biomaterial composto por regiões cristalinas e 
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amorfas. Os picos relacionados a estruturas cristalinas de folha β das fibras da seda 

foram demonstrados nesses gráficos (Asakura et al., 1985; Altman et al., 2003; Lee et al., 

2007; Kim et al., 2014). 

Regiões amorfas foram visualizadas nos três gráficos, relacionadas tanto a fibroína 

da seda quanto ao ácido hialurônico. Essas regiões são importantes, pois podem ser 

responsáveis por melhorar as características mecânicas do compósito. Regiões altamente 

cristalinas são frágeis, devido ao seu menor módulo de elasticidade e consequentemente, 

menor grau de deformação frente a um impacto. Além disso, os materiais cristalinos 

possuem lenta taxa de reabsorção, e a presença de materiais amorfos podem acelerar 

esse processo equilibrando a taxa de reabsorção frente a uma taxa de remodelação 

óssea (Ha et al., 2003; Conz et al., 2005; Carlo Reis et al., 2012).  

A técnica de microscopia eletrônica de varredura revelou neste estudo algumas 

propriedades específicas do compósito como a presença de cristais de hidroxiapatita 

entremeados nas estruturas fibrosas e irregulares dos polímeros fibroína da seda e ácido 

hialurônico, caracterizando assim uma superfície complexa dos compósitos avaliados nas 

figuras referentes à microscopia eletrônica de varredura. 

Observaram-se estruturas com um alto grau de interação entre os biomateriais, 

resultado também observado nas análises realizadas por Chen et al.(2014). A figura 5 

representa qualitativamente essa estreita ligação e interação entre grânulos de 

hidroxiapatita e filamentos de seda e ácido hialurônico, o que beneficia as propriedades 

mecânicas dos compósitos. Resultados semelhantes foram apresentados também por 

Kweon et al.(2011), no qual as micrografias revelaram uma distribuição uniforme das 

partículas de hidroxiapatita precipitadas na superfície do compósito formado pela fibroína 

da seda. Bhumiratana et al.(2011) descreveram qualitativamente em seus estudos a 

formação da rugosidade de superfície, devido a presença da hidroxiapatita. Além disso, 

esses autores também descreveram que, em contado com a fibroína da seda, essas 

partículas de HAP ficam aderidas aos filamentos, semelhante ao que revela a microscopia 

eletrônica de varredura representada pela figura 5. 
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Figura 5: Micrografia da amostra de hidroxiapatita sintética associada à fibroína de seda (HAP+FS) 

obtida a partir da microscopia eletrônica de varredura. Observar a presença dos cristais de hidroxiapatita 

(asterisco), aderidas à rede fibrosa de fibroína da seda (setas), revelando a não sobreposição dos 

biomateriais, e sim a sua interação.  

 

Adicionalmente, os compósitos que apresentaram ácido hialurônico em sua 

composição também possuíam essa matriz tridimensional com grânulos de HAP 

recobertos por fibras de FS e AH (Figura 6). Pouyaniet al. (1994) realizou uma análise 

morfológica das superfícies de hidrogéis de AH nativo e AH conjugado com outros 

biomateriais. Os resultados da micrografia do hidrogel AH nativo revelaram, nesse estudo, 

uma superfície na qual as estruturas eram predominantemente fibrosas e irregulares, 

semelhantes ao observado nesse estudo. Observou-se que à medida que se aumentava 

a concentração de ácido hialurônico, a complexidade da superfície do compósito e a 

presença de uma rede fibrosa eram maiores. A matriz tridimensional revelou ser um 

suporte com grande potencial para a interação de compostos biologicamente ativos, como 

no ácido hialurônico, que se interagiu com os outros biomateriais.  

A figura 6 ilustra essa interação e o aumento da rede fibrosa em ambos os compósitos 

HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH em comparação com o biomaterial que não possui AH 

em sua composição. Como descrito por Carlo Reis et al. (2012), a topografia complexa de 

um compósito é essencial no  processo regenerativo, pois ela permite a adesão, 

proliferação e sinalização de células envolvidas na reparação, responsáveis pela 

formação tecidual. 
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Figura 6: Micrografia dos três compósitos em estudo obtida através da microscopia eletrônica 

de varredura. (A), (B) e (C) representam as estruturas dos compósitos HAP+FS, 

HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH, respectivamente, com um aumento de 1000x. É possível 

notar a complexidade das superfícies dos três compósitos, bem como o aumento da rede 

fibrosa à medida que se aumenta a concentração de ácido hialurônico. 

 

A porosidade do compósito também foi observada e avaliada e observada nesse 

estudo, sendo extremamente relevante no processo de reparação tecidual, uma vez que 

esses espaços permitem o crescimento de novos vasos sanguíneos e, 

consequentemente, o transporte de células e nutrientes necessários à regeneração 

óssea.  A figura 7 mostra detalhadamente a presença desses poros, aparentemente não 

conectados, e recobrindo uniformemente toda a superfície do compósito HAP+FS+AH. 

 Recentemente, Gholipourmalekabadi et al. (2015) avaliando algumas propriedades 

de compósito preparado a partir de HAP e FS  também observaram a presença de poros, 

caracterizando-o como um biomaterial altamente capacitado a promover adesão, 

migração celular e crescimento tecidual. Entretanto, também relataram em suas 

pesquisas que o aumento da quantidade de fibroína da seda pode comprometer o 

diâmetro dos poros e consequentemente apresentarem uma barreira para o 

desenvolvimento de vasos e transporte celular no interior da matriz. Entretanto, apesar da 

presença de fibroína da seda nos compósitos avaliados neste estudo, a apresentação em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gholipourmalekabadi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25196187
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forma de pó favorece a formação de poros e, consequentemente, a migração de células e 

nutrientes no interior do implante.   

 

 

Figura 7: Micrografia da amostra do compósito de hidroxiapatita sintética associada à fibroína 

da seda e ácido hialurônico (HAP+FS+1%AH) obtida a partir da microscopia eletrônica de 

varredura, aumento de 3000x. Observar a presença de pequenos poros (setas) sobre a 

superfície do biomaterial, aparentemente não interconectados e topografia de superfície 

complexa. 

 

 Os resultados ds avaliações histopatológicas foram semelhantes para os três 

compósitos (HAP+FS; HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH), referente aos quatro tempos 

de análise, 15, 30, 60 e 90 dias. Segundo Rogero et al. (2003) e Lopes, (2012), tais 

avaliações são de grande importância, pois os testes de biocompatibilidade que possuem 

resultados positivos permitem a utilização in vivo de qualquer material usado para auxiliar 

a formação de tecidos novos. Para Calixto et al.(2001), todo e qualquer material 

implantado nos tecidos provoca uma reação, e sua intensidade e duração determinará a 

biocompatibilidade desse biomaterial testado. Ainda, para Willians, (2008), a análise de 

biocompatibilidade dos biomateriais é necessária para otimizar a taxa e a qualidade de 

aposição óssea em relação a eles, minimizar a taxa de liberação de produtos de 
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degradação, a resposta tecidual, e para otimizar a biomecânica ambiente a fim de 

minimizar a perturbação da homeostasia do osso e do tecido mole circundante.  

 No grupo HAP+FS, aos 15 dias, observou-se intensa proliferação de células 

inflamatórias da linhagem monocítica ao redor dos três biomateriais implantados (Figura 

8A). Além da presença de quantidade moderada de células inflamatórias, é possível 

observar a presença de vasos sanguíneos, com infiltração de tecido conjuntivo 

indiferenciado dentro do biomaterial. Não foram observados nessa amostra pontos 

hemorrágicos nem formação de cápsula fibrosa envolvendo o compósito. Nos grupos 

HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH, aos 15 dias, foi possível notar uma quantidade 

moderada de células inflamatórias da linhagem monocítica, presença de vasos 

sanguíneos e infiltração de tecido conjuntivo indiferenciado dentro do biomaterial (Figura 

8B e C). Observou-se também uma organização celular ao redor do biomaterial tanto na 

figura 8B quanto na figura 8C, porém não foi possível caracterizar o tipo de tecido 

formado. Também não foram observados nessas amostras pontos hemorrágicos nem 

formação de cápsula fibrosa. De acordo com Anderson et al., (2008), a resposta inicial à 

implantação de um biomaterial é a observação de um infiltrado inflamatório agudo 

neutrofílico, presente por até uma semana. Após esse período, ocorre então a chamada 

fase inflamatória crônica. Essa resposta é caracterizada pela presença de células da 

linhagem monocítica, normalmente de curta duração e está confinada no local do 

implante, caso haja biocompatibilidade, como no presente estudo. 
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Figura 8: Micrografia dos tecidos coletados após 15 dias de implantação dos compósitos. A- 

compósito HAP+FS; B- compósito HAP+FS+1%AH e C- compósito HAP+FS+3%AH. Observar 

o infiltrado inflamatório monocítico envolvendo o compósito (Setas amarelas) a organização de 

um tecido com células indiferenciadas ao redor do compósito na figura 8B (Setas azuis) e a 

interface, compósito tecido (Seta preta). 
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 Nos três grupos, aos 30 dias de avaliação, observou-se uma fragmentação dos 

compósitos e uma infiltração de tecido conjuntivo indefinido no interior desses 

biomateriais. O infiltrado inflamatório monocítico diminuiu, bem como o número de vasos 

sanguíneos, mas ainda encontravam-se presentes, de forma discreta. Houve certa 

organização com tendência a formação de tecido fibroso ao redor dos compósitos, mas 

ainda não foi possível observar diferenciação celular. Tais características podem ser 

observadas nos cortes histológicos referentes aos compósitos HAP+FS; HAP+FS+1%AH 

e HAP+FS+3%AH representados pelas figuras 9A, B e C, respectivamente. Não foram 

visualizados pontos hemorrágicos em nenhuma amostra.  
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Figura 9- Micrografia dos tecidos coletados após 30 dias de implantação dos compósitos. A- 

compósito HAP+FS; B- compósito HAP+FS+1%AH e C- compósito HAP+FS+3%AH. Observar 

a fragmentação do compósito em A (setas amarelas) e o processo inicial de uma formação de 

tecido indiferenciado ao redor dos compósitos em B e C (setas azuis representam o tecido 

indiferenciado e setas vermelhas representam o compósito implantado).  
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Os resultados apresentados nos dias 60 e 90 foram semelhantes em todos os 

cortes histológicos para os três compósitos. A figura 10(A, B e C) mostra imagens de 

três cortes histológicos coletados aos 60 dias de implantação dos compósitos 

HAP+FS+3%AH e HAP+FS+1%AH e aos 90 dias de implantação dos compósitos 

HAP+FS, respectivamente. É possível observar fragmentação do compósito bem 

como a presença de organização tecidual sugerindo a formação de um tecido fibroso, 

com um discreto infiltrado inflamatório com células da linhagem monocítica também 

presente, ao redor dos três compósitos representando a interação do compósito com 

o tecido. Carlo et al.(2007) em um estudo de biocompatibilidade para os biomateriais 

hidroxiapatita e biovidro, observaram a presença de tecido conjuntivo fibroso 

adjacente à hidroxiapatita bem como uma reação proliferativa e não exsudativa. Para 

MacNeill et al. (1999), é comum a formação de tecido fibroso ao redor dos grânulos 

de hidroxiapatita mesmo quando implantada em tecido ósseo, o que foi confirmado 

pelos achados de Gao et al.(1995), Borges et al. (2000), Fehlberg (2001), Duarte 

(2003)e Vital et al. (2006). 
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Figura 10: Micrografia dos tecidos coletados após a implantação dos compósitos. A- 60 

dias de implantação do compósito HAP+FS+3%AH; B- 60 dias de implantação do 

compósito HAP+FS+1%AH e C- 90 dias de implantação do compósito HAP+FS. 

Observa-se a formação de uma organização tecidual sugestiva de origem fibrosa (setas 

amarelas) ao redor do biomaterial (setas azuis).  
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4. CONCLUSÕES 

 

 Os três compósitos analisados apresentaram elevada cristalinidade, sendo 

identificadas as fases correspondentes à hidroxiapatita e fibroína da seda.  Apresentaram 

também superfície complexa e porosa com grânulos de hidroxiapatita na superfície 

avaliada. A adição de ácido hialurônico sugeriu um aumento da complexidade da 

superfície dos compósitos. 

Os três compósitos se mostraram biocompatíveis, incitando respostas toleráveis ao 

organismo.  
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CAPÍTULO III 

 

Compósitos de hidroxiapatita, fibroína da seda e ácido hialurônico no 
tratamento de defeitos ósseos experimentais: aspectos clínicos, 

radiográficos, microtomográficos e histológicos 
 

PERDIGÃO, A.P.L. et al. 
 
 

RESUMO 

Com o objetivo de avaliar a utilização de um compósito formado por hidroxiapatita, 

fibroína da seda e ácido hialurônico, foram realizados defeitos ósseos na ulna de coelho. 

Foram utilizados 40 animais, divididos em grupos controle e tratados, cada um contendo 

dez animais. Os compósitos implantados no defeito foram divididos cada um em três 

grupos tratados com HAP+FS; HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH. Foram feitas 

avaliações clínicas e radiográficas aos sete e 30 dias de pós-operatório. Amostras 

contendo o defeito foram coletadas aos sete e 30 dias para histologia e tomografia 

microcomputadorizada. A análise de microscopia eletrônica de varredura foi realizada aos 

30 dias de pós-operatório. As avaliações clínicas e histopatológicas demonstraram um 

compósito biocompatível, e as radiografias demonstraram diminuição da radiopacidade 

dos grupos tratados e aumento da radiopacidade do grupo controle, até se manter 

semelhante à do osso adjacente. A tomografia microcomputadorizada demonstrou através 

de imagens tridimensionais uma diminuição maior do diâmetro do defeito no grupo tratado 

com HAP+FS+3%AH em comparação com os outros grupos, sugerindo ser o melhor 

tratamento para o crescimento de tecido ósseo. A histologia e a microscopia eletrônica de 

varredura revelaram uma interação compósito e tecido, com a formação de tecido ósseo 

ao redor do implante e a análise histomorfométrica revelou quantidade de trabéculas 

ósseas jovens maior no grupo tratado com HAP+FS+3%HA, demonstrando ser o melhor 

tratamento analisado neste estudo para os defeitos criados nos olecranos de coelhos. 

 

Palavras chave: Biomaterial, engenharia de tecidos, osseointegração.  
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Composites of hydroxyapatite, silk fibroin, and hyaluronic acid in the 
treatment of experimental bone defects: clinical, radiographic, 

histologic and microtomography 
 

PERDIGÃO, A.P.L. et al. 
 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to evaluate the use of a composite consisting of hydroxyapatite, 

silk fibroin, and hyaluronic acid in bone defects in rabbit ulna. 40 animals were divided into 

control and treated groups, each containing ten animals. The composites implanted in the 

defect were divided into three groups each treated with HAP + FS; HAP + FS + 1% AH 

and HAP + FS + 3% AH. Clinical and radiographic evaluations were made at seven and 30 

days postoperatively. Samples containing the defect were collected at seven and 30 days 

for histology and microtomography. Analyses of scanning electron microscopy were 

performed at 30 days postoperatively. Clinical evaluations demonstrated a biocompatible 

composite, and radiographs showed decreased radiopacity of the treated groups and 

increased radiopacity in the control group, all to become similar to the adjacent bone. The 

microcomputed tomography revealed three-dimensional images through a greater 

decrease in defect diameter in the group treated with PAH + FS + 3% HA in comparison 

with other groups, suggesting better treatment for bone tissue growth. Histopathology and 

scanning electron microscopy revealed a composite interaction and tissue with the 

formation of bone tissue around the implant and the histomorphometric analysis showed 

larger amount of young trabecular bone in the group treated with PAH + FS + 3% HA, 

proving to be the best treatment analyzed in this study for defects created in rabbits ulna. 

 

Keywords: Biomaterial, tissue engineering, osseointegration. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As modalidades de tratamento convencional utilizadas na reparação óssea podem 

levar a diminuição da qualidade de vida por aumentar a possibilidade de morbidades 

associadas, frequência maior em consultas médicas e maiores despesas financeira (Carlo 

et al., 2009; Oliveira et al., 2005). Dessa forma, a bioengenharia tecidual óssea tem por 

objetivo desenvolver novos biomateriais que restaurem, melhorem ou impeçam o 

agravamento da função tecidual comprometida, superando as limitações dos tratamentos 

convencionais (Sachlos e Czernuszka, 2003). Atualmente, existem diversos biomateriais 

disponíveis. Eles podem ser classificados em relação à sua origem, composição química, 

resistência mecânica e configuração espacial (Giannoudis et al., 2005; Abukawa et al., 

2006).  

 A hidroxiapatita, pertencente ao grupo das cerâmicas, possui excelentes 

propriedades para atuar como um biomaterial capaz de auxiliar o processo de 

regeneração óssea. Isso porque apresenta alta similaridade à composição mineral do 

osso, bioatividade e osteocondutividade, sendo uma alternativa potencialmente útil na 

engenharia de tecidos para reparação tecidual óssea (Borges et al., 2000; Legeros, 2002).  

 A fibroína da seda tem atraído grande interesse em engenharia de tecidos devido à 

sua excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade e reação inflamatória mínima. Além 

disso, suas propriedades mecânicas de alta flexibilidade podem, em conjunto com a 

hidroxiapatita, oferecer uma resistência mecânica desejável e, dessa forma, atuar como 

um biomaterial promissor para a engenharia de tecidos, na forma de compósito (Meinel et 

al., 2005;  Wei et al., 2011, Li et al., 2013;  Kim et al., 2015).  

 Adicionalmente, é importante salientar que o osso é um tecido responsável pelo 

suporte mecânico de toda a atividade muscular. A sua matriz extracelular (MEC) tem uma 

composição única, de minerais de fosfato de cálcio, principalmente sob a forma de 

hidroxiapatita, que proporcionam resistência e suporte para o tecido ósseo. Além disso, a 

matriz extracelular possui outros componentes em intensa atividade, necessários para 

manter o equilíbrio e a hemostasia do ambiente (Holzwarth e Ma, 2011 e Bose e 

Bandyopadhyay, 2012).  O ácido hialurônico é um glicosaminoglicano presente na MEC e 

no fluido sinovial das articulações. Ele fornece flexibilidade e lubrificação tecidual sendo o 

principal componente da MEC nas articulações de suporte de carga (Leach e Schmidt, 

2005; Price et al., 2007; Collins e Birkinshaw, 2013). Também atua na manutenção da 

homeostase da matriz extracelular e das proteínas plasmáticas (Lisignoli et al., 2005) e 
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exerce muitos papéis importantes na formação e reparo dos tecidos, atuando na 

proliferação e migração celular (Jha et al., 2011). 

 Dessa forma, busca-se a união desses três biomateriais em um compósito tendo 

este capítulo como objetivo avaliar a resposta da hidroxiapatita e fibroína da seda, 

associado a concentrações diferentes de ácido hialurônico. Além disso, objetivou-se 

também avaliar e descrever se o compósito possui ou não propriedade osteocondutora e 

seu potencial em auxiliar a formação e regeneração de tecido ósseo, comparando os 

diferentes biomateriais testados quanto a essas características.  Espera-se avaliar a 

interação osso-compósito, a partir da caracterização de tecidos e células envolvidas na 

resposta do organismo.  

 

2. MATERIAL E METODOS  

 

 O presente trabalho experimental obteve sua metodologia aprovada pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais da UFV sob protocolo número 61/14. 

 

2.1. Biomaterial 

 

 Os compósitos estudados foram desenvolvidos pelo JHS Laboratório Químico Ltda., em 

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Foram avaliados três compósitos, os quais eram 

contituidos por hidroxiapatita sintética (HAP-91 Plus), fibroína da seda (FS) e ácido hialurônico 

(AH). As proporções de AH nas amostras eram de respectivamente 0, 1 e 3%, sendo então 

representadas, na forma de pó, como: HAP+FS+; HAP+FS+1%AH; HAP+FS+3%AH. 

A proporção entre os biomateriais HAP e FS foi de 80% e 20% em peso, respectivamente, 

em todos os compósitos. O método de fabricação de cada compósito não pode ser informado, 

pois o mesmo encontra em processo de patente. 

 

2.2. Modelo experimental 

 

 Foram utilizados 40 coelhos da raça Nova Zelândia, fêmeas, com 

aproximadamente 3,0 Kg de peso vivo e idade entre cinco e seis meses. Cada animal 

recebeu uma aplicação de ivermectina na dose de 0,4 mg/Kg por via subcutânea. Os 

animais foram acondicionados em gaiolas individuais, previamente higienizadas onde 

permaneceram por dois meses para aclimatação. Foi fornecido a cada um deles ração 

comercial e água ad libitum. 
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 Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais e tratados de forma 

correspondente a cada compósito, sendo os grupos denominados GI, GII, GIII e GIV. 

Cada grupo era composto por 10 animais. Os animais pertencentes ao grupo IV, também 

denominado grupo controle, não receberam nenhum tipo de tratamento, ou seja, o defeito 

foi preenchido com coágulo que se formou espontaneamente. 

 

2.3. Procedimento cirúrgico  

 

Como medicação pré-anestésica, os animais foram sedados com acepromazina na 

dose de 0,25 mg/kg  pela via intramuscular e a anestesia foi induzida com associação de 

tiletamina e zolazepam na dose de 30 mg/kg, pela via intramuscular. Cada animal 

recebeu imediatamente antes da indução anestésica, 20 mg/Kg de cefazolina sódica, por 

via intramuscular, como profilaxia antimicrobiana. O anestésico usado para manutenção 

foi o isoflurano, administrado por via inalatória com o auxílio de máscaras, diluído em 

oxigênio 100% em quantidade suficiente para a realização do procedimento. Para melhor 

conforto trans e pós-operatório, foi realizado bloqueio regional, com 1,5 mL de lidocaína a 

2%, na região do plexo braquial. 

 O campo operatório foi preparado com rigorosa assepsia necessária à cirurgia 

ortopédica. Foi feita a tricotomia do membro torácico direito desde a região proximal da 

diáfise do úmero até o carpo e a antissepsia (Figura 1A) seguiu os padrões adotados pelo 

Hospital Veterinário da Universidade Federal de Viçosa (HVT-UFV). 

 Foi realizada uma incisão curva de pele na superfície lateral da articulação úmero 

radio ulnar e posterior incisão na fáscia muscular do tríceps braquial, permitindo assim 

afastar parte do ventre da cabeça lateral e do tendão do músculo tríceps braquial em 

direção proximal ao olecrano e liberando parte da inserção lateral do tendão com uma 

lâmina de bisturi nº 10. Em seguida, foi realizada uma incisão reta de aproximadamente 

três centímetros de comprimento na bolsa tricipital, expondo assim, a superfície lateral do 

olecrano. Uma falha óssea foi realizada na cortical lateral do olecrano (Figura 1B), com o 

auxílio de uma broca trefina de 5 mm de diâmetro, acoplada a uma perfuratriz elétrica. 

Durante a perfuração, o local foi irrigado com solução fisiológica estéril para evitar 

aquecimento. Os animais pertencentes aos grupos I, II e III foram tratados com os 

compósitos HAP+FS, HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH, respectivamente, apresentados 

na forma de pó previamente preparados. Uma quantidade de 0,2 mg de compósito era 

umedecia com solução salina estéril e moldada em forma de comprimido de 

aproximadamente 5 mm de diâmetro, com o auxílio de uma seringa estéril. O defeito 
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então foi preenchido pelos compósitos 1, 2 e 3, de acordo com cada grupo (Figura 1C), 

sendo que os animais do grupo IV não receberam nenhum tipo de tratamento, ou seja, o 

defeito foi preenchido com coágulo que se formou espontaneamente. A musculatura foi 

suturada com fio não absorvível de náilon 2-0 em padrão Sultan. A pele foi aproximada 

em padrão simples separado, também com fio não absorvível de náilon 2-0. 

 

 

 
Figura 1: Procedimento cirúrgico para a realização do defeito experimental no olecrano de coelho. (A) 

Preparação do campo cirúrgico. (B) defeito ósseo no olecrano direito de coelho (seta preta), (C) defeito 

ósseo preenchido com o compósito HAP+FS+3%AH (seta preta). 

 

2.4. Pós- operatório  

 A analgesia pós-operatória foi realizada com morfina (1 mg/kg) pela via 

subcutânea, sendo aplicada posteriormente ao procedimento cirúrgico e durante três dias 

consecutivos, a cada oito horas.  
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2.5. Exame clínico 

 

 Os animais foram avaliados clinicamente, seguindo o modelo proposto por Carlo 

et al. (2010), quanto a claudicação, edema, sensibilidade dolorosa, deiscência e infecção, 

durante os sete primeiros dias após a cirurgia e depois aos 30 dias. 

 Durante as avaliações clínicas, cada animal foi retirado da gaiola e colocado em 

um espaço apropriado, com o objetivo de deixá-lo o mais a vontade possível. A 

observação ocorreu num intervalo de 5-10 minutos e os escores de claudicação foram 

anotados, com base no apoio da extremidade do membro operado e a locomoção e 

movimentação de cada animal. A classificação dos escores era realizada da seguinte 

forma: 0 - sem claudicação, 1 - apoio com claudicação, 2 – ausência completa de apoio.  

 O edema do membro também foi avaliado e classificado como: 0- ausente; 1- 

discreto, quando limitou-se ao local da incisão cirúrgica; 2- moderado, quando notou-se 

aumento de volume também na face medial do membro, envolvendo toda a articulação; 3- 

intenso, quando estendeu-se por todo o membro.  

 Com relação à ferida cirúrgica, eram avaliados os padrões de sensibilidade 

dolorosa, deiscência e infecção.  A sensibilidade dolorosa foi avaliada mediante a reação 

do animal ao toque da ferida cirúrgica e flexão e extensão da articulação úmero 

radioulnar, atribuindo-se os escores: 0 – Ausente, quando os animais não demonstraram 

nenhum tipo de reação ao toque da área operada; 1 - discreta, quando houve 

manifestação de dor após o toque da área operada; 2– moderada, quando o animal 

relutou em movimentar-se e 3- intensa quando, além das características de dor discreta e 

moderada, o animal apresentou-se prostrado e sem interesse pelo alimento. A deiscência 

da sutura foi avaliada em presente ou ausente, assim como a infecção da ferida cirúrgica, 

pela presença ou não de secreção purulenta no sítio cirúrgico.  

 Os dados clínicos obtidos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido 

pelo teste de Dunnett em caso de significância.  

 

2.6. Exame radiográfico 

 

 Para análise radiográfica, foram realizadas radiografias de cada membro operado 

na posiçõe mediolateral ao olecrano em todos os animais, imediatamente após a cirurgia, 

aos sete e aos 30 dias de pós-operatório.  

 Com o auxílio do programa ImageJ 1.47v, foi realizada uma comparação entre o 

local do defeito ósseo e o osso circunvizinho, com relação ao grau de radiopacidade 
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óssea. Duas regiões de interesse foram padronizadas em cada radiografia mediolateral 

analisada, com uma ampliação de 150%, compreendendo duas circunferências de 

escalas padronizadas: uma envolvendo a região do defeito (60 pixels) e outra envolvendo 

a região do osso circunvizinho (30 pixels) (Figura 2).  

 Em seguida, com o auxílio do programa ImageJ 1.47v, foi realizado o cálculo dos 

‘’graus de cinza’’ para cada região de interesse previamente selecionada e os dois 

resultados apresentados para cada radiografia foram avaliados através do coeficiente 

gerado entre eles: valores referentes ao ‘’grau de cinza’’ da região do defeito e valores 

referentes ao ‘’grau de cinza’’ do osso circunvizinho.  

 Seguindo o raciocínio de que 1 seria o valor padrão a ser encontrado (a 

radiopacidade entre as regiões deveria ser ou próxima de 1 ), os valores apresentados 

superiores a 1 representam uma maior radiopacidade comparada ao osso circunvizinho, 

que é caracterizado como osso normal.  Os valores apresentados iguais a 1 sugerem a 

mesma radiopacidade entre as duas regiões avaliadas e os valores inferiores a 1 sugerem 

uma radiopacidade menor da região do defeito  em relação ao osso circunvizinho. 

 

 

 

Figura 2: Imagens radiográficas de um animal do grupo controle, aos 30 dias de pós-operatório. 

A figura mostra a padronização das regiões a serem analisadas. As setas mostram a região 

selecionada do osso circunvizinho, com tamanho padrão de 30 pixels de diâmetro, e a região 

selecionada do defeito, com tamanho padrão de 60 pixels de diâmetro.   
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 As análises radiográficas foram submetidas à análise de variância com dois fatores, 

considerando tratamento (grupos tratados e controle) e tempo (pós-operatório, sete e 30 

dias) como variáveis independentes. Todos as análises foram feitas no programa 

estatístico SigmaPlot 11.0, considerando nível de significância de 5%. 

 

2.7. Tomografia microcomputadorizada 

 

 Os animais sofreram eutanásia nos dias sete e 30 de pós-cirúrgico, com sobredose 

de propofol e cloreto de potássio de acordo com as normas exigidas pela Resolução 

1000/2012 do CFMV. Então, foi realizada a coleta das amostras, as quais foram mantidas 

e fixadas em formol 10%.  

Para as análises tomográficas, foram utilizadas quatro amostras de cada grupo, 

sendo duas amostras colhidas aos sete dias e outras duas colhidas aos 30 dias de pós-

operatório. Por se tratar de uma avaliação não destrutiva, posteriormente essas amostras 

foram utilizadas para análise histológica. 

Avaliaram-se, de forma qualitativa, características sugestivas de crescimento 

ósseo, como irregularidade de borda do defeito realizado no olecrano. As imagens 

bidimensionais foram obtidas pela tomografia microcomputadorizada (SkyScan 1174) em 

33 kV e 34,1 mA, construídas posteriormente em formato tridimensional e descritos de 

forma qualitativa no estudo. 

 

2.8. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 A análise por microscopia eletrônica de varredura foi feita no Departamento de 

Física da UFV, utilizando um microscópio eletrônico de varredurada marca JSM-6010LA, 

a voltagens de 15 kV. Para tal, primeiramente cada amostra foi fixada em parafina com a 

superfície lixada e posteriormente recoberta por uma camada de 20 nm de carbono, 

utilizando um sistema de deposição “sputteringbalzers” (ElectronMicroscopySciences, 

modelo 550x). 

 Foi utilizada uma amostra de cada grupo, coletadas aos 30 dias após a realização 

do procedimento cirúrgico as quais foram analisadas através da microscopia eletrônica de 

varredura por elétrons retroespalhados (MEV-R). As amostras para esse tipo de análise 

não são descalcificadas e, dessa forma, é possível os grânulos de hidroxiapatita e avaliar 

sua interação com o tecido ósseo. Parâmetros como a presença e interação do 
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biomaterial com o osso, identificação de crescimento tecidual ósseo, a partir de 

características como a presença de trabéculas neoformadas na região do defeito, foram 

identificados e descritos.  

 

2.9. Avaliação histológica e histomorfométrica 

 

 O material colhido foi fixado em formol, descalcificado em solução de ácido fórmico 

e citrato de sódio e submetido a processo histológico de rotina para obtenção de lâminas 

com seções de 5 µm de espessura que foram coradas em hematoxilina e eosina. A 

avaliação foi realizada em cinco amostras de cada grupo aos sete dias após a cirurgia e 

outras quatro amostras aos 30 dias, coletando-se materiais contendo o defeito, 

biomaterial e tecidos adjacentes. Os tecidos e células presentes em toda a amostra foram 

caracterizados de forma descritiva, com ênfase na reação tecidual ao biomaterial. Quando 

presente, infiltrado inflamatório foi caracterizado.  

A proporção entre a área na lâmina histológica ocupada pelo biomaterial, tecido 

conjuntivo e tecido ósseo foi mensurada por planimetria por contagem de pontos, 

totalizando 100 pontos analisados. A quantidade de osso e de biomaterial obtidos na 

análise histomorfométrica foram avaliados por ANOVA para dois fatores, considerando o 

tratamento e o momento da coleta como variáveis independentes, seguido pelo teste de 

Holm-Sidak em caso de p<0,005.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Exame Clínico 

 

 Apesar de todos os animais receberem analgesia durante os três primeiros dias 

após a cirurgia, eles apresentaram algum grau de sensibilidade dolorosa ao primeiro e 

segundo dia, diferente dos resultados apresentados por Carlo et al. (2010) em que os 

animais não manifestaram sensibilidade dolorosa em sua maioria e, quando presente, foi 

descrito como grau um. Tal diferença pode ser explicada pelo tamanho do defeito ósseo, 

que foi de 4 mm de diâmetro, resultando num maior trauma. Além disso, a sensibilidade 

dolorosa ao toque não é uma referência fidedigna, uma vez que a manifestação de dor 

apresentada pode ter sido influenciada pela presença e manipulação do examinador ao 

realizar as análises clínicas. Nesse estudo, a sensibilidade dolorosa foi relacionada 

diretamente com a presença ou ausência de claudicação dos animais. Todos os animais 
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apresentaram algum grau de claudicação e, consequentemente, sensibilidade dolorosa 

nos dois primeiros dias de pós-operatório. Um animal do grupo I, um animal do grupo II e 

dois animais do grupo controle apresentaram grau dois de claudicação e sensibilidade 

dolorosa nos dois primeiros dias, porém o quadro apresentou uma boa evolução e 

recuperação pós-cirúrgica já no terceiro dia. Todos os outros apresentaram grau um e o 

quadro de evolução também foi satisfatório. De forma semelhante, Vital et al. (2006) 

relataram a presença de claudicação em todos os animais e o retorno completo à função 

do membro somente ao sétimo dia após a realização das cirurgias. 

 Com relação à infecção cirúrgica e à deiscência, dois animais do grupo I, dois 

animais do grupo II e três animais do grupo controle apresentaram deiscência, sendo dois 

animais do grupo controle apresentando os dois padrões em questão. Entretanto, o 

rompimento dos pontos afetou apenas a sutura de pele e pode estar relacionado à 

interferência dos animais. Resultados semelhantes foram apresentados por Ochoa 

(2013), que também promoveu um defeito ósseo e para tratamento utilizou um compósito 

a base de hidroxiapatita, policaprolactona e alendronato. O autor também observou 

deiscência em alguns animais, porém, descreveu como uma condição individual de 

comportamento por parte de alguns animais.  Os coelhos não se adaptam bem ao colar 

elisabetano e, mesmo com a presença do curativo, os animais tinham acesso à ferida 

cirúrgica e com isso ter interferido na mesma, o que explicaria a deiscência dos pontos e 

consequente contaminação.  

 O edema estava presente em todos os animais nos primeiros dias de pós-

operatório, limitando-se somente a articulação envolvida na operação. Essa condição 

clínica já é esperada, e pode ser atribuída ao procedimento cirúrgico que promoveu um 

trauma tecidual e desencadeou uma resposta inflamatória local como descrito por Borges 

et al. (2000); Franco et al. (2001); Duarte et al. (2007), Vasconcelos et al. (2006), Vital et 

al. 2006, Fontes (2009) e Silva et al. (2012). A ausência intencional da administração de 

antiinflamatórios também predispõe a essa condição.   

 As figuras 3, 4 e 5 abaixo apresentam, respectivamente, os resultados para a 

mediana referentes aos padrões clínicos avaliados: claudicação, edema e sensibilidade 

dolorosa. Os padrões deiscência e infecção não foram representados, pois os valores das 

medianas eram iguais a zero tanto nos grupos tratados, quanto no grupo controle. 
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Figura 3: Representação gráfica das medianas obtidas na avaliação da claudicação em escala 

de 0 a 2, durante sete dias após o procedimento cirúrgico. HA: hidroxiapatita; FS: fibroína de 

seda; AH: ácido hialurônico. 

 

 
Figura 4: Representação gráfica das medianas obtidas na avaliação do edema, em escala de 0 

a 3, durante sete dias após o procedimento cirúrgico. HA: hidroxiapatita; FS: fibroína de seda; 

AH: ácido hialurônico. (*) Diferença estatística nos testes Kruskal-Wallis e de Dunnett (α=5%) 

observada apenas nos dois primeiros dias do grupo que recebeu o compósito com 3% de ácido 

hialurônico em relação ao grupo controle no mesmo dia de avaliação.  
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Figura 5: Representação gráfica das medianas obtidas na avaliação da sensibilidade dolorosa em 

escala de 0 a 3, durante sete dias após o procedimento cirúrgico. HA: hidroxiapatita; FS: fibroína 

de seda; AH: ácido hialurônico.  

 

 Os parâmetros avaliados no acompanhamento clínico dos animais ao longo dos 

sete dias após o procedimento cirúrgico para produção e tratamento do defeito ósseo 

foram brandos, à exceção de deiscência e infecção da ferida cirúrgica, que não foram 

significativos. Aos 30 dias, todos os sinais avaliados já não eram mais notados, por isso 

não foram representados nos gráficos. Os animais apresentaram claudicação de grau 1, 

em escala de 0 a 2, nos primeiros dias e não houve diferença estatística entre o que foi 

observado nos grupos tratados e o controle (Figura 3), indicando que a claudicação 

deveu-se ao procedimento cirúrgico apenas e não é afetada pelo material implantado. 

 Já para o edema, que não ultrapassou o grau 1 nos grupos que apresentaram a 

alteração, em uma escala que varia até 3, houve diferença estatística apenas nos dois 

primeiros dias entre o grupo que recebeu o compósito com 3% de ácido hialurônico e o 

grupo controle (Figura 4) – naquele grupo, o edema esteve ausente em todos os 

momentos avaliados. Nos grupos que apresentaram edema, essa característica não foi 

mais observada à partir do quarto dia. A sensibilidade dolorosa também não ultrapassou o 

grau 1, em escala de 0 a 3, e, assim como a claudicação, não apresentou diferença 

estatística entre os grupos tratados e o grupo controle (Figura 5). 

 As avaliações clínicas são importantes para avaliar a biocompatibilidade dos 

compósitos, bem como avaliar também a eficácia da técnica cirúrgica e dos cuidados pós-

operatórios. Resultados semelhantes foram encontrados em outros trabalhos (Oonishiet 

al., 1997; Schmitzet al., 1999; Vital et al., 2006; Carlo et al., 2010; Azevedo et al., 2012; 

Ochoa, 2013).demonstrando uma satisfatória evolução clinica dos animais, enfatizando 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

1 2 3 4 5 6 7

HA+FS HA+FS+1%AH HA+FS+3%AH Controle



 

57 

 

todas as avaliações citadas, propondo então o uso do compósito no modelo experimental 

por se tratar de um biomaterial compatível, seguro e bem tolerado pelos animais.  

 

3.2. Avaliação Radiográfica 

 

 As radiografias obtidas no pós-operatório do grupo controle se caracterizaram por 

apresentar radiopacidade menor da região do defeito, em comparação ao osso 

circunvizinho, apresentando bordas bem delimitadas e de fácil identificação, com 

ausência de reação periosteal (Figura 6A). Uma vez que neste grupo não houve nenhum 

tratamento, o coágulo que preencheu o defeito não possui, em sua constituição, 

elementos químicos com o número atômico em quantidade suficiente para torná-lo 

radiopaco e nem a presença de matriz calcificada, e por isso não pode ser identificado 

nas radiografias (Vital et al., 2006; Duarte et al., 2007;Sá et al., 2007; Silva et al., 2012; 

Ochoa, 2013). As radiografias referentes aos três grupos tratados HAP+FS, 

HAP+FS+1%AH, HAP+FS+3%AH apresentadas nas figuras 6B, 6C e 6D 

respectivamente, se caracterizaram por apresentar radiopacidade semelhante da região 

do defeito, em comparação ao osso adjacente. É possível delimitar as bordas do defeito, 

porém não foi observado halo transparente entre a borda exterior do implante e a borda 

inferior do defeito, como observado no estudo feito por Carlo et al., (2010) e Tiomis et al., 

(2010). Isso se deve ao fato do compósito testado, nesse trabalho, ser apresentado em 

forma de pó, preenchendo todo o espaço do defeito criado. A radiopacidade semelhante 

entre a região do defeito e o osso adjacente, observada nas radiografias dos três grupos 

tratados pode ser explicada pela presença do cálcio na constituição da hidroxiapatita nos 

três compósitos, que possui elementos químicos de alto número atômico em sua 

constituição, podendo ser observado na avaliação radiográfica (Borges et al., 2000;  

Duarte et al., 2007; Carlo et al., 2010; Ochoa, 2013). 
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Figura 6: Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido à realização de defeito 

na cortical lateral e implantação de compósito no pós-operatório imediato. A- grupo IV 

(controle), sem compósito, B- grupo I (HAP+FS), C- grupo II (HAP+FS+1%AH), D- grupo III 

(HAP+FS+3%AH). HAP: hidroxiapatita; FS: fibroína de seda; AH: ácido hialurônico.  Setas 

brancas indicam pontos de radiopacidade semelhantes a do osso circunvizinho, observadas 

nos grupos tratados. Asterisco indica região de radiopacidade menor a do osso circunvizinho, 

observada no grupo controle. 

 

 As radiografias referentes ao sétimo dia após a cirurgia apresentaram 

características semelhantes às radiografias realizadas no pós-operatório imediato para o 

grupo controle. Não houve regressão aparente do tamanho do defeito, as bordas 

continuavam bem delimitadas, não foi observada alteração na radiopacidade e nem 

presença de reação periosteal (Figura 7A). Essa etapa compreende o processo inicial de 

reparação tecidual, composta pela formação de osso imaturo de baixa densidade, além 

da presença de tecido conjuntivo e outros materiais orgânicos com baixa radiopacidade, 

como descrito por Borges et al. (2000) e Carlo et al. (2010). As radiografias referentes aos 

grupos tratados, HAP+FS; HAP+FS+AH1% e HAP+FS+AH3%, respectivamente (Figura 

7B, 7C e 7D), apresentaram regiões de radiopacidade superior em relação ao osso 

adjacente, considerado normal. Tal observação também foi descrita por Vital et al. (2006) 

e pode ser explicada pela presença de hidroxiapatita que, em função dos seus 

constituintes químicos, possui um elevado numero atômico, salientando ainda mais a 

radiopacidade (Ono et al., 2000). Os animais pertencentes aos três grupos tratados 
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HAP+FS; HAP+FS+AH 1% e HAP+FS+AH 3% apresentaram em suas radiografias 

regiões de radiopacidade superior ao osso circunvizinho, no pós-operatório imediato. 

 

 
Figura 7: Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido à realização de defeito 

na cortical lateral e implantação de compósitos, aos 7 dias após a cirurgia. A- grupo IV 

(controle), sem compósito, B- grupo I (HAP+FS), C- grupo II (HAP+FS+1%AH), D- grupo III 

(HAP+FS+3%AH). HA: hidroxiapatita; FS: fibroína de seda; AH: ácido hialurônico. Setas 

brancas indicam pontos de radiopacidade superiores a do osso circunvizinho. Asterisco indica 

região de radiopacidade menor a do osso circunvizinho. 

 

. As radiografias do grupo controle referentes ao 30º dia de análise mostraram uma 

redução no tamanho do defeito, sugerindo crescimento ósseo, porém ainda com 

radiopacidade inferior à do osso adjacente (Figura 8A).  Em dois animas desse mesmo 

grupo as radiografias foram caracterizadas com aumento da radiopacidade referente à 

região do defeito, semelhante ao osso circunvizinho, e o defeito estava menor, 

apresentando bordas de difícil delimitação (Figura 8B). Tais avaliações também foram 

observadas no grupo controle de um estudo feito por Duarte et al. (2006), que avaliaram a 

capacidade e osseointegração da hidroxiapatita em defeitos nos processos alveolares de 

cães. Essas características sugerem um processo de formação de tecido ósseo, Tal 

evidência também foi observada em um estudo feito por Carlo et al. (2010), no qual os 
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autores descreveram  processos de reparação mais avançados por parte de alguns 

animais em relação aos demais. Chazono et al. (2004) relataram em suas pesquisas que 

as respostas e evoluções ao processo regenerativo ósseo são dependentes da 

combinação de três condições: física, química e biológica. Os fatores físicos abrangem 

aspectos como porosidade e cristalinidade. Os fatores químicos estão relacionados 

principalmente a composição individual do biomaterial. E os fatores biológicos incluem o 

grau de contato ósseo com o compósito, idade e aspectos individuais da fisiologia de 

cada animal. Portanto, os autores especularam que as diferenças na velocidade de 

formação de osso novo são atribuíveis a esses diversos fatores descritos. Nesse sentido, 

sugere-se que as manifestações biológicas ocorrem de forma individual de cada animal. 

 

 

 

Figura 8: Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido à realização de defeito na 
cortical lateral referentes ao grupo controle (sem tratamento) aos 30 dias após a cirurgia. A- 
radiografia referente a um animal com radiopacidade inferior na região do defeito em 
comparação ao osso adjacente; B- radiografia referente a um animal com radiopacidade 
semelhante ao osso adjacente, sugerindo uma maior velocidade de evolução na reparação 
óssea. Asterisco indica radiopacidade menor ao osso adjacente. Seta branca indica 
radiopacidade semelhante ao osso adacente. 

 

 Os animais pertencentes aos grupos tratados HAP+FS; HAP+FS+AH1% e 

HAP+FS+AH3, respectivamente (Figura 9A, 9B e 9C), apresentaram em suas radiografias 

uma diminuição da radiopacidade na região do defeito, ainda que semelhante ao osso 

adjacente, quando relacionadas às radiografias realizadas no pós-operatório imediato e 

ao sétimo dia. A razão pela qual ocorre essa diminuição na radiopacidade não diz respeito 

à alteração na densidade da hidroxiapatita (HAP) e sim em função da proliferação de 

tecido conjuntivo e tecido ósseo ao redor do defeito e das partículas de HAP o que faz 

com que a imagem se torne mais radiotransparente, como descrito por Borges et al. 

(2000) e Vital et al. (2006).  Foi observado também irregularidade nas bordas, sendo difícil 



 

61 

 

a delimitação das mesmas. Essa característica é sugestiva de reabsorção, neoformação 

de tecido ósseo e osseointegração. Resultados semelhantes foram observados em 

estudos realizados por Calvo-Guirado (2014) e seus colaboradores no qual se avaliou os 

processos de reabsorção e formação de tecido ósseo em grupos tratados com 

membranas a base de hidroxiapatita e colágeno implantados de defeitos previamente 

realizados em tíbias de coelhos.  Um animal do grupo II apresentou fratura de olecrano e 

pode ser observada em sua radiografia reação periosteal. Porém, tal manifestação é 

condizente com sua apresentação clínica, sugerindo apenas ativação do periósteo para a 

formação de tecido ósseo e reparação frente a um trauma ocorrido. 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 9: Radiografias mediolaterais do olecrano de coelho submetido à realização de defeito 

na cortical lateral e implantação de compósitos, aos 30 dias após a cirurgia. A- grupo I 

(HAP+FS), B- grupo II (HAP+FS+1%AH), C- grupo III (HAP+FS+3%AH). HA: hidroxiapatita; 

FS: fibroína de seda; AH: ácido hialurônico.  Asteriscos indicam pontos de radiopacidade 

semelhantes a do osso circunvizinho, observadas nos grupos tratados, porém um pouco 

menor com relação aos dias 7 e pós-operatório imediato. Setas brancas indicam 

irregularidade nas bordas do defeito.  

 

 A análise radiográfica do olecrano revelou que, em todos os momentos estudados, 

os três tratamentos apresentaram radiopacidade relativa maior que no grupo controle 

(p<0,001). Isso porque, ao longo do tempo, as bordas do defeito se tornaram bastante 

irregulares e de difícil delimitação, sugerindo crescimento ósseo. Embora não tenha 

havido diferença estatística nos valores ao longo do tempo (p = 0,062), há indícios de que 

a formação óssea colabore com algum aumento da radiopacidade nos grupos HAP+FS, 



 

62 

 

HAP+FS+1%AH e controle até os 30 dias (Figura 10). Nestes grupos, o desvio-padrão 

aumentou, indicando que a uniformidade do defeito e da aplicação do tratamento foi 

progressivamente variando segundo a resposta individual dos animais.  

 

 

 

 

Figura 10. Representação gráfica das médias e desvios-padrão obtidos na análise radiográfica dos 

olecranos. HA: hidroxiapatita; FS: fibroína de seda; AH: ácido hialurônico. As chaves na parte superior do 

gráfico agrupam tratamentos estatisticamente semelhantes, segundo o teste ANOVA para dois fatores 

(α=5%). 

 

3.3. Tomografia microcomputadorizada 

 

 As imagens por tomografia microcomputadorizada dos grupos tratados e controle 

são mostradas na figura 11 sendo que as amostras foram avaliadas de forma descritiva, 

com a observação de regeneração e crescimento ósseo ocorrido entre os sete e 30 dias 

de pós-operatório.  

 Segundo Ajzen et al. (2005), os avanços tecnológicos ocorridos no diagnóstico por 

imagem, somados aos já existentes, têm promovido um novo impulso para o 

desenvolvimento da medicina, principalmente com a introdução da Tomografia 

Computadorizada. Para Azevedo, (2013), a tomografia, bem como sua capacidade de 

revelar imagens tridimensionais através de alguns programas de reconstrução, tornou 

possível a exploração minuciosa da arquitetura óssea permitindo a avaliação de sua 

constituição, localização, extensão de uma determinada lesão, e a sua relação com a 

estrutura óssea adjacente. Scarfeet al. (2006) também relata que essa técnica é capaz de 

proporcionar imagens e estruturas de forma nítida, com um contraste elevado, imagens 

tridimensionais, sendo muito importante para a avaliação do tecido ósseo   
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 A coloração escura observada no interior do defeito das imagens obtidas das 

amostras do grupo controle aos sete dias (Figura 11A) e aos 30 dias de pós-operatório 

(Figura 11B) indica que o tecido presente nesse local possui baixa densidade, não sendo 

detectado pelo tomógrafo. É possível observar que houve uma perda na regularidade da 

borda do defeito, sugestivo de formação de tecido ósseo. Nas imagens 11C e D (grupo 

tratado com HAP+FS aos sete e 30 dias, respectivamente) observa-se o preenchimento 

do defeito por um material com densidade semelhante a do tecido ósseo, observada pela 

coloração homogênea na região. A perda de regularidade da borda do defeito foi mais 

evidente, em comparação ao observado no grupo controle o que pode ser sugestivo de 

crescimento ósseo. Tais eventos também foram observados nas amostras dos grupos 

tratados com HAP+FS+1% AH (Figura 11E e F) e com maior evidência de crescimento 

ósseo nos animais tratados com HAP+FS+3%AH (Figura 11G e H). As bordas irregulares 

se mostraram ainda mais evidentes, em comparação a todas as outras amostras, 

sugerindo, qualitativamente, o melhor tratamento apresentado. Resultados semelhantes 

foram observados por Dornas (2013), o qual realizou um estudo utilizando cimento a base 

de β-fosfato tricálcio em defeitos ósseos no crânio de coelhos e, através da análise 

tomográfica, observou crescimento ósseo pela diminuição do diâmetro e perda de 

regularidade das bordas do defeito sugerindo absorção do biomaterial no grupo tratado.  

 No entanto, devido à similaridade entre a composição óssea e o biomaterial 

implantado, principalmente em decorrência da presença de hidroxiapatita, não foi possível 

distinguir o material do tecido, sendo essa análise complementada pela avaliação 

histológica, histomorfométrica e através da análise realizada pela microscopia eletrônica 

de varredura.  
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Figura 11: Reconstrução em três dimensões das imagens tomográficas das amostras de tecido 
ósseo retirado do olecrano dos coelhos. A e B - Amostras de tecido ósseo retirados do olecrano 
de coelhos do grupo controle, aos sete e trinta dias, respectivamente. C e D - Amostras de tecido 
ósseo retirados do olecrano de coelhos do grupo tratado com HAP+FS, aos sete e trinta dias, 
respectivamente. E e F-  Amostras de tecido ósseo retirados do olecrano de coelhos do grupo 
tratado com HAP+FS+1%AH, aos sete e trinta dias, respectivamente. G e H- Amostras de tecido 
ósseo retirados do olecrano de coelhos do grupo tratado com HAP+FS+3%AH, aos sete e trinta 
dias, respectivamente.  
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3.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 Os resultados observados nesse estudo, utilizando esse método como análise, 

foram importantes para avaliar a osseointegração presente na interface compósito e 

tecido ósseo, uma vez que, segundo Lopéz (2007), é um método capaz de fornecer 

informações interessantes, pois permite níveis maiores de resolução, em comparação 

com microscópio óptico, caso haja dúvidas em relação à natureza da interface. Além 

disso, para Maia Filho (2013), é uma técnica que permite a observação da arquitetura 

óssea, ideal para avaliar processos de reparação e maturação do tecido em crescimento. 

Além disso, podemos observar os grânulos de HAP, diferentemente da histologia, na qual 

a amostra passa pelo processo de descalcificação.  

Nesse estudo, foi possível observar um processo de formação de tecido ósseo em 

torno do biomaterial, com a presença de trabéculas jovens e em formação próximos ao 

compósito implantado em todos os grupos tratados (Figura 12, 13 e 14).  

 

 

 Figura 12: Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura pela técnica de retrodispersão 

(MEV-R) referente ao grupo tratado com o compósito HAP+FS, após 30 dias de cirurgia. Seta 

branca indicando o compósito e seta cinza indicando uma região de trabéculas jovens, recém 

formadas próximas ao biomaterial e os asteriscos indicando a região do defeito.  

 

 



 

66 

 

 

Figura 13: Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura pela técnica de 

retrodispersão (MEV-R) referente ao grupo tratado com o compósito HAP+FS+1%AH, após 30 

dias de cirurgia. Seta branca indicando o compósito e seta cinza indicando uma região de 

trabéculas jovens, recém-formadas próximas ao biomaterial e os asteriscos indicando a região 

do defeito.  

 

 

 Figura 14: Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura pela técnica de retrodispersão 

(MEV-R) referente ao grupo tratado com o compósito HAP+FS+3%AH, após 30 dias de cirurgia. 

Seta branca indicando o compósito e seta cinza indicando uma região de trabéculas jovens, 

recém formadas próximas ao biomaterial e os asteriscos indicando a região do defeito.  
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Ao grupo controle também foi possível observar a presença de trabéculas 

neoformadas na borda onde for realizado o defeito (Figura 15). Resultados semelhantes 

também foram observados por Maia Filho, (2013), que utilizou implante à base de 

hidroxiapatita em defeitos criados na tíbia de coelho e observou através da microscopia 

eletrônica de varredura, a formação de trabéculas ósseas jovens e crescimento ósseo ao 

redor do implante. 

 

 

 

Figura 15: Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura pela técnica de 

retrodispersão (MEV-R) referente ao grupo controle, após 30 dias de cirurgia. Seta branca 

indicando uma região de trabéculas jovens, recém formadas e asterisco indicando a região do 

defeito. 

 

3.5. Avaliação Histológica e histomorfométrica 

 

 Ao sétimo dia após a realização das cirurgias, as amostras referentes ao grupo 

controle apresentaram um processo inflamatório condizente com uma reparação 

fisiológica após uma lesão óssea (Figura 16A). Havia um processo inflamatório moderado, 

com muitas células da linhagem monocítica logo nas bordas onde foi realizado o defeito. 

Observou-se a formação de trabéculas ósseas novas organizadas com a medula óssea e 

entremeadas em um tecido conjuntivo denso e bastante vascularizado, com a observação 

de alguns pontos de coágulo ao longo da borda do defeito, ocupando a região lesionada. 

A formação das trabéculas novas foi caracterizada após a observação de um tecido ósseo 
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emaranhado a um tecido conjuntivo denso, com a presença de osteoblastos nas bordas, e 

uma grande densidade de osteócitos no interior do tecido ósseo, caracterizando um 

processo ativo de remodelação óssea (Figura 16B). Esses resultados foram semelhantes 

aos resultados apresentados por Carlo et al. (2010) e Ochoa (2013), que também 

realizaram um defeito em olecrano de coelhos e com o grupo controle apresentando um 

processo de remodelação similar ao descrito, caracterizado como um processo normal de 

reparação óssea.  

 

 
Figura 16- Micrografia representando a região do defeito realizado no olecrano de coelho do 

grupo controle, sete dias após a cirurgia. A- osso cortical (oc); Medula óssea (mo); trabéculas 

ósseas recém formadas (tb); tecido conjuntivo denso e vascularizado (tc); coágulo sanguíneo 

(cg) e células inflamatórias da linhagem monocítica na borda do defeito (ce). HE, 100x. B- 

trabéculas ósseas recém formadas, com osteoblastos ativos nas bordas trabeculares (setas). 

HE, 200x. 

 Os grupos HAP+FS; HAP+FS+1%AH e HAP+FS+3%AH aos sete dias de pós-

operatório apresentaram uma arquitetura tecidual muito semelhante àquela apresentada 

pelos animais do grupo controle (Figura 17 A, B e C).  
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Figura 17- Micrografia representando a região do defeito realizado no olecrano sete dias após 

a cirurgia, submetida à implantação dos compósitos: A- HAP+FS (100x, HE); B- 

HAP+FS+1%AH (200x, HE) e C- HAP+FS+3%AH (200x, HE). Compósito (c); Medula óssea 

(mo); trabéculas ósseas recém formadas (tb); tecido conjuntivo denso e vascularizado (tc). 
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Seguindo a partir do osso cortical, foi possível observar uma organização intensa 

de neoformação de tecido ósseo trabecular envolvido por tecido conjuntivo denso e 

vascularizado. As trabéculas também eram envolvidas por osteoblastos, tornando 

evidente a atividade de remodelação óssea, além da alta densidade de osteócitos no 

interior dessas trabéculas. Entre as trabéculas observava-se a presença de espaço 

medular. Foi possível observar também a presença de tecido ósseo recém-formado 

envolto aos compósitos na região da borda do defeito. Resultados semelhantes foram 

apresentados por Walsh et al. (2003) e Pinheiro et al. (2008) os quais também 

observaram a formação óssea ao redor do biomaterial implantado. 

Ao trigésimo dia após a realização das cirurgias, o grupo controle apresentava 

ainda uma atividade de remodelação óssea, com a presença de trabéculas recém-

formadas mais organizadas, osteoblastos ativos nas bordas trabeculares e alta densidade 

de osteócitos no interior das trabéculas novas (Figura 18). Houve uma diminuição na 

quantidade de tecido conjuntivo denso, ocorrida pela formação de trabéculas ósseas 

novas e substituição do espaço antes ocupado por esse tecido.  Cardoso et al. (2006) 

apresentaram resultados diferentes em suas análises. Os autores realizaram um defeito 

de 8 mm de diâmetro no crânio de coelhos e trataram com compósitos a base de biovidro. 

O grupo controle não era preenchido com nenhum material e aos 30 dias da coleta, 

relataram que os animais deste grupo não apresentaram proliferação de osteoblastos e 

nem formação óssea, com ausência de mineralização na região do defeito. Outros 

autores também apresentaram resultados semelhantes, sem observação de remodelação 

óssea após a realização de um defeito previamente realizado (Whalsh et al., 2003; Ruehe 

et al., 2009). Segundo Borges et al. (2000) e Schmitz et al. (2009) em um defeito ósseo 

sem tratamento, os fatores de crescimento como as proteínas morfogenéticas liberadas 

na região após a lesão promovem a diferenciação celular para a formação de 

osteoblastos, que são as células especializadas na mineralização da matriz óssea. 

Entretanto, em consequência da ausência de uma matriz suporte para dar continuidade 

ao tecido lesionado entre outros fatores, a diferenciação osteoblástica se torna limitada, e 

o processo de remodelação é mais lento.  
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Figura 18- Micrografia representando a região do defeito realizado no olecrano de coelho do 

grupo controle, 30 dias após a cirurgia. Trabéculas ósseas recém formadas (tb); tecido 

conjuntivo denso e vascularizado (tc). HE, 400x.  As setas pretas indicam a presença de 

osteoblastos nas bordas trabeculares e setas amarelas os osteócitos no interior das trabéculas. 

 

  Nas amostras do grupo tratado com HAP+FS (Figura 19) observou-se a presença de 

um tecido ósseo trabecular mais organizado, em comparação as amostras de sete dias, 

com trabéculas mais espessas e em menor numero, e poucos osteoblastos ativos, 

concentrados em algumas regiões separados por um tecido conjuntivo de interface, 

semelhantes aos resultados apresentados no estudo feito por Carlo et al. (2010) .Não 

foram observadas trabéculas no interior do compósito e nem uma interação direta entre o 

compósito e o tecido ósseo imaturo, cujo a interface era preenchida por tecido conjuntivo 

denso e vascularizado. 
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 Figura 19: Micrografia representando a região do defeito realizado no olecrano de coelho do 

grupo HAP+FS. Compósito (c); Osso trabecular organizado (tm); trabéculas ósseas recém-

formadas (tb); tecido conjuntivo denso e vascularizado (tc). 

 Diferentemente dos resultados apresentados para o compósito de HAP+FS, as 

amostras referentes aos animais tratados com HAP+FS+1%AH (Figura 20) e 

HAP+FS+3%AH (Figura 21) apresentaram tecidos ósseos trabeculares mais maduros, 

espessos e organizados, porém ainda havia um intenso processo de remodelação óssea, 

com fácil observação de osteoblastos ativos nas bordas das trabéculas recém-formadas, 

próximas ao implante. A formação de trabéculas foi observada também na interface 

compósito e tecido ósseo, sugestivo de osseointegração, semelhante aos resultados 

apresentados por Vital et al. (2006); Carlo et al. (2010) e Ochoa (2013) que também 

observaram  formação de trabéculas ao redor do implante, a base de hidroxiapatita.  
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Figura 20: Micrografia representando a região do defeito realizado no olecrano trinta dias após 

a cirurgia, submetida à implantação do compósito HAP+FS+1%AH. Compósito (c); trabéculas 

ósseas recém formadas (tb); tecido conjuntivo denso e vascularizado (tc); medula óssea (mo). 

Seta preta indica região de interface compósito e tecido ósseo, sugestivo de osseointegração. 

 

Figura 21: Micrografia representando a região do defeito realizado no olecrano trinta dias após 

a cirurgia, submetida à implantação do compósito HAP+FS+3%AH. Compósito (c); trabéculas 

ósseas recém formadas (tb); tecido conjuntivo denso e vascularizado (tc); Seta preta indica a 

presença de osteoblastos na borda das trabéculas recém formadas, indicando atividade de 

remodelação óssea e seta amarela indica região de interface compósito e tecido ósseo, 

sugestivo de osseointegração. 
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 Com relação à reabsorção do compósito, não houve diferença estatística na 

quantidade de biomaterial presente nas amostras, nem ao que se refere ao tratamento (p 

= 0,893), ao tempo de coleta (p = 0,624) ou à interação desses fatores (p=0,885). Isso 

significa que até os 30 dias de análise, o biomaterial não sofreu remoção significativa do 

sítio em que foi implantado. A hidroxiapatita é um compósito de elevada cristalinidade, e 

isso interfere no seu tempo de biodegradação, tornando-o lento (Carlo Reis et al., 2012). 

Dessa forma, trinta dias não foi suficiente para observar uma significativa absorção do 

biomaterial nas amostras analisadas. Tal característica é interessante, pois o compósito 

permanece no local do defeito sem ser reabsorvido antes da formação de novo tecido.  

 A análise realizada quanto à quantidade de osso presente nas amostras não 

apresentou efeito isolado dos fatores principais, tratamento e momento de coleta, sobre 

a quantidade de osso avaliada à histomorfometria (p = 0,270 e     p = 0,557, 

respectivamente). Entretanto, houve interação dos fatores (p = 0,011), o que resultou em 

uma diminuição da quantidade de osso entre os 7 e os 30 dias no grupo que recebeu 

hidroxiapatita e fibroína de seda (HAP+FS) e, ao contrário, aumento naquele que 

recebeu adicionalmente 3% de ácido hialurônico (HAP+FS+3%AH).  Ao contrário de 

alguns autores apresentarem em suas pesquisas resultados positivos com relação ao 

processo de regeneração óssea na presença de fibroína da seda (Altman et al., 

2003;Hakimiet al., 2007; Kim et al., 2014), essa pareceu interferir de forma indesejável 

nesse estudo, uma vez que a formação óssea do compósito que só possuía HAP+FS foi 

menor com relação as amostras do grupo controle. Entretanto, o que se observa é um 

aumento significativo na quantidade de osso produzida concomitantemente ao 

acréscimo de ácido hialurônico ao compósito, e ao final, o compósito HAP+FS+AH3% 

apresentam a maior porcentagem de osso formada referente ao último dia de avaliação, 

superior a todas as outras amostras (Figura 22).   

O ácido hialurônico oferece um grande potencial como um biomaterial ideal para 

melhorar as propriedades biológicas de um compósito e, dessa forma, oferecer 

características vantajosas tais como biocompatibilidade, sinalização para liberação de 

fatores de crescimento, manutenção da homeostase da matriz extracelular, promovendo 

assim um aumento na taxa de regeneração tecidual (Park et al., 2011; Collins e 

Birkinshaw, 2013; Cuiet al., 2015). Nesse estudo, o polímero parece ter uma 

fundamental participação no processo de regeneração, revertendo um possível efeito 

negativo da fibroína da seda sobre o crescimento ósseo.O tecido conjuntivo foi 

quantificado junto ao tecido medular, pois em diversos momentos se tornavam 

indistinguíveis na avaliação das lâminas. 
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Figura 22: Distribuição relativa de tecido ósseo, medula óssea/tecido conjuntivo e biomaterial 

avaliados histomorfometricamente em defeito em olecrano de coelhas tratadas com combinações 

de hidroxiapatita, fibroína de seda e ácido hialurônico. HA: hidroxiapatita; FS: fibroína de seda; AH: 

ácido hialurônico. O asterisco indica os pares de dados significativamente diferentes no teste 

ANOVA para dois fatores, α = 5%. Observar a diminuição do crescimento ósseo no grupo tratado 

com HAP+FS, apresentando resultados inferiores inclusive ao grupo controle e em comparação 

aquele tratado com HAP+FS+3%AH, o qual apresentou crescimento ósseo superior a todos os 

grupos ao dia 30 de avaliação.  
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4. Conclusões 

 De acordo com as avaliações realizadas, os compósitos mostraram-se 

biocompatíveis, como revelaram as avaliações clinicas e radiográficas, e capazes de se 

integrar ao osso, conforme observado nas avaliações histopatológicas e por microscopia 

eletrônica de varredura.  

Baseado nos resultados apresentados nesse capítulo pode-se concluir que o compósito 

HAP+FS+3%AH mostrou-se mais eficiente no reparo de defeitos ósseos no olecrano de 

coelhos, conforme observado na avaliação microtomográfica e histomorfométrica.  
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