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Goiris FAJ. Analise histomorfométrica das respostas biolégicas apos utilizacdo de
hidroxiapatita pura (UEPG) e hidroxipatita com colageno (UEPG), em conjuntivo
subcutédneo de dorso e em defeito critico em calvaria: estudos em ratos. [Tese].
Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2017.

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vivo dois novos biomateriais de substituicdo
0ssea - hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com colageno - visando determinar a sua
biocompatibilidade em tecidos moles e a sua capacidade de possibilitar a
neoformacgéo 6ssea em defeitos criticos em calvaria de ratas. As duas formas de
hidroxiapatitas sintéticas — Hidroxiapatita pura (HaP) e Hidroxiapatita com colageno
(HACol) - foram desenvolvidas pelo departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Ponta Grossa. A terceira hidroxiapatita sintética utilizada como elemento
de comparacdo foi a hidroxiapatita comercial Alobone® (HaAl), disponivel no
mercado brasileiro. O experimento 1 realizado em conjuntivo de dorso de animais,
utilizou 45 ratas fémeas da espécie Wistar, divididos aleatoriamente em trés grupos
de 15 (HaP, HaCol e HaAl) e que sofreram eutandsia aos 7, 15 e 30 dias do pos-
operatorio. O exame histomorfométrico aos 30 dias verificou-se auséncia do
infiltrado caracteristico de células inflamatérias e presenca de fibras colagenas néao
inflamatorias. Estes resultados significam biocompatibilidade dos materiais
implantados. O Experimento 2 utilizou 60 ratas Wistar divididos aleatoriamente em 4
grupos (Grupo 1, HaP; Grupo 2 HaCol, Grupo 3 HaAl) e Grupo 4, Controle).
Realizaram-se defeitos criticos de 8 mm em calvaria e a seguir colocaram-se 0s trés
tipos de biomateriais. Todos o0s grupos receberam também membrana de colageno.
Aos 30 dias, observou-se praticamente uma auséncia da resposta inflamatoéria no
local do defeito em todos os grupos, especialmente quando comparado ao periodo
de 7 dias. Verificaram-se areas de neoformacdo 6ssea. Houve predominéncia de
osteoblastos, ostedcitos e macrofagos em menor quantidade. No aspecto
radiografico, em 30 dias, a nossa pesquisa confirmou uma marcada biodegradacéo
das hidroxiapatitas e sinais de neoformacdo Ossea. Os resultados
histomorfométricos da implantacdo de hidroxiapatitas sintéticas demonstraram a
ocorréncia de uma ossificacdo intramembranosa a partir do tecido de granulacéo
com a participagdo de macrofagos 6sseo-residentes. E possivel concluir que os
resultados dessa pesquisa podem ser utilizados como recurso preliminar de
informacdes sobre biocompatibilidade, biodegradabilidade e neoformacao Ossea a
partir da implantagéo de novos biomateriais in vivo.

Palavras-chave: Biomateriais, hidroxiapatitas, biocompatibilidade, neoformacéao
Ossea.



FAJ Goiris. Histomorphometric analysis of biological responses following the use
of pure hydroxyapatite (UEPG) and hydroxypatite with collagen (UEPG), in
subcutaneous dorsal connective tissue and in critical defects in calvaria: studies in
rats. [Thesis]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2017.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vivo two new biomaterials for bone
substitution — pure hydroxyapatite and collagen hydroxyapatite — aiming at
determining their biocompatibility in soft tissues and their ability to enable bone
neoformation in critical size defects in rats’ calvaria. Both types of synthetic
hydroxyapatite were developed by the Chemistry department of the State University
of Ponta Grossa — Pure hydroxyapatite (HaP) and Hydroxyapatite with collagen
(HCol). The third synthetic hydroxyapatite used as a comparing element was the
commercial hydroxyapatite Alobone® (HaAl), which is available in the Brazilian
market. Experiment 1 was carried out with the animals’ dorsal connective tissue and
used 45 Wistar female rats, divided randomly into three groups of 15 animals each
(HaP, HaCol and HaAl) which were euthanized after 7, 15 and 30 days of operation.
The histomorphometric exam after 30 days revealed the absence of inflammatory cell
characteristic infiltrates and the presence of non-inflammatory collagen fibers. These
results show the biocompatibility of the material implanted. Experiment 2 used 60
Wistar rats divided randomly into 4 groups (Group 1, HaP; Group 2, HaCol; Group 3,
HaAl and Group 4, Control). Critical size defects of 8mm were performed in the
calvaria and the three biomaterials were implanted. All groups also received collagen
membrane. On day 30, inflammatory response on the defect was practically absent
in all groups, mainly when compared to the period of 7 days. Some areas of bone
neoformation were seen. There was predominance of osteoblasts, osteocytes and
macrophages in lower amount. Regarding the radiographic aspect, after 30 days our
study confirmed a marked biodegradation of the hydroxyapatite and signs of bone
neoformation. The histomorphometric results of the synthetic hydroxyapatite implant
demonstrated the probable occurrence of intramembranous ossification from the
granulation tissue with the presence of bone-resident macrophages. It was possible
to conclude that the results of our study in vivo can be used as a preliminary source
of information about biocompatibility, biodegradability and bone neoformation from
the implant of new biomaterials in vivo.

Keywords: Biomaterials, hydroxyapatites, biocompatibility, new bone formation.
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1 INTRODUCAO

Os biomateriais compreendem uma representativa fracdo de produtos
utilizados na area da saude humana. Dentre eles, podem ser citados os dispositivos
biomédicos (tubos de circulacdo sanguinea, sistemas de hemodidlise,
biossensores), materiais implantaveis (substitutos 0sseos, suturas, placas, tenddes,
telas, valvulas cardiacas, lentes), dispositivos para a liberacdo de medicamentos (na
forma de filmes, implantes subdérmicos e particulas), 6érgaos artificiais (coracéo, rim,
figado, pancreas, pulmdes, pele), dentre muitos outros (Pires et al. 1 2015).

O conceito de biomaterial envolve a utilizacdo em areas de saude de
materiais desenvolvidos com a finalidade de substituir elementos vivos que
perderam sua funcdo. Inclui qualquer substancia sintética ou natural que pode ser
usada como tratamento para substituicdo total ou parcial de tecidos e 6rgédos.
Constatou-se um enorme crescimento no mercado mundial de biomateriais e, no
Brasil, grande parte destes é importada, gerando grandes custos aos cofres
publicos, como se verifica no Sistema Unico de Salde - SUS (Soares? 2006).

A aplicacéo de substitutos nas lesdes ou defeitos que comprometem o tecido
0sseo humano tem sido objeto de intensa pesquisa, especialmente a partir do
encontro organizado em Genebra pela OMS em 2000: ‘Década do Osso e da
Articulacado’, onde a efetivacdo da multidisciplinariedade procurou ultrapassar as
limitacbes e complicagcbes decorrentes das substituicbes e enxertias 6sseas
(Kawachi et al.2 2000).

Incorporando a designacédo de engenharia tecidual ou, mais especificamente,
Engenharia de Tecido Osseo (Bone Tissue Engineering — BTE - Amini, Laurencin,
Nukavarapu* 2012) a pesquisa, especialmente na Periodontia e na Implantodontia,
vem desenvolvendo também o uso da terapia celular como alternativa para as
técnicas regenerativas. Nesse modelo, procurou-se modular a resposta tecidual do
hospedeiro; ou por meio da utilizacdo de biomateriais, isoladamente ou mediante
implantagdo in vivo de células cultivadas in vitro e transportadas em materiais
carreadores, dentre os quais se incluiram o colageno e a hidroxiapatita.

Suaid et al. ® (2009) assinalaram que a idoneidade clinica dos biomateriais de
substituicdo 6ssea deve incluir ndo apenas suas propriedades de mantenedor de

espacos e de biocompatibilidade, mas também a sua capacidade de interagir com as


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amini%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23339648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laurencin%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23339648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nukavarapu%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23339648
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células transportadas, podendo estimular a expressao génica das mesmas. A cultura
e 0 armazenamento de células mesenquimais indiferenciadas (MSC), como aquelas
oriundas do ligamento periodontal, poderdo sofrer reimplantes em defeitos 0sseos,
auxiliados por carreadores especificos e moléculas moduladoras (Citocinas e
Fatores de Crescimento).

Nesse sentido, 0 uso de novas tecnologias capazes de manipular a matéria
em escala nanométrica podera permitir uma nova geracdo de biomateriais que
poderdo substituir os proprios enxertos de osso autégeno. As futuras geracdes de
biomateriais (terceira geracdo) serdo concebidas para serem nao apenas
osseocondutoras, mas também osseoindutoras, visando estimular a regeneracao
tecidual combinando engenharia de tecidos e métodos de regeneragdo molecular in
situ (Henkel et al. 6 2013).

Dentre os materiais osseocondutores contemporaneos estéo as bioceramicas,
que podem ser de origem natural ou sintética. Sdo naturais as hidroxiapatitas (HA)
obtidas a partir de estruturas de coral ou de matriz mineral de osso bovino. Dentro
da classe dos sintéticos, destacam-se aqueles a base de fosfato de célcio: fosfato
tricélcico (TCP), hidroxiapatita (HA) e fosfatos de célcio bifasicos (hidroxiapatita e
TCP) (Gutierres, Lopes, Hussain’ 2006).

De acordo com Jensen et al.® (2009), a hidroxiapatita apresentou uma
reabsorcdo lenta, ao contrario do fosfato tricalcico (TCP), podendo manter-se no
organismo durante anos. Em razdo de guardar grande semelhanca com os fosfatos
de calcio encontrados na fase de mineralizacdo do osso, a aplicacdo da
hidroxiapatita se generalizou ndo apenas na reparacdo éssea, mas, inclusive no
preenchimento de cavidades Osseas pos exérese de tumores. A hidroxiapatita é
utilizada também no recobrimento de metais como tratamento de superficie dos
implantes de osseointegracdo visando melhorar a unido bioativa através de uma
camada de apatita similar a do 0sso vivo haversiano.

A hidroxiapatita em estado puro € um sal duplo de fosfato tricalcico e
hidréxido de célcio, cuja composicdo estequiométrica é definida - Cai0(PO4)s(OH)z;
sendo sua célula unitaria uma representacdo completa do cristal de apatita. A parte
orgénica do tecido 0sseo humano consiste numa fase amorfa (que predomina em
0Ss0S novos) e uma fase cristalina. A primeira € composta de fosfato tricalcico

enquanto que a ultima de hidroxiapatita. As apatitas bioldgicas, que compdem as
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fases minerais dos tecidos calcificados (esmalte, dentina e 0ssos) e algumas
calcificagcbes patoldgicas (célculo dentario e pedras salivares e urinarias) séo
geralmente referidas como hidroxiapatitas calcio (Shi, Jiang, Wen, 2000°,
Dorozhkin1® 2013).

Em razéo da sua similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos 0sseos,
a hidroxiapatita € um dos materiais cerAmicos conhecidos mais biocompativeis,
fendmeno ja observado desde 1926 (De Jong et al. ! 1926), mediante pesquisas em
padrées de difracdo de raios X. A hidroxiapatita € capaz de favorecer e direcionar o
crescimento 06sseo para o0s locais onde ela se encontra (osseocondutor),
estabelecendo ligacbes de natureza quimica entre ela e o tecido Osseo
(bioatividade) e permitindo a proliferacéo de fibroblastos, macréfagos e osteoblastos,
entre outras células, para viabilizar a neoformacédo tecidual (Notodihardjo et al.'?
2012).

Autores como Dong et al.'® (2001), Cancian et al.*4 (2004), Cruz et al.1®> (2008)
e Xiong et al.'® (2015) assinalaram que h& um crescente aumento do nimero de
materiais ceramicos utilizados como biomateriais de substituicdo Ossea devido,
principalmente, as limitacbes dos enxertos 0sseos autdgenos (que podem ser
obtidos apenas em pequenas quantidades) e alégenos (por apresentarem riscos
antigénicos potenciais de transmissdo de doencas em cirurgias que envolvem
enxertia éssea). O material autbgeno é obtido de area doadora do proprio individuo;
0 alégeno, obtido de um individuo e enxertado em outro individuo da mesma espécie
(receptor); os xendgenos, obtidos de espécies diferentes do receptor, bovinos, por
exemplo, e, finalmente, os aloplasticos, que podem ser de natureza metdlica,
ceramica como a hidroxiapatita ou polimérica como o colageno e a quitosana.

Nos experimentos in vitro, procurou-se avaliar especialmente a citotoxicidade
do biomaterial, além de aferir o comportamento da superficie dos materiais na
presenca de fluidos corpéreos e/ou de substancias organicas, como proteinas e
enzimas (Kokubo, Kim, Kawashital’ 2003). Considerando a existéncia de um
controle cada vez mais rigoroso sobre o uso de animais de laboratério, surgiu a
necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a
toxicidade de dispositivos, principalmente aqueles de aplicacdo clinica, como os
biomateriais, que ndo devem causar reagdes adversas e nem lesar o organismo do

animal e obviamente do paciente. Nesse sentido, Rogero, Braga e Higa'® (1999)
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avaliaram in vitro a citotoxicidade de bioceramicas de fosfato de célcio através de
um método de contagem de células, usando cultura de células de ovéario de Hamster
em contato com extratos diluidos de bioceramicas. Os resultados mostraram que
entre pirofosfato de calcio, hidroxiapatita sintética e hidroxiapatita proveniente de
0sso de boi, apenas este ultimo apresentou efeito citotoxico. Diversas pesquisas,
com diferentes metodologias, estudaram in vitro a hidroxiapatita analisando suas
propriedades mecanicas e de biocompatibilidade (Li et al.l® 2008, Chen et al. %°
2012, Zhang et al.?* 2013).

Os ensaios in vivo realizados mediante a utilizacdo de diferentes espécies e
linhagens de animais de laboratério, principalmente em tecido conjuntivo subcutaneo
e em tecido Osseo, demonstraram que o0s biomateriais, particularmente os
compostos de fosfato de célcio, apresentaram um comportamento biocompativel por
nao ter havido, em geral, qualquer indicio de rejeicdo do implante de biomaterial ou
de excessiva reacdo inflamatéria (Greghi, Campos Junior?? 1994, Dong et al.'3 2001,
Cancian et al.}4 2004, Nishikawa et al.*® 2005, Cruz et al.'®> 2008, Santos et al.?®
2008, Jin et al.>* 2012, Hyeong-ho et al.?> 2012, Adam et al.?® 2014, Xiong et al.'®
2015).

As experimentacdes in vivo utilizando animais de laboratério predominam no
conjunto de estudos com biomateriais, geralmente identificadas como
experimentacfes basicas ou pré-clinicas. Estas investigacdes sdo necessarias nao
apenas visando futuras aplicacbes em humanos, mas pelo fato de proporcionarem
dados biologicos decisivos, especialmente sobre novos materiais para
especialidades odontolégicas como endodontia, periodontia, implantodontia e
cirurgia buco-maxilo-facial.

Da mesma forma, as pesquisas clinicas com hidroxiapatita incluindo
diferentes regiées do corpo humano (Puricelli?” 2002, Jensen,Terheyde?® 2009)
também demonstraram a capacidade osseocondutora da hidroxiapatita. Em geral a
hidroxiapatita, no tecido humano, particularmente a de conformacdo densa, tem
relacdo bioativa direta com o0 0sso, pouca reabsorcéo e as fibras coldgenas que se
formam em torno do biomaterial sé&o saudaveis e densas, apenas apresentando uma
orientacdo preferencialmente paralela a perpendicular (Oguchi et al. 2° 1995).

Esta pesquisa in vivo, realizada em ratas, especificamente em tecido

conjuntivo subcutaneo e em defeitos O0sseos em calvaria, mediante analise
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histomorfométrica, teve por objetivo analisar o comportamento bioldgico de duas
formas de hidroxiapatitas sintéticas desenvolvidas pelo departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, hidroxiapatita pura (HaP) e hidroxiapatita
com colageno (HaCol) e compara-las a uma hidroxiapatita ja existente no mercado -
Alobone® (Conz et al. 3! 2010).

A utilizacdo em nossa pesquisa do composto de hidroxiapatita pura mais
colageno (HaCol) apresentaria a vantagem de que os polimeros naturais como a
gelatina, o alginato e a quitosana podem minimizar tanto a toxicidade do biomaterial
em estado puro como a propria inflamacao crénica. Além disso, o colageno é um
polimero natural de alta biocompatibilidade, pouco irritante ao organismo e
facilmente biodegradavel (Zhao et al.3? 2015).

A escolha do Alobone® - HaAl- (Conz et al.3! 2010), como elemento de
comparacao, obedece ao fato de ser um biomaterial de facil aquisicédo e ja existente
no mercado brasileiro desde 2010. De acordo com 0s autores, trata-se de uma
hidroxiapatita pura, porosa e totalmente sintética (Conz, Granjeiro, Soares®® 2005
Conz et al.®! 2010), caracteristicas que a aproximam bastante do biomaterial
produzido pela UEPG. Outras hidroxiapatitas importadas, como o Bio-Oss®, ndo séo
sintéticas, mas de origem bovina (Polimeni, Xiropaidis, Wikesj634 2006). De outra
parte, a bibliografia sobre a hidroxiapatita Alobone® € bastante reduzida (Conz,
Granjeiro, Soares®? 2005, Almeida Mouréo et al.3® 2015, Bassols Machado et al. 3
2012, Dias et al.®” 2014), o que restringe os resultados sobre a sua
biocompatibilidade e capacidade de osseoconduc&o. Contudo, este material vem
sendo utilizado em seres humanos.

Assim, o0 objetivo desta pesquisa consistiu em avaliar in vivo dois novos
biomateriais de substituicdo 0ssea produzidos pelo Departamento de Quimica da
UEPG - hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com colageno — visando determinar a
sua biocompatibilidade em tecidos moles (conjuntivo subcutaneo de dorso de ratas)
e a sua capacidade de possibilitar a neoformacédo 6ssea, em defeitos criticos de 8

mm em calvaria de ratas.
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2 PROPOSICAO

2.1 Proposicéo geral

- Avaliar através de experimentos in vivo o comportamento biolégico —
biocompatibilidade - de duas novas hidroxiapatitas, como materiais de substituicao
0ssea, produzidas pelo Departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Ponta Grossa — UEPG

- Avaliar através de experimentos in vivo a capacidade osseocondutora de
duas hidroxiapatitias sintéticas, entendidas como materiais de substituicdo éssea,
produzidas pelo Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Ponta
Grossa — UEPG

2.2 Proposicdes especificas

Avaliar através de experimentos in vivo e mediante analise histomorfométrica
a biocompatibilidade de dois biomateriais, hidroxiapatitas sintéticas produzidas pela
UEPG, que foram implantadas em conjuntivo subcutaneo de dorso de 45 ratas da

espécie Wistar, divididas aleatoriamente em trés grupos de 15 animais.

Avaliar através de experimentos in vivo e mediante analise histomorfométrica
a capacidade osseocondutora e de neoformacdo dssea de dois biomateriais,
hidroxiapatitas sintéticas produzidas pela UEPG, que foram implantadas em defeitos

criticos de 8 mm em calvaria de 60 ratas.

Avaliar através de experimentos in vivo e mediante analise histomorfométrica,
tanto em conjuntivo de dorso de ratas como em calvaria de animais, as duas
hidroxiapatitas produzidas pela UEPG, em comparacdo com um terceiro biomaterial,
uma hidroxiapatita sintética ja utilizada no mercado brasileiro. Esta analise em tecido

0sseo inclui a utilizacéo de radiografias digitais de calvaria de ratas.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto desta pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica do Uso de
Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, UEPG, conforme Carta
de Aprovacao — Processo CEUA 22/2012, Protocolo UEPG, 08258/2012. (Anexo A).

Previamente a execucdo dos experimentos realizou-se um estudo piloto
visando determinar a anestesia ideal para os animais, desenvolver o treinamento
dos procedimentos cirargicos, incluindo a determinacdo completa de um protocolo

cirtrgico, com as etapas de eutanasias e biopsias.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no laboratério de Patologia
Bucal do Departamento de Odontologia da UEPG e as pecas biopsiadas foram
processadas e coradas no Laboratério de Patologia Médica da cidade de Ponta

Grossa, Parana — Rua Santos Dumont, 1436.

3.1 EXPERIMENTO 1 - Analise histomorfométrica das respostas bioldgicas
apos utilizacdo de hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com colageno:

estudo em conjuntivo subcutaneo de dorso de ratas.
3.1.1 Obtencéo e caracterizagdo dos biomateriais:

O po6 de hidroxiapatita foi obtido pelo método da precipitacdo, combinando
H3sPOa4 (Nuclear, P.A. 85%) ao Ca(OH)2 (Vetec, P.A. 95%), na razdo molar Ca/P de
1,67, em meio aquoso. Ao término da adi¢do da solucdo de &cido o pH foi ajustado
para 10, com NH4OH (Reatech, P.A. 28%). O precipitado foi envelhecido por 76 h,
filtrado a vacuo e o precipitado resultante de cada amostra foi seco em estufa a
temperatura de 100°C por 24 horas. Uma vez obtido o p6 de hidroxiapatita sintética
(HaP) o colageno bovino foi adicionado e solubilizado em agua, pelo método de
ultrassom por 1 hora e liofilizados: o resultado foi a obtencdo da hidroxiapatita com
colageno (HaCol). As amostras foram caracterizadas por difratometria de raios X
(DRX), microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG).
Abaixo, nas figuras 1 a 8, a caracterizacdo dos trés biomateriais (Ha pura; Ha
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Colageno e Ha Alobone) mediante microscopia eletrdnica de varredura com emissao
de campo (MEV-FEG) e difratometria de raios X (DRX).
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Figura 1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Hidroxiapatita Pura - HaP:

Em (A) composicdo quimica da hidroxiapatita, mapeamento da distribuicdo de elementos quimicos
por minerais; em (B) distribuicdo e porcentagem dos elementos quimicos constituintes; em (C),
micrografia do MEV mostrando a forma esferoide e microparticulada do biomaterial e com grandes
aglomerados.
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Figura 2. Superficie de eletrodiposi¢cdes do MEV e o espectro do EDS.

Hidroxiapatita Pura - HaP:

Em (A) micrografia do MEV (eletrodisposi¢cdes). Em (B) EDS - Energy dispersive X-ray
spectroscopy da mesma amostra, mostrando a identificacdo dos elementos e a sua

concentracao.
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Figura 3. Difratograma originado de difratometria de raios-X. Hidroxiapatita Pura - HaP:

A difracédo de raios-X do p6 mineralizado usa o difratbmetro para a caracterizacdo espacial de
atomos que tem formas cristalinas. Mostra a distribuicdo de fases e os campos de tensdo. A
difracéo significa o espalhamento ou dispersdo de fotons da radiacdo eletromagnética causada
pela radiagdo de raios-X sobre os atomos do biomaterial (objeto difrator). A obtengéo
experimental da estrutura cristalina de um material conhecido (picos caracteristicos) pode
diferencia-lo de um desconhecido.
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Figura 4. Hidroxiapatita com coldgeno - HaCol: Em (A) e (B), hidroxiapatita com colageno. Em (C),
micrografia do MEV.
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Figura 5. Hidroxiapatita com colageno - HaCol: Em (A) micrografia do MEV. Em (B) EDS - Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy, da mesma amostra.
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Figura 6. Hidroxiapatita Comercial - HaAlobone: Em (A) e (B) a composicdo da hidroxiapatita. Em
(C), micrografia do MEV.
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mesma amostra.
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Figura 8. Difragdo de Raios X do biomaterial comercial - HaAlobone®.

Este material apresentou na sua composi¢do uma Fase Gama, onde ndo se observou a Hidroxila (OH);
apenas Ca2P20y, fosfato de célcio. Esta alteragdo apareceu em torno de 32 graus da escala de 0 a 100
e representou menos do que 10% desta hidroxiapatita. Contudo, ndo trouxe alteracdo nos resultados.

3.1.2 Andlise da biocompatibilidade:

Esta pesquisa em conjuntivo subcutaneo de dorso de ratas utilizou 45 animais
(N=45) nos quais se implantou trés biomateriais diferentes: hidroxiapatita pura —
Uepg (Hap); hidroxiapatita-colageno — UEPG (HaCol) e hidroxiapatita comercial do
tipo Alobone — Osseocon® - (HaAl). Os animais foram obtidos a partir de reproducéo
controlada pelo biotério da UEPG, espécie rattus norvegicus albinus, da variedade
wistar. A idade dos animais oscilou em torno de 3 meses, com pesos corpéreos
variando entre 250 a 300 gramas e divididos aleatoriamente para compor 0s
diferentes grupos. Os animais foram sacrificados nos periodos de 7, 15 e 30 dias
para verificagdo do comportamento biologico dos tecidos e células em torno dos

biomateriais implantados (ver Esquema 1).
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3.1.3 Procedimento cirurgico e cuidados pds-operatorios

Utilizaram-se 45 ratas. Os animais foram divididos nos seguintes grupos (15
para cada grupo): Grupo 1: Hidroxiapatita pura — Uepg; Grupo 2: Hidroxiapatita com
colageno - Uepg e Grupo 3:. Hidroxiapatita comercial Alobone. Subdividiu-se esses

trés grupos em trés tempos para analise do material implantado (7, 15 e 30 dias),

5 07 DIAS

- . B i)
et PUI’O Svieriiie B 15 DIAS
: N 5.............30 DIAS

- ;
!" e ' 5.ceeeennn.07 DIAS

P 15 / e B 15 DIAS
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- ~ ‘

45 Ratas

5 07 DIAS
15 DIAS

BN \|obone R -
5 30 DIAS

Esquema 1: Os 45 animais da pesquisa foram divididos em 3 grupos, com 15 animais em cada. Os
grupos foram divididos em trés subgrupos de tempo (07, 15 e 30 dias), com 5 animais (n=5) em cada
subgrupo.

S

Os animais foram submetidos a anestesia geral intraperitoneal (IP), Figura, 9,
utilizando o anestésico Ketamina, 100mg/mL (Anestésico geral injetavel, a base de
Cloridrato de ketamina 1,16 g; 10 mL, Ceva Brasil®), mediante diluicdo de 3,75mL
desta solugdo de Ketamina associada ao relaxante muscular Xilazina, 100mg/mL
(Xilazina, 200mg., miorelaxante; frasco de 10 ml, uso veterinario, importado, Hertape
Calier®), na proporcéo de 0,5ml de Xilazina diluido em 5,75mL de agua destilada. A
administracdo em cada animal foi de 0,2 mL para cada 100g de peso. A Ketamina
associada a Xilazina produziu nos animais anestesia e sedagdo por tempo habil
entre 30 e 40 minutos. (Mezadri, Tomaz38 2004).


http://www.shoppingdocampo.com.br/hertape-calier-f67
http://www.shoppingdocampo.com.br/hertape-calier-f67
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Figura 9: Anestesia geral intraperitoneal (IP) de um Rattus norvegicus albinus, da variedade
Wistar, com idade aproximada de trés meses e peso entre 250 a 300 gramas.

Cada animal recebeu a implantagcdo do biomaterial num dos lados do dorso
(lado experimental) e apenas uma ferida cirdrgica no outro (lado controle);
recolhendo-se duas amostras por animal (10 amostras — 5 experimental e 5

controles.) (Esquema 2).

el 07 DIAS

G FUPO S 15 DIAS

(Pura, Coldgeno e Alobone ) AR - N— 30 DIAS
: _.--+> 10 Amostras............. 07 DIAS
R— i 10 AMOSHGS. oo 15 DIAS
Tt 10 Amostras............. 30 DIAS

Esquema 02: Cada animal recebeu o tratamento nos dois lados do dorso, resultando em duas
amostras por animal, experimental e controle. Assim, cada grupo apresentou cinco animais por tempo
operat6rio, resultando em 10 amostras por tempo operatério (7, 15 e 30 dias) em cada grupo.
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ApGs a anestesia procedeu-se a tricotomia com aparelho elétrico (maquina
aparadora de barba e cabelo) da regido dorsal (Figura 10) e antissepsia (solucéo

topica de PVPI, iodopovidona a 10 %, frasco de 100 ml; fabricante Geyer®) (Figura
11)

Figura 10: Os animais foram submetidos Figural1l: Os animais receberam

a tricotomia na regido dorsal selecionada procedimentos de antissepsia na regiao

como a area a ser incisada. tricotomizada mediante solugdo tdpica de
PVPI 10%.

A incisdo e divulsdo foram realizadas por meio de uma tesoura de ponta
romba Metzenbaum-14 Duflex® (SS White, Brasil). A incis&o inicial longitudinal
retilinea foi realizada na linha sagital mediana no terco médio do dorso (Figura 12). A

ferida cirdrgica realizada no dorso evita a irritagdo por contato e o autocanibalismo.
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Figura 12: A inciséo e divulséo foram realizadas por meio de uma tesoura de
ponta romba, na linha sagital mediana no ter¢co médio do dorso, com cerca de
18 mm de extenséo (comprimento) e 15 mm de largura (profundidade).

A divulséo, realizada no lado direito como do esquerdo, apresentou medidas
de aproximadamente 18mm de extensdo com 15mm de largura. Do lado esquerdo
colocou-sem o biomaterial e do lado direito se realizou apenas uma divulsdo. Os
animais nao apresentaram sangramento ou qualquer outra condi¢cdo sistémica que
pudesse descartd-los da pesquisa. Para a colocacdo do biomaterial utilizaram-se
porta-amalgamas de metal esterilizados (Golgran)® (ver Figura 13). Os biomateriais
foram previamente hidratados com soro fisiolégico em um pote de Dapen. As
hidroxiapatitas tiveram peso padrdo de 0,3 g (apés hidratacdo) de maneira que a
quantidade de material implantado seja a mesma em todos os animais. Apos a
colocacdo dos biomateriais realizaram-se suturas interrompidas no dorso do animal
com fio de seda preta n° 3.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, S&do Paulo, SP, Brasil),

visando uma cicatrizagao por primeira intencéo (ver Figura 14).
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Figura 13: Para a colocacdo do biomaterial Figura 14: Animais ja suturados no dorso
utilizaram-se porta-amalgamas de metal de com fio de seda iniciam a recuperagéo em
maneira a depositar o material no conjuntivo gaiolas especificas.

subcutaneo do dorso do animal.

Apdbs os procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam analgésico e anti-
inflamatorio cetoprofeno injetdvel dose Unica na proporcdo de 2mg/kg e foram
colocados em gaiolas especificas (expostos a pouca luz), para a recuperacdo da
anestesia. A temperatura do ambiente do pds-operatério imediato oscilou entre 27 a
30°C para evitar a hipotermia. O consumo de agua imediato foi monitorado evitando-
se a desidratagcdo. Nos dias subsequentes a alimentacdo foi normal e a
administrac@o de agua foi ad libitum. N&o se verificou nenhum Obito pds-operatorio

dos animais.

3.1.4 Obtencéo das bidpsias e preparo histotécnico:

Os animais (15 por cada periodo de tempo) foram sacrificados contando a
partir do pos-operatdrio imediato em 7, 15 e 30 dias. Utilizou-se dose excessiva de
isofluorano, frasco com 240 mL (solugéo para inalagdo indicado em humanos para a
inducdo e manutencao da anestesia geral). Sob efeito do isofluorano cada animal foi
submetido a manobra de deslocamento cervical com barra de metal visando causar
definitivamente a eutanasia. Foram observadas no dorso do animal as marcas da
sutura o que facilitou a remocgé&o da biopsia do local exato. As bidpsias no dorso do

animal seguiram a rotina de: tricotomia e incisdo com auxilio de uma tesoura de
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ponta romba Metzenbaum-14 A, para remocéo de toda a &rea de pele e submucosa
conjuntiva com o biomaterial (hidroxiapatita), incluindo a parte do dorso que recebeu
apenas incisédo e divulsao (controle). Foi marcado com tinta nanquim o lado correto
da peca para orientar o corte com o micrétomo. As bidpsias foram fixadas em formol

4% tamponado durante 48 horas.

3.1.5 Procedimento histotécnico e Analise histomorfométrica:

As pecas foram submetidas ao procedimento histotécnico padrdo para a
coloracdo de hematoxilina e eosina. Colocacdo da peca em bloco de parafina para
gue o corte pelo micrétomo (em torno de 5 a 7 um de espessura) corresponda tanto
ao biomaterial hidroxiapatita (experimental) como a area de divulsao cirtrgica do
dorso (controle). As cinco laminas do grupo experimental foram analisadas (por um
unico profissional, previamente calibrado pela utilizacdo do Kappa) realizando uma
analise descritiva e semi-quantitativa considerando parametros representativos do
processo de reparo, tais como: infiltrado inflamatorio, predominancia de determinado
tipo de célula inflamatéria e sinais de reparo do tecido conjuntivo. As referéncias
numeéricas de correspondéncia adotadas para a presenca ou a auséncia desses
parametros foram: 0 = Ausente: sem infiltrado de células inflamatérias. 1 = Leve:
células inflamatérias espalhadas, sem alteracfes de tecido. 2 = Moderada: infiltracdo
focal de células inflamatérias com alteracdes do tecido, mas sem necrose. 3 =
Severa: profusa e intensa infiltracdo de células inflamatérias com ou sem formacéo
de abcessos. (Modificado a partir de Zaazou et al. 3° 2013).

Para analisar os resultados utilizaram-se cinco laminas coradas por HE, para
cada grupo experimental e para cada tempo pds-operatério (7, 15 e 30 dias). As
fotografias das laminas foram feitas no laboratorio de Patologia Bucal do
Departamento de Odontologia da UEPG em lente 40x visando uniformizar as

imagens.

3.1.6 Anéalise estatistica:

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com o teste de Dunn (comparacbes mdultiplas) para estudar a
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resposta do tecido subcutdneo aos diferentes biomateriais. A andlise estatistica foi
realizada usando o sistema de Estatisticas IBM® SPSS® (SPSS Inc., IBM
Corporation, NY, EUA) Verséo 21 para Windows. Quanto aos niveis de significancia
observados, como indicado por um asterisco nas figuras, foram consideradas
estatisticamente significativas a relagdao p<0,05. Em nossa pesquisa, utilizou-se
também o indice kappa. O indice kappa é frequentemente utilizado para confirmar

um grau adequado de concordancia do examinador (Hefti, Preshaw?® 2012).

3.2 EXPERIMENTO 2 - Analise histomorfométrica das respostas biologicas
apos utilizacdo de hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com colageno:

estudo em modelo de defeito critico em calvaria de ratas

Esta pesquisa analisou o comportamento bioldgico de duas formas de
hidroxiapatita desenvolvidas pelo departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Ponta Grossa — UEPG; hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com
coldgeno e efetuou uma comparagcdo com uma hidroxiapatita ja existente no
mercado brasileiro - Alobone®. O estudo foi realizado em calvaria de ratas,

utilizando o modelo de defeito critico (‘critical size defects - CSD’).

Como ja foi explicitado na pesquisa anterior, para a obtencdo das
hidroxiapatitas utilizou-se a técnica da precipitacdo aquosa ou por via umida
empregando precursores de célcio e fésforo com controle sistemético da
temperatura e do pH da solucdo. O po6 precipitado resultou numa hidroxiapatita
cristalina, nanoparticulada e estequiométrica.

Nesta pesquisa utilizaram-se 60 ratas divididas em quatro grupos (ver
Esquema 3). Foram colocados trés tipos de materiais na calvaria de 45 ratas: Ha-
pura, Ha-com colageno e um material utilizado no mercado Ha-Alobone (Alobone —
Osseocon®). Do grupo de 15 animais, 5 faziam parte de cada tipo de biomaterial
(n=5). Outro grupo de 15 animais serviu como controle da pesquisa e nos quais nao

se utilizou biomateriais.

Os animais foram obtidos a partir de reproducdo controlada pelo biotério da

UEPG, espécie rattus norvegicus albinus, da variedade wistar. A idade dos animais
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oscilou em torno de 3 meses, com pesos corpdreos variando entre 250 a 300
gramas e divididos aleatoriamente para compor os diferentes grupos. Esta pesquisa
seguiu os mesmos padrées de anestesia e tratamento dos animais para analise de
biocompatibilidade realizados em conjuntivo de dorso de ratas e ja descrito

anteriormente.

sl 07 DIAS
e 5ern 15 DIAS
S s B 30 DIAS

B 07 DIAS
5.......15DIAS
S — 30 DIAS
. T W— 07 DIAS
. - s v B s T 5IDIAS
60 Ratas 1 O B 30 DIAS
: i i 07 DIAS
18 B 15 DIAS
--------- Controle %
S, B 30 DIAS

Esquema 3: Os 60 animais da pesquisa foram divididos em 4 grupos, com 15 animais em cada. Os
grupos foram divididos em trés subgrupos de tempo (07, 15 e 30 dias), com 5 animais em cada (n=5).

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no laboratorio de Patologia
Bucal do Departamento de Odontologia da Uepg e as pecas biopsiadas foram
processadas e coradas no Laboratério de Patologia Médica da cidade de Ponta
Grossa. Previamente a execucao do experimento realizou-se também um estudo
piloto como no Experimento 1.



33

3.2.1 Procedimentos cirurgicos e cuidados pos-operatorios:

Este estudo utilizou 60 ratas (N = 60), no qual foram implantados trés
biomateriais diferentes: hidroxiapatita pura - UEPG; hidroxiapatita-colageno —
UEPG; e comercial com hidroxiapatita (Alobone®). Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos de tratamento, cada grupo com 15 animais:
Grupo 1 — Hidroxiapatita pura (HaP); Grupo 2 Hidroxiapatita com colageno (HaCol)
e Grupo 3 Hidroxiapatita comercial Alobone®. O Grupo controle, com 15 animais,
nao recebeu a implantacdo de nenhum tipo de biomaterial, apenas utilizou-se

membrana de colageno - Helitape® (Brunel et al.#! 1996, Wang et al.*? 2016).

AplOs a anestesia geral intraperitoneal realizou-se a tricotomia da regido
fronto-parietal da cabeca do animal com aparelho elétrico de barbear (Figura 15) e
assepsia local mediante Povidona-iodo — 10%. Utilizando um formato triangular
(Figura 16) realizou-se uma incisdo mucoperiostal, com uma lamina de bisturi n°15,
na calvaria do rato e com auxilio de um periostdmo de Molt e cinzel de Oshsenbein
n°l (SSWHITE), os retalhos de espessura total foram obtidos expondo amplamente
a cortical 0ssea da regido. Utilizando-se um Motor de Implante Driller Smart
CirGrgico mais Contra Angulo 20:1, realizou-se em cada um dos animais um defeito
critico de 8mm na calvaria (Critical Size Defects — CSD — Schmitz, Hollinger*3, 1986)
mediante broca de trefina de 8mm de diametro (marca Medin® fabricada em aco
inox, comprimento de 20 mm; marcacéo de 8mm) - Figuras 17, 18 e 19.



34

. , ) ) ) Figura 16: Delimitagdo com lapis da area
Figura 15: ApGs a anestesia geral intraperitoneal tiangular e colocacdo de pequenas

realizou-se a tricotomia da regido fronto-parietal. quantidades de anestésico no tecido para
hemostasia local.

Figura 17: Retalho total triangular e inicio Figura 18: Defeito 6sseo critico em calvaria realizado
da osteotomia mediante broca de trefina com trefina em fase de concluséo.
de 8mm de didmetro.
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A dura-méater em todos os animais foi obrigatoriamente mantida integra
(Figura 20). Um dos resultados positivos desta condi¢éo foi a auséncia de animais
mortos durante a experiéncia. Apos a remocao das tabuas corticais, interna e
externa (Figura 26), os defeitos criticos com 8,0 mm de diametro foram preenchidos
apenas com coagulo (para o grupo controle), enquanto nos grupos experimentais 0s
defeitos foram preenchidos com os biomateriais, contendo um peso de 0,30mg

(Figura 22). Utilizou-se como barreira fisica uma membrana de colageno (HeliTape®

Absorbable Collagen Wound Dressing) — Figura 21.

Figura 19: Defeito 6sseo em calvaria realizado com  Figura 20: Defeito 6sseo concluido. Ver a dura-mater

trefina. Este procedimento é executado sob intensa  intacta sob o defeito 6sseo. A leséo e hemorragia da
irrigacdo com soro fisioldgico. dura-méter pode levar facilmente o animal ao 6bito.

Figura 21. A barreira fisica colocada sobre o defeito critico consistiu de uma membrana
de colageno reabsorvivel - Heli Tape ® que cobriu completamente o biomaterial e o
defeito dsseo.
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Figura 22. As hidroxiapatitas hidratadas de Figura 23. Colocacdo de membrana de

0,30 mg colocadas no defeito critico. colageno HeliTape® (Absorbable
Collagen Wound Dressing) sobre o
biomaterial e cobrindo todo o defeito.

Apés a colocacdo dos biomateriais (Figura 22), previamente hidratada com
solucdo salina em pote Dapen, foi colocada a membrana de coladgeno HeliTape®
(Absorbable Collagen Wound Dressing) (Figura 23), com uma medida de 11x12 mm
de maneira a recobrir completamente o defeito 6sseo de 8 mm (Brunel et al. #
1996). Os retalhos, a seguir, foram reposicionados e suturados (Figuras 24 e 25)
com fio de seda preta n° 3-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, S&o Paulo, SP, Brasil).
Os animais ndo apresentaram sangramento na regido da dura-mater ou qualquer

outra condigéo sistémica que pudesse descarta-los da pesquisa.
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Figura 24. Técnica da sutura com fio de seda Figura 25. Sutura concluida. Observa-se a intensa
utilizada para a fixagdo do retalho total. A primeira irrigacdo e lavagem da regido operada para evitar
fixagdo € realizada no vértice anterior e o fio que os animais exalem odor a sangue.

passando sobre a membrana

Figura 26. Tabuas 6sseas corticais de 8 milimetros de didmetro removidas da
calvaria de ratas mediante osteotomia com broca trefina. Num dos lados
(anverso) se observa o peridsteo, que contata com a pele do animal e no outro
(reverso) o endésteo, que contata com a dura-mater.
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ApGs os procedimentos cirdrgicos, 0os animais receberam analgésico e anti-
inflamatoério cetoprofeno injetavel dose Unica na proporcdo de 2mg/kg e foram
colocados em gaiolas especificas (de 5 animais em cada) e expostos a pouca luz,
para a recuperacdo da anestesia. A temperatura do ambiente do pds-operatorio
imediato oscilou entre 27 a 30°C para evitar a hipotermia. O consumo de agua
imediato foi monitorado evitando-se a desidratacdo. Nos dias subsequentes a
alimentacdo foi normal e a administragdo de agua foi ad libitum. N&o se verificou

nenhum Obito pos-operatorio dos animais.

3.2.2 Obtencao das bidpsias e preparo histotécnico

Os animais (15 por cada periodo de tempo) foram sacrificados, contando a
partir do término do pdés-operatério imediato, em 7, 15 e 30 dias, mediante dose
excessiva de isofluorano (solucdo para inalacdo indicado em humanos para a
inducdo e manutencdo da anestesia geral - frasco com 240 ml). Sob efeito do
isofluorano cada animal foi submetido a manobra de deslocamento cervical com
barra de metal visando causar definitivamente a eutanasia. A seguir as biopsias da
calvaria dos animais seguiram a rotina de: tricotomia, inciséo inicial profunda com
lamina de bisturi no. 15 e remoc¢éo da calota craniana com serra circular de aco
inoxidavel de 16 mm de didmetro (Figuras 27 e 28). As bidpsias foram fixadas em
formol 4% tamponado durante 48 horas. Posteriormente as biopsias de calvaria de
ratas foram submetidas a descalcificacdo com EDTA a 7% em agua destilada por
um tempo de 21 dias; o EDTA, substancia quelante, tem sido o agente
descalcificador mais utilizado, atuando na captura de ions célcio da camada externa

do cristal de apatita — Figura 29 (Carvalho et al. 4 2008).
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Figura 27. Biopsia de calvéaria de Figura 28. A mesma bidpsia,

rata onde se observa a pele do mas do lado interno; o

animal e, portanto, corresponde a endosteo da cortical Ossea

parte do peridsteo (anverso). (reverso); que contata com a
dura-maéter.

Figura 29. Tecido biopsiado e
submetido a descalcificagdo por 21 dias,
mediante a¢do do EDTA a 7% em agua

destilada.
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3.2.3 Procedimento histotécnico e Anélise histomorfométrica:

As pecas foram submetidas ao procedimento histotécnico padrédo para a
coloracdo com hematoxilina e eosina. Colocacéo da peca em bloco de parafina para
que o corte pelo micrétomo (em torno de 5 a 7 ym de espessura). As laminas foram
analisadas (por um unico profissional, calibrado pelo método kappa para avaliar o
nivel de concordancia) realizando uma analise descritiva e semi-quantitativa
considerando parametros representativos do processo de reparo, tais como:
infiltrado inflamatorio, predominéncia de determinado tipo de célula inflamatéria e
sinais de reparo 0sseo. Os referenciais numéricos de correlacdo adotados quanto a
presenca ou auséncia daqueles parametros foram as seguintes: reparo do tecido
conjuntivo (presenca de fibras colagenas) e resposta inflamatéria (predominéancia de
determinado tipo de célula): O=ausente; 1=discreto; 2=moderado; 3=intenso
(Mendonca et al.#® 2007). Para analisar os resultados utilizaram-se trés laminas
coradas por HE, por cada animal, incluidos dentro dos quatro grupos experimentais
(20 animais) e para cada tempo pds-operatoério (7, 15 e 30 dias). Dos 4 grupos que
correspondem ao tempo de 7 dias, por exemplo, cada grupo teve 12 laminas,
chegando ao total a 60 laminas, nesse periodo. As fotografias das laminas foram

feitas em lente 40x visando uniformizar as imagens.

3.2.4 Andlise radiogréfica

Os procedimentos de analise das radiografias foram realizados da seguinte
maneira: ap0s a eutanasia e a remoc¢do das calvarias dos animais e antes da
descalcificacdo das pecas, procedeu-se as tomadas radiograficas de todas as pecas
dos quatro grupos estudados (Controle, HaP; HaCol; HaAl). Consideraram-se 0s
tempos diferentes das eutanasias, 7, 15 e 30 dias. De um total de 20 radiografias
(oriundas de 4 grupos de 5 animais) por cada tempo de eutanasia (7 dias, por
exemplo), escolheram-se 3 radiografias, completando 12 radiografias. Nos trés
tempos de eutanasia obtiveram-se 36 radiografias.

As imagens radiograficas foram obtidas utilizando um aparelho radiografico
odontologico (70 kVp, 7mA; Gendex 770, Gendex Corporation, Des Plaines, IL,
EUA), durante 0,1 s e filme de raios-X de ultravelocidade Kodak nimero 2 (Eastman
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Kodak Company, Rochester, Nova lorque, EUA). Todas as pegas — calvarias dos 3
grupos nos quais se implantou biomateriais e mais o grupo controle sem
biomateriais - foram posicionadas perpendicularmente ao feixe de raios X dentral
(utilizou-se um posicionador), radiografadas a uma distancia fixa, ajustada de 10 cm
entre o tubo do aparelho de raios X e a superficie externa das calvarias. As
radiografias foram trabalhadas num processador automético de pelicula dentaria (A /
T 2000, Air Techniques, Hicksville, NY, EUA). As radiografias (filmes analdgicos)
foram transformados em imagens digitalizadas usando um scanner de filme (620ST
AcerScan, San José, CA, EUA) em 1200 dpi, que foi conectado a um PC padrao,
onde se observou cada uma das imagens (Pryor et al.*® 2006). As imagens foram
armazenadas no TIFF (Tagged Image File Format) sem compressao (Spin-Neto et
al.#” 2012). Em nossa pesquisa foi realizado o delineamento do defeito 6sseo critico
(‘critical size defects’) com um circulo (‘marked with circle’), da mesma forma como
foi desenvolvido em radiografias de calvaria de ratos por Roh et al. 48 (2016).

Para analisar as imagens histolégicas e as radioldgicas visando determinar
uma correlacdo entre ambas selecionaram-se aleatoriamente 7 cortes histologicos e
7 imagens radiogréaficas extraidas dos grupos experimentais (HaP, HaCol e HaAl),
nos trés tempos estudados: 7, 15 e 30 dias.

Os escores utilizados foram o0s seguintes: escores histolégicos, que
considerou fibras colagenas e infiltrado inflamatorio (0 = Ausente; 1 = Discreto; 2 =
Moderado; 3 = Intenso), de acordo com Mendonga et al. 2007%°. Os escores
radiologicos do defeito ésseo (0= sem fechamento; 1= Fechamento parcial; 2=
Fechamento completo), de acordo com Pryor et al.*¢ (2006).

Utilizou-se o Coeficiente de correlagdo de Spearman (ver Tabela 1 — Artigo 2).
Um mesmo observador analisou as imagens, as mesmas ja utilizadas no sistema
Kappa (Hefti, Preshaw*® 2012) da andlise histol6gica, para distinguir tecidos

mineralizados e ndo-mineralizados.
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3.2.5 Anélise estatistica

3.2.5.1 Analise histomorfométrica:

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com o teste de Dunn (comparacdes multiplas) para estudar a
resposta do tecido subcutdneo aos diferentes biomateriais. A analise estatistica foi
realizada usando o sistema de Estatisticas IBM® SPSS® (SPSS Inc., IBM
Corporation, NY, EUA) Verséo 21 para Windows. Quanto aos niveis de significancia
observados, como indicado por um asterisco nas figuras, foram consideradas
estatisticamente significativas a relagcao p<0,05. Em nossa pesquisa, utilizou-se

também o indice kappa.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biological responses resulting from
the implantation of two types of experimental hydroxyapatite — pure Ha (HaP) and Ha
with collagen (HaCol) and compare them with a third type HaAlobone (commercial) —
on subcutaneous dorsal tissue of female rats. Forty-five animals were used (15 in
each group) which were sacrificed 7, 15 and 30 days after operation. The specimens
were fixed, stained with hematoxylin and eosin and then evaluated for inflammatory
reactions with a light microscope. The three experimental groups showed high
inflammatory response after 7 days, however, without necrosis. The inflammatory
response was seen to decrease sharply after 15 days. After 30 days, the foreign
body reactions were seen to decrease significantly and an organized collagen tissue
was observed, which formed a fibrous capsule around the biomaterial. The results
showed that the types of hydroxyapatite tested — HaP and HaCol - are
biocompatible. When compared with the commercially available hydroxyapatite,
these new biomaterials showed similar biocompatibility performance. Comparing HaP

to HaCol there were no significant differences regarding biocompatibility.

KEYWORDS

Hydroxyapatite, Biocompatibility, Subcutaneous implantation.
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INTRODUCTION

Bioresorbable materials as porous hydroxyapatite (Hap) - Caio(PO4)s(OH)2 - have
been clinically applied as bioactive materials and to substitute hard tissues in several
medical specialty fields because of excellent biocompatibility and osteoconduction (1,
2). In recent years, orthopedists and oral surgeons have required the high capability
of commercial Hap products for biomaterials, such as improvement of bio-absorption
at implanted regions and early incorporation into the bio-metabolic system (3).
Porous hydroxyapatite should present the following requirements for the formation of
a suitable osteoconductive scaffold in bone regeneration: biocompatibility;
osteoconductivity; interconnected porous structures; mechanical strength and
biodegradability. These factors are required for an appropriate strategy to deal with a
type of bone tissue engineering called "porous osteoconductive scaffold”, which

operates in combination with osteoinductive and osteogenic molecules or cells (4, 5).

Numerous biocompatible, biodegradable polymers are now available for both
experimental and clinical use. A material is considered biocompatible when it does
not produce harmful reactions or toxic elements in the tissues around it or adverse
systemic reactions as the result of elements, ions and/or compounds that it releases
(6). In addition, it should be free of potentially sensitizing agents which might result in
an allergenic response, and should not present any carcinogenic potential (7). An
adverse reaction might result from the material toxicity. Therefore, toxicity can be
considered one reason for the nonbiocompatibility of some material. The material
toxicity can be evaluated by carrying out in vitro tests, experiments with animals and

clinical tests (8).
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Biocompatibility reflects the nature and degree of interaction between biomaterials
and host tissues and is one of the critical concerns in biomaterials research.
Subcutaneous implantation of scaffold is the initial step in order to determine its
biocompatibility (9). Subcutaneous implantation of hydroxyapatite and other synthetic
materials has been widely used in previous studies to examine its biocompatibility
(10, 12).

Nanotechnology, also known as molecular nanotechnology or molecular engineering,
is the production of functional materials and structures in the range of 0.1 to 100
nanometers — the nanoscale — through various physical or chemical methods. The
intense interest in the use of nanomaterials originates in the idea that they can be
used to manipulate the structure of materials and provide dramatic improvement to
the electrical, chemical, mechanical and optical properties (5, 12).

The synthetic biomaterial used in our research (HaP and HaCol) was also a
nanocrystalline hydroxyapatite (nHAp) with a particle size smaller than 50 nm. This
research analyzed the biological behavior of these two types of hydroxyapatite
developed by the Chemistry Department of the State University of Ponta Grossa
(UEPG), i.e. pure hydroxyapatite (HaP) and hydroxyapatite with collagen — HaCol. A
third type of hydroxyapatite (HaAlobone) (13, 14) was included in this study because
this is a material that has been commercialized in the Brazilian biomaterial market
and mainly because it has been applied to humans. It seems relevant to emphasize
the scarcity of in vitro, in vivo or clinical research on this type of biomaterial which is
already commercially available. The present study was performed on the dorsal

subcutaneous connective tissue of rats using histomorphometric analysis.
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MATERIALS AND METHODS

Obtaining and characterizing the biomaterial:

The hydroxyapatite powder was obtained by the precipitation method, combining
H3sPOa4 (Nuclear P.A. 85%) with Ca(OH)2 (Vetec, P.A. 95%) at a molar Ca/P ratio of
1.67 in an aqueous medium. After the acid solution was added the pH was adjusted
to 10 with NH4OH (Reatech, P.A. 28%). The precipitate was aged for 76 h, filtered
under vacuum and the resultant precipitate of each sample was dried in an oven at
100 °C for 24 hours. The hydroxyapatite obtained by this method had a
nanocomposite structure (particles) and an average below 50 nm, whereas the
particle agglomerates had an average that ranged from 6 to 9 micrometers. Other
authors used mechanical methods to obtain a similar nanocrystalline hydroxyapatite
with crystallite size in the range of 22 nm to 39 nm (15). In the present research
bovine collagen was added and solubilized in water by the ultrasound method for one
hour and then lyophilized (HaCol). The samples were characterized by X-ray
diffraction (XRD) and scanning electron microscopy with field emission (FEG-SEM).
The characterization of the three biomaterials by scanning electron microscopy with
field emission (FEG-SEM) and XRD is shown below (Figure 1 to 3 HaP; figure 4 to 5

HaCol and figure 6 to 8, HaAlobone).

Analysis of biocompatability:

This study used 45 female rats, in which the following three different biomaterials
were implanted: pure hydroxyapatite (HaP) - UEPG; hydroxyapatite-collagen (HaCol)
— UEPG; and commercial hydroxyapatite (Alobone® Osseocon Biomaterials, Rio de

Janeiro, Brazil). The animals were obtained from controlled reproduction at the
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vivarium of UEPG. The rats were of the rattus norvegicus albinus species and the
Wistar variety. The animals were aged around three months and their body weight
ranged from 250 to 300 grams. They were randomly distributed in different groups.
The animals were sacrificed (each group, n = 15 - where each of the three materials
were implanted in five animals) at 7, 15 and 30 days to verify the biological behavior
of the tissues and cells around the implanted biomaterial. The surgical procedures
were performed at the Oral Pathology Laboratory of the Department of Dentistry at
UEPG and the biopsied specimens were processed and stained at the Medical
Pathology Laboratory of the city of Ponta Grossa. The research project was
approved by the Ethics Committee on Animal Use at the Ponta Grossa State
University (UEPG) in accordance with Process CEUA 22/2012, UEPG Protocol,
08258/2012. A pilot study was performed prior to the experiment to determine the
ideal anaesthetic for the animals, to practice the surgical procedures, and to
determine the surgical protocol, including biopsies; in order to minimize animal

suffering.

Surgical procedure and post-operative care:

The animals underwent general anesthesia intraperitoneally (IP) using 100 mg/ml
ketamine, (injectable general anesthetic based on 1.16 g hydrochloride ketamine, 10
ml, Ceva Brasil®) by dilution of 3.75 ml of this ketamine solution together with the
muscle relaxant xylazine, 100 mg/ml (xylazine, 200mg; 10 ml bottle, veterinary use,
imported, Hertape Calier®), at a ratio of 0.5 ml of xylazine diluted in 5.75 ml of
distilled water. Each animal was administered with 0.2 ml per 100 g weight. The use
of ketamine together with xylazine produced anesthesia and sedation in the animals

within 30-40 minutes (16).
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Forty-five rats were used in the experiments and each one received a submucosal
incision for the placement of the biomaterial (on the right side of the animal) and
another incision, starting from the first (left side of the animal). The control consisted
only of a subcutaneous dorsal avulsion (left side of the animal). The animals were
divided into the following groups: (n = 15 for each group): Group 1: pure
hydroxyapatite - HaP; Group 2: hydroxyapatite with collagen — HaCol; and Group 3,
commercial hydroxyapatite HaAlobone®. The surgical wound on the dorsal area was

used to prevent irritation by contact and auto-cannibalism.

After anesthesia, trichotomy was performed using an electrical appliance (a
hair/beard trimmer) in the dorsal region as well as antisepsis (topical solution of 10%
PVP, 100 ml flask; Geyer® manufacturer). The incision and avulsion were performed
using Metzenbaum Duflex® 14 scissors with a blunt tip (SS White, Rio de Janeiro,
Brazil). The initial incision was made in the median sagittal line in the middle third of
the back and it measured approximately 15 mm. The avulsion, which was performed
on the right side in the same manner as on the left side, was approximately 18 mm in
length and 15 mm wide (Figure 9). The animals showed no bleeding or any other
systemic condition that might exclude them from the study. A metal-amalgam port
(Golgran®, Séo Paulo, Brazil) was used for the placement of the biomaterials with a
uniform internal depth so that the amount of implanted material in the submucosa
was the same for all the animals (0.3 grams). The hydroxyapatite was previously
hydrated with saline solution. After the placement of the biomaterials, interrupted
sutures were used on the animal's back with No. 3 black silk thread (Ethicon,
Johnson & Johnson, S&o Paulo, SP, Brazil) so that the healing occurred by first

intention.
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After the surgical procedures, the animals received analgesic and anti-inflammatory
ketoprofen (IP) that was injected in a single dose at a ratio of 2 mg/kg and they were
placed in special cages (exposed to low light) to recover from the anesthesia. The
temperature in the immediate post-operative environment ranged from 27 to 30 °C to
avoid hypothermia. The immediate consumption of water was monitored to avoid
dehydration. In the following days the food was normal and the administration of

water was ad libitum. There was no postoperative death of the animals.

Obtaining biopsies and histotechnical preparation:

The animals (n = 15 for each period) were sacrificed 7, 15 and 30 days after surgery
by an overdose of isoflurane - 240 ml bottle - (inhalation solution indicated in humans
for the induction and maintenance of general anaesthesia). Under the effect of
isoflurane, each animal underwent cervical dislocation with a metal bar in order to
confirm euthanasia. Marks of sutures were observed on the back of the animals,
which facilitated the removal of the biopsy from an exact location. The biopsies from
the animal's back were performed in line with the following routine: trichotomy and
incision with Metzenbaum Duflex®-14 scissors with a blunt tip to remove all the
submucosal area with the biomaterial (hydroxyapatite), including the part of the
dorsum that only received incision and avulsion (control). The biopsies were fixed in

4% formalin that was buffered for 48 hours.

Histotechnical procedure and histomorphometric analysis:

The pieces were subjected to the standard procedure for histotechnical staining -
hematoxylin and eosin. The pieces were placed in a paraffin block for the cutting by
microtome (approximately 5-7 mm thickness) for both the hydroxyapatite biomaterial

(experimental) and the surgical avulsion of the dorsal area (control). The slides were



52

analyzed (by a single professional calibrated by kappa method to assess the level
of concordance) and a descriptive and semi-quantitative analysis was performed that
considered representative parameters of the repair process such as inflammatory
infiltrate, the predominance of certain inflammatory cells and signs of repair to
connective tissue. The numerical correlation references adopted for the presence or
absence of those parameters were as follows: connective tissue repair (presence of
collagen fibers) and inflammatory infiltrate (predominance of a particular type of
inflammatory cell): 0= Absent: no inflammatory cells infiltration. 1= Mild: scattered
chronic inflammatory cells without tissue changes. 2= Moderate: focal inflammatory
cell infiltration with tissue changes but without necrosis. 3= Severe: severe infiltration
of inflammatory cells with or without abscess formation (modified from Zaazou, et al.,

17).

Statistical analysis:

The data were statistically analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis test
with Dunn’s test (for multiple comparisons) to study the response of the
subcutaneous tissue to different biomaterials. The statistical analysis was performed
using IBM® SPSS® (SPSS Inc., IBM Corporation, NY, USA) Statistics Version 21 for
Windows. The observed significance levels, as indicated by an asterisk in the figures,
were considered statistically significant at P < 0.05. In our research we use the
statistic kappa. In the periodontal literature, the statistic kappa is frequently used to

confirm an adequate degree of examiner agreement (18).



53

RESULTS:
Figure 10 shows the inflammatory response at 7, 15, and 30 days for all the groups

and Figures 11-13 illustrate the histopathology of the experimental groups.

Seven days

The results showed stages of moderate to severe inflammation. At seven days
there were significant differences (*) from the control, which did not contain any
biomaterial, compared to HaP, HaCol, and HaAlobone which were the groups that
had the highest initial levels of inflammation (Figures 11 A, B and C). In all the groups
the initial inflammatory response was acute, with a large presence of neutrophils
(PMNs) and exudate was present in some cases. Granulation tissue was clearly
observed. However, in 7 days in the control group, no longer perceives more acute

inflammation.

Fifteen days

At 15 days there was a decrease in the inflammatory response in all the
groups but there was difference between the control, which was without
inflammation, and all the other experimental groups (Figures 12, A, B and C). The
predominant cells in the experimental groups were macrophages. The connective
tissue contained bundles of loose collagen fibers; however, new blood vessel

formation was observed.

Thirty days
At thirty days there were no differences between the groups. The inflammatory
response had greatly reduced but there was the presence of macrophages and few

multinucleated giant cells. The connective tissue contained dense bundles of
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organized collagen fibers and fibroblasts were present. There was non-inflammatory
connective tissue capsule in all the groups (Figures 13, A, B and C), while in the
control group the regeneration in the area of the surgical wound was complete. In the
control side there was no difference at seven, 15 and 30 days, and the score of O for
inflammation predominated.

After seven days, in all the groups where biomaterials were included there was
an increase in the scores relating to inflammatory response. At 15 days, the scores
were reduced (no significant difference) and they remained at the same level
between days 15 and 30. However, there was significant difference between the
scores at seven and 30 days because the biomaterials induced intense inflammatory
responses in the early days and were completely reduced at 30 days, demonstrating
the biocompatibility of the tested biomaterials.

In all the samples, the tested materials were surrounded by a non-
inflammatory connective tissue capsule. At day 15, the fibrous capsule with regularly-
oriented collagen fibers appeared to be very thin and not fully defined (Figure 12).
However, the thickness of the capsule increased over time. At day 30, the biomaterial
was surrounded by denser connective tissue with a defined and compact cellular
organization (Figure 13). At this stage, the material showed signs of reabsorption due
to a reduction in its presence in the tissue (Figure 13). The main feature of this phase
was the absence of infiltration of inflammatory cells, which signified the absence of

chronic inflammation.
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DISCUSSION:

The aim of this study was to evaluate the reaction of tissues to two types of
synthetic hydroxyapatites (HaP and HaCol) produced by UEPG, and to compare
them to a third commercial type, (HaAlobone®). The implantation of biomaterials
within the subcutaneous connective tissue of rats has been widely accepted as an
important test to access the biocompatibility of biomaterials in various specialities
(20, 21). In conjunction with previous reports (22-27) the results of the present study
have shown that the histological response could be used as a preliminary source of
information on biocompatibility.

In addition to biocompatibility, the physical architecture of the scaffold is of
great importance. One of the main challenges in tissue engineering is designing
suitable scaffolds that meet the critical requirements for application in regenerative
medicine. Both natural and synthetic polymers have been used for this purpose;
however, the ability to adjust the material properties and tailor their performance in
terms of tissue response and biodegradation makes synthetic polymers more
attractive than natural polymers. In vivo biocompatibility is the most important
criterion to determine the validity and feasibility of a biomaterial. Anderson (28),
defined biocompatibility as the "ability of a material to perform a specific function in a
specific application without provoking host immune response”.

The results of this study showed that after seven days of implantation of
biomaterial there was a high inflammatory reaction (Figures 11 A, B, C). Neutrophils
predominated and there was the formation of exudate in some cases. There were no
areas of tissue necrosis. The examination by X-ray diffraction showed the presence

of a phase range (calcium gamaphosphate - Figure 8) in HaAlobone®, which was not
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observed in the X-ray diffraction results for HaP and HaCol. However, these small
changes in X-ray diffraction do not generally alter the inflammatory responses for
biomaterials.

The incorporation of pure hydroxyapatite with collagen may be able to improve
the body's response to a material that is implanted in vivo (29). Isikli, Hasirci and
Hasirci, (30), found that various naturally derived polymers have been successfully
implanted in hydroxyapatite nanofibrous scaffolds. The aim of such an approach
would be to increase biomimeticity, which is a property of collagen (31). Jaiswal et
al., (26), and Vozzi et al., (32), have reported that natural polymers such as collagen,
gelatin and chitosan have been blended with synthetic polymers, such as
hydroxyapatite, and that these composites incorporate the advantages of both, by
providing better biocompatibility, high mechanical properties and high capacity
degradation. However, the results of our research found that there was no significant
difference in the biological behavior of these two materials (HaP and HaCol). This
means that the incorporation of collagen doesn't favor the tissue regeneration
processes.

Ducheyne; Qiu (33) found that the adsorption of protein constitutes a
fundamental property of bioceramics such as hydroxyapatite. When these
biomaterials are implanted in vivo, the surrounding proteins from bodily fluids are
spontaneously adsorbed on its surface and adhesion, proliferation and cell migration
subsequently occur. This process plays a vital role in the regeneration of damaged
tissues. Wang et al. (34) found that the physical-chemical characteristic of the
surface of biomaterials is one of the decisive factors in order for the adequate
adsorption of proteins to occur. The surface topography, such as the roughness,

porosity, pore size, particle size, etc, determines the size of the surface area that
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interacts with the protein molecules. Thus, the adsorption of proteins is critical for a
sequence of biological activities to occur. In the early days of implantation, intense
adsorption of plasma proteins and other macromolecules present at the site of injury,
such as fibrinogen, fibronectin and Von Willebrand factor occurs in the biomaterials.
This interaction, and the restoration of tissues, fluids and organic macromolecules,
occurs directly in the surface of the biomaterial; it is referred to as the Vroman effect
and it is governed by the physical and chemical properties of the biomaterial. Jung et
al. (35) noted that the Vroman effect refers to Leo Vroman, who was the first person
to observe that small molecules adsorb more readily to the surface of biomaterials,
as is the case with fibrinogen, which preferentially adsorbs onto tantalum surfaces
from blood plasma. These proteins are subsequently replaced by larger proteins.
Cross, Toomey; Gallant (36) have written that the ability to more closely mimic the
dynamics of an in vivo environment is highly applicable for biomedical implants and
drug delivery vehicles. In addition, this control is particularly useful for the
development of theoretical models to describe protein adsorption.

At the stage of 15 days after surgery, the predominant cells in the
experimental groups were macrophages. The connective tissue was still with bundles
of loose collagen fibers; however, the formation of new blood vessels was observed.
The regenerative and reparative processes were very active. It should be noted that
in the bone matrix the hydroxyapatite implants provided a suitable environment to
stimulate bone development, in terms of structural composition, which was very
similar to bone. Although heterotopic ossification can occur in ectopic tissues, such
as subcutaneous tissues, this was not observed. At this 15-day stage the
inflammatory reaction clearly took the chronic form and it could be understood as a

protective response by the body against the presence of foreign components. When
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a biomaterial is toxic or incompatible with tissues then inflammation persists; it can
acquire forms of acute relapse, leading to extensive tissue damage and primarily
necrosis. The magnitude and duration of the inflammatory response are directly
linked to the biocompatibility of a material (37).

At 30 days there were no differences between the groups. In the tested
biomaterials the inflammatory response decreased to levels similar to the control.
The presence of macrophages and multinucleated giant cells was observed. The
organization of the collagen fibers of the connective tissue was present and the
predominant cells were fibroblasts. There was non-inflammatory connective tissue
capsule in all the groups (Figure 13); while in the control side the regeneration was
complete and there were no signs of inflammation.

After 30 days, the organization of the connective tissue around the biomaterial,
which was disordered, scattered and missing in some areas at 15 days, became an
organized fibrous capsule with a denser thickness. Ge et al. (38) found that after 90
days the thickness of the fibrous capsule around the Ha-chitin materials had
decreased due to the organization and the maturation of the fibrous scarring process.
The scar tissue still comprised fibroblasts, macrophages and giant cells, which are
called resident cells. Legrand et al., (39), argued that the formation of the fibrous
capsule by long collagen fibers and resident cells is part of the tissue reaction to a
foreign body. This fibrous capsule may be constantly refurbished and disappear
when the biomaterial is resorbed or when it is incorporated into the calcification
process. A biomaterial is considered to be biocompatible when the intensity of the
tissue reaction clearly decreases over time. At 90 days the connective tissue around
the implant should have formed a thin fibrous capsule and there should also be no

evidence of inflammatory reaction. Conversely, a material cannot be considered to
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be biocompatible when an inflammatory reaction remains within its environment and
the fibrous capsule remains fairly thick (40). Small particles of biomaterials (in
contrast to larger particles) can evoke a more intense local inflammatory response,
which is characterized by the presence of multinucleated giant cells and
macrophages, by releasing pro-inflammatory kinins such as Platelet-derived growth
factor (PDGF) and Fibroblast growth factor (FGF). This influences the behavior of the
fibroblasts and subsequently induces the thickening of the fibrous capsule (41).

In the present study a decrease was observed in the amount of biomaterial in
the connective tissue and this was considered to be a form of in vivo degradation
over 30 days. Kashaba et al. (40) indicated that it is possible to speculate that the
soluble fragments of calcium phosphate that are released into the tissue suffer
removal by local lymphatic drainage. This hypothesis may explain why the
inflammatory reaction decreased with time and why the healing of the connective
tissue occurred for all the experimental materials 90 days after implantation. When
there is a moderate inflammatory reaction with macrophages and giant
multinucleated cells, these phagocytes show full activity. It can be suggested that the
large particles of calcium phosphate that were not removed by the local lymphatic
drainage or were digested by macrophages and giant cells may remain in the
connective tissue, causing a persistent chronic inflammatory reaction that does not

allow complete healing of the connective tissue.

CONCLUSION:
Based on the results of this study, it can be concluded that the pure
hydroxyapatite and hydroxyapatite with collagen that were produced at the State

University of Ponta Grossa (UEPG) and were tested in the dorsal submucosa of rats
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showed no toxicity and were biocompatible materials. There were no significant
differences between both the biomaterials that were tested regarding
biocompatibility. Compared with the third type of hydroxyapatite (HaAlobone®) the
two type of hydroxyapatite produced by UEPG did not show significant differences in

terms of biocompatibility.
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Figure 5
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Figure 13
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Figure Legends

Figure 1. HaP: In (A) and (B), hydroxyapatite composition. In (C), MEV micrograph.

Figure 2. HaP: In (A) SEM micrograph. In (B) energy dispersive X-ray spectroscopy

(EDS) from the same sample.

Figure 3. HaP: Thin-film X-ray diffraction pattern of the mineralized deposit.
Hydroxyapatite Ca5 (PO4) 3 (OH) is usually written as Cal0 (PO4) 6 (OH) 2 to
denote that there are two molecules in the formation of the crystalline unit cell.

Figure 4. HaCol:In (A) and (B), hydroxyapatite with collagen. In (C), MEV

micrograph.

Figure 5. HaCol: In (A) SEM micrograph. In (B) energy dispersive X-ray

spectroscopy (EDS) from the same sample.

Figure 6. HaAlobone: In (A) and (B) hydroxyapatite composition. In (C), MEV

micrograph.

Figure 7. HaAlobone: In (A) the SEM micrograph. In (B) energy dispersive X-ray
spectroscopy or EDS from the same sample.

Figure 8. Thin-film X-ray diffraction pattern of the mineralized deposit (HaAlobone).
This material has in its composition a Gamma Phase - no hydroxyl (Ca2P207 -

calcium phosphate), around 32 degrees and is less than 10% pure hydroxyapatite.

Figure 9. Surgical procedures: after trichotomy a uniform and carefully incision and

avulsion were performed using Metzenbaum Duflex® 14 scissors with a blunt tip. The
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amount of biomaterial implanted in the submucosa was the same in all animals, 0.30

grams.

Figure 10. Comparison between different groups at each time point (Kruskal-Wallis
test with Dunn's post-test). Subcutaneous tissue response after 7, 15 and 30 days.
Scores: 0 = absent; 1 = mild; 2 = moderate; 3 = severe.

(*) P<0.05, with HaP and HaCol after 7 days.

(**) P<0.05, with HaAlobone®, HaP and HaCol after 14 days.

Comparison between different times in the same group (Kruskal-Wallis test with
Dunn's post- test).

Different letters (P <0.01 significance) for biomaterials.

Figure 11. In (A) HaP - 7 days, the biomaterial (red arrows) was observed in the
connective tissue with dense inflammatory infiltrate. There was a predominance of
neutrophils. In (B) HaCol - 7 days, the biomaterial (red arrows) was distributed in the
tissue with inflammatory infiltrate. There was little presence of exudate (yellow
arrow). In (C) HaAlobone®- 7 days, the biomaterial (red arrows) was surrounded by

connective tissue and inflammatory response was visible. (Images HE, 400X).

Figure 12. In (A) HaP, 15 days, the biomaterial (red arrow) was surrounded by the
fibroblastic proliferation process. The presence of multinucleated giant cells and
macrophages (yellow arrows) near the biomaterial was observed. In (B) HaCol, 15
days, around the biomaterial (red arrows) the fibroblast proliferation process was
already starting. There was a reduction in the inflammatory infiltrate and
macrophages predominated. Multinucleated giant cells were present (yellow arrows).

In (C) HaAlobone®, 15 days, it was observed that around the biomaterial (red
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arrows) the process of fibroblastic proliferation had already begun. There was a
reduction in the inflammatory infiltrate and macrophages predominated (yellow

arrows). (Images, HE, 400X).

Figure 13. In (A), HaP, 30 days, the formation of a fibrous capsule was observed
around the biomaterial (red arrows). Inflammatory infiltrate was not evident; there
were few macrophages and giant cells were present (yellow arrow). In (B) HaCol, 30
days, the biomaterial was surrounded by a fibrous capsule (red arrows). There was
minimal inflammatory infiltrate, with the presence of macrophages and multinucleated
giant cells (yellow arrows). In (C) HaAlobone® 30 days, the formation of a fibrous
capsule around the biomaterial (red arrows) was evident. Inflammatory infiltrate was
not visible. Macrophages and multinucleated giant cells were present (yellow

arrows). (Images, HE, 400X).
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ARTIGO 2

Histomorphometric and radiographic analysis of biological responses following the
use of pure hydroxyapatite and hydroxyapatite with collagen: a study in a rat critical-
size calvarial defect model

Gairis, F.A.J. 1), Antunes, S. 2), Santos, F.A 1), Campagnoli, E.B, 3), Alves, E.D.M. 4), De
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Abstract: The application of bone substitutes, such as hydroxyapatites (Ha) in lesions
or defects that compromise human bone has been the subject of intense research.
Several in vivo studies in rats have demonstrated that biomaterials, particularly
calcium phosphate compounds, have shown biocompatible behavior without resulting
in the rejection of the implant or the presence of an excessive inflammatory reaction.
This study used the guided bone regeneration (GBR) technique and two new forms of
hydroxyapatite (with and without collagen) on 60 female rats. The histopathological
results showed the biocompatibility of the biomaterials, with high inflammation in the
first seven days, while in the final 30 days there was a reduction in the inflammatory
response and new bone formation. When compared with a hydroxyapatite that is
already commercially available, these new biomaterials showed similar biological
behavior. Comparing pure Ha with Ha with collagen there were no significant
difference in relation to biocompatibility.

Keywords: hydroxyapatite; in vivo; guided bone regeneration; biocompatibility.
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Introduction

Because of its similarities in terms of chemical composition and properties compared
to natural bone, hydroxyapatite (HA) has been widely used as a bone substitute, among
other applications. Porous hydroxyapatite should fulfil the following requirements for the
formation of a suitable osteoconductive scaffold in bone regeneration: biocompatibility;
osteoconductivity;  interconnected porous structures; mechanical strength and
biodegradability. These factors provide an appropriate strategy for bone tissue engineering
that is called "osteoconductive porous scaffold”, which acts in combination with

osteoinductive and osteogenic molecules or cells (1).

This study analyzed the biological behavior of two forms of hydroxyapatite that were
developed by the Chemistry Department of the State University of Ponta Grossa (UEPG);
pure hydroxyapatite and hydroxyapatite with collagen (2, 3) and compared them with a form
of hydroxyapatite that is already commercially available - Alobone® (4). The study was
performed using a critical size defects model in the calvaria of rats and histomorphometric

analysis was subsequently performed.

In order to obtain the hydroxyapatites, the technique of wet or humid precipitation was used,
employing calcium and phosphorus precursors with the systematic control of the temperature
and pH of the solution. The precipitated powder was then calcined at high temperatures in
order to obtain a sintered and stoichiometric apatite (5).

This study used 60 rats, which were divided into four groups. The following three types of
materials were placed in the calvaria of 45 of the rats: pure hydroxyapatite; hydroxyapatite
with collagen; and commercial hydroxyapatite (Alobone®). A group of 15 rats were used as
control and the biomaterials were not used with these animals. The results indicated that the
three biomaterials were biocompatible. In the first weeks there was a large inflammatory
infiltrate, with the presence of large numbers of neutrophils and macrophages. In the fourth
week the infiltrate virtually disappeared and there was a predominance of multinucleated
giant cells around a fibrous capsule, which surrounded the biomaterial. New bone formation

was also evident.
Materials and Methods

Obtaining and characterizing the biomaterial:

The hydroxyapatite powder was obtained by the precipitation method, combining HsPO4
(Nuclear P.A. 85%) with Ca(OH). (Vetec, P.A. 95%) at a molar Ca/P ratio of 1.67 in an

agueous medium. After the acid solution was added the pH was adjusted to 10 with NH,OH
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(Reatech, P.A. 28%). The precipitate was aged for 76 h, filtered under vacuum and the
resultant precipitate of each sample was dried in an oven at 100 °C for 24 hours. The
hydroxyapatite obtained by this method had a nanocomposite structure (particles) and an
average below 50 nm, whereas the particle agglomerates had an average that ranged from 6
to 9 micrometers. Other authors used mechanical methods to obtain a similar nanocrystalline
hydroxyapatite with crystallite size in the range of 22 nm to 39 nm (6). In our research bovine
collagen was added and solubilized in water by the ultrasound method for one hour and then
lyophilized. The samples were characterized by X-ray diffraction (XRD) and scanning
electron microscopy with field emission (EG-SEM). The characterization of the three
biomaterials by scanning electron microscopy with field emission (EG-SEM) and XRD is

A shown below (Figure 1 to 8).
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Figure 1, HaAlobone: In (A) and (B) hydroxyapatite composition. In (C), MEV micrograph.
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Figura 2, HaAlobone®: In (A) the SEM micrograph. In (B) energy dispersive X-ray spectroscopy or EDS from the
same sample.
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Figure 3. Thin-film X-ray diffraction pattern of the mineralized deposit (HaAlobone®).
This material has in its composition a Gamma Phase - no hydroxyl (CazP207 - calcium
phosphate), around 32 degrees and is less than 10% pure hydroxyapatite.
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Figure 4, HaP: In (A) and (B), hydroxyapatite composition. In (C), MEV micrograph.
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Figure 5, HaP: In (A) SEM micrograph. In (B) energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) from the same
sample.
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Figure 6. HaP: Thin-film X-ray diffraction pattern of the mineralized deposit. Hydroxyapatite Ca5
(PO4) 3 (OH) is usually written as Cal0 (PO4) 6 (OH) 2 to denote that there are two molecules in
the formation of the crystalline unit cell.
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Figure 7, HaCol: In (A) and (B), hydroxyapatite with collagen. In (C), MEV micrograph.
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Figure 8, HaCol: In (A) SEM micrograph. In(B) energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) from the same
sample.
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Analysis of biocompatability:

The animals were obtained from controlled reproduction at the vivarium of the UEPG. The
rats were of the rattus norvegicus albinus species and the Wistar variety. The animals were
aged around three months and their body weight ranged from 250 to 300 grams. They were
randomly distributed in different groups. The animals were sacrificed (each group, n = 15) at
7, 15 and 30 days to verify the biological behavior of the tissues and cells around the
implanted biomaterial. The surgical procedures were performed at the Oral Pathology
Laboratory of the Department of Dentistry at UEPG and the biopsied specimens were
processed and stained at the Medical Pathology Laboratory of the city of Ponta Grossa. The
research project was approved by the Ethics Committee on Animal Use at the Ponta Grossa
State University (UEPG) in accordance with Process CUA 22/2012, UEPG Protocol,
08258/2012. A pilot study was performed prior to the experiment to determine the ideal
anaesthetic for the animals, to practice the surgical procedures, and to determine the
surgical protocol, including biopsies.

Surgical procedure and post-operative care:

The animals underwent general anesthesia intraperitoneally (IP) using 100 mg/ml ketamine,
(injectable general anesthetic based on 1.16 g hydrochloride ketamine,. 10 ml, Ceva Brasil®)
by dilution of 3.75 ml of this ketamine solution together with the muscle relaxant xylazine,
100 mg/ml (xylazine, 200mg ; 10 ml bottle, veterinary use, imported, Hertape Calier®), at a
ratio of 0.5 ml of xylazine diluted in 5.75 ml of distilled water. Each animal was administered
with 0.2 ml per 100 g weight. The use of ketamine together with xylazine produced
anesthesia and sedation in the animals within 30-40 minutes (7).

This study used 60 female rats (n=60), in which the following three different biomaterials
were implanted: pure hydroxyapatite (UEPG); hydroxyapatite-collagen (UEPG); and
commercial hydroxyapatite (Alobone®). The animals were randomly divided into the following
four groups for treatment, based on calvarial defect filling material: 1) Ha- Alobone® group
(n=15); 2) Pure Ha group (n =15); 3) Ha-collagen group (n = 15); and 4) Control group
(n = 15), which used no type of filling material. After anesthesia, trichotomy of the fronto-
parietal region of the animal's head was performed using an electric shaving appliance and
local asepsis using 10% povidone-iodine. A triangular format was used to perform a
mucoperiosteal incision with a No. 15 razor scalpel in the calvaria of the rats. A Molt
periostémo and a No. 1 Ochsenbein (SS WHITE) chisel were used to ensure that the full
thickness of the flaps was obtained and that the cortical bone of the region were completely

exposed.
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Bicortical, full-thickness, critical defects were created in the fronto-parietal region of each
animal using an 8.0mm outer diameter trephine. The critical size defect with trephine was
performed with sufficient irrigation using saline. The physical barrier placed over the critical
defect consisted of a Heli Tape (Integra Life Sciences Corporat®, USA) absorbable collagen
wound dressing. The dura under the critical defect was obligatorily kept intact (see Figure 9
A). After removal of the outer and inner cortical strips the critical defects (8.0 mm diameter)
were only filled with blood clot, and only with collagen membrane (for the control group). In
the experimental groups the defects were filled with biomaterials and then collagen
membranes were put in place (see Figure 9 C). Then the flaps were repositioned using No. 3
black silk thread (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, SP, Brazil) sutures. The animals
showed no bleeding or any other systemic condition that could exclude them from the study.
A metal-amalgam port (Golgran®) was used for the placement of the biomaterials with a
uniform internal depth so that the amount of implanted material in the submucosa was the
same for all the animals. The hydroxyapatite was previously hydrated with saline solution.
After the placement of the biomaterials, interrupted sutures were used on the animal's back
with No. 3 black silk thread (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, SP, Brazil) so that the
healing occurred by first intention.

After the surgical procedures, the animals received analgesic and anti-inflammatory
ketoprofen (IP) that was injected in a single dose at a ratio of 2 mg/kg and they were placed
in special cages (exposed to low light) to recover from the anesthesia. The temperature in
the immediate post-operative environment ranged from 27 to 30 °C to avoid hypothermia.
The immediate consumption of water was monitored to avoid dehydration. In the following
days the food was normal and the administration of water was ad libitum. There was no
postoperative death of the animals.
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Figura 9. In (A) after carefully removal (to prevent damage to the dura) of the outer and inner cortical strips the
critical defects (8.0 mm diameter- see the cortical cover pointed to by an arrow). In (B) the defects were filled with
biomaterials; in (C) collagen membranes were put in place and then flaps were carefully sutured.

Obtaining biopsies and histotechnical preparation:

The animals (n = 15 for each period) were sacrificed at 7, 15 and 30 days after surgery by an
overdose of isoflurane - 240 ml bottle - (inhalation solution indicated in humans for the
induction and maintenance of general anaesthesia). Under the effect of isoflurane, each
animal underwent cervical dislocation with a metal bar order to confirm euthanasia. The
biopsies of the fronto-parietal region of the animals were performed in line with the following
routine: trichotomy and using a disc-shaped rotary tool under low speed to remove the
fronto-parietal bone of the animals. The biopsies were fixed in 4% formalin that was buffered

for 48 hours. The biopsies were descalcified with EDTA to 7% for 21 days.

Histotechnical procedure and histomorphometric analysis:

The decalcified tissue were subjected to the standard procedure for histotechnical staining -
hematoxylin and eosin. The pieces were placed in a paraffin block for the cutting by
microtome (approximately 5-7 mm thickness). The slides were analyzed (by a single
professional) and a descriptive and semi-quantitative analysis was performed. The numerical
correlation references adopted for the presence or absence of those parameters were as
follows: osseous repair, connective tissue repair (presence of collagen fibers) and
inflammatory infiltrate (predominance of a particular type of inflammatory cell): 0 = absent; 1

= mild; 2 = moderate; 3 = severe (8).

Radiographic processing and analysis:

Radiographic processing and analysis Standardized radiographic images of the rat calvaria
gross specimens were obtained using a dental radiographic unit (70 kVp, 7mA for 1 s;
Gendex 770, Gendex Corporation, Des Plaines, IL, USA) and No. 2 Kodak Ultra-speed X-ray
film (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA). The calvaria gross specimens,
recorded individually, were placed on the radiographic film, the defect area placed flat on the
film and the X-ray source directed perpendicular to the film/gross specimen. The Xray
source—film distance was 12 in. Radiographs were processed in an automatic dental film
processor (A/T 2000, Air Techniques, Hicksville, NY, USA). The radiographs (analog films)
were transformed into digitized images using a film scanner (620ST AcerScan, San Jose,
CA, USA) at 1200 dpi, which was connected to a standard PC (Pryor et al. 2006).
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In our research we performed the design of the critical bone defect (‘critical size defects') with
a circle, as carried out on digital radiographs of rats’ calvaria (Roh et al., 2016). The same
and only observer analyzed the images, which had been used in the Kappa system of the
histological analysis to distinguish the different radiographic scores — 0, 1 and 2 (Pryor et.
al.*62006).

Statistical analysis:

Data were statistically analyzed using the Non-Parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s
test (for multiple comparisons) to study the subcutaneous tissue response to different
biomaterials. Statistical analysis was performed with IBM® SPSS® (SPSS Inc., IBM
Corporation, NY, USA) Statistics Version 21 for Windows. Observed significance levels, as

indicated by an asterisk in the figures, were considered statistically significant at p < 0.05.

Results

Figure 10 shows the inflammatory response at 7, 15, and 30 days for all the groups. Figures
11-13 illustrate the histopathology of the experimental groups and the figures 14-16 shows

radiographic findings.
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Figure 10. Comparison between different groups at each time point (Kruskal-Wallis test); p> 0.05, no
significant difference.

Comparison between different times in the same group (Kruskal-Wallis test with Dunn's post test)
Different letters (p <0.01, significant) for biomaterials.

The results showed no significant differences between the groups, when they were
compared at each of the evaluated time periods. In terms of the same group at the different

time periods, the inflammation at seven days was greatest, reducing by day 15 (with no
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significant difference); there was also no significant difference between 15 and 30 days.
However, the differences were significant for the values between seven and 30 days. This
behavior was observed in all the groups.

7 days

In the first week after surgery an increase was observed in the values for inflammation in all
the groups. Neutrophils and macrophages were present in all the groups and the biomaterial
was dispersed in the area of the critical defect. Granulation tissue was present in all the
groups. Figure 11.

15 days

At this time there was a decrease in the inflammatory response in all the groups. The control
group, which only contained collagen membrane, showed the greatest reduction in
inflammation. The increased formation of collagen tissue was observed within the granulation
tissue. The development of new blood vessels in the developing granulation tissue was

observed. Osteoblasts and macrophages were the predominant cells. Figure 12.

30 days

There was a significant decrease in the inflammatory response in all the groups, especially
when compared to the period of seven days. There were extensive areas of new bone
formation. There was a predominance of osteoblasts, osteocytes and macrophages but in
lower quantities. The mature bone tissue showed cement lines in contact with the new bone.

Figure 13.

Radiographic Results:

Regarding radiographic results, the correlation between histological scores
considering collagen fibers, inflammatory infiltrate (0 = absent; 1 = discrete; 2= moderate; 3 =
intense), according to Mendonca et Al 2007; and the x-ray analysis scores (0 = not closed; 1
= partially closed; 3 = completely closed), according to Pryor et al. 2005b, can be seen in
Table 1.



Table 1. Correlation between the hystological and radiographic scores 920

Variables Correlation coefficient P

(n=21) (Spearman) value

Histological scores
-0.583 0.006*

X

X-ray scores

*Significant correlation — P<0,05

The results of the correlation between histological and x-ray scores show that there
was negative correlation. This means that when one of the variables increases the other
decreases. In such case, we understand that from the moment the inflammatory response
scores decrease, the tissue recovery with radiographic bone neoformation increases.
Therefore, with the inflammation reduction, the increase in bone formation in the region of
the bone defect starts to occur (Figure 14, 15 and 16).
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Figure 11. Control Group, 7 days: In (A) early bone formation (yellow arrows) and organized collagen tissue
(red arrow). The pre-existing mature bone had lamellae characteristics (green arrow). (Images HE 400X). HaP, 7
days: In (B) dense inflammatory infiltrate with neutrophils and macrophages. The biomaterial was dispersed in
the connective tissue (asterisks). Granulation tissue was present (red arrow). HaCol, 7 days: In (C) dense
inflammatory infilirate with neutrophils and macrophages. The biomaterial appeared in the conjunctive tissue
(asterisk). The presence of granulation tissue (red arrow) was observed. Note the pre-existing mature bone tissue
(green arrow). HaAlobone® 7 days: In (D) dense inflammatory infiltrate with neutrophils and macrophages. The
biomaterial (*) was dispersed in the connective tissue. Granulation tissue (yellow arrow) was observed.
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Figure 12. Control Group, 15 days: In (A), extensive bone formation (yellow arrows). The pre-existing mature
bone had characteristics of lamellae (green arrow) and cement lines (red arrow). There were no signs of
inflammation. (Images HE 400X). HaP, 15 days: In (B) inflammatory infiltrate and granulation tissue (yellow
arrow). There was the formation of osteoid (green arrow). HaCol, 15 days: In (C) granulation tissue (yellow
arrow). Organized collagenous tissue was present (red arrow). New bone formation appeared amid the organized
collagen (green arrow). HaAlobone®, 15 days. In (D) a clear decrease in the inflammatory infiltrate and
increased deposition of collagen fibers in the granulation tissue. Signs of new bone formation (red arrows) and the
formation of osteoid (yellow arrows).



91

Figure 13. Control Group, 30 days: In (A) perfect inter-relationship between mature bone or pre-existing bone
(yellow arrow) and the newly formed bone (red arrow). No sign of inflammation was observed. (Images HE 400X).
HaP, 30 days: In (B) clear new bone formation with a predominance of osteoblasts (yellow arrow). The pre-
existing old bone showed typical lamellae (red arrow). There were no signs of inflammation. HaCol, 30 days: In
(C) large area of new bone formation. The presence of larger areas of calcification (red arrows) and areas of less
calcification (yellow arrows). No further inflammatory process was observed. HaAlobone® 30 days: In (D) the
absence of inflammatory infiltrate. Newly formed bone (yellow arrows) predominated. The pre-existing old bone
(red arrow) showed cement lines (green arrows) in contact with the new bone. Osteoblasts and osteocytes were
the predominant cells.

Radiographic findings:

Control Group 07 Days Ha-P 07 Days Ha-Col 7 Days Ha-Alobone 07 Days

Figure 14. Control Group, 7 days: In (A) a radiolucent area, but there was early new bone formation on the
margins of the critical defect. As no material was used in this group, it was not observed. HaP, 7 days: In (B) the
material was dispersed in the area of the critical defect and there were radiolucent areas, which were typical of
inflammation. HaCol, 7 days: In (C) radiolucent image in the area of the critical defect. The biomaterial was
dispersed. HaAlobone®, 7 days: In (D) dispersed material in the critical defect and even in adjacent areas.
Extensive radiolucent areas were present, which corresponded to the granulation tissue.

Ha-P 15 Days Ha-Alobone 15 Days
Ha-Col 15 Days
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Figure 15. Control Group, 15 days: In (A), there was extensive new bone formation from the margins of the
critical defect. However, there were still areas with radiolucent images. HaP, 15 days: In (B) new bone formation
within the critical defect, but with radiolucent areas and dispersed material. HaCol, 15 days: In (C) radiolucent
areas, but the formation new bone was present. The material remained dispersed inside and outside the critical
defect. HaAlobone®, 15 days: In (D) a decrease in the radiolucent area compared to what was observed at
seven days. New bone formation was present on the margins of the critical defect. Material was dispersed in the
critical defect.

Ha-P 30 Days Ha-Alobone 30 Days

Control Group 30 Days Ha-Col 30 Days

Figure 16. Control Group, 30 days: In (A), there was extensive new bone formation from the margins of the
defect. No radiolucent areas were observed 16 HaP, 30 days: In (B) new bone formation within the critical defect,
but with radiolucent areas. Little dispersed material. HaCol, 30 days: In (C) radiolucent areas, but there was
evident new bone formation. A small portion of the material remained dispersed within the critical defect..
HaAlobone® 30 days: In (D), there was a decrease in the radiolucent area. New bone formation was present on
the margins of the critical defect, but there was still dispersed material in the defect.

Discussion:

Hydroxyapatite is the main inorganic calcium phosphate mineral component in bones
and teeth. This research used a porous hydroxyapatite (Pha), which is a material with faster
resorption and is more osteoconductive than dense Ha (Dha) (10, 11). It has been used in
many experimental and clinical trials as material for artificial bone grafts. In the case of Pha,
extracellular fluid induces disintegration of the ceramic granules, allowing the gradual growth
of bone tissue into the spaces among them without the interposition of fibrous tissue (12).
The synthetic biomaterial used in our research was also a nanocrystalline hydroxyapatite
(nHAp) with a particle size smaller than 50 nm. According to Sun, Zhou and Lee (13), nHAp
can be combined with various types of bioactive polymers to generate highly porous
biocomposite materials that are used for osteoconduction. The benefits of synthetic grafts

include their availability, sterility and reduced morbidity (14).
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The aim of this study was to evaluate the reaction of tissues to two types of synthetic
hydroxyapatites (HaP and HaCol), which were produced by UEPG, and to compare them to
a third type, which was the standard (HaAlobone®). In our study there was no significant
difference between pure hydroxyapatite (HaP) and hydroxyapatite with collagen (HaCol) in
relation to inflammatory response, biocompatibility, new bone formation and the
biodegradability of the material deployed in a critical defect in the calvaria of rats. In
conjunction with previous reports about in vivo bone regeneration (15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22) the results of the present study have shown that the histological response could be used
as a preliminary source of information regarding the biocompatibility and biodegradability of
material implanted in the calvaria of rats.

The implantation of biomaterials in the critical calvarial defect of rats has been widely
accepted as an important test to assess biocompatibility, biodegradability and osseous
healing. An 8mm diameter calvaria osteotomy defect has been suggested as being suitable
to assess specific biomaterial for bone regeneration, and it constitutes a critical-size defect in
the rat (23). Defects of a size that will not heal during the lifetime of the animal are termed
critical size defects (CSDs). In fact, animal models, and more specifically rodent models,
have been extensively used and have contributed greatly to the development and
establishment of a wide range of translational approaches designed to regenerate bone
tissue. (24, 25).

With regard to inflammatory response and bone formation, our research results
showed no significant differences between the groups when they were compared in each of
the periods that were assessed. The differences were significant for values between seven
and 30 days. This behavior was observed in all the groups. At seven days there was an
increase in the values for inflammation in all groups. Neutrophils and macrophages were
present in all the groups and biomaterial was dispersed in the area of the critical defect.
Granulation tissue was present in all the groups. At 15 days this granulation tissue allowed
the formation of collagen fibers inside the tissue, which started the osteoid formation
process. New blood vessels also appeared. Macrophages, multinucleated giant cells and
osteoblasts predominated in this period

At thirty days there was a significant decrease in the inflammatory response in all the
groups compared to the situation at seven days. New bone formation was evident and
extensive. Bone regeneration mainly depends on the activity of pre-osteoblastic cells and
various mechanisms that regulate their proliferation and differentiation. The establishment of
a blood vessel network by vasculogenesis and angiogenesis is essential for cellular gaseous

exchange, nutrient supply and waste product removal during new tissue formation (26).
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Wang, Gerstenfeld and Glimcher (27) and Alexander (28) noted that in the calvaria of
mice there was little evidence that ossification occurred through the classical sequence of
endochondral mineralization, which is perceived as an intra-membranous type of calcification
where, in the presence of granulation tissue, stem cells begin a process of regeneration to
differentiate into osteogenic cells. In our study, at seven days all the groups presented
granulation tissue. This tissue dwindled and finally disappeared as the presence of collagen
fibers and osteoid tissue intensified. Al-Hezaimi et al. (22) evaluated the potential of bone
marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCSs) to regenerate bone in an established rat
calvarium model in real time. The evidence of new bone formation (NBF) treated with
BMSCs appeared as early as two weeks. Similarly, in our study the new formation of bone
tissue in the critical defect of calvaria in rats also began around 15 post-operative days.
Calcification increased with time, and at 30 days there was extensive formation of bone
within the defect. The results of an experimental study also found that by the 14th day of
cellular differentiation, calcium and phosphate deposition has started, thereby forming new
mineralized tissues. At the same time, the authors observed that there was a synergistic
relationship between osteocytes and osteoblasts in producing biochemical signals to
stimulate the osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) — (29). In fact,
osteoblasts, differentiated from MSCs, secrete the organic bone matrix and induce
mineralization (30).

In critical defects produced in rat calvaria, one of the original sources of MSCs is the
periosteum that remains around the defect (32). Dimitriou, Tsiridis and, Giannoudis (31)
indicated that during fracture healing, potential sources of stem cells include bone marrow,
granulation tissue, the deep layer of the periosteum, the endosteum, and the surroundings
soft tissues. Furthermore, perivascular mesenchymal stem cells that exist in blood vessel
walls contribute to fracture or can the healing of osseous damage. During this form of
osseous repair, initially, the haematoma is formed and then inflammation occurs. The major
factors at this initial phase inflammatory include cytokines, platelets, bone morphogenetic
proteins (BMPs) and mesenchymal stem cells (MSCs).

This form of healing of bone tissue has been associated with the presence of
macrophages, which, together with fibroblast cells, are typical components of granulation
tissue (9). Inflammatory monocytes and tissue-resident macrophages are key regulators of
tissue repair, regeneration, and fibrosis (33). In our study, the biodegradability of material
was evident (verified through histopathological data and radiographic images) and it was
attributed in part to macrophages activities, which fused to form multinucleated giant cells. At
30 days very little material was still present inside the critical bone defect. In relation to

macrophages, Loi et al. (30) found that there was a population of bone-specific resident
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macrophages named osteomacs residing in the periosteum and endosteum, which
participated in the regulation of fracture healing. Osteomacs were specifically associated with
sites of intramembranous bone deposition.

With regard to the radiographic findings of this study, Pryor et al. (34) found that
radiographic evaluations of the healing process of critical-size calvaria osteotomy defects
had the potential advantage of being less costly and time consuming than the “gold standard”
protocol of histologic analysis; however, their validity has not been fully explored. When
no/limited and partial bone fill occurred, the radiographic analysis tended to overestimate
bone fill, and underestimate bone fill when complete closure of the defect sites was observed
in the histologic analysis. The authors (34) concluded that radiographic evaluations of bone
fill in rat calvaria osteotomy defects yielded a low level of accuracy. The evaluation of bone
formation in animal models aimed at treatment recommendations for clinical application
should not be solely based on radiographic analysis, but should be confirmed using
histologic observations. In our study, the radiographic images of critical-size calvaria
osteotomy defects showed an appropriate agreement between the histologic and
radiographic visual analysis (by using scores of 0, 1 and 2, Pryor et al., 34), especially in the
first post-operative week, when there was extensive radiolucent images in the bone defect
area and much bone formation (radiopaque images) at 30 days. The use of radiographs in
our study was also useful to detect the presence and distribution of biomaterials inside the
critical defect at the studied times. The implanted biomaterial did not completely disappear at
30 post-operative days. During this period there was much new bone formation, but some of
the material still remained inside the critical defect. This occurred in all the experimental
groups. On the other hand, multiple methodologies, including histological analysis, electron
microscopy and radiological techniques, have reported relevant and complementary data,
with proven adequacy, in the assessment of bone repair/regeneration process (25, 35 and
36).

Conclusion:

Based on the results of this study, it can be concluded that the pure hydroxyapatite
and hydroxyapatite with collagen that were produced at the State University of Ponta Grossa
(UEPG) and were tested in Critical-Sized Rat Calvarial Defects showed biodegradability,
biocompatibility and promoting a new bone formation. There were no significant differences
between both the biomaterials that were tested regarding biocompatibility and

biodegradability. Compared with the standard hydroxyapatite (HaAlobone® the two type of
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hydroxyapatite produced by UEPG did not show significant differences in terms of in vivo

biological behavior.
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa avaliou através de experimentos in vivo dois hovos biomateriais
de substituicdo O0ssea - hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com colageno - visando
determinar a sua biocompatibilidade em tecidos moles e a sua capacidade de
possibilitar a neoformacéo 6ssea em defeitos criticos em calvéria de ratas.

Em experiéncias com animais, demonstrou-se que a osseoconducdo € uma
das caracteristicas das hidroxiapatitas, sintéticas ou ndo, porosas ou densas €, no
caso das porosas, a estrutura de poros interligados (‘osteoconductive porous
scaffold’) também facilita a engenharia de tecidos, permitindo que ocorra o
alojamento, no interior desses poros, de células 0sseas, de agentes osteotropicos e
de vasos intercomunicantes (Yoshikawa, Myoui*® 2005).

A primeira hidroxiapatita utilizada nesta pesquisa foi de natureza totalmente
sintética (HaP), obtida pela ‘via umida’ — Wet chemical methods ou precipitation
method (Eslami et al. °° 2010, Kramer, Podurgiel Wei®! 2014), na qual se combinou
H3sPO4 com Ca (OH)2, na razdo molar Ca/P de 1,67, em meio aquoso (Rigo, Gehrke,
Carbonari®®> 2007). Este p6 cristalino resultante — hidroxiapatita nanocristalina -
composto de particulas estequiométricas foi denominado neste trabalho de
hidroxiapatita pura (HaP) [Materiais e Métodos - Figuras 1, 2 e 3]. As hidroxiapatitas
nanoparticuladas obtidas por ‘via umida’, denominadas de nanoparticles obtained by
wet chemical precipitation (Kong, Boey®® 2002, Manuel, Ferraz, Monteiro> 2003,
Cao, Zhang, Huang® 2005), se apresentam inicialmente como um material sintético
nao-homogéneo (muito aglomerado) que pode ser dispersado e melhorado por agéao
ultrassénica (‘Deagglomeration’) (Xiao et al.>® 2005). Com relagdo ao tamanho das
particulas, Zakaria et al.>” (2013), afirmaram que o desempenho fragil e a pobre
capacidade de Dbioreabsorcdo das hidroxiapatitas de tamanho macro
(macroparticulas) fizeram com que se desenvolvessem as hidroxiapatitas sob a
forma de nanoparticulas (nanophase < 100 nandmetros de diametro), tornando-se
hoje a sua utilizacdo quase um imperativo.

A segunda hidroxiapatita desta pesquisa foi designada como hidroxiapatita
com colageno (HaCol), em razdo da mistura de hidroxiapatita pura com o colageno
bovino. Este composto de hidroxiapatita pura mais colageno (HaCol) foi solubilizado

em agua pelo método de ultrassom por 1 hora e seguidamente liofilizado [Materiais e
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Métodos- Figuras 4 e 5]. Autores como Antebi et al.>® (2013) assinalaram que a
incorporacdo do coladgeno (Tipo 1) a hidroxiapatita pura obedece ao fato de que os
polimeros naturais como a gelatina, o alginato e a quitosana podem minimizar tanto
a inflamacao crénica como a toxicidade do biomaterial. Além disso, o colageno é um
polimero natural de alta biocompatibilidade, pouco irritante ao organismo e
facilmente biodegradavel (Zhao et al.’? 2015). De acordo com Sarkar e Lee®®
(2015), o colageno pertence ao grupo dos grandes polimeros, de elevado peso
molecular e rapidamente biodegradavel e a sua degradacdo pode estimular os
mecanismos fisiolégicos de reparo 6sseo.

O terceiro biomaterial, hidroxiapatita comercial Alobone®, [Materiais e
Métodos - Figuras 6, 7 e 8], foi incluido nesta pesquisa como elemento de
comparacao por tratar-se de uma hidroxiapatita pura, porosa e totalmente sintética
(Conz, Granjeiro, Soares3® 2005, Conz, et al.3! 2010). A opcdo de utilizar o
Alobone® obedece a facilidade da sua aquisicdo no mercado brasileiro e a sua
grande semelhanca com o material produzido pela UEPG. Outros materiais
importados como 0 BioOss® - Anorganic bovine bone - Bio-Oss, (Piatelli et al.,
1999), por exemplo, ndo sdo sintéticos, mas de origem bovina.

O Alobone® vem sendo utilizado em humanos mesmo apresentando escassa
bibliografia (Conz, et al.3! 2010, Bassols Machado et al.6 2012, Dias et al. 37 2014,
Almeida Mourdo et al.3> 2015) e algumas pesquisas in vivo (Freitas Costa et al.®°
2009, Conz, Granjeiro, Soares®® 2011) que, no entanto, vém atestando sua
biocompatibilidade e avalizando sua utilizacéo clinica. O Alobone® possui certificado
de boas préticas de fabricacdo (BPF — ANVISA) e Autorizacdo de Funcionamento
(AFE — ANVISA) desde o ano 2010, contudo, esta pesquisa podera contribuir para
um melhor entendimento deste biomaterial que, pela sua utilizacdo rotineira, afeta
diretamente a populacao.

As trés amostras de hidroxiapatitas foram caracterizadas por difratometria de
raios X (DRX); microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo (MEV-
FEG) e EDS (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) [Materiais e Métodos — Figuras
1a8g].

Diversas pesquisas in vivo demonstraram que a hidroxiapatita € um material
de substituicdo 6ssea que apresenta vantagens como biocompatibilidade, néo

imunogenicidade e demorada biodegradacdo (Heymann, Guicheux, Rousell®? 2001).
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De acordo com Brand et al.’® (2010), as hidroxiapatitas nanocristalinas
(nanocrystalline hydroxyapatite), cujas particulas variam geralmente de 50 a 100
nandémetros, apresentam lenta biodegradacdo e a despeito de ndo apresentarem
propriedades osseoindutoras sdo, entretanto, osseocondutoras. Um material é
osseocondutor quando exibe a capacidade de promover o crescimento 0Sseo
quando implantado como arcabouc¢os nas proximidades de 0sso viavel ou de células
diferenciadas formadoras de osso (Hing et al.®* 1997).

O biomaterial sintético utilizado em nossa pesquisa (HaP UEPG) constitui-se
numa hidroxiapatita nanocristalina (Nanocrystalline hydroxyapatite — nHAp) com um
tamanho médio de particula menor do que 50 nanémetros (Zhou, Lee® 2011). De
acordo com Wang, Liao e Gogh®® (2015), a estabilidade mecanica de um biomaterial
€ adequada quando sintetizado na forma de nanoparticulas com um tamanho menor
do que 100 nm e que inclui trés formas tipicas: 20 £ 5, 40 + 10 e 80 + 12 nm de
diametro.

A medida da particula do biomaterial comercial Alobone® oscila entre 250 a
1000 pum (Freitas Costa et al.’° 2009, Conz et al.3* 2010), o que significa que é um
material macroporoso. Nesse sentido, autores como Kawachi et al.® (2000) e Wang,
Liao e Gogh® (2015) identificaram que um biomaterial j& €é considerado
macroporoso quando apresenta particulas entre 50 a 250 micrbmetros. Lan
Levengood et al.%” (2010), destacaram que a medida inicial do diametro de uma
hidroxiapatita sintética considerada porosa estaria acima de 100 micrébmetros
(‘macropore size >100 um’ ).

Em nossa pesquisa, realizada em conjuntivo subcutédneo de dorso de ratas,
mesmo com as diversidades de tamanho de particulas, ndo se verificou diferencas
significativas entre as hidroxiapatitas (nanoparticuladas e ndo-nanoparticuladas) no
que diz respeito a biocompatiblidade. Em 30 dias de pdés-operatorio as
hidroxiapatitas nanoparticuladas produzidas pela UEPG e as ndo-nanoparticuladas
HaAlobone®, mostraram-se biocompativeis. Este resultado estd de acordo com
pesquisas in vitro de Eggli, Muller e Schenk® (1988) que enfatizaram que a
porosidade da bioceramica (micro ou macro), as impurezas das fases de tratamento
e o tamanho dos cristais de hidroxiapatita podem influenciar o comportamento da
degradacdo do material, mas ndo a qualidade da ligacdo com o tecido organico.

Nesse sentido, Conz, Granjeiro e Soares®® (2011) descobriram in vivo que
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hidroxiapatitas sintéticas com cristalinidade baixa (28%) e alta (70%) né&o
apresentaram diferencas na intensidade da reparagcdo éssea. Concluiram que as
diferentes caracteristicas dos granulos de hidroxiapatita sintética ndo sdo capazes
de afetar a formacdo 6ssea em defeitos de tamanho critico em calvaria de ratos.
Contudo, Lan Levengood et al.5” (2010) demonstraram em mandibula de porcos a
importancia fundamental da utilizacdo da hidroxiapatita microporosa (microscale 0.5
- 10 um) para a obtencdo de uma neoformacéo 0ssea de alta qualidade. Os autores
enfatizaram dois aspectos: 1) a falta de pesquisas clinicas com materiais
microporosos e 2) a possibilidade de utilizar como arcabouco (scaffold) os
biomateriais microporosos e 0S macroporosos ao mesmo tempo evitando 0s
‘espacos mortos’ (‘with no “dead space™).

Nossa primeira pesquisa, em dorso de 45 ratas, procurou analisar as
respostas biolégicas ap0s a implantacdo de trés hidroxiapatitas (HaP; HaCol e
HaAlobone®) em trés grupos de 15 animais. Autores como Black et al.5 (2015)
assinalam que a natureza ectépica da pesquisa de biomateriais em conjuntivo
subcutéaneo de dorso de ratos impde limites a este modelo quanto a verificacdo do
crescimento 0sseo, que somente podera ser obtida no meio-ambiente natural ésseo
como calvaria e fémur. No decorrer desta Discussdo estardo evidenciadas as
diferencas das respostas celulares e teciduais entre os dois locais de implantacao in
Vivo.

Os resultados desta pesquisa, em conjuntivo subcutaneo de dorso de ratas
(Figura 10 — Artigo 1), mostraram que aos 7 dias todos 0s grupos apresentaram
resposta inflamatéria inicial de tipo aguda com grande presenca de neutrdéfilos
(PMNs) e apresentando exsudato em alguns casos. A necrose tecidual esteve
ausente em todos o0s grupos. Apenas no grupo controle — lado controle - ndo se
verificou resposta inflamatdria, visto que, em 7 dias, as células inflamatérias ndo
foram mais percebidas e a regeneracdo tecidual jA estava em andamento. O tecido
de granulacdo, que esteve presente em todos 0S grupos experimentais, se organiza
a partir do hematoma e do coagulo de fibrina; este blogueia a perda de sangue,
repara a parede lesada dos vasos e permite a revascularizacdo (Desmouliére et al.”®
1995).

Aos 15 dias, em todos o0os grupos houve grande diminuicdo da resposta

inflamatoria. As células predominantes nos grupos experimentais eram 0s


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez82.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Desmouli%26%23x000e8%3Bre%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7856739
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macréfagos. O tecido conjuntivo apresentava-se com feixes de fibras coldgenas
ainda dispersos e novas formacgdes de vasos eram evidentes. Nesta fase do reparo
tecidual, ocorre uma contracéo do tecido de granulagao por agao de ‘miofibroblastos’
(Majno et al.”* 1971).

Aos 30 dias, verificou-se auséncia do infiltrado caracteristico de células
inflamatoérias. Nao obstante, ainda era percebida a presenca de macrofagos e
poucas células gigantes multinucleadas. O tecido conjuntivo apresentou densos
feixes de fibras colagenas ja organizadas e grande presenca de fibroblastos. Em
todos os grupos experimentais verificou-se encapsulamento do biomaterial, sob a
forma de um conjuntivo fibroso néo inflamatorio, enquanto que no lado controle do
dorso dos animais a regeneracéo tecidual no local da ferida cirdrgica foi completa e
integral. Resultados: figuras 11 (7 dias); 12 (15 dias) e 13 (30 dias) — Artigo 1.

Estes resultados, em 30 dias do pdés-operatorio, demonstram a
biocompatibilidade dos trés biomateriais que fizeram parte desta pesquisa (HaP;
HaCol e HaAlobone®). Anderson’® (2001) definiu a biocompatibilidade como a
‘habilidade de um biomaterial para desempenhar uma fungcdo especifica em uma
aplicacao especifica sem provocar qualquer resposta imune”. Varios autores, em
coincidéncia com o que foi observado em nossa pesquisa, obtiveram resultados
positivos de biocompatibilidade em conjuntivo subcutdneo de ratos quando
submetidos a implantes de bioceramicas como a hidroxiapapatita hum periodo que
oscila entre 21 e 90 dias (Ducheyne, Qiu”® 1999, Ge et al. "* 2004, Legrand et al.”™
2005, Sawyer, Hennessy, Bellis® 2005, Anderson, Rodriguez, Chang’’ 2008,
Zaazou et al.*®* 2013, Batur et al.”® 2013, Jaiwal et al. "® 2013, Rupeks et al. &
2016).

Christo et al® (2015) relataram que biomateriais implantados
subcutaneamente em conjuntivo de animais desencadeiam a imunidade inata por
parte do hospedeiro, 0 que resulta numa reacdo de corpo estranho — Foreign Body
Response (FBR) - na qual, no local da injaria, mondcitos do sangue se diferenciam
em macroéfagos teciduais do tipo (‘M1’), secretores de citocinas pré-inflamatorias
como IL-1, IL-6, IL-8 e do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa). Recentemente
Sadtler et al.8? (2016), demonstraram que a imunidade adaptativa ou adquirida ira
iniciar-se em semanas ou meses apos a implantacdo in vivo do biomaterial em

conjuntivo subcutaneo de ratos. As células predominantes na imunidade adaptativa
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séo os linfécitos B (que produzem imunoglobulinas) e os linfoctos T (que secretam
citocinas). Em nossa pesquisa, com poés-operatorio de 30 dias, os resultados
mostraram predominantemente a presenca de células que correspondem apenas a
imunidade inata.

Kastellorizios, Tipnis e Burgess® (2015) e Moore e Kyriakides®* (2015)
identificaram que a sequéncia de eventos ap0s a implantacdo de biomaterias em
areas conjuntivas subcutaneas de animais se inicia com a adsorcdo de proteinas da
superficie do biomaterial, depois, com a infiltracdo local de células inflamatorias, a
fusdo de macrofagos para formar células gigantes visando a degradacdo do
material, a ativacdo de fibroblastos e a formacdo de uma céapsula fibrosa nao
inflamatéria — non inflammatory connective tissue capsule. Em pesquisa in vivo,
autores como Anderson, Rodriguez e Chang’’ (2008) demonstraram que a origem
da capsula fibrosa que se forma em torno do biomaterial implantado obedece a
atividade de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-13 produzidas por células
como mastocitos e macréfagos tipo ‘M2’ (de reparo tecidual) que ativam os
fibroblastos para a deposicéo de colageno.

Ge et al.’”® (2004); Legrand et al.”® (2005) e Khashaba et al.8> (2011)
demonstraram que uma cépsula fibrosa delgada € sinbnimo de biocompatibilidade.
Contrariamente, um material ndo pode ser considerado biocompativel quando
persistir a sua volta uma reacdo inflamatéria e uma cépsula fibrosa grossa ou
espessa. De acordo com Morais, Papadimitrakopoulos e Burgess®® (2010), a capsula
fibrosa ndo inflamatéria deve possuir tipicamente uma espessura entre 50—-200 um.
A nossa pesquisa in vivo, aos 30 dias do pés-operatdrio, demonstrou a presenca de
capsulas fibrosas finas ou delgadas ao redor das trés hidroxiapatitas testadas (HaP;
HaCol e HaAlobone®), isto se torna evidente quando se compara com a espessura
alargada das céapsulas fibrosas observadas aos 15 dias. (Figuras 11, 12 e 13 —
Artigo 1).

Por fim, o modelo de roedores, especificamente o que envolve o conjuntivo
submucoso de dorso de ratos, tomado como modelo para a presente pesquisa, é
bastante utilizado e aceito para determinar a biocompatibilidade e a néo toxicidade
de diferentes materiais, particularmente de hidroxiapatitas sintéticas (An et al.®’
2000, Yin et al. 88, 2003, Hasegawa®® 2007, Cruz et al.1® 2008, Laschke et al. ®° 2009,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kastellorizios%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26306445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tipnis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26306445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Burgess%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26306445
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Batur et al.”® 2013, Jaiwal et al.”® 2013, Saghiri et al.®* 2013, Zaazou et al.®® 2013,
Rupeks et al.8° 2016).

Pode-se concluir que os resultados da nossa pesquisa, que envolve a
formacdo de tecido de granulagcdo de tipo corpo estranho, seguida do
desenvolvimento de uma cépsula fibrosa ndo infamatéria em torno dos biomateriais
e, ainda, o nédo desencadeamento de respostas imunes, demonstraram a
biocompatibilidade in vivo das hidroxiapatitas testadas. Os dados que emergem
daquelas publicacfes estdo em consonancia com os resultados histomorfométricos
em conjuntivo subcutéaneo de dorso de ratas obtidos na presente pesquisa.

A nossa segunda pesquisa envolveu a andlise das alteragBes biolégicas em
calvaria de ratas nas quais se produziu um defeito critico previamente a colocacgao
dos biomateriais. Em trés grupos de 15 animais, foram colocados trés tipos de
materiais experimentais: Ha-pura, Ha-Col e Ha-Alobone®. O quarto grupo de 15
animais serviu como controle. Neste grupo nédo se utilizou biomateriais, apenas se
conformou os defeitos 6sseos criticos em calvaria seguido da colocacdo de
membrana de colageno (Helitape®). Saliente-se que em todos 0s animais nos quais
se implantou biomateriais procedeu-se também a colocacdo de membrana de
colageno (Brunel et al. 4! 1996, Al-Qutub et al. ®2 2016, Wang et al. 4> 2016).

Na primeira semana (7 dias) do pds-operatdrio, observou-se aumento dos
escores de inflamacao em todos os grupos (Figura 10 — Artigo 2). Houve presenca
de infiltrado inflamatério com predominio de neutréfilos e macréfagos, em menor
namero nos grupos testados. Os biomateriais apareceram dispersos na area do
defeito critico. A presenca de grande quantidade de biomaterial foi verificada
também na andlise dos achados radiograficos. Histologicamente, em todos os
grupos experimentais, foi constatada a presenca do tecido de granulacdo — que em
modelo de calvaria de animais inicia sua formacédo entre o 3° e o 5° dias apos a
implantacdo do biomaterial - numa reacéo de tipo corpo estranho (Anderson’? 2001).
O hematoma, oriundo do rompimento de vasos sanguineos e da lesdo no
periosteo, € substituido pelo tecido de granulacdo e este tecido é posteriormente
suprido por uma matriz extracelular (ECM) depositada principalmente por
fibroblastos (Ratner, Bryant®® 2004).

Aos 15 dias, verificou-se uma diminuicdo da resposta inflamatoria em todos

0s grupos. Observou-se, neste periodo, grande formacdo de tecido colageno
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substituindo o tecido de granulacdo e o desenvolvimento de vasos neoformados. Os
macréfagos e osteoblastos eram as células predominantes. Neste tempo de 15 dias,
ja se verificou a presenca de osteoide e algumas pequenas areas de neoformacéao
O0ssea. O grupo controle, no qual apenas se colocou membrana de colageno,
observou-se uma diminui¢éo ainda maior da inflamacéo e neoformagéo 0ssea.

Aos 30 dias, observou-se praticamente uma auséncia da resposta inflamatoéria
no local afetado — defeito critico em calvaria de ratas - em todos 0s grupos,
especialmente quando comparado ao periodo de 7 dias. Verificaram-se areas de
extensa neoformacédo 6ssea. Houve predominéncia de osteoblastos, ostedcitos e
macréfagos em menor quantidade. O tecido 06sseo secundario ou maduro
apresentou lamelas caracteristicas e linhas cementantes (cement line) que o
diferenciavam do osso neoformado, classicamente definido como tecido 0sseo
primério. No aspecto radiografico, em 30 dias, a nossa pesquisa confirmou uma
marcada biodegradacdo das hidroxiapatitas. Nos grupos experimentais houve
drastica diminuicdo da quantidade de biomaterial disperso no local do defeito critico.

O implante de biomateriais em defeitos criticos em calvaria de ratos tem sido
amplamente aceito como um teste importante para aceder ao entendimento, nao
apenas da biocompatibilidade e da biodegradabilidade, mas do processo de reparo e
da neoformacéo do tecido ésseo (Pryor et al.®* 2005, Messora, Nagata, Mariano®
2008, Umoh et al.®® 2009, Cooper et al.®” 2010, Gomes e Fernandes® 2011, Spicer
et al.?® 2012, Song et al.1%° 2014, Almeida et al.1%! 2014, Peric et al.19%2 2015).

O classico trabalho de Schmitz e Hollinger*® (1986) demonstrou que o defeito
por osteotomia, realizado com broca trefina com um didametro de 8 milimetros em
calvaria de ratos, é adequado para pesquisas com biomateriais. Nestas proporcdes
extremas, os defeitos 6sseos ndo irdo regenerar durante a vida normal do animal e
podem ser denominados entdo de ‘defeitos de tamanho critico’ — Critical Size
Defects — CSDs - (Cooper et al.%” 2010). Contrariamente, um defeito 6sseo in vivo
denominado ndo critico - Non-critical size defect - teria a sua regeneracao
processada espontaneamente (Peric et al.1%? 2015).

Em nossa pesquisa, foi adotado o modelo de defeito critico em calvaria de
ratas de 8 mm (Schmitz, Hollinger*® 1986) para a implantacdo de biomateriais e, a
seguir, utilizou-se membrana de colageno (Brunel et al.*! 1996). Autores como

Zhang et al.l®® (2013) opinaram de que no futuro irA diminuir o uso das
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membranas biolégicas como sdo usadas hoje: criando procedimentos cirlrgicos
especificos (ad hoc), provavelmente obstruindo a cicatrizacdo e aumentando o
desconforto do paciente. As proprias membranas ja se apresentam como
osseocondutores e podem impregnar-se de substancias antimicrobianas como o
metronidazol visando evitar a contaminacao e, sobretudo, recebem cada vez mais
incorporacdes de fatores bioativos e de crescimento. A préxima geracdo de
membranas certamente devera combinar biomoléculas funcionais projetadas para

aumentar o sucesso da terapia mediante RTG.

N&o obstante, a importancia da membrana na regeneracao 0ssea em calvaria
de ratos foi estudada por autores como Al-Qutub et al.®? (2016), com biomateriais
como fosfato de célcio mais BMPs (implantados com e sem membrana de
colageno). Especificamente estudaram a regeneragdo 6ssea em defeitos criticos em
calvaria de trinta ratas Wistar. Os resultados confirmaram que, comparativamente,
onde esteve presente a membrana de colageno verificou-se significativo aumento da

porcentagem de neoformagéo 6ssea nos defeitos 6sseos.

Wang et al.*? (2016) relataram que as membranas de colageno apresentam
propriedades como rapida integracdo ao tecido receptor, rapida vascularizacdo e
biodegradacdo, propriedades hemostaticas, fraca imunogenicidade, adesao
osteoblastica e alta capacidade de promover cicatrizacdo de tecidos. Assim, ao
adotar o principio da Regeneracgdo Tecidual Guiada (Melcher®* 1976), a membrana
impede migra¢cBes de células, como as epiteliais, para o local da ferida cirargica.
Esta condicdo de barreira fisica da membrana favorece a neoformacdo oéssea.
Brunel et al.*! (1996) jaA demonstraram o papel facilitador das membranas de
coldgeno colocadas sobre a dura-mater para a neoformacdo éssea em defeitos
produzidos em calvaria de ratos. Mardas, Kostopoulos e Karring'®® (2002) também
demonstraram em calvaria de ratos a eficacia da membrana ndo reabsorvivel de
PTFE (politetrafluoretileno) para a regeneracdo 6ssea. Lee et al.1% (2015) utilizaram
uma membrana de celulose (bacterial cellulose (BC) membranes), obtida a partir da
bactéria gram negativa Acetobacter xylinum, sobre defeitos criticos em calvaria de
ratos e compararam com membrana de colageno reabsorvivel. Em ambos 0s casos

observou-se ampla neoformacéo 6ssea.
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E preciso enfatizar nesta Discuss&o que em nossa pesquisa nos animais nos
quais se utilizou apenas membranas de colageno, sem biomateriais (Grupo
Controle), a ossificacdo — formacdo de tecido ésseo primario — foi extensiva e
completa, o que pode caracterizar uma regeneragao (restitutio ad integrum) do
tecido afetado. Onde foram colocados biomateriais - e considerando o grande
potencial dispersivo destes como se observou em algumas radiografias - a
membrana biol6gica, além de promover a neoformacao 6ssea, pode ter auxiliado na
permanéncia in loco do biomaterial.

Completada a angiogénese, torna-se crucial a presenga, no local da lesdo
6ssea, de células-tronco adultas - CTAs - (Almadal®” 2013) que podem ser de trés
subpopulacdes: hematopoiéticas, endoteliais e mesenquimais. As células-tronco
mesenquimais de diferenciacdo multipotencial foram identificadas a partir da medula
O0ssea e, em seguida, encontradas em varios tecidos incluindo corddo umbilical,
tecido adiposo e sangue periférico (Wu et al.1%8 2015).

Os defeitos criticos em calvaria de ratos servem como um modelo para a
neoformacéo dssea de tipo intramembranosa (Spicer et al.*® 2012). Nesse sentido,
Wang e Glimcher'® (1999) e Lin et al.''% (2012) constataram que em lesdes de
calvaria de ratos existe pouca evidéncia de que a ossificacdo ocorra por meio da
classica sequéncia endocondral de mineralizacdo, contrariamente, apresentaram
uma calcificagéo de tipo intramembranosa, na qual, a partir do tecido de granulagéo,
as células-tronco mesenquimais iniciam um processo de reparo tecidual que pode
seguir duas vertentes: regeneracdo ou cicatrizacdo. Com relagdo a ossificacdo
intramembranosa, Bielby, Jones e McGonagle!!! (2007) afirmaram que esta é a
forma mais pura, rapida e direta de neoformacao 6ssea, uma vez que nao requer o
desenvolvimento de um tecido cartilaginoso intermediario que se observa nos discos
epifisérios. A ossificacdo intramembranosa € propria dos 0ssos curtos ou laminares
como a calvaria.

De acordo com Hutmacher e Sittinger!'? (2003) e Black et al.®® (2015) nos
defeitos Osseos criticos produzidos em animais, uma das fontes de origem das
células-tronco mesenquimais (MSCs) é o peridésteo que remanesce em torno do
defeito e, quando se trata de calvaria, envolve também o enddsteo em contato com
a dura-mater. Autores como Dimitriou, Tsiridis e Giannoudis!!® (2005) assinalaram

gue durante o reparo de uma fratura 0ssea, as fontes potenciais de células-tronco
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mesenquimais sdo a medula 6ssea, a camada profunda do peridsteo, o enddsteo e
o tecido de granulagéo.

Einhorn'4 (1998) utilizou o modelo de fratura experimental em calvaria de
ratos visando replicar a caracterizacdo histologica do reparo e da ossificacao
intramembranosa que ocorre a partir do periosteo e do tecido de granulacgéo.
Demonstrou que nestes casos 0s eventos de ossificacdo abrangem um periodo de
28 dias. Esta pesquisa de Einhorn!!4 (1998) foi a que justificou a extensdo do nosso
trabalho em animais por um periodo de 30 dias. Saliente-se que, em nossa
pesquisa, composta de 60 ratas Wistar, ndo houve nenhuma ocorréncia de morte
das mesmas e, conforme demonstrado por Cooper et al. ® (2010) e Spicer et al. *°
(2012), uma das razdes é que a dura-mater nas cirurgias foi deixada sem lesdes e
sem sangramento.

Aos 7 dias do pbs-operatorio, em nossa pesquisa, todos 0S Qrupos
experimentais apresentaram tecido de granulagdo (Figura 11 — Artigo 2). No
entendimento de Wynn e Vanella''® (2016), o tecido de granulacéo, impregnado de
novos capilares, estroma proteico, macréfagos, fibroblastos e hemacias, representa
a prépria fonte das respostas para originar a Fase de Maturacdo ou Remodelacao
que envolve a proliferacéo de fibroblastos e a deposi¢cdo de colageno de Tipo |, em
alguns casos, recebendo o nome de osteoide, uma complexa matriz de proteinas
sintetizadas, principalmente, por osteoblastos e fibroblastos.

Grzesik e Narayanan!!® (2002) e Al-Hezaimi et al.ll’ (2016), utilizando o
modelo de calvaria de ratos, demonstraram o potencial osteogénico das células do
0sso derivadas de células-tronco mesenquimais e confirmaram a formacao de novo
osso em duas semanas. De maneira semelhante, em nossa pesquisa, a
neoformacdo do tecido 6sseo em defeito critico de calvaria de ratas iniciou-se
também em torno de 15 dias do pés-operatorio (Figura 12 — Artigo 2).

A calcificacdo foi aumentando com o tempo e, em 30 dias, observou-se
extensa formacao de tecido 6sseo novo no interior do defeito critico. (Figura 13 —
Artigo 2). Resultados: figuras 11 (7 dias); 12 (15 dias) e 13 (30 dias) — Artigo 2.

Os resultados da nossa pesquisa demonstraram que todos 0s biomateriais
avaliados promoveram reparo tecidual adequado e neoformacdo 0ssea na area do
defeito critico. Ndo houve diferenca significativa entre os materiais produzidos pela

UEPG, hidroxiapatita pura (HaP) e hidroxiapatita com colageno (HaCol), no que se
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refere a biocompatibilidade, neoformacdo dssea e biodegradacdo do material
implantado. Resultados semelhantes foram obtidos por Vozzi et al.}'® (2014), em
pesquisas in vitro, utilizando hidroxiapatita mais coladgeno. Cuzmar et al.''® (2015),
comprovaram in vivo que a incorporacdo de colageno tipo I, dentro de cemento de
fosfato de calcio, ndo apresentou efeito significativo para o aumento da neoformacéao
Ossea.

Saliente-se que os resultados da nossa pesquisa sobre biocompatibilidade e
neoformacédo Ossea estdo de acordo com diversas publicacfes sobre a obtencéo de
regeneracdo Ossea apoés implantacdo de biomateriais, a maioria de hidroxiapatita
sintética, em defeitos criticos de calvaria de ratos (Marden et al.1?° 1994, Winn et al.
121 1999, Dupoirieux et al.'?2 2001, Verna et al. 122 2002, Pryor et al.®* 2005,
Mendonca et al.*> 2007, Umoh et al.?® 2009, Cooper et al. °” 2010, Ye et al. 1?4 2011,
Pelaez et al. 12> 2014, Almeida et al. 1! 2014, Wu et al. 198 2015, Al-Hezaimi et al. 11’
2016, Silva et al. 1?6 2016).

Resultados negativos sobre biocompatibilidade e neoformacdo déssea em
calvaria de ratos sdo raros. Autores como Fini et al. 1?7 (2001) identificaram falhas na
neoformacdo 6ssea em calvaria de ratos osteopénicos (modelo patoldgico) nos
quais se implantou bioceramicas. Saliente-se que as pesquisas sobre hidroxiapatitas
e regeneracdo Ossea, quando realizadas previamente in vitro, contribuem
enormemente para que as experiéncias in vivo sejam realizadas com seguranca,
considerando a toxicidade que possam apresentar alguns biomateriais (Lin, Chang,
Cheng'?® 2007, Kamitakahara, Saito, loku'?® 2012).

Quanto aos achados radiolégicos desta pesquisa (que utilizou radiografias
digitais) autores como Pryor et al. 13 (2005), Pryor et al.*¢ (2006), Montjovent et al.*3!
(2007), Cooper et al.%” (2010), Gomes e Fernandes®® (2011), Spin-Neto et al.#” 2012,
Pelaez et al. 12> (2014), Kim et al. 132 (2015) e Roh et al.*® (2016), pesquisando sobre
biomateriais como a hidroxiapatita sintética em calvaria de ratos apontaram para o
fato de que as avaliacdes radiograficas do processo de reparo tecidual de defeitos
criticos produzidos por osteotomia em calvaria de ratos (‘critical size defects’) tém a
vantagem de serem mais rapidas e menos onerosas do que o tradicional protocolo
da analise histolégica; contudo, a validade - interna e externa - do meétodo
radiografico em calvaria de ratos ainda nao foi totalmente explorado. Os autores

advertiram que, em animais, nos casos de preenchimento 6sseo limitado e/ou
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parcial do defeito, a analise radiografica tende a superestimar a neoformacédo 6ssea
e, contrariamente, subestimar o preenchimento nos casos em que houve
fechamento total dos defeitos. Autores como Pryor et al. 130 (2005) e Pryor et al.*®
(2006), concluiram que a avaliacdo de neoformacbes Osseas em modelos de
animais ndo deve assentar-se exclusivamente na analise radiografica, mas,
obrigatoriamente, deve ser confirmada por meio de observacdes histoldgicas.

Os resultados da analise das imagens radiograficas dos defeitos criticos em
calvaria de ratas, em nossa pesquisa (Figuras 14, 15 e 16), apresentaram relacdo de
conformidade com os achados histoldgicos.

Para determinar a correlagdo foram utilizados os scores histolégicos de
Mendonca et al*>. (2007) (0,1,2 e 3) e os scores radiograficos de 0, 1 e 2,
estabelecidos por Pryor et al.*¢ (2006). A andlise estatistica utilizou o Coeficiente de
correlacdo de Spearman (ver Tabela 1).

Os resultados da correlacdo entre escores histologicos e escores
radiograficos demonstram que houve uma correlacdo negativa. Isso significa que
guando uma variavel aumenta a outra diminui. Neste caso entende-se que a partir
do momento que os escores de resposta inflamatoria diminuem os escores de
reparacao tecidual com neoformacdo 6ssea radiografica aumentam. Assim, com a
reducdo da inflamac@o comeca a ocorrer o aumento da formacédo 6ssea na regido
do defeito 6sseo.

As imagens mais radioltcidas e com grande presenca de biomaterial no
local do defeito correspondiam aos primeiros 7 dias da experiéncia in vivo, quando
ainda existia intensa resposta inflamatéria. Contrariamente, as imagens radiograficas
mais radiopacas e com pouco biomaterial correspondiam aos ultimos dias da
experiéncia (30 dias) quando histologicamente ja existia evidente neoformacao
Ossea. Estes achados foram semelhantes entre os grupos experimentais. Os
resultados radiograficos da nossa pesquisa sdo semelhantes aos obtidos em
pesquisas de regeneracdo 6ssea em defeitos criticos em calvaria de ratos realizados
por Pryor et al. 130 (2005), Pryor et al.*¢ (2006), Spin-Neto et al.*” (2012), Pelaez et
al.1?> (2014) e Roh et al.*® (2016).

E possivel concluir que os resultados da nossa pesquisa in vivo podem ser

utilizados como recurso preliminar de informacdes sobre biocompatibilidade e



112

biodegradabilidade de novos biomateriais obtidos a partir da implantagcdo de
hidroxiapatita sintética em calvéaria de ratas.

Por fim, um dos aspectos de maior destaque desta Discussao envolve o papel
desempenhado pelos macréfagos do tecido ésseo, designados como Osteal
Macrophages - OsteoMacs (Wu et al.*3 2013, Shuang et al.*3¢ 2017), que sofrem
diferenciacéo a partir da medula 6ssea por via dos mondcitos presentes no sangue
circulante. Chang. et al.'®* (2008) e Kular et al.'® (2012) assinalaram que 0s
OsteoMacs sao parte integrante do tecido 6sseo e regulam a diferenciacdo e a
propria atividade dos osteoblastos a partir de progenitores mesenquimais. S&o
macréfagos distribuidos junto a outras células de revestimento do 0sso em regides
como endosteo e periosteo.

E preciso salientar que nos ultimos oito anos as pesquisas em calvaria de
ratos nas quais se implantou biomateriais apontam necessariamente para a
presenca dos OsteoMacs (‘short for Osteal Macrophages’) no processo de reparo
tecidual e de neoformacédo 6ssea (Shuang et al.136 2017).

Alexander et al.'® (2011) demonstraram em modelo de ratos que o0s
osteomacs (Osteal Macrophages) sdo capazes de promover in vivo o reparo 0sseo
dentro da ossificacdo intramembranosa. O desenvolvimento dos osteomacs é
iniciado pelo Fator Estimulador de Colonia de Macrofagos (M-CSF ou CSF-1) e
também pelo RANK-ligante o RANK-L que, expresso em osteoblastos, participa da
ativacdo de osteoclastos, com subsequente reabsorcao 6ssea. De forma antagbnica
ao RANK-L, a osteoprotegerina (OPG) resguarda o organismo da reabsorcdo 0ssea
excessiva, ligando-se ao RANK-L e evitando a unido deste ao receptor RANK,
expresso em osteoclastos imaturos.

Quanto a origem dos osteoclastos, Lampiasi, Russo e Zito*® (2016)
assinalaram que a linhagem de mondcitos/macrofagos origina os osteoclastos
(OCs) pela acdo do Fator Estimulador de Col6nia de Macrofagos (M-CSF) e do
ligante ativador do receptor de fator nuclear kappa-B (RANKL), que induzem a
diferenciacdo celular por meio de seus receptores, c-fms e RANK,
respectivamente. Saliente-se que séo os osteoblastos os que produzem M-CSF e
RANKL. Os preosteoclastos, que emergem daquelas interacdes, sdo 0s que

finalmente irdo se diferenciar em osteoclastos.
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De acordo com Loi** (2016) e Miron e Booshardt**? (2016), existem no
processo de reparo 6sseo que se origina a partir do tecido de granulagéo,
macrofagos dsseo-residentes identificados como Osteomacs, presentes em animais
e em humanos, que demonstraram variacdes fenotipicas que ultrapassaram a
classica divisdo polarizada dos macréfagos em M1 (pré-inflamatérios) e M2 (com
atividades anti-inflamatoérias e de reparo tecidual). Os Osteomacs foram observados
no peridsteo e no endosteo adjacentes ao local da injaria e participam ativamente da
regulacdo do processo de reparo 0sseo, particularmente pela interacdo com
osteoblastos (na deposicdo de matriz 6ssea) e com osteoclastos (na remodelagéo
de tecidos calcificados).

Em conclusdo, em nossa pesquisa, de acordo com o0s resultados
histomorfométricos da implantacdo de hidroxiapatitas sintéticas, o processo de
reparo tecidual em calvaria de ratas ocorreu, provavelmente, nos moldes da
ossificacao intramembranosa a partir do tecido de granulagdo com a participacdo de
macréfagos Osseo-residentes (Osteomacs), desempenhando uma funcdo pro-
anabdlica - ‘pro-anabolic function’ - como o recrutamento de osteoblastos (Wu et

al.'33, 2013) e resultando na promocéo in vivo da neoformacéo 6ssea.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O escopo deste estudo consistiu em avaliar em animais de laboratério dois
biomateriais de substituicdo 6ssea que foram desenvolvidas pelo departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Estes novos materiais
sintéticos foram comparados a uma hidroxiapatita comercial, Alobone®, disponivel
no mercado brasileiro.

Os resultados em conjuntivo subcutaneo de dorso de ratas demonstraram que
os trés biomateriais testados apresentaram biocompatibilidade. No inicio do
experimento a inflamag&o era intensa e com presenca de tecido de granulacdo. A
biocompatibilidade foi demonstrada pelo desenvolvimento de uma fina capsula
fiborosa ndo infamatoria e pelo ndo desencadeamento de resposta imune. Esta
pesquisa em dorso de ratas, no entanto, tem apresentado a limitacdo de que o
material de substituicdo 0ssea foi testado em uma regido ectopica, visto que envolve
apenas tecidos moles subcutaneos, como o tecido conjuntivo.

Diante disto, a segunda pesquisa foi realizada em tecido duro (calvaria de
ratas), em uma regido normal, tépica ou ortotépica (Wang et al.*4! 2009) para o teste
de biomateriais de substituicdo 6ssea. Verificaram-se em 30 dias evidentes areas de
neoformacdo d&ssea. No aspecto radiografico confirmou-se uma marcada
biodegradac@o dos biomateriais e sinais claros de reorganizacdo do tecido ésseo.
Estes resultados comprovam a capacidade bioativa e de osseoconducdo das
hidroxiapatitas testadas.

Trés aspectos de singular importancia podem ser destacados a partir desta
pesquisa. Em primeiro lugar observou-se uma correlacdo entre os resultados da
analise das imagens radiograficas dos defeitos 6sseos com os achados histolégicos
ou histomorfométricos em calvaria de ratas (Pryor et al.3° 2005). Assim, com a
reducdo da inflamac@o comeca a ocorrer o aumento da formacgédo 6ssea na regido
do defeito 6sseo, fenbmeno detectado pelas radiografias digitais.

Em segundo lugar, em lesBes Osseas em calvaria de animais como 0s
roedores a ocorréncia da ossificacdo obedece ao tipo intramembranoso e nunca ao
endocondral ou cartilaginoso (Lin et al.1*? 2012). A partir das lesdes provocadas no
periosteo e no enddsteo seguidas do aparecimento do tecido de granulagcédo, as

células-tronco mesenquimais (MSCs) sofrem diferenciacéo e iniciam um processo de
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reparo por ossificacdo intramembranosa que pode seguir dois caminhos:
regeneracao ou cicatrizagdo. Estes achados revelam um inusitado retorno a classica
embriologia do sistema 0sseo.

Em terceiro lugar, as lesbes 0sseas em calvaria de ratos reservam um papel
importante aos macrofagos do tecido 6sseo, Osteal Macrophages ou OsteoMacs,
que estimulam a proliferacao e a diferenciacdo dos osteoblastos responsaveis pelos
eventos de ossificacdo (Miron, Bosshardt!4® 2016, Shuang et al.136 2017).

Cabe assinalar que um dos principais fatores que influenciam positivamente a
cicatrizacdo de feridas é a capacidade de recrutar células progenitoras
mesenquimais (MSCs) para o local da ferida cirGrgica. E crucial também a presenca
no local de Fatores de Crescimento (como o Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas - PDGF) e as Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs), entendidos como
osseoindutores que, no entanto, deverdo ter o0 suporte dos elementos

osseocondutores como os biomateriais e as membranas.

E possivel concluir que os resultados da nossa pesquisa in vivo podem ser
utilizados como recurso preliminar de informacdes sobre biocompatibilidade e
biodegradabilidade de novos biomateriais e também como modelo de
osseoconducéo e neoformacéo 6ssea (Spicer et al.?® 2012) que se observam a partir

da implantacdo de hidroxiapatitas sintéticas em animais de laboratério.

Por fim, é preciso acompanhar os avancos das pesquisas com biomateriais
implantados em seres humanos, como a realizada por Huber et al.'*?> (2006) que
utilizaram com sucesso uma pasta de hidroxiapatita nanocristalina na reconstrucéo e
osteossintese de defeitos 6sseos originados por fraturas. A resolucdo de casos
clinicos que tratam de lesdes cominutivas, defeitos 6sseos severos e perdas ésseas
alveolares, certamente irdo se replicar no futuro mediante a utilizacdo de diferentes
substitutos 0sseos, como as novas hidroxiapatitas sintéticas e bioativas, visando
devolver aos pacientes a massa 6ssea trabecular perdida ao mesmo tempo em que

os liberta de rea¢cOes adversas como inflamacao, osteofibroses e osteonecroses.
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TERMO DE APROVACAO DO PROJETO NA COMISSAO DE ETICA

ANEXO A -
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VUSIDADE ESIADUAL DF PONTA OS54 PRO-REITORIA DF. PESQUISA E POS-GRADUAC A0
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA --22/2012

Protocolo UEPG - 08258/2012

Titulo — “Andlise histomorfométrica das respostas biolégicas apos utilizagao de
hidroxiapatita pura -UEPG e hidroxiapatita-cclageno-UEPG em submucosa, calota

craniana e defeitos 6sseos ao redor de nnplantes estudo em ratos”.

Interessado — Prof. Fabio Aniba! Jara Goiris

Data de Entrada — 14/05/2012
Resultado: Aprovado

Data/Prazo - Validade de doig anos para projetos de pesquisa.
10/07/2014
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Cuansideragde:
Prezado Professor,

Em relagéo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabmdade a CEUA deliberou o

" seguinte:

- APROVADO, por dois anos, para a utiiizagdo de 170 ratos Wistar.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para 90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentagdo de um novo protocolo.
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Professr Dr/Giovani Marino Favero

Coordenador Comissio de Etica no(Uso ¢€ Animais CEUA-UEPG
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