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1 INTRODUGAO

O avango do conhecimento humano em diversas areas trouxe intimeros beneficios
para a qualidade de vida da populagdo, especialmente nos aspectos relacionados a
melhoria da saide e do bem estar. Houve o desenvolvimento de uma area
interdisciplinar que trata de materiais que podem ser aplicados a sistemas bioldgicos,
podendo chegar até mesmo a substitui-los. Tal classe de materiais ¢ a dos chamados
biomateriais e seu estudo envolve diferentes areas do conhecimento, como as ciéncias

da saude, a quimica e a engenharia de materiais, dentre outras.

A literatura se refere geralmente a trés grupos principais de biomateriais:
ceramicas, metais e, mais recentemente, os polimeros e os compodsitos. A grande
variedade de aplica¢des dos biomateriais inclui preenchimento dental e 6sseo, lentes de
contato, lentes artificiais, corneas, articulacdes, proteses e linhas de sutura (REYES,

2000).

O mercado dos biomateriais vem apresentando grande expansdo. De acordo com a
World Health Organization, ha mais de 150 doencas e sindromes relacionadas a
problemas musculares e esqueléticos. Em 2004 o mercado mundial de produtos
utilizados no tratamento destes problemas foi da ordem de 20 bilhdes de dolares, com
um crescimento anual de cerca de 14% somente nos Estados Unidos (BIOMET, 2004),

como mostrado na Figura 1.1.

Na América Latina, o mercado de dispositivos ortopédicos ¢ estimado em 200
milhdes de dolares anuais, sendo liderado pelo Brasil, com 70 milhdes de dolares

anuais. Tal mercado inspira grandes expectativas de crescimento (MRG, 2004).

Considerando-se que a hidroxiapatita (Ca;o(PO4)¢OH,) ¢ um dos principais
biomateriais ceramicos utilizados para substituicdo 6ssea (HENCH, 1998), e dadas as
condicdes favoraveis do mercado para tais produtos, identificou-se uma demanda para
um melhor entendimento do comportamento desse material tanto do ponto de vista

fisico-quimico como biolédgico.
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Figura 1.1 Mercado de Produtos Ortopédicos (Adaptado de Biomet, 2004). Pode-

se observar que os aparelhos e dispositivos ortopédicos representam 40% do mercado.

A hidroxiapatita (HA) ¢ amplamente citada na literatura por suas propriedades de
osseointegragdo, apesar de ainda apresentar algumas limitagdes (LANGSTAFF et. al.,
2001) relacionadas a insatisfatoria resisténcia mecanica (AOKI, 1994). Sabe-se que as
hidroxiapatitas sintéticas podem funcionar como reservatério de minerais, favorecendo
a formacao ossea ou, de acordo com varios autores, funciona como biomaterial bioativo.
Apresentam excelentes propriedades de biocompatibilidade, pois ndo causam resposta
inflamatoria exacerbada ou indesejada, ndo sdo antigénicas ¢ nem carcinogénicas
(NOVAES IJr et al., 2002). Entretanto, a mesma possui microestrutura e tamanho de
cristal diferente do osso natural, podendo assim produzir resposta biologica indesejada

(STEPHAN, 2003).

Uma forma de se alterar propriedades estruturais de biocompatibilidade da
hidroxiapatita se da pela da incorporacdo de cations bivalentes (Mg2+ e Zn2+) e
trivalentes (La3+, Y3+, In® “e Bi® "), os quais tém sido reportados (WEBSTER et al.,
2004).

Dentre estes, o zinco ¢ um elemento essencial para o bom funcionamento dos
sistemas imunoldgico, digestivo e nervoso, além de exercer papel fundamental no
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crescimento e no controle de doengas como o diabetes. Mais de 300 enzimas do corpo
humano necessitam do zinco para o seu correto metabolismo (JESUS, 2001). Durante a
sintese da HA ¢ possivel incorporar zinco em diferentes concentragdes, resultando nas

zinco-apatitas (ZnHA) (COSTA, 2004).

Estudos recentes demonstraram a citocompatibilidade da zinco-apatita no
recobrimento de malhas de titinio (STORRIE e STUPP, 2005) e no estudo da interagdo
de osteoblastos ¢ compositos de p-TCP e HA contendo Zn®" (IKEUCHI et al., 2003;
SOGO et al, 2002). Entretanto, a despeito dos estudos existentes, permanecem questoes
abertas a respeito do efeito da liberagcdo de zinco a partir de zinco apatitas tanto in vitro

como in vivo.

Estudos iniciais ja foram realizados com o uso de p6 de zinco apatita (COSTA,
2004), de forma que realizou-se uma continuacao do estudo do mesmo material, agora
utilizando granulos (que ¢ a forma mais utilizada clinicamente) de zinco apatita
contendo 5% de zinco. Fez-se caracteriza¢do fisico-quimica dos granulos de zinco-

apatita5% e hidroxiapatita, além de testes in vitro e in vivo.

Esse trabalho teve como objetivo apds a caracterizar fisico-quimicamente os
granulos de hidroxiapatita e zinco-apatita 5%, testar a citotoxicidade in vitro através de
cultura de células e avaliar a biocompatibilidade in vivo pela implantagdo subcutanea
dos granulos dos dois materiais em camundongos Balb/3T3, utilizando métodos de

estudos histolégicos e de histomorfometria.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tecido Conjuntivo

Os tecidos conjuntivos se originam do mesénquima (tecido embrionario) e sao
responsaveis pelo estabelecimento ¢ manutengdo da forma do corpo, além de inumeras
outras fungdes. Apresentam varias moléculas que se conectam ligando as células e
orgdos, fornecendo dessa maneira suporte ao corpo. As células desse tecido estdo
separadas por abundante matriz extracelular. E além disso, os tecidos conjuntivos se
caracterizam por serem ricamente inervados e vascularizados (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2004, OMOTEYAMA, 2006).

A matriz extracelular ¢ o principal constituinte do tecido conjuntivo, consistindo
em diferentes combinagdes de proteinas fibrosas e de substincias fundamentais, dessa
maneira essas combinagdes podem ser divididas em: complexo viscoso, complexo
hidrofilico, complexo de macromoléculas anidnicas multiadesivas o qual fornece forca

ténsil e rigidez a matriz (GRODZINSKY, 1983, WALTER, 2006).

Uma outra caracteristica do tecido conjuntivo é que possui uma grande
diversidade de células (de acordo com a Tabela 2.1), incluindo fibroblastos,
macrofagos, mastocitos, plasmocitos, células adiposas e leucdcitos. Algumas dessas
células s@o produzidas localmente e permanecem no tecido conjuntivo. Outras, como os
leucocitos, vém de outras regides e podem habitar temporariamente o tecido conjuntivo

(OEMAR, 1997, OLA, 2006).

A sintese desse tecido depende da presenca do fator de crescimento de tecido
conjuntivo (CTGF), o qual ¢ um membro da familia de proteinas CCN, e € expresso em
varios tecidos, incluindo condrécitos hipertroficos. Possui a fungdo de regular a
proliferacdo e diferenciagdo de condrocitos e osteoblastos, além de estimular a
angiogé€nese in vivo e promover a producdo de matriz extracelular (OMOTEYAMA,

2006).

Os fibroblastos sdo o tipo de célula mais comum do tecido conjuntivo e possuem
diversas funcdes, dentre elas a estrutural. Outros tipos de células também encontradas
no tecido conjuntivo sdo a célula adiposa, com a fun¢do actimulo de energia, e as

células que constituem o sistema imunoldgico, cujo grau de presenga varia, aumentando
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quando ha uma resposta inflamatdria a algum agente estranho que porventura invada o

tecido conjuntivo (GROTENDORST, 1997, BALESTRINI, 2006).

A Tabela 2.1 mostra as principais fungdes das células do tecido conjuntivo.

Tabela 2.1 Distribuicdo e principais fungdes das células do sistema fagocitario

mononuclear. Adaptado de JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004).

Tipo Celular Localizagao Principal Fungao

Mondcito Sangue Precursor dos macréfagos

Macroéfago Tecido conjuntivo, 6rgaos Produgao de citocinas, fatores

linfoides, pulmdo, medula 6ssea  quimiotaticos e varias outras

moléculas que participam da
inflamac@o (defesa), do
processamento e da apresentagdo
de antigenos

Célula de Kupffer Figado Igual ao dos macrofagos

Microglia Sistema nervoso central e Igual ao dos macrofagos

Célula de Langerhans

Célula Dendritica

Osteoclasto

Célula Gigante Multinucleada

periférico

Pele

Linfonodo

Osso (fusdo de varios

macrofagos)

Tecido conjuntivo (fusdo de

varios macrofagos)

Processamento e apresentagdo

de antigenos

Processamento e apresentagdo

de antigenos

Digestio do osso

Secregdo e digestdo de corpos

estranhos




2.1.1 Tecido conjuntivo propriamente dito

Ha diversos tipos de tecido conjuntivo, todos eles apresentando células e matriz
extracelular. Um deles € o tecido conjuntivo propriamente dito, que se divide em dois

tipos: frouxo e denso.

O tecido conjuntivo frouxo suporta estruturas normalmente sujeitas a pressdo e
pequenos atritos. E um tecido muito comum que preenche espagos entre grupos de
células musculares, suporta células epiteliais ¢ forma camadas em torno dos vasos
sangiiineos. Encontra-se em diversas regides do organismo, dentre elas as papilas da
derme, na hipoderme, regido denominada de subcutaneo (HOCHMAN, 2003). O
subcutaneo ¢ a regido abaixo da derme (pele) e, as células mais numerosas sdo os
fibroblastos e macrofagos, embora contenha todos os elementos estruturais tipicos do

tecido conjuntivo propriamente dito (GUYOT, 2006).

O tecido conjuntivo denso ¢ adaptado para oferecer resisténcia e protecdo aos
demais tecidos. E formado pelos mesmos componentes encontrados no tecido
conjuntivo frouxo. Entretanto, possui um menor nimero de células, e uma clara
predominancia de fibras colagenas. Pode ser dividido em denso ndo modelado (cujas
fibras sdo organizadas em feixes sem uma orientacdo definida) e denso modelado, em
que apresenta feixes de colageno paralelos uns aos outros e alinhados com os

fibroblastos (BATTEGAY, 1990, MOSSER, 2005).

2.1.2 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo duro que forma os ossos. Funciona como
deposito de fosfato e calcio, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada
para a manuten¢io da concentragdo desses importantes fons nos liquidos. E um dos
tecidos mais rigidos e mais resistentes do corpo humano, sendo formado por
componentes organicos (c€lulas) e inorganicos (material intercelular calcificado). Essa
interagdo entre esses componentes confere a sua rigidez. Suas principais fungdes estdo
relacionadas a protecdo, a sustentacdo (estrutural), armazenamento de ions e

participagdo no metabolismo do organismo humano (RUBIN, 2005).

Ha dois tipos de tecido 6sseo que constituem o esqueleto: o osso trabecular ou
esponjoso e 0sso compacto ou cortical. O primeiro (trabecular) é encontrado nas

extremidades de ossos longos dos vertebrados. E um dos tecidos dos mamiferos capazes
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de regeneracdo, o que em grande parte se deve a habilidade dos fatores de crescimento
em direcionar as células-tronco para as vias condrogénica e osteogénica, e ao papel das

forgas mecénicas estimulando a remodelagdo dssea (SICCA et al., 2000).

O osso compacto possui fibras colagenas organizadas em lamelas de 3 a 7 um de
espessura, que ou ficam paralelas umas as outras, ou se dispdem em camadas
concéntricas em torno de canais com vasos, formando o sistema de Harvers ou ésteons.
As lacunas, contendo ostedcitos, estdo em geral situadas entre as lamelas osseas. Esses
osteocitos sdo as células que ficaram “enclausuradas” por tecido calcificado e estdo

conectadas entre si por canaliculos (RUBIN, 2005) (Figura 2.1).

O principal componente mineral da parte inorganica do tecido dsseo ¢ a apatita
biologica, similar a hidroxiapatita (FLEET, 2005). Contudo, hd também bicarbonato,
magnésio, sodio e citrato em pequenas quantidades. Nas micrografias eletronicas, os
cristais de apatita aparecem sob a forma de agulhas ou tabletes alongados que se
arranjam ao longo das fibrilas coldgenas. Tais estruturas sdo conhecidas por agulhas

nanométricas de apatita (PRADO DA SILVA et al., 2002a e 2002b).

Existem classificagdes para o tecido 6sseo baseadas nos seus aspectos morfologico
e anatomico, dividindo-os em: chatos, longos, curtos, esponjosos, compactos e
pneumaticos. Em relagdo ao aspecto histologico, ha o tecido 6sseo primario e o tecido

0sseo secundario, também chamado de tecido 6sseo harvesiano ou lacunar.

Na figura 2.1, pode-se observar uma lamina com osso secundario, também
chamado de lamelar ou harvesiano, que ¢ formado pelos mesmos componentes do
tecido 6sseo primdrio. A sua diferenga para o tecido 6sseo primario € a organizacgdo das
fibras coldgenas em lamelas, que se orientam concentricamente ao redor de canais com
vasos, formando os sistemas de Harvers (0steons) que se comunicam entre si pelos

canais de Volkmann.



Figura 2.1 — Tecido dsseo secundario (University of Split Medical School,
http://www.vms.hr, acesso em 08/02/2004)

2.2 Enxertos 6sseos

Viarias estratégias t€m sido utilizadas na busca de desenvolver substitutos
biologicos para restaurar, manter ou melhorar a fungao de diversos tecidos. Isso envolve
uma area interdisciplinar, como a Engenharia de tecidos ¢ de biomateriais que estuda
dentre outras coisas: reposicdo com material sintético, enxertos xenogénicos submetidos
a ligacdo cruzada para estabilizagdo, células presas em camera de difusdo,
microcapsulas que crescem sobre substratos reabsorviveis, substincias capazes de
induzir células ou tecidos (fatores de crescimento ¢ morfogéneses) destinadas a

implanta¢do em local adequado (SICCA, 2000).

Existem diversos tipos de classificagdo de enxertos ou substitutos 6sseos. Por
exemplo, pode-se dividi-los em: enxertos autdogenos, aldgenos, xenogenos ¢

alopléasticos.

Os enxertos autdogenos sdo aqueles retirados do proprio paciente, de uma area
chamada doadora, a fim de poder ser transferido a uma area receptora (local de
implantacdo do enxerto). Pode ser de osso cortical, osso medular ou da associacdo de
ambos. O mais eficiente seria o de osso medular que fornece uma maior quantidade de
células associadas a fatores de crescimento, proteinas morfogenéticas que estariam junto

ao enxerto (MICH, 1999).



Os enxertos aldgenos sdo aqueles obtidos dos tecidos 6sseos de individuos da
mesma espécie do receptor; sdo processados em condi¢cdes de esterilidade e
armazenados com varias formas e tamanhos nos bancos de ossos humanos. Tém a

grande vantagem de eliminar o sitio doador (GARG, 1999, CONZ, 2004).

Os enxertos xenogenos sdo obtidos de uma espécie diferente do qual o material
sera utilizado, sendo mais comumente obtidos de bovino e, eventualmente de suinos e
caprinos (BAUER, 2000). Sao fabricados a partir da por¢do inorganica do tecido 6sseo,
de origem animal, e classificados como osseocondutores, como por exemplo o 0sso

bovino desmineralizado (MISH, 2004).

Os enxertos aloplasticos surgiram pela dificuldade ou impossibilidade de se
utilizar o enxerto autdégeno, e alguns fatores a ele associados como desconforto pds-
operatorio, morbidade do sitio doador, limitagdo da quantidade de enxerto e pela
possibilidade de transmissdo de doencas dos enxertos aldégenos ou autdgenos
(YAMOTO, 1994, CONZ, 2004). Estao incluidos nesta classe os materiais sintéticos

como as ceramicas sintéticas.

2.3 Biomateriais para enxertos 6sseos

No inicio da utilizagdo de biomateriais, buscava-se principalmente caracteristicas
de resisténcia mecanica e durabilidade, e desejava-se que os mesmos fossem inertes.
Com o passar dos anos, foi observada a importdncia de outro aspecto: a
biocompatibilidade. O termo bioativo primeiramente foi usado para definir certas
composi¢des de vidros desenvolvidas nos anos 60 e 70, quando se descobriu que os
mesmos produziam uma camada reativa na sua superficie, formando uma ligagdo com o
tecido 6sseo (HENCH et al., 1971). A definigdo mais aceita ¢ dada por HENCH e
WILSON (1993): Material bioativo ¢ “Um material que retorna uma resposta especifica

na sua interface, resultando na formacao de uma ligagdo entre os tecidos e o material”.

Atualmente, afirma-se que materiais que formam uma ligacdo com tecidos 6sseos
desenvolvem uma camada em sua superficie que ¢ diferente daquela existente
anteriormente ao implante. Tal superficie bioativa ¢ formada por uma camada de fosfato
de calcio (HENCH, 1980, DAVIES e BALDAN, 1997), ¢ esta presente na superficie de

todos 0s materiais ceramicos bioativos.



Os materiais utilizados para preenchimento de defeitos 6sseos devem apresentar
propriedades fisicas e biologicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros para
estimular uma resposta adequada dos mesmos (PRADO DA SILVA et al., 2002a). As
propriedades topograficas de superficie devem ser consideradas ao fabricar esses
biomateriais (MEYER et al., 2005), pois a forma tridimensional do material afeta a
reacdo dos osteoblastos. Entretanto, a relacdo desses pardmetros no efeito na adsor¢do

de proteinas ¢ complexa e ainda ndo completamente entendida.

Esses biomateriais podem ser classificados como osteocondutores, osteogénicos,

osteopromotores e osteoindutores, de acordo com a sua atuacao no sistema biologico.

Os materiais osseocondutores possuem mecanismo de formacao ossea inerentes ao
enxerto sintético, que ¢ caracterizado pelo crescimento na matriz do material de enxerto
utilizado. Este atua como arcabougo para a regeneragdo do tecido 6sseo perdido
(CARVALHO et al., 2004). Na osteoindugdo, o emprego dos biomateriais associados a
agentes indutores como as proteinas dsseas morfogenéticas (BMP) e determinados ions
promove a formac¢do de um novo tecido 6sseo pela diferenciacdo local das células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, sob a influéncia de um ou mais agentes
indutores. Tanto os materiais osseocondutores quanto os osseoindutores sdo usados a

fim de realizar a osteogénese no organismo (LINDHE et al., 2005).

A complexidade do tecido 6sseo exige, dentro dos principios da regeneragdo
tecidual, caracteristicas e propriedades especificas dos biomateriais que permitam a
viabilidade do processo regenerativo, de modo a atender as exigéncias fisicas
transferidas ao sistema musculo-esquelético pelo conjunto de suas fungdes. Desta
forma, os principios basicos necessarios, como estrutura de sustentacdo tri-dimensional
com resisténcia mecanica, solubilizagdo compativel, similaridade fisico-quimica, meio
de deposi¢do e adesdo de substincias sinalizadoras e células com potencial de neo-
formacdo tecidual, precisam estar presentes possibilitando um processo angiogénico

adequado preenchendo os requisitos de biocompatibilidade (GARRIDO et al, 2004).

2.3.1 Ceramicas a base de fosfato de calcio

Os biomateriais mais empregados como substitutos 6sseos sdo as bioceramicas a
base de fosfatos de célcio, em particular o B fosfato tricalcico [Caz (PO4),] (B-TCP ) e a
hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] (PRADO DA SILVA et al., 2002a e 2002b), sendo
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esta ultima similar ao principal constituinte da fase inorganica do osso. Os fosfatos de
calcio sdo abundantes nos seres vivos, estando presentes em diferentes tipos de sistemas

biologicos (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 Ocorréncias de Fosfatos de Calcio em sistemas bioldgicos. Adaptado de LE

GEROS (1991) e KAWACHI et al. (2000).

Fosfato de célcio Formula quimica Razao Ca/P Ocorréncias
Apatita (Ca,Z),0(PO4.Y)s(OH,X), VariacomZeY Esmalte, dentina, osso,
célculo dentario,
(Z=Mg*" Sr** ,Ba*" pedras, calculo
urinario, calcificagdo
Y=HPO,* , COy*; de tecido mole.
X=CI', F')
Fosfato octacalcico CagH,(PO,)s..5H,0 1,33 Calculos dentario e
(OCP) urinario
Monohidrogeno fosfato CaHPO,4.2H,0 1,0 Calculo dentario,
de calcio dihidratado 0ssos decompostos
(DCPD)
Fosfato tricalcico (TCP) Caz(PO,), L5 Célculos dentario e

urinario, pedras
salivares, caries
dentarias , calcifica¢do
de tecido mole

Pirofosfato de célcio Ca,P,0,.2H,0 1,0 Depdsitos de pseudo-
dihidratado (CPPD) gotas em fluidos

2.3.1.1 Hidroxiapatita (HA)

Sistemas biocerdmicos baseados em hidroxiapatita (HA) sdo considerados
importantes na classe dos materiais bioativos, os quais podem promover a regeneracao
ossea (LIN e HON, 1989). A HA ¢ o constituinte principal da fase mineral dos tecidos
calcificados, representando entre 30% e 70% da massa dos ossos e dentes,
respectivamente. Seu equivalente sintético possui propriedades de biocompatibilidade e
de osseointegracdo, tornando esse material, um dos mais promissores substitutos do

0sso humano em implantes.

A formula da hidroxiapatita estequiométrica ¢ Ca;o(PO4)s(OH),, com razao Ca/P

igual a 1,67 (FERNANDEZ et al., 1999).
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Dois tipos de hidroxiapatitas devem ser considerados: as sintetizadas em altas
temperaturas, que apresentam boa cristalinidade e cristais grandes, ¢ as hidroxiapatitas
sintetizadas em baixas temperaturas, que apresentam baixa cristalinidade e cristais

pequenos.

Quanto a estrutura, a hidroxiapatita cristaliza-se no sistema hexagonal, grupo
espacial Pg3/m, e possui dimensdes de célula unitaria a=b=9,42 A e ¢=6,88 A (ELLIOT,
1994).

A hidroxiapatita assim como toda estrutura cristalina possui uma célula unitéria e
nesse caso ela se caracteriza por ser hexagonal A célula unitaria hexagonal que contém
10 ions célcio localizados em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio I (Caj) e seis no
sitio IT (Cay). Os ions célcio do sitio 1T estdo em tridngulos eqiiilateros perpendiculares a
dire¢do ¢ da estrutura. Os cations do sitio I estdo coordenados a 6 atomos de oxigénio
pertencentes a diferentes tetraedros de PO4 e também a 3 outros atomos de oxigénio
relativamente distantes. A existéncia de dois sitios de ions calcio traz conseqiiéncias
importantes para as hidroxiapatitas que contém impurezas catidnicas, pois suas
propriedades estruturais podem ser afetadas dependendo do sitio ocupado pelo cation da

impureza.

Deformagdes na rede causadas pelo deslocamento das hidroxilas tornam a
estrutura monoclinica um arranjo mais fechado, com grupo espacial P,;/b. Exceto a
posicdo do grupo OH, todas as outras posicdes atdmicas na hidroxiapatita, sdo

essencialmente iguais como as da fluorapatita [Ca;o(PO4)cF2].

Em relacdo a forma da HA, a porosa ¢ mais reabsorvivel e mais osteocondutora
quando comparada com a HA densa (CHANG et al., 2000) e em relagdo a topografia, a
adesdo de células e tecidos na superficie de biomateriais pode ser obtida por meio da
modificacdo na superficie de biomateriais. Além disso estudos mostram que em testes

de cultura de células a adesdo celular ¢ maior em superficie rugosa (TSUJI, 1998).

2.3.1.2 Apatita biolégica

Apatitas bioldgicas s@o essencialmente hidroxiapatitas contendo carbonatos
associados com outros elementos que constituem a fase inorganica dos ossos e dentes,
ou seja, uma OH-apatita (aproximadamente Ca,;o(PO4)s(OH),) modificada pela presenca

de outros ions. As OH™ (hidroxilas) e F~ (fluoretos) presentes nas apatitas sao usualmente
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substituidas por outros fons como por exemplo CI” por OH7; St**, Ba?" por Ca?*, COs*

por PO,*). (LEGEROS et al., 1980).

As apatitas biologicas diferenciam-se das apatitas sintéticas. As apatitas sintéticas
sdo obtidas em laboratorio sob condigdes controladas e tém origem na férmula inicial da
hidroxiapatita com o uso de substituintes, enquanto aquelas representam o mineral
constituinte de tecidos duros e contém ndo apenas fons Ca®’, (PO4)* e (OH), mas
também pequenas quantidades de ions (CO3)*, Mg”" e Na™ e tragos de elementos tais
como fluor e cloro. A razdo Ca/P das apatitas biologicas difere do valor estequiométrico

(VERCIK, 2003).

Um dos efeitos das variagdes estruturais das apatitas bioldgicas relaciona-se com o
teor de COj; incorporado, ja que quanto maior for este teor, maior sera a atividade
metabdlica. Como exemplo, o teor de CO; do esmalte, um material praticamente inerte,

¢ menor do que na dentina, um tecido de maior atividade (LE GEROS, 1995).

Esse grupo que compdem as apatitas ¢ constituido por solidos de formula geral
M*"10(X04)* 62", freqiientemente nio-estequiométricos, ja4 que um mol de apatita pode
conter menos do que dez moles de fons metalicos nas posicdes M>" ¢ menos do que dois
moles de anions nas posicdes Z". Entretanto, o niimero de moles na posicao (X04)* é

sempre seis. Os ions podem ser:
M2+: Ca2+ Mg2+ Sr2+ Ba2+ Pb2+ Mn2+ Cd2+ Zl’l2+'
(X04)"= (PO4)™, (AsO5)™, (VOu)™, (CrO4)", (MnO,)™;
z'"=F", (OH)", Br", e Cl'";

Estruturas i6nicas mais complexas podem ocorrer quando anions divalentes como:
0%, (0" e (CO3)%, ocupam as posi¢oes Z, no lugar dos anions monovalentes,
preservando-se a neutralidade de cargas com o surgimento de uma posicdo anidnica
vaga. Vacancias podem ser formadas quando ocorrem substituigdes também nas
posi¢des M*", preservando-se a eletroneutralidade da estrutura cristalina por duas
modificacdes que podem ocorrer simultaneamente: aparecimento de vacancias na
posicdo Z na HA ndo-estequiométrica Cag; 0,3 (PO4)s (OH);4 0,6; ¢ a outra forma sdo
as mesmas vacancias originadas junto com a substitui¢do de algum ion (PO4)’ por

grupos divalentes como n apatita carbonatada Cag, (PO4)s (CO3)a,0. Os grupos (XO4)*
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podem ser substituidos por grupos tetravalentes, tais como (SiO4)* e (GeOs)*,
preservando-se a eletroneutralidade por substituicio ou vacancias nas posicdes M>" e

Z" (FIGUEIRAS, 1993).

2.3.1.3 Fosfato tricalcico (TCP)

O fosfato tricalcico (TCP) possui composi¢do quimica Ca3(POs),, com razio
atomica Ca/P igual a 1,5 e pode se apresentar em duas fases distintas: a fase 3, com
sistema romboédrico com simetria R-3c, ou a fase o, com sistema monociclico com

simetria P2;/a ( ELLIOT, 1994, COSTA, 2004).

O fosfato tricalcico ¢ geralmente soluvel na presenca de fluidos bioldgicos, com
solubilidade maior que a da hidroxiapatita (HENCH e WILSON, 1993), sendo um
material biocompativel. Essa biocompatibilidade se deve em parte a sua estrutura

cristalina e a velocidade de biodegradacdo que é maior que o da HA (JARCHO, 1981).

O TCP demonstra bioatividade caracterizada pela osteocondugdo, servindo como
substrato para o crescimento vascular do novo osso. Apesar de boa parte do implante de
TCP ser absorvida no primeiro més, a parte restante permanece no sitio por longos
periodos até que seja incorporada dentro da estrutura do osso formado. (SANTOS e
GUERRA- LOPEZ, 1992). EGGLI et al. (1988) observaram a aposicio direta do osso
no periodo de 3 a 6 semanas com aumento da formacao dssea a medida que o implante

de TCP era absorvido.

A fase B do fosfato tricalcico, conhecida como BTCP, ¢ obtida por reagdo de
estado solido ou decomposigdo térmica (ELLIOT, 1994). Nesta ultima, sdo utilizados o
fosfato de calcio amorfo (ACP) e a hidroxiapatita deficiente, que ¢ obtida sob condigdes

neutras ou acidas.

Devido a sua biocompatibilidade e¢ bioreabsor¢do, o TCP ¢ utilizado para o
preenchimento de cavidades onde uma rapida reabsorc¢do é desejada, levando em conta
que um biomaterial ideal deveria induzir a reposi¢do por estruturas Osseas do proprio

organismo.

Ceramicas bifasicas de HA e B-TCP tém sido consideradas como potenciais

substitutos 6sseos devido as propriedades de dissolucdo (HA- ndo reabsorvivel e -
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TCP- reabsorvivel), rapida formacao 6ssea, comportamento proximo a fase inorganica

ossea (OLIVEIRA, 2003).

2.3.2 Granulos e materiais porosos

Os materiais sintéticos sdo fabricados em varias texturas, tamanhos e formas. A
preocupacdo com a forma e o tamanho do material tém sido uma preocupacao
constante. Entretanto, ainda é muito controverso o real papel do tamanho de particulas

na resposta celular e tecidual aos enxertos 6sseos (SICCA, 2000).

Em relacdo a classificagdo desses materiais sintéticos de acordo com sua
porosidade, podem ser microporosos (denso) e macroporosos; em relacdo a sua
cristalinidade; podem ser cristalinos ou amorfos; em relacdo a solubilidade em materiais
absorviveis e ndo absorviveis; (GARG, 1999; CONZ, 2005) e quanto a forma podem os
materiais particulados apresentar uma configuracdo esférica ou irregular de acordo com
o método de fabricacdo. Dessa maneira pode-se considerar parametros como forma,
porosidade, area de superficie e cristalinidade como propriedades fisicas dos materiais,
e em relacdo a composicao quimica estd a substitui¢do ionica e as impurezas (MISCH,

2004).

Independente de serem macro ou microporosos, também sdo divididos em relagio
a faixa granulométrica quando empregados na clinica. Por exemplo, um dos
biomateriais largamente empregado ¢ o que se encontra na forma microgranular (250-

1000pm) e macrogranular (1000-2000um).

As aplicagdes clinicas desses biomateriais granulares podem se apresentar sob
diversos tipos: enxerto alégeno mineralizado (FDBA), ou desmineralizado liofilizado
(DFDBA), ceramicas biocompativeis como a de coral natural, fosfato de calcio e

hidroxiapatita sintética, vidros bioativos e polimeros.

O papel carreador dos fatores de indugdo Ossea potencialmente podem ser
desempenhados por materiais granulares, dentre ele estd o osso cortical bovino ou
medular nas formas macro ou microgranular, desproteinizado segundo demonstrado em

estudo clinicos (SICCA, 2000).

Estudos mostraram que granulos de hidroxiapatita utilizados para preenchimento

de falhas 6sseas foram biocompativeis e que a restauracdo de falhas dsseas ocorreram
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mais rapidamente naquelas preenchidas com material microgranular (OLIVEIRA,
1993). Em outro estudo mostrou ainda que essa granulometria precisa ter um didmetro
minimo, pois ao se utilizar granulos com dimensdes entre 10 e 50 pum, estes poderiam
ser fagocitados por células como macréfagos e fibroblastos, devido suas dimensdes

reduzidas (SHAPOFF, 1980).

2.4 Minerais Essenciais

2.4.1 O zinco

O zinco ¢ um metal considerado um dos elementos tracos essenciais ao organismo.
Possui numero atomico 30, massa atomica 65,39, raio atdbmico 133,2 pm e massa
especifica de 7,133 g/em’, estando envolvido no metabolismo 6sseo. Sabe-se que o
organismo humano necessita dos chamados minerais essenciais para que possa exercer
suas fungdes fisiologicas basicas. Um desses elementos importante ¢ o zinco que

estimula a formag@o 6ssea em humanos e em alguns animais (ISHIKAWA, 2002).

Nos sistemas biologicos, o zinco ¢ encontrado no nucleo das células, nos
cromossomos, ribossomos e granulos secretados (COSTA, 2004). A deficiéncia desse
elemento provoca a inibi¢do do crescimento, pois 0 mesmo também participa de
diversas formas na proliferacdo celular, na regulacdo da sintese de DNA, além de

influenciar a regulagdo hormonal da divisdo celular (MACDONALD, 2000).

O zinco exerce um influéncia direta em diversas enzimas, € aumenta a atividade
do aminoacil-tRNA, que é uma enzima envolvida na primeira etapa da biossintese das
proteinas, incluindo a osteocalcina, IGF-1 e TGF-f3 nas células osteoblasticas. O zinco
aumenta a atividade da enzima fosfatase alcalina ao ser incluido em pastilhas de
composito ceramicos de BZnTCP/HA. ITO et al (2005) observaram que um conteudo de
zinco de 1,26% em peso aumentou em trés a quatro vezes o nivel de fosfatase alcalina
em relagdo as ceramicas sem zinco. Além disso, sabe-se que o zinco também inibe a
atividade dos osteoclastos, responsdveis pela reabsor¢do ossea (MOONGA e

DEMPSTER, 1995).

Varios estudos relataram os beneficios do zinco. YAMAGUCHI et al. (1995)
estudaram o comportamento do zinco avaliando o comportamento in vitro e in vivo

desse elemento. Esses autores concluiram que o zinco aumenta a quantidade de
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proteinas 6sseas, o contetido de calcio e a atividade da fosfatase alcalina. Utilizando
uma concentragdo de Zn de 100uM aumentou a quantidade de proteinas 6sseas, nivel de
fosfatase alcalina e conteudo de cacio.(BETTGER, W.J; 1993; YAMAGUCHI, M;
1988). Além disso, foi possivel identificar que uma baixa dose de zinco administrado
em calvaria de ratos resultou no aumento da atividade da fosfatase alcalina e do

conteuido de DNA nos tecidos 6sseos.

O zinco estd presente na maior parte do organismo humano. Entretanto, em
determinados locais do organismo sua presenga se torna mais abundante. Sabe-se que o
contetdo de zinco no osso humano varia de 0,0126 a 0,0217% em peso e que este
percentual ¢ relativamente mais alto comparando com outros tecidos e plasma
sanguineo — 12 al17 pM de Zn (ITO et al. 2002). A tabela 2.3 abaixo mostra os niveis
de concentragdo de zinco em diferentes locais do organismo e em diferentes tecidos e
orgdos, além de mostrar que a solubilidade do zinco ¢ maior na fase de B-TCP em

relacdo as outras formas de fosfatos de calcio.

Tabela 2.3 Concentracdo de Zinco em tecidos, orgdos e em fosfatos. Adaptada de ITO
et al., 2002

Orgaos e tecidos humanos Concentragao

Todo o corpo 28 - 33 ppm
Epiderme 70,5 ppm
Derme 12,6 ppm
Musculo 38 - 57 ppm
Osso 125 - 250 ppm
Plasma sanguineo (Homem) 0,72 - 1,21 ppm
Plasma sanguineo (Mulher) 0,69 — 1,15 ppm
Prostata 102 ppm

Rim 52 - 75 ppm

Fosfatos de Calcio

B-tricélcio 0-6,17%

a-tricalcio 0-1,26% (1450 °C)
Hidroxiapatita sinterizada 0-0,13% (1150 °C)
Apatita pobremente cristalizada 0 — 1,1% (temp. ambiente)
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2.4.2 Associagdo do zinco com a hidroxiapatita

A hidroxiapatita permite a substitui¢io de Ca™ (PO4)” e grupos de (OH) por
ions, o que promove mudangas nas propriedades estruturais, cristalinidade e morfologia,
além de mudancas nos pardmetros de rede como o eixo a e ¢, onde neste caso os estudos
do efeito da substituicio do Zn" pelo Ca'? ainda sdo controversos. Embora tenha sido
descrito que a substituicdo do ion Ca pelo zinco aumenta ambos os eixos a e ¢, isto
parece ndo ser natural considerando o raio i6nico do Zn (0,074nm) que ¢ menor que o
do Ca ( 0,099 nm) (MIYAIJI, 2005). De acordo com a regra de Vegard, as mudangas nos
parametros de rede provocadas pela substituicdo de determinados ions depende do
tamanho e da quantidade dos substituintes. Entretanto, muitas vezes essa regra nao se
aplica, provavelmente pela propria morfologia desses cations substituintes. Em relagao
aos parametros de rede, a presenca de zinco nas zinco-apatitas obtidas de solucdes

mostrou expansdo do eixo a e contragdo do eixo ¢ (LE GEROS, 1980).

COSTA (2004) também mostrou em seus estudos utilizando o programa CELREF
que ao estabelecer valores dos pardmetros de rede da HA e ZnHA havia uma reducao
linear do parametro de rede na direcdo do eixo a, na medida em que se aumentava a

porcentagem de Zn presente nas ZnHA.

O conteudo maximo de zinco na HA depende da cristalinidade. Por exemplo,
apatitas pouco cristalinas ou precipitadas a partir de solugdes supersaturadas podem

conter mais zinco se comparadas com a HA bastante cristalina (ITO et al., 2005).

A presenca do zinco inibe fortemente a cristalizagdo das hidroxiapatitas, que
podem ser sintetizadas com uma tnica fase cristalina com uma concentragdo de zinco
que ndo ultrapassa cerca de 25% de atomos. Este efeito do zinco em inibir a
cristalizacdo da HA e sua preferéncia em estar mais presente na fase de (-TCP
assemelha-se ao comportamento observado para o magnésio. A presenca de zinco
provoca uma redugdo da razdo molar Ca/P e uma reducdo gradativa no tamanho dos
cristais a medida em que se aumenta a concentracdo de Zinco (BIGI et al., 1995).
COSTA (2004) verificou que o tamanho do cristal de HA ao longo da direcdo 002 e 300
que respectivamente passa de 123 A na HA para 112 na ZnHA 5% (direcdo 002) e 78 a
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76A (diregdo 300). A autora também confirmou a tendéncia do zinco a decompor a HA

em TCP durante o aquecimento.

ISHIKAWA (2002), ao estudar a fase ZnTCP formada durante a calcinagdo das
zinco-apatitas, concluiu que essa fase possui um grande potencial ligado a
osteocondutividade, e que a sua presenga afeta quase que inexpressivamente as
propriedade de resisténcia mecéanica quando comparado a estrutura da apatita sem o
zinco. O potencial de uso do ZnTCP ¢ seu sucesso estd ligado a quantidade de Zn™ nas
zinco apatitas. Assim, uma dose excessiva desse poderia resultar em citotoxicicidade.
Além disso, ITO et. al. (2005) preparou -tricalcio fosfato dopado com zinco e

observou o efeito do ZnTCP na indug@o da proliferacdo de células MC;Ts-E;.

BIGI (2005) notou que a diminuicdo dos pardmetros de rede dos B-TCP com o
aumento da concentracdo de zinco na fase solida indica que o Zinco re-posiciona o

calcio na estrutura da HA.

Um estudo histologico e histomorfométrico, utilizando fémur de coelhos, mostrou
o efeito da estimulacdo da cerdmica bifasica de ZnTCP/HA na formacdo oOssea.
Observou-se um aumento de 51% na formacdo de um novo osso quando implantado um
contetdo de 0,316% em peso de zinco, em comparagdo com TCP/HA sem Zinco

(KAWAMURA et al., 2000, ITO et al., 2002).

A zinco-apatita (ZnHA) apresenta geralmente relagdo molar de (Ca+Zn)/P de 1,67
podendo ocorrer variagdes. SOGO et al. (2005) observaram um aumento da proliferagdo
de osteoblastos em testes in vitro da ZnHAP. Testes in vivo também indicaram melhoras
no crescimento 6sseo em fémur de coelho (SOGO et al., 2005) com a utilizagdo de

ZnHA, comparado com a HA pura.

2.4.3 ZnTCP

A fase de tricalcio fosfato que contém zinco ¢ denominada ZnTCP, sendo a mais
comum a fase de BZnTCP que ¢ a principal fase carreadora de Zinco. Além disso ¢
nessa fase de PB-TCP que podemos encontrar a maior parte do Zinco presente na

estrutura do material (ITO et al., 2005).

Para a obtengdo de ZnTCP ¢ necessario utilizar um processo similar aquele usado

para obter pos de HA e B-TCP. Utilizando solugdes de nitrato de zinco e acido fosforico
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acrescidos numa suspensdo de hidréxido de calcio em temperatura ambiente, e apds a
obtengio do precipitado é necessario elevar a temperatura em torno de 800°C, obtendo

desse modo ZnTCP bem cristalino. (ITO et al., 2005).

Sabe-se que o tricélcio fosfato contendo zinco (ZnTCP) é biocompativel e bioativo
e que permite um contetdo maximo de 12mol% de Zinco, carreando-o efetivamente.
ITO et al. (2005) mostraram que um material de Zn'TCP/HA liberou zinco numa razdo
de 0,9% em peso continuamente por mais de 50 dias, utilizando solucdo de cloreto de
sodio, e um contetdo de zinco de 1,2% em peso aumentou significativamente a
proliferacdo de células MC;T3-E1, e também aumentou a atividade da enzima fosfatase

alcalina, ambos participantes da proliferacdo de osteoblastos.

2.5 Interagao das células com os biomateriais

Ao se enxertar um biomaterial no organismo humano, espera-se promover um
processo longo de interacdo da interface entre o biomaterial e o organismo, levando a
formacdo de ligagdes da superficie do material com as biomoléculas presentes no fluido

corporeo (RODENAS e PALACIOS, 2005).

A primeira fase de interagdo é a adsor¢@o, que ocorre assim que a superficie do
material entra em contato com o fluido corporeo, e ¢ regida pelos seguintes fatores
presentes entre a superficie do biomaterial e o meio biologico: pH, composi¢ado idnica, a
temperatura, os grupos funcionais das proteinas presentes no meio e o tipo de substrato

(VROMAN, 1987).

A seguir, inicia-se a fase de adesdo, que promove a ligagdo de células ao substrato
(biomaterial) e se da por meio de proteinas com alta afinidade a superficie (MEYER,
2005) e moléculas de adesdo divididas em familias: integrinas, superfamilia da
imunoglobulina, selectinas, além de fatores de crescimento, citocinas, a¢do hormonal,

dentre outros. (LORENZI, 2006).

No tecido Osseo especificamente, algumas proteinas possuem quimiotaxia ou
propriedades de adesdo por conter uma seqiiéncia RGD Arg-Gly-Asp, que € especifica
para a fixacdo de receptores de integrinas de membrana celular e essa adesao depende

da distancia célula-substrato (MEYER,1998).
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Outros eventos que ocorrem, como proliferacdo celular ¢ migragdo; estdo
diretamente ligados a interface presente entre a superficie do material e a célula
(ANSELME, 2000) que muitas vezes permite que haja certos efeitos como sintese de

proteinas de adesao, crescimento celular e diferencia¢io celular (BUCHTER, 2005).

Outros mecanismos que alteram a interface sdo os mecanismos biofisicos ligados a
resposta celular em reacdo a superficie como efeitos mecanicos como diretos e indiretos
(FROST, 2000), efeitos eletromecanicos, mecanismos de transporte molecular
(PIENKOWSKI, 1983). Esses eventos podem ocorrer devido a transferéncia de
carregamento da superficie do material para células, provocando alguns efeitos, dentre

eles a estimulacao dessas células (MEYER, 2005).

2.6 Avaliagao da Biocompatibilidade
Segundo ESTRELA (2001), biocompatibilidade ¢ a capacidade de um material

exercer funcdes especificas quando aplicado em contato com tecidos vivos de

determinado hospedeiro, sem contudo causar danos ou prejuizo a0 mesmo.

Para avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais utilizados nos seres humanos,
os mesmos devem ser testados utilizando diferentes procedimentos. Diversas
organizagdes vém propondo uma série de testes a serem realizados. Esses testes, que
consistem em uma série de protocolos de pesquisa, descritos e regulamentados em
diversos paises, ttm como objetivo a correta utilizagdo dos materiais experimentais,

avaliando assim a sua seguranga para aplicagdo clinica em seres humanos.

Ha décadas, institui¢des como a ISO/FDI, a ADA, a COMIET, a ANVISA ¢ o
INMETRO, além de outras organizagdes governamentais ou ndo, tém procurado
regularizar e padronizar as diversas metodologias de pesquisa recomendadas para se
avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais. Assim, uma série de testes foram
agrupados em: testes iniciais, testes secundarios e testes de aplicagcdo (pré-clinico e

clinico) ESTRELA, 2001.

Os resultados dos testes realizados em cultura de células (teste in vitro) e
realizados em animais (secundarios ou de aplicagdo) ndo podem ser de imediato
extrapolados para as condi¢des clinicas em seres humanos, mas devem ser reavaliados e

monitorados antes da utilizacdo em procedimentos clinicos de rotina. Os métodos
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experimentais devem ser sempre revistos, assim como 0s materiais € as possiveis

reag()es provocadas por €ss€Ss no organismo.

Os testes iniciais sdo aqueles que avaliam de maneira preliminar um determinado
biomaterial, caracterizando seu perfil de toxicidade em um sistema bioldgico especifico.
Sendo o teste mais comumente selecionado para essa etapa inicial de seqiiéncia de
protocolos o teste de citotoxicidade em cultura de células, seguido por testes in vivo em
cobaias, que permitem a avaliacdo da reacdo do tecido vivo ao biomaterial, entretanto

sem demonstrar 0 mecanismo que existe por tras da resposta tecidual.

Ja os testes secundarios, bem como os de aplicacdo, devem ser obrigatoriamente
desenvolvidos seguindo protocolos de pesquisa especificos. Conforme mostra a Tabela
2.4, pode-se citar alguns tipos de testes realizados para avaliacdo de materiais com
possibilidade de aplicagdo clinica. Dentre os testes secundarios atualmente
recomendados, o teste de implantacdo do biomaterial em subcutdneo de animais ¢ o

mais amplamente empregado (ESTRELA, 2001).

Tabela 2.4 Testes recomendados para Avaliagdo bioldgica de materiais. Adaptada de

ESTRELA (2001).

Teste Inicial Teste secundario Teste de Aplicagao
(pré-clinico)
Citotoxicidade Irritacao  da  membrana Implante dental, implantes
mucosa ortopédicos
Hemolise Toxicidade Dérmica por
exposicao repetida
Teste de Ames Implantacdo subcutanea
Teste de Styls Implantacao  em tecido

osseo (defeito critico)
Dose letal Sensibilizagéo
Toxicidade Aguda LDsy
Oral e IP-LDs
Inalacdo Aguda
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2.6.1 Avaliagao in vitro

O desenvolvimento e a padronizacdo de testes in vifro que possam detectar a
toxicidade de produtos para uso em seres humanos sdo fundamentais devido a grande
necessidade de se conhecer um biomaterial anteriormente a sua aplicagdo em seres

humanos, além da diminui¢do do uso de animais em laboratorio.

Apesar dos testes in vitro serem dindmicos, os mesmos ndo reproduzem a situa¢ao
real que ocorre quando um biomaterial ¢ enxertado in vivo. Entretanto, fornecem
informagdes valiosas a respeito da morfologia celular, proliferacdo celular,
comportamento das células durante o periodo de sobrevivéncia das -culturas.

(LORENZI, 2006).

2.6.1.1 Teste de degradacao

Muita aten¢do tem sido voltada para o estudo dos mecanismos de dissolugdo,
precipitacdo, adsor¢do e outras caracteristicas de superficie da interface HA-fluido-agua

como o comportamento de degradagdo (RODENAS e PALACIOS, 2005).

A degradacdo ¢ causada por dissolucdo fisico-quimica, desintegra¢do quimica de
pequenas particulas, fatores biologicos como fagocitose, causando diminui¢do na

concentragio de H (GROOT et al.,1998, LEGEROS et al.,1995).

O objetivo do teste de degradacdo ¢ o de identificar e quantificar o potencial de
degradagdo do produto testado em solugdes fisiologicas. Para isso, ¢ necessario o
conhecimento prévio das propriedades quimicas, fisicas e a morfologia da superficie do

material (ISO 10993-5).

Em testes de degradagdo utilizando solug@o tampao, observou-se muitas vezes que
materiais com alta solubilidade contribuem para o processo de neoformacdo Ossea,

concordando com os resultados obtidos por outros autores (DUCHEYNE e QIU,1999).

A zinco-apatita na forma de pd foi testada por COSTA (2004), por de
experimentos de dissolu¢do. Pode-se citar um deles onde em tampdo TRIS ocorreu
perda de ions carbonatos, sugerindo um processo de precipitagdo na superficie do
material ¢ a concentragdo de calcio dissolvida foi maior que na de HA. Em tampao
HEPES a liberagdo de zinco nas amostras apresentou um comportamento similar a do
calcio, com liberagdo maior nas primeiras 72 horas ¢ diminui¢do a partir desse tempo.
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Nos testes de dissolugdo foi possivel detectar que a presenga do Zinco na estrutura da

HA leva a um aumento de sua dissolugao.

O teste de degradacdo identifica a existéncia ou ndo de uma degradagdo fora do
ideal, que poderia comprometer a aplicagdo in vivo dos granulos, fazendo com que os

mesmos se comportem como pos, ou seja, sendo absorvidos pelo organismo.

2.6.1.2 Avaliacao in vitro da citotoxicidade

O desenvolvimento dos testes de citotoxicidade in vifro e seu reconhecimento
pelos o6rgdos internacionais como o FDA em 1993 e a OECD em 1987 t€m favorecido a
substitui¢do ou diminui¢do dos ensaios que utilizam animais de laboratorio. Muitos
autores acreditam que testes in vivo reproduzem melhor o comportamento dos
biomateriais em humanos, entretanto os testes in vitro sdo mais facilmente controlados e

apresentam melhor reprodutibilidade (FRESHNEY, 2000).

De acordo com o Orgio Internacional de Padronizagdo- ISO 10993, o ensaio de
citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para se avaliar a biocompatibilidade de
qualquer material para uso em dispositivos biomédicos, e somente apés comprovada a
sua ndo toxicidade é que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ser

continuado.

O cultivo de células in vitro constitui-se uma valiosa ferramenta para se conhecer
0s mecanismos pelos quais os biomateriais podem produzir reacdes adversas em nivel
celular (WENNBERG, 1988). Assim, a citolise ¢ as mudangas no crescimento € na
permeabilidade da membrana celular podem ser verificadas in vitro (LYGRE et al.,
1995). Além desse teste fornecer informagdes a respeito da seguranga do material
estudado (TANG et al, 1995), pode indicar se um material deve ser descartado ou ser
objeto dos outros niveis de avaliagdo em estudos posteriores in vivo (TORABINEJAD e

PITTFORD, 1996).

A cultura de células consiste na retirada de células de um determinado tecido de
um organismos vivo (cultura primdria) e transferidas a um meio de cultura dando
origem a uma suspensao celular. A partir desse momento da-se inicio ao cultivo celular.
As culturas primarias sdo normalmente heterogéneas, com pequena quantidade de

células proliferativas as quais vao aumentando até atingir a confluéncia, a partir dai o
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crescimento ¢ reduzido e a cultura precisa ser dividida e novas subculturas sdo

preparadas (SANTIAGO, 2004).

Ha diferentes linhagens de células com as quais se pode trabalhar, como:
Linhagem celular de osteossarcoma (séries MG-63, UMR e ROS), linhagem celular
intencionalmente imortalizada (MC3T3El), linhagem celular de clones nao

transformados e culturas primarias (BURGER, 2005).

Existem varios meios de se avaliar a citotoxicidade, como, por exemplo, pelo grau
de injuria da morfologia celular, pela avaliacdo do crescimento celular ou pela avaliagao

de aspectos especificos do metabolismo celular, entre outros (ISO 10993 parte 5).

Em relacdo a utilizacdo desses testes com os biomateriais, os mesmos sao feitos na
fase de desenvolvimento do produto, quando se deseja estabelecer a melhor proporgdo
entre os componentes de um biomaterial (RAMIRES, 2001). Nesses testes deve-se
sempre considerar que o processo de interagdo entre células e biomateriais é altamente
dinamico e depende de vdarios pardmetros que influenciam a resposta celular

(ANSELME, 2000).

Os testes in vitro se dividem em tré€s categorias, segundo a ISO10993: testes com
extrato, testes com contato direto € com contato indireto. De acordo com a escolha a ser
seguida, havera diferengas no modo de preparo das amostras, na cultura de células (tipo
de célula a ser usado), e no modo no qual essas células serdo expostas. Antes do inicio
do experimento deve-se definir o tipo de teste a ser conduzido, considerando-se todos os

parametros envolvidos.

Alguns cuidados devem ser tomados, como: as células a serem usadas devem ser
obtidas de acordo com a linha preferencial a ser trabalhada, considerando sempre se o
banco de células ¢ reconhecido, e se sdo capazes de fazer com que se obtenha a partir

delas a melhor reprodutibilidade e acuracia de resposta.

Muitos parametros que influenciam a expressdo do fenotipo dos osteoblastos na
cultura de células devem ser avaliados, como: meio de cultura, tempo de cultura, e a
presenga de compostos como acido ascorbico, B-glicerofosfato e dexametazona que

influenciam o comportamento celular in vitro .
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Varios métodos in vitro que utilizam culturas celulares tém sido padronizados para
avaliac¢do da toxicidade de biomateriais, tais como: método de difusdo em agar, método
de extracdo, método de inibigdo metabolica, além dos métodos enzimaticos. Sendo que,
o parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade ¢ a viabilidade celular pela
contagem de células, que pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais como o

Vermelho Neutro e o Azul de Tripan.

2.6.2 Avaliacao in vivo da biocompatibilidade

E sabido que pequenas mudangas na estrutura quimica de um material para

implante podem afetar a resposta do tecido in vivo (RATNER, 1993).

Varias normas devem ser seguidas a fim de se obter uma valida proposta cientifica
para um teste in vivo (ISO 10993, Parte 2). Alguns cuidados devem ser levados em
consideracdo, como por exemplo: O animal deve ser sacrificado com o minimo
sofrimento fisico e mental; Durante o ato cirurgico, todas as condi¢cdes pré e pos-
operatorias devem ser seguidas criteriosamente. Além disso, todo protocolo do
experimento tem que ser submetido a comissdes de ética, e deve ser justificado o

namero de animais necessarios.

Numa avaliagdo in vivo pode-se investigar diferentes aspectos utilizando

diferentes técnicas, entretanto a tendéncia atual ¢ seguir protocolos ja estabelecidos.

O objetivo de se utilizar a metodologia do enxerto em subcutaneo a fim de avaliar
a biocompatibilidade ¢ que essa técnica permite avaliar a seguranga sistémica de novos
biomateriais, permite avaliar: o grau de toxicidade, possiveis malformagdes de estrutura,
degeneragdo do tecido. Além disso, permite identificar as fibras imaturas as quais
penetram entre enxertos de materiais granulares, sinais de inflamag¢do e grau de
encapsulamento do enxerto. Dessa forma ¢ capaz de concluir o grau de toxicidade do

material utilizado como enxerto (PITIC, 2003).

Outros estudos consideram como parametros que avaliam compatibilidade no
emprego dessa técnica o aumento do calibre dos vasos, neovascularizacdo e indugdo de
angiogénese (PEATTIE, 2006), além de minima resposta inflamatoria com o passar do

tempo (STITZEL, 2006).
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WANG (2005) avaliou a biocompatibilidade e a biodegradacdo de uma protese
arterial revestida por material sintético biodegradavel em subcutaneo de ratos. O grau de
inflamagdo foi medido por contagem de células inflamatdrias, e como resultado,
verificou que no primeiro periodo (7 dias) foi encontrado exsudado rico em
polimorfonucleares e linfocitos em poucos ratos, sendo que aos 14 dias ja nenhum
exsudado foi encontrado em torno do implante e este ja se encontrava envolto de tecido
conjuntivo. O infiltrado inflamatério cronico comegou depois de 1 més identificado por
aumento de fibroblasto. Concluiu-se com esse estudo que o material induziu um minimo

de resposta inflamatoria, sendo considerado biocompativel.
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3 PROPOSICAO

Em relagdo as propriedades da hidroxiapatita e da zinco-apatita, propds-se neste
trabalho produzir e avaliar as propriedades fisico-quimica e bioldgicas de granulos
desses materiais, bem como determinar sua compatibilidade in vitro e in vivo.

Especificamente pretendemos:

1- Produzir e caracterizar granulos de HA e ZnHA a partir de pastilhas obtidas por
prensagem uniaxial e calcinadas. A caracterizacdo fisico-quimica foi obtida por: DRX
(Difracdo de raios X), FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier), MEV
(Microscopia eletronica de varredura) e MET (Microscopia eletronica de transmissao),

teste de degradacdo e dissolucao.

2- Avaliar a citocompatibilidade dos materiais utilizando a norma ISO 10993-5 e

células Balb/c 3T3 e contagem do nimero de células sobreviventes.

3- Avaliar a biocompatibilidade dos granulos em tecido subcutineo de
camundongos Balb/c 3T3 descrevendo os aspectos microscopicos do tecido reacional e
a histomorfometria de células inflamatorias ¢ vasos sangiiineos. Além de avaliar o grau

de desmineralizacdo do material usando solu¢do de EDTA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

A forma granular da hidroxiapatita ¢ adequada para se avaliar a
biocompatibilidade de biomateriais, em funcdo da sua maior area de superficie. Relatos
clinicos descreveram que o uso de enxertos de biomateriais em pd pode resultar em
reabsor¢do mais rapida pelo organismo, ou induzir um processo inflamatoério mais
intenso, levando ao fracasso do enxerto. As formas granulares mais utilizadas
comercialmente possuem dimensdes da ordem de 250-1000 pm (microgranular) e 1000-

2000 um (macrogranular), como descrito na literatura (CONZ et al., 2005).

4.1.1 Producao de pos de Hidroxiapatita e Zinco-apatita

Os p6s de HA e a ZnHA foram produzidos seguindo a metodologia desenvolvida
por COSTA (2004), que produziu os pos pelo método de precipitacdo. Para a obtengdo
de HA, foram usados nitrato de célcio e fosfato de amodnio, enquanto que para a
produgdo de ZnHA, utilizou-se como precursores nitrato de calcio, nitrato de zinco e
fosfato de amdnio. Esses pos utilizados foram sintetizados no CBPF (Centro Brasileiro

de Pesquisas Fisicas), e foram cedidos para este trabalho.

A porcentagem de 5% de zinco dos reagentes foi tomada por da razdo molar do
conteudo de Ca + Zn/ P dos reagentes, a fim de obter um produto em forma de po
seguindo a mesma propor¢ao dos reagentes iniciais. Sabe-se que na hidroxiapatita
estequiométrica a razdo molar entre o conteido de Ca e P ¢ de 10Ca/6P e para a
obtencdo das zinco-apatitas 5% essa razdo passa a ser de 9,5Ca + 0,5Zn/ 6P (COSTA,
2004).

Entretanto, é importante ressaltar que ao calcular a porcentagens dos reagentes,
ndo significa que obrigatoriamente os produtos seguirdo exatamente o mesmo contetido

dos reagentes.

4.1.2 Produgao de granulos de HA e granulos de ZnHA 5%

Para a obtengdo dos granulos, os po6s de HA ou de ZnHA 5% foram misturados ao
agente porogénico (neste caso, o acido estearico) na propor¢do de 60% de po6 para 40%

de acido estearico (em peso), e¢ armazenadas em recipientes de vidro. A faixa
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granulométrica do acido estearico utilizada na mistura variou entre 0,5 ¢ 1,5 mm de

didmetro.

As misturas dos pos foram levadas a uma matriz de ago de 15mm de didmetro,
lubrificada com acido oléico, e foram entdo submetidas a uma prensagem uniaxial, com
carga de 27,8 MPa durante 15 minutos, para a obteng@o de pastilhas. Os parametros de
determinagdo da quantidade de acido estearico, da carga, tempo de prensagem e
calcinagdo utilizados na produgdo dessas pastilhas formam obtidos com base no

trabalho de OLIVEIRA (2003) e CONZ (2004).

As pastilhas foram calcinadas sob 2 condi¢des de temperatura, 400°C ¢ 1200°C,
utilizando as rampas de temperatura descritas na Figura 4.1. O agente porogénico (acido
estearico) se volatiliza formando poros nas pastilhas ao final do processo. As pastilhas
foram imersas em nitrogénio liquido por 5 minutos, sendo entdo trituradas
mecanicamente em gral de agata e submetidas a tamises, a fim de se obter granulos na

faixa de 250um a 1000pm.

Os granulos foram armazenados em recipientes de vidro para as andlises fisico-
quimicas (MEV, DRX e FTIR), e em seringas plasticas de insulina modificadas para a
aplicacdo no teste in vivo. Os mesmos foram esterilizados com radiacdo gama (25

KGy), conforme a norma ISO 11137 (MILLER, 2002).
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Figura 4.1 Rampas de temperatura para calcinacdo da mistura de p6s de HA, com
ou sem zinco, e acido estearico. As temperaturas (°C) de calcinagéo utilizadas estdo

indicadas na legenda.
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4.2 Métodos

4.2.1 Técnicas de caracterizagao

4.2.1.1 Difracao de Raios-X

O fenomeno de difracdo ocorre devido ao fato de a radiagdo de Raios-X possuir
um comprimento de onda da mesma ordem de grandeza das distancias interplanares
existentes nas células unitarias dos cristais. Dessa forma, a radiacdo atravessa os
reticulos cristalinos e produz uma figura de difracdo que, dependendo do tipo de célula
unitaria ¢ da dimensdo desta célula, existira uma determinada disposicdo de picos

(pontos de Maximo) no difratograma obtido do material (SMART e MOORE, 1995).

Essa técnica ¢ empregada para identificar a quantidade de fases presentes e pureza
do material, além da presenca de fases simples ou multiplas, grau de cristalinidade
dessas fases, dentre outros objetivos aliados ao uso de métodos matematicos (LE

GEROS et al., 1995).

Nesse trabalho buscou-se analisar os difratogramas obtidos fazendo comparacoes
com padrdes difratométricos de fases individuais disponiveis no JCPDS - Joint
Committe of Powder Diffraction Standards para os varios fosfatos de célcio. As analises

foram realizadas na COPPE/NUCAT.

O objetivo de se empregar esta técnica neste trabalho foi o de caracterizar os
granulos de HA e¢ ZnHA 5%, pela investigacdo das possiveis fases presentes e da
cristalinidade. Para executar a caracterizacao foram usados granulos calcinados nas duas
condi¢des de temperatura, 400°C e 1200°C, comparados em relagdo aos pos de partida
dos granulos nao calcinados. As amostras foram preparadas por trituragdo dos granulos
e posterior peneiramento, obtendo uma granulometria menor ou igual a 150um. Um
equipamento RIGAKU MINIFLEX operando a 30KV, 15mA com uma radiagdo de
CuKa foi utilizado.

4.2.1.2 Infravermelho

O principio de uso dessa técnica se deve ao fato de que as posicdes relativas dos
atomos nas moléculas ndo sdo fixas, mas variam continuamente como conseqiiéncia de

uma grande quantidade de diferentes tipos de vibra¢do (modo vibracional da molécula).
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Quando essas moléculas sdo sujeitas a radiagdo com energia semelhante a
correspondente a essas vibragdes (radiacdo infravermelha), as moléculas podem alterar
o seu estado de vibracdo (excitacdo), e ocorre a absor¢do da radiagdo correspondente a
diferenca de energia entre o estado inicial e o estado excitado. Para a andlise de apatitas
utiliza-se a regido que se estende de 4000 a 400cm™ (2,5 a 25um), correspondente a

radiagdo infravermelha intermediaria, utilizando neste caso a transformada de Fourier.

A importancia de se aplicar esta técnica em materiais como HA e ZnHA deve-se a
possibilidade de identificacdo de grupos funcionais pela comparacdo do modo
vibracional de um material padrio. Além disso, permite identificar algumas
substituigdes importantes ou alteragdes na composi¢do da hidroxiapatita. Pode-se
diferenciar a substituigdo dos grupos OH™ e (PO4)” pelos grupos (CO3)” por meio da
presenca das bandas de absorcao caracteristica. (ELLIOT, 1994). A tabela 4.1 exibe os
principais grupos funcionais encontrados na HA, e seus respectivos comprimentos de

onda no espectro de infravermelho.

Neste trabalho, foram investigadas as possiveis alteragdes provocadas pelo zinco
na estrutura da hidroxiapatita. As amostras foram preparadas utilizando granulos
calcinados nas duas condi¢des de temperatura, 400°C e 1200°C, e comparadas com o0s
pos de partida ndo calcinados, preparados triturando-se os granulos e misturando-os

com KBr para preparacdo de pastilhas.
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Tabela 4.1 Correlagio Grupo-Freqiiéncia (cm™) dos principais grupos funcionais

encontrados na HA

Grupos Funcionais Comprimento de Onda (cm'l)
OH estrutural 3571
H,0, N-H ( Amida A) 3360
H,0, C=0 (Amida I ) 1653
CO57? vs, Anel pirrolidinico 1452
COs7 vs 1425
PO,’ 1172
PO, vs 1088
PO, v3 1025
PO, v, 963
CO;7 v,, HPO, 873
PO, v, *
PO v, *
PO, v, *

—— —
Regido com ruido intenso
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4.2.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O objetivo de se utilizar essa técnica foi o de obter uma imagem mais detalhada
dos granulos. Foram utilizados aumentos de 100x para visualizacdo dos granulos, e as
amostras foram preparadas colando-se os mesmos sobre uma fita de carbono. As
imagens resultaram de elétrons secundarios ¢ de observacdo sob condigdes de baixo

vacuo.

O equipamento usado foi o ZEISS DSM 940 e parametros como concavidades e

nivel de porosidade, além da topografia, foram avaliados.

4.2.1.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A andlise foi feita pela observacao direta em um equipamento JEOL 2000FX dos
granulos calcinados a 1200°C e triturados. As amostras foram preparadas por imersio
do p6 de HA e ZnHA 5% em etanol e submetidos a vibragdo ultra-sonica. Foram
retiradas aliquotas da fase liquida da mistura pd-etanol dos dois tipos de material, as
quais foram colocadas em grades pequenas de cobre com um revestimento de filme de

carbono para aquisi¢ao das imagens.

4.2.1.5 Teste de degradacao

Os testes de degradacdo e dissolug@o dos biomateriais foram realizados com base
na norma ISO-10993-9. As seis réplicas sugeridas pela norma foram divididas em duas
amostras triplicatas (uma para a HA e uma para ZnHA), e a faixa granulométrica
utilizada ficou fora daquela sugerida pela ISO, para que se pudesse incluir tamanhos de

granulos utilizados comercialmente.

Os granulos foram pesados em uma balanga analitica e separados em porc¢des de
1+£0,0005g. Cada porcao foi colocada em tubos de FALCON e imersa em 20ml de
solugdo TRIS-HCI (13,25¢g/L, pH 7,4, de acordo com a ISO 3696, grau 2). As amostras
foram submetidas a agitag@o lenta longitudinal em banho isotérmico a uma temperatura

de (37°+1)°C por 120 horas.

Os tubos foram entdo resfriados a temperatura ambiente, e iniciou-se a etapa de
filtragem com membrana (MILLIPORE de 4,7mm de didmetro e porosidade de 0,2pm)
para a separagdo dos granulos da solu¢do. Para a filtragem da solugdo, foi utilizado um

funil de Becker acoplado a uma bomba a vacuo. Apoés a filtragem, os filtrados foram
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separados ¢ os granulos retidos na membrana foram levados imediatamente a uma
estufa, a uma temperatura de (100° £2)°C durante 12 horas. A cada 2 horas novas
pesagens eram realizadas, até se obter uma estabilidade do peso das amostras. A
diferenca do peso antes do teste em relagdo ao obtido apds o teste foi anotada a fim de

se verificar o grau de dissolugdo dos materiais.

As diferengcas de médias e desvios-padrdo das massas de HA e ZnHA, antes ¢
depois foram analisadas estatisticamente utilizando o teste ¢ considerando significativas

diferengas se p<0,05.

A concentracdo de ions fosforo nos filtrados de cada material foi determinada
utilizando a espectrofotometria na regido do UV, bem como por absor¢do atdmica para

os ions fosfato e zinco.

Para a analise de dissolucao, os filtrados foram retornados aos tubos de FALCON,
e a concentragdo de ions fosforo nos filtrados da solucdo de cada material foi
determinada utilizando e a analise de espectrometria de UV (ultra-violeta), bem como

por absor¢do atdmica para os ions fosfato e zinco.

4.2.2 Teste de citotoxicidade celular in vitro

4.2.2.1 Cultura de células

Fibroblastos de camundongos da linhagem Balb/c 3T3 (provenientes da ATTC),
foram cultivados em garrafas de 25 cm’ (Figura 4.2) contendo meio de cultura (Meio
Dulbecco MEM/ Nutriente HAMF-12-DMEM) suplementado com NaHCO; (1,2 g/L),
amplicilina (0,025 g/L), streptomicina (0,1 g/L) e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) a
37°C em atmosfera imida, com composigdo de 95% de ar e 5% de CO,. Diariamente, o

meio foi trocado e as células foram monitoradas com auxilio de microscépio Optico.
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Figura 4.2 - Cultivo de fibroblastos Balb/c 3T3 em DEMEN e 10% de SFB. As
subculturas foram obtidas por tripsinizacdo quando as células se mostraram

subconfluentes.

4.2.2.2 Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade dos materiais foi determinada utilizando a norma ISO 10.993-3,
como descrito por TAKAMORI (2004), que realizou o experimento numa densidade
celular minima da ordem de 10* células/cm?, com o objetivo de utilizar as culturas

semeadas em placas de mutiwell de 24 pogos.

O teste teve inicio com o plaqueamento das células, levando a suspensdo em 4
placas de 24 pogos cada com meio suplementado com soro. Para cada tipo de granulo
foram utilizadas 2 placas. Para cada pogo foram utilizados 3x 10* células. Incubou-se as

4 placas em estufa em atmosfera de 95% de ar e 5% de CO, por 24 horas.

As células, juntamente com diferentes dilui¢des do extrato dos granulos e o meio
de cultura, foram dispostas em placas contendo 24 pocos. O teste foi realizado em
duplicada, onde 2 amostras de cada granulo do mesmo lote foram testadas em placas
diferentes com um total de 4 placas. A cada poco foi adicionado 150ul do meio

contendo células.

Para a obtencdo do extrato de cada granulo (método indireto), tomou-se 1 grama

de cada material em tubos de FALCON contendo meio de cultura DMEM (Figura 4.3).
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A seguir, as amostras foram submetidas a pequena agitagdo ¢ armazenadas por 24 horas

em estufa a 37°C.

A B

Figura 4.3 Obtenc¢ao do extrato dos granulos de HA e ZnHA em DEMEM. A)
Suspensio dos grainulos em DEMEM ap06s 24 horas de incubagio a 37 °C; B) Adi¢do do

extrato em diferentes concentragdes a placa de 24 pogos a cultura de Balb/c 3T3.

O teste foi realizado utilizando-se diferentes concentracdes do extrato: extrato
puro, concentracdes de 4%, 20%, 25%, 50%, 75%, e controle (sem o extrato), sendo
feito em triplicatas. Dessa forma o teste foi elaborado em placas de multiwell sendo

dividido conforme a figura 4.4.
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Figura 4.4 — Padrao de distribui¢ao do extrato nas placas de 24 pocos. Os

experimentos foram realizados duas vezes em triplicata. O controle negativo do

experimento consistiu na utilizagdo de DMEM sem contato com os granulos.

A fim de se quantificar o resultado, houve a necessidade da contagem do ntimero
de células sobreviventes. Para isso foi necessario preparar as amostras utilizando formal

deido juntamente com uma solugdo contendo tripsina.

As amostras preparadas foram recolhidas com auxilio de uma pipeta e
armazenadas em ependorfs estéreis. Para a quantificacdo, cada amostra foi colocada em
uma camera de Neubaer em duplicata. As imagens foram analisadas em microscopio

optico e a quantidade de células presentes foi obtida com auxilio de um contador.

4.2.2.3 Avaliacao da biocompatibilidade in vivo

A fim de se avaliar a biocompatibilidade in vivo dos granulos, analisou-se a
resposta inflamatéria ao biomaterial enxertado, além de identificar as células e

estruturas presentes. Para isso, os granulos foram enxertados em tecido conjuntivo
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subcutaneo de camundongos Bal/c, os quais foram posteriormente sacrificados para

permitir a analise histoldgica do tecido de granulagdo na regido de implantagdo.

O experimento foi realizado no Nucleo de Experimentagdo Animal (NAL) da
Universidade Federal Fluminense (UFF), em conformidade com os principios do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram mantidos durante o periodo experimental sob boas condigdes de
alimentag@o, com ragdo e agua ad [ibitum, temperatura ambiente e ciclo claro escuro de

12 horas, em gaiolas individuais forradas com maravalha.

4.2.2.4 Grupos experimentais

Foram utilizados 50 camundongos fémeas em idade de crescimento (cerca de 2
meses de idade), divididos aleatoriamente em 2 grupos (Grupo HA e Grupo ZnHA,
Figura 4.5). Os grupos foram sacrificados apos 7, 14, 21, 28 e 60 dias, respectivamente,

cada dia tendo um grupo de HA e um de ZnHA sacrificado.

'

Hidroxiapatita
n=25/periodo

Grupos
Experimentais

Zinco-apatita
n=25/periodo
\_"P

0 7 14 28 60
R A
Cirurgia Coleta do Tecido de Granulagdo

Figura 4.5 Esquema representativo da distribui¢do dos camundongos (n=50) nos
grupos e periodos experimentais. Os periodos de coleta do tecido de granulagao sdo

indicados.
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4.2.2.5 Preparo dos animais e procedimentos de implantac¢io

A cirurgia foi realizada seguindo normas de biosseguranca (incluindo esterilizagao
e anti-sepsia). As etapas cirurgicas (Figura 4.6 A-F) com o objetivo de implantagdo dos

materiais no subcutineo da regido do dorso dos camundongos foram as seguintes:

1. Tricotomia (remog¢do do pélo) no dorso dos animais - realizada um dia antes da
cirurgia, a fim de evitar reagdo inflamatoria local durante a cirurgia. A regido se

estendeu de 2 a 3 cm no dorso e foi feita com auxilio de uma lamina de barbear.

2. Assepsia — essa etapa consiste em evitar a presenga de microorganismos que
nao sdo proprios do organismo dos camundongos, que porventura pudessem causar uma
infec¢do secundaria ou interferissem na resposta normal do organismo. Essa assepsia foi

realizada com auxilio de um chumacgo de gaze embebida em alcool iodado.

3. Anestesia — Obtida pela inje¢do intramuscular na pata (regido de coxa) traseira
direita, com auxilio de uma seringa de insulina. A dose de anestésico consistiu em
0,02ml de uma solucdo de Anasedan (cloridrato de xilazina, Vetbrands) com Dopalen

injetavel (cloridrato de Quetamina, Vetbrands), na proporgdo de 1:1.

4. Incisdo — Realizada com auxilio de bisturi nimero 15 na regido da pele no dorso
do animal. A incisdo utilizada foi retilinia com aproximadamente 2 cm de extensao.
Logo apos essa incisdo houve a necessidade de deslocar a pele da fascia muscular com
auxilio do proprio bisturi e da tesoura de metzembaum, expondo, assim, a regido

subcutanea.

5. Inser¢do do material — Utilizando uma seringa de insulina modificada (ponta
cortada), o material foi implantado na regido subcutanea, sem agredir outras estruturas
no perimetro de insercdo, distante lateralmente cerca de 1,5 cm da linha de incisdo a fim
de evitar o comprometimento da sutura e estabelecimento de uma solugdo de

continuidade entre o meio externo € interno.

6. Sutura - Apds a inser¢do dos materiais, as bordas do tecido foram aproximadas
e suturadas com fio de nylon (Seda Ethicon® 3.0), e, em seguida, realizou-se a anti-

sepsia com gaze e alcool iodado.
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4.2.2.6 Coleta das pecas

O ambiente e preparo dos animais previamente a coleta do tecido de granulagio
(Figura 4.6 G) seguiram normas de biosseguranca pelo controle rigoroso de

esterilizacdo, antissepsia e uso de campos cirargicos estéreis.

Inicialmente, os camundongos foram mortos por deslocamento cranio-cervical, de
acordo com as normas do COBEA, seguindo-se a tricotomia no dorso dos animais,
incisdo e coleta do tecido de granulagdo localizado por apalpacdo. Foi assegurado que
uma regido de pele sem o material também estivesse incluida, resultando em uma borda

de cerca de 0,5 cm.

4.2.2.7 Procedimento histotécnico

As pecas retiradas foram fixadas durante 48 horas em formol 10% tamponado
(tampdo fosfato, pH 7.,4) em recipiente plastico com tampa (Figura 4.6 H). Apds
lavagem em agua corrente por 6 horas, as pecas foram desmineralizadas sem agitacdo
em EDTA (4cido etileno diamino tetracético) a temperatura ambiente. A
desmineralizacdo do material foi monitorada radiograficamente, acompanhando as
mudancas das imagens radiograficas de radiopacas a radiolucidas. As radiografias
foram obtidas utilizando filmes periapicais convencionais, posicionados a 20 cm de
distancia do cone do aparelho de raios X, operado a 25 KV e tempo de exposi¢do de 5
segundos. As radiografias foram reveladas pela técnica tempo-temperatura. Apds a
desmineralizacdo da pegas, estas foram desidratadas em solugéo crescente de etanol (70,
80, 90 e 100%), diafanizadas em xilol, infiltradas e incluidas em parafina. Corte semi-
finos (6 pum) foram obtidos com navalha de ago descartdvel em um micrétomo

histologico e corados em hematoxilina e eosina (HE) e Tricromio de Gomori.
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Figura 4.6 Procedimentos Cirargicos: A) seringa de insulina com a ponta cortada
para inser¢do do material; B) tricotomia e assepsia do dorso do animal; C) incisdo
cranio-caudal de 1 cm; D) implantagdo do material na loja cirargica obtida por divulsao
do tecido subcutaneo; E) aspecto do material apos a implantacdo; F) sutura; G) coleta do
granuloma apds os respectivos periodos experimentais; H) fixacdo da pega em

formalina 10% tamponada.
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4.2.2.8 Analise microscopica descritiva e histomorfométrica

As laminas foram observadas em um microscopio Optico de campo claro (Jenaval
Universal, Carl Zeiss-Jena), utilizando um filtro 80A (para corre¢do da temperatura de
cor), equipado com objetivas plano-apocromaticas (40x, N.A. 0,65). As imagens
selecionadas foram capturadas por uma camera digital (Sonny, Cybershot DSC-P93; 5.1
megapixels). A camera foi ajustada para modo manual, sendo as imagens adquiridas no

formato TIFF com a resolucdo de 1280 x 960 pixels.

A analise subjetiva dos eventos celulares presentes na resposta tecidual aos
biomateriais foram avaliados e descritos em funcdo do tipo de infiltrado inflamatoério,
presenga de células gigantes, fibrosamento do tecido, degradacdo do material,

angiogénese e presenca de areas de necrose.

A partir de cada lamina foram obtidas imagens de 15 campos aleatdrios cobrindo
toda a regido do granuloma. Com o objetivo de realgar a coloragdo (HE) e diminuir o
backgroud, usando a rotina Gamma Correction do programa Image-Pro Plus® 4.5. A
dimensdo da imagem digital, nos eixos x e y, foi calibrada utilizando uma lamina (Carl

Zeiss-Jena) com escala de um milimetro de comprimento com subdivisoes de 10 um.

As imagens obtidas foram utilizadas, em modo manual, para quantificar o numero
total de células, o nimero de granulécitos, agranuldcitos, fibroblastos, células gigantes e
células ndo identificadas, bem como o niimero de vasos em todos os 15 campos
aleatorios tomadas de todas as laminas coradas por Hematoxilina-eosina (HE). As
médias e desvios padrdo do numero de células identificadas foram utilizadas para a
analise estatistica (com o auxilio do programa InsTat®, Graph Pad Software Inc)
paramétrica pelo método de Analise de Varidncia a um critério e teste de Bonferroni (se
a diferenca entre os desvios padrdo das amostras fossem ndo significantes) ou ndo
paramétrico pelo método de Kruskall-Wallis e teste de multiplas comparagdes de Dunn,

considerando diferencga significante se p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao por Difragdao de Raios X

Na técnica de difragdo de raios X (DRX), obteve-se os difratogramas das
diferentes amostras a partir dos granulos triturados de HA e ZnHA nas seguintes
condicdes: material ndo calcinado (p6 de partida), material calcinado a 400°C e material
calcinado a 1200°C. As Figuras 5.1 ¢ 5.2 a seguir mostram os difratogramas das

amostras de HA e ZnHA, respectivamente.

O espectro de difracdo da HA nao calcinada (Figura 5.1) mostra somente os picos
referentes a hidroxiapatita, com elevada cristalinidade. As temperaturas de 400 e
1200°C ndo induziram o aparecimento de outra fase cristalina, apesar de haver um
pequeno aumento da cristalinidade na amostra calcinada a 1200°C, indicado pelo
estreitamento dos picos. Tal fato pode sugerir a estequiometria do material préxima a

(Ca/P = 1,67).

Os granulos de ZnHA 5% foram analisados nas mesmas condi¢des de temperatura
que os de HA. Houve, assim como nos granulos de HA, um aumento da cristalinidade e
estreitamento dos picos ao se elevar a temperatura de 400°C para 1200°C (sendo que a
essa analise foi obtida apds o resfriamento das amostras). Observou-se que na
temperatura de 400°C ndo houve o aparecimento de outras fases nos dois granulos,
enquanto que na temperatura de 1200°C uma fase identificada como ZnTCP apareceu
no material contendo zinco. A presenga dessa fase de ZnTCP sugere que a presenga do
zinco afeta a estabilidade da hidroxiapatita, com o zinco substituindo provavelmente o
calcio provavelmente na fase de TCP. Sabe-se que a fase de ZnTCP ¢ similar a fase f3-

TCP, com pequeno deslocamento dos picos em relagdo a B-TCP.
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Figura 5.1 Difratogramas dos granulos de HA sob diferentes condigdes

Comparada com a HA, a ZnHA (Figura 5.2) apresentou menor cristalinidade, o
que pode ser atribuido a desordem provocada pela entrada do zinco na rede da HA e/ou
pela diminui¢do do tamanho de cristal da HA, confirmando os achados de COSTA
(2004), que verificou uma redugdo linear do pardmetro de rede na direcdo do eixo ¢ a
medida em que aumentou a concentracdo do Zn na rede das ZnHA, em comparacdo
com a HA. Esse resultado sugere uma contra¢do da rede da HA ao se introduzir Zn na
estrutura da hidroxiapatita. Tal fato também concorda com os resultados obtidos por
BIGI et al. (1995), que encontraram uma variacdo nos valores de pardmetro ao longo da

diregdo ¢ similares aos de COSTA.
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Figura 5.2 Difratogramas de diferentes condi¢des dos granulos de ZnHA

No mesmo estudo realizado por COSTA (2004), também foi observada uma
diminuicdo da cristalinidade do material devida a presenca do zinco, a medida em que
se aumentavam os teores de zinco de 1 a 20% (ZnHA1%, 5%, 10% e 20%). Além disso,
as amostras de ZnHA apresentaram uma disposicdo de pico similar a da HA,
principalmente nos difratogramas obtidos de pds ndo calcinados, indicando a formagao
de uma unica fase cristalina. A partir de 5%, inclusive, foi observada uma
decomposi¢do parcial, com formacdo do ZnTCP, cuja concentragdo aumenta com o

aumento de zinco na apatita.

MIYAIJI et al. (2005), pelas andlises de DRX, também concluiram que a
cristalinidade das apatitas diminui significativamente com o aumento da porcentagem
de Zinco nas zinco- apatitas, e que a substituicdo do Ca pelo Zn provoca a formagdo de
uma apatita Ca(Zn) deficiente. [sso se daria pela dificuldade de cations divalentes como
Zn, Mg e Cu serem substituidos pelo célcio nas estruturas de apatita, explicando a

tendéncia a decomposi¢do em temperaturas acima de 1000°C.
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A baixa resisténcia mecanica ao manuseio dos granulos obtidos pela calcinagdo a
400°C de ambos materiais indicou a selegdo dos granulos calcinados a 1200°C para a
realizacdo deste trabalho, pois em temperaturas mais elevadas, o material é mais
cristalino, apresentando maior resisténcia mecanica ao manuseio. Ainda, para a ZnHA
5%, calcinada a 1200°C os difratogramas demonstraram a presenga da fase de ZnTCP,
sugerindo que o zinco poderia tornar esses granulos mais soliveis, favorecendo a
liberagdo desse cation no meio devido a maior solubilidade desta fase. Os granulos
calcinados a 1200°C, para ambos os materiais, mantiveram-se integros durante sua

manipulacao.

5.2 Caracterizagdao por Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As Figuras 5.3 e 5.4 mostram os espectros de FTIR obtidos para as amostras de
HA e ZnHA. Nao foram verificadas diferengas significativas nos espectros de IR dos
granulos de ZnHA 5% e HA em todas as condigdes analisadas. Os granulos de ZnHA

5% (Figura 5.3) apresentaram grupamentos quimicos semelhantes aos de HA.

Em ambos os materiais foi possivel identificar bandas de absor¢do de OH,
caracteristico da hidroxiapatita (3570-estiramento vs e 633 cm'l-vibragﬁo de tor¢ao,vy).
As bandas de absor¢do de 1093, 1034 (estiramento assimétrico v3), 960 (estiramento
simétrico vi) , 602, 565 e 475 cm™ (deformacdo angular assimétrica, v4) mostram a
presenca do grupo PO4~, enquanto que as bandas de absorgdo na faixa de 1453 a 1425
correspondem ao C-O do grupo CO;5~, sugerindo a presenca de uma apatita carbonatada
em ambos os granulos. O processo de precipitacdo por via umida tendeu a incorporar
carbonato na apatita que se mantém quando calcinada a baixas temperaturas. Por outro
lado, a diminuicao das bandas de carbonato geralmente est4 relacionada com o aumento
do tamanho dos cristais (COSTA, 2004). Entretanto, a 1200°C, essa regido ndo foi
identificada nos granulos de HA, o que sugere que nessa temperatura a amostra se torna

mais cristalina com conseqiiente aumento dos cristais da HA.
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Figura 5.3 Espectro de FTIR para a HA

Os granulos de ZnHA 5% (Figura 5.4) apresentaram grupamentos quimicos
semelhantes aos de HA. Dessa maneira, sugere-se que o ZnHA tenha um

comportamento parecido ao dos granulos de HA.

Nas amostras calcinadas a 1200°C (Figuras 5.3 e 5.4) ha uma diferenga de
intensidade na regido de PO,” sugestiva da presenca de fase TCP (PENA et al., 2003,
COSTA, 2004), embora por DRX ndo tenha sido identificada decomposicao da HA sem
Zn calcinada a 1200°C.

Os espectros de ZnHA 5% em relagdo aos de HA indicaram uma diminuicdo de
intensidade na regido de hidroxila (OH) nas condi¢cdes ndo calcinadas e calcinadas a
1200°C. COSTA (2004) também verificou que esse fato ocorria com o aumento do teor
de zinco. Isso poderia ser devido a diminui¢do do numero de hidroxilas ao longo do

eixo ¢ da HA, com a introducdo de atomos de maior valéncia que o calcio na rede da
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HA causando a diminui¢@o da intensidade da banda de OH. Uma outra hipotese seria
um aumento da desordem no eixo de maior simetria da HA devido a reducdo do

tamanho dos cristais, levando a um defeito da estrutura que provocaria um alargamento
na banda de OH.

3000 2000 1000

ZnHAp calcined at 1200°C

ZnHAp calcined at 400°C

Intensity {u.a)

1453 1424

ZnHAp non calcined
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3000 2000 1000
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Figura 5.4 Espectro de FTIR para a ZnHA
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5.3 Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 5.5 mostra as micrografias obtidas com o uso do MEV, utilizando um
aumento de 100x, para os granulos de HA e ZnHA 5% calcinados nas temperaturas de

400°C e 1200°C.

A presenca de concavidades superficiais provocadas pelo agente porogénico
(acido estearico) foi observada. Rugosidades superficiais também foram observadas em
ambos os materiais, nas duas condigdes de temperatura empregadas. Ndo houve

diferencas evidentes nas imagens obtidas por essa técnica dos dois materiais.

15 K0 X188 188w

Figura 5.5 Micrografias eletronicas de varredura: a) HA calcinada a 400°C; b) HA
calcinada a 1200°C; ¢) ZnHA calcinada a 400°C; d) ZnHA calcinada a 1200°C.
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5.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A Figura 5.6 mostra as fotomicrografias da analise de MET das amostras de HA e
ZnHA calcinadas a 1200°C. Na amostra de ZnHA 5% (Figura 5.6b) pode-se observar
particulas nanométricas sugestivas de TCP, cujo tamanho sdo significativamente

maiores que os cristais da HA (Figura 5.6a).

Morfologias similares foram obtidas por outros autores (MAVROPOULOS, 2003
OLIVEIRA, 2003 CONZ, 2004). Identificagdo por EDS em po6s de ZnHA calcinada
revelou um teor de zinco de 5,9% mol/mol(Ca+Zn) (COSTA, 2004).

(A) (B)

Figura 5.6 Micrografias eletronica de transmissdo e padroes de difracdo (interno)
das amostras de: A) HA; B) ZnHA 5%. Na figura B, a seta indica o padrao de difracao
do B-TCP na amostra de ZnHA (seta).

5.5 Teste de Degradagao

5.5.1 Perda de massa

A Tabela 5.1 e a Figura 5.7 mostram os resultados da analise de perda de massa
para as amostras de HA e ZnHA submetidas ao teste de degrada¢do com base na norma

ISO 10993. As medicdes foram feitas antes e apos o teste de degradagdo.
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O resultado de perda de massa indicou que a HA se dissolveu mais que a ZnHA,
ao contrario do que mais se encontra na literatura, que relata uma perda maior para a

ZnHA (ITO, 2002).

Tabela 5.1 Perda de massa das amostras de ZnHA e HA.

Granulos Amostra Massa anterior ~ Medic¢do final Perda total de
ao teste (g) 4 horas apos a massa (g)
primeira (g)

HA 1 1£0.0005 0.9633 0.0367
2 1+0.0005 0.9775 0.0225
3 10.0005 0.9840 0.0160
ZnHA 1 1+0.0005 0.9881 0.0119
2 1£0.0005 0.9736 0.0264
3 1+0.0005 0.9904 0.0096
0.04-
 0.03-
= —_—
k=
L. 0.02-
©
o S
@
s 0.014
0.00 T T
HA ZnHA
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Figura 5.7 Perda de Massa dos granulos de HA e ZnHA (ISO 10993-9). As médias
e desvios padrao das triplicatas foram submetidas a analise estatistica (teste ¢, p<0,05),

nao sendo observado diferencga significante.

Foi realizada uma analise de variancia, conduzida para se avaliar a diferenga de
perda de massa entre a HA e a ZnHA. Nessa analise, adotou-se como hipotese nula a
igualdade dos valores de perda de massa, para o calculo do valor p (WILD, 2000). O
valor p obtido de 0,344, com um nivel de significincia de 95%, indicou falta de

evidéncias contra a hipotese nula, ou seja, que estatisticamente ndo ha diferenca
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significante entre as perdas de massa da HA e da ZnHA, considerando a dispersdo dos
valores obtidos, para se considerar que ha diferenga entre as amostras analisadas.
Entretanto, ¢ valido ressaltar que o experimento foi realizado utilizando triplicatas das
amostras quando, segundo a norma ISO, seriam necessarias sextuplicatas, o que poderia

interferir com o resultado da analise estatistica por afetar a variancia das medidas.

5.5.2 Analise quimica da solugao apods o teste de degradacgao

Os resultados da analise de absor¢do atdomica e de UV sdo mostrados na Tabela
5.2. Os resultados mostrados nessa tabela reforgam a tese de que a HA apresentou perda

de massa maior do que a ZnHA.

Com os dados obtidos, foi possivel observar que os valores de dissolugdo em meio
TRIS-HCI para os ions Ca nos dois granulos foram relativamente proximos. COSTA
(2004) verificou que a HA calcinada a 1150°C dissolvia mais em meio TRIS-HCI que a

ZnHA, mas apos 5 dias esses valores se invertiam.

Nos experimentos em tampao Hepes, porém, a mesma autora encontrou uma
dissolu¢do maior das ZnHA em relagdo a HA em periodos inferiores e superiores a 5
dias. Uma explicacdo para esse fato ¢ que a dissolucdo de ions varia de acordo com o
grau de saturagdo da solugdo e com o meio em que esta sendo testado o material, além
de outros fatores como tamanho das particulas e condi¢des do teste. Deve-se também
considerar que um teste de dissolucdo in vitro ¢ um sistema termodinadnimo fechado,

onde as condi¢cdes podem ser controladas, o que se ndo ocorre em testes in vivo.

Tabela 5.2 Anélises de absor¢do atdmica para ions Ca ¢ Zn e de UV para os ions P.

Solugdo filtrada ap6s ~ Amostra [Ca] (ppm) [Zn] (ppm) [P] (ppm)
banho isotérmico

1 11.4 48.7 4.99

ZnHA 2 13.2 36.9 4.06

3 13.4 34.6 7.48

1 16.5 - 50.99

HA 2 17.3 - 28.46

3 17.6 - 12.92
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Em relagdo a dissolucdo dos ions fosfato, verificou-se que na HA, esta foi muito
maior que na ZnHA, e a dissolugdo de P na HA foi muito maior que a de Ca. Esse
resultado se diferencia dos encontrados por outros autores como FULMER et al. (2002)
que ao medirem a dissolu¢do de TRIS-HCL de diferentes HA, encontraram uma
dissolug¢do de Ca maior que a do P, com taxa de liberagdo maior até 4 horas apos o teste,

se aproximando de uma condi¢do mais estavel apds 120 horas do teste.

Nas analises de ZnHA, foi possivel verificar que houve dissolugdo de Zn no meio
TRIS-HCL, e que os valores foram proximos entre as amostras. ITO et al. (2002),
utilizando testes de dissolucdo com ceramicas de ZnTCP e¢ ZnTCP/HA em solucoes
pseudo-fisiologicas, mostraram que a liberagdo de Zinco se deu por mais de 20 dias, de
forma lenta e continua, mas apo6s 30 dias houve a tendéncia de estabilizagdo o que
indica que essa solubilidade varia em fung@o do tempo transcorrido do experimento em
que ¢ avaliado. Essa solubilidade diminuiu na medida em que se aumentava o contetido

de Zinco na amostra.

Os mesmos autores sugeriram o uso de solucdo simuladora de fluidos bioldgicos
(SBF), pois a dissolug¢do de Zinco estaria relacionada com a concentracdo de Ca ¢ P
presentes na solu¢do, demonstrando a boa propriedade do ZnTCP de ser um “material
inteligente”, com regulacdo da sua dissolugdo como resposta aos pardmetros dinamicos
presentes na solucdo. Além disso, encontraram uma liberacao de Ca maior que de P, que
por sua vez foi maior que a do Zn em periodos que variaram entre 6 a 60 dias em
solugdo pseudo-fisiologica, o que sugere que a liberacdo de ions estd inteiramente

relacionada ao meio utilizado como teste.

5.6 Avaliacao da citotoxicidade celular in vitro

A observacdo em microscopia otica das células expostas as solugdes de extratos

mostrou resultados diferentes entre as amostras dos granulos de HA e ZnHA.

A exposicao das células aos extratos oriundos da HA ndo provocou morte celular
em qualquer das dilui¢des de extrato (Figura 5.8). Enquanto que nas amostras de ZnHA
foi observada citotoxicidade para o extrato puro (100mg/mL), com uma taxa de
sobrevivéncia menor que 5% das células (p<0,05) ¢ nas concentragcdes de 75 ¢ 50
mg/mL, onde se observa a sobrevivéncia de 13 e 45% das células, respectivamente.

Cabe ressaltar que o resultado do teste obtido sob condigdes in vitro ndo deve ser
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extrapolado diretamente para condigdes in vivo, pois nos sistemas in vitro as condigdes
sd0 estaticas e controladas, medindo varidveis filtradas, enquanto no sistema biolégico
os tampdes celulares ¢ a homeostase do sangue ajuda a dissipar possiveis elementos

tOXicos.

Na Figura 5.8, as barras de erro representam o intervalo de confianga para p<0,05.
Assim, quando as barras de erro para os dois materiais em determinado ponto
experimental se superpdem. Assim, podemos verificar que, de fato, a toxicidade da
ZnHA comeca a se manifestar em concentragdes superiores a 25 mg/mL, sendo

estatisticamente diferente da HA (p<0,05).

As concentragdes do extrato dos granulos de HA utilizadas ndo promoveram
diferenca significativa no numero de células sobreviventes, restando em todos os pontos

experimentais, cerca de 100% das células.

A preparacdo de biomateriais envolve, em algum nivel, a geragdo de residuos que
podem ser citotoxicos. Dessa forma, durante o desenvolvimento de materiais para uso
médico-odontoldgico, a determinagdo do grau de citotoxicidade e biocompatibilidade é
um passo obrigatorio (WATAHA, 2001). Esses residuos podem ser devidos a formagao

de fases indesejada no material ou a degradagdo de algum de seus componentes.

A anilise dos resultados de citotoxicidade de materiais em desenvolvimento
normalmente ¢ feita pela comparacdo com materiais similares ja em uso clinico ou a
padrdes positivos ou negativos reconhecidos (SCHMALZ, 1994, KEISER et al., 2000;
IMAZATO et al., 2000). No presente estudo, foi notavel o efeito dose-resposta da
ZnHA na morte celular. A diluicdo seriada do extrato puro minimizou os efeitos
deletérios sobre as células Balb/c 3T3, apontando para a existéncia de particulas

dissolvidas do biomaterial que provocaram a morte celular.

Recentemente, observou-se in vitro o aumento da proliferacdo de osteoblastos
sobre ZnHA, indicando maior crescimento 6sseo em fémur de coelho com a utilizacdo
de ZnHA em relagdo a HA (SOGO et al., 2005). Esses resultados conflitantes com os
achados descritos no presente trabalho. Durante a preparacdo da amostra, as pastilhas de
HA e ZnHA foram calcinadas a 1200°C. Como a ZnHA se decompdem a temperaturas
ao redor de 800°C, pode ter ocorrido a formagdo de ZnTCP, corroborado pela analise de
DRX. Ainda, ndo se pode descartar a formagdo de fosfato de zinco. Ambas as fases
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apresentam maior solubilidade que a ZnHA e a HA, favorecendo a rapida e intensa

liberag@o de Zn no meio, o qual pode ter sido o responsavel pela toxicidade celular.

A esse respeito, convém salientar que a citotoxicidade apresentada por algumas
vitro-ceramicas, utilizadas como materiais substitutos 6sseos, foi associada a liberagdo
de componentes do material para o extrato (IGNATIUS et al., 2001). Duas diferentes
blendas de amido de milho, amido/alcool vinil etileno (SEVA-C) e amido/acetato de
celulose (SCA) e seus respectivos compositos com HA foram avaliados quanto a
citotoxicidade e adesdo celular. As diferencas observadas foram atribuidas aos distintos
processamentos a que foram submetidos os materiais, uma vez que o aquecimento e
ciclos de extrusdo realizados durante a preparagdo de polimeros promovem a formacao
de fragmentos de facil liberacdo para o meio durante a obtencdo do extrato, o que
aumenta, portanto, a citotoxicidade do material em relacdo aqueles que nao sofrem tal

fragmentacdo (MARQUES et al., 2002).
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Figura 5.8 Avaliacdo da citotoxicidade da HA e ZnHA utilizando células Balb/c
3T3 de acordo com a norma ISO 10993-5. O numero de células na auséncia do extrato
foi considerado como 100%. Os pontos experimentais correspondem a média de dois
experimentos independentes em triplicata. As barras de erro representam o intervalo de
confianga de 95% da média. Barras que ndo se superpdem indicam diferenga

estatisticamente significativa.

5.7 Avaliagao in vivo

5.7.1 Analise radiografica

A andlise radiografica foi utilizada para acompanhar o processo de
desmineralizacdo dos granulomas obtidos. A andlise subjetiva do processo de
desmineralizacdo se caracterizou pela identificacdo do periodo de tempo necessario para
a perda de radiopacidade do material. Observando a Tabela 5.3, ¢ evidente que a
desmineralizagdo dos granulos de ZnHA 5% ocorreu mais rapidamente do que os de
HA. Em média, a desmineralizacdo da ZnHA tomou 22,2 dias, enquanto para a HA

foram necessarios 65 dias, cerca de 3 vezes mais tempo.
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Quando da avaliagdo do grau de dissolugdo em Tris-HCl dos materiais, ndo se
observou diferenca estatisticamente significativa. Isso indica que a desmineralizagdo em
condi¢des mais drasticas (EDTA) pode ter favorecido dissolucdo da ZnHA. Isso reforga
o conceito de que a dissolugdo do material é dependente do meio, e que suas

propriedades podem sofrer modificagdes apos terem sido implantadas in vivo.

Tabela 5.3 Tempo necessario para a desmineralizacdo dos granulos de HA ¢ ZnHA em

EDTA, determinado por meio da analise radiografica das pecas

Periodos Experimentais

Grupo
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 60 dias
HA 68 dias 69 dias 61 dias 71 dias 56 dias
ZnHA 15 dias 14 dias 20 dias 27 dias 35 dias

5.7.2 Analise Microscoépica Descritiva

5.7.2.1 Periodo de 7 dias

Observaram-se tanto no grupo de ZnHA quanto no de HA areas focais com
presenca abundante de células. Algumas células, como macrofagos contendo vacuolos
digestivos em seu citoplasma, foram observadas, além de um intenso infiltrado
inflamatorio cronico rico em agranulocitos e células gigantes multinucleadas
inflamatorias que, em muitas regides, circunscreviam os granulos implantados. Raros
granulocitos foram observados, em particular para a HA. O processo inflamatorio
encontrava-se organizado como um granuloma tipo corpo estranho, circunscrito
perifericamente por um discreto fibrosamento tecidual (tecido conjuntivo frouxo), mais
espesso no grupo da HA. E interessante destacar a intensa presenga de fibrocitos e a
proliferacdo de vasos, que se mostravam mais congestos no grupo ZnHA, sugerindo

uma atividade metabdlica do granuloma.

5.7.2.2 Periodo de 14 dias

Observou-se no grupo de ZnHA intenso infiltrado rico em agranuldcitos

principalmente células gigantes, presenca de angiogénese e presenga de vaso sanguineo
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de maior calibre o que sugere uma maior atividade metabdlica do granuloma e intensa
proliferacdo fibroblastica com uma organizagdo maior das fibras comparadas ao periodo
de 7 dias. A presenca de fibroblastos era marcante, sendo mais evidente no grupo HA.
Também se observou algumas regides apresentando tecido conjuntivo denso ndo
modelado. O granuloma encontra-se circunscrito por uma capsula fibrosa mais espessa
que do periodo anterior. A resposta inflamatoria mostrou predominio de agranulécitos

em relagdo aos granulocitos, os quais eram praticamente inexistentes no grupo HA.

5.7.2.3 Periodo de 21 dias

O predominio de fibroblastos se mantém nesse periodo, dispostos de modo mais
organizado com algumas areas apresentando tecido conjuntivo denso modelado, sem
diferengas evidentes entre os grupos experimentais. O infiltrado inflamatério era rico
em agranuldcitos e sua intensidade manteve-se semelhante ao periodo anterior. Notou-
se a intensa presenca de vasos sanguineos, principalmente entre os granulos, sendo
alguns de maior calibre e apresentando tinicas mais espessas no grupo de ZnHA.
Células gigantes multinucleadas eram evidentes. Era notdvel a presenca de capsula

fibrosa ao redor do granuloma.

5.7.2.4 Periodo de 28 dias

Nesse periodo, poucas modificagdes foram observadas em relagdo aos periodos
anteriores. Destaca-se o espessamento da céapsula fibrosa e o aumento no niimero de
células gigantes no grupo HA em relagdo a ZnHA. Permaneceram intensos a
proliferacdo fibroblastica e angioblastica, presenca de vasos sanguineos congestos de
maior calibre entre os granulos e agranulocitos. O granuloma apresentou capsula mais
espessa que nos periodos anteriores ¢ fibroblastos com disposi¢do mais organizada. Foi

notada uma grande area ocupada por fibras colagenas.

5.7.2.5 Periodo de 60 dias

Observou-se nas laminas dos dois materiais relativas a esse periodo a presenca de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, com regides de tecido conjuntivo frouxo, e
também fibras coldgenas. Além disso, vale destacar a presenca de vasos sangiiineos
congestos e de grande calibre. Nos espagos entre os granulos houve um predominio de
fibroblastos em relagdo aos periodos anteriores, o que indicou a cicatrizagdo da regido

ao redor dos granulos, sugerindo haver a biocompatibilidade de ambos os materiais no

60



mais longo periodo de tempo. Verificou-se que os contornos dos granulos da HA se

mostraram mais definidos que os de ZnHA.

5.7.2.6 Fotomicrografias

As figuras 5.9 a 5.18 mostram as fotomicrografias obtidas dos grupos de cada
periodo, para as laminas produzidas com coloracdo de Hematoxilina-eosina (melhor
coloragao de células e nucleos) ¢ de Tricromio de Gomori (melhor coloragao de fibras

de tecido conjuntivo), tanto para os granulos de HA quanto para os de ZnHA.
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Periodo de 7 dias — HE

Figura 5.9 Fotomicrografias do periodo de 7 dias (HE). (A) HA, onde se observa a
presenca de fibroblastos (seta verde), macrofagos (seta vermelha) e célula gigante (seta
azul); (B) ZnHA, com a presenca de vasos sanguineos (seta amarela), fibroblastos (seta

marrom) e agranuldcitos (seta preta). Aumento 40x (A e B).
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Periodo de 7 dias — Gomori

Figura 5.10 Fotomicrografias do periodo de 7 dias (Tricromio de Gomori). (A)
HA, detalhe de um grande vaso sangiiineo no tecido conjuntivo frouxo (seta amarela);
(B) ZnHA, com vasos sangiiineos (seta amarela) sendo envolvidos por tecido conjuntivo
frouxo (setas laranjas) com fibras pouco mais organizada, além de fibroblastos (setas

verdes). Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 14 dias — HE
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Figura 5.11 Fotomicrografias do periodo de 14 dias (HE). (A) HA, com a presenga
de fibroblastos (setas marrons), vaso sangiiineo (seta amarela), célula gigante (seta azul)
em torno da regido onde se localiza os granulos, e macréfago (seta vermelha); (B)
ZnHA, com a presenca de células gigantes (seta azul) entre os ganulos (cruz preta) e
vasos sangiiineos (seta amarela) sendo envolvidos por tecido conjuntivo frouxo (seta

laranja). Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 14 dias - Gomori

B

Figura 5.12 Fotomicrografias do periodo de 14 dias (Tricrémio de Gomori). (A)

HA, mostrando vasos sanguineos (seta amarela), fibroblastos (seta marrom) em tecido
conjuntivo mais organizado (reta preta) e células gigantes (seta azul); (B) ZnHA, com
vasos sangliineos (setas amarelas), uma artéria (seta lilas), além de proliferacdo dos

fibroblastos (setas marrons). Aumento de 40x (A ¢ B).
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Periodo de 21 dias — HE

Figura 5.13 Fotomicrografias do periodo de 21 dias (HE). (A) HA, com a presenga
de célula gigante (seta azul) e fibroblastos (setas marrons) na regido ao redor dos
granulos (cruz preta); (B) ZnHA, mostrando vaso sangiiineo (seta amarela), fibroblastos
dispostos de maneira mais organizada (setas marrons), além de um vaso com sua parede

e tinica (traco preto). Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 21 dias - Gomori

Figura 5.14 Fotomicrografias do periodo de 21 dias (Tricrémio de Gomori). HA
(A) mostra a presenga de um tecido conjuntivo mais organizado entre os granulos (reta
preta), presenca de vaso sangliineo de maior calibre (seta amarela) e macrofagos (seta
vermelha); (B) ZnHA, presenca de vaso (seta amarela) e fibroblasto (seta marrom).
Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 28 dias — HE

Figura 5.15 Fotomicrografias do periodo de 28 dias (HE). (A) HA, presenca de
vasos sangiiineos (seta amarela), organizacao as fibras do tecido conjuntivo (reta preta),
tecido conjuntivo mais organizado (reta vermelha), regido onde se encontravam os
granulos (cruz preta) com aglomerados de células em torno desses granulos compds
principalmente de agranulécitos, célula gigante (setas azuis).; (B) ZnHA, com tecido

conjuntivo mais organizado (reta preta) e vaso (seta amarela). Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 28 dias — Gomori
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Figura 5.16 Fotomicrografias do periodo de 28 dias (Tricromio de Gomori). (A)
HA, pode-se observar vasos sangiiineos (setas amarelas), tecido conjuntivo denso
modelado (reta preta) e macrofagos (setas vermelhas).; (B) ZnHA, observa-se a

presenga de um vaso sangiiineo de grande calibre. Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 60 dias - HE

Figura 5.17 Fotomicrografias do periodo de 60 dias (HE). (A) HA, observam-se
os vasos sanguineos formados de grande calibre (seta amarela), os quais foram comuns
a maior parte dos campos; grande espessura e organizacdo das fibras (reta preta); (B)
ZnHA, mostrando um enorme vaso sangiiineo (seta amarela), além de fibras

organizadas entre os granulos (cruz preta). Aumento de 40x (A e B).
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Periodo de 60 dias — Gomori
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Figura 5.18 Fotomicrografias do periodo de 60 dias (Tricrémio de Gomori). (A)
HA, grande vaso (seta amarela), abundancia de tecido conjuntivo ; (B) ZnHA, tecido
conjuntivo mais organizado (reta vermelha) apresentando-se celularizado e
apresentando célula gigante entre os granulos (seta azul), além da presenca de um tecido
conjuntivo mais organizado composto de fibras colagenas (reta preta). Aumento de 40x

(A e B).
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Além das estruturas descritas anteriormente, cabe ressaltar que foi observada a
presenga de condrocitos nas laminas ZnHA (Periodo de 7 dias) e HA (Periodo de 60
dias). Esse fato sugere a ocorréncia de uma indugdo da mineralizagdo pela presenca dos

materiais no tecido conjuntivo.

A figura 5.19 mostra a presenca de arcabougos cartilaginosos contendo
condrécitos hipertroficos, que sdo células de fundamental importancia para o

crescimento longitudinal dos ossos (CARVALHO, 2005).

Figura 5.19 Fotomicrografias mostrando arcabougos contendo controcitos de (A)

ZnHA do periodo de 7 dias; (B) HA do periodo de 60 dias.
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5.7.3 Analise Histomorfométrica

A andlise histomorfométrica realizada neste estudo objetivou a quantificagdo de

fibroblastos, granuldcitos e agranulocitos, células gigantes e vasos sangiiineos. Os

resultados globais estdo resumidos nas Tabelas 5.4 e 5.5.

Considerando-se o efeito do tempo nos parametros avaliados em resposta aos

biomateriais, podemos constatar que:

)

2)

3)

O nimero de agranuldcitos em resposta a HA e ZnHA foi
significativamente maior no periodo de 7 dias (p<0,001, Analise de
variancia a um critério e teste de Bonferroni), mantendo-se constante nos
periodos subseqiientes; no confronto entre 7 x 28 dias (ZnHA), o valor de

p<0,01;

O ntmero de granuldcitos foi extremamente baixo (0,1%) no grupo HA,
ndo havendo diferenca significante entre os periodos experimentais. No
grupo ZnHA, o numero de granulécitos nos periodos de 7 a 21 dias ndo
sdo estatisticamente diferentes, porém, diminuem significativamente aos
28 dias (p<0,05) e 60 dias (p<0,001) em relagdo ao periodo inicial; como
a diferenca entre os desvios padrdes foram significativas, foram utilizados

o teste de Kruskall-Wallis e Multiplas Comparagdes de Dunn.

A variagdo no numero de células gigantes multinucleadas (CGM) no
grupo HA, em relagdo ao periodo inicial, somente foi significativa em
comparagdo ao periodo de 28 dias (p<0,001); a diferenca entre os SD
foram significativas, portanto foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis e
Multiplas Comparagdes de Dunn; para o grupo ZnHA, somente observou-
se diferenca significativa entre os periodos de 7 e¢ 14 dias (p<0,05,

Analise de Variancia e teste de Bonferroni).

Também foi possivel avaliar o efeito do material (HA ou ZnHA) nos pardmetros

escolhidos, descritos acima. A Figura 5.20, mostra que o tipo de material ndo afetou o

recrutamento de agranulécitos, que correspondiam, ao longo dos periodos experimentais

a cerca de 35 a 45% do total de células no tecido. E interessante destacar que a

mobilizagdo de granuldcitos foi marginal (Figura 5.21), sendo menor que 0,1% do total

de células no grupo tratado com HA. Esses dados em conjunto demonstram que o
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processo inflamatorio foi eminentemente cronico, com rara participagdo de neutrofilos
(granulocitos) a partir de 7 dias. A intensa mobilizacdo de mondcitos e macrofagos
(agranulocitos) ¢ corroborada pelo grande nimero de células gigantes (Figura 5.22),
caracterizando, entdo um processo inflamatoério tipo corpo estranho, possivelmente

estabelecido na tentativa de fagocitar as particulas.

Ao longo do processo, observamos que a integridade das particulas parece ser
pouco afetada, exceto pela degradagdo mais evidente da ZnHA. Em conseqiiéncia,
estabelece-se de maneira clara e inequivoca um processo de fibrosamento do tecido
conjuntivo frouxo que inicialmente envolvia as particulas e, também, e a formacao de
uma capsula fibrosa ao redor dos materiais. Esse processo ¢ coincidente com a intensa
proliferacdo fibroblastica, mais notadamente no periodo de 14 dias, mantendo-se
constante até o final do experimento (Figura 5.23). A intensa atividade metabolica ¢
mantida por um intrincado sistema de vasos sangiiineos que tem sua maxima formacao
observada também aos 14 dias e mantendo-se até o final do estudo (Figura 5.24). E
importante destacar que em praticamente em todas as amostras analisadas observou-se
um grande numero de vasos congestos, com células mononucleares em franco processo

de diapedese, em resposta ao estimulo dos materiais.

A natureza das células gigantes mononucleares recrutadas nos enxertos
subcutaneos de particulas mineralizadas ¢ ainda motivo de controvérsia na literatura.
KELLY e SCHNEIDER, 1991 implantaram matriz desmineralizada, mineralizada e a
combinagdo de ambas, na regido subcutinea dorsal de ratos adultos jovens. Eles
verificaram nos implantes mineralizados a presen¢a de células gigantes mononucleares
que ndo possuiam atividade fosfatase tartarato resistente (TRAP) nem morfologia
similar a osteoclastos. No implante de matriz desmineralizada, a maioria das células
gigantes mononucleares demonstraram uma expressdo significativa da TRAP e
morfologia similar a osteoclastos, enquanto que a implantagdo combinada dos materiais

proporcionou a presenga desses dois tipos de células gigantes mononucleares.

Acredita-se hoje que existam dois tipos de células multinucleadas ao redor do
implante de particulas minerais de osso desvitalizado, um tipo com aspecto
microscopico e estrutural tipico de células gigantes mononucleares com evidéncia de
degradagdo dssea, e um outro tipo, em menor quantidade, e com aparéncia microscopica

de osteoclastos, mas sem a borda em escova caracteristica. Para esses autores a
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reabsor¢do pode ocorrer tanto por células gigantes mononucleares como por
osteoclastos. No presente estudo, utilizando microscopia Optica, ndo notamos borda em
escova nas células gigante mononucleares em volta dos materiais implantados, em
qualquer periodo experimental. A auséncia de lacunas de Howship e a aparente
regularidade de contorno das particulas sugerem que as células gigante mononucleares
observadas ndo sdo do tipo osteoclasto. Resultados semelhantes foram obtidos quando
da implantacdo de xenoenxertos em subcutaneo de ratos, resultando na formacgdo de
granuloma tipo corpo estranho (IGNATIUS, 2001). Saliente-se, no entanto, que a
presenca destas células ocorre numa tentativa do organismo de reabsorver o material e

nao implica, necessariamente, na falta de biocompatibilidade do material.
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Figura 5.20. Grafico da razdo entre o numero de agranuldcitos e células totais em
funcao dos periodos experimentais em resposta a HA e ZnHA. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos (p>0,05).
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Figura 5.21. Grafico da razdo entre o nimero de granuldcitos e células totais em
funcdo dos periodos experimentais em resposta 8 HA e ZnHA. As barras indicam

diferenca significativa entre os materiais nos periodos de 7 (p<<0,01) e 21 dias (p<0,05).
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Figura 5.22. Grafico da razdo entre o nimero de células gigantes multinucleadas e
células totais em fun¢do dos periodos experimentais em resposta 8 HA e ZnHA. A barra

indica diferenca significativa entre os materiais no periodo de 28 dias (p<0,001).
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Figura 5.23. Grafico da razdo entre o nimero de fibroblastos e células totais em
funcdo dos periodos experimentais em resposta a HA e ZnHA. A barra indica diferenga

significativa entre os materiais no periodo de 14 dias (p<0,001).
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Figura 5.24. Grafico da razdo entre o nimero de vasos sangiiineos em fun¢ao dos
periodos experimentais em resposta 8 HA e ZnHA. A barra indica diferenca

significativa entre os materiais no periodo de 14 dias (p<0,05 ).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A caracterizacdo fisico-quimica e morfologica de materiais para uso em enxertos ¢
importante, pois variagdes na composicao e no processamento desses materiais alteram

suas propriedades.

A escolha da temperatura de calcinacdo para a producdo de granulos por
compactacdo uniaxial seguido de calcinacdo ¢ fundamental para definir as propriedades
fisico-quimicas resultantes. Temperaturas mais elevadas geram granulos mais
resistentes, mas aumentam também a possibilidade de decomposi¢do da HA em outras

fases.

Foram testadas duas temperaturas: 400°C e 1200°C, e optou-se pela ultima no
intuito de se ter integridade estrutural e, no caso da ZnHa 5%, ter a formagao de ZnTCP,

que a principio seria uma fase mais soltivel.

Houve uma aparente contradi¢do entre os resultados de degradacdo in vitro,

citoxicidade in vitro e analise descritiva in vivo.

Contrariando a expectativa de uma maior dissolu¢do, observou-se que a ZnHA 5%
se dissolveu tanto ou menos que a HA quando exposta ao -HCI. A citoxicidade in vitro
indicou que deve haver um limite de Zn no meio, a partir do qual o efeito benéfico sobre
a proliferagdo celular se inverte, tornando-o toxico. As imagens das laminas indicam
que, provavelmente, a liberagdo in vivo se situou bastante abaixo dos niveis de
toxicidade. Ao contrario, na amostra com granulos de ZnHA, vasos com grande calibre,
artérias e fibras colagenas foram identificadas apds 28 dias, indicando a

biocompatibilidade do material.

A cicatrizag¢do do tecido ¢ mais evidente nos periodos de 28 e 60 dias, tanto nos
granulos de HA quanto de ZnHA. Nao se observou inflamacdo aguda desde o periodo
de 7 dias, mas sim o estabelecimento de um processo inflamatorio crénico, rico em
células gigantes, compativel com granuloma de células gigantes tipo corpo estranho,
possivelmente engajadas na tentativa de fagocitar as particulas dos materiais, ja no

periodo de 7 dias.
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7 CONCLUSAO

O processo de prensagem uniaxial a frio de pds, seguido de calcinagdo e

triturag@o, ¢ um processo satisfatorio para a obtencdo de HA ou ZnHA granulares.

A temperatura de calcinacdo afeta as caracteristicas fisico-quimicas dos granulos e
a resisténcia mecanica. Com uma temperatura de 400°C a resisténcia mecanica ¢ baixa,
mas ndo ocorre decomposicdo de fases. Ja a calcinagio a 1200°C induziu a
transformagdo da HA em TCP especialmente nos granulos produzidos a partir da ZnHA

5%.

As diferengas nas fases presentes nos granulos calcinados a 1200°C ndo se
refletiram na perda de massa do teste de degradagdo segundo a norma ISO 10993-9.
Entretanto, quando testado a desmineralizacdo dos granulos presentes nas pecas dos
camundongos mortos, os granulos de ZnHA desmineralizaram mais rapido que os de

HA.

O efeito do Zn como elemento citotoxico mostrou-se dose-dependente, mas nao

foi observado nos ensaios in vivo.

A biocompatibilidade dos materiais pode ser comprovada pela auséncia de
processo inflamatorio agudo, necrose ou destrui¢do tecidual. A ndo degradagido e
bioabsor¢do dos materiais promoveram a formagao de um reparo por cicatrizacdo, com
fibrosamento do tecido conjuntivo que envolvia as particulas. O recrutamento de células
mononucleares ¢ a formagdo de células gigantes multinucleadas evidenciaram um
granuloma tipo corpo estranho como esperado para o tipo de material avaliado. Nao se
observou diferencas significativas quanto a biocompatibilidade da HA e ZnHA,
sugerindo que as variagdes fisico-quimicas observadas ndo promoveram resposta

biologica exacerbadas.
Sugestoes de trabalhos futuros:

Avaliar o comportamento desses granulos durante o reparo Osseo, avaliar as
propriedades da ZnHA calcinada em temperatura inferior a responsavel pela degradacao
da ZnHA. Testar a biocompatibilidade da ZnHA em diferentes formatos, assim como

condi¢des diferentes de concentragdes, temperatura etc.
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