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ORIGINAL ARTICLE

Comparacao entre os
bioenxertos de hidroxiapatita
de calcio e submucosa de
intestino delgado porcino no
preenchimento de defeitos
o0sseos criados em mandibula
de ratos

Andréa Thomaz Soccol’, Silvio Bettega’, Liicia
Noronha’, Sheila Sass*, Vanete T. Soccol’, Marcos
Renato Scholz®, Marcos Mocellin”

Resumo

Objetivo: O objetivo do presente estudo consiste em
avaliar a regeneracdo 6ssea em defeito criado na mandi-
bula de ratos utilizando dois bioenxertos: hidroxiapatita de
calcio sintética e submucosa de intestino delgado porcina.
Forma de Estudo: Experimental randomizado. Material
e Método: Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wisthar-
Furth. Um defeito 6sseo de 0,75cm x 1,5cm no corpo de
cada hemimandibula foi realizado em todos os animais com
broca esférica de baixa rotacio. Padronizou-se a esquerda o
preenchimento do defeito 6sseo, no grupo I com 15 micro-
gramas de hidroxiapatita e no grupo II com preenchimento
de submucosa de intestino delgado porcina (SID), e a direita
o nao-preenchimento serviu como controle. A eutandsia
foi realizada no 40° dia de pos-operatério, apds a qual se
procederam as andlises macroscopicas e histolégicas das
pecas. Resultados: O comprimento médio em milimetros
das hemimandibulas do grupo hidroxiapatita foi de 3,75, e
o do grupo SID 3,03 e o do grupo controle foi de 2,63 (p:
0,0022). No grupo hidroxiapatita a neoformac¢io 6ssea perfez
uma drea correspondente 2 76,64% do total ja no grupo SID
63,64% do total. Conclusao: Os resultados macroscopios e
microscopicos foram superiores com a utilizagao do enxerto
de hidroxiapatita quando comparado ao grupo submucosa
de intestino delgado porcino. Entretanto os dois bioenxer-
tos mostraram-se osteoindutores quando comparados ao
controle.

Defect repair in rat mandible
with hydroxyapatite cement
comparad to small intestine
submucosa

Palavras-chave: defeito mandibular, bioenxertos, hidroxiapati-
ta de cdlcio, submucosa de intestino delgado.
Key words: defect repair ,hydroxyapatite, small intestine sub-
mucosa.

Summary

A.im: The aim of this study was to evaluate the bone
formation in surgically created defects of rabbit mandibles
by synthetic hydroxyapatite of calcium compared to small
Intestine Submucosa. Material and Method: 24 mices
lineage Wisthar-Furth were used. A bony defect of 0,75
cm x 1,5 ecm in mandibular ramus was accomplished in all
animals. The hydroxyapatite implants were placed on the
left hemimandiblein groupl, small Intestine submucosa in
group II, and the right served as control. The euthanasia
was accomplished in the 40° postoperative day, it was
proceeded the macroscopic and histological analysis. Results:
medium length in millimeters of the hemimandibless in the
hydroxyapatite group was of 3,75, in the small intestine
submucosa 3,03 and the control group was of 2,63 (p:
0,022). Histomorphometry study reaveled new bone grown
in 76,64% of the total area in hydroxyapatite group (p: 0,022).
In Small Intestinal submucosa group new bone grown in
63,64% do total (p: 0,0022). Discussion: satisfactory bone
integration was observed of the synthetic hydroxyapatite in
that experimental model. Small intestinal submucosa cause
osteoinduction Conclusion: using hydroxyapatite of calcium
resulted in formation of significantly larger volume frations
of new bone when compared to small intestinal submucosa

group.
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INTRODUCAO

Diversos biomateriais estao sendo testados por
apresentar habilidade de regeneracio 6ssea tais como:
hidroxiapatita de cdlcio e fosfato tricdlcico'. Todos esses
substituintes porosos sintéticos compartilham vantagens
em relacao aos auto e alo-enxertos, incluindo sua facil
esterilizacao e armazenamento além de sua ilimitada dis-
ponibilidade. Ja as suas desvantagens incluem: delicado
manuseio, graus variaveis de reabsorcao, pobre perform-
ance em defeitos diafisarios, potenciais efeitos adversos
no remodelamento dsseo’.

A Hidroxiapatita sintética, [CalO(PO4)(OH)], con-
siste em um material inorginico comumente usado em
falhas Osseas e constituinte da fase mineral dos tecidos
calcificados. Possui propriedades de biocompatibilidade e
de osteoconducao que o coloca entre os mais importantes
substitutos 6sseos da atualidade. Pode ser utilizada em
defeitos 6sseos sem carga ou em falhas em que cargas,
estresses torcionais ou cisalhamentos sio neutralizados
por implantes rigidos, como placas e parafusos’.

A regeneracio Ossea promovida pela hidroxiapatita
tem sido estudada em diversos modelos animais e hu-
manos. Sua primeira implantacao em modelos animais foi
em defeitos de tibia proximal canina. Observou-se rapida
incorporacao do enxerto apds seu implante, auséncia
de efeitos adversos, promovendo uma alta regeneracao
Osseal.

A Submucosa do Intestino Delgado (SID) Porcina
€ uma camada multilaminar acelular composta principal-
mente por coligeno que tem demonstrado possuir cara-
cteristicas que a tornam um material adequado na bioen-
genharia de tecidos em variados sitios anatdmicos’.

Segundo varios autores, a SID apresenta como
vantagem a propriedade de ser composta por 90% de
colageno do tipo I, fibronectinas, fatores de crescimento,
glicosaminoglicanos, protaminoglicanos e glicoproteinas®.
Sendo um tecido acelular, a fibronectina é o elemento
responsavel pela inducao de celularidade local’.

Em relaco as reacoes imunologicas desencadeadas
pela SID porcina, Metzger et al. concluiram que esta mem-
brana induz a uma resposta imune em ratos, ativando as
células T helper-28. Ocorreu ainda, um decréscimo de
niveis de citocinas inflamatoérias, assim como de fator
de necrose tumoral alfa, interleucina I e VI. Os autores
concluiram que a SID porcina nio promove reacao de
rejeicao ao ser implantada.

Hodde et al. sustentam que essa capacidade se
deve a presenca de glicosaminoglicanos na SID, que tém
a propriedade de ativar diversas citocinas e fatores de
crescimento que participam no processo de cicatrizacao e
revascularizacio, gracas a presenca de fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), que tém a capacidade de
induzir a formacao de estruturas similares a capilares fe-

nestrados na matriz de fibrina®.

O objetivo do presente estudo consiste em avaliar a
regeneracao Ossea em defeito criado na mandibula de ratos
comparando dois biomateriais, a hidroxiapatita de célcio
sintética e a submucosa de intestino delgado porcina.

MATERIAL E METODO

Na realizacio deste estudo foram respeitadas as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
(COBEA). Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wisthar-
Furth, adultos, pesando entre 180-220 gramas. Estes foram
mantidos em ambiente adequado, com temperatura e
luminosidade naturais e alimentados com racao e dgua
ad libitum.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular
sendo utilizados Ketamina 40 mg/kg, Diazepam 2 mg/kg
e Butorfanol 2 mg/kg. Realizou-se uma incisiao de aproxi-
madamente 3cm em regido inferior de mandibula para
expd-la. Um defeito 6sseo de 0,75cm x 1,5¢cm no corpo
de cada mandibula foi realizado em todos os animais com
broca esférica de baixa rotacio n® 7,5 Sorensen®.

Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo
I, onde realizou-se o preenchimento com 15 microgramas
de hidroxiapatita cdlstica na hemimandibula esquerda, e o
grupo II, onde preencheu-se o defeito dsseo a esquerda
com submucosa de intestino delgado porcina (figura 1).

Realizou-se a antibioticoprofilaxia no ato operatorio
com uma dose de cefazolina 0,01 ml/kg. Tais animais
permaneceram em gaiolas unitdrias, com luminosidade
controlada e dieta ad libitum. A eutandsia foi realizada no
40° dia de pos-operatorio.

A andlise macroscopica foi efetuada mensurando o
diametro dos calos 6sseos. Para andlise microscopica, as
pecas entdo foram enviadas para fixacao em parafina sendo
posteriormente processadas conforme técnicas histologicas
convencionais, depois coradas em hematoxilina-eosina.
Para avaliacao morfométrica foram realizadas 6 medidas
em 6 campos microscopicos diferentes. Esta avaliaciao
foi realizada com o software Image Pro-Plus acoplado a
uma camera de video da marca Sony e microscopio BX
50, calibrado em aumento para uma objetiva de 10 vezes,
utilizando o aplicativo de morfometria de area através da
diferenca de colora¢io entre o tecido 6sseo e o tecido
conjuntivo evidenciado pela coloracdo, sendo avaliados
neoformacao Ossea, porosidade da drea, quantidade de
0sso maduro e 0sso imaturo.

Para a avaliacao estatistica das varidveis macro-
scopicas (didmetro), adotou-se o teste nao paramétrico
de Wilcoxon. E para andlise histologica (percentual de
porosidade, percentual de neo-osso formado, percentual
de osso maduro, percentual de osso imaturo) aplicou-se
o teste binomial. Fixou-se em 5% (p< 0,05) o nivel de
rejeicao da hipotese de nulidade.
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RESULTADOS

Em relacao a andlise clinica, todos os animais per-
maneceram higidos e nio apresentaram intercorréncias
em sua evolucio em seu pos-operatorio, com excecao de
apenas um animal do grupo I e dois animais do grupo
IT que apresentaram infeccao Ossea, o que forcou a sua
exclusao do estudo.

Na andlise macroscopica, evidenciou-se uma maior
formacao de calo 6sseo nos grupos em que se implantou
hidroxiapatita quando comparada ao grupo da submucosa
de intestino delgado. O comprimento médio em milimetros
das hemimandibulas do grupo hidroxiapatita foi de 3,75;
do grupo submucosa de intestino delgado foi de 3,03; e
o do grupo controle foi de 2,63 (p: 0,0022). Os grupos I
e II tiveram resultados melhores quando comparados ao
grupo controle, sem colocacao de enxertia alguma.

Em relacao a morfometria de area, encontrou-se no
grupo controle (sem enxertia) uma neoformacao ossea em
28,40% e persistia a porosidade em 71,59%.

Ja no grupo com hidroxiapatita, a neoformacio
Ossea perfez uma drea correspondente a 76,64% do total
(p: 0,0022). Desse osso neoformado 83,77% ja era um
osso maduro. Nesse mesmo estigio de evolucao do grupo
controle se encontravam apenas 24,88% (Figura 2).

No grupo com SID Porcina, a neoformacao Ossea
perfez uma drea correspondente 2 63,64% do total (p:
0,0022). Desse osso neoformado, 63,77% jd era um 0sso
maduro e nesse mesmo estagio de evolucio do grupo
controle se encontravam apenas 36,23% (p: 0,0025).

DISCUSSAO

Recentemente, a literatura tem demonstrado re-
sultados promissores com o uso de enxertos de SID de
porco em diversas estruturas anatdmicas como a bexiga,
uretra, tendoes, ossos, esdfago, artérias, veias, parede
abdominal'®'".

Ap6s a sua implantacdo ocorre rapida neovascu-
larizaco, infiltracao e organizacao espacial. Isso pode ser
demonstrado no estudo de Sanduski et al., onde sete dias
apos o implante de SID em cardtidas caninas observaram
cobertura de fibrina e neointima no enxerto e, no non-
agésimo dia de pds-operatorio, o local de implante da SID
igualava-se ao de artéria normal'*".

Sobre as reacdes imunologicas desencadeadas pela
SID porcina, Metzger et al. (1997) concluiram que esta
membrana induz a resposta imune e ativam as células T
helper-2 em ratos e houve constatacio de um decréscimo
de niveis de citocinas inflamatérias, assim como, de fator
de necrose tumoral alfa e interleucina 1 e 6. Os autores
concluiram que a SID porcina nio promove reacio de
rejeicao na vigéncia de seu implante’.

Badylak el al. (1995), em um estudo experimen-
tal, realizando infec¢ao intencional com Staphylococcus

aureus, para comparar SID e politetrafluoretileno, obtém
como resultado 56% de infec¢do em proteses sintéticas e
0% de infeccao em SID porcina®>".

Segundo Hodde et al., a submucosa de intestino
delgado porcina (SID) ¢ indutora de conducio 6ssea,
permitindo a facilitacio de um preenchimento de um
defeito Osseo cirurgicamente criado. Apresenta-se como
um otimo material reparador e atua como indutor de
surgimento de células medulares na neoformacao Ossea
do enxerto, promovendo também uma rapida formacio
de cartilagem®.

A hidroxiapatita é liberada para uso em humanos
pela Food and Drug Administration (FDA) somente em de-
feitos traumdticos metafisarios. Entretanto, ja tem sido uti-
lizada na pritica médica didria em diversas situacoes'.

A incorporacao de enxertos 6sseos apresenta 5
estagios: 1) inflamatério, promovendo uma resposta
celular do hospedeiro; 2) revascularizacio do tecido;
3) osteoconduc¢ido, na qual o enxerto tem a funcao de
arcabouco para o crescimento de vasos e formacio de
08s0; 4) osteoinducio, em que as células mesenquimais
do hospedeiro sao induzidas por proteinas (BMP) encon-
tradas no enxerto a se transformarem em osteoblastos e
5) remodelacio 6ssea com caracteristicas de formacao e
reabsorcao continua de 0sso’.

Kihne et al. avaliaram radiologica e histologica-
mente os implantes de hidroxiapatita porosa de coral em
um estudo experimental em coelhos. Os implantes foram
realizados nos condilos femorais para a reparacio Ossea
de cavidades vazias, comprovando a integracao ossea ao
utilizar hidroxiapatita porosa'.

Uchida et al. realizaram estudo experimental em
coelhos implantando ceramicas replicadas de coral mar-
inho em defeito 6sseo padrao, comprovando a integracio
ossea do implante. No presente estudo, verificou-se uma
formacao de calo 6sseo macroscopicamente superior no
grupo hidroxiapatita, visualizando-se a integracao enx-
erto-implante®.

Bucholz et al. compararam a aplicabilidade de
hidroxiapatita porosa de coral ou enxerto 6sseo autog-
eno para o tratamento de fraturas tibiais em humanos,
nao encontrando diferencas significativas entre os dois
grupos, comprovando a possibilidade de aplicacio da
hidroxiapatita em defeitos 6sseos?. Yamamoto et al. uti-
lizaram a hidroxiapatita no preenchimento de defeitos
apos excisao de tumores Osseos benignos e obtiveram
radiograficamente incorporacio total do enxerto apos 3
meses de seu implante?®!.

Karabatsos et al. implantaram hidroxiapatita em
fémur de um modelo canino e obtiveram significativa
aposicao Ossea na interface enxerto-implante?.

A andlise microscopica procurou avaliar a morfo-
metria de drea da regiao onde criou-se o defeito 6sseo
observando-se uma neoformacio Ossea abundante em
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Figura 1a. Realizagdo de perfuracdo em mandibula de rato - Ob-
serva-se a perfuracao mandibular realizada com broca Sorense baixa
rotagdo numero 7,5.

Figura 2a. Lamina de hematoxilina e eosina em peca do grupo
controle.

76,64% das hemimandibulas em que utilizou-se hidroxi-
apatita, assim como um grau de maturacio 6ssea avancado
ja que 83,77% do osso neoformado tinham caracteristicas
de osso maduro. A SID porcina também se mostrou um
bom osteocondutor, porém o grau de neoformacio éssea
foi maior no grupo hidroxiapatita.

Observou-se a integracao satisfatoria da hidroxi-
apatita porosa ao osso mandibular nesse modelo experi-
mental. Sendo os resultados macroscopicos e radiologicos
e microscopicos superiores com a utilizacao desse enxerto

Figura 1b. Preenchimento do defeito ésseo criado com hidroxiapatita
célstica.

o
=y

idroxiapatita - Observa-se

Figura 2b. Lamina corada em HE do grup
a neoformagéo déssea.

quando comparado ao grupo de submucosa. Entretanto
os dois enxertos tiveram resultados de induciao 6ssea
claramente superiores quando comparados ao grupo
controle.

Futuros experimentos nessa mesma linha de
pesquisa devem ser implementados, utilizando outros
modelos animais que permitam criar um defeito 6sseo
anatomicamente maior e manter um tempo pos cirargico
mais prolongado.
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CONCLUSAO

A SID demonstrou facilitar o preenchimento do
defeito cirtrgico criado em mandibula de ratos. Estudos
adicionais sao necessarios para definir com maior profun-
didade a base celular para esta atividade, bem como para
a avaliacdo das aplicacdes potenciais da SID em enxertos
para a substituicao de falhas 6sseas em seres humanos.

A hidroxiapatita porosa de coral integrou-se ao 0sso
receptor no modelo experimental, proporcionando uma
neoformacio dssea precoce e adequada.

Quando comparados os dois bioenxertos, a hidroxi-
apatita coral obteve melhores resultados.
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