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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a eficacia
da hidroxiapatita sintética (HA), como carreadora
de proteina morfogenética 6ssea bovina (BMP),
plasma rico em plaquetas (PRP) e medula 6ssea
(MO), na formacdo 6ssea ectdpica, num modelo
experimental no pavilh&o auricular de coelho. Dois
tuneis longitudinais subcutaneos foram feitos em
cada face externa da orelha dos animais, abrindo,
no seu final, uma loja levemente escarificada para
ainsercao de 5 combinacdes desses biomateriais:
HA+BMP, HA+MO, HA+BMP+MO, HA+PRP e
HA+BMP+PRP. Biépsias foram feitas aos 30 e 45
dias pos-implantacédo para exame em microscopia
de luz. Aanalise histolégica demonstrou abundante
reacao de corpo estranho, caracterizada pela pre-
senca de células gigantes multinucleares, em con-
tato direto com o biomaterial, além de pouca neovas-
cularizacéo, bem como minima reacao inflamatéria
e baixa antigenicidade. Aos 30 e 45 dias p0s-
implante, houve formacéo de tecido ésseo ectdpico
nas associacbes de HA+BMP+PRP e HA+BMP,
respectivamente. Concluiu-se que as associacdes
de HA+BMP+PRP e HA+BMP foram capazes de
formar osso ectdpico no subcutdneo do pavilhdo
auricular de coelhos.

Palavras-chave: Pavilhdo auricular, BMP, células
gigantes, medula éssea, 0sso
ectépico, PRP, coelho.

INTRODUCAO

O osso representa o principal elemento de
sustentacéo do corpo. E um tecido mineralizado
que possui propriedades mecanicas e capacidade
de regeneracdo. Para a reparacdo de fraturas ou
defeitos 6sseos ha producéo de novo tecido com a
mesma organizacao estrutural do original. No en-
tanto, esta caracteristica é limitada pelo tamanho
da lesao, assim defeitos 6sseos extensos, provo-
cados por traumas, infec¢des, neoplasias e anoma-
lias de desenvolvimento que, deixadas ao seu livre
curso, ndo regenerariam ou o faria muito lentamente
e de forma incompleta. O reparo destes defeitos
representa um desafio em cirurgias ortopédicas e
na odontologia (DUARTE DA SILVA et al., 2000;
CALIXTO et al., 2001; DONG et al., 2001; HER-
CULIANI et al., 2000).

Para reconstrucao, substituicdo ou preen-
chimento dos defeitos 6sseos a solucédo pode ser
obtida com a utilizacdo de enxertos 6sseos de ori-
gens autdgena, homdégena e heterégena. O primeiro
mostra disponibilidade limitada de material do local
doador, além de que muitas vezes requer hospita-
lizacdo do paciente, aumentando, assim, 0s custos.
Enquanto os dois Ultimos apresentam riscos de
transmitir infeccdo e ativar reacdes imunolégicas
ao hospedeiro (SCHENK, 1996; TONG et al., 1998;
BAUER; MUSCHLER, 2000; DONG et al., 2001;
LINDSEY, 2001; ANDRADE et al., 2002).

Em vista das limitacBes de enxertia 6ssea
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tém-se intensificado pesquisas para o desenvol-
vimento de materiais aloplasticos que apresentem
caracteristicas adequadas de biocompatibilidade
e osseointegracdo (CALIXTO et al., 2001; DONG
et al.,, 2001; LINDSEY, 2001; BAUER; SMITH,
2002). As hidroxiapatitas (HA) puras ou em com-
binacdo com outros materiais estdo sendo usadas
como biomaterial para implantes 6sseos. Estas néo
necessitam de um segundo local cirdrgico, além
de serem biocompativeis. Entretanto ndo apresen-
tam caracteristicas osteoindutoras e ndo contém
células osteoprogenitoras (DONG et al., 2001;
BAUER; SMITH, 2002).

Uma alternativa para auxiliar no reparo dos
defeitos 6sseos seria a utilizagdo de fatores de
crescimento (FC) aliados a biomateriais aloplasticos
(BARBANTI et al., 2005). Estes sdo mediadores
biologicos que ocorrem naturalmente e regulam a
estimulagéo, proliferacdo, migracdo, quimiotaxia,
diferenciacao e sintese da matriz, via ligacéo aos
receptores especificos de superficie celular. Essas
substancias séo liberadas ou ativadas quando da
necessidade de divisdo celular, acdo que ocorre
durante eventos como a cicatrizagéo de feridas ou
regeneracao de tecidos 6sseos (GIONNOBILE,
1996; BARTOLD et al., 1992). Dentre os FC mais
usados em estudo experimental, estdo o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator
de crescimento transformador beta (TGF-&) e o fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF)
(FENNIS et al., 2004), que estéo presentes em alta
concentragéo no plasma rico em plaquetas (PRP)
(MARX et al., 1998), e a proteina morfogénica
ossea (BMP) .

A medula 6ssea (MO) apresenta em sua
constitui¢do células primordiais indiferenciadas, as
células-tronco, que desempenham papel importante
na osteogénese; por terem capacidade de auto-
renovacgdo e potencial para diferenciarem-se em
varias linhagens (BARROS et al., 2001; CONNOLLY,
1995).

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar,
de formas comparada e controlada, em ensaios
casualizado e cego, a eficacia da hidroxiapatita
sintética obtida da calcita (HAP-91), como carre-
adora de BMP, PRP e MO, na formacédo 0ssea
ectopica, num modelo experimental no pavilhdo
auricular de coelho, bem como avaliar a interagéo
destes biomateriais neste sistema bioldgico.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 51 coelhos (Oryctolagus cuni-
culus), machos, da raca Nova Zelandia, brancos,

com idade entre 3 e 5 meses e pesando entre 1,5
a 2,5kg.

Estabeleceu-se cinco grupos de dez (10)
animais cada, excetuando-se o Ultimo formado por
onze (11), submetidos aos seguintes implantes:

Tratamento 1 — HA + BMP

Tratamento 2 — HA + MO

Tratamento 3 — HA + BMP + MO

Tratamento 4 — HA + PRP

Tratamento 5 — HA + BMP + PRP

A hidroxiapatita sintética foi extraida a partir
do calcario, preparada com granulometria média
de 50 mesh (grédnulos de 200 a 300 mm) e
constituida de 70% de hidroxiapatita e 30% de b-
trifosfato de calcio (ANDRADE et al., 2002).

A BMP é um conjunto de proteinas origi-
narias do osso cortical fetal bovino, obtidas pela
técnica de Taga; Mulatinho (1999).

Aspirou-se 1,0 mL de medula éssea no
tubérculo maior do Umero, com o auxilio de uma
agulha hipodérmica 18G, acoplada a uma seringa
de 10 mL, contendo 0,5mL (1000 U/mL) de heparina
sddica.

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi
obtido pela coleta de 4,5 mL de sangue a partir da
veia jugular externa, num tubo estéril contendo 0,5
mL do anticoagulante citrato de sédio, que poste-
riormente foi centrifugado, em uma centrifuga de
bancada, conforme protocolo proposto por Sonn-
leitner et al.(2000).

Apo6s anestesia geral dos animais, com o
auxilio de uma agulha peridural Tuohy 18G estéril
e descartavel foram feitos dois taneis longitudinais
subcutaneos, medindo aproximadamente 2,5 cm de
comprimento, em cada face externa do pavilhdo
auricular dos coelhos, sendo um medial e outro
lateral a artéria auricular média, e abriu-se, em seu
final, uma loja levemente escarificada.

Com o subsidio de um cateter intravenoso
10G, também estéril e descartavel (BD, Sao Paulo
— SP, Brasil), introduzido pelo tdnel subcutaneo,
implantou-se em sua porg¢éo final £0,01 mg dos
biomateriais sélidos, HA ou HA + BMP e 0,2 ml dos
liquidos (MO ou PRP), de acordo com o que foi
preconizado para cada tratamento.

A coleta do material foi realizada aos 30 e
45 dias pds-implante, em ambiente cirdrgico, se-
guindo-se as técnicas de assepsia. ApOs anestesia
geral, usou-se um trépano com diametro 0,5cm,
para excisar um fragmento, o qual continha pele
externa, material, cartilagem e pele interna da ore-
Iha. Para padronizag&o das coletas das amostras,
os implantes laterais foram retirados com 30 dias e
0s mediais com 45 dias.
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Os fragmentos do pavilh&o auricular cole-
tados foram fixados em formol a 10%, processados
em parafina, cortados com 5 im de espessura e
corados com hematoxilina e eosina (HE) para
analise em microscopia de luz.

O estudo dos fragmentos consistiu da
contagem de células inflamatérias (polimorfo-
nucleares (PMN), linfdcitos e plasmdcitos), células
gigantes multinucleares tipo corpo estranho
(CGMCE) e células de reparagdo como os fibro-
blastos. Além da observagédo quanto a presenga
(1) ou auséncia (0) de formacdo Ossea ectopica
(FOE), tecido conjuntivo com fibras colagenas de-
sorganizadas semelhante a osso primario (OP) e
capsula fibrosa, bem como a mensuracao da in-
tensidade da angiogénese (SANADA et al., 2003;
FERREIRA et al., 2004). Foram analisados 16
campos por corte, ou seja, analisou-se todo o
fragmento da orelha.

Os dados foram submetidos ao teste esta-
tistico ndo paramétrico de Wilcoxon Signed Rank-
Sum Test, conforme descrito por Doria Filho (1999),
e fixou-se em 0,05 o nivel para rejeicdo da hipo-
tese de nulidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise histologica demonstrou abun-
dante reacg&o de corpo estranho caracterizada pela
presenga de CGMCE, em contato direto com o
biomaterial, aliado a hipercelularidade do tecido
conjuntivo na regido circunvizinha com presenga
de células semelhantes a fibroblastos, além de pouca
neovasculariza¢do, minima reagédo inflamatoria e
baixa antigenicidade, as Ultimas foram caracte-
rizadas pela presenga de PMN, linfdcitos e plas-
macitos.

Houve formacao 6ssea ectdpica na asso-
ciacdo de HA+BMP (Tratamento 1), no periodo de
45 dias pés-implantacdo dos biomateriais. Obser-
vou-se também, o desenvolvimento de tecido con-
juntivo hipercelularizado com fibras colagenas de-
sorganizadas, semelhante a 0sso primario, inten-
sa quantidade de CGMCE e maior quantidade de
PMN aos 45 dias, além de menor angiogénese
guando comparados aos outros biomateriais.
Porém, Lima (2003) ao correlacionar os efeitos
causados em subcutéaneo com o uso de HA sintética
pura e em agregagdo a BMP verificou que as
reacOes destes biomateriais foram muito parecidas,
com pouca neovascularizacdo, moderada reagéo
CGMCE, pequena reacao inflamatéria, alta quan-
tidade de capsula fibrosa circundando os implantes
e auséncia de formacdo éssea ectopica, aos 30

dias. Aparentemente, a pequena neoformacgéo de
capilares é uma caracteristica da HA, que pode
ser notada ao se comparar o presente trabalho com
a os dados de Lima (2003). Talvez, devido a uma
pequena diferenca de metodologia empregada
nesse estudo, que foi a construcdo de uma loja
levemente escarificada no final do tinel, conseguiu-
se obter uma menor formacéo de capsula fibrosa,
pois 0s biomateriais tiveram maior espac¢o e menor
comprometimento vascular para se alojarem.

Verificou-se que a mistura de HA+MO (Tra-
tamento 2) revelou presenca de tecido conjuntivo
hipercelularizado com fibras colagenas desorga-
nizadas, semelhante a osso primario, aos 45 dias
poés-implante. Maiores quantidades de linfocitos e
plasmacitos, aos 30 e 45 dias, respectivamente,
caracterizaram uma pequena reacdo local de
antigeno-anticorpo. As CGMCE mantiveram-se em
grandes quantidades durante os periodos ana-
lisados, o que demonstrou uma bioreabsorgéo lenta.
Isto confere com os achados de Oliveira et al.
(2004); Barbanti et al. (2005); Carneiro et al. (2005),
porém estes autores responsabilizaram a hidro-
xiapatita sintética por tal efeito.

Tecido conjuntivo hipercelularizado com
fibras coldgenas desorganizadas, semelhante a
0ss0 primario, também foi observado no periodo
de 45 dias pés-implante, na associacdo de
HA+BMP+MO (Tratamento 3). Esta composicao
teve maior angiogénese do que a HA+MO (Tra-
tamento 2), sem a proteina BMP, o que faz supor
gue a adigdo de BMP promova um acréscimo da
neovascularizacdo (MA et al., 2000; MORAN;
TOURRET, 2001; CROCI et al., 2003; GRANJEIRO
etal., 2005; ZAMBUZZI et al., 2005). Notou-se que
os linfocitos e plasmacitos, aumentaram, também,
aos 30 e 45 dias, respectivamente, causando uma
leve reagéo imunogénica. Isso, provavelmente, pode
ter ocorrido em virtude da presenca de MO, que,
segundo Krebsbach; Robey (2002), é responsavel
pela hematopoese e precursora dessas células.

N&o foi verificada a presenca de formacéo
Ossea ectdpica nos tratamentos 2 e 3 que continham
medula 6ssea em sua composi¢do, 0 que ndo
concorda com observagdes feitas por Lucarelli et
al. (2003). Estes autores citaram que o0s enxertos
carregados com células mesenquimais originarias
da medula éssea, quando implantados em subcu-
taneo, mostraram formar 0sso em poucas semanas
pos-implantacao.

AHA integrado ao PRP, apresentou menor
quantidade de PMN, aos 30 dias, e aumento do
ndmero de linfocitos, aos 45 dias, revelando in-
tensificacdo da reacao inflamatéria cronica. A
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angiogénese presente nesta associagao foi nume-
ricamente, maior, que nos outros implantes durante
os periodos pesquisados, o que confere com acha-
dos de Marx (2001); Lucarelli et al. (2003). Menores
guantidades de CGMCE e fibroblastos foram
observados, porém com maior freqliéncia de cap-
sula fibrosa aos 45 dias poés-implante. O tecido
conjuntivo hipercelularizado com fibras colagenas
desorganizadas, semelhante a osso primario,
também foi observado no periodo de 45 dias.

O efeito da associacdo de HA+BMP+PRP
foi benéfico, pois formou osso ectdpico aos 30 dias
(Figura 1), e promoveu uma reparagéo tecidual mais
rapida quando comparada aos outros tratamentos,

7 O &
Figural. Fotomicrografia em microscopia de luz do pavilhdo auricular de coelho visualizando a formagéao 6ssea ectépica (FOE). OP =
osso primério, CE = cartilagem elastica. HE. 72X.

Os resultados sugerem auséncia de rea-
¢cOes de rejeicdo aos implantes, mas sim uma in-
tensa reabsor¢éo destes, umavez que arejeicao é
caracterizada pela reabsor¢do da periferia do
implante sem a substituicdo por tecido reparador,
resposta inflamatéria com predominancia de
linfécitos e tecido fibroso encapsulando o implante,
além de ocluir de neovasos com necrose progres-
siva, bem como pela dor, edema e vermelhidao
(ZILIOTO et al., 2003).

provavelmente devido a maior concentragédo de
fatores de crescimento (DAVIES, 2003; TOZUM,;
DEMIRALP, 2003; FERREIRA, 2004). A agregacéo
desses biomateriais promoveu aumento da angio-
génese, aos 45 dias. Observou-se presenca de
pouquissimas capsulas, mas estas estavam em
maior quantidade, quando comparadas aos outros
enxertos. O processo de bioreabsorcdo tecidual
obteve resultado satisfatério, considerando-se a
existéncia de menor presenca de biomateriais,
CGMCE e fibroblastos, com moderada quantidade
de fibras colagenas, entremeados com o enxerto,
aos 45 dias.

Semelhante a cita¢cbes de Silva et al.
(1998), os biomateriais implantados no material que
compuseram presente trabalho, mostraram boa
biocompatibilidade entre si e com o0 meio, apesar
da presenca de reacéo de corpo estranho.

A bioreabsorc¢éo foi satisfatoria, apesar de
lenta, pois o processo ainda era intenso aos 45
dias de pds-implantacdo. Provavelmente esse foi
um fator que pode ter gerado atraso na formacgéo
Gssea como sugeriram Sykaras; Opperman (2003);
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Salgado et al. (2004), onde foram visualizados
tecidos conjuntivos hipercelularizados, semelhantes
a 0sso primario, em maior quantidade aos 45 dias
pds-implante.

A HA associada a fatores de crescimento
pode formar 0sso em sitio ectopico, como no pa-
vilhdo auricular de coelhos. Esta cerdmica ofere-
ceu uma aceitavel armacéo para o crescimento
0sseo, e juntamente com a BMP e o PRP mos-
traram-se como substitutos 6sseos razoaveis, pois
foram biocompativeis, biodegradaveis, osteoin-
dutivos e de natureza osteogénica.

CONCLUSAO

Houve formacéo de tecido 6sseo ectopico
com os implantes de hidroxiapatita e proteina
morfogenética bovina (BMP), bem como com a HA,
BMP e plasmarico em plaguetas (PRP) no pavilh&o
auricular de coelho da raca Nova Zelandia.

Synthetic hydroxyapatite associated to a growth
factor in external ear subcutaneous in rabbits
(Oryctolagus cuniculus) of New Zeland race.

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the syn-
thetic hydroxyapatite as a carrier of bovine bone
morphogenetic protein (BMP), platelet-rich plasm
(PRP) and bone marrow (BM) in the ectopic bone
formation in a rabbit model. Two tunnels were made
in the external face of the subcutaneous tissue of
each ear in the rabbit, opening in the end a scarified
large room to insert five types of associations of
biomaterials: HA+BMP, HA+BM, HA+BMP+BM,
HA+PRP and HA+BMP+PRP. In 30 and 45 days
post-implantations, biopsies were made for eva-
luation using light microscopy. The histologycal ana-
lysis, showed plentiful reaction of foreign body, cha-
racterized by the presence of giant multinucleus
cells in direct touch with those biomaterials, as well
as afew inflammatory reactions and low antigenicity.
In the 30 and 45 days post-implantation occurred
formation of ectopic bone tissue in the associa-
tions of HA+BMP+PRP an HA+BMP, respectively.
It was possible to conclude that associations of
HA+BMP+PRP and HA+BMP could produce ear
tissue of rabbits.

Keywords: External ear, BMP, giant cell, bone
marrow, ectopic bone, PRP, rabbits.
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