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Resumo: Os biomateriais constituem uma alternativa
promissora no processo de enxertia 6ssea, incluindo as
biocerdmicas pela composicdo semelhante ao tecido
0sse0 e o0s selantes de fibrina devido as suas
propriedades hemostaticas e cicatrizantes. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar o processo da neoformacéao
6ssea durante o reparo de defeitos cranianos enxertados
com hidroxiapatita e selante de fibrina derivado do
veneno de cobra. Utilizou-se 20 ratos para criacdo
cirirgica de uma falha na calota craniana e foram
divididos nos grupos: G1 (sem enxerto); G2 (com
hidroxiapatita); G3 (com selante de fibrina) e G4
(hidroxiapatita e selante). Ap6s 6 semanas da cirurgia,
ocorreu o sacrificio e as amostras da &rea cirdrgicas
foram submetidas as analises macroscopica, radiolégica
histomorfométrica. A  neoformacdo  Gssea  foi
quantificada baseando no principio de Delesse e 0s
resultados foram comparados usando testes Anova e
Tukey (p<0.05). Nos resultados, o osso formado
apresentava maduro e envolvia varias particulas de
hidroxiapatita. O percentual do volume relativo do osso
neoformado na é&rea cirlrgica em Gl a G4 foram
10.66+0.57, 20.66+1.15; 29.66+1.52, 53.66+0.57,
respectivamente, sendo maior no G4. Concluiu que o
selante de fibrina em combinagdo com hidroxiapatita
acelera o reparo ésseo.
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Abstract: Biomaterials are used as a promising
alternative to bone grafts, including bioceramics whose
composition resembles that of bone and fibrin sealants
due to their hemostatic and healing properties. The
objective of this study was to evaluate bone
neoformation during the repair of cranial defects
grafted with hydroxyapatite and fibrin sealant derived
from snake venom. A skull defect was created surgically
in 20 rats and the animals were divided into four
groups: G1 (no graft); G2 (with hydroxyapatite); G3
(with fibrin sealant), and G4 (hydroxyapatite and
sealant). The animals were sacrificed 6 weeks after
surgery and would area specimens were submitted to
macroscopic, radiologic and histomorphometric
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analysis. The newly formed bone was quantified based
on the principle of Delesse and the results were
compared by ANOVA and the Tukey test (p<0.05). In
results, the new bone was mature and surrounded
several hydroxyapatite particles. The relative volume
(%) of new bone in the wound area in G1, G2, G3 e G4
was 10.66+0.57, 20.66+1.15, 29.66+1.52 and
53.66+0.57, respectively, and was significantly higher in
G4. In conclusion, the fibrin sealant in combination
with hydroxyapatite accelerates bone repair.
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Introducéo

A utilizacdo dos enxertos dsseos autélogos vem
sendo a op¢do mais comum para o tratamento da
reconstrucdo do esqueleto craniomaxilofacial e nas
diversas lesGes Gsseas decorrentes de traumas de alta
energia ou deformidades 6sseas. A sua grande aceitacao
clinica estd na sua osteoindutividade por meio do
fornecimento de células que possam imediatamente
iniciar o processo da regeneracdo Ossea [1]. Porém,
algumas dificuldades e os riscos traumaticos envolvidos
na cirurgia odontologica e ortopédica de sua obtencédo
tém estimulado o aperfeicoamento de novos materiais
sintéticos como alternativa para enxertia [2].

O biomaterial aceitavel deve ser degradavel,
absorvivel e atuar como arcabouco (scaffold) para o
crescimento do tecido ésseo regenerado com nenhuma
complicagdo associada ao seu uso. Assim, dentre do
grupo de biomateriais que mais se assemelham a
composicao quimica do 0sso, esta a ceramica de fosfato
de célcio [3].

A hidroxiapatita é uma biocerdmica com
caracteristicas importantes para 0 processo de reparo
0sseo devido a semelhanga com a apatita mineral que
compde o 0sso humano, além de ser atoxica e apresentar
uma microestrutura controlavel quanto ao tamanho dos
poros [4]. Devido as propriedades osteogéncias, a
hidroxiapatita vem sendo amplamente usada nas
cirurgias de reconstrucdo 6ssea [5]. Outro material
utilizado principalmente nas terapias regenerativas de
tecidos moles sdo os selantes de fibrina por atuarem
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como arcabouco para adeséo e crescimento celular, além
de apresentarem propriedades hemostaticas e outras
vantagens como indutor de cicatrizacdo, selamento de
cavidades e carreador de liberacdo de drogas [6].

O selante de fibrina comercializado €
preparado pela combinacdo de um concentrado de
fibrinogénio humano e trombina bovina reconstituida
em solucdo de cloreto de célcio. O fibrinogénio é
convertido em fibrina, originando um codgulo estavel e
reforcado pela ativacdo do fator XIII, que também
participa da sintese de colédgeno, estimulando a
proliferacdo de fibroblastos e contribuindo para a
cicatrizacdo dos tecidos e como excelente agente
hemostatico. Entretanto, o seu uso esté& limitado devido
a possibilidade de transmisséo viral como o Parvovirus,
Hepatite e AIDS além dos pacientes poderem
desenvolver anticorpos contra a trombina bovina. Para
contornar estas dificuldades, o selante desenvolvido
através da utilizacdo de uma trombina-like extraida do
veneno de serpentes e fibrinogénio de grandes animais,
em substituicdo aos componentes humanos, vem
mostrando  excelentes resultados em  pesquisas
experimentais de regeneracdo de diferentes tecidos. Este
novo selante € um produto biodegradavel que ndo
produz reagdes adversas, ndo contém constituintes de
sangue humano, tem boa capacidade adesiva e nao
transmite doengas infecciosas. Por essas favoraveis
propriedades, este novo selante deve ser clinicamente
mais explorado nas diversas terapias regenerativas [7,8].
Desta maneira, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a
potencialidade  osteogénica da combinacdo da
hidroxiapatita combinada a este novo selante de fibrina
no processo de acelerar a regeneragao 0ssea.

Materiais e métodos

Biomateriais:

A hidroxiapatita utilizada foi sintetizada no
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo
(USP/SP) e o selante de fibrina no Centro de Estudos de
\enenos e Animais Peconhentos (CEVAP/UNESP/SP).
Os biomateriais foram cedidos ao experimento na
Faculdade de Medicina de Jundiai (FMJ/SP) devido as
parcerias entre as Instituicdes.

Animais e planejamento experimental

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus,
Wistar) machos, com 12 semanas de idade e com peso
de 330 gramas, mantidos no biotério da Faculdade de
Medicina de Jundiai, Jundiai/SP, Brasil.

Os animais foram anestesiados com a solugéo
de Xylazina (Virbac Brasil Ind. e Com., So Paulo,
Brazil) e Ketamina (Sespo Ind. e Com., Jacarei, Séo
Paulo, Brazil)na proporcdo de propor¢do de 1:1 e na
dose de 1mg/Kg de massa corpoérea, via intramuscular.
Os animais foram colocados em decubito ventral e
realizada a tricotomia da calota craniana. Em seguida,
foi feita uma incisdo na pele para expor 0S 0Ss0S
parietais. O periésteo foi descolado através de material
cirirgico apropriado e com auxilio de uma broca
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cirtrgica acoplada a um mini-motor (BELTEC LB-100,
Araraquara, So Paulo, Brasil) foi feito um defeito de
5mm na calota craniana. Ap0s cirurgia, o peridsteo e a
pele foram reposicionados e suturados.

Os animais foram divididos em 4 grupos (G)
com 5 animais cada e distribuidos da seguinte maneira:
Grupo 1 (G1): Animais com falha craniana e sem
preenchimento; Grupo 2 (G2): Animais com falha
craniana preenchida com 8 mg de particulas de
hidroxiapatita; Grupo 3 (G3): Animais com a falha
preenchida com 8 ul de selante de fibrina; Grupo 4
(G4): Animais com a falha preenchida com 8 mg
hidroxiapatita e 8 pl de selante de fibrina.

No periodo de seis semanas pds-cirdrgico,
realizou a eutandsia dos animais e as calotas cranianas
foram removidas, fotodocumentadas e radiografas para
avaliar as condi¢es macroscoOpicas da lesdo 6ssea. Em
seguida, foram realizados cortes histoldgicos da area
cirGrgica para a coloracdo com hematoxilina e eosina
tendo o objetivo de analisar a morfologia e
quantificacdo do osso neoformado no local do defeito
craniano. Este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacgio Animal do Centro
Universitario Padre Anchieta, Jundiai-SP, Brasil,
protocolo 01/2012.

A quantificacdo do osso formado na area
cirirgica baseou no principio de Delesse usando a
formula Vv = Pp/Pt (%), onde Vv é a densidade do
volume 6sseo, Pp é ndmero de pontos sobre o 0sso
formado e Pt é o nimero total de pontos do sistema
(Lacerda, 1999). Os resultados foram submetidos aos
testes estatisticos Anova e Tukey usando software
Bioestat 5.0 com nivel de significancia p<0.05.

Resultados

Nas analises macroscopicas e radioldgicas de
todos os grupos estudados, notou boa definicdo e
condicdo morfoldgica normal da area cirlrgica e sem
indicios de reacBes patoldgicas ou rarefacdo Ossea
caracteristicas de rejei¢cdo imunoldgica aos biomateriais.

Nos resultados histoldgicos, verificou 0sso
neoformado maturo projetando-se das margens da leséo
6ssea. Em G2, o o0sso jovem envolvia algumas
particulas de hidroxiapatita localizadas préximas a
superficie. No G4, ocorreu uma intensificacdo da
neoformacdo Gssea circundando totalmente varias
particulas da hidroxiapatita e sem interposi¢do de tecido
conectivo (figura 1).
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Figura 1. Imagens macroscépicas (a), radioldgicas (b) e
histoldgica (c) da area cirdrgica dos grupos estudados.
Observe auséncia de sinais inflamatérios, permanéncia

do defeito e a neoformacio Gssea ( % ) sendo mais
pronunciada em G4 visto o envolvimento da maioria das
particulas de hidroxiapatita pelo osso jovem. Indicados.
osso original (ob), particulas de hidroxiapatita (h),
tecido conjuntivo (ct).

O percentual (%) com desvio padréo (x) do
volume relativo de 0sso neoformado na é&rea do defeito
craniano nos grupos Gl a G4 foram 10.66+0.57,
20.66£1.15; 29.66+1.52 e 53.66+0.57, respectivamente.
Neste caso, houve diferenca significativa entre todos os
grupos, sendo maior em G4.

Discussao

Neste estudo foi possivel verificar a
biocompatibilidade do novo selante de fibrina com o
tecido 6sseo visto a auséncia macroscopica, radiologica
e histolégica de processos inflamatérios que
caracterizam rejeicdo imunoldgica a este biomaterial.
Além disso, notou-se favoravel crescimento de 0sso na
area cirurgica principalmente nos grupos que receberam
o novo selante de fibrina. Este resultado esta
relacionado a sua configuragdo espacial em forma de
malha de rede de fibrilas interpostas, funcionando como
suporte para o crescimento celular além de sua afinidade
celular conforme demonstrado em pesquisas associando
este novo selante com cultura de células tronco
mesenquimais [9].

Ja foi demonstrada na literatura que o selante
de fibrina convencional (Tissucol) ndo apresenta
adequada funcdo osteogénica quando aplicado em
defeito 6sseo criado em rato [10], ao contrario do
observado nessa pesquisa onde se presenciou 0
crescimento significativo de 0sso jovem na area da lesdo
6ssea dos grupos G3 e G4 que foi enxertada com 0 novo
selante de fibrina derivado do veneno de cobra. Assim
sendo, este novo selante derivado do veneno de cobra
apresentou biofuncionalidade, pois ndo houve reacoes
adversas com o sistema biolégico e favoreceu a
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cicatrizagdo 6ssea. Em adicdo, a osteogénese no local
da falha dssea foi mais intensificada no grupo G4 que
recebeu este novo selante associado com a bioceramica.
O crescimento dsseo foi a partir da margem do 0sso
original e também adjacente e circundando a maioria
das  particulas da  hidroxiapatita, = reduzindo
significativamente a quantidade de tecido conectivo
devido a maior ocupacdo do volume de 0sso
neoformado na area da lesdo dssea. Esta resposta
biol6gica é essencial para a regeneracdo 6ssea bem
como para 0 processo gradativo da reabsorcdo da
biocerdmica concomitante com a neoformagdo Ossea
[11]. Nesta pesquisa, observou-se a permanéncia das
particulas de hidroxiapatita implantada durante o
periodo experimental sendo importante para o estimulo
osteogénico do reparo 4sseo.

Nas primeiras semanas do reparo de defeito
0sseo enxertado com biomateriais porosos ocorre uma
resposta inflamatéria e formacdo de coagulo que
posteriormente torna-se organizado e contendo fibrina e
plaquetas. Em seguida, hd a proliferacdo de células
osteoprogenitoras promovendo a formacdo de 0sso
trabeculado apds 4 semanas da implantagdo do
biomaterial, completando assim o primeiro estagio do
crescimento 6sseo. O segundo estagio é caracterizado
pelo remodelamento do 0sso jovem sendo influenciado
pelas caracteristicas do biomaterial [12,13]. Nesta
pesquisa, verificou 0sso jovem de morfologia cortical e
em contato direto com a hidroxipatita, sem interposicéo
de tecido conectivo, caracterizando a osteointegragdo. A
maior concentracdo de neoformagdo Gssea ocorreu em
G4, demonstrando assim o potencial osteogénico da
combinacdo dos biomateriais.

Conclusao

O novo selante de fibrina derivado da
serinoprotease do veneno de serpente apresentou
biofuncionalidade ~com o tecido Gsseo e
osteocondutividade durante o reparo dsseo. Ao ser
combinado com a hidroxiapatita, proporcionou maior
estimulo osteogénico. Desta maneira, a combinagao
desses  biomateriais  especificos  constitui  uma
interessante opcdo a ser mais explorada nas terapias
reconstrutivas do esqueleto.
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