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HIDROXIAPATITA SINTÉTICA ASSOCIADA A FATORES DE 
CRESCIMENTO ÓSSEO EM SUBCUTÂNEO DE ORELHA EXTERNA DE 

COELHO 
(Oryctolagus cuniculus) 

 

 

RESUMO: Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a eficácia da 

hidroxiapatita sintética (HA), como carreadora de proteína morfogenética óssea 

bovina (BMP), plasma rico em plaquetas (PRP) e medula óssea (MO), na 

formação óssea ectópica, num modelo experimental em orelha externa de 

coelho. Dois túneis longitudinais subcutâneos foram feitos em cada face 

externa da orelha externa dos coelhos, abrindo, no seu final, uma loja 

levemente escarificada para a inserção de 5 combinações dos biomateriais: 

HA+BMP, HA+MO, HA+BMP+MO, HA+PRP e HA+BMP+PRP. Biópsias foram 

feitas aos 30 e 45 dias pós-implantação, para análise em microscopia de luz. 

Os biomateriais enxertados foram considerados biocompatíveis com o 

subcutâneo de orelha de coelhos, bem como lentamente reabsorvidos por meio 

de grande quantidade de células gigantes tipo corpo estranho. O PRP 

acrescido da BMP e da HA foi o que revelou melhor bioreabsorção. A 

neovascularização ocorreu em pequenas proporções e foi maior nos implantes 

de HA+PRP e HA+BMP+PRP. Concluiu-se que as associações de HA com 

BMP e PRP, bem como a HA mais BMP, foram capazes de formar osso 

ectópico no subcutâneo da orelha externa de coelhos. 

 

 

PALAVRAS CHAVE: BMP, células gigantes, hidroxiapatita, medula óssea, 

PRP 
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SYNTHETIC HYDROXYAPATITE ASSOCIATED WITH BONE GROWTH 
FACTORS IN SUBCUTANEOUS EAR TISSUE OF RABBIT (Oryctolagus 

cuniculus) 
 

 

ABSTRACT: The aim of this research was to evaluate the synthetic 

hydroxyapatite (HA) as a carrier by bovine bone morphogenetic protein (BMP), 

platelet-rich plasma (PRP) and bone marrow (BM) in the ectopic bone formation 

in a rabbit model. Two tunnels were made in the subcutaneous tissue of 

external face of each ear in the rabbit, opened in the end a scarified a large 

room to insert five types of associations of biomaterials: HA+BMP, HA+MO, 

HA+BMP+MO, HA+PRP and HA+BMP+PRP. In 30 and 45 days post-

implantations, biopsies were made to light microscopy evaluation. All implants 

of these biomaterials were biocompatibility with subcutaneous ear tissue of 

rabbit, as well as the resorption of these materials implants occurred slowly and 

were mediated by giant cells. The PRP plus BMP and HA was better than 

others bioresorble materials. The neovascularization occurred in little ratio and 

in implants with HA+PRP and HA+BMP+PRP was larger. It was possible to 

conclude that HA associated with BMP and PRP and HA plus BMP could 

produce ectopic bone formation in subcutaneous ear tissue of rabbits. 

 

 

KEY WORDS: BMP, giant cell, hydroxyapatite, bone marrow, PRP 



 

 

 

 

 

 

I. INTRODUÇÃO 
 

 

O osso representa o principal elemento de sustentação do corpo. É um 

tecido mineralizado que possui propriedades mecânicas e capacidade de 

regeneração. Para a reparação de fraturas ou defeitos ósseos há produção de 

novo tecido com a mesma organização estrutural do original. No entanto, esta 

característica é limitada pelo tamanho da lesão, assim defeitos ósseos 

extensos, provocados por traumas, infecções, neoplasias e anomalias de 

desenvolvimento que, deixadas ao seu livre curso, não 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; HERCULIANI et al., 2000). 

Para reconstrução, substituição ou preenchimento dos defeitos ósseos a 

solução pode ser obtida com a utilização dos enxertos ósseos de origem 

autógena, homógena ou heterógena. O primeiro mostra disponibilidade limitada 

de material do local doador, além de muitas vezes requer hospitalização do 

indivíduo, aumentando, assim, os custos. Enquanto os dois últimos apresentam 

riscos de transmitir infecção e ativar reações imunológicas no hospedeiro 

(SCHENK, 1996; TONG et al., 1998; BAUER, MUSCHLER, 2000; DONG et al., 

2001; LINDSEY, 2001; ANDRADE et al., 2002). 

Em vista das limitações acima citadas, têm-se intensificado as pesquisas 

para o desenvolvimento de materiais aloplásticos que apresentem 

características adequadas de biocompatibilidade e osseointegração (CALIXTO 

et al., 2001; DONG et al., 2001; LINDSEY, 2001; BAUER, SMITH, 2002). 

Dentre estes, as hidroxiapatitas (HA) puras ou em combinação com outros 

materiais estão sendo usadas como biomaterial para implantes ósseos. Estas 
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não necessitam de um segundo local cirúrgico, além de serem biocompatíveis. 

Entretanto não apresentam características osteoindutoras e não contêm células 

osteoprogenitoras (DONG et al., 2001; BAUER, SMITH, 2002). 

Uma alternativa para auxiliar no reparo dos defeitos ósseos seria a 

utilização de fatores de crescimento (FC) aliados a biomateriais aloplásticos 

(BARBANTINI, ZAVAGLIA, DUEK, 2005). Estes são mediadores biológicos que 

ocorrem naturalmente e regulam a estimulação, proliferação, migração, 

quimiotaxia, diferenciação e síntese da matriz, via ligação aos receptores 

específicos de superfície celular. Essas substâncias são liberadas ou ativadas 

quando da necessidade de divisão celular, ação que ocorre durante eventos 

como a cicatrização de feridas ou regeneração de tecidos ósseos 

(GIONNOBILE, 1996; BARTOLD et al., 1992). Dentre os FC mais usados em 

estudo experimental, estão o fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), o fator de crescimento transformador beta (TGF-β) e o fator de 

crescimento semelhante a insulina (IGF) (FENNIS, STOELINGA, JANSEN, 

2004), que estão presentes em alta concentração no plasma rico em plaquetas 

(PRP) (LYNCH et al., 1991; MARX et al., 1998), e a proteína morfogênica 

óssea (BMP) . 

A Medula Óssea (MO) apresenta em sua constituição células primordiais 

indiferenciadas, as células-tronco, que desempenham papel importante na 

osteogênese; por terem capacidade de auto-renovação e potencial para 

diferenciarem-se em várias linhagens (BARROS et al., 2001; CONNOLLY, 

1995). 

Esta pesquisa teve como objetivos avaliar, de forma comparada e 

controlada, em ensaio casualizado e cego, a eficácia da hidroxiapatita sintética 

obtida de calcita (HAP-91), como carreadora de BMP, PRP e MO, na formação 

óssea ectópica, num modelo experimental em orelha externa de coelho. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

01. TECIDO ÓSSEO: 
 

O tecido ósseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, altamente 

vascularizado e celularizado, que desempenha papel importante na 

homeostasia mineral, na reserva de elementos hematopoiéticos e no suporte 

estrutural para os movimentos. É o único tecido capaz de reparar sem deixar 

cicatriz, além de viver em constante processo de remodelação (TAGA et al., 

2000; DAVIES, 2003; DOBLARÉ, GARCIA, 2003; SALGADO, COUTINHO, 

REIS, 2004). 

As células componentes deste tecido são osteoprogenitoras, 

osteoblastos, osteócitos e osteoclastos. As primeiras são células 

mesenquimais indiferenciadas, capazes de se diferenciar em osteoblastos 

(SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004), e podem ser sistemicamente recrutadas 

de sítios distantes da fratura via circulação e assim iniciar o reparo (SHIRLEY 

et al., 2005). As segundas localizam-se na superfície externa da matriz óssea e 

estão envolvidas na produção de proteínas, bem como na inicialização do 

processo de mineralização devido a sua capacidade de concentrar fosfato de 

cálcio (TAGA et al., 2000; DAVIES, 2003; SALGADO, COUTINHO, REIS, 

2004), sendo a sua concentração dependente da aderência e da proliferação 

celular (HOTT et al., 1997). O osteóide é a matriz óssea recém-formada, 

adjacente aos osteoblastos ativos e que ainda não foi calcificada. Os osteócitos 

são osteoblastos circundados pelo tecido ósseo produzido, que têm 

metabolismo menos intenso (DAVIES, 2003; CROCI et al., 2004; SALGADO, 

COUTINHO, REIS, 2004). Já os osteoclastos são originados de células 
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hematopoiéticas da linhagem monócito-macrófago, após passagem pelas 

paredes dos capilares do osso. São células gigantes, multinucleadas, móveis, 

que estão situadas em contato com o osso, e participam do processo de 

remodelação através da reabsorção do tecido ósseo (TEZUKA et al., 1994; 

KANEKO et al., 2000; RAMALHO et al., 2000; RIMINUCCI, BIANCO, 2003; 

SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

Para se fazer a distinção entre células gigantes multinucleares tipo corpo 

estranho (CGMCE) e osteoclastos, Gloawacki e Cox (1986) sugerem a 

verificação dos centríolos, que nos primeiros estão organizados em múltiplos 

pares, enquanto nos últimos são únicos. Siqueira Jr e Dantas (2000) disseram 

que a identificação da enzima anidrase carbônica e dos receptores para 

osteocalcina permitiram a diferenciação entre osteoclastos e células gigantes 

multinucleadas, formadas durante a reação de corpo estranho por fusão de 

macrófagos. Já Kelly e Schneider (1991) relataram que a análise histoquímica 

dos níveis de fosfatase ácida tartarato resistente (TRAP), quando em altas 

concentrações e corado em vermelho intenso, é indicativo de osteoclastos, 

enquanto em baixas concentrações indica CGMCE. Estes autores 

acrescentaram ainda, que a vacuolização do citoplasma da borda em escova, 

adjacentes a superfície óssea, é sugestiva da presença de osteoclastos. 

Uma das principais características do osteoclasto é apresentar projeções 

citoplasmáticas que permitem uma maior área de superfície da membrana e 

são denominadas de bordas pregueadas. A reabsorção óssea ocorre na região 

adjacente a estas bordas (REMÉDIOS, 1999) via liberação de ácidos e 

enzimas (TEZUKA et al., 1994; RAMALHO et al., 2000). Estas células também 

englobam por fagocitose partículas menores de matriz óssea e cristais, 

dissolvendo-as e liberando seus produtos para dentro da circulação sangüínea 

(GUYTON, HALL, 1996). 

Pode-se dosar fosfatase alcalina (FA) sérica para saber se há formação 

óssea, pois os osteoblastos secretam grandes quantidades desta enzima 

quando estão depositando ativamente a matriz. A FA hidrolisa íons fosfato para 

formar cristais de hidroxiapatita e a mineralização (LUCARELLI et al., 2003). 

O tecido ósseo é formado por 35% de matriz orgânica composta de água 

e principalmente por colágeno tipo I, além de outras proteínas como 
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osteopontina, osteocalcina, osteonectina e fibronectina. E também por uma 

parte inorgânica, mineral, representando 65%, composta principalmente de 

hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2], uma forma de fosfato de cálcio responsável 

por 99% do cálcio e 80% do fósforo do organismo (OLIVEIRA et al., 1999; 

DOBLARÉ, GARCIA, 2003; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

A osteogênese ocorre por processos de ossificação endocondral e 

intramembranosa. No primeiro tipo, a cartilagem é formada, calcificada e 

substituída por osso. Enquanto no segundo, o osso é formado diretamente 

pelos osteoblastos (HOTT et al, 1997; DOBLARÉ, GARCIA, 2003; RIMINUCCI, 

BIANCO, 2003), que surgem no interior das membranas de natureza 

conjuntiva. 

Existem dois tipos de tecido ósseo, o primário, que é o tecido imaturo e 

fibroso, e o secundário, maduro e lamelar, os quais estão organizados em 

diversas configurações tais como osso esponjoso ou trabecular e osso 

compacto ou cortical. O osso primário é muito celularizado e tem lacunas 

grandes e arredondadas, apresentando feixes de fibras colágenas sem 

orientação definida e sob circunstâncias normais, sempre é substituído pelo 

secundário. As células do osso secundário são mais alongadas que no osso 

primário e as fibras colágenas estão dispostas num arranjo helicoidal de 

ângulos variados, em lamelas sucessivas, portanto num padrão muito 

ordenado (BANKS, 1991). O osso cortical é sólido, tem 10% de porosidade e 

está presente nos ossos longos, curtos e planos, enquanto o trabecular tem 

alta porosidade (50-90%), está configurado em forma de esponja com presença 

de trabéculas em forma de favo e comumente é encontrado nas metáfises de 

ossos longos e nos corpos vertebrais (DAVIES, 2003; DOBLARÉ, GARCIA, 

2003; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

No processo de consolidação óssea estão presentes três etapas, 

granulação, proliferação e remodelação. A fase de granulação caracteriza-se 

pela formação do hematoma e presença de células inflamatórias como 

neutrófilos polimorfonucleares (PMN), linfócitos, plasmócitos e macrófagos, que 

além do papel de defesa, também liberam fatores angiogênicos e de 

crescimento (REMÉDIOS, 1999). O processo inflamatório crônico inibe a 

formação óssea (URIST, 1965). Já a proliferação se distingue pela marcante 
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presença de células pluripotentes no local da lesão. Variações na pressão de 

oxigênio influenciam a diferenciação destas, pois baixa tensões favorecem os 

condroblastos, ao contrário dos osteoblastos (URIST, 1965; WOODARD, 

RISER, 1991; DAVIES, 2003). Enquanto a remodelação óssea consiste no 

processo de renovação com manutenção da arquitetura e da competência 

fisiológica das unidades esqueléticas individuais (TEZUKA et al., 1994; 

KIRKPATRICK et al, 2002; DOBLARÉ, GARCIA, 2003; CROCI et al, 2004; 

CURCELLI et al., 2005). 

 

 

02. ENXERTO 

 

Desde o século XIX o homem vem realizando transplantes ósseos 

orgânicos. A primeira grande descoberta foi o enxerto autógeno e, 

consequentemente, com pesquisas posteriores na área de ortopedia e cirurgias 

buco-maxilo-faciais, foram acrescentados os isógenos, alógenos e xenógenos 

ou heterólogos. Àquele, ou seja, o autoenxerto trata-se da coleta e implante 

ósseo no mesmo indivíduo, que, no entanto, apresente risco potencial de 

morbidade cirúrgica e da disponibilidade limitada de material do local doador. 

Nos enxertos isógenos, o osso é removido de um indivíduo da mesma espécie 

e está geneticamente relacionado com o receptor, tendo, por exemplo, gêmeos 

idênticos. Os alógenos consistem da remoção do tecido de indivíduo da mesma 

espécie, porém, geneticamente não relacionado com o receptor, todavia, há a 

desvantagem do risco de transmissão de doença e do potencial de 

antigenicidade. Por fim, os xenógenos são originados de tecido retirado de um 

doador de espécie diferente do receptor, como por exemplo, tecido animal 

implantado em humano (BAUER, MUSCHLER, 2000; DONG et al., 2001; 

BAPTISTA et al, 2003; GRAGEDA, 2004; SALGADO, COUTINHO, REIS, 

2004). 

A busca de outros materiais para o aprimoramento de tal técnica, 

resultou em limitações logísticas como relação custo/benefício, facilidade de 

obtenção, disponibilidade de fonte doadora, local apropriado e tempo 
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disponível para o tratamento (FIGUEIREDO et al, 2004). Considerando este 

fato, alguns estudiosos buscaram como fonte para substitutos ósseos, 

materiais de origem sintética, nomeados de implantes aloplásticos. Estes são 

conhecidos por cerâmicas e polímeros, como a hidroxiapatita, fosfato tricálcio e 

sulfato de cálcio. As vantagens apresentadas por esses biomateriais são 

biocompatibilidade e ausência de resposta imunogênica, além de facilitar a 

avaliação radiográfica pós-uso (BAUER, MUSCHLER, 2000; DONG et al., 

2001; LINDSEY, 2001; BAPTISTA et al, 2003; GRAGEDA, 2004). 

Com exceção dos autoenxertos que são osteoindutores, todos os 

demais são considerados apenas osteocondutores (CAFFESSE, CHAVES, 

2001). Os primeiros são aqueles capazes de induzir a diferenciação de células 

mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, aumentando 

a formação óssea no local, ou mesmo estimulando a formação de osso em um 

sítio ectópico (URIST, 1965; CAVASSANI, MORAES, PADILHA FILHO, 2001; 

SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). Eles produzem suporte e proteção para 

o crescimento de novos vasos para restaurar o fornecimento de sangue 

medular; células para a osteogênese e antigenicidade reduzida 

(SCHMAEDECKE et al., 2003; SAKATA, ALBERTO-RINCON, DUEK, 2004). Já 

os osteocondutores, geralmente inorgânicos, permitem a aposição de um novo 

tecido ósseo em sua superfície, bem como requerem a presença de tecido pré-

existente como fonte de células osteoprogenitoras, além de orientarem e 

acelerarem a proliferação celular (ANDRADE, BORGES, BICALHO, 2002; 

SANADA et al, 2003). Do ponto de vista biológico, o osteoindutor é 

biologicamente ativo enquanto o osteocondutor é apenas um material de 

preenchimento (TAGA, 1996; MAGALHÃES, MENEZES, OLIVEIRA, 2000). 

O sucesso da enxertia está diretamente ligado à participação ativa do 

implante no processo da osteogênese reparadora, assim como sua 

imobilidade; biocompatibilidade; previsibilidade; aplicação clínica sem riscos 

trans-operatórios; seqüelas mínimas com ausência de dor, infecção, 

neuropatias e parestesia; enfatizando a satisfação do paciente e do cirurgião 

com a restauração (OLIVEIRA et al, 1999; SICCA et al, 2000; FIGUEIREDO et 

al., 2004; HUANG et al., 2004). As possíveis reações de rejeição aos enxertos 

são caracterizadas pelos seguintes eventos, reabsorção da periferia do 
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implante sem a substituição pelo tecido reparador, processo inflamatório com 

predominância de linfócitos, tecido fibroso encapsulando o implante e oclusão 

de neovasos com necrose progressiva (ZILIOTTO et al, 2003; FENNIS, 

STOELINGA, JANSEN, 2004). 

Um dos fatores determinantes para realização ou não dos implantes está 

relacionado com a disponibilidade de material carreador eficaz. Este deve 

aumentar a exposição dos tecidos hospedeiros aos fatores de crescimento e 

assegurar uma distribuição uniforme, sem permitir que o material implantado 

ultrapasse os limites do sítio. Ao mesmo tempo em que for ocorrendo a 

formação óssea faz-se necessário a absorção do carreador, pois uma rápida 

bioreabsorção determinará aumento do espaço ocupado pelo material, 

deixando-o livre para a interposição indesejada de outros tecidos, 

comprometendo a estabilidade mecânica da construção do mesmo, além de 

aumentar o nível de cálcio e fósforo extracelular (MAGALHÃES, MENEZES, 

OLIVEIRA, 2000; SANTOS et al, 2005). Para Bonachela et al. (1992), Oliveira 

et al., (1999) e Riminucci e Bianco (2003) esse aumento considerável do nível 

extracelular de cálcio e fósforo, é essencial para a neoformação do tecido 

ósseo. Confrontando esta assertiva, Zambuzzi et al., (2005), defendem a 

inibição da capacidade osteoindutiva. Todavia, a lentidão de reabsorção do 

material implicará em atraso da formação óssea (SYKARAS, OPPERMAN, 

2003; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

Lu e colaboradores (2003) revelaram que o material ideal para enxertia 

óssea deve ser biocompatível e biodegradável. Sendo o primeiro definido pela 

boa integração entre o tecido hospedeiro e o material de implante, sem o 

aparecimento de respostas imunes, e o segundo pela dispersão in vivo sofrida 

pela degradação macromolecular dos polímeros e dispositivos sólidos 

(SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

Em função do tempo de permanência no organismo, os implantes 

podem ser classificados permanentes ou temporários. Os permanentes em sua 

maioria geram fenômenos crônicos de inflamação tipo corpo estranho, que 

podem conduzir a complicações clínicas mais severas, como a contração dos 

tecidos (BARBANTINI, ZAVAGLIA, DUEK, 2005). Já os temporários pelo 

próprio termo se auto definem. 
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Alguns requisitos são essenciais para a formação óssea no sítio 

enxertado, como celularidade, boa nutrição e estímulo satisfatório. Davies 

(2003) comentou que a angiogênese é responsável pela nutrição do 

implante/osso durante o processo de reparação. Já Baptista et al (2003), 

disseram que os enxertos ósseos não dependem de células vivas para terem 

utilidade clínica, mas sim da matriz óssea, onde estão às proteínas 

morfogenéticas. Em contrapartida, Andrade e co-participantes (2002), 

mencionaram que o implante deve ser posicionado próximo ao osso viável, já 

que o contato íntimo entre estes leva a produção e aceleração do crescimento 

ósseo. 

Segundo Hott et al (1997) e Salgado, Coutinho e Reis (2004), é 

essencial verificar porosidade, tamanho do poro e propriedades da superfície 

do implante ao se utilizar um material como enxerto. Os primeiros devem 

possuir vários poros abertos e completamente interconectados 

geometricamente dentro de uma grande estrutura, com superfície de área e 

volume proporcionais ao crescimento celular, além de facilitar a 

neovascularização ao redor do tecido hospedeiro. Quão maior o tamanho do 

poro do material maior será a taxa de crescimento celular, devido a facilidade 

de difusão dos nutrientes dos fluidos orgânicos locais. Já nas propriedades da 

superfície, tanto a química quanto a topográfica, podem controlar e afetar a 

adesão e a proliferação celular (DAVIES, 2003; SALGADO, COUTINHO, REIS, 

2004; BARBANTINI, ZAVAGLIA, DUEK, 2005). 

 

 

03. BIOMATERIAIS: 

 

Biomateriais são compostos que auxiliam no reparo ósseo e devem 

apresentar biocompatibilidade, previsibilidade, aplicação sem riscos trans-

operatórios e ínfimas seqüelas pós-cirúrgicas, além da boa adaptação 

relacionada ao paciente (MAGALHÃES, MENEZES, OLIVEIRA, 2000; 

TEIXEIRA, 2001; ZAMBUZZI et al, 2005). Deduz-se isto através de testes de 
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biocompatibilidade em animais de laboratório, sem os quais nenhum 

biomaterial poderia vigorar (TAGA, 1996). 

Quatro grupos de biomateriais são descritos; as ligas metálicas, os 

cerâmicos, os polímeros sintéticos e os materiais naturais (TEIXEIRA, 2001; 

SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). Os biomateriais cerâmicos empregados 

em implantodontia podem ser divididos em dois grandes grupos: os derivados 

de fosfato de cálcio e os não-derivados. Dentre os derivados de fosfato de 

cálcio destacam-se a hidroxiapatita sintética [Ca10(PO4)6(OH)2], o tri-cálcio 

fosfato [Ca10(PO4)3(OH)2], e o penta-cálcio-hidroxi-tri-fosfato. No grupo dos 

não-derivados, destacam-se as cerâmicas de alumina (Al2O3), a cerâmica de 

zircônia (ZrO2) e o cristal de safira (AlO2) (TEIXEIRA, 2001). 

Os materiais compostos de fosfato de cálcio aceleram a cicatrização e 

se aderem ao osso. Estes adsorvem proteínas em suas superfícies, 

esperando-se então, que o fibrinogênio aumente a camada de adesão 

plaquetária e resulte possivelmente num aumento da ativação das plaquetas 

para acelerar a cicatrização da ferida. Com este aumento, ocorre, por 

conseguinte, uma elevação da fibrina na superfície do enxerto, resultando no 

estabelecimento prematuro da matriz tri-dimensional, com migração de células 

osteogênicas para reagir com a superfície do implante (DARIMONT et al., 

2002; DAVIES, 2003). 

Os cerâmicos apresentam como principais características: 

biocompatibilidade, atoxicidade e baixa solubilidade em meio orgânico 

(TEIXEIRA, 2001). Tais características influenciam no recrutamento de células, 

na modulação do processo inflamatório e na promoção do reparo, por 

cicatrização ou regeneração (ZAMBUZZI et al, 2005). Têm por desvantagens a 

baixa resistência à tração e ao cisalhamento, além de serem friáveis 

(TEIXEIRA, 2001; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004), o que limita seu uso a 

áreas de baixa carga mecânica (SALIH et al., 2001). 

Segundo Andrade e colaboradores (2002), estudos científicos 

identificaram que certos biomateriais possuem reações, aparentemente 

limitadas, pelos mecanismos de defesa do organismo. Estas reações vão 

desde a não-reatividade até a reatividade. Para evitar possíveis 

conseqüências, alguns cientistas propuseram o uso de implantes com 



 

 

11

características químicas semelhantes àquelas existentes no organismo. 

Possuindo uma composição química semelhante a do osso e a do dente, a 

hidroxiapatita se destaca como o biomaterial mais apropriado a ser utilizado em 

ortopedia e odontologia (GRAGEDA, 2004; SALGADO, COUTINHO, REIS, 

2004). 

 

 

3.1. HIDROXIAPATITA 

 
A hidroxiapatita (HA) pura ou em combinação com outros materiais é 

usada na enxertia óssea, e estão disponíveis em forma de blocos sólidos ou 

porosos, partículas sintéticas ou naturais, absorvíveis ou não, com poros de 

diferentes calibres e com diferentes marcas entradas no mercado (Quadro 1). 

Tem como vantagem não necessitarem de um segundo local cirúrgico, além de 

poderem ser utilizadas como carreadores de antibióticos na profilaxia e 

terapêutica da infecção óssea (CANABRAVA, 2002). As desvantagens 

consistem na ausência de células progenitoras e falta de características 

osteoindutoras (DONG et al., 2001; BAUER, SMITH, 2002; RIMINUCCI, 

BIANCO, 2003). 
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Quadro 1: Marcas, origem e referências aos autores que fizeram uso da 
hidroxiapatita (HA). 
MARCAS DE HA ORIGEM AUTORES 

OSTEOGEN Norte Americana TAGA (1996) 

BIOHAPATITA Dpto.de Bioquímica da FOB TAGA (1996) 

BIOHIDROXI-

INODON 

Dpto de Bioquímica da FOB, 

com < granulação que a 

anterior 

GRANJEIRO et al (1992) 

OSTEOSYBNT Laboratório Einco Ltda. GRANJEIRO et al (1992) 

HA-40 Homus Indústria e Comércio 

Ltda 

GRANJEIRO et al (1992) 

OSTEOGEN GBD Marketing Group Inc. GRANJEIRO et al (1992) 

HA-Padrão Sigma Corporations GRANJEIRO et al (1992) 

BIOSYNTH LTDA  DÓREA NETO et al. (2004) 

CERAMED 

LAKEWOOD 

Norte Americana 

Hidroxiapatita sintética 

DARIMONTE et al (2002) 

 

GEN-OX 

Baumer- SP, Brasil 

Osso cortical ou medular 

descalcificado bovino 

SICCA et al. (2000) 

SANADA et al. (2003) 

GEN-PHOS Baumer – SP, Brasil 

Hidroxiapatita sintética 

MOREIRA et al. (2003) 

 

 

 

HAP-91 

 

 

JHS Laboratório Químico 

Ltda., Belo Horizonte – MG 

Hidroxiapatita obtida da calcita 

BORGES et al. (1997) 

REZENDE et al. (1998) 

BORGES et al. (2000) 

FRANCO et al. (2001) 

ANDRADE et al. (2002) 

CANABRAVA (2002) 

LIMA (2003) 

Nota: Dpto = departamento, FOB = Faculdade de Odontologia de Bauru 
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No que se refere à assimilação, as HAs reabsorvíveis são indicadas nos 

casos em que há necessidade da substituição desta pelo tecido ósseo. Têm 

como características microgranulometria; alta biocompatibilidade; total 

ausência de antigenicidade devido ao fato de ser um material inorgânico 

constituinte mineral do tecido ósseo; alta solubilidade nos líquidos fisiológicos e 

velocidade bastante lenta de reabsorção pelo organismo (TAGA, 1996; 

BORGES et al, 2000; ANDRADE, 2002). As não reabsorvíveis são indicadas 

nos casos cirúrgicos onde há necessidade de preencher cavidades com 

grandes perdas de tecido ósseo Ela passa por um processo denominado 

sinterização, sendo este um tratamento térmico da cerâmica próximo ao seu 

ponto de fusão (ANDRADE et al, 2002; MOREIRA et al, 2003), a fim de torná-la 

mais lisa e insolúvel em água. Elas podem ser microgranular ou macrogranular, 

sendo que esta pode apresentar forma porosa, cuja finalidade é a permissão 

da invaginação e neoformação dos vasos sangüíneos, obtendo com isto a 

integração como o tecido ósseo. E não porosa que é conhecida como 

hidroxiapatita densa, sendo frequentemente associada a casos de 

encapsulamento por tecido fibroso e expulsão das partículas pelo organismo 

(TAGA, 1996). 

Andrade et al (2002) e Dórea Neto et al (2004) disseram que a HA serve 

de arcabouço para a migração de vasos sangüíneos e deposição de novo 

osso, pois devido à interconexão dos poros, ela permite que os tecidos 

cresçam dentro de sua estrutura, produzindo uma continuidade com o osso em 

volta, reduzindo a encapsulação. Os poros da hidroxiapatita facilitam o 

crescimento das células, o crescimento fibrovascular, a formação de osteóide e 

o crescimento do osso mineralizado (ANDRADE et al, 2002). Webster et al 

(2000) observaram que o aumento da adesão dos osteoblastos, in vitro, foi 

independente da superfície química e da forma do material, mas foi 

dependente da superfície topográfica, especialmente sobre a granulação e o 

tamanho do poro da hidroxiapatita. De acordo com Rovira e colaboradores 

(1996) os poros de HA carregados com células da medula óssea permitiram a 

formação de tecido ósseo em sítio heterotrópico. 

Moreira e colaboradores (2003) em estudo sobre a influência das 

dimensões dos grânulos de hidroxiapatita na integração óssea, perceberam 
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satisfatório preenchimento da falha óssea em fêmur de ratos Wistar, após seis 

meses. Concluíram que não houve diferença entre os três tamanhos (212 μm, 

500 μm, e 1000 μm), mas notaram que a reparação da lesão ocorreu em 

menor período de tempo com a utilização de grânulos menores (212μm). Já os 

grânulos com dimensões entre 10 a 50 μm, devido ao seu volume reduzido, 

podem ser fagocitados por células como macrófagos ou fibroblastos 

(GRANJEIRO et al., 1992; MOREIRA et al., 2003). 

A hidroxiapatita sintética possui microestrutura e tamanho do cristal 

diferentes do osso natural, o que pode produzir resposta biológica indesejada 

(SICCA et al., 2000; SANADA et al., 2003). Ao passo que a natural tem 

similaridade com a porção inorgânica da matriz óssea e com o tamanho dos 

poros em particular (SALIH et al, 2001). Após a inserção da HA sintética, o 

implante torna-se rodeado por uma variedade de compostos fluidos, 

fibroblastos e células livres com características semelhantes aos dos tecidos 

encontrados nos processos de cicatrização natural. No estado não infectado, a 

HA é retirada intensamente pela atividade dos macrófagos (ANDRADE, 

BORGE, BICALHO, 2002; RIMINUCCI, BIANCO, 2003). 

Andrade, Borges e Bicalho (2002) avaliaram as reações subcutâneas em 

coelhos, através de testes biológicos de irritação, referentes ao uso de 

hidroxiapatita sintética. Ao comparar áreas onde foram injetadas solução de 

hidroxiapatita (3,5 mg/ml) a locais em que se injetou solução salina, verificou-se 

ausência de irritação local subcutânea, após 24, 48 e 72 horas. 

Lima (2003) objetivou avaliar a formação óssea no subcutâneo da face 

externa da orelha de coelhos com implante de hidroxiapatita sintética porosa, 

associada ou não a proteínas morfogenéticas ósseas (BMP) e concluiu que 

este biomaterial ligado ou não a BMP não induziu a formação óssea ectópica. 

Para Darimont et al. (2002) o processo de degradação da HA pode ser 

mediado por monócitos e em menor escala por células polimorfonucleares. 

Rezende et al. (1998) verificaram que a HA pode ser considerada um substituto 

ósseo, além de não causar reação inflamatória tipo corpo estranho. Borges et 

al. (2000) avaliaram o processo de osseointegração da HA sintética em defeito 

provocado no terço proximal de tíbia em cães e concordaram com o exposto 

por Rezende et al. (1998). Observaram ainda a ausência de linfócitos e células 
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plasmáticas, sugerindo a biocompatibilidade desta. Enquanto Heikkilla et al. 

(1993) descreveram a presença de reação inflamatória branda ao redor do 

implante de HA, com presença de linfócitos e macrófagos. Já Franco et al. 

(2001) observaram, em apenas um animal tratado com a cerâmica sintética 

pura, a presença do material no tecido mole adjacente ao defeito ósseo 

rodeado por uma fina cápsula de tecido fibroso e numerosas células 

mononucleares, após 30 dias de cirurgia, sugerindo reação do tipo corpo 

estranho. 

Oliveira et al. (2004) observaram que partículas de HA natural induziram 

uma reação inflamatória crônica, com presença de CGMCE e fibrose quando 

implantadas no tecido subcutâneo de ratos. Em áreas implantadas com osso 

mineralizado, as CGMCE não tinham morfologia similar a osteoclastos, ao 

passo que naquelas com enxerto desmineralizado estas células apresentaram 

morfologia similar aos osteoclastos. 

A biodegradação da HA sintética foi confirmada por Borges e 

colaboradores (1997), devido a observação de atividade osteoclástica sobre o 

enxerto e pela diferença na quantidade relativa de HA entre as amostras 

analisadas. Constataram ainda, que a absorção era lenta devido a presença de 

grânulos em amostras processadas aos 120 dias após o implante. Benqué et 

al. (1997) constataram, através de análise histológica, a completa reabsorção 

desse biomaterial e sua total substituição por tecido ósseo em biópsias 

colhidas após 240 dias de implantação. 

Darimont et al. (2002) citaram que a formação óssea pode ser acelerada 

com a presença de hidroxiapatita. Enquanto Moreira e colaboradores (2003) 

estudando falhas ósseas preenchidas com estas cerâmicas, constataram que o 

crescimento do tecido ósseo neoformado ocorreu mais tardiamente, quando 

comparado com o grupo controle, onde a falha óssea não foi preenchida com o 

biomaterial. 

Figueiredo et al. (2004) verificaram que o enxerto de osso autógeno e a 

hidroxiapatita porosa de coral promovem uma osteogênese mais precoce. Braz 

et al. (2003), em seu trabalho, cujo objetivo foi observar a resposta biológica e 

o poder osteoindutor da combinação matriz óssea orgânica bovina e 

hidroxiapatita no reparo de defeito induzido em crânio de ratos, não verificaram 



 

 

16

macroscopicamente, durante o período pós-operatório, sinais de infecção ou de 

lesões neurológicas. Esta associação estimulou a produção de fibroblastos 

responsáveis pelo fornecimento de procolágeno, não causou reações adversas 

e favoreceu a reparação óssea. 

Hott et al (1997) constataram, em análise histológica de cultura de osso 

trabecular humano em HA, a baixa deposição de colágeno neste biomaterial, o 

que implica em formação óssea fraca, já que o colágeno é importante para 

diferenciação óssea e ativação dos fatores de crescimento do plasam rico em 

plaquetas (PRP). 

 

 
3.2. MEDULA ÓSSEA E CÉLULAS MESENQUIMAIS INDIFERENCIADAS 

 

O tecido medular é uma forma hipercelular e altamente vascularizada de 

tecido conjuntivo, contido dentro da cavidade óssea. Os limites periféricos da 

medula contêm elementos do endósteo cortical, enquanto o endósteo 

trabecular pode estar contido dentro da substância dos tecidos medulares 

(PROCKOP, 1997). É a fonte mais abundante e disponível de células 

osteoprogenitoras (MUSCHLER, BOEHM, EASLEY, 1997). 

Na medula óssea (MO) vermelha são produzidos os eritrócitos, 

granulócitos, plaquetas e agranulócitos. Ela está presente nos animais jovens e 

pode ser dividida em dois compartimentos, um vascular e outro hematopoético, 

constituído por ilhas irregulares de tecido entre os leitos vasculares e inclui os 

fibroblastos, o estroma de fibras reticulares, as células reticulares, as unidades 

formadoras de colônia (CFUs), as células fagocitárias, as formas intermediárias 

e maduras das células sangüíneas, o tecido adiposo e outras células típicas do 

conjuntivo, como plasmócitos e mastócitos (KREBSBACH, ROBEY, 2002). A 

quantidade de MO vermelha ativa é apreciavelmente reduzida no início da vida 

adulta. O tecido adiposo substitui a maioria dos elementos produtores de 

células do compartimento hematopoético, formando a MO amarela, o que pode 

estar relacionado ao potencial de células mesenquimais indiferenciadas 

(MSCs) se diferenciaram em adipócitos (PROCKOP, 1997). No tecido maduro, 
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as MSCs têm como principal função a homeostasia e reparação de tecidos 

(KREBSBACH, ROBEY, 2002), além de uma maior plasticidade (MINGUELL, 

CONGET, ERICES, 2000). 

As MSCs são células progenitoras embrionárias, pequenas, com poucas 

organelas e alta proporção núcleo/citoplasma (SIQUEIRA Jr., DANTAS, 2000). 

Localizam-se predominantemente, na MO, originam-se do endósteo do espaço 

medular e são conduzidas para o sítio de reparo via sistema circulatório 

(SYKARAS, OPPERMAN, 2003). Apresentam alta capacidade proliferativa e de 

auto-renovação, bem como potencial para se diferenciarem em várias 

linhagens (CONNOLLY, 1995; BIANCO et al, 2001; KREBSBACH, ROBEY, 

2002; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). Quando adicionada a locais com 

condições adequadas elas podem ser diferenciadas em células que darão 

origem a osso, cartilagem, musculatura esquelética, tendão e outros tecidos de 

origem mesenquimal (PROCKOP, 1997; RAMALHO et al, 2000; DOBLARÉ, 

GARCIA, 2003). 

Segundo Kim, Lee e Suh (2003) as células mesenquimais 

indiferenciadas da medula óssea (BM-MSCs) em humanos, macacos e ratos, 

podem se diferenciar em três tipos de linhagens deferentes: osteogênica, 

condrogênica e adipogênica. Mas em coelhos estas células são pobremente 

caracterizadas quanto a sua diferenciação potencial dentro dessas três 

linhagens, e particularmente só é considerada a diferenciação adipogênica. 

Nos mamíferos as MSC reparadoras presentes na MO, são em pequeno 

número, que vai decrescendo com a idade: 1/100.000 nos jovens, 1/250.000 

em adultos até 35 anos, 1/400.000 em adultos com até 50 anos e 1/1.200.000 

para idosos (MARX et al., 1998). 

Bianco et al. (2001) citam que bilhões de BM-MSCs podem ser geradas, 

in vitro, a partir de uma amostra limitada de um material inicial, como 1,0 ml de 

aspirado de MO, pois elas são fáceis de se expandir em meio de cultura 

(PROCKOP, 1997). 

Estudos in vitro, de Huang et al. (2004), demonstram que a 

condrogênese das BM-MSCs podem ser induzidas com o tratamento a base de 

citocinas como fator de crescimento transformador β (TGF-β) e proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMP). 
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A MO por si só é um enxerto ósseo efetivo, sendo assim, as MSCs 

podem ser distribuídas diretamente sobre o local lesado nas formas injetável ou 

misturadas a biomateriais que serão implantados, ou ainda, por infusões 

sistêmicas. De qualquer forma, elas irão aumentar a reparação local ou a 

regeneração óssea, catilagínea ou do tendão (MUSCHLER, BOEHM, EASLEY, 

1997; MINGUELL, CONGET, ERICES, 2000). 

Para Croci et al (2004), o uso da MO para acelerar a consolidação óssea 

é considerado um método simples e de fácil obtenção. Shirley et al (2005) não 

identificaram nenhuma toxicidade durante o processo de re-implantação de 

células fonte in vivo. A infusão sistêmica de MSCs autólogas, de acordo com 

Prockop (1997), parecem ser bem toleradas. 

Através da técnica para anticorpo monoclonal, foram encontrados, na 

medula óssea, receptores para fator de crescimento transformador beta um 

(TGF-β1), TGF-β2 e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 

(ANITUA, 1999; ANITUA, 2001). Marx e colaboradores (1998), usando a 

mesma técnica, identificaram a presença de TGF-β mas não encontraram 

PDGF nas células fonte da MO nem nos osteoblastos endosteais. 

De acordo com Lucarelli et al (2003) os enxertos carregados com BM-

MSC implantados em subcutâneo, formam osso em poucas semanas pós-

implantação (PI). Segundo Krebsbach e Robey (2002) a osteogênese não 

ocorre quando a suspensão de MO é injetada subcutaneamente (SC) ou 

intramuscularmente (IM), o que foi verificado em implantes de BMSCs 

associados a “pélets” celulares sem veículo ou integradas a veículos de rápida 

absorção. Kim, Lee e Suh (2003) e Shirtley et al, (2005) escreveram que o 

transplante dessas células requer a presença de um aracabouço organizado no 

qual possam se aderir e proliferar por longos períodos, para assegurar 

diferenciação e formação óssea, pois só assim ocorrerá interação célula a 

célula entre os osteoblastos. 

Barros et al. (2001) concluíram que o processo de reparação óssea em 

coelhos, induzido pela aplicação de medula óssea pela via percutânea, é um 

fenômeno precoce. Este resultou em formação direta de tecido ósseo, nas 

falhas segmentares produzidas no rádio, principalmente nas primeiras 

semanas. Croci et al (2004) concluíram que o uso do aspirado de medula 
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óssea de ilíaco, colocado em falhas ósseas de fêmures de camundongos, não 

levou a estimulação da formação do calo ósseo, e que não houve aumento do 

processo inflamatório no local das falhas óssea. 

 

 

3.3. PROTEÍNA MORFOGÊNICA DO OSSO (BMP) 

 

Urist descobriu, em 1965, que a matriz óssea desmineralizada podia 

induzir a formação óssea ectópica em tecido subcutâneo. Essa característica, 

mais tarde, foi atribuída a proteína morfogênica do osso (BMP), as quais são 

glicoproteínas hidrofóbicas e osteoindutoras, pertencentes à superfamília TGF-

β (LINDSEY, 2001; YOON, BONDEN, 2002; CHUBINSKAYA, KUETTNER, 

2003; LU et al, 2003; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004; KAITO et al, 2005). 

Em virtude de sua baixa massa molecular, que varia de 16 a 30 kDa, 

estas proteínas induzem a nenhuma ou fraca resposta imune, sendo bem 

toleradas pelo organismo (PINTO et al, 2000; MARX, 2001; ZAMBUZZI et al, 

2005). Johnson et al (1989) demonstraram o efeito espécie específica das 

BMPs. Aparentemente uma única dose de BMP xenogênica, maior que 100 

mg, é segura e não produz resposta imune detectável, mas Nilsson e Urist 

(1991) mostraram que um segundo implante deste peptídeo resulta em 

intensificação da resposta imune e reduz a eficácia da BMP xenogênica no 

tratamento de lesões extensas em cães. Para Granjeiro e co-autores (2005), os 

implantes alogênicos ou xenogênicos dessas proteínas promoveram o 

recrutamento de macrófagos, linfócitos e células plasmáticas, além da 

produção de anticorpos, que inibiram a osteogênese.  

As BMP’s são indicadas para uso em grandes perdas ósseas, as quais 

podem ser decorrentes de anomalias de desenvolvimento, bem como defeitos 

causados por trauma na estrutura óssea, além de doenças infecciosas e 

inflamatórias (SANTOS et al, 2005), pois ela é importante na regulação normal 

do crescimento ósseo endocondral, na remodelação e facilitação da reparação 

óssea (SIPE et al, 2004). Vários meios de utilização das BMPs estão sendo 

avaliados, dentre eles a administração sistêmica, a terapia celular, a 
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transferência de genes, o tratamento a base de citocinas e a implantação local 

(GONÇALVES, GUIMARÃES, GARCIA, 1998; KIRKER-HEAD, 2000; MA et al., 

2000; BAUER, SMITH, 2002; YOON, BODEN, 2002; KAITO et al, 2005). De 

acordo com Huang e colaboradores (2004) existe um sinergismo entre a BMP e 

as BM-MSC. Estas, segundo Kaito e co-autores (2005), podem ser 

diferenciadas por aquelas através da terapia celular, em osteoblastos. Já a 

transferência gênica envolve a transdução da codificação genética do BMP, 

dentro das células no sitio reparador. Enquanto o tratamento com citocinas, 

envolve a proteína morfogênica óssea recombinante humana (rhBMP) e 

carreadores que concentram e liberam esta proteína quando necessário 

(KAITO et al, 2005). 

Um substrato carreador ideal para BMP deve apresentar relativa 

insolubilidade sobre condições fisiológicas, biodegradabilidade, proteção contra 

digestão proteolítica, atuação como uma armação para adesão e proliferação 

celular, bem como inércia imunológica e baixa liberação de BMPs 

(PEKKARINEM et al., 2005), além de ser osteocondutivo, prático e de fácil 

manipulação (MARX et al., 1998). 

Pinto et al. (2000), Taga (1996) e Kaito et al. (2005) afirmaram que a 

adsorção das BMP’s às HA’s garantem um maior tempo de permanência 

dessas proteínas na área enxertada. Aun et al. (2005) observaram significativa 

aceleração da regeneração óssea, com essa combinação, em defeitos criados 

em tíbias de ratos. De acordo com Sykaras e Opperman (2003) essa união 

(HA-BMP) induziu a ossificação intramembranosa. Mas para Yoneda et al. 

(2005), a HA não tem habilidade de conservar essa proteína, sendo 

necessárias altas doses de BMP para aceleração do processo de reparo 

ósseo, apesar de ter obtido sucesso com esse carreador para formação de 

tecido ósseo in vivo. Brandão et al. (2002) verificaram por meio de análise 

histológica e histométrica, que essa associação não trouxe benefícios à 

formação óssea no período normal de reparação alveolar de ratos. Ferreira et 

al. (2004) sugeriram que a HA sintética microgranular não é bom carreador 

para as bBMP’s expressarem seu potencial indutor, pois utilização destas no 

tratamento de defeitos ósseos cranianos em ratos, promoveu reação 

granulomatosa tipo corpo estranho, o que inibiu a neoformação óssea. 
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O potencial osteogênico das BMPs, em comparação aos outros fatores 

de crescimento, é maior (SCHMAEDECKE et al, 2003). Ma et al (2000), Moran 

e Tourret (2001), Croci e colaboradores (2003), Granjeiro et al (2005) e 

Zambuzzi e co-autores (2005) citaram que a BMP tem ação, ectópica, sobre a 

diferenciação citoespecífica óssea, com ativação e proliferação de células 

mesenquimais, formação de cartilagem, desenvolvimento de osso primitivo e 

constituição do osso lamelar, além de estimularem a neovascularização. 

Enquanto para Sykaras e Opperman (2003) a diferenciação de células 

mesenquimais em pré-condroblastos é induzida por BMPs, mas a coordenação 

progressiva da transformação de condroblastos em subseqüentemente 

linhagens osteoblásticas é regulada por outros fatores de crescimento (FC). 

Kaneko et al (2000) disseram que as BMPs são capazes de promover a 

ossificação endocondral, quando implantadas em sítios ectópicos. Afirmaram 

também que esta proteína atua diretamente sobre os progenitores dos 

osteoclastos para estimular sua diferenciação in vitro, além de ser quimiotático 

para monócitos. Behnam et al (2005) verificaram, no exame histológico, 

calcificação distrófica associada ao tecido adiposo intra-muscular, em ratos 

implantados com o peptídeo (BMP), no músculo quadríceps. O mesmo não foi 

observado nos animais controle. 

A quantidade de osso neoformado é diretamente proporcional à 

quantidade de proteína morfogênica óssea (NILSSON, URIST, 1991; CROCI et 

al, 2003). A dose de BMP aplicada no local da implantação, assim como, as 

respostas celulares na área/local do enxerto, a vascularização e a natureza do 

material carreador, são fatores responsáveis pela determinação do tipo de 

ossificação (SYKARAS, OPPERMAN, 2003; SANTOS et al, 2005). Baixas 

quantidades desta proteína induzem a diferenciação de MSC em linhagens de 

adipócitos, enquanto altas doses, em linhagens condrogênicas e osteogênicas 

(SYKARAS, OPPERMAN, 2003). Lu et al (2003) mencionaram que ao se 

utilizar polímero biodegradável como carreador, deve-se reduzir a proporção 

necessária de BMPs para formação óssea. 

Nilsson e Urist (1991) implantaram 50 mg de  BMP de origem bovina 

(bBMP) em defeitos em crânio de cães, obtiveram regeneração óssea média 

de 96%. Sykaras e Opperman (2003) induziram formação óssea em 
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subcutâneo de ratos com 0,15 μg de rhBMP-2 associada a matriz, enquanto 

um mínimo de 75μg é requerido na ausência de matriz. Huang et al (2004) 

utilizou 5 μg de BMP in vivo, o qual serviu como núcleo para nova formação 

óssea. Machado et al (2005) utilizou a dosagem de 1,0 mg de bBMP em seu 

experimento. Segundo recomendações de Damien et al (2002) para modelos 

experimentais em coelhos devem ser utilizadas doses mínimas de 0,15 mg de 

BMP bovina (bBMP). Kaito et al (2005) implantaram 5 ou 20 μg de BMP 

associada a HA, biodegradável em modelo de rádio de coelhos.Concluíram que 

o polímero é um excelente carreador para rhBMP e aumenta a regeneração do 

tecido ósseo. Observaram que de duas a quatro semanas, pós-implante (PI) a 

alta dose de BMP produziu formação óssea superior. Contudo oito semanas PI, 

os dois tratamento obtiveram os mesmos achados histológicos. 

Para Pinto e colaboradores (2000) a BMP comportou-se como excelente 

material de enxerto, com qualidade evidenciada clinicamente pela manutenção 

do rebordo, e histologicamente com a aceleração do processo de reparo, 

otimizando tanto qualitativamente quanto quantitativamente o processo de 

restauração óssea do alvéolo enxertado. 

 

 

3.4. PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) 

 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é derivado de sangue autógeno, 

obtido por punção venosa, acondicionado em tubos a vácuo ou sistema de 

bolsa com citrato de sódio e submetido à centrifugação. É colhido em período 

pré-operatório, além de ser rico em fatores de crescimento (FC) originários dos 

grânulos α-plaquetários. Seu produto final é composto por plasma, alta 

concentração de plaquetas, precursores de plaquetas e leucócitos (MARX et 

al., 1998; ANITUA, 1999; DUGRILLON et al., 2002; WEIBRICH et al., 2002; 

AJZEN et al, 2005). A concentração mínima de plaquetas após a centrifugação 

deve ficar em torno de 1.000.000 de plaquetas/μl (MARX, 2001; FERREIRA, 

2004; GRAGEDA, 2004). Ele também contem três proteínas moleculares de 

adesão, que são a fibrina, fibronectina e vitronectina, que auxiliam na formação 
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de matriz óssea, tecido conectivo e migração epitelial (FERREIRA, 2004; 

MARX, 2004). A ação do PRP sobre a cicatrização está ligada a sua 

capacidade de aumentar a mitogênese e estimular a angiogênese (MARX, 

2001). 

Nas áreas de cirurgia reconstrutiva, maxilofacial e implantodontia, têm-

se utilizado o PRP, com aparente sucesso, em associação com enxertos 

ósseos (LYNCH et al, 1989; ANITUA, 2001; TÖZÜM, DEMIRALP, 2003; 

KAWASE, OKUDA, YOSHIE, 2003; YAZAWA et al, 2004). É um produto 

atóxico, não imunoreativo, sem risco de transmissão de doenças (MARX, 2001; 

YAZAWA et al, 2004; FERREIRA et al., 2005), de baixo custo, fácil 

manipulação, e aprovado pela FDA (MARX, 2004), que deve ser utilizado em 

curto espaço de tempo, devido a sua rápida desvitalização (ANITUA, 1999; 

MARX, 2001; DUGRILLON et al., 2002; TISCHLER, 2002; FERREIRA, 2004). 

De acordo com Anitua (2001) e Marx (2001 e 2004) o PRP tem 

propriedade osteocondutiva, promove a osseointegração, não contem BMP e 

não é osteoindutivo. Já Tsay et al (2005) dizem que ele sozinho não apresenta 

efeitos osteocondutivos ou osteoindutivo na regeneração óssea e 

habitualmente é usado em conjunto com substitutos ósseos. Dugrillon et al. 

(2002) verificaram que a matriz de fibrina é essencial para osteocondução, pois 

penetram completamente nos poros do biomaterial. Para Croci e co-

participantes (2003) não há aumento do processo inflamatório, com o uso do 

concentrado de plasma, no local das falhas ósseas. 

A propriedade adesiva do gel de PRP, segundo Landesberg et al. 

(2005), oferece vantagens mecânicas, quando usados com substitutos ósseos. 

Este, de acordo com Lucarelli e colaboradores (2003), aumenta a cicatrização 

de tecidos moles, pois estimula a vascularização local, e quando adicionado a 

biomateriais para enxerto, reduz significantemente o tempo requerido para 

promover a consolidação, maturação e aumento a densidade do osso 

trabecular. Anitua (1999) não encontrou efeitos negativos produzidos com o 

uso deste gel, e concluiu que a epitelização em 100% dos casos foi completa e 

significativamente melhor do que nas áreas não tratadas com PRP. Para Croci 

e co-autores (2000) e Kawase (2003) existe uma tendência de formar matriz 

óssea com o uso de concentrado de plasma, pois, como descrito por Marx e 
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colaboradores (2004) o PRP aumenta as células osteoprogenitoras no osso 

hospedeiro e nos enxertos ósseos. Quando associado a implantes autógenos, 

ele aumenta a taxa de reabsorção, formação e a densidade óssea (MARX et al, 

1998; FENNIS, STOELINGA, JANSEN, 2004). 

Santana (2003) verificou que o preenchimento de lesões ósseas com 

PRP foi satisfatório, no processo de reparo, aos 28 dias de pós-operatório 

(PO). Em contraste com Croci et al (2003), que relataram que o uso de 

concentrado de plasma em falhas ósseas de fêmures de camundongos, não 

levou a estimulação de formação do calo ósseo. Choi e colaboradores (2004) 

avaliaram o efeito do PRP sobre a regeneração óssea em defeito mandibular 

com osso autógeno em modelo canino, e também concluíram que o PRP não 

aumentou a formação óssea. 

Lucarelli et al. (2003) investigando a proliferação de BM-MSC em meio 

de cultura suplementada com PRP, verificaram que o uso de 10% deste 

produto foi suficiente para acelerar a mineralização. Estes juntamente com 

Ferreira e colaboradores (2005) concluíram que o PRP promove o aumento da 

proliferação de osteoblastos in vitro. 

 

 

3.4.1. FATORES DE CRESCIMENTO SECRETADOS PELOS GRÂNULOS α-
PLAQUETÁRIOS 

 

Na década de 80, os grandes laboratórios de pesquisa procuraram 

investigar a possibilidade de utilização de mediadores químicos na modulação 

do processo de reparo dos enxertos ósseos. Então os fatores de crescimento 

(FC) foram identificados, isolados e testados quanto à sua capacidade 

osteoindutora (LYNCH et al, 1989). Eles agem nas células osteoprogenitoras 

diferenciando-as e auxiliando o trabalho das células presentes no osso pré-

existente (YOUNG et al, 2003). Desta forma, nos defeitos ósseos maiores onde 

as células remanescentes não são suficientes para induzir o reparo, os FCs 

desempenham um papel fundamental (LYNCH et al., 1991), além disso eles 

ainda apresentam um efeito sinérgico entre si (YAZAWA et al, 2004). 



 

 

25

Os fatores de crescimento são mediadores biológicos naturais que 

exercem vários efeitos sobre processos de reparo e regeneração (FERREIRA, 

2004). São os iniciadores universais de quase todo o processo de cicatrização 

(MARX et al, 1998; AJZEN et al, 2005; FERREIRA et al, 2005). Estes 

polipepitídeos são responsáveis pela regulação de diversos eventos celulares 

tais como síntese de DNA (LYNCH et al., 1989; OKUDA et al., 2003), 

quimiotaxia, citodiferenciação e produção de matriz (MARX et al, 1998; 

TÖZÜM, DEMIRALP, 2003; FERREIRA, 2004), bem como a síntese de 

proteínas colágenas e não colágenas (LYNCH et al, 1989) e morfogênese dos 

tecidos e órgãos (TÖZÜM, DEMIRALP, 2003; FERREIRA, 2004). 

Três importantes fatores de crescimento são derivados dos grânulos α-

plaquetários, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de 

crescimento transformador beta (TGF-β) e o fator de crescimento similar a 

insulina (IGF) (LYNCH, 1991; ANITUA, 1999 e 2001; DUGRILLON et al., 2002; 

EFEOGLU, AKÇAY, ERTÜRK, 2004; FERREIRA, 2004; YAZAWA et al, 2004). 

Durante o processo de degranulação plaquetária há também a liberação de 

fatores vasoativos como serotonina e histamina (DAVIES, 2003). 

O PDGF é uma glicoproteína de massa molecular com 

aproximadamente 30kDa e tem estrutura formada por duas cadeias básicas de 

aminoácidos A e B (MARX et al, 1998; ANITUA, 1999; TÖZÜM, DEMIRALP, 

2003; GRAGEDA, 2004; TSAY et al., 2005). Além de ser sintetizado pelas 

plaquetas, ele também pode ser produzido e secretado pelos macrófagos, 

células endoteliais, monócitos, fibroblastos e matriz óssea (ANITUA, 2001; 

OKUDA et al., 2003; FERREIRA, 2004; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

Ele não apenas estimula a proliferação de osteoblastos, apresentando também 

capacidade para recrutamento, migração e proliferação de BM-MSC (DAVIES, 

2003; GRAGEDA, 2004; TSAY et al., 2005). Este FC também estimula a 

reabsorção óssea, pois aumenta o número de osteoclastos, levando a uma 

rápida remodelação (GRAGEDA, 2004).  Em 1.000.000 de plaquetas são 

encontrados 0,06 ng de PDGF (YAZAWA et al, 2004). 

A superfamília do TGF-β, em média com 24 kDa (TSAY et al., 2005), 

inclui o TGF-β propriamente dito, as proteínas morfogênicas do osso (MARX et 

al, 1998; FERREIRA, 2004) e as ativinas. O fator de crescimento transformador 
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beta é uma citocina produzida por linfócitos T, macrófagos e plaquetas 

(SIQUEIRA Jr., DANTAS, 2000). Foi primeiramente isolado de tecidos 

neolpásicos, como os sarcomas (ANITUA, 1999; FERREIRA, 2004) e 

apresenta três estruturas diferentes: TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3 (ANITUA, 

1999). As duas primeiras agem a favor da formação óssea aumentando a 

proliferação das MSC (MARX et al., 1998; ANITUA, 1999; FERREIRA, 2004). 

São potentes estimuladores do crescimento e diferenciação de osteoblastos 

(SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004; TSAY et al., 2005) além de produzirem 

colágeno (TÖZÜM, DEMIRALP, 2003; GRAGEDA, 2004). Podem também 

estimular a síntese de matriz extracelular e atrair células ósseas por 

quimiotaxia (MARX et al., 1998; TÖZÜM, DEMIRALP, 2003; YAZAWA et al, 

2004). Outros autores citam a ocorrência de inibição da formação dos 

osteoclastos e sua reabsorção óssea (MARX et al., 1998; ANITUA, 1999), 

através da indução de apoptose destas células (KANAKO et al, 2000; 

GREGEDA, 2004). Para Kawase et al (2003) ele é o principal e mais potente 

modulador contido no PRP, pois regula a proliferação celular no sitio enxertado. 

Os IGFs têm 7,6 kDA (TSAY et al., 2005) e são encontrados em duas 

formas: IGF-1 e IGF-2 (TÖZÜM, DEMIRALP, 2003; GRAGEDA, 2004) os quais 

possuem efeitos similares sobre o metabolismo ósseo, mas o primeiro é mais 

potente que o último (GRAGEDA, 2004; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004). 

O IGF-1 é o maior estimulador sistêmico da síntese óssea de colágeno 

(LYNCH et al, 1989; GRAGEDA, 2004; SALGADO, COUTINHO, REIS, 2004), e 

está relacionado com o reparo tecidual, possuindo habilidade de facilitar a 

síntese de DNA e a multiplicação celular (SIQUEIRA Jr, DANTAS, 2000). Eles 

estimulam a osteogênese a partir dos osteoblastos diferenciados já existentes 

e possuem atividades de quimiotaxia para fibroblastos, osteoblastos e células 

progenitoras dos osteoclastos (LYNCH, 1989; TÖZÜM, DEMIRALP, 2003). 

Segundo Tischler et al (2005) o local da cicatrização óssea segue a 

seguinte seqüência de eventos: inicialmente é desejável que estejam presentes 

PDGF e TGF-β, seguido por TGF-β na fase intermediária, e IGF-1 e BMPs 

durante a fase final da diferenciação e maturação óssea. 

A eficácia dos fatores de crescimento no avanço da regeneração óssea 

é proporcionalmente dependente da dosagem, distribuição espacial e da 
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disponibilidade de tempo que estes fatores terão no sítio lesado (TSAY et al., 

2005). A secreção ativa desses fatores é iniciada pelo processo de coagulação 

sangüínea e começa aproximadamente em 10 minutos após a formação do 

coágulo, sendo que próximo de uma hora, mais de 95% destes polipeptídios 

foram eliminados. As plaquetas secretam esses mediadores biológicos durante 

5 a 7 dias, quando então chegam a exaustão e morrem. A partir deste 

momento, os macrófagos atingem a região por via vascular e assumem a 

função de cicatrização da ferida regulando a secreção destes FCs (TISCHLER, 

2002; MARX, 2004). 
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III. MATERIAL E MÉTODO 
 

1. ANIMAIS 
 

Utilizou-se 51 coelhos (Oryctolagus cuniculus), machos, da raça Nova 

Zelândia, brancos, com idade entre 3 e 5 meses e que pesavam entre 1,5 a 

2,5kg. Os animais foram alojados em um galpão do Hospital Veterinário da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU), com circulação natural de ar e em 

temperatura ambiente. Foram submetidos a um período de um (1) mês de 

adaptação ao ambiente, permanecendo alojados em gaiolas individuais, 

recebendo água ad libitum e 100 gramas (g) diários de ração comercial 

(Agroceres Nutrição Animal, Piracicaba, SP) até o término do experimento. 

Também foi ministrado tratamento profilático, para sarna otodécica e parasitos 

intestinais, a base de ivermectina 1% na dose de 0,3 mg/kg, por via subcutânea 

(SC), a cada 21 dias, além da inspeção clínica diária. 

Foram formados cinco grupos de dez (10) animais cada, excetuando-se 

o último 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 

Cada animal foi numerado, de um (1) a cinqüenta e um (51), na face 

interna das orelhas. 
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2. BIOMATERIAIS 
 

2.1. HIDROXIAPATITA 

A hidroxiapatita sintética (HA) foi disponibilizada pelo JHS Laboratório 

Químico Ltda., Belo Horizonte – MG, e foi patenteada sob o nome de HAP-91. 

Esta foi sintetizada a partir do calcário, preparada com granulometria média de 

50 mesh (grânulos de 200 a 300 μm) e constituída de 70% de hidroxiapatita e 

30% de β-trifosfato de cálcio (ANDRADE et al., 2002). 

 

2.2. PROTEÍNA MORFOGÊNICA BOVINA (BMP) 

A BMP é um conjunto de proteínas originárias do osso cortical fetal 

bovino, obtidas pela técnica de Taga e Mulatinho (1999), e está disponível 

comercialmente com o nome de Gen-Pro® da Baumer S.A. – Divisão 

Biomateriais - Brasil. Esta vem associada à hidroxiapatita sintética na 

proporção de uma (1) parte de BMP para dez (10) partes de hidroxiapatita 

(HA). 

Neste experimento a HA (HAP-91) foi associada a BMP (Gen-Pro) na 

proporção de 5 mg para 2,5 mg, respectivamente, pois com este volume evitou-

se manipulação desnecessária preservando a técnica asséptica de utilização 

desse biomateriais. 

 

2.3. MEDULA ÓSSEA (MO) 

Realizou-se tricotomia na região da extremidade proximal do úmero 

esquerdo e posterior assepsia local com álcool 70º. Aspirou-se 1,0 ml de 

medula óssea (MO) no tubérculo maior do úmero, com o auxílio de uma agulha 

hipodermica 18G, acoplada a uma seringa de 10 ml, contendo 0,5ml (1000 

U/ml) de heparina sódica (Figura 1). Procurou-se aspirar a MO o mais próximo 

da superfície endosteal, pois as células mesenquimais indiferenciadas se 

encontram mais concentradas nesta região (ASHTON et al., 1984; TIEDEMAN 

et al., 1991). 
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Figura 1: Inserção da agulha no tubérculo maior do úmero 

    esquerdo e aspiração da medula óssea. 

 

 

 

2.4. PLASMA RICO EM PLAQUETAS 

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 sódio que posteriormente foi centrifugado, em uma 

centrífuga de bancada, conforme protocolo proposto por Sonnleitner, Huemer e 

Sullivan (2000): 

1. Cada tubo foi centrifugado por 20 minutos a 1200 rpm (160g), onde 

houve a separação celular através de gradiente de concentração: 

• A porção celular (leucócitos e hemácias) sedimentada na porção 

final do tubo (Figura 2). 

• Uma fração superior, turva, amarelo palha, com plasma e 

plaquetas (Figura 2). 
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Plasma e Plaquetas 

Leucócito 

 

Hemáceas 

 

Figura 2: Separação obtida após primeira centrifugação. 

 

 

 

 

2. Um ponto de 6 mm abaixo da linha de divisão entre estas duas fases, foi 

marcado. 

3. Toda porção superior até este ponto foi pipetada e colocada em um tubo 

estéril e sem anticoagulante. 

4. Os tubos foram centrifugados novamente por 15 minutos a 2000 rpm 

(400g):  

• O componente superior do soro foi removido. A substância 

restante, aproximadamente 0,5 ml no fundo do tubo, foi 

considerado o PRP disponível (Figura 3). 
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Figura 3: Separação obtida após segunda centrifugação. 

Nota: PRP = plasma rico em plaquetas. 

 

 

5. Geração gel de PRP  

• Para obtenção do gel de PRP adicionou-se, com o auxílio de uma 

pipeta de Eppendorf, 25 µl de solução de cloreto de cálcio 10% ao 

concentrado obtido (ANITUA,1999). 

• Esperou-se em média 10 minutos para a formação do gel dentro 

de uma seringa estéril de 1 ml acoplada a um cateter de 16G. 

 

 

3. TÉCNICA OPERATÓRIA 

 

As cirurgias foram realizadas em ambiente controlado, na sala de 

cirurgia experimental da Pós-Graduação em Ciências Veterinárias da 

Faculdade de Medicina Veterinária da UFU, sob anestesia geral, seguindo-se 

rigorosamente técnicas de assepsia. Obedeceu-se a prática didático-científica 

de vivissecção de animais segundo o Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA). Todos os animais foram operados pelo mesmo cirurgião. 

PRP
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Após jejum de 12 horas e tricotomia da face externa das orelhas direita e 

esquerda, os coelhos de todos os grupos foram anestesiados com uma 

associação, na mesma seringa, composta por acepromazina 1% (1mg/kg), 

midazolan (5mg/kg), quetamina (25mg/kg) e xilazina 2% (10mg/kg), aplicada 

por via intramuscular (IM) profunda, na região glútea. 

Os animais receberam o anti-inflamatório flumexina meglumina 

(Banamine® - Shering Plought do Brasil) na dose de 1mg/kg por via 

subcutânea (SC), para controle da dor e o antibiótico cefazolina sódica 

(Cezolin®) na dose de 30mg/kg por via intravenosa (IV), para profilaxia, como 

medicações pré-anestésicas. O anti-inflamatório continuou sendo administrado 

na mesma dose e via, uma vez ao dia durante 3 dias consecutivos de pós-

implante (PI). 

No pós-operatório imediato, mantiveram-se os animais em ambiente 

aquecido e confortável até a recuperação total, quando então foram 

recolocados em suas gaiolas, onde houve a liberação de ração e água. 

Para a anti-sepsia do campo operatório, usou-se solução polivinil 

pirrolidona iodada seguida de álcool 70o. 

Com o auxílio de uma agulha peridural Tuohy 18G estéril e descartável, 

foram feitos dois túneis longitudinais subcutâneos, medindo aproximadamente 

2,5 cm de comprimento, em cada face externa da orelha dos coelhos, sendo 

um medial e outro lateral a artéria auricular média, e abriu-se, em seu final, 

uma loja levemente escarificada (Figura 4). 
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Figura 4: Confecção do túnel subcutâneo, com agulha peridural de Thuoy 

 

 

Com o subsídio de um cateter intravenoso 16G, também estéril e 

descartável (BD, São Paulo – SP, Brasil), introduzido pelo túnel subcutâneo, 

implantou-se em sua porção final ±0,01 mg dos biomateriais sólidos, HA ou HA 

+ BMP (Figura 5) e 0,2 ml dos líquidos (MO ou PRP), de acordo com o que foi 

preconizado para cada tratamento (Figura 6). 

 

 

 

Figura 5 Inserção do cateter 16 G (C) pelo túnel subcutâneo (T), para o implante do biomaterial 
sólido (S). 
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Figura 6: Colocação do cateter (C) pelo túnel subcutâneo (T) para inserção do biomaterial 
líquido (L). 

 

 

 

4. COLETA DO MATERIAL 

 

A coleta do material foi realizada aos 30 e 45 dias pós-implante, em 

ambiente cirúrgico, seguindo-se as técnicas de assepsia. Após anestesia geral 

com a associação descrita anteriormente, de quetamina, xilazina, 

acepromazina e midazolan, usou-se um trépano com diâmetro 0,5cm, para 

excisar um fragmento, o qual continha pele externa, material, cartilagem e pele 

interna da orelha (Figura 7). 

Para padronização das coletas das amostras, os implantes laterais 

foram retirados com 30 dias e os mediais com 45 dias. Foram coletados dois 

fragmentos de orelha de cada coelho e em cada período estudado (30 e 45 

dias), num total de quatro amostras por animal. 
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Figura 7: Biópsia dos biomateriais. L = implante lateral retirado aos 30 dias.  

          M = implante medial, retirado aos 45 dias. T = trépano 

 

 

5. AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA 

 

Os coelhos foram avaliados diariamente até o término do experimento, 

por um só observador, quanto à presença (1) ou ausência (0) dos sinais 

cardeais da reação inflamatória (dor, calor, rubor e edemaciação) e de úlceras 

sobre a pele do local de implante dos biomateriais. 

 

 

6. AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 

 

As avaliações histológicas foram analisadas pelo mesmo observador e 

realizadas de forma cega, sem que o avaliador tivesse conhecimento do tipo de 

tratamento a que foi submetido o espécime. Realizaram-se análises qualitativas 

e quantitativas do material visualizado microscopicamente. 
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Os fragmentos de orelha coletados foram fixados em formol a 10%, 

processados em parafina, cortados com 5 μm de espessura e corados com 

hematoxilina e eosina (HE) para analise em microscopia de luz, no Laboratório 

de Histologia da UFU. 

O estudo dos fragmentos consistiu da contagem de células inflamatórias 

(polimorfonucleares (PMN), linfócitos e plasmócitos), células gigantes 

multinucleares tipo corpo estranho (CGMCE) e células de reparação como os 

fibroblastos. Além da observação quanto à presença (1) ou ausência (0) de 

formação óssea ectópica (FOE), tecido conjuntivo com fibras colágenas 

desorganizadas, semelhante a osso primário (OP) e cápsula fibrosa, bem como 

a mensuração da intensidade da angiogênese (SANADA et al., 2003; 

FERREIRA et al., 2004). Foram analisados 16 campos por corte, ou seja, 

analisou-se todo o fragmento da orelha. Usaram-se objetivas de 10X e 40X. A 

descrição da análise histológica se encontra no Quadro 2. 

 

 

 

7. ANALISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram submetidos ao teste estatístico não paramétrico de 

Wilcoxon Signed Rank-Sum Test, através de ranqueamento, conforme descrito 

por Doria Filho (1999). Fixou-se em 0,05 o nível para rejeição da hipótese de 

nulidade. 
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Quadro 2 – Pontuação adotada para avaliação do exame histológico dos 

fragmentos de orelha dos coelhos, aos 30 e 45 dias do período pós-implante. 

Achados ao Exame 
Histológico 

Pontuação Adotada para a Avaliação Objetivas 

Fibroblastos 

(fibroblastos por campo) 

1 – de 10 a 15 

2 – de 16 a 25 

3 – mais de 26 

 

40X 

Neovascularização 

(vasos por corte histológico) 

1 – até 15 

2 – de 16 a 20 

3 – mais de 21 

 

10X 

 

 

 

 

Reação Célula Gigante Tipo 
Corpo Estranho (CGMCE) 

0 – ausente 

1 – pouco presente (até 5 CGMCE por 
corte), fragmentos de implante bem 
espalhados pela lâmina, demonstrando 
que o tecido já está em recuperação. 

2 – presença moderada (de 6 a 25 
CGMCE por corte), presença de tecido 
conjuntivo com fibras colágenas 
infiltradas entre os fragmentos do 
implante. 

3 – presença intensa (mais de 26 
CGMCE por corte), grande quantidade de 
células gigantes que se sobrepõe entre 
os fragmentos do implante, dificultando a 
sua individualização. 

 

 

 

 

10X 

Reação Inflamatória: 

Polimorfonucleares (PMN), 

Linfócitos, Plasmócitos 

(células por corte histológico) 

0 – ausente 

1 – presença de 1 a 5 

2 – presença de 6 a 10 

3 – presença de 10 a 20 

4 – presença de mais de 20 

 

 

40X 

 

Macrófagos 

(células por corte histológico) 

0 – ausente 

1 – presença de 1 a 5 

2 – presença de 6 a 10 

3 – presença de 10 a 20 

4 – presença de mais de 20 

 

 

40X 

Formação Óssea (FO) 0 – ausente 

1 - presente 

10X 

Tecido Conjuntivo com Fibras 
Colágenas Desorganizadas, 
Semelhante a Osso Primário 
(OP) 

0 – ausente 

1 - presente 

10X 

Cápsula Fibrosa e Fina 0 – ausente 

1 - presente 

10X 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

1. AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA 
 

O coelho foi selecionado como animal de experimentação por ser dócil, 

de fácil aquisição e manuseio, além de baixo custo (KALLAS et al., 2001; 

MATOS, GONÇALVES, ARAÚJO, 2001; SCHNAIDER, SOUZA, 2003; 

FIGUEREDO et al., 2004). 

A anestesia foi adequada, embora tenha ocorrido a morte de dois 

animais do tratamento 5, quando da biopsia realizada aos 30 dias. Estes 

animais foram considerados para análise estatística das excisões dos 

fragmentos apenas neste período. 

O uso de anti-inflamatório e a profilaxia antimicrobiana mostraram-se 

adequados, já que não foram observadas infecção do sítio cirúrgico, bem como 

os animais não tiveram alteração no comportamento e se alimentaram 

normalmente durante todo o experimento. 

A técnica utilizada para implantação dos biomateriais foi simples e de 

fácil execução, apresentando baixa morbidade para os coelhos. Além disso, as 

características físicas da orelha externa destes animais facilitaram a obtenção 

de volumes adequados de fragmentos, limitando o trauma, sem necessidade 

de sacrifício dos mesmos, o que concorda com apreciações feitas por Lima 

(2003). 

Na avaliação diária, os animais mostraram-se hígidos, cresceram e 

ganharam peso. Em julgamento subjetivo da dor, isto é, resposta ao toque 

digital no local de implante nas orelhas externas dos coelhos, verificou-se que 

estes não apresentavam sensibilidade dolorosa. Não foram visualizadas 

formações de úlceras de pele no local do implante, pois se confeccionou um 
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túnel, fazendo-se em seu final, uma loja levemente escarificada. Assim, os 

materiais tiveram mais espaço para se alojarem, o que provavelmente não 

prejudicou a vascularização local. Estes achados estão em desacordo com 

Lima (2003), provavelmente porque este autor compactou os materiais na 

porção final do túnel, o que pode ter interferido negativamente no suprimento 

vascular da área do enxerto, ocasionando, desta forma, as úlceras de pele. 

O método de coleta da medula óssea (MO) através de aspirado do 

trocanter maior do úmero, bem como o processo de preparo do gel de plasma 

rico em plaquetas (PRP), foram simples e apropriados. 

 

 

2. AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 
 

Escolheu-se a análise histológica em microscopia de luz, com coloração 

de hematoxilina e eosina (HE), pois as mesmas garantem uma boa avaliação 

celular do tecido subcutâneo auricular, com os biomateriais (SICCA et al., 

2000; ANDRADE et al., 2002; BRAZ et al., 2003). 

 

 

2.1. FORMAÇÃO ÓSSEA ECTÓPICA 
 

A escolha pela não desmineralização do fragmento de orelha externa, 

para preservação dos biomateriais, dificultou a obtenção dos cortes. Muitos 

destes rasgaram-se e durante a microtomia ocorreu perda parcial de material, o 

que poderia ser sugestivo de presença de tecido mineralizado. Lima (2003) e 

Sanada et al. (2003) também optaram pela não desmineralização do material, 

ao passo que Heikkilä et al. (1993), Braz et al. (2003), Hamata et al. (2004) e 

Kaito et al. (2005) preferiram a desmineralização óssea. 

Foi observada a presença de osso ectópico em duas lâminas, uma 

pertencente ao tratamento 5 (HA+BMP+PRP) e a outra ao tratamento 1 

(HA+BMP), nos períodos de 30 e 45 pós-implantação (PI), respectivamente 

(Tabela 1, Figura 8). Estes, provavelmente, se originaram devido à deposição 

dos biomateriais nas adjacências da cartilagem auricular. Observou-se que 

nestes grupos havia a presença de BMP. Acredita-se que a formação óssea 
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ectópica tenha ocorrido em virtude da existência desta proteína no sítio de 

implantação. Corroborando com descrições feitas por Kaneko et al. (2000), 

Lindsey (2001), Yoon e Bonden (2002), Chubinskaya e Kuettner (2003), Lu et 

al. (2003), Salgado, Coutinho e Reis (2004), Sipe et al., (2004), Behnam et al. 

(2005) e Kaito et al. (2005). 

Notou-se que a FOE foi mais intensa no tratamento 5 (HA+BMP+PRP), 

possivelmente devido a presença de maior quantidade de fatores de 

crescimento (FC) presentes no PRP, como o fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF) que tem ação mitogênica e de quimiotaxia dos osteoblastos 

(ANITUA, 1999; DAVIES, 2003; OKUDA et al., 2004), otimizando o anabolismo 

e o crescimento do tecido ósseo (SCARSO FILHO et al., 2001). E do fator de 

crescimento transformador beta (TGF-β), que é potente estimulador de 

crescimento e diferenciação de osteoblastos (SALGADO, COUTINHO, REIS, 

2004; TSAY et al., 2005) além de estimular a produção de colágeno (TÖZÜM, 

DEMIRALP, 2003; GRAGEDA, 2004). Para Croci et al. (2000) e Kawase et al. 

(2003) existe uma tendência de formar matriz óssea com o uso de concentrado 

de plasma. Conforme descrição de Marx et al. (2004) o PRP estimula a 

produção de células osteoprogenitoras no osso hospedeiro e nos enxertos 

ósseos, além de aumentar a densidade óssea (MARX et al., 1998; FENNIS, 

STOELINGA, JANSEN, 2004). 

Somada aos FCs do PRP, no tratamento 5 (HA+BMP+PRP), havia a 

proteína morfogênica óssea, que provavelmente incrementou esta FOE, pois 

segundo Schmaedecke et al. (2003), a BMP tem potencial osteogênico superior 

quando comparada a outros fatores de crescimento. Já para Sykaras e 

Opperman (2003) a diferenciação de células mesenquimais em pré-

condroblastos é induzida por BMPs, mas a coordenação progressiva dos 

condroblastos e subsequentemente linhagens osteoblásticas é regulada por 

outros FCs. Percebe-se assim, que este processo só foi possível devido ao 

sinergismo destes fatores de crescimento. 

A presença do cálcio e fósforo, oriundos da hidroxiapatita (HA), talvez 

tenha interferido na formação óssea subcutânea, pois para Bonachela et al. 

(1992), Oliveira et al., (1999) e Riminucci e Bianco (2003) esse aumento 

considerável do nível extracelular de cálcio e fósforo, é essencial para a 
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neoformação do tecido ósseo. Enquanto que de acordo com relatos de 

Glowacki e Cox (1986), Oliveira et al. (1999), Cavassani, Moraes e Padilha 

Filho (2001), e Zambuzzi et al., (2005) a implantação de matriz óssea 

mineralizada no tecido subcutâneo ou intramuscular inibiu a osteogênese em 

sítio ectópico. 

Não foi verificada a presença de formação óssea ectópica nos grupos 2 

e 3 que continham medula óssea (MO) em sua composição (Tabela 1). 

Entretanto, Noshi et al. (2000) e Lucarelli et al. (2003) verificaram que os 

enxertos carregados com células mesenquimais originárias da medula óssea 

(BM-MSC), quando implantados em subcutâneo, mostravam formação de osso 

em poucas semanas pós-implantação. Já para Kim, Lee e Suh (2003), a 

diferenciação das células mesenquimais indiferenciadas (MSC), nos coelhos, é 

maior para linhagem adipogênica. E de acordo com citações de Marx et al., 

(1998), Salgado, Coutinho e Reis (2004) e Shirley et al (2005), as BM-MSC que 

se diferenciam em osteoblastos, nos mamíferos, são expressas somente em 

baixo número, como na proporção de 1/100.000. 

 

 

 
FIGURA 8: Visualização em microscopia de luz da formação óssea ectópica (estrela 

branca), próximo à cartilagem elástica da orelha (estrela amarela). HE. 72X. 

Departamento de Histologia do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU), Uberlândia – MG. 
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Tecido conjuntivo hipercelularizado com fibras colágenas 

desorganizadas, semelhante a osso primário (Figura 9), conforme descrição de 

Banks (1991), esteve presente em apenas uma amostra do grupo 5 (HA + BMP 

+ PRP) no período de 30 dias pós-implante. Já no tempo de 45 dias pós-

implante, notou-se que a mesma apareceu homogeneamente em todos os 

tratamentos, mas em pequena quantidade de lâminas (Tabela 1). A 

osteogênese provavelmente seria conseguida se o material permanecesse na 

área de implante por mais 15 a 30 dias. 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 9: Visualização em microscopia de luz, do tecido conjuntivo hipercelularizado 

com fibras colágenas desorganizadas, semelhante a osso primário (cruz amarela). HE. 

10 X. Laboratório de Neurociências (LANEC), Universidade Federal de São João Del 

Rei (UFSJ), São João Del Rei, MG. 
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Tabela 1: Número de amostras encontradas na avaliação histológica referente 
formação óssea ectópica (FOE) e tecido conjuntivo com fibras colágenas 
desorganizadas semelhante a osso primário (OP), aos 30 e 45 dias após o 
período de implantação. Uberlândia, MG. 

30 DIAS 45 DIAS 
FOE OP FOE OP 

 
GRUPO  

N A P A P 

 
N A P A P 

(1) HA+BMP 20 20 00 20 00 20 19 01 19 01 

(2) HA+MO 20 20 00 20 00 20 20 00 18 02 

(3) HA+BMP+MO 20 20 00 20 00 20 20 00 18 02 

(4) HA+PRP 20 20 00 20 00 20 20 00 18 02 

(5)HA+BMP+PRP 22 21 01 21 01 18 18 00 16 02 

TOTAL 102 101 01 101 01 98 97 01 79 09 

Nota: N = número de amostras 
Os escores adotados foram A = ausência e P = presença. 

 

 

 

2.2. REAÇÃO INFLAMATÓRIA 
 

Ocorreu reação inflamatória com presença de células polimorfonucleares 

(PMN), linfócitos e plasmócitos, nas lâminas analisadas. A quantidade de 

amostras observadas, bem como os escores celulares, estão apresentados nas 

tabelas 2 e 3, aos 30 e 45 dias pós-implante, respectivamente. 

 

 

2.2.1. POLIMORFONUCLEARES 
 
Através de comparações entre os grupos e com a mesma duração de 

implantação, notou-se que o tratamento 3 (HA+BMP+MO) foi o que mais 

apresentou PMN aos 30 dias (Tabela 2), revelando uma maior reação 

inflamatória para estes biomateriais (T1 30 dias X T3 30 dias, p = 0,035; T3 30 

dias X T4 30 dias, p = 0; T3 30 dias X T5 30 dias, p = 0), enquanto o tratamento 

5 (HA+BMP+PRP) foi o menor (T1 30 dias X T5 30 dias, p = 0,0007; T2 30 dias 

X T5 30 dias, p = 0; T3 30 dias X T5 30 dias, p = 0; T4 30 dias X T5 30 dias,     

p = 0,0348), seguido pelo tratamento 4 (HA+PRP) (T2 30 dias X T4 30 dias, p = 

0,0018; T3 30 dias X T4 30 dias, p = 0). 
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Aos 45 dias (Tabela 3) o tratamento 1 (HA+BMP) foi numericamente 

mais significante, referente a maior presença de PMN (T1 45 dias X T4 45 dias, 

p = 0,0499; T1 45 dias X T5 45 dias, p = 0,0254). 

Houve decréscimo de PMN, no período de 45 dias quando comparado 

ao de 30 dias (Tabelas 2 e 3). Apenas foram significantes as análises dos 

tratamentos 2 (HA+MO) e 3 (HA+BMP+MO) quando confrontadas nos tempos 

de 30 e 45 dias, com maior concentração de PMN aos 30 dias (T2 30 dias X T2 

45 dias, p = 0,0373 e T3 30 dias X T3 45 dias, p = 0). 

Verificou-se que ocorreu escassa presença de PMN nas lâminas 

analisadas, os quais decresceram com o término de 45 dias pós-implante 

(Tabelas 2 e 3), o que está de acordo com Sanada et al. (2003) e Hamata et al. 

(2004), os quais citaram que, geralmente os PMN são encontrados na área de 

enxerto em grande número nos primeiro sete (7) dias pós-implantação, que 

decrescem com o tempo, tendo em vista que a existência destes é típica de 

inflamação aguda (SIQUEIRA Jr., DANTAS, 2000; DAVIES, 2003). 

A maior proporção de PMN, variou entre 0 a 5 células por corte (escores 

0 e 1), o que provavelmente é visto na população normal de uma orelha 

externa sem implantes. A literatura consultada não apresentou dados a 

respeito deste fato. 

A associação de HA com BMP e MO (T3) foi a que mais apresentou 

PMN aos 30 dias, enquanto a agregação dessa cerâmica com o PRP produziu 

menor reação inflamatória no mesmo período. O que está de acordo com 

Brandão et al. (2002) que atribuíram a HA reabsorvível agrupada a BMP, uma 

intensa reação inflamatória quando comparada à cerâmica não reabsorvível e 

sem a proteína, principalmente após 21 dias. 

 

 

2.2.2. LINFÓCITOS 
 
Os tratamentos 2 (HA+MO) e 3 (HA+BMP+MO) foram os que mais 

apresentaram linfócitos aos 30 dias (Tabela 2), quando comparados com 

outros tratamentos do mesmo período [(T1 30 dias X T2 30 dias, p = 0,0406; 
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T2 30 dias X T5 30 dias, p = 0,0079) e ( T1 30 dias X T3 30 dias, p = 0,0243; 

T3 30 dias X T5 30 dias, p = 0,0137), respectivamente]. 

No período de 45 dias pós-implante (Tabela 3) o tratamento 4 (HA+PRP) 

foi o mais significante em quantidade de linfócitos (T1 45 dias X T4 45 dias, p = 

0,0459; T2 45 dias X T4 45 dias, p = 0,0369; T3 45 dias X T4 45 dias, p = 

0,0004). 

A reação linfocítica com maior intensidade, característica de inflamação 

crônica (KIRKPATRICK et al, 2002), esteve mais presente nos tratamentos 2 

(HA+MO) e 3 (HA+BMP+MO) no período de 30 dias quando comparada com 

45 dias (T2 30 dias X T2 45 dias, p = 0,0201 e T3 30 dias X T3 45 dias, p = 0) 

(Tabelas 2 e 3). 

Houve um aumento de linfócitos no tratamento 4 (HA+PRP) aos 45 dias. 

Nos demais tratamentos ocorreram um decréscimo, no mesmo período. A 

concentração de linfócitos foi maior quando comparada a de PMN, o que 

caracteriza uma reação inflamatória crônica (SIQUEIRA Jr., DANTAS, 2000). 

De modo geral, o número de linfócitos variou de 1 a 5 (escore1, Tabelas 

2 e 3) por fragmento de orelha externa analisado, o que é sugestivo de 

pequena característica antigênica, semelhantemente aos achados de Taga et 

al. (1996) e Carneiro et al. (2005). Provavelmente a presença destas células no 

sítio implantado, foi com o intuito de auxiliar na reabsorção dos biomateriais. 

 

 

2.2.3. PLASMÓCITOS 
 

Os tratamentos 3 (HA+BMP+MO) e 4 (HA+PRP) mostraram maior 

quantidade de plasmócitos dentro do período de 30 dias [(T2 30 dias X T3 30 

dias, p = 0,0349; T3 30 dias X T5 30 dias, p = 0,0139) e (T1 30 dias X T4 30 

dias, p = 0,0387; T2 30 dias X T4 30 dias, p = 0,0048; T4 30 dias X T5 30 dias, 

p = 0,0029), respectivamente] (Tabela 2). 

Os tratamentos 2 (HA+MO) e 4 (HA+PRP) tiveram maior concentração 

de plasmócitos aos 45 dias [(T2 45 dias X T5 45 dias, p = 0,0122) e (T4 45 dias 

X T5 45 dias; p = 0,0436) respectivamente] (Tabela 3). 



 

 

47

Na comparação entre os períodos, 30 e 45 dias (Tabelas 2 e 3), o único 

tratamento a apresentar significância foi o 2 (HA+MO) com maior quantidade 

de plasmócitos (T2 30 dias X T2 45 dias, p = 0,0336). 

Foram encontrados em média, de 1 a 5 plasmócitos (escore 1) por 

fragmento de orelha externa analisado, em ambos os tempos estudados, o que 

caracterizou uma mínima reação de antígeno-anticorpo. Notou-se que o PRP 

foi o biomaterial que apresentou maior quantidade de plasmócitos. Estes são 

originários dos linfócitos, e ao comparar a concentração linfocítica-plasmocítica 

entre os grupos e períodos, notou-se que a MO aos 30 dias e o PRP aos 45 

dias, foram os que apresentaram maior reação inflamatória crônica. Yazawa et 

al. (2004) observaram, após sete (7) dias pós-implante, a migração de 

neutrófilos, linfócitos e macrófagos nos defeitos de calvária de coelhos, onde 

foram implantados PRP com β-TCP, e aos dois (2) meses, a coloração de 

hematoxilina-eosina (HE) mostrou tecido de granulação com macrófagos e 

linfócitos remanescentes no centro do defeito. 

Para Banks (1991) se não houver inflamação, não haverá reparação. 

Caso a mesma seja excessiva, então pode haver atraso da recuperação ou até 

mesmo sua ausência. Enquanto as reações inflamatórias insuficientes podem 

retardar o processo de reparação. Hamata et al. (2004) acrescentaram que a 

interação da reação inflamatória com a o material enxertado representa um 

fator crítico para a ativação da cascata de eventos condutores da osteogênese. 

Devido a esta interação eles questionaram o uso de medicamentos 

antiinflamatórios durante o período inicial do implante, pois essas drogas 

reduzem a resposta inflamatória inicial e consequentemente a migração e 

diferenciação de células mesenquimais indiferenciadas, essenciais a 

osteoindução e diferenciação do osteoblasto. Na presente pesquisa foi utilizada 

medicação antiinflamatória com o intuito de promover analgesia, o que talvez 

tenha atuado como um fator inibitório para a diferenciação das células óssea 

no sítio dos implantes. 
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Tabela 2: Avaliação histológica da reação inflamatória aos 30 dias após o período 
de implantação. Uberlândia, MG. 

REAÇÃO INFLAMATÓRIA 
PMN LINFÓCITOS PLASMÓCITOS 

GRUPO 
(nº  

amostras) 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 
1. HA+BMP (20) 6 7 5 2 0 3 9 6 2 0 9 6   4  1 0  

2. HA+MO (20) 2 12 2 2 2 0 8 4 8 0 6  13  1  0  0 

3.HA+BMP+MO (20) 0 8 9 1 2 0 5 11 4 0 2 13  4  1  0  

4. HA+PRP (20) 10 10 0 0 0 1 8 5 4 2 2  9   8  0   1 

5.HA+BMP+PRP(22) 17 5 0 0 0 4 11 7 0 0 10  10  1  1  0 

TOTAL (102) 35 42 16 05 04 08 41 33 18 02 29 51 18 03 01

Nota : PMN = polimorfonucleares 
           Os escores adotados de células por corte foram: 0 = ausência; 1 = 1 a 5; 2 = 6 a 10; 3 = 11 a 20;  
            e 4 = mais de  21. 
 

 

 

 

Tabela 3: Avaliação histológica da reação inflamatória aos 45 dias após o período 
de implantação. Uberlândia, MG. 

REAÇÃO INFLAMATÓRIA 
PMN LINFÓCITOS PLASMÓCITOS 

GRUPO 
(nº  

amostras) 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 
1. HA+BMP (20) 7  9  2  2  0 3  10 6  1  0  4  12 2  1  1  

2. HA+MO (20) 8  9  2  0  1 3  12 2  2  1  2  13 3  0  2  

3.HA+BMP+MO(20) 9  11  0  0  0 8  11 1  0 0  4  15 1  0  0  

4. HA+PRP (20) 12  8  0  0  0 2  5  7  2  4  5  8  3  2  2  

5.HA+BMP+PRP(18) 13  4  0  1  0 6  4  6  1  0  9  7  2  0  0  

TOTAL (98) 49 41 04 03 01 22 42 22 06 05 24 55 11 03 05 

Nota : PMN = polimorfonucleares 
           Os escores adotados de células por corte foram: 0 = ausência; 1 = 1 a 5; 2 = 6 a 10; 3 = 11 a 20;  
            e 4 = mais de  21. 
 

 

 

2.3. MACRÓFAGOS 
 

Os macrófagos com presença de substâncias em seu interior, foram 

vistos em pequenas quantidades que variaram de 0 a 5 células (escores 0 e 1) 

por fragmento de orelha externa analisado, nos dois períodos pós-implante 

(Tabela 4), provavelmente devido a fusão destes para formar as CGMCE 

(SANADA et al., 2003). O material fagocítico oriundo do implante dentro destas 
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células, provavelmente está relacionado ao processo de biodegradação do 

enxerto (CANABRAVA, 2002). 

 

 

 

Tabela 4: Escores da quantidade de macrófagos aos 30 e 45 dias do pós-
implante. Uberlândia, MG. 

30 DIAS 45 DIAS  
GRUPO N 0 1 2 3 4 N 0 1 2 3 4 

(1) HA+BMP 20 17 03 00 00 00 20 12 06 01 01 00 

(2) HA+MO 20 18 02 00 00 00 20 13 05 01 00 01 

(3) HA+BMP+MO 20 16 03 01 00 00 20 12 06 01 00 01 

(4) HA+PRP 20 14 02 04 00 00 20 12 04 02 02 00 

(5)HA+BMP+PRP 22 16 06 00 00 00 18 15 03 00 00 00 

TOTAL 102 81 16 05 00 00 98 64 24 05 03 02 

Nota :  N = número de amostras 
Os escores adotados de células por corte foram: 0 = ausência; 1 = 1 a 5; 2 = 6 a 10; 3 = 11 a  
20; e 4 = mais de 21. 

 

 

 

2.4. CÉLULAS GIGANTES MULTINUCLEARES TIPO CORPO ESTRANHO 
 

As células gigantes multinucleares tipo corpo estranho (CGMCE) 

apareceram em grande quantidade em todos os grupos e períodos, 

percebendo-se um ligeiro decréscimo, aos 45 dias pós-implante. Mas estas 

células tiveram um menor número de amostras nos tratamento 4 (HA+PRP) e 5 

(HA+BMP+PRP), em comparação aos demais enxertos (Tabela 5). 

Encontrou-se maior quantidade de CGMCE nos tratamentos 2 (HA+MO) 

e 3 (HA+BMP+MO) aos 30 dias PI (Tabela 5), com nível de significância a favor 

destes (T2 30 dias X T4 30 dias, p = 0,0032; T2 30 dias X T5 30 dias, p = 

0,0038; T3 30 dias X T4 30 dias, p = 0,0065 e T3 30 dias X T5 30 dias p = 

0,0083). 

No período de 45 dias destacaram-se, significativamente, os tratamentos 

1 (HA+BMP) e 2 (HA+MO) (T1 45 dias X T5 45 dias, p =  0,0348 e T2 45 dias X 

T5 45 dias, p = 0,0159) (Tabela 5). 
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Observou-se abundante reação de corpo estranho caracterizada pela 

presença de CGMCE (Figura 10) em contato direto com o biomaterial, 

provavelmente da tentativa de reabsorvê-lo. De acordo com Van der Meulen e 

Korten (1994), a degradação de materiais cerâmicos a base de fosfato e cálcio, 

é mediada por células gigantes e osteoclastos. 

 

 

 
Figura 10: Reabsorção do implante (estrela) mediada por células gigantes 

multinucleadas tipo corpo estranho. (setas). HE. 90X. Departamento de Histologia do 

Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU), Uberlândia, MG. 

 

 

 

De um modo geral, a quantidade de CGMCE manteve-se constante ao 

redor dos fragmentos dos implantes, em todos os tratamentos examinados, 

enquanto onde a reabsorção foi mais intensa, havia um menor número destas 

células, e entre os fragmentos foram observados presença de fibras colágenas, 

conferindo a reparação da lesão causada pelo enxerto. A partir da análise dos 

dados contidos na Tabela 5, verificou-se que a associação de biomateriais no 

grupo 5 causaram menor reação CGMCE, o que é sugestivo de melhor 

reabsorção e, consequentemente, reparação do sítio enxertado, provavelmente 

devido aos fatores de crescimento contidos no plasma rico em plaquetas. 
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Tabela 5: Quantidade de células gigantes multinucleares tipo corpo estranho 
por corte, aos 30 e 45 dias pós-implante. Uberlândia, MG. 

30 DIAS 45 DIAS  
GRUPO N 0 1 2 3 N 0 1 2 3 

(1) HA+BMP 20 0 4 3 13 20 4 1 1 14 

(2) HA+MO 20 0 1 3 16 20 3 2 0 15 

(3) HA+BMP+MO 20 0 1 4 15 20 1 6 3 10 

(4) HA+PRP 20 0 7 6 7 20 4 2 7 7 

(5)HA+BMP+PRP 22 4 2 8 8 18 4 3 7 4 

TOTAL 102 4 15 24 59 98 16 14 18 50 

Nota: N = Número de amostras. 
Os escores adotados foram: 0 = ausência, 1 = pouca, 2 = moderada e 3 = intensa quantidade de  
CGMCE por corte analisado. 
 

 

 

Reparou-se, que a reabsorção dos biomateriais ocorreu de forma lenta, 

pelas CGMCE, tendo em vista a presença marcante destes na análise dos 

fragmentos aos 45 dias. Averiguações semelhantes foram feitas por Borges et 

al. (1997), Benqué et al. (1997), Oliveira et al. (2004), Barbantini, Zavaglia e 

Duek, (2005) e Carneiro et al. (2005), que responsabilizaram a HA sintética por 

este efeito. Seguindo a mesma linha, Ferreira et al. (2004) e Liu et al. (2005) 

sugeriram que carreadores pouco biocampatíveis associados às BMPs levam a 

um aumento de CGMCE, e para Ferreira et al. (2004), a HA sintética não é 

bom carreador para as proteínas morfogênicas ósseas bovinas (bBMPs) 

expressarem seu potencial indutor. Já Oliveira et al. (1999) encontraram baixa 

taxa de renovação de macrófagos e células gigantes multinucleares em contato 

com o enxerto a base de osso cortical bovino no subcutâneo de ratos. 

Enquanto Sanada et al. (2003) e Carneiro et al. (2005) atribuíram essa reação 

granulomatosa tipo corpo estranho a falhas na desmineralização do material 

enxertado. 

A coloração de HE mostrou as CGMCE coradas em tons de azul. 

Observou-se também, a presença de células coradas em tons de vermelho 

adjacentes aos implantes, apresentando bordas pregueadas semelhantes às 

dos osteoclastos (Figura 11). Porém não foi possível fazer a distinção entre 

estas células, neste experimento, tendo em vista que ambas são 

multinucleadas e derivadas dos monócitos-macrófagos (RAMALHO et al, 



 

 

52

2000). Relatos parecidos foram feitos por Sicca et al. (2000) e Oliveira et al. 

(2004). Os primeiros autores relataram à existência de dois tipos de células 

multinucleadas ao redor do implante mineralizados, sendo que um tinha 

aspecto de CGMCE e o outro com aparência microscópica de osteoclastos, 

mas sem a borda em escova característica. Já os últimos pesquisadores 

observaram que em implantes mineralizados, as CGMCE não tinham 

morfologia semelhante aos osteoclastos, ao passo que nos enxertos 

desmineralizados estas células apresentaram aspecto similar aos osteoclastos. 

Por outro lado, esta diferença de coloração poderia indicar, 

simplesmente, uma área de intensa atividade reabsortiva, provavelmente 

através da liberação dos ácidos orgânicos das CGMCE, devido ao íntimo 

contato destas com a superfície das partículas enxertadas, o que confere com 

análises feitas por Carneiro et al. (2005) e Zambuzzi et al. (2005). 

Em algumas lâminas foram observadas presença de vacúolos 

citoplasmáticos nas CGMCE, o que confere com citações feitas por Kelly e 

Schneider (1991), que encontraram presença destes vacúolos nas adjacências 

das bordas pregueadas dos osteoclastos. 

Toda essa semelhança entre essas células multinucleadas, exposta 

anteriormente, gera muita confusão com a reabsorção óssea realizada pelos 

osteoclastos. Por isso, seria necessário fazer a análise histoquímica das 

biópsias dos biomateriais com a fosfatase tartarato ácido-resistente (TRAP) 

(KELLY, SCHNEIDER, 1991), bem como a identificação da enzima anidrase 

carbônica e dos receptores para osteocalcina (SIQUEIRA Jr., DANTAS, 2000), 

além da análise em microscopia eletrônica para a avaliação dos centríolos 

(GLOAWACKI, COX, 1986), tendo em vistas serem estes métodos adequados 

para a caracterização de CGMCE e osteoclastos, pois a microscopia de luz, 

com coloração de HE não foi suficiente para fazer tal distinção. 
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Figura 11: Borda em escova (seta). HE. 40 X. Laboratório de Neurociências (LANEC) 

Universidade Federal de São João Del Rei (UFSJ), São João Del Rei, MG. 

 

 

 

 

2.5. FIBROBLASTOS 
 

Foram observadas algumas diferenças significantes, para os 

tratamentos 4 (HA+PRP) e 5 (HA+BMP+PRP) aos 30 dias, com maior 

quantidade de fibroblastos presentes no grupo 4 (p = 0,0137) (Tabela 6).  

No tempo referente a 45 dias pós-implante, verificou-se diferenças 

significativas entre o tratamento 5 (HA+BMP+PRP) com os demais, 

observando-se menor quantidade de fibroblasto para o tratamento 5 (T1 45 

dias X T5 45 dias, p = 0,0095; T2 45 dias X T5 45 dias, p = 0,0015; T3 45 dias 

X T5 45 dias, p = 0,0435; T4 45 dias X T5 45 dias, p = 0,0435) (Tabela 6). 
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Tabela 6: Escores de fibroblastos por corte, nos períodos pós-implante aos 30 
e 45 dias. Uberlândia, MG. 

30 DIAS 45 DIAS  
GRUPO N 1 2 3 N 1 2 3 

(1) HA+BMP 20 2 2 16 20 2 1 17 

(2) HA+MO 20 0 3 17 20 1 1 18 

(3) HA+BMP+MO 20 1 1 18 20 2 3 15 

(4) HA+PRP 20 0 1 19 20 2 3 15 

(5)HA+BMP+PRP 22 3 5 14 18 3 8 7 

TOTAL 102 6 12 84 98 10 16 72 

Nota: N = número de amostras. 
Os escores adotados foram: 1 = pouca, 2 = moderada e 3 = intensa quantidade de 
fibroblastos por corte analisado. 
 
 
 
De modo geral, a quantidade de fibroblastos, em todos os tratamentos, 

manteve-se homogeneamente elevada durante os períodos analisados, 

provavelmente, na tentativa de reparar o tecido subcutâneo enxertado (Figura 

12). Observou-se que a presença destas células foi um pouco menor no grupo 

5 (HA+BMP+PRP) e que houve um decréscimo acentuado entre os períodos 

pós-implantação, com menor concentração destas células aos 45 dias. Evento 

este explicado, pelo fato deste tratamento conter muitos fatores de crescimento 

responsáveis pela cicatrização e regeneração de tecidos moles e duros, os 

quais provavelmente foram atraídos precocemente para a área de implante, 

adiantando, assim, a reparação de tecido subcutâneo da orelha externa dos 

coelhos. De acordo com Lynch (1989), Davies (2003); Tözüm e Demiralp 

(2003) e Ferreira (2004), o PDGF e o fator de crescimento semelhante à 

insulina (IGF) funcionam como agentes quimiotáticos e quimiocinéticos para 

fibroblasto. Enquanto para Kawase et al. (2003) e Okuda et al. (2003), o TGF-β 

ativa os fibroblastos para produzirem colágeno, além de ser o principal e mais 

potente modulador contido no PRP, pois regula a proliferação celular no sitio 

enxertado. Porém Andrade et al. (2002) e Braz et al. (2003), citaram que após 

a inserção de HA sintética, o enxerto torna-se rodeado por uma variedade de 

compostos fluidos, fibroblastos e células livres com características semelhantes 

aos tecidos encontrados nos processos de cicatrização natural. 

 



 

 

55

 
Figura 12: Reparação do tecido subcutâneo enxertado. Notar grande quantidade de 

fibroblastos (setas) ao redor dos biomateriais (estrela). HE. 40 X. Laboratório de 

Neurociências (LANEC) Universidade Federal de São João Del Rei (UFSJ), São João 

Del Rei, MG. 

 

 

 

 

2.6. NEOVASCULARIZAÇÃO 
 

No presente estudo foi contado o número de vasos em toda extensão do 

fragmento observado, similar à análise feita de Hisatome et al. (2005). 

A angiogênese ocorreu de forma sutil, com presença de um moderado 

incremento no número de vasos ao redor do implante (Figura 13), o que 

confere com achados de Sicca et al. (2000), porem difere de observações 

feitas por Hisatome et al. (2005), os quais relatam que o implante autólogo de 

BMP aumentou a neovascularização. 

Poucos capilares neoformados foram visualizados no centro dos 

fragmentos dos biomateriais implantados. Os mesmos estavam mais 

concentrados na periferia do complexo enxertado, o que confere com os 

achados de Sanada et al. (2003). 
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Figura 13: Vasos (setas amarelas) ao redor dos biomateriais implantados (estrelas), e 

próximos à cartilagem elástica (seta branca) da orelha externa dos coelhos. HE. 40 X. 

Laboratório de Neurociências (LANEC) Universidade Federal de São João Del Rei 

(UFSJ), São João Del Rei, MG. 

 

 

 

Percebeu-se que o tratamento 1 (HA+BMP) foi o que menos formou 

novos vasos, talvez pelo fato de terem sido apenas enxertados biomateriais 

sólidos, que podem ter sido compactados de forma mais intensa, o que 

interfere no suprimento vascular local, de acordo com relato de Lima (2003). 

Aos 30 dias foi significante o aumento da angiogênese para os 

tratamentos 3 (HA+BMP+MO) e 4 (HA+PRP) [(T1 30 dias X T3 30 dias, p = 

0,0004; T2 30 dias X T3 30 dias, p = 0,0086; T3 30 dias X T5 30 dias, p = 

0,0313) e (T1 30 dias X T4 30 dias, p = 0,017), respectivamente] (Tabela 7). 

Houve maior significância para os tratamentos 3 (HA+BMP+MO), 4 

(HA+PRP) e 5 (HA+BMP+PRP), aos 45 dias pós-implante [(T1 45 dias X T3 45 

dias, p = 0,0139), (T1 45 dias X T4 45 dias, p = 0,0002; T2 45 dias X T4 45 

dias, p = 0,0138) e (T1 45 dias X T5 45 dias, p = 0,0367) respectivamente] 

(Tabela 7). 

Ao se comparar os períodos, notou-se que o tratamento 4 (HA+PRP) 

obteve nível de significancia, com aumento do número de capilares aos 45 dias 

(T4 30 dias X T4 45 dias, p = 0,0138) (Tabela 7). 
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Tabela 7: Escores de neovascularização aos 30 e 45 dias pós-implante. 
Uberlândia, MG. 

30 DIAS 45 DIAS  
GRUPO N 1 2 3 N 1 2 3 

(1) HA+BMP 20 13 6 1 20 13 2 5 

(2) HA+MO 20 12 4 4 20 7 5 8 

(3) HA+BMP+MO 20 3 8 9 20 4 6 10 

(4) HA+PRP 20 7 5 8 20 1 4 15 

(5)HA+BMP+PRP 22 12 4 6 18 5 4 9 

TOTAL 102 47 27 28 98 30 21 47 

Nota: N = número de amostras. 

Os escores adotados foram: 1 = até 15 , 2 = de 16 a 20 e 3 = mais de 21. 

 

 

 

Sendo assim, a presença de PRP e seus fatores de crescimento 

associados a HA, foram os que melhor estimularam a angiogênese, seguidos 

pela BMP e MO. Para Marx (2001) e Lucarelli et al. (2003), a ação do PRP 

sobre a cicatrização está ligada a sua capacidade de aumentar a mitogênese e 

estimular a angiogênese. De acordo com Davies (2003), Tözüm e Demiralp 

(2003) e Ferreira (2004) o PDGF, fator de crescimento contido nos grânulos α-

plaquetários, funciona como agente quimiotático e quimiocinético para as 

células endoteliais. Yazawa et al. (2004) implantou PRP associado a beta 

trifosfato de cálcio (β-TPC) em defeito de calvária, verificando que a 

angiogênese ocorreu aos 30 dias pós-implantação. Já para Fenis, Stoelinga e 

Jansen (2004) o crescimento vascular deve ocorrer nas fases iniciais do reparo 

ósseo. Segundo Andrade et al. (2002) e Dórea Neto et al. (2004) a HA serve de 

arcabouço para a migração de vasos sangüíneos. Enquanto Ma et al. (2000), 

Moran e Tourret (2001), Croci et al. (2003), Granjeiro et al. (2005) e Zambuzzi 

et al. (2005) citaram que a BMP é a responsável pela estimulação da 

neovascularização. 
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2.7. CÁPSULA FIBROSA 
 

Foi significativamente maior a quantidade de cápsulas fibrosas no 

tratamento 5 (HA+BMP+PRP), quando comparada ao tratamento 2 (HA+MO) 

(T2 45 dias X T5 45 dias, p = 0,0051), no período de 45 dias pós-implante 

(Tabela 8). Mas, de maneira geral, raras cápsulas fibrosas foram observadas 

ao redor dos biomateriais, o que está de acordo com Kurashina et al. (1997), 

Franco et al (2001), Andrade et al. (2002) e Kirkpatrick et al. (2002). Mas, Silva 

et al. (1998) não encontraram formação de cápsula fibrosa em implantes de 

hidroxiapatita quando em contato com tecidos moles. 

 

 

 

Tabela 8: Escores da avaliação histológica referente à ausência e presença de 
cápsula fibrosa, aos 30 e 45 dias após o período de implantação. Uberlândia, 
MG. 

30 DIAS 45DIAS  
GRUPO N Ausência Presença N Ausência Presença 

(1) HA+BMP 20 17 03 20 17 03 

(2) HA+MO 20 17 03 20 19 01 

(3) HA+BMP+MO 20 15 05 20 17 03 

(4) HA+PRP 20 14 06 20 12 08 

(5)HA+BMP+PRP 22 14 08 18 10 08 

TOTAL 102 77 25 98 75 23 

Nota: N = número de amostras. 

 

 

 

2.8. AVALIAÇÃO GERAL 
 

A análise histológica demonstrou abundante reação de corpo estranho 

caracterizada pela presença de CGMCE em contato direto com o biomaterial, 

aliado a hipercelularidade do tecido conjuntivo na região circunvizinha com 

presença de células semelhantes a fibroblastos, além de pouca 

neovascularização, mínima reação inflamatória e baixa antigenicidade, as 

últimas foram caracterizadas pela presença de PMN, linfócitos e plasmócitos. 
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Houve formação óssea ectópica na associação da HA à BMP, no 

período de 45 dias PI. Observou-se também, o desenvolvimento de tecido 

conjuntivo hipercelularizado com fibras colágenas desorganizadas semelhante 

a osso primário, intensa quantidade de CGMCE e maior quantidade de PMN 

aos 45 dias PI, além de menor angiogênese quando comparados aos outros 

biomateriais. Porém, Lima (2003), ao correlacionar os efeitos causados em 

subcutâneo com o uso de HA sintética pura e em agregação à BMP, verificou 

que as reações destes biomateriais foram muito parecidas, com pouca 

neovascularização, moderada reação CGMCE, pequena reação inflamatória, 

alta quantidade de cápsula fibrosa circundando os implantes e ausência de 

formação óssea ectópica, aos 30 dias pós-implante. Aparentemente, a 

pequena neoformação de capilares é uma característica da HA, que pode ser 

notada ao se comparar o presente trabalho com o de Lima (2003). Talvez, 

devido a uma pequena diferença de metodologia empregada nesse estudo, 

que foi a construção de uma loja levemente escarificada no final do túnel, 

conseguiu-se obter uma menor formação de cápsula fibrosa, pois os 

biomateriais tiveram maior espaço e menor comprometimento vascular para se 

alojarem. 

Verificou-se que a mistura de HA a MO revelou presença de tecido 

conjuntivo hipercelularizado com fibras colágenas desorganizadas, semelhante 

a osso primário, aos 45 dias pós-implante. Maiores quantidades de linfócitos e 

plasmócitos, aos 30 e 45 dias pós-implante, respectivamente, caracterizaram 

uma pequena reação local de antígeno-anticorpo. As CGMCE se mantiveram 

em grandes quantidades durante os períodos analisados, o que demonstra 

uma bioreabsorção lenta. 

Tecido conjuntivo hipercelularizado com fibras colágenas 

desorganizadas, semelhante a osso primário, também foi observado no período 

de 45 dias PI, na associação de HA com BMP e MO. Esta composição teve 

maior angiogênese do que a HA com apenas a MO, sem a proteína BMP, o 

que faz supor que a adição de BMP promova um acréscimo da 

neovascularização. Notou-se que os linfócitos e plasmócitos, aumentaram, 

também, aos 30 e 45 dias pós-implante, respectivamente, causando uma leve 

reação imunogênica. Isso, provavelmente, pode ter ocorrido em virtude da 

presença de MO, que é responsável pela hematopoese e precursora dessas 
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células, e quando associada aos implantes aloplásticos e xenogênicos pode 

causar um incremento da produção de linfócitos, os quais são os precursores 

dos plasmócitos. 

A HA integrado ao PRP, apresentou menor quantidade de PMN, aos 30 

dias, e aumento do número de linfócitos, aos 45 dias, revelando intensificação 

da reação inflamatória crônica. A angiogênese presente nesta associação foi, 

numericamente, maior que nos outros implantes durante os períodos 

estudados. Houve aumento de capilares, bem como menores quantidades de 

CGMCE e fibroblastos, porém com maior freqüência de cápsula fibrosa aos 45 

dias pós-implante. O tecido conjuntivo hipercelularizado com fibras colágenas 

desorganizadas, semelhante a osso primário, também foi observado no período 

de 45 dias PI. 

O efeito da associação de HA a BMP e ao PRP foi benéfico, pois formou 

osso ectópico aos 30 dias pós-implante, e promoveu uma reparação tecidual 

mais rápida quando comparada aos outros tratamentos, provavelmente devido 

a maior concentração de fatores de crescimento. A agregação desses 

biomateriais promoveu aumento da angiogênese, aos 45 dias. Observou-se 

presença de pouquíssimas cápsulas, mas estas estavam em maior quantidade 

quando comparadas aos outros enxertos. O processo de bioreabsorção 

tecidual obteve resultado satisfatório, considerando-se a existência de menor 

presença de biomateriais, CGMCE e fibroblastos, com moderada quantidade 

de fibras colágenas, entremeados com o enxerto, aos 45 dias. 

Os resultados sugerem ausência de reações de rejeição aos implantes, 

mas sim uma intensa reabsorção destes, uma vez que a rejeição é 

caracterizada pela reabsorção da periferia do implante sem a substituição por 

tecido reparador, resposta inflamatória com predominância de linfócitos e 

tecido fibroso encapsulando o implante, além de oclusão de neovasos com 

necrose progressiva, bem como pela dor, edema e vermelhidão (ZILIOTO et 

al., 2003). 

Semelhante a citações de Silva et al. (1998), os biomateriais 

implantados no presente trabalho, mostraram boa biocompatibilidade entre si e 

com o meio, apesar da presença de reação de corpo estranho. 
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A bioreabsorção foi satisfatória, apesar de lenta, pois o processo ainda 

era intenso aos 45 dias de pós-implantação. Provavelmente esse foi um fator 

que pode ter gerado atraso na formação óssea como sugeriram Sykaras e 

Opperman (2003) e Salgado, Coutinho e Reis (2004), tendo em que vista que 

foram visualizados tecidos conjuntivos hipercelularizados, semelhantes a osso 

primário, em maior quantidade aos 45 dias pós-implante. 

A hidroxiapatita associada a fatores de crescimento pode formar osso 

em sítio ectópico, como na orelha externa de coelhos. Esta cerâmica ofereceu 

uma aceitável armação para o crescimento ósseo, e juntamente com a BMP e 

o PRP mostraram-se como substitutos ósseos razoáveis, pois foram 

biotoleráveis, biodegradáveis, osteoindutivos e de natureza osteogênica. 
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V. CONCLUSÃO 
 

 

A combinação de hidroxiapatita sintética mais proteína morfogenética 

óssea bovina e plasma rico em plaquetas, bem como a associação de 

hidroxiapatita sintética e proteína morfogenética óssea bovina foram capazes 

de formar osso ectópico em orelha externa de coelhos (Oryctolagus cuniculus). 
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