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te de hidroxiapatita, devido a seus efeitos deleté-
rios sobre o tecido ósseo. Objetivo: Avaliar as con-
dições nutricionais dos animais e o processo de neo-
formação óssea quando grânulos de hidroxiapatita
porosa são implantados em falhas ósseas no fêmur
de ratos submetidos ao tabagismo passivo. Méto-
dos: Foram implantados grânulos de hidroxiapati-
ta porosa em defeitos ósseos produzidos na epífise
distal do fêmur esquerdo de ratos sujeitos ao taba-
gismo passivo prolongado. Os animais foram acom-
panhados ao longo do tratamento do tabagismo com
duração de seis meses avaliando suas condições fí-
sicas. Após oito semanas do implante ósseo do bio-
material, os animais foram sacrificados e as amos-
tras da área do implante submetidas aos métodos
histológicos de rotina e mantidas em blocos de pa-
rafina para análise histológica, morfométrica, e
radiológica. Resultados: Identificou-se que a varia-
ção de massa do grupo experimental foi mais in-
tensa quando comparada com a do grupo controle.
Quanto aos achados radiológicos, observou-se apa-
rente imagem mais radiolúcida e organizada no
grupo controle. Na análise morfológica, houve me-
lhor fechamento do defeito ósseo bem como a os-
teointegração da hidroxiapatita no grupo controle.
Ao comparar o volume de osso formado na área
receptora do fêmur, entre o grupo controle e expe-
rimental, notou-se que os valores encontrados para
os animais submetidos ao tabagismo passivo foram

RESUMO

Introdução: Defeitos com perdas de massa óssea
são freqüentemente tratados com enxertos ósseos
autógenos. Implantes de biomateriais, como hidro-
xiapatita (HA), também têm sido utilizados com a
mesma finalidade, substituindo os enxertos autó-
genos. Contudo, as condições de saúde do tecido
ósseo são fundamentais para que haja a osteointe-
gração do implante. Assim, o consumo excessivo de
tabaco, de forma ativa ou passiva, pode prejudicar
o processo de neoformação óssea frente ao implan-
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significativamente menores quando comparados
com os do grupo controle. Conclusão: A neoforma-
ção óssea em defeitos do esqueleto pode ocorrer na-
turalmente em animais submetidos ao tabagismo
passivo, no entanto, de forma mais lenta e em me-
nor proporção.

Descritores – Hidroxiapatita; Falha óssea; Tabaco

ABSTRACT

Introduction: Defects with bone mass loss are
frequently treated with bone autografts. Endografts of
bones using biomaterials, such as hydroxyapatite
(HA) also have been used for the same purpose,
replacing autografts. However, bone tissue health
conditions are basic for osteointegration of the
implant. Thus, excessive tobacco consumption, either
as an active or as a passive smoker, may harm the
process of bone neoformation with a hydroxyapatite
implant due to its deleterious effects to bone tissue.
Objective: To evaluate the nutritional status of the
animals and the process of bone neoformation when
porous hydroxyapatite granules are implanted in
bone defects of the femur of rats submitted to passive
tobacco exposure. Method: Porous hydroxyapatite
granules were implanted in bone defects produced in
the left distal femoral epiphysis of rats subjected to
prolonged passive tobacco exposure. The animals
were followed along the treatment of tobacco
exposure during six months, to evaluate their physical
conditions. After eight weeks of the bone implant with
the biomaterial, the animals were sacrificed and the
specimens of the implant region were submitted to
routine histological testing, and maintained in
paraffin blocks for morphometric histological and
radiological analysis. Results: The mass variation of
the experimental group was found to be more intense
than that of the control group. As to radiological
findings, the control group had an apparent more
radio lucent and organized image. In the
morphological analysis, there was a better closing of
the bone defect and osteointegration of
hydroxyapatite in the control group. Upon comparing
the volume of bone formed in the receiving area of the

femur between the control and the experimental
group, the values found for the animals submitted to
passive tobacco exposure was lower than that found
for the control group. Conclusion: Bone
neoformation in skeletal defects can occur naturally
in animals submitted to passive tobacco exposure, but
in a slower manner and in lower proportion.

Keywords – Hydroxyapatite; Bone defect; Tobacco

INTRODUÇÃO

Defeitos com perda de massa óssea resultante de fra-
turas patológicas ou traumáticas, desenvolvimento
anormal do esqueleto ou ressecção de tumores,
freqüentemente são reparados com enxertos ósseos au-
tógenos. No entanto, apresentam algumas desvanta-
gens, como morbidade da área doadora, reabsorção
pós-operatória, contornos irregulares dos enxertos an-
gulares e complicações como dor crônica e lesões vas-
culares durante o procedimento cirúrgico(1-2).

Diante das limitações da utilização dos enxertos ós-
seos autógenos, alguns materiais biocompatíveis vêm
sendo pesquisados para substituí-los na aplicação clí-
nica. Para esse propósito, o material, primeiramente,
deve responder a determinados requisitos, como es-
trutura estável, rapidez na incorporação com o tecido
ósseo, promover osteocondução e gerar pouca ou ne-
nhuma complicação associada a seu uso(3). Atendendo
a essas exigências, o fosfato de cálcio, um biomaterial
cerâmico comercializado desde 1970 na forma de hi-
droxiapatita e tricálcio fosfato, tem recebido conside-
rável atenção no campo da cirurgia plástica, ortopédi-
ca e odontológica(4-6).

A hidroxiapatita (Ca5(PO4)OH) é fabricada para uso
clínico na forma de blocos ou grânulos, porosa ou den-
sa(7). Pesquisadores criticam a implantação do tipo
denso, pela impossibilidade de promover crescimento
ósseo para seu interior e, na forma de blocos, devido à
dificuldade de ser modelada e pela fragilidade quando
submetida a carga mecânica(8-9). Grânulos porosos são
estudados em experimentos e clinicamente, por ser bem
tolerados pelo tecido ósseo, além de facilitar a infil-
tração de osteoblastos e proliferação de vasos sanguí-
neos essenciais ao processo regenerativo(8,10). A hidro-
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xiapatita em forma de grânulos facilita a adaptação ao
contorno dos defeitos ósseos, é quimicamente estável,
não tem restrição quanto à quantidade disponível e não
está sujeita à rejeição imunológica(11-13).

Rosen et al estudaram as propriedades biológicas
da hidroxiapatita quando implantada em regiões do
esqueleto maxilofacial osteotomizado. Foram avalia-
dos 11 pacientes e, após 10 meses da operação, foi
feito o estudo das biópsias. Os autores verificaram a
ausência de infecção, rápido crescimento fibrovascu-
lar e de osso neoformado nos espaços entre os blocos
das cerâmicas, indicando que a hidroxiapatita é boa
alternativa a ser utilizada nas cirurgias reparadoras do
esqueleto facial(14).

Uchida et al relataram 60 casos de pacientes com
tumores ósseos tratados por ressecção cirúrgica, se-
guida de implantação de hidroxiapatita nas falhas pro-
vocadas pela cirurgia. Após 36 meses da operação, ob-
servaram que em nenhum paciente houve recidiva do
tumor e que não ocorreram complicações na área re-
ceptora. Por meio de análises radiográficas e histoló-
gicas de biópsias, notaram formação óssea ao redor da
hidroxiapatita, fechando totalmente a falha óssea. Além
disso, houve crescimento ósseo entre os grânulos da
cerâmica, tornando este biomaterial opção viável nos
tratamentos de defeitos provocados pela retirada de
tumores ósseos benignos(15).

Com a contribuição positiva nos reparos de defeitos
ósseos, a hidroxiapatita vem recebendo atenção espe-
cial na busca de materiais substitutos para os enxertos
autógenos. Duarte et al analisando o processo de os-
teointegração de hidroxiapatita sintética em defeito no
processo alveolar da mandíbula de cães, observaram
intensa proliferação de osteoblastos e neovasculariza-
ção na presença do implante. A biocompatibilidade da
hidroxiapatita permitiu a integração com o processo
alveolar por meio da formação direta de osso lamelar
e a ocorrência de neoformação óssea à medida que a
hidroxiapatita era degradada(16).

Vital et al avaliaram os compósitos de hidroxiapati-
ta sintética com carbono (HAC) e a hidroxiapatita sin-
tética com carbono e fosfato biácido de sódio (HACF),
ambos na forma sólida, como substituto ósseo em de-

feitos na ulna de 36 coelhos adultos. O uso de HAC e
HACF na ulna de coelho mostrou-se método eficiente,
pois não apresentou sinais de infecção e nem evidên-
cia de rejeição, demonstrando a biocompatibilidade
do material(17).

Quanto às indicações do implante de hidroxiapatita,
esta prática direciona-se para as correções de defeitos
craniomaxilofaciais, traumatismos, deformidades con-
gênitas, podendo inclusive ser utilizado na medicina
estética(18-19). Porém, apesar de sua aplicabilidade viá-
vel, existem algumas contra-indicações que podem
comprometer os resultados esperados, como o consu-
mo exagerado de tabaco, álcool e outras drogas, devi-
do a seus efeitos deletérios sobre tecido ósseo(20).

O cigarro tem elevada quantidade de agentes oxi-
dantes que promovem efeitos deletérios nos órgãos.
No tecido ósseo provoca quadro de osteoporose, tor-
nando o osso predisposto a possíveis fraturas patoló-
gicas, além de dificultar ou retardar o metabolismo
ósseo, principalmente quando há um processo de re-
paro, como nos casos da consolidação de fraturas ou
defeitos ósseos(21).

Para Saldanha et al, a ação da nicotina sobre a rege-
neração óssea de defeitos criados cirurgicamente em
rebordos alveolares nas mandíbulas de cães demons-
trou que a administração de nicotina crônica influen-
ciou significativamente na baixa densidade do tecido
ósseo neoformado, tornando-o mais frágil(22).

O reparo do osso é um processo que envolve a esta-
bilização dos fragmentos, consolidação por união ós-
sea, revascularização das extremidades dos fragmen-
tos necrosados e, finalmente, remodelagem interna e
externa do tecido neoformado. Além disso, pode ha-
ver a necessidade do uso de hidroxiapatita nos casos
em que há perda acentuada de massa óssea em trau-
matismos. No entanto, este processo pode ficar com-
prometido quando o tecido ósseo está submetido a fa-
tores desfavoráveis, como no caso dos agentes psicoa-
tivos do tabagismo.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as con-
dições nutricionais dos animais frente ao tabagismo
passivo e o processo de neoformação óssea quando
grânulos de hidroxiapatita porosa são implantados em
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falhas ósseas no fêmur de ratos submetidos ao taba-
gismo passivo e de ratos-controle para efeito compa-
rativo.

MÉTODOS

Foram utilizados 10 ratos albinos (Rattus norvegi-
cus) Wistar adultos, machos, com 12 semanas de ida-
de, com aproximadamente 400g de massa corporal,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de
Jundiaí. Os animais foram divididos em dois grupos
com cinco animais cada. O grupo experimental foi sub-
metido ao tabagismo passivo durante seis meses. O
grupo controle recebeu igual tratamento, exceto a ex-
posição ao tabaco.

Tratamento com tabaco – O grupo experimental
foi mantido em uma cuba de acrílico (figura 1) equi-
pada com um cooler, para que houvesse distribuição
por igual de fumaça em todas as subunidades onde os
ratos foram isolados individualmente. O grupo rece-
beu inicialmente quantidades crescentes de cigarros
até estagnar em cinco cigarros /dia durante seis me-
ses. Ambos os grupos – experimental e controle – re-
ceberam a mesma dieta sólida (ração Purina® na for-
ma de grãos) e líquida (água ad libitum).

Durante todo o experimento, foram realizadas ob-
servações diárias dos animais a fim de detectar qual-

quer modificação no comportamento, bem como alte-
rações macroscópicas nos aspectos das fezes, urina e
pêlos. Periodicamente, foi realizado controle da quan-
tidade de ração e liquido ingerido por animal e do ga-
nho de massa corporal, com o intuito de avaliar o esta-
do nutricional dos mesmos frente ao tabagismo expe-
rimental.

Após o período de submissão ao tabagismo passivo
experimental, os animais foram operados para implan-
tação da hidroxiapatita.

Os animais foram pesados e anestesiados com solu-
ção de ketamina (Francotar) e cloridrato de xilazina
(Virbaxyl® a 2%), na proporção de 1:1 e na dose de
0,10ml/100gramas de massa corpórea por via intra-
muscular.

Os animais foram colocados em decúbito dorsal e
realizada a tricotomia da região crural, seguida de in-
cisão longitudinal mediana na pele do terço distal an-
terior da coxa. Esta foi afastada lateralmente para que
fosse feita uma incisão longitudinal no músculo qua-
dríceps femoral e expondo o periósteo, que foi seccio-
nado transversalmente e separado da superfície óssea
usando o levantador de periósteo. Em seguida, usando
uma broca cirúrgica de 3,5mm de diâmetro acoplada a
um minimotor, foi feita uma falha óssea na epífise distal
do fêmur que foi preenchida com grânulos de hidro-
xiapatita porosa (Genius®). Durante a cirurgia, foi fei-
ta raspagem do defeito ósseo com a extremidade do
afastador de periósteo, na tentativa de não deixar ne-
nhum resquício de fragmento ósseo, o qual poderia
contribuir para o reparo do mesmo.

Estudo histológico – Os fêmures esquerdos foram
descalcificados e tratados pelo fixador de medula Allki-
mia® durante 10 dias. Após a descalcificação, os ossos
foram reduzidos, mantendo apenas a área receptora
do implante. As amostras foram lavadas em água cor-
rente over night, desidratadas em álcool etílico, diafa-
nizadas em xilol e, finalmente, incluídas em parafina.
Foram obtidos cortes transversais semi-seriados de
5µm e corados pela hematoxilina e eosina.

Estudo morfométrico – A análise quantitativa foi
baseada no método de estereologia, o qual permite
determinar parâmetros tridimensionais de um órgão,

Figura 1 – Cuba de acrílico
Cortesia de Carvalho CAF.
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tecido ou estrutura morfológica por meio de conta-
gem de pontos de imagens bidimensionais(23). A quan-
tificação do osso neoformado foi realizada de acordo
com o princípio de Delesse, observando-se a fórmula
Vv = Pp/Pt(%), onde: Vv é a densidade de volume ou
volume relativo; Pp é a quantidade de pontos (inter-
secção de linhas) sobre o osso neoformado; Pt é o nú-
mero total de pontos do sistema. Por meio de um retí-
culo quadrilátero produzido no computador com um
sistema de 100 pontos eqüidistantes, calculou-se a den-
sidade de volume ósseo neoformado nos locais do im-
plante de hidroxiapatita.

Estudo estatístico – A partir dos valores obtidos da
morfometria dos animais, tanto do grupo controle como
do experimental, foram calculados médias e desvios
padrões para cada um deles. Obteve-se um percentual
da osteointegração da hidroxiapatita para cada rato e
depois a média para os grupos. De posse desses valo-
res, aplicou-se o teste t de Student para a comparação
entre as situações (controle x experimental) e o teste
de comparação paramétrica e não paramétrica(24).

RESULTADOS

I – Avaliação nutricional

Consumo de ração e líquido – No gráfico 1 e na
tabela 1, notamos que o consumo de sólidos aumen-
tou progressivamente em ambos os grupos com exce-
ção no período final do tratamento no grupo submeti-
do ao tabagismo passivo.

Gráfico 1 – Consumo de ração durante o experimento

TABELA 1

Média e desvio padrão de variação de peso (peso

final – peso inicial) e consumos líquidos e sólidos

(por mês) segundo comparação entre grupos

Grupo Variação da Consumo Consumo

massa (g) sólido (g) líquido (ml)

Controle 96,4 ± 40,7 097,62 ± 16,60 383,20 ± 40,77
Experimento 68,4 ± 41,4 100,85 ± 14,97 264,08 ± 20,04

Gráfico 2 – Consumo de líquido durante o experimento

Gráfico 3 – Média das massas corpóreas dos ratos/mês

Durante o referido período, notamos mínima varia-
ção no consumo de líquido em ambos os grupos (grá-
fico 2).

Peso corpóreo – Quanto à variação da massa cor-
pórea, podemos observar que os dois grupos ganha-

II – Avaliação radiológica – Nos animais-controle
notou-se aparente imagem mais radiolúcida e organi-
zada na comparação com o grupo experimental. No
grupo controle parece ter havido melhor fechamento
do defeito ósseo bem como a osteointegração da hi-
droxiapatita.

III – Avaliação histológica – No grupo controle ob-
servou-se que a continuidade da margem da epífise

ram massa ao longo do experimento, principalmente
o grupo controle. Vale ressaltar que no início do expe-
rimento houve queda de massa corpórea do grupo ex-
perimental que no decorrer dos meses se estabilizou
(gráfico 3).

Na tabela 1, notamos que a variação de massa do
grupo experimental foi mais intensa quando compara-
da com a do grupo controle.
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distal do fêmur apresentou-se quase que totalmente
uniforme e contínua na área do implante, embora em
processo de remodelação. Notou-se também que a fa-
lha óssea foi consideravelmente preenchida por osso
neoformado de característica mais compacta devido à
presença do osso maturo (figura 2).

DISCUSSÃO

Questões referentes a algumas doenças humanas
podem ser favoravelmente estudadas em animais de
laboratório, inclusive aquelas decorrentes do uso abu-
sivo de tabaco, tais como alterações do tecido ósseo(25).

Há forte questionamento se as alterações ósseas dos
animais tratados com tabaco decorrem do efeito dire-
to do tabaco ou seriam conseqüência da deficiência
nutricional. Diante desse fato torna-se obrigatório e
essencial o monitoramento do estado de saúde de cada
animal durante os experimentos com tabaco. A varia-
ção da quantidade de ração e água consumida pode
modificar respostas biológicas em muitos dos experi-
mentos sobre tabagismo(26).

Figura 2 – Fêmur de rato controle. Observa-se pequena falta de
fechamento do defeito ósseo (*) e a presença de tecido ósseo
neoformado ao redor do implante (setas). Observa-se a presen-
ça de osso neoformado nas margens do defeito ósseo (+). (HE –
10x).

Figura 3 – Fêmur de rato submetido ao tabagismo passivo. Ob-
serva-se menor osteointegração com presença de numerosos
osteócitos (∞∞∞∞∞) dispostos na matriz óssea (§) de forma desorde-
nada. A falha óssea pode ser visualizada de modo mais nítido,
sendo possível notar uma distância da área do implante («) com
o tecido formado (¤), demonstrando a persistência de parte do
defeito ósseo provocado. (HE – 10x).

TABELA 2

Média e desvio padrão dos achados

morfométricos em ambos os grupos

Controle Experimento

Média e
desvio-padrão

0,698 ± 0,016* 0,08925 ± 0,028786933*

Resultado estatístico: 0,000000039
* SD e média

No grupo experimental notou-se descontinuidade da
margem óssea da área receptora devido à persistência
de considerável parte da falha óssea provocada, sendo
esta preenchida por tecido conjuntivo e osso neofor-
mado com disposição trabeculada. Além disso, houve
neoformação óssea a partir das bordas do defeito ós-
seo com aspecto de osso imaturo, devido à presença
de osteócitos jovens no interior de lacunas desorgani-
zadas (figura 3).

IV – Avaliação morfométrica – Ao comparar o vo-
lume de osso formado na área receptora do fêmur en-
tre o grupo controle e o experimental, notou-se que os
valores encontrados para os animais submetidos ao ta-
bagismo passivo (8,92%) foram menores quando com-
parados com os do grupo controle (69,8%), havendo
diferença estatística significativamente (p < 0,05) (ta-
bela 2).
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Neste trabalho, atentou-se para o devido cuidado em
acompanhar periodicamente o estado de saúde dos
animais por meio do controle da quantidade de ração
e líquido consumidos. Ao longo do experimento, no-
tou-se que houve aumento progressivo do consumo de
sólidos em ambos os grupos, com exceção do período
final do tratamento com tabagismo passivo. Para Car-
valho et al, o consumo de ração dos ratos submetidos
à nicotina foi maior quando comparado com a do gru-
po controle(27).

Quanto ao consumo líquido, observamos mínima
variação em ambos os grupos, achado em acordo com
o estudo de Carvalho et al em que o consumo de água
foi praticamente o mesmo para o grupo controle e ex-
perimental, não sendo notada diferença significativa(27).

Outra preocupação, quanto ao estado nutricional dos
animais, foi acompanhar a variação do peso corpóreo
de cada um deles, pois a desnutrição protéica em roe-
dores é caracterizada principalmente pela perda de
massa corpórea(28). Quanto à variação da massa corpó-
rea, houve aumento de massa ao longo de nosso expe-
rimento, principalmente no grupo controle. Booze et
al notaram que administrações moderadas (50µk/kg/
dia) de nicotina por um período de 14 dias não de-
monstraram diferenças significativas de massa corpó-
rea entre ratos controle e experimentais(29). Já Faraday
et al observaram que administração de 12mg de nico-
tina/kg/dia durante 21 dias reduziu de maneira signi-
ficativa a massa corpórea dos ratos experimentais(30).

O tratamento com implantes osteointegrados é mé-
todo altamente eficiente, apresentando resultados pre-
visíveis em grande número de pacientes. Entretanto,
casos de falhas de implantes têm sido publicados e as
causas de tais falhas têm sido motivo de especulação.
Qualidade e quantidade óssea pobres, implantes cur-
tos, tabagismo, trauma cirúrgico e contaminação são
fatores associados à falha do implante(31).

Além das graves alterações que o tabagismo provo-
ca diretamente no tecido ósseo, estudos como de Al-
brektsson et al têm sugerido que o tabaco também pode
interferir no processo de osteointegração dos implan-
tes de biomateriais, inviabilizando, às vezes, sua utili-
zação(32).

Sanzana constatou, por meio de dados radiológicos,
que todos os implantes de hidroxiapatita feitos em coe-
lhos submetidos a um mesmo procedimento cirúrgi-
co, e com hábitos saudáveis, se osteointegraram(33). Se-
gundo Balatsouka, a exposição à nicotina por curto
período de tempo (aproximadamente quatro semanas)
não alterou de maneira significativa a osteointegração
e a cicatrização de tíbias de coelhos submetidas ao
defeito ósseo(34).

Saldanha et al avaliaram histometricamente a in-
fluência da nicotina sobre a regeneração óssea de de-
feitos criados cirurgicamente em rebordos alveolares
dentários de cães. Constataram que a administração
de nicotina influenciou significativamente a densida-
de do tecido ósseo neoformado, concluindo que a ni-
cotina pode afetar, mas não impedir, a regeneração de
defeitos ósseos(22).

Neste trabalho, identificamos que a osteointegração
da hidroxiapatita porosa pode ser esperada mesmo
quando implantada em animais submetidos ao taba-
gismo passivo, apesar do atraso considerável na evo-
lução do processo de neoformação óssea e do menor
volume de osso formado.

CONCLUSÕES

Não houve diferença significativa quanto à avalia-
ção da evolução nutricional entre os grupos analisados;

A quantidade de osso formado nas áreas receptoras
dos animais controle foi maior que a encontrada nas
respectivas áreas do grupo experimental;

A osteointegração de hidroxiapatita pode ser espe-
rada quando implantada em animais sob ação de taba-
gismo passivo;

O volume ósseo formado foi superior no grupo con-
trole, o que demonstra a superioridade osteogênica nos
animais livres dos efeitos adversos do tabagismo.
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