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COMPOSITO BASEADO EM HA- fTCP-Nb,Os ESTIMULA A OSTEOINDUCAO DURANTE O
REPARO DE DEFEITOS DE TAMANHO CRITICO EM CALVARIAD E RATOS

RESUMO

Nas Ultimas décadas um grande progresso foi fedodasenvolvimento de materiais que séo
indispensaveis nas areas da saude em funcdo dasideck: de recuperacdo dos defeitos 6sseos
provocados por traumas, infeccées e malformaciEsséo os biomateriais. O objetivo deste trabfdho
avaliar por meio de analise morfolégica e imunalgafmica se o compdésito baseado em hidroxiapatita-
f- fosfato tricalcio e pentdxido de nidb{BlA- BSTCP-NkOs) apresenta a propriedade de osteoinducéo.
Um defeito de tamanho critico (8mm) foi confeccidm@aa calvaria de ratos Wistar machos. Nos animais
do grupo compdésito, o defeito foi preenchido comaupastilha baseada edA-BTCP-NkOs e nos
grupos controle (positivo) o defeito foi preenchictom uma pastilha contendo hidroxiapatitbesfato
tricalcio (HA-FTCP). Os animais foram mortos apos 7, 15, 30 eidd dke observacdo e as amostras da
calvaria foram coletadas e processadas para imckisaparafina. Os cortes seriados, posicionados em
laminas diferentes foram imunocorados com ostemeale coloracdo com H&E e Azan. Os tecidos
adjacentes ao defeito (peridsteo, dura-mater epfs@m analisados. O compadsito apresentou paknci
osteoindutor demonstrado por sua capacidade deirmaisificacdo intramembranosa na dura-mater e de
formar blastemas 0sseos imunopositivos para odteéwgano periosteo. O tecido ésseo remanescente
apresentou crescimento a partir das bordas e s@needelacdo durante todo o periodo de observAcao.
maior intensidade de coloracdo imunohistoquimiearea no sétimo e 30° dia de observacdo, nas areas
de remodelacédo, nas areas de tecido neoformadagkitas endoteliais e células osteoprogenitoras na
medula éssea. Conclui-se que o compadsito apresatitédade osteoindutora.

Palavras-chave:Defeito de tamanho critico; osteocalcifidpsfato tricalcio; compaosito hidroxiapatita -
p-fosfato tricalcio - pentdxido de nidbio; regenéra@ssea; osteoindugao.



COMPOSITE BASED ON HA-ATCP-NB,Os INDUCE OSTEOINDUCTION DURING THE
REPAIR OF CRITICAL SIZE DEFECTS IN RAT CALVARIA

ABSTRACT

In the last decades great progress has been mdue development of materials that are indispersiabl
health due the need for recovery bone defects damgérauma, infections and malformations, these ar
biomaterials. The aim of this study was to evallmtenorphological and immunohistochemical analysis
if the composite based on hydroxyapatitdricalcium phosphate niobium pentoxitt¢A- STCP-NBOs),

has the property of osteoinduction. A critical silefect (8mm) was made in the calvaria of male &vist
rats. In the animals of composite group, the defexd filled with a tablet based on HATCP-NROs,
and controls groups (positive) the defect wasdilgth a tablet containing hydroxyapatgericalcium
phosphate (HA6TCP). The animals were killed after 7, 15, 30 aftdddys of observation and the
samples of calvaria were collected and processegdiaffin inclusion. The serial sections positita
on different slides were immunostained with ostéooaand stained with H&E and Azan. Tissues
adjacents to the defect (periosteum, dura mater baome) were analyzed. The composite presented
osteoinductive potential demonstrated by its abiiit induce intramembranous ossification in theadur
mater and form immunopositive osseous blastemagteocalcin, in periosteum. The remaining bone
tissue presented growth from edges and suffereddelimg during the whole period of observation. The
highest intensity of immunohistochemical stainimgured in the seventh and"™36ay of observation in
the areas of reshuffle, newly formed tissue, ergl@hcells and osteoprogenitor cells in bone marrib

is concluded that the composite showed osteoingrietitivity.

Keywords: Critical size defect; osteocalgins-tricalcium phosphate;hydroxyapatite p-tricalcium
phosphate-niobium pentoxide composite; bone regdéinar osteoinductian
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1. INTRODUCAO

A perda éssea, independente de sua causa € fulnoénta debilitante, socialmente incapacitante
e economicamente onerosa aos sistemas de sauddode mundo (Szpalskit al., 2010; Conzet al.,
2011). Nas dultimas décadas um grande progressteifoi no desenvolvimento de materiais que séo
indispensaveis nas areas da saude em funcdo dasidecke de recuperacdo dos defeitos Osseos
provocados por traumas, infecgbes e malformacoawdkhiet al., 2000; Pretel, 2005). Tais materiais,
chamados biomateriais, devem apresentar propriedéleas e bioldégicas compativeis com os tecidos
vivos hospedeiros, de modo a estimular uma respegéaerativa adequada dos mesmos (Kavwetdli,
2000).

O potencial regenerativo dos biomateriais € gowkrngor trés mecanismos fundamentais: (a)
osteoconducao, no qual o biomaterial permite oceremto 6sseo sobre sua superficie ou para oanteri
de poros; (b) osteoinducédo, no qual os biomatenaiszem as células mesenquimais a se diferenciarem
em células formadoras de 0sso maduro e (c) ostesgéno qual fornecem células osteogénicas contidas
em seu interior, capazes de produzir nova matgeagMiron e Zhang, 2012).

Demonstramos recentemente, em estudo estrutuiatedtace biomaterial-osso que o composito
trifasico baseado em hidroxiapatffdosfato tricalcio e pentdéxido de nidbio (HBFCP NkOs) na forma
de pastilha, foi bioativo, biocompativel e promowsteoconducao e osseointegracao quando implantado
em defeito de tamanho critico na calvaria de ra@snde quantidade de vasos sanguineos, células
osteogénicas e osteoclastos foram vistos na scigedibs materiais, entretanto a micro porosidade da
pastilhas (de 1 a 2,5um no seu maior eixo) difteult migracdo de células e tecidos para o seuanter
Do ponto de vista quimico, o compdsito apresentpgs a sinterizagdo, 47,43% @BCP em
comparacdo com a pastilha controle, de hidroxitpatjue continha 12,39%; além disso, apresentou
dureza 66% maior do que a pastilha controle (Kiydahior, 2013).

As caracteristicas morfologicas observadas na faterbiomaterial-osso demonstram que o
compasito representa um material promissor comstigutn 6sseo e nos levaram a elaborar as seguintes
hipbteses: (a) o compdsito é também um biomateadal propriedade osteoindutora e (b) o compdsito
tem potencial para estimular a formacgéo de tecéde® nas membranas que recobrem o defeito.

Para comprovar estas hipoteses, o0 objetivo destdaeé avaliar quanto a morfologia e expressao
de osteocalcina, os tecidos localizados ao redalefigito de tamanho critico na calvéria de ratost&Yi
preenchidos com o composito trifasico baseado edroxiapatitaS-fosfato tricalcio e pentdxido de

niébio (HA-BTCP-NIOs) na forma de pastilha.



2. REVISAO DE LITERATURA

A perda éssea, independente de sua causa € fulnocénta debilitante, socialmente incapacitante
e economicamente onerosa aos sistemas de sauddode mundo (Szpalskt al., 2010; Conzet al,
2011).

A engenharia de tecidos oferece uma alternativieatEmento promissora para o0 uso clinico, bem
como um modelo controlavel para estudos da funglidar (Bhumiratanaet al., 2011), sendo uma
grande promessa no fornecimento de estratégiasepudtardo em regeneracdo completa do osso e

restauracdo de sua funcédo (Zambezal.,2009).

2.1.TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo dinamicaddggue tem a capacidade Unica de cicatrizar e
remodelar sem deixar cicatriz (Sommerfeldt e RuBb01; Kanczler e Oreffo, 2008Titorencuet al.,
2014).

Este tecido fornece suporte estrutural para os wmascesqueléticos transformando suas
contragcbes em movimentos uteis, e constitui unersiatde alavancas que amplia as forcas geradas na
contracdo muscular. Também atua exercendo profesiéa de 6rgaos vitais como 0s contidos nas caixas
craniana e toracica e no canal medular. Aloja eegesa medula éssea, formadora das células saaguine
Concomitantemente, 0os 0ssos também atuam comapaiirdepdsito de calcio e fosfato (Bab e Sela,
2012; Junqgueira e Carneiro, 2013; Titoreatal.,2014).

Apesar do seu aspecto aparentemente inerte, os EBs@struturas altamente dindmicas, crescem,
remodelam-se e mantém-se ativos durante toda al@ideganismo (Juda al.,2012).

Como em todos os tecidos conjuntivos, o constiubdsico do tecido 0sseo, consiste em uma
matriz composta de proteinas e ions, e diversos tiglulares que atuam na remodelacéo e sintese de
novo tecido ésseo (Titorenet al.,2014).

A matriz 6ssea consiste em um componente orgasiicte{izado pelos osteoblastos), acrescido de
depdsitos de sais de célcio inorganico. Colagentipdol e uma matriz extra-fibrilar (proteoglicanos
proteinas ndo colagenas) constituem o componerganioo da matriz. As fibras de colageno
correspondem a aproximadamente 90% do total deipest do 0sso e estdo orientadas de forma a
conferir a estrutura lamelar do tecido 6sseo. @ fddstantes da fase organica da matriz € composto p
proteoglicanos (sulfato de condroitina e sulfatohdparina); proteinas de adeséo celular (fibromacti
trombospondina, osteopontina e sialoproteina Osg®anermanet al. 1988; Robeyet al, 1989),

osteocalcina [proteinag-carboxiladas (gla)] (Robeyet al,. 1989), e proteinas relacionados ao



crescimento, como fator de crescimento transfore@iiT GF3- transforming growth fatog), e fatores

de crescimento semelhantes a insulina (IGRsdlin growth factoy (Hauschkeet al., 1988; Canalist

al., 1989). Estes complexos aniénicos possuem elesaguicidade de ligagdo com ions, e desempenham
um papel importante no processo de calcificacéistdls minerais sdo depositados no interior desta r
organica tridimensional. Eles sdo compostos praigipnte por calcio e fosfato, que se combinam para
formar cristais de hidroxiapatita [P Oy)s(OH),], que possuem cerca de 30-50 nm de comprimento, 15
30 nm de largura e, 2-10 nm de espessura ( Eppaill, 2001).

2.1.1. Células

O tecido 0sseo € formado e sofre remodelacéo go lda vida, através da acdo de duas linhagens
de células; as células formadoras de tecido 6ssteoblastos, ostedcitodiening celly, e as células de
reabsorcdo dssea (osteoclastos), que juntas caprsursores e células associadas (células eiaitel
células nervosas) encontram-se organizadas emdasidsspeciais, as unidades basicas multicelulares
(BMUs — basic multicellular unit (Frost, 2001). O tecido produzido pela atividads osteoblastos é
mantido pela acdo dos ostedcitodirming cells, que constituem diferentes formas de osteoblastos
(Robling et al., 2006). As células formadoras de tecido dsseoclatas de reabsor¢cdo 6ssea possuem
diferentes origens: as células produtoras de tedskeo sdo derivadas de células mesenquimais
progenitoras, ja os osteoclastos, sdo derivadoséligas progenitoras hematopoiéticas. Estas células
proliferam-se e diferenciam-se em resposta ao ektioe hormodnios osteotrdpicos, citocinas e varios
outros estimulos (Titorenat al.,2014).

A geracdo e a estimulacdo das células séo regytadagocinas e fatores de crescimento, como o
fator de crescimento de fibroblastos (FGiBrobast growth factoy, fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF platelet derived growth factprfator do crescimento semelhante a insulina &6-13
(Pretto e Pagnoncelli, 2005).

2.1.2. Periésteo e endosteo

As superficies internas e externas dos o0ssos s@bedas por células osteogénicas e tecido
conjuntivo, que constituem o enddsteo e peribsfe@amada mais superficial do peridsteo contém
principalmente fibras colagenas e fibroblastos.sNa porcdo profunda, o peridésteo € mais celular, e
apresenta células osteoprogenitoras, as quaislgplicam por mitose, e diferenciam-se em ostedbklis
desempenhando papel importante no crescimentossos @ reparo das fraturas (Junqueira e Carneiro,
2013).



O endésteo é geralmente constituido por uma cad®délulas osteogénicas achatadas revestindo
as cavidades do 0sso esponjoso, o canal medufeisae Havers e os canais de Volkmann (Junqueira e
Carneiro, 2013).

As principais funcdes do enddsteo e peridsteo s@tracdo do tecido 0sseo, e fornecimento de

novos osteoblastos, para o crescimento e repatecatin ésseo (Junqueira e Carneiro, 2013).

2.1.3. Tecido 6sseo maduro e imaturo

Histologicamente existem dois tipos de tecido dGssedmaturo ou primario, € o maduro,
secundario ou lamelar. Os dois tipos possuem amawesélulas e 0s mesmos constituintes da matriz, o
gue os diferencia, € a orientacdo das fibras colEgeno tecido primario as fibras colagenas sediap
irregularmente, sem orientacdo definida, ja, noelam as fibras se organizam em lamelas. O 0sso
primario tem menor quantidade de minerais e major@sorcdes de ostedcitos do que o lamelar. Este po
sua vez possui fibras colagenas organizadas emdsime trés a sete micrometros de espessura, que ou
ficam paralelas umas as outras, ou se dispdem eradess concéntricas em torno de canais com vasos,
formando o sistema de Havers ou Osteons. Cadandétem cilindro, as vezes bifurcado, formado por
guatro a 20 lamelas 6sseas concéntricas. No cdat®e cilindro dsseo existe um canal revestido de
endosteo, o canal de Havers, que contém vasosy@sn€s canais de Havers comunicam-se entre si, com
a cavidade medular e com a superficie externa slo par meio de canais transversais ou obliquos, que

atravessam as lamelas, os canais de Volkmann (SuaguCarneiro, 2013).

2.14. Ossificagéo intramembranosa e endocondral

O processo pelo qual o tecido 0sseo é formado cisanda ossificacdo ou osteogénese, podendo
ser originado de duas formas: a ossificacdo intnalon@nosa, atualmente também conhecida como
endoconjuntiva e a ossificagdo endocondral (PeeRagnoncelli2005).

Tanto a ossificacdo intramembranosa quando a endwdp ocorrem préximas & uma area de
crescimento vascular. A ossificacdo intramembramosaracterizada por invasédo de capilares nas zonas
mesenquimais, e o surgimento e diferenciacdo ddasémesenquimais em osteoblastos maduros. Estes
osteoblastos produzem e secretam matriz 6sseagantente, levando a formacao de espiculas de tecido
0sseo. Essas espiculas crescem e se desenvolwmntealmente, acabam se fundindo umas com as
outras, formando entdo, trabéculas 6ésseas. Commerda das trabéculas em tamanho e numero, elas se
tornam interligadas formando tecido 6sseo desazgdni e com uma grande quantidade de ostedcitos
(Kanczlere Oreffo, 2008; JunqueiCarneiro, 2013Knight & Hankenson, 2012

Ossificacdo endocondral utiliza as propriedadesifunais da cartilagem e do osso, para que haja

a formacao e o crescimento do esqueleto 03&macglere Oreffo, 2008). Este proceséoo responsavel



pela formagcdo dos ossos curtos e longasn Tnicio sobre uma peca de cartilagem hialina.s@te
essencialmente em dois processos, primeiro, dacgamn hialina sofre modifica¢des, havendo hipe#rof
dos condrdcitos, reducdo da matriz cartilagino$iaas tabiques, mineralizacdo da matriz e morte dos
condrdcitos por apoptose. ApOs isto, as cavidadmggmente ocupadas pelos condrécitos sdo invadidas
por capilares sanguineos e células osteogénicadasvilo conjuntivo adjacente. Estas células
diferenciam-se em osteoblastos, que depositaréiizndasea sobre os tabiques de cartilagem calddica

(Jungueirae Carneiro, 2013).

2.2.CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais, sdo uma populagierdgénea de células progenitoras
pluripotentes capazes de se diferenciarem em dastob, condrécitos, adipocitos, midcitos,
cardiomidcitos, fibroblastos, miofibroblastos, datuepiteliais e neurénios (Bab e Sela, 2012; M&on
Zhang, 2012).

Durante a diferenciacdo osteogénica, as célulasdrpassam por diversos estagios sucessivos do
desenvolvimento, tais como: 1) célula-tronco mesengl; 2) células osteoprogenitoras; 3) pré-
osteoblastos; 4) osteoblastos; e 5) ostedcitosy Eteal, 2004).

Durante a diferenciacdo, as células adquirem nugial semelhante & dos osteoblastos, com
formato cuboidal ou poligonal e produzem fosfatadealina, que € um marcador precoce da
diferenciacdo osteogénica, colageno tipo |, e maxtracelular rica em calcio (Brudet al.1998;
Payushineet al., 2006). Essas células também expressam osteocalstempontina, osteonectina dentre
outras proteinas ndo colagénicas importantes paviaexalizacdo da matriz 6ssea (Pittergfeal., 1999;
Minguell et al.,2001; Payushinat al.,2006).

2.3.0STEOBLASTOS

A formacéo 0ssea e reparacao pelos osteoblast@sksi®e de cicatrizacdo de lesbes 6sseas (Bab e
Sela, 2012). Os osteoblastos tornam-se madurosiqueimgem a superficie 6ssea e apresentam-se como
células cubicas, altamente polarizadas, dispostapaicada (frequentemente designadas por epitélio
ostedide) (Judast al.,2012), e capazes de sintetizar ostedide (Mirohang, 2012), a fase orgéanica da
matriz Gssea, constituida por colageno tipo |, ginats ndo colagénicas (osteocalcina, osteopontina,
osteonectina, fibronectina e tenascina) (Robey919&fussiet al., 1997; Bellowset al., 1999), e
proteoglicanos (sulfato de condroitina), dentrerasit{Robey, 1989; Ocarino e Serakides, 2006). Este

ostedide torna-se mineralizado pela formacéo dexi@patita (Miron e Zhang, 2012). Além da producéo



dos componentes da matriz, estas células tambéniofism como transmissores de sinais para a
remodelagao (Katchburian e Arana, 2004).

Entre estas células formam-se juncfes comunicégdpsjunctiony, que sdo fundamentais para a
ligacdo e comunicacdo com células adjacentes (Jedad., 2012). Estas células localizam-se na
superficie das trabéculas, do canal de Haversaidot®sseo e no peridsteo. Quando o osteoblasto fic
completamente circundado pela sua matriz, pas&s ehamado de ostedcito e desempenha um papel
central na remodelagdo 0ssea. Outro caminho qiecédtila pode seguir é torna-se uma célula de
revestimentolinning cell) ou sofrer apoptose (Miron e Zhang, 2012).

Dentre as proteinas sintetizadas pelos osteoblastid® o colagénio tipo | e proteinas nao
colagénicas como a osteopontina, a osteocalcinsiaaproteina 0ssea. Estas proteinas ndo colagenic
tém importancia fundamental no processo de miagdio, ou seja, na ligacdo do colageno aos cristais
minerais de hidroxiapatita. Além disto, os ostestala sintetizam varios fatores de crescimento, que
ficam incorporados na matriz 6ssea, desempenhaaplel pleterminante, tanto na formacao do tecido
0sseo como na diferenciacéo e atividade dos oatdosl(Judast al.,2012).

Os osteoblastos apresentam numerosos prolonganmtiplsmaticos, que se projetam para a
matriz 6ssea e se interdigitam e comunicam-se cpraongamentos dos ostedcitos. Este fato peonite
estabelecimento de importantes relacdes entreteshiastos ativos na superficie 6ssea e 0s osigOcit
gue estdo no seio da matriz calcificada (Jedas.,2012).

Estas células funcionam, ainda, como receptoreansrmissores de sinais para a remodelacao
0ssea. Com excec¢do da calcitonina, quase todasrm®hios e muitos fatores de crescimento e citgcina
gue controlam a reabsorcdo do tecido 0sseo, posagEptores nos osteoblastos e ndo nos osteoclastos
Portanto, tudo indica que séo as células osteatddst ndo os osteoclastos que desencadeiam @gvoce
de reabsorcdo Ossea, considerando que a maioridatiwes osteotropicos estimulam a formacdo e
ativacao osteoclastica, através das células ostsatals (Judast al.,2012).

Estas células sdo completamente diferenciadas eapdsentam capacidade de migracdo e
proliferacdo, mas metabolicamente sdo muito a{adaset al.,2012). Assim, para permitir que ocorra
a formacdo 6ssea em um sitio determinado, célutagepitoras mesenquimais indiferenciadas (células
osteoprogenitoras) podem migrar para o sitio efprat para se tornarem osteoblastos. A difereAoiag
o desenvolvimento dos osteoblastos pelas célulem®genitoras depende da liberacdo das proteinas
morfogenéticas 0sseas (BMPsene morphogenetic protei®) de outros fatores de crescimento, tais
como fatores de crescimento da insulina (IGF),réstale crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e
fatores de crescimento dos fibroblastos (Ffdffeblast growth factor (Lynchet al.,1999; Lindheet al.,
2005). Os osteoblastos sédo capazes de concengfatofale célcio, participando da mineralizacédo da
matriz e em fase de sintese apresentam carac@sisiira estruturais de células produtoras desjpras

(Junqueira e Carneiro, 2013).



Terminado o periodo de secrecado ativa, os ostdoblashatam-se e transformam-se em células
de revestimento Osselinfiing cell§ ou em ostedcitos, podendo desaparecer do lodaraacdo 6ssea,
provavelmente por apoptose. Asning cellsformam uma camada continua de células achatadas qu
reveste a maior parte da matriz calcificada, sdoase ao longo das superficies do endosteo. Estas
células apresentam capacidade de sintese redseitiy consideradas quiescentes ou de repouso. ,Porém
podem reconverter-se em células osteoblasticaasatiwando devidamente estimuladas, sendo-lhes
atribuido um papel cada vez mais relevante nosepsos de remodelacdo 6ssea (Jedes., 2012;
Titorencuet al.,2014).

Tem sido sugerida a existéncia de uma célula osteloprogenitora que podera se diferenciar
em osteoblasto ou condroblasto, como resposta @epag variagdes das condi¢des locais. De fato, as
células mesenquimatosas indiferenciadas tém aidap@cde se diferenciarem numa grande variedade de
tipos celulares, dependendo do kabitate dos fatores reguladores presentes no meio. Egaeh este
ultimo aspecto, esta hoje perfeitamente demonstrqul® em areas ricamente vascularizadas, a
diferenciacdo das células com potencial osteogéwéio naturalmente, conduzir ao aparecimento de
osteoblastos e de matriz 0ssea. Todavia, em regides a rede capilar ndo esteja suficientemente
desenvolvida (locais mecanicamente instaveis e sgascularizados), existindo uma baixa tensdo de
oxigénio, as células osteoprogenitoras podem @igaondroblastos ou mesmo fibroblastos, situacao

muitas vezes verificada nos processos pouco efiakeeparacao de fraturas (Juelasl., 2012).

2.4.0STEOCITOS

O osteocito € a forma madura do osteoblasto (B&ela, 2012). Sdo células com formato
estrelado, achatadas, que exibem pequena quantilgadeticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de
Golgi pouco desenvolvido e nucleo com cromatinaleasada (Junqueira e Carneiro, 2013).

Estas células encontram-se aprisionadas no intedaomatriz 0ssea mineralizada, ocupando
lacunas das quais partem canaliculos. Cada lacuméns apenas um ostedcito. Dentro dos canalicslos o
prolongamentos destas células, estabelecem comtito®s de jungdes comunicantes, por onde podem
passar pequenas moléculas e ions, de um osteacétputro (Junqueira e Carneiro, 2013), e com as
células na superficie do osso (Bab e Sela, 201s¥e Brranjo permite aos ostedcitos, participarem na
regulacdo da homeostasia do célcio sanguineo,lj@raecarga mecanica e transmitir essa informagéo a
outras células dentro do 0sso (Junqueira e Carrida).

A mineralizacdo da matriz completa a maturacaooogtiea. O ostedcito incorporado na matriz
mineralizada é residente estacionario responsé&ial faoncdo de metabolismo do tecido ésseo (Bab e
Sela, 2012).

Os ostedcitos sdo viaveis por anos, até mesmo agcadquanto 0s osteoblastos vivem apenas

semanas e o0s osteoclastos alguns dias (Bab e28&B),



Ostedcitos enviam sinais tanto para a reabsorcaotgyara formacao 6ssea. Tem sido sugerido,
gue proximo a sua morte enviam sinais que iniciameabsorcdo. Além disso, acredita-se que 0s
ostedcitos atuam como orquestradores, direciondadtv a atividade dos osteoclastos quanto dos

osteoblastos no osso (Bab e Sela, 2012).

2.5.0STEOCLASTOS

Os osteoclastos sao células moveis, gigantes, miclidadas (Bab e Sela, 2012; Judasl.,
2012), e extensamente ramificadas, que se origdefmsao de células da linhagem mondcito-fagocitica
dos tecidos hematopoiéticos (Bab e Sela, 2012a,Ji013), e fazem parte das unidades basicas
multicelulares (BMUs) (Jilka, 2013). Estas célut@sulam no sangue, e deixam a circulacdo, no local
onde sédo requeridas (Jilka, 2013), desempenhanddwmao essencial na remodelacédo e na renovacao
do tecido 6sseo (Judasal.,2012).

Podem ser encontrados nas superficies ésseadpahinente no enddsteo e, ocasionalmente, na
superficie do periosteo. Estas células sdo altarespecializadas nos processos de reabsorcéo kba mat
0ssea, desenvolvendo, para este fim, uma eficamplexa maquinaria (qQue lhes confere caraterisécas
capacidades unicas). A regido 6ssea que sera reasapresenta a forma de uma cripta ou lacuna
recebendo a designacéo de lacunbBloleship(Judast al.,2012).

Estas células reabsorvem 0sso e morrem por apoptrsio a vida média de um osteoclasto cerca
de 12 dias (Jilka, 2013).

O osso reabsorvido comeca a ser substituido poregmige de novos osteoblastos, este processo
demora cerca de trés meses. Durante este proesssteoblastos tornam-se progressivamente mais
planos e amplos; alguns passam a ser consideradus astedcitos, a medida que ficam completamente
envoltos por matriz dssea, outros morrem por ageptdilka, 2013).

A atividade dos osteoclastos € coordenada porim#sce por horménios como a calcitonina,
produzida pela glandula tireéide, e o paratorméséaretado pelas glandulas paratireoides (Hernandez
Gil et al.,2006; Junqueira e Carneiro, 2013).

A reabsorcdo propriamente dita € um processo afttemerganizado e sequencial (ocorre na
lacunaHowship constituido por duas fases consecutivas. A praniise consiste em um processo de
acidificacdo da lacuna (através da producdo deomsdH e anios C), provocando a dissolucdo dos
cristais de hidroxiapatita, constituintes da faseenal da matriz 6ssea. Na segunda fase, ocorre a
degradacdo completa da fase organica por acdo oherosas enzimas proteoliticas (catepsinas e

metaloproteinases da matriz) (Judasl.,2012).



2.6.REMODELACAO OSSEA

A remodelacdo 0ssea é um processo fisiologicop lapte ocorre durante um longo periodo de
tempo (pode durar mais de quatro meses) (Cacdttiai., 2006). O tecido 0sseo perde a integridade
estrutural, a medida que envelhece, sofrendo pocds reabsor¢cdo, realizado pelos osteoclastos, ao
mesmo tempo em que ocorre a sintese de 0sso nelas psteoblastos, processo denominado de
remodelacéo O0ssea (Cacchmtial.,2006; Bab e Sela, 2012; Chehal.,2013; Jilka, 2013). Durante este
processo, 0 0Sso primario é substituido por ossturmaecundario (Cacchiat al.,2006).

O equilibrio entre a atividade dos osteoclastosstoblastos é essencial na regulacdo da
guantidade de reabsor¢éo e deposicdo 6ssea, & fimagter o tamanho, forma e integridade estrutiaral
osso (Chimret al.,2013).

Os processos de reabsorcéao e formacéo denogs sao intimamente ligados, e ocorrem dentso da
chamadas Unidades Basicas Multicelulares (BMUs}, aqaais se encontram presentes osteoclastos,
osteoblastos, vasos sanguineos e tecido conjuidilika, 2013). Os osteoclastos reabsorvem o odbo ve
e danificado, ap0s se fixarem a sua superficiaeA de reabsorgdo é entdo ocupada por osteobtpstos
desempenham papel importante na mineralizacdo é@sdeposicdo de nova matriz 6ssea (Céimal.,
2013).

A angiogénese desempenha papel fundamental duaet®odelacdo, pois 0s vasos sanguineos
fornecem oxigénio, nutrientes, horménios, citocin@sm como células precursoras de osteoblastos e
osteoclastosKanczler e Oreffo, 200&himet al.,2013).

O processo de remodelacdo € rigidamente contrgi@douma grande quantidade de fatores
sistémicos que controlam as atividades celularesdesequilibrio entre o processo de formacao Gssea
reabsorcgédo ir4 conduzir a varias doencas 6sseasxmplo, 0 aumento da reabsorcdo osteoclastica em
relacdo a deposicao, ira resultar em baixa massa@sfragilidade esquelética, que esta assoctada ¢

desordens Osseas tais como a osteoporose e dacReget (Chinet al.,2013).

2.7.REPARO E REGENERACAO OSSEA

O reparo do tecido 6sseo apO6s uma fratura, ou apf¥ocacdo de implantes osseointegrados
reagem biologicamente de forma semelhante. (Pe€tagnoncelli2005).

O osso tem a capacidade Unica de se regenerar siE&senvolvimento de uma cicatriz fibrosa
(Sommerfeldt e Rubin, 208anczler e Oreffo, 2008Fitorencuet al.,2014). O processo de regeneracao
0ssea ocorre aos poucos, incluindo o desenvolvordmtecido de granulacdo e diferenciacao de célula
osteoprogenitoras e osteoblastos, responsaveisipptsicdo de matriz 6ssea primaria (Caccleiodl.,
2006).



A cicatrizacdo 0ssea pode ser dividida em tréstesdriologicos: a fase inflamatoria, a reparativa
e a fase remodeladora. A primeira etapa é caraatkxipela formacdo do coagulo, a segunda pela
construcdo do calo 0sseo e a terceira consistemadelacédo e formacdo de um novo tecido 0sseo de
forma lamelar (Prette Pagnoncelli2005).

O reparo de uma fratura Ossea inclui a coordena@giwarios eventos, como a migracgao,
diferenciacéo e ativacédo de varios tipos celulareecidos. O desenvolvimento de uma microvascaatur
e microcirculacdo é critico para que ocorra honasese regeneracdo do 0sso vikar(czler e Oreffo,
2008) A angiogénese pode regular a formacédo de osso @@vum ambiente estabilizado, através do
fornecimento de fatores osteogénicos para as séitdaco mesenquimais no local da fratura, ou érav
da apresentacdo de células osteoprogenitoras. Bansfio de oxigénio também pode estimular a
formacéo de osso novo (Thompsaral.,2002).

O reparo 6sseo pode ocorrer atraves de duas madedidliferentes, dependendo da estabilidade
mecanica da regido onde foi realizada a fratura €Yual., 2012). Em ambos os casos, células
mesenquimais migram para o local da ferida em stapao aumento local dos niveis de fatores de
crescimento e citocinas. No local da ferida, essdalas podem se diferenciar em condrécitos ou
osteoblastos. A estabilidade mecéanica da regidaeiméia o destino celular. Quando a fratura fica
instavel, um grande molde de cartilagem se formdocal da fratura. Este molde de cartilagem é
substituido por osso para preencher as duas egades fraturadas, ou seja, ocorrendo ossificacdo
endocondral. Ja em fraturas estabilizadas, naofbarecédo de um colar cartilaginoso intermediégio,
nestes casos, as células mesenquimais no locasda Wiferenciam-se diretamente em osteoblastos
(Thompsoret al.,2002), o que ocorre, € uma ossificacao intramenasadentro do peridsteo e enddsteo
(Yu et al., 2012). No entanto, os mecanismos especificos ggelam a transicdo entre esses dois
processos sdo desconhecidos. Ha evidéncias sugepilredo destino da célula estaminal, em resposta ao
ambiente mecanico € controlado geneticamente e ggdalterado. A cartilagem pode ser induzida a se
formar, em fraturas estaveis se a proteina morfdgen 0ssea (BMP) € ativada durante o reparo da
fratura (Yuet al.,2012).

2.8.REGENERACAO OSSEA IN VIVO — DEFEITO OSSEO CRANIANO

Um defeito 6sseo de tamanho critico consiste nooméefeito realizado em uma espécie animal,
gue nao cicatriza espontaneamente durante o tempodd, ou seja, este defeito deve ser grande o
suficiente para que ndo haja cura espontanea (©hcehal., 2006; Coopeet al., 2010; Lansdowne,
2010; Gomes e Fernandes, 2DIMais especificamente, um defeito 6sseo de tamaritico, tem sido
descrito, como um defeito que tenha menos de 10%egkneracdo 0ssea durante o tempo de vida do
animal. Sendo que quando néo for utilizado nenhatenal como preenchimento, o resultado dever ser

a formacéo de tecido conjuntivo fibroso, ao inve®sgso (Lansdowne, 2010).



A cura do defeito deve ser avaliada correlacionandamanho da ferida com o periodo de
reparacao, mas acima de tudo com a qualidade o tesgenerado (Cacchidadt al.,2006).

O modelo em calvaria € muito popular entre os geadares, principalmente devido ao fato, da
estrutura 6ssea da calvaria permitir o estabeletomte um defeito uniforme, reproduzivel, e facitee
avaliado através de analise radiografica e histcddd\ localizagdo anatémica facilita 0 acessorgioo
€ 0 manuseio intra-operatério; a dura-mater e a fwlalizadas acima do defeito criam um suporte
adequado para os materiais implantados, ndo haveswssidade de fixacéo interna ou externa (Gomes
e Fernandes, 2011

A dura-mater desempenha um papel significativouna dos defeitos realizados em calvaria. Esta
parece ser a fonte primaria de células osteogénita®res osteoindutores durante a cura das ferfida
técnicas cirdrgicas que empregam uma trefina maaiizacdo do defeito, podem facilmente danificar ou
destruir a dura-mater subjacente, possivelmenbénithd a cura. Portanto, a cura do defeito realizado
calvaria pode ser influenciada ndo somente pelanaom mas também pela forma que foi criado (Cooper
et al.,2010).

Para a confeccao de um defeito 6sseo de tamarttom cniuitos fatores devem ser considerados,
como a raca e a idade do animal, a localizacacsdo, @ presenca ou auséncia de fixacao cirargica, e
tamanho do defeito a ser realizado (Cacchatdli al., 2006; Lansdowne, 2010). Além disso, a
vascularizacdo da regido, o envolvimento ou ndosde cortical e a presenca de peridsteo, também sao
fatores a serem considerados (Caccleibdl.,2006).

A localizacdo anatdomica de um defeito estat®lidade sdo fatores importantes, pois, as &nsod
musculares, a carga exercida e o grau de mobilidaodem afetar diretamente o resultado final da
regeneracao 0ssea (Cacchatlal.,2006).

Atualmente, varios modelas vivo sdo utilizados para avaliar o processo de regeferdssea, a
interacdo 0sso — biomaterial, e a evidéncia paitddgu fisiolégica de ossificagcdo. Modelos
experimentais podem ser classificados como hef@oa® ou ortotopicos. Modelo heterotdpico, consiste
naquele que o material a ser estudado, é introdymd via subcutanea, intramuscular, intraperitboaa
no mesentério (Gomes e Fernandes, 2011

O modelo ortotépico, consiste naquele em que ormahteser estudado, € introduzido em defeitos
0sseos, realizados em calvaria, ossos longos, ségaie mandibula (Gomes e Fernandes, 2011).

O modelo em calvéria destaca-se como um modelauadegpara avaliar materiais complexos e
engenharia de tecidos, visando a regeneracdo OBspacialmente para a regeneracdo de defeitos

craniofaciais (Gomes e Fernandes, 9011



2.9.BIOMATERIAIS

O desenvolvimento de novas tecnologias, associadavanco humano nas diversas areas do
conhecimento, trouxe muitos beneficios para a dadé de vida da populacéo relacionados a melharia d
saude e do bem-estar. Neste processo, deve-seestagde especial a uma area multidisciplinar que
estuda e desenvolve materiais potencialmente dpkca sistemas biolégicos danificados com finakdad
de auxiliar seu reparo ou substitui-los, denomimedBiomateriais (Limat al.,2011).

Um biomaterial por definicdo € uma substancia cso@acdo de duas ou mais substancias,
farmacologicamente inertes, de origem natural ouésca, utilizadas para substituir, aumentar ou
melhorar, parcial ou integralmente tecidos e org&ddliams, 1987). Tais materiais devem apresentar
propriedades fisicas e biolégicas compativeis ceitecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular um
resposta adequada dos mesmos (Kawathal., 2000). Além disso, devem ser osteocondutores e
susceptiveis a bioabsorcédo osteoclastica para fesnibstituicdo pelo osso do hospedeiro no esgaco
enxerto (Fleckensteiet al.,2006)

Os biomateriais direcionam a forma geral e a ast@uto tecido a ser substituido, promovem a
adeséao celular e subsequente crescimento tecidualtmdo a difusdo de nutrientes e células atraeés
seu arcabouco (Rost al.,2004).

Na odontologia, biomateriais de enxerto 6sseo podem utilizados para 0 aumento ou
reconstru¢cdo do rebordo alveolar, preenchimentodeleitos intradsseos e de alvéolos dentarios,
implantes imediatos apds exodontias, elevacdo doali® do seio maxilar, e tratamento de defeitos

periimplantares (LeGeros, 2002, Murugan e Ramakaisa005).

Os biomateriais podem ser classificados de acooio ¢ seu mecanismo de acdo e origem
(Teixeira, 2009). O mecanismo de acao diz respateuas propriedades biologicas e a interacdo com o
leito receptor. S&o classificados como osteogémjcemdo sdo capazes de promover a formacéo 6ssea
por carregarem consigo células 6sseas; osteoimdutprando sdo capazes de induzir a diferenciagédo de
células mesenquimais indiferenciadas em osteoblaston possibilidade de formacg&do 6ssea ectopica e
osteocondutores quando sua estrutura serve deoagmatou substrato estrutural favoravel para a
migracdo celular e deposicdo Ossea oriunda dasiagiexs$, desta forma, o biomaterial pode ser
gradativamente reabsorvido e simultaneamente $uilstipor novo tecido 6sseo (Urist, 1984, Novaes
Janior.et al., 2000, Urist, 2002).

Com relagdo a sua origem, os biomateriais podenlassificados como autdgenos, homogenos,

xenogenos e aloplasticos (Murugan e Ramakrishr3q)20

Os enxertos autdgenos sdo aqueles obtidos do piigiente, a partir de sitios doadores intra ou

extrabucais. Apresentam melhor previsibilidadeg@ @nsiderados como o “padrdo ouro” por possuirem



propriedades osteogénicas, osteocondutoras e rdtémias. A morbidade pos-operatéria relacionada a
necessidade de coleta de uma area doadora, eweatuaénto de tempo e custos de tratamento devido a
procedimentos realizados em ambiente hospitalar, vistos com alguma resisténcia por parte dos
pacientes e por isso tem sua indicacao redimerdaofignchet al.,1999).

Os homogenos, aldgenos ou aloenxertos sdo obtedosliyiduos da mesma espécie, porém com
diferentes genétipos (Misch e Dietsch, 1993). Oenigt pode provir tanto de cadaveres quanto dessere
vivos que, por diferentes razdes, foram submetmamputacdes terapéuticas (Chiapasco e Romeo,
2007). Os trés tipos de biomateriais homogenos oitaidos na literatura sdo: osso congelado (rareemen
utilizado em funcéo dos riscos de rejeicéo e trassAn de doencas); FDBA (0sso seco e congelado),
DFDBA (osso desmineralizado seco e congelado) €li@ix2009).

Os biomateriais xenégenos, provém de doadores tle@ espécie, como por exemplo, 0 0sso de
origem bovina (Bauer e Muschler, 2000). Sua restsébiomecéanica é similar a do osso humano e
tratamentos adequados para a sua obtencdo podéan mspostas imunologicas ou inflamatérias
adversas (Misch, 2000). A auséncia de proteinatsegura a utilizacdo em humanos, restringindo seu
USO apenas aos aspectos culturais e religiosogséBeal.,2001).

Os materiais aloplasticos séo dispositivos de origmtética. Esses biomateriais ceramicos a base
de fosfato de calcio podem ser porosos, cristaliaosorfos, granulados, porém, sobretudo, devem
garantir a formacéo de ligacdes estaveis com o masfmrmado, com o passar do tempo (Lyrethal.,
1999). Sédo exemplos de bioceramicas as hidroxtapdtiA), fosfato tricalcio e os biovidros (Teiagir
2009).

2.10. BIOCERAMICAS

Atualmente existem inimeros materiais empregadosocnplantes ou enxertos, no entanto,
apresentam limitacbes para seu uso, visto que @ssocclinico de um material de substituicdo 0ssea
depende da sua integracdo com areas do tecido (izaneb al.,2011).

As ceramicas de fosfato de célcio (naturais ouésaats), como a hidroxiapatita ou tricalcio
fosfato (TCPtricalcium-phosphate apresentam biocompatibilidade, osteocondutiadaaliséncia de
toxicidade e permitem o processo de substituicagrpssiva, sendo uma das alternativas mais conouns a
enxerto 6sseo autélogo (padrao ouro) (Galois e Mdjr2004).

Os fosfatos de célcio tém lugar de destaque deaidéato de sua composi¢cdo ser similar a da
matriz 6ssea (LeGeros, 2002) o que favorece a méitteracdo entre o tecido vivo e o material
implantado, tornando possivel a formacdo de umacdig biomaterial - tecido vivo (Oréfice, 2006).
Dentre as ceramicas de fosfato de calcio, a hidpatita (HA) [Cal(POy)s(OH),] € sem duvida a

ceramica mais estudada e a mais utilizada parégnakdédes clinicas (Oréfice, 2006) pois apresenta



maior biocompatibilidade e bioatividade, E um miateesterilizavel, relativamente ndo absorvivel e
possui uma composi¢ao uniforme (Getal, 2000).

Considerada um material aloplastico e, portanttec@endutor, a HA possui a capacidade de
formar um arcabouco para a migracéo de célula®g@gicas e osteogénicas (Fleckenstein, 2006). Entre
as suas indicacdes de uso esta o reparo de debsgess em aplicacdes odontoldgicas e ortopédicas,
aumento de rebordo alveolar, regeneragdo guiad®ai#os ésseos, reconstru¢cdo bucomaxilofacial e
reparo e substituicdo de paredes orbitais (LeG&a&8; Aoki, 1991).

Outro fosfato de calcio de grande importancia caubstituto 6sseo € o TCP cuja formula
estrutural é CAPOy),. O TCP pertence a classe dos materiais biologicsmesabsorviveis e pode
ocorrer em duas diferentes estruturas cristalimasioclinica ¢-TCP) ou romboédricgs{TCP). O TCP
possui um papel importante no processo de bionminacdo 6ssea por ser o precursor direto da apatita
ossea (Elliot, 1994). @-TCP é um material bioativo, atoxico, osteocondetdmiodegradavel, logo, nédo
ha a necessidade de uma segunda operacao cirpagacaemover um dispositivo geTCP, apos a cura
se processar (Dorozhkin, 2009). TCP foi um dos primeiros compostos a ser utilizadmo um
scaffoldpara regeneragéo 6ssea (Szpashil.,2010).

Estruturalmente, a HA é mais parecida com o ossawralado que @3-TCP, no entanto, a HA
possui a propriedade de reabsor¢cdo bem menor da tases-TCP. A velocidade de dissolucéo o
TCP é de 3 a 12 vezes maior que a da HA estequiocmédtso quer dizer que enquanto a hidroxiapatita
implantada permanece no organismo por anos, affdseP é reabsorvida em semanas (Heetlal,
1993). A combinacdo das propriedades destes ddeviaia resulta em uma ceramica bifasica de fosfato
de célcio (HASTCP) reabsorvivel, capaz de desenvolver uma fixdgéativa na interface tecido-
implante (Bouler, 2001; Dorozhkin , 2011). As eBi@as bifasicas sado biologicamente mais ativasaque
HA pura (Yubacet al.,1997).

As bioceramicas, com@ TCP, sulfato de calcio e hidroxiapatita sdo mutttizados em cirurgias
ortopédicas como enxertos 6sseos (Liu e Lun, 2012).

Fosfatos de calcio bifasico sdo misturaspdeCP e HA. Este composito apresenta inUmeras
vantagens. Como urscaffold o f-TCP é reabsorvidan vivo, libera ions de calcio e fosfato no
microambiente e estes ions podem, entdo, seragkil&z para construir 0 0SS0 de Nnovo num processo
equilibrado entre reabsorcdo e formacéo (Szpaskil., 2010). Quando utilizado como um material
osteocondutor, #-TCP tem algumas desvantagens. Suas propriedadsEsices sdo pobres, apresenta
ligeira fragilidade o que o torna incapaz de res#stfadiga, tornando-se suscetivel ao colapsomAlé
disso, apesar de apresentar capacidade de oste@indupouco osteogénico (Liu e Lun, 2012).

A hidroxiapatita proporciona um ambiente favorapara a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos. Ambog-TCP e HA podem promover a formacdo de 0SSO novo.eNt@anto, em
comparacdo com a HA of+TCP isolados, o composite- TCP/HA, leva a formagdo de 0sso mais

rapidamente (Liu e Lun, 2012).



As ceramicas de fosfato de célcio podem ainda redqueecidas com outros tipos de materiais a
fim de superar as desvantagens e melhorar suasigutages fisicas e biolégicas, como a proteina
morfogenética 0ssea-2 (BMP-2), o plasma rico emuatas (PRP), materiais osteogénicos (célula-tronco
mesenquimal [MSC] da medula déssea) e materiaisocmtelutores. Adicionalmente, alguns ions
metélicos também podem ser adicionados para regulagradacdo d&-TCP por ativacdo ou inibi¢cao
da atividade de osteoclastos ou de osteoblastase(lLiun, 2012) ou mesmo ser associados a materiais
mecanicamente mais resistentes, como o niobio (Nb), metal que apresenta baixa toxicidade
(Yamamoto et al, 2004), promove a calcificacdo por células NH@¥HOst — normal human
osteoblasts e estimula a atividade da fosfatase alcalina,importante fator na geragédo de 0sso novo
(Isama e Tsuchiya, 2003; Tansial.,2007).

Os metais tém um merecido destaque no emprego coivstitutos 0sseos devido ao fato de
possuirem excelentes propriedades mecanicas corepagunddulo elastico e resisténcia a fadiga (Park,
2007). Entretanto, esses materiais podem apreseeténrs inconvenientes como rejeicdes bioldgicas,
infeccdes, perda de massa Ossea e deslocamentoteréace osso-implante devido a falta de
compatibilidade estrutural e de superficie (Ber2003). Além disso, essas ligas sao materiais
biotoleraveis, ndo sendo capazes de ligar-se aptésseo. Por outro lado, os materiais bioatizcos)o
as ceramicas de fosfato de calcio criam ligacoéwigas fortes com o tecido 60sseo, mas nao resigtem

altas tensGes mecanicas (Lari@l.,1998; Ramireet al.,2011).

2.11. NIOBIO

O Brasil detém a lideranca na oferta de niébio @eddo mundial, atingindo aproximadamente
93% da producdo mundial (Silva, 1994), estandoeasrvas brasileiras concentradas nos Estados de
Minas Gerais (73,11%), Amazonas (25,42%) e Goi#s{) (Silva, 2001).

Apenas duas empresas respondem pela producédo aladmmminério, do concentrado e dos
produtos finais de niébio: a Companhia Brasilegadineracédo e Metalurgia (CBMM) em Araxa, Minas
Gerais, e a Mineracdo Cataldo de Goias Ltda., erdsGA jazida de Araxa constitui a maior reserva
mundial de nidbio (Silva, 2001).

Uma das mais promissoras aplicacdes do nidbio psade via metalurgia do po (P/M) é o uso
em implantes cirdrgicos. Os materiais metalicosopas biocompativeis possuem uma superficie
especifica elevada que favorece a interagdo daittgptom o osso (Leit al.,2011).

A porosidade de um material varia, de modo gemah a temperatura e o tempo de sinterizacao.
A sinterizacdo em altas temperaturas (~2.000°Cprkobvacuo promove a densificacdo do nidbio. Desse
modo, a porosidade poderia ser controlada de maaksegurar uma superficie especifica elevada para
facilitar a etapa de osteointegracao (Leital.,2011).



O nidbio apresenta afinidade por oxigénio formafamimente o pentdxido de nidbio (Ms).
Esse 6xido é biocompativel, resistente a corrogdmssui 0 grupo funcional Nb — OH em sua superficie
gue induz a nucleacéo de apatita tornando-o bmaeste sentindo, os estudos com®¥ypodem ser
uma alternativa para reducédo dos custos de prodieg@do ao fato de sua sintese ser realizada em
atmosfera de ar, em temperaturas menores que matas. Além disso, o pentdxido de nidbio pode ser
moido junto com a hidroxiapatita. Este processcsipdga a formacdo de reacBes de estado sélido
facilitando as transi¢cdes de fase na formacao almgpaésitos (Nascimentet al.,2011).

No entanto o numero de publicacdes nacionais enaxt@nais explorando a biocompatibilidade

do nidbio ainda é muito menor do que a do titanio.

2.12. OSTEOINDUCAO, OSTEOGENESE, OSTEOCONDUCAO E
OSSEOINTEGRACAO

O potencial regenerativo dos enxertos 6sseos émgml@ por trés mecanismos fundamentais: (a)
deve fornecer uma matriz osteocondutora, que peranihvasdo celular e vascularizagao, (b) fornecer
fatores osteoindutivos, que recrutam e induzeméagas mesenquimais a se diferenciarem em células
formadoras de osso maduro e ou, (c) fornecer ceagteogénicas, contidas no interior do enxerteajss
capazes de produzir nova matriz 6ssea (Miron e g H201.2).

Osteoinducao ocorre quando células mesenquimaierenciadas devidamente estimuladas por
agentes indutores transformam-se em pré-osteoblastoseguida, em osteoblastos, iniciando o process
de osteogénese, e a formacdo de um novo tecido @&Kmekissonet al, 2001; Lindheet al., 2005;
Miron e Zhang, 2012).

Osteogénese consiste na formacgéo e desenvolvirderasso (Lindhet al., 2005), € o processo
associado com a funcéo celular, no qual célulagliégrentes estagios de diferenciacdo sdo recrytadas
ativadas, proliferam e se diferenciam, a fim dedpeir novo tecido 6sseo (Gomes e Fernandes, 2011).
Neste mecanismo, 0s biomateriais sdo capazes deoypeo a formacdo dssea por carregarem consigo
células 6sseas (Lindle al.,2005).

Osteoconducdo consiste no processo pelo qual, wndotevizinho, disponibiliza células
osteogénicas para que exer¢cam seu papel bioldQmmés e Fernandes, 2011).

Na osteoconducdo o biomaterial funciona como umazrfésica ou arcabouco para deposicédo de
novo 0sso oriundo das imediacbes. E caracterizadam processo de crescimento e invasdo de vasos
sanguineos, de tecidos perivasculares e de cé@stasprogenitoras do sitio receptor para o enxerto.
biomaterial € gradativamente reabsorvido e sima#darente substituido por novo tecido 6sseo (Bauer e
Muschler, 2000; Carvalhet al.,2004).

Osseointegracdo € o processo que apresenta ungadixigida e clinicamente assintomatica de

materiais aloplasticos, realizada e sustentadaecdida 6sseo durante as cargas funcionais. Pode ser



dividida em trés estapas, a primeira sendo caraatix pela migracao celular osteogénica, supogalia
tecido de conexdo. A segunda fase consiste na igépode tecido 6sseo através da mineralizacdo da
matriz, e a terceira, consiste na remodelacdo @seador do material. (Pretto e Pagnoncelli, 2005)

O processo de osseointegracao depende previamerstebinducdo e osteoconducédo, que sdo
fendbmenos inter-relacionados, mas néo idénticdsréiktssoret al, 2001).

2.13. OSTEOCALCINA

A osteocalcina, também chamaBlane Gla ProteinBGP), é a mais abundante das proteinas nao
colagenosas do 0sso, constituida por uma Unicaacage46-50 aminoacidos (Chemt al., 1994),
produzida por osteoblastos (Cheet al., 1994; Vieira, 1999; Saraiva & Lazaretti-Castro,020
Nakamuraet al.,, 2009; Yuenet al., 2012; Verbicaroet al., 2013), condrdcitos hipertrofiados e
odontoblastos (Vieira, 1999). Esta proteina € dégues na matriz, onde atua como um sinal especifico
para migracdo e adesdo de osteoclastos, indicamhror 6sseo (Chenet al., 1994; Vieira, 1999;
Verbicaroet al.,2013).

Sua funcdo nédo é clara, podendo servir de loca @gapdsito de cristais de hidroxiapatita. Na
formacdo da matriz 6ssea, cerca de 10 a 40% dacaktma sintetizada € liberada na circulacao (sjei
1999). Possui meia-vida de 5 minutos, sofrendodhslr no figado e depuracédo renal (Saraiva &
Lazaretti-Castro,2002). Apresenta em sua estratésaacidos glutamicos que lhe conferem a capaeidad
de ligar-se ao calcio, fator importante no procetsmnineralizacdo da matriz 0ssea ja formada (&arai
& Lazaretti-Castro,2002)Apesar do fato de ser depositada em quantidagesicitivas na matriz 6ssea,
nao é um marcador de reabsorcdo, pois é totalnumsteuida quando inicia a reabsor¢cdo promovida
pelos osteoclastos (Vieira, 1999). Evidéncias srgeo envolvimento desta proteina na inducédo de
reabsorcdo dssea, através de ensaios realizaddso, 0s quais mostraram que a osteocalcina tem
atividade quimiotatica para células, incluindo matas (cé€lulas precursoras de osteoclastos) (Chenu
al., 1994).

A osteocalcina € um bom marcador ndo invasivo pamdiar a capacidade osteogénica em
estagios iniciais, pois pode ser facilmente medela qualquer perda de células, podendo ser dedectad

antes da mineralizacao (Nakametal.,2009).



3. MATERIAIS E METODO

3.1.0btencéo de hidroxiapatita (HAFCP) e pentoxido de nidbio (MDs)

Para a obtencao da HA-CP, foram utilizados ossos de peixes joviessudoplatystoma corruscans
conhecido popularmente como “pintado”, cedidos pé#lcleo de Pesquisas em Limnologia Ictiologia e
Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa PRUIA-UEM). O processamento dos 0Sso0S,
preparacao e confeccédo das pastilhas foi realinaddepartamento de Fisica da Universidade Estadual
de Maringa.

Primeiramente, os ossos foram limpos em agua quetdagados diversas vezes com escova, para
remover os tecidos moles. Em seguida, o materséhmee foi seco ao ar e calcinado a 900°C durante 8
horas em atmosfera livre, eliminando assim qualgesiduo organico dos 0ssos, restando apenas a fase
mineral dos 0ssos. ApOs este processo, para ag@odile um po nano estruturado,material foi
triturado em almofariz de agata e submetido a muade alta energia a 300rpm durante 8 horas em
moinho Retsch PM 100 (Haan, Alemanha), utilizanelaaso de moagem e esferas de zirconia em razao
de massasfera/massa po igual a 6/1.

O pentoxido de nidbio (NKs) foi produzido a partir do tratamento de cavacesiitbbio metalico
cedidos pela Companhia Brasileira de Metalurgiaieekhcdo (CBMM, Araxd, Brasil). O material foi
tratado termicamente em atmosfera de ar a 1000tQumpa hora e entdo submetido a processo de

moagem para que houvesse a reducéo do tamanhartiasips.

3.2Producao das pastilhas de HA-CP e do compdésito baseado em FEGPNb,Os

Para a producdo das pastilhas do compdsito, osdpssprecursores foram misturados na
proporcéao de 1:1 em volume percentual e moidos emhm de bolas por trés horas em razdo massa
esfera/massa p6 igual a 6/1. Apdés o processo deggeampap material resultante foi compactado
uniaxialmente a 40 MPa, em forma de pastilha, ega@o isostaticamente a 117 MPa.

As pastilhas foram sinterizadas por uma hora aID@Mn atmosfera de ar, obtendo-se no final do
processo, amostras cilindricas com diametro de &mespessura de 1mm. Em seguida, as amostras
sinterizadas foram lixadas com lixas de granulometdO, até atingirem uma espessura de 0.65mm de
espessura, e posteriormente, lavadas em ultrasdhil@QUE — Ultracleaner 14002), por 10 minutos, em
trés etapas: acetona, agua destilada e alcoaloetior fim, as amostras foram armazenadas enaestuf
40°C (Nova Técnica - NT522) e auto clavadas.

Para a producgao das pastilhas de /AAP, usadas como controle, o procedimento realiz@do
semelhante, exceto pelas etapas de mistura e moagem



Apos a sinterizacdo, a pastilha de HREP apresentou 87,61% de HA e 12,39%GdECP. Na
pastilha do compdsito ocorreu a formacéo de tr&ssfaristalinas: CaMBe (35,36%) PNBO,s (17,21%)
e FTCP (47,43%) (Kyiochi Junior, 2013).

Foram utilizadas como molde para a confeccdo dstdhzes calotas cranianas de ratos, com 8 mm
de didmetro e 1 mm de profundidade. O modo de gétedas calotas seré descrito no item procedimento

cirargico.

3.3.Procedimento experimental em animais

O trabalho foi desenvolvido como resultado da pacentre os laboratérios de Histotécnica
Animal, do Departamento de Ciéncias MorfologicasLaboratorio de Estudos Fototérmicos, do
Departamento de Fisica da Universidade Estadulslladimga — UEM.

Foram utilizados ratos Wistar mach&a(tus norvegicysrariedadalbinug, adultos, com 90 dias
de idade, peso corporal entre 250 e 300 g, pronwsalo Biotério Central da Universidade Estadeal d
Maringa. Todos os procedimentos envolvendo o usanifeais foram aprovados pelo Comité de Etica
em experimentacdo Animal da Universidade Estadedaringa (Parecer no 079/2010).

Os animais foram divididos em 2 grupos: (1) Grupotle (positivo) no qual os defeitos foram
preenchidos com a pastilha de HACP; (2) Grupo compadsito, no qual os defeitos fopmeenchidos
com a pastilha do compadsito baseado emHAEP-NBOs .

Os animais foram anestesiados por via intramusadar uma associacdo 1:1 de 0,1ml/100g de
cloridrato de cetamina 10% (Ketamina®, Agener UnBiasilia, Brasil) e 0,1mlI/100g de cloridrato de
xilazina 2% (Rompum®, Bayer AG, Leverkusen, Alemanipos tricotomia da regido da cabeca e anti-
sepsia com iodo topico, realizou-se incisdo trarssvecom bisturi e [amina, da pele até o peridésteo,
regido da calvaria. Os tecidos moles foram afastattbque a area a ser removida fosse visualizada.

Na calvaria de cada animal, foi produzido um deféiseo com 8 mm de didametro (tamanho critico),
e 1mm de profundidade utilizando-se broca do tiepéina (Neodent®, Curitiba, Brasil), montada em
peca-reta (Kavo®, Joinville, Brasil) acoplada amator elétrico cirdrgico (Branemarck System®, Nobel
Biocare, Zurique, Suica) sob rotacdo de 1500 r.pam abundante irrigacdo com soro fisioldgico dstér

Apés o preenchimento dos defeitos, com as pastihestalho foi reaproximado e suturado com
pontos descontinuos de Mononylon 4-0 (Ethicon® SohnUSA) e a regido recebeu aplicacéo topica da

solucéo alcodlica de polivinilpirrolidona iodadanto medida anti-séptica local.



Figura 1. Calvaria de rato Wistar apos a confedgidefeito de tamanho critico (8mm). Em (A) defsim a
pastilha e em (B) a pastilha do biomaterial posiada sobre o defeito.

Os animais foram observados no periodo inicialedaperacao anestésica e em seguida mantidos em
gaiolas individuais em condi¢cdes ambientais apaoias, ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatur
de 20°C, com racgdo especifica para roedores eaaplilaitum No decorrer do periodo experimental foi
realizada avaliacdo clinica, observando-se qualgliteracdo no local em que foi realizada a ciryrgia
assim como antesBde sua morte, observando-ser@mncarou ndo de edema e eritema.

Apbs 7, 15, 30 e 45 dias (n=5 animais/periodo/grup® animais foram mortos por meio da injecao
do triplo da dose anestésica da mistura 1:1 dedcddo de cetamina (Ketamina®, Agener Unido,
Brasilia, Brasil) e cloridrato de xilazina (Rompupayer AG, Leverkusen, Alemanha) em partes iguais.

As amostras da calvaria foram coletadas e procasgada estudo em microscopia de luz.

3.4 Estudo microscoépico

Amostras da calvaria (n=5 animais/periodo/grupejterado os defeitos com as pastilhas foram
fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% poro2dshe descalcificadas em solucdo de Morse (acido
formico 50% e citrato de sodio 20%), durante oitasd As amostras foram divididas ao meio, e
processadas para inclusdo em parafina.

A patrtir do centro da amostra, foram feitos cottassversais, seriados, com 7um de espessura. A
sequéncia seriada dos cortes foi montada em lardifeagntes, de modo que em cada lamina obteve-se
uma sequéncia semi-seriada. Desta forma uma mestméuea poderia ser co-localizada por métodos de
coloracao diferentes. As laminas foram coradas lvematoxilina e eosina (H&E) para avaliagédo geral da
morfologia, com Azan para avaliar o colageno ounauoradas para detectar a osteocalcina nos tecidos.

Para imunocoloracdo, foi utilizado anticorpo primmapoliclonal Osteocalcin produzido em

camundongo (Santa Cruz Biotecnology, Santa CruzA)Eda concentracdo de 1:200, para detectar



osteocalcina nos tecidos. Foi utilizado ka Histostain-Plus Broad SpectruntDAB) (Invitrogen
Corporation, Camarillo, EUA), para revelar a reag@mforme as instru¢des do fabricante.
A analise das laminas em relacédo a positividadesdedo foi realizada em microscopio optico

Nikon® (Eclipse 80i, Shimjuku, Japéo) acoplado coémera de alta resolucdo Nikon® (DS-Filc,
Shimjuku, Japao).



4. RESULTADOS

Os resultados incluem a descricdo da morfologia eamlinocoloracdo com osteocalcina nos tecidos
que participam da regeneracdo dos defeitos 0sse@snnho critico: o periosteo, a dura-mater eidde
marginal ao defeito.

A andlise dos defeitos mostrou que nenhum dos aste&stimulou o desenvolvimento de resposta
inflamatoria ou fibrose em nenhum dos periodoslhd®ivacdo. As margens 6sseas adjacentes ao defeitc
sofreram remodelacdo durante todo o periodo de nagg®. As margens 0sseas cresceram
continuamente, ao longo do tempo, embora esteigresto ndo tenha sido regular ao longo de toda a
circunferéncia.

N&o houve diferenca aparente na intensidade deagdlo imunohistoquimica nos tecidos analisados,
guando comparados cortes histologicos de animaisate e aqueles do grupo compadsito. Entretanto, em
ambos os grupos, nos periodos de observacdo @9 dias as estruturas apresentaram imunocoloragao
mais intensa em relacdo aos demais periodos devabe.

4.1 0bservacédo aos 7 dias

No sétimo dia de regeneracéo, os tecidos de rggmesentaram aspecto geral semelhante, nos
dois grupos estudados.

Houve algum crescimento 0sseo a partir das bordadetkito e algum crescimento aposicional
sobre 0 0sso antigo, em ambos os grupos (Figura 2)

O tecido Osseo localizado na area circunscrita efeitd apresentou importante expressao de
osteocalcina na matriz, em ostedcitos e osteolslastomedula éssea, algumas células contendo gganul
e 0 endotélio dos capilares sanguineos apresemimoocoloracdo, em ambos 0s grupos. Nas areas de
crescimento aposicional esses mesmos elementoseaaem maior intensidade de coloracdo para a
osteocalcina (Figura 2).

Na matriz, no 0SSO0 novo ou no antigo, areas paaradas ou com auséncia de coloracéo,
formadas por osso lamelar se intercalavam com drewms marcadas, de 0osso ndo lamelar (ostedide).
(Figura 2).

Co-localizando cortes imunocorados com osteocaluama cortes sequienciais corados com Azan
observou-se que as areas com maior expressaoabeastna corresponderam aquelas coradas em azul,
por Azan, indicando ai a ocorréncia de osso prond&istas regides apresentaram a matriz com arranjo
irregular. As areas de osso lamelar, que se corararwermelho, com Azan, corresponderam aquelas

com pouca ou nenhuma expressao para osteocalojuagB).



No tecido conjuntivo cicatricial que se desenvollegp abaixo do peridsteo, foram observados
centros de ossificacdo primaria de formato irreguiacundados por um namero de osteoclastos (&igur
3).

Uma caracteristica atipica observada neste pefmdo desenvolvimento de cartilagem hialina
num ponto de inser¢cdo osso-musculo. A cartilagemasaptou condrdcitos hipertrofiados e o conjuntivo
envolvente muito celularizado e com forte expresk&osteocalcina (Figura 4).

4.2 Observacao aos 15 dias

Neste periodo a expressao de osteocalcina foi noenagparado aos 7 dias.

A dura-méater dos animais de ambos os grupos apoesérmacoes 0sseas intramembranosas,
com forma eliptica, localizadas em éareas centraislefeito, sem nenhuma conexdo com as margens
(Figura 5). Essas estruturas apresentaram colopasiiva para osteocalcina na regido mais pecderi

Neste periodo o periésteo e a dura-méter apresemtanaior nimero de centros de ossificacédo
primaria. O tecido ao redor dessas areas possufasntglulas (clastos entre outras) e vasos saegglin
A expressao de osteocalcina ocorreu apenas naneediesses centros. Esta caracteristica foi cidarv
em defeitos de animais de ambos os grupos estu¢iidgosa 6).

Dos cinco animais analisados, no grupo compésitodales apresentou préximo aos centros de
ossificacao primaria, no periosteo, blastemas &sseanorreativos para osteocalcina (Figura 7). @asa
com H&E, estas areas mostravam grande numero dareap algumas células com nucleos picnoticos e
encolhimento citoplasmatico e outras de aspectmalorAs células eram separadas umas das outras por
finos tabiques de matriz aciddfila (Figura 6).

De forma semelhante aos sete dias de observacdoatadz de o0sso lamelar apresentou
imunocoloracdo fraca ou ausente e as areas denos&oou as margens 0sseas distais ao defeito
apresentaram-se mais coradas com osteocalcinari@dtpe apresentou células isoladas, imunocoradas
(Figura 8).

4.3.0bservacédo aos 30 e 45 dias

Aos 30 e 45 dias a morfologia dos tecidos de refoaisemelhante.

Nestes periodos o peridésteo apresentou-se hematicegja, com uma grande quantidade de
hemacias entre suas fibras (Figuras 9B e 10A)

Aos trinta dias as formacdes de tecido 6sseo pionidiam mais frequentes nos animais do grupo

compaosito (Figura 9C). Aos 45 dias de observac&aagpum animal deste grupo apresentou tal estrutura



Do ponto de vista morfolégico, o reparo nos defeppoeenchidos com o compadsito apresentou
caracteristicas de maior atividade, caracterizadar@iores areas de remodelagédo da matriz e rofiartr
das células 6sseas (Figuras 9D, E, F e 11C).

Aos 30 dias, no grupo composito, o tecido 0sseoagesceu por baixo da pastilha apresentou
areas de matriz basofila e células hipertroficasaateristicas de cartilagem hialina (Figura 9D).

Os cortes corados com H&E mostraram que as ma@geseas continuaram crescendo ao longo
do tempo. Aos 45 dias, em alguns casos, as maggangescimento alcancaram as formacdes Osseas
intramembranosas fechando quase completamentdeitodg€Figuras 11A, B).

Nestes periodos, as regides onde ha maior exprdssisteocalcina, sdo aquelas mais distantes ao
defeito que apresentam matriz ndo lamelar. Céligaladas imunocoradas com osteocalcina foram

identificadas na medula éssea, no periosteo eamboteonjuntivo frouxo (Figuras 10D e 11D).



Figura 2. Fotomicrografia de defeito 6sseo de tdmagritico na calvaria de ratos sete dias apés o
preenchimento com HATCP (hidroxiapatita beta-fosfato tricélcio) (A) enspdsito baseado em HA-
STCP-NkOs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio — pentéxide nidbio) (B, C e D). Nota-se em (A),
area de crescimento 6sseo aposicional (*) sobreso antigo (**) e regido de remodelacdo 6ssea)(seta
distal ao defeito, com forte expressao de osteim@al&Em (B e D), observa-se areas de 0sso naodamel
(*), com maior expressao de osteocalcina, areassie lamelar (cabeca de seta) com pouca ou henhuma
expressao, além de forte marcacédo no endotélitacdpeta), no interior de um canal de Volkman. Em
(C), observa-se células osteoprogenitoras (cabesatd) imunocoradas. Aumento original: 4X (A), 20X
(B, C), 40X (D). Imunohistoquimica para osteocacin



Figura 3. Fotomicrografia de defeito 0sseo de tdroarritico na calvaria de ratos sete dias apds o
preenchimento com HATCP (hidroxiapatita beta-fosfato tricalcio) (B, B) e compdsito baseado em
HA-STCP-NkOs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio — pentoxide niébio) (A). Em (A), observa-se a
presenca de linha de crescimento (*) indicando &pdo 6ssea aposicional (tracejado). Em (B), unia vis
panoramica da margem 0ssea localizada ao ladofdibod®bservar o tecido conjuntivo frouxo continuo
com o periosteo e a matriz 6ssea antiga (vermellwpstedide (azul); area em evidéncia com cemtro d
ossificacdo primaria (ver maior aumento em D). ED), (nota-se formacdo Ossea aposicional com
ostedcitos hipertréficos (cabeca de seta) mergokhach ostedide (azul) e areas de remodelacao @G¥sea
com osso antigo (vermelho). Em (D), centro de mssjfio primario (*), circundado por osteoclastos
(cabeca de seta). Aumento original: 4X (B), 20X @)X (A, D). H&E (A), Azan (B, C, D).



Figura 4. Fotomicrografia de defeito 0sseo de tdroarritico na calvaria de ratos sete dias apds o
preenchimento com HATCP (hidroxiapatita beta-fosfato tricalcio). Now-em (A, B e C), area de
cartilagem hialina com condrécitos hipertrofiadts Em (A) conjuntivo envolvente muito celularizado
com forte expressdo de osteocalcina (cabeca de Aetaento Original: 20X. Osteocalcina (A), H&E

(B), Azan (C).



Figura 5. Fotomicrografia de defeito 6sseo de tdroaritico na calvaria de ratos quinze dias apos o
preenchimento com o compdésito baseado empABP-NkOs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio —
pentéxido de nidbio). Em (A) vista panoramica dageen 6ssea em crescimento (*). Em (B) formacéao
0ssea intramembranosa (*) na dura-mater, com cgdorpositiva para osteocalcina. Em (C), area de
formacao O0ssea intramembranosa (*). Notar o cowlia¢éto do tecido 6sseo com o compadsito (cabeca de
seta). Em (D), detalhe de uma &rea de remodelagEa @om ostedcitos hipertroficos (cabeca de seta).
Aumento original: 4X (A) 10X (B), 20X (C), 40X (DH&E (A,C, D) e Osteocalcina (B).



Figura 6. Fotomicrografia de defeito 6sseo de tdmasritico na calvaria de ratos quinze dias apés o
preenchimento com o compdésito baseado empHBP-NOs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio —
pentéxido de nidbio). Observar formagfes de tedskkeo primario (cabeca de seta) e no detalhe um
blastema 6sseo, corados com osteocalcina (A) e B&EEm (C) no maior aumento do detalhe observar
a presenca de capilares (seta), células com nuplenéticos (cabeca de seta) entremeados por finos
tabiques de matriz aciddéfila (*). Em (D), um detatlo centro de ossificacao primario (*), circundado
osteoclastos (cabeca de seta). Aumento origina{: (20 B), 100X (C), 40X (D). Osteocalcina (A) e
H&E (B, C, D).



Figura 7. Fotomicrografia de defeito 6ésseo de tdroaritico na calvaria de ratos quinze dias apos o
preenchimento com o compdésito baseado empABP-NkOs. (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio —
pentéxido de niébio). Em (A) uma vista panorandoadefeito mostrando a localizagcéo distal a margem
do defeito do blastema 6sseo (em destaque) imaiwoepara osteocalcina. Em (B) e (C), detalhe do
blastema 6sseo. Aumento original: 2X (A), 4X (A)OX (C). Imunohistoquimica para osteocalcina.
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Figura 8. Fotomicrografia de defeito 0sseo de tdmoasritico na calvaria de ratos quinze dias apos o
preenchimento com o compdsito baseado empABP-NROs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio —

pentdxido de nidbio). Em (A) area de remodela¢c@easnotar matriz ndo lamelar com maior expressao
de osteocalcina (*) do que a matriz lamelar. Emd@ylas imunocoradas no peridsteo (cabeca de seta)
Em (C) no destaque e (D) (cabeca de seta), céhgtsoprogenitoras marcadas na medula Ossea.

Aumento original: 10X (A, B e C), 100X (D). Imundacacéo para osteocalcina.
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Figura 9 Fovtomicrografia de defeito 6sseo de tdho critico na calvaria de ratos trinta dias apos o
preenchimento com HATCP (hidroxiapatita beta-fosfato tricélcio) (B) entposito baseado em HA-
STCP-NOs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio — pentdxide niobio) (A, C, D, E, F). Em (A)
observar a reducédo do tecido conjuntivo sub-pedperal (*) e a presenca de centros de ossificagéo
primaria (seta). Em (B), observa-se no periosteandge quantidade de vasos hiperémicos (setas) e de
hemacias localizadas entre as fibras de colageandgpeo hemaético) (*). Em (C), observar uma
formacdo Ossea intramembranosa com osso madurogle) e imaturo (azul) (cabeca de seta). Em (D),
areas de matriz basofila e células hipertroficase(ft meio ao tecido 6sseo neoformado. Em (E), oegid
de remodelacdo 6ssea com marcacdo mais intensagiamcalcina com detalhe em evidéncia em (F)
onde é possivel observar a hipertrofia dos os@®H¢f). Aumento original: 4X (E), 10X (A, C), 20>8(

D, F). H&E (A, B, D), Azan (C), Osteocalcina (E, F)



Figura 1(0. Fotomicrografia do defeito 6sseo de teéo crittico produzido na calvaria de ratos trintsd
apos o preenchimento com HACP (hidroxiapatita beta-fosfato tricalcio). Em (Apservar a grande
guantidade de hemacias (*) na dura mater, e a ngasde osteoclastos (seta). Em (B), area de
remodelacdo 6ssea (*), observar a mesma regia@€gnedm marcacao para osteocalcina. Em (D), nota-
se a presenca de células no peridsteo (cabecéajersgcadas com osteocalcina. Aumento originat 10
(B, C, D), 40X (A). H&E (A, B), Osteocalcina (C, D)
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Figura 111. Fotomicrografia do defeito de tamanhtico produzido na calvaria de ratos quarenta eccin
dias apos o preenchimento do defeito com AAP (hidroxiapatita beta-fosfato tricalcio) (A, B,
compésito baseado em HA-CP-NkOs (hidroxiapatita beta- fosfato tricalcio — pentoxide nidbio) (C,

D). Em (A e B) observar ossificacdo intramembrar(®séchando os defeitos. Em (C) maior expresséo
de osteocalcina em area de hipertrofia dos osteH¢it) e em (D), observar area de crescimento
aposicional e células (cabeca de seta) na medulmeAto original: 2X (D), 4X (A,D), 10X (B).
Osteocalcina (C, D), H&E (A, B).



5. DISCUSSAO

Neste estudo, o modelo ortotdpico de defeito deatdnm critico em calvaria de ratos foi usado
com a finalidade de avaliar os tecidos de regeBerapds o implante do compdsito baseado em
hidroxiapatitag-fosfato tricalcio (HASTCP) - pentdxido de nidbio (NOs), na forma de pastilha. A
morfologia e a expressao de osteocalcina no pedpsta dura-mater e no tecido 6sseo remanescente
foram avaliados nos periodos de 7, 15, 30 e 45agiés a confeccdo do defeito.

No controle positivo do experimento os defeitosamor preenchidos com pastilhas de
hidroxiapatita (Ca(POy)s(OH)) pura, natural, obtidas de peixes jovens, contghdosfato tricalcio g-

TCP) (Ca(PQy),) e elementos como M K*, Na, SO (Lacerda, 2005), ausentes na maioria das
hidroxiapatitas sintéticas. A pastilha controleesentou 12,39% deTCP e 87,61% de HA (Bonadio,
2011). As propriedades de biocompatibilidade, tin@ade e atividade osteocondutora descritas para
HA sintética (Galois e Mainard, 2004; Liu e Lun12) foram constatadas nesta HA natural, visto que
nos defeitos controle ndo houve resposta inflansaos tecidos apresentaram-se muito celularizados
vascularizados (Kyiochi Junior, 2013). Neste estaldmnonstramos que a HA natural apresentou
atividade osteoindutora, como ja demonstrado paia aintética (Szpalsket al., 2010). Nenhuma das
pastilhas havia sido completamente reabsorvidénabdo experimento.

A hidroxiapatita (HA) pura € reabsorvida muito Ementen vivo- 1 a 2% ao ano; apresenta alta
fragilidade e propriedades mecéanicas pobres. (atfmgficalcio (TCP) isoladamente sofre reabsorcéo
mais rapida (Liu e Lun, 2012), via dissolucdo egfnantacdo (Constantino e Friedman, 1994). As
ceramicas de fosfato de calcio bifasico constitigdia HA e TCP tem mostrado melhor bioperformance
no corpo vivo do que a hidroxiapatita pura ou o T@Ro (Yubaoet al., 1994; Liu e Lun, 2012).
Individualmente estas duas substancias apresentas ropriedades: HA proporciona um ambiente
favoravel para a proliferacédo e diferenciacdo dsieablastos; TCP fornece ions célcio e fosforaste
para diferenciacdo e a maturacdo dos osteoblastis)s sdo capazes de estimular a formacéo de 0ssc
novo. Entretanto, quando estas duas substanciasséaciadas formando HA-TCP, também denominado
fosfato de célcio bifasico (BCP), podem produzsmsovo em menos tempo (Liu e Lun, 2012).

A ceramica bifasica é biologicamente mais ativa gudA pura. A HA presente nos 0ssos é
pouco cristalina, ndo estequiométrica e contém agmporada na rede cristalina. Quando a HA contém
a fasefTCP se torna mais parecida com a HA mineral enadatem 0ssos, podendo ser esta a razao pela
qual apresenta desempenho superior na formacaovibetecido 6sseo (Yubaat al.,1997). A principal
desvantagem da HATCP é que quando sdo empregadas como arcaboucomgém frageis e

reabsorvidas muito lentamente (Szpalski et al.p201



Com a finalidade de produzir um compdsito maisstesie e com as propriedades benéficas do
HA-STCP foi desenvolvido um compasito trifasico elalslorpela mistura de HATCP extraida de ossos
do peixe pintadoRseudoplatystoma corruscargm o pentdxido de nidbio (NDs) na proporcao 1:1. O
composito, constituido por oxido de fosforo niofFINKLO,s), Oxido de calcio nidbio (CaNBs) e STCP
[Cas(POy)2], resultou em um produto biocompativel, bioativ668 mais resistente do que a UACP
pura (Kyiochi Junior, 2013). A propor¢cdo @g&CP no composito foi cerca de 47,43%. Esta elevada
proporcao pode ter sido devido a decomposicao dimxapatita que ndo reagiu com o pentoxido de
niébio, ja que este foi totalmente consumido nenfyédo das fases Cajl € PNRO2s.

J& foi demonstrado que compdsitos a base de nibloR? e HA aumentam significantemente a
atividade da fosfatase alcalina e a calcificagdoosteoblastos humanas vitro, sendo a quantidade de
tecido calcificado diretamente proporcional a comegdo de ions nidbio dissolvidos no meio e
derivados do material testado, podendo este seridmyado efetivo para o reparo 6sseo (Lenal.,
2011).

Um defeito 6sseo de tamanho critico, por definig@msiste no menor defeito ésseo que néo
cicatriza espontaneamente durante o tempo de d@danonal, ou seja, este defeito deve ser grande o
suficiente para que néo haja cura espontanea (&chrhiollinger, 1986; Cacchiadit al.,2006; Coopeet
al., 2010; Lansdowne, 2010; Gomes e Fernandes,)28%fe modelo € um dos mais empregados para o
estudo dos biomateriais porque permite o estalpedetd de um defeito uniforme, reproduzivel e
facilmente avaliado por meio de andlise radiogaaéchistologica. Sua localizacdo anatémica faailita
acesso cirurgico e 0 manuseio intra-operatorioyra-thater e a pele que se localizam respectivamente
abaixo e acima do defeito, criam um suporte ademymdta os materiais implantados, ndo havendo
necessidade de fixagdo interna ou externa (Gorkesnandes, 20)1

A cura do defeito deve ser avaliada correlacionas®lo tamanho da ferida com o tempo de
reparacao, mas acima de tudo com a qualidade o tesgenerado (Cacchidadt al.,2006).

Neste estudo os tecidos de regeneracao dos dgfegmischidos com as pastilhas controle e com o
compdsito mostraram-se muito ativos em todos deges analisados. Do ponto da resposta regenerativa
os resultados observados anteriormente, (Kiyoahiodu2013) e neste estudo foram muito promissores.
Nenhum dos defeitos, com qualquer dos biomateriaigresentou resposta inflamatoria ou
desenvolvimento de fibrose. A microporosidade ingpedpenetracdo de vasos e células para o interior
do compdsito de forma que interface biomateriaboapresentou um tecido muito vascularizado e
celularizado. Depdsitos de matriz éssea diretameatsuperficie dos biomateriais foram identificados
por meio de microscopia optica e microscopia ehétgdde varredura (MEV) (Kyiochi Junior, 2013).

O crescimento 0sseo esperado, a partir das madgedsfeito, ocorreu ao longo do periodo de
estudo. As pastilhas ndo foram fixadas ao defés@m encaixadas na cavidade e estabilizadas pelo
periésteo e pela pele que apdés serem rebatido®gawcedimento cirdrgico, foram reposicionadoss Ao

45 dias de observacao alguns animais apresentafmitod quase completamente regenerados e outros



com menor grau de regeneragido. E possivel quens8et musculares, a carga exercida e o grau de
mobilidade tenham influenciado o resultado da regegéo (Cacchiolet al., 2006). Neste aspecto, a
observacdo de formacédo de cartilagem hialina ontlss dhavia 0sso, num ponto de inser¢cdo muscular,
mereceu destaque neste trabalho. Tem sido sugeed#sténcia de uma célula osteocondroprogenitora
gue pode se diferenciar em osteoblasto ou conditohbl@omo resposta a pequenas variagcdes das
condicdes locais. De fato, as células mesenquimatasdiferenciadas tém a capacidade de se
diferenciarem numa grande variedade de tipos cekjladependendo do sdwabitat e dos fatores

reguladores presentes no meio (Juetasd, 2012).

Para avaliar o potencial osteoindutor do composi®,tecidos de reparo localizados mais
distalmente ao defeito foram analisados, levanderseconta a elevada bioatividade ja estudada na
interface osso-biomaterial (Kyiochi, 2013) e alifgeencia dos fatores mecanicos. Para tanto, sequare
possivel, a morfologia foi estudada em cortes desigdentificando e co-localizando as areas poo mei
técnicas de coloracao diferentes: hematoxilinasenaqH&E), Azan e imunocoloracdo com osteocalcina.

A coloragcao imunohistoquimica € especifica e, motalimitante do ponto de vista do estudo
morfolégico. Por meio desta técnica, a expressaostiEocalcina foi detectada em células e na matriz
extracelular. A coloragdo com Azan permitiu difei@n a matriz 6ssea antiga (corada em vermelho)
daquela neo-formada (corada em azul) e consequentenidentificar as areas de formacédo e
remodelacédo 6ssea. A coloracdo com H&E complemeamgaanalises, orientando quanto a identificacao
de células e componentes da matriz extracelular.

Neste estudo, obtivemos dois indicios importamtesjue as pastilhas do compédsiterceram um
efeito osteoindutodurante o reparo 0sseo. No 15° dia de observaci@w-se o desenvolvimento de
formacbes Osseas intramembranosas no tecido cwoju dura-mater, abaixo da pastilha, em areas
independentes das margens do defeito. A dura-ndésgmpenha um papel significativo na cura dos
defeitos realizados em calvaria visto que parecers@ fonte primaria de células osteogénicas edsto
osteoindutores durante a cura das feridas (Coetaal., 2004; Cooperet al., 2010). Por sua vez,
osteoinducao implica no recrutamento de célulasuraa que sao estimuladas a se diferenciarem em pré
osteoblastos (Albrektssaet al, 2001; Lindheet al., 2005; Miron e Zhang, 2012). Em uma situagédo de
cicatrizacdo O6ssea, tal como uma fratura, a maatepda cicatrizacdo Ossea é dependente da
osteoinducdo (Albrektsson e Johansson, 2001). rRortaste resultado sugere que a ossificacdo
intramembranosa ocorreu por osteoinducdo. Essa anesmracteristica foi observada nos defeitos

controle.

A segunda evidéncia, também aos 15 dias, foi obdanapenas no periésteo dos defeitos
preenchidos com o compdésito: grupos de célulasdaecanadas para osteocalcina com organizacao tal que
se assemelhavam a blastemas 0sseos. A andlis®rties seriados corados com H&E apontam para a

formacdo de centros de ossificacdo primaria arpdos blastemas. Portanto, estes resultados sugerem



gue além de apresentar potencial osteoindutormpésito apresentou potencial para induzir a formaca
0ssea no tecido conjuntivo, em locais mais distadsgjuele da regeneracdo. A ocorréncia de células
isoladas imunorreativas para osteocalcina ha merbsiea e no peridésteo e também a forte marcacao nas
células endoteliais da medula reforcam sua capdeidaste biomaterial estimular a diferenciacdo de

células mesenquimais e portanto o seu potendbioslutor.

Desta forma, este conjunto de caracteristicas mdgiftas descritas no 15° dia sugerem a hipétese
de que células osteoprogenitoras provenientes duleméssea, induzidas pelos biomateriais teriam se
diferenciado em osteoblastos no tecido conjuntiwdeoiniciaram o processo de formacgédo Ossea, visto

gue nédo foram capazes de migrar para o interitmi@oaterial em funcédo da sua microporosidade.

As células osteogénicas secretam osteocalcina camomarcador para a diferenciacdo e
maturacdo dos osteoblastos (Nakametral, 2009). A imunocoloracdo negativa para osteocaloma
interior dos centros de ossificagdo primaria sugemie o processo de mineralizagdo esta em curgo, vis
gue a osteocalcina age como um regulador negatiiorchacdo 6ssea, ou seja, as células osteogénicas
devem produzir e secretar a proteina antes da atireegdo (Nakamurat al., 2009). A auséncia de um
arcabouco para dar suporte ao 0sso justificarr@sepca do grande niumero de osteoclastos reabdorven

a matriz neo formada.

A imunocoloracdo por osteocalcina foi mais inteasa7° e 30° dias de reparo. O padrédo de
imunocoloragdo foi semelhante para os tecidos dgsog controle e compdésito. Nao foi possivel fazer
uma relacdo entre a frequéncia de imunocoloracdpacoomposi¢do quimica das pastilhas. As areas de
tecido 0sseo mais coradas foram aquelas que afaem®na matriz mais irregular e que apareciam
coradas em azul com Azan, indicando serem aregselelagao.

Aos 45 dias no osso velho, em pontos mais distadtesdefeito, havia muitas areas de
remodelacdo, com intensa marcacdo para osteocalEstas areas provavelmente estavam sob a
influéncia da desestabilizacdo da calvaria, apd®céo de parte da calota craniana. Além dissop®sutr
fatores como a colocacédo do implante na forma g¢a peica somado a lenta reabsorcdo das pastilhas e
ao acréscimo continuado de 0sso novo devem teogadwoconstantes mudangas nas tensées musculares
e no grau de mobilidade dos ossos remanescergaiarelo em remodelagdo constante

Os resultados deste estudo mostram que o compeésiiltante da associacao da BAEP com o
Nb,Os além de biocompativel, bioativo e osteocondutoma ja avaliado em estudo anterior, possui
também a propriedade osteoindutora, demonstraraitanpo, ser um biomaterial promissor para atuar

como substituto dsseo.



6. CONCLUSAO

Concluimos que o compoésito baseado em/HAP-NROs apresentou propriedade osteoindutora
porque foi capaz de estimular ossificacdo intranramdsa na dura-mater e induzir a formacédo de

blastemas dsseos e centros de ossificagdo prin@pariosteo.
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