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Resumo

Para o desenvolvimento de arcabougos de biomateriais com 6timo desempenho no
reparo Osseo, ¢ extremamente importante compreender a interacdo células
osteogénicas-escafolde. A hidroxiapatita (HAp) ¢ um dos materiais que apresenta
maior biocompatibilidade e bioatividade mas tem a desvantagem de ndo oferecer
resistencia a pressdo; entretanto a HAp pode ser enriquecida com outros tipos de
materiais mais resistentes como o nidbio (Nb), na forma de pentdéxido de nidbio,
formando um composito hidroxiapatita-pentoxido de nidbio (FHAp-Nb). O pentoxido
de Nb ¢ um oxido biocompativel, resistente a corrosdo e capaz de nuclear-se com a
apatita, tornando-se bioativo. Temos avaliado a interface biomaterial-compo6sito do
ponto de vista morfologico e fisico-quimico e os resultados tem demonstrado que o
compdsito apresenta as mesmas caracteristicas de bioatividade da hidroxiapatita com a
vantagem de ter maior dureza e resisténcia do niobio. Entretanto ndo foi possivel
avaliar a osseointegracdo com o compdsito uma vez que este foi manufaturado com
poros na ordem de nanometros. Desta forma, a presente proposta teve como objetivo
avaliar a interagdo do composito, na forma de arcabougo, com o tecido 6sseo no
processo de regeneracdo de defeitos de tamanho critico na calvaria de ratos. Na
calvéria de ratos Wistar foi confeccionado um defeito de 8mm de didmetro que foi
preenchido com um arcabougo na forma de pastilha de SHAp-Nb  (grupo
experimental) ou fHAp (grupo controle). Os animais foram mortos 15, 30, 45 e 90
dias ap6s a colocacdo das pastilhas e as amostras da calvaria foram coletadas. Para o
estudo histologico as amostras foram fixadas em paraformaldeido 4% e processadas
para inclusdo em parafina para realizagdo de cortes histologicos que foram corados
com H&E, pelo tricomico de Mallory e técnica de Verhoeff. Foi realizada analise da
fosfatase alcalina plasméatica como um marcador da formacao 6ssea. Também foram
realizadas andlises fisico-quimicas: difratometria de raios X, para identificar a
estrutura cristalina das amostras, microscopia eletronica de varredura (MEV) para
avaliar a microestrutura do material e, teste de microdureza de Vickers a fim de avaliar
a resisténcia superficial do material. As pastilhas de fHAp e do compdsito
apresentaram poros que variaram entre 100 e 250um. A temperatura de sinterizacao
foi de 1080°C. A composicao quimica das pastilhas de SHAp foi, 87,61% de HA e
12,4% de p-TCP. Na pastilha do composito houve a formacao de trés fases cristalinas:
CaNb,Os (33,36%), PNboO»s (17,21%) e S-TCP (47,43%). Aos 15 dias de observacao
muitos poros apresentaram-se preenchidos por tecido conjuntivo. Ao menos um
capilar de luz ampla/poro foi observado, em ambos os grupos. No grupo fHAp, ao
redor do capilar, o tecido conjuntivo apresentou uma matriz mais homogénea e
acidofila, sendo circunscrita por um tecido conjuntivo mais frouxo e celularizado.
Diversos poros apresentaram muitas hemdceas fora do limite dos vasos. Nas pastilhas
de composito, alguns poros apresentaram-se parcialmente preenchidos por matriz
Ossea, com ostedcitos em seu interior. Os poros mais distantes da margem
apresentaram-se preenchidos por uma matriz mais basofilica enquanto aqueles mais
proximos a margem onde havia osso neoformado, apresentaram uma matriz mais
acidofila. Apos 30 e 45 dias de reparo, um niimero maior de poros apresentou
desenvolvimento de tecido dsseo em seu interior, em ambos os grupos. Aos 90 dias de
avaliagdo ambos os grupos apresentaram os poros preenchidos quase que em sua
totalidade por uma matriz mais madura, ou por tecido Osseo. Nao houve
desenvolvimento de fibrose em nenhum dos periodos estudados. A observacdo da
interface osso-biomaterial demonstrou que houve osseointegracdo. Concluimos que a
pastilhas do composito baseado em FHAp-Nb com porosidade de 100 a 250um atuou
como arcabouco possibilitando a penetragdo de vasos sanguineos e células



osteogénicas. Houve deposicao de tecido dsseo no interior dos poros, sem formagao de
capsula fibrosa e portanto houve osseointegracao.

Palavras-chave: osseointegracdo, composito hidroxiapatita-pentéxido de nidbio,
arcabouco.



Abstract

For developing biomaterials with optimal performance in bone repair, it is extremely
important to understand the interaction osteogenic cells-framework. The
hydroxyapatite (HAP) is a material which has high biocompatibility and bioactivity
but has the disadvantage of not offering resistance to pressure; However HA may be
supplemented with other more resistant materials such as niobium (Nb) in the form of
niobium pentoxide, forming a hydroxyapatite-niobium pentoxide composite (FHAp-
Nb). Pentoxide Nb is a bicompatible oxide, corrosion resistant and able to be nuclear
biocompatible oxide with apatite, becoming bioactive. Our group is evaluating the
composite biomaterial-interface point of morphological and physico-chemically and
the results have shown that the composite has the same characteristics of bioactivity of
hydroxyapatite with the advantage of higher hardness and resistance of niobium.
However it was not possible to evaluate the osseointegration with the composite once
it has been manufactured having pores on the order of nanometers. Thus, this proposal
aims to evaluate the interaction of the composite, as scafoldd, with bone tissue
regeneration in critical-size defects in rat calvaria process. In calvaria of Wistar rats
was made a defect 8mm in diameter that was filled with a scaffold in tablet form
PHADP-ND (experimental group) or SHAp (control group). The animals were killed 15,
30, 45 and 90 days after placement of the pads and samples were collected from
calvaria. For histological analysis the samples were fixed in 4% paraformaldehyde and
processed for paraffin embedding for performing histological sections were stained
with H & E and by Mallory trichomic and Verhoeff technique. Alkaline phosphatase
analysis was performed as a marker of bone formation. Physical and chemical
analyzes were also performed: X-ray diffraction to identify the crystalline structure of
the samples, scanning electron microscopy (SEM) to evaluate the microstructure of the
material. The tablets fHAp and the composite had pores ranging between 100 and
250um. The sintering temperature was 1080 °C. The chemical composition of the
tablets of fHAp was, 87.61% of HA and 12.4% of B-TCP. On the composite insert
was the formation of three crystalline phases: CaNb,O6 (33.36%), PNb9025 (17.21%)
and B-TCP (47.43%). After 15 days of observation presented many pores filled by
connective tissue. At least one capillary wide / light pore was observed in both groups.
In FHAp group around the capillary, the connective tissue showed a more
homogeneous and acidophilic matrix, being circumscribed by a looser and cellularized
connective tissue. Several pores showed many red blood cells outside the boundary of
the vessels. In the composite pellets, some pores were presented partially filled by
bone matrix with osteocytes inside. The farthest edge of the pores presented
themselves filled by a more basophilic matrix while those closest to the shore where
there was newly formed bone showed a more acidophilic matrix. After 30 and 45 days
of repair, a greater number of pores showed development of bone tissue inside it, in
both groups. At 90 days of evaluation both groups presented almost in its entirety by a
more mature matrix, more acidophilus filled pores. The morphological characteristics
of connective tissue intra-pores give evidence that the stimulus for the development of
the matrix by osteoblasts may have been influenced by the chemical composition of
the framework. We conclude that the composite pellets based on fHAp-Nb with
porosity of 100 to 250pum acted as a scaffold allowing the penetration of blood vessels
and osteogenic cells. Bone tissue was deposited within the pores, without the
formation of fibrous capsule and thus there osseointegration.

Keywords: osseointegration, hydroxyapatite composite-niobium pentoxide, scaffold.
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1. Introducao

A perda de tecidos decorrente de trauma ou doenga resulta em sobrecarga
socioecondmica ¢ em perda de qualidade de vida para as pessoas, sendo
funcionalmente debilitante (Szapalski et al., 2010; Conz et al., 2011).Nas ultimas
décadas um grande progresso foi feito no desenvolvimento de materiais que sao
indispensaveis nas areas da saude. Esses “biomateriais” incluem proéteses, lentes,
enxertos, stents, cateteres, tubos de circulagdo extra-corporea e arcabougos (scaffolds),
empregados na engenharia de tecidos, cujo avanco € hoje fundamental para o exercicio
da medicina regenerativa.

O mercado potencial de produtos, como pele, osso, cartilagem, etc,
desenvolvidos via engenharia de tecidos, ¢ estimado em cerca de 100 bilhdes de
dolares ao ano e representa uma alternativa de tratamento para o uso clinico
(Bhumiratana et al., 2011). Segundo Soares et al., 2005, no Brasil, os gastos do
Sistema Unico de Saude com ortopedia totalizaram cerca de R$60 milhdes no ano. A
regeneragdo completa do osso e reestabelecimento de sua func¢do torna-se uma
promessa e de grande interesse comercial mundial (Zambuzzi et al., 2009).

Materiais metalicos como o aco inoxidavel austenitico, cromo-cobalto, titanio e
suas ligas possuem propriedades mecanicas adequadas para uso em implantes e sdo
usados rotineiramente na restauragdo de estruturas anatOmicas; entretanto sdo
suscetiveis a degradacdo quimica e eletroquimica (Nascimento, 2009).

Uma liga metdlica ideal para implantes deve apresentar baixo moédulo de
elasticidade, baixa densidade, excelente resisténcia mecanica, alta resisténcia a
corrosdo, conformabilidade de acordo com a fun¢do mecanica no organismo e nao
deve conter elementos toxicos. Dentre os metais usados para implante, o que mais
resiste a todos os tipos de corrosdo ¢ o titdnio e suas ligas, seguido por nidbio e tantalo
€ 0 que menos resiste € o aco inoxidavel (Nascimento, 2009).

O Brasil possui as maiores reservas de nidbio, e somado a este fato, este metal
tem ainda vantagem de apresentar boas propriedades mecanicas, ser biocompativel e
resistente a corrosdo, de forma que pode ser utilizado como material de reforco para
melhorar as propriedades biomecanicas na produ¢do de compdsitos elaborados pela
combinagdo do nidbio com outros materiais menos resistentes, como a hidroxiapatita

(HAp) (Brasil, 2008).
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Trabalhos anteriores j4 comprovaram que ¢ possivel desenvolver um
compdsito nanoestruturado com o pentoéxido de nidbio (Nb,Os) e a hidroxiapatita
(HAp) pelo método de metalurgia do pd apontando para um desenvolvimento

promissor de novos materiais bioativos (Nascimento, 2009; Nascimento et al., 2011).

Até o presente nao hé estudos publicados, analisando o comportamento dos
tecidos, frente ao composito hidroxiapatita-niébio (SHAp-Nb) e tampouco seu
potencial no processo de reparo Osseo in vivo. Por este motivo, temos avaliado as
propriedades fisico-quimicas (Bonadio, 2014) e bioldgicas (Kiyoshi Janior, 2013,
Candido, 2014) de um compdsito baseado em hidroxiapatita-pentoxido de nidbio
(AHAp-ND) no reparo 6sseo, em defeitos de tamanho critico (DTC) (Cooper et al.,

2010; Lansdowne., 2010; Gomes e Fernandes., 2011) na calvaria de ratos.

Este material, quando apresentado na forma de pastilha densa (bulk), com
porosidade variando entre 1 a 2,5um, foi biocompativel, bioativo e apresentou
propriedades osteocondutora (Kiyoshi Junior, 2013) e osteoindutora (Candido, 2014),
estimulando o desenvolvimento ectdpico de matriz 6ssea. No entanto, a capacidade do
compdsito, com poros maiores, de atuar como um arcabougo para o reparo 6sseo ainda

ndo foi avaliada.

Os principais pré-requisitos para um bom arcabouco sdo: alta porosidade,
superficie que permita a adesdo, diferenciacdo e proliferacdo celular, integridade
mecanica e auséncia de toxicidade (Jones, 2009; Descamps et al., 2009). A metalurgia
ainda ndo conseguiu desenvolver uma estrutura que apresentasse todos os requisitos
necessarios a um bom arcaboug¢o, de modo que o desenvolvimento de novos
biomateriais e as técnicas de producdo sdo essenciais para o sucesso da engenharia do
tecido 6sseo (Kokubo et al., 2009). Um arcabougo ideal ird fornecer um suporte
mecanico para um sitio injuriado e também estimular a diferenciagdo osteogénica que
promovera o crescimento dsseo (Service, 2000) portanto, ¢ importante compreender a
interacdo entre as células osteogénicas e o arcabouco. Esta interacdo somada a
presenca de fatores de crescimento tem se constituido no cerne das estratégias

empregadas para alcangar a regeneragdo do tecido 6sseo danificado.

2.0bjetivo

Considerando que nos primeiros estudos realizados com o compoésito FHAp-Nb na
forma de pastilha densa (bulk), com microporos, observou-se uma boa interagdo entre
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a superficie do biomaterial e o osso neoformado, a hipotese desse trabalho ¢ que na
presenga de poros maiores, entre 100 e 250um, o composito atue como um arcabougo,
possibilitando a osseointegragcdo. Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a
interagdo entre um arcabouco constituido pelo compdsito FHAp-Nb e o tecido 6sseo
durante a regeneragdo de defeito de tamanho critico na calvaria de ratos.

Os materiais usados neste estudo, bem como as analises fisico-quimicas e obtencao
de imagens em microscopia eletronica de varredura (MEV), foram realizadas pela
aluna de doutorado do programa de Pos-graduacdo em Fisica da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), Taiana Gabriela Moretti Bonadio sob a orientagdo dos
professores Mauro Luciano Baesso e Wilson Ricardo Weinand.

As metas foram:

1) Estudar a interagdo entre o composito SHAp-Nb e o tecido 6sseo durante a

regeneragdo dos defeitos dsseos, por meio das seguintes metodologias:

a) Estudo histologico, em cortes de parafina, corados com hematoxillina e
eosina, Verhoeff e tricrdmico de Mallory;

b) Estudo morfolégico em MEV;

c) Andlise bioquimica para detectar a fosfatase alcalina plasmadtica, como

marcador de formagao 6ssea;

3. Revisao de Literatura

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo dinamico, rigido, que tem a capacidade
unica de cicatrizar e remodelar sem deixar cicatriz (Sommerfeldt e Rubin,
2001.,Kanczler ¢ Oreffo, 2008; Titorencu et al., 2014). O tecido 6sseo, consiste em
uma matriz composta de proteinas e ions e diversos tipos celulares que atuam na
remodelagdo e sintese de novo tecido (Titorencu et al, 2014). As fibras de colageno
compreendem cerca de 90% da proteina total do osso, sendo os outros 10% composto
por proteoglicanas, por proteinas de ligagdo celular como fibronectina,
trombospontina, osteopontina e sialoproteina 6ssea (Robey et al., 1989; Somerman et
al., 1988), proteinas carboxiladas e proteinas relacionadas ao crescimento 6sseo
(Hauschka et al., 1988; Canalis et al., 1989).

O osso fornece suporte estrutural para os musculos esqueléticos transformando

suas contragdes em movimentos Uteis e constitui um sistema de alavancas que amplia
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as forcas geradas na contragdo muscular. Também atua exercendo protegdo fisica de
orgdos vitais como os contidos nas caixas craniana e toraxica e no canal medular
(Sommerfeldt e Rubin, 2011). Esse tecido sofre remodelacdo ao longo da vida, através
de um processo de formacgao-reabsor¢do, representados pelas células formadoras de
tecido Osseo (osteoblastos, ostedcitos) e pelas células de reabsor¢do Ossea
(osteoclastos).

Funcionalmente os osteoblastos sdo células responsdveis pela deposicdo de
matriz extracelular, além de regular a sua mineralizagdo, e estdo localizadas na
superficie do osso, junto de seus percursores. Dentre as proteinas sintetizadas pelos
osteoblastos estdo o coladgeno tipo I e proteinas ndo colagénicas como a osteopontina,
osteocalcina e a sialoproteina 0ssea, essas que possuem papel fundamental no processo
de mineralizacdo (Judas et al., 2012). Sdo células completamente diferenciadas que
ndo apresentam capacidade de migracao e proliferacdo, porém sdo muito ativas (Judas
etal., 2012).

Derivados dos osteoblastos, os ostedcitos sdo menores em tamanho e mais
abundantes no osso e residem nas lacunas da matriz 6ssea, sendo a forma madura do
osteoblasto que, permanecem secretando substancias necessarias a manuten¢do do
osso (Junqueira e Carneiro, 2013). Sdo responsdveis por enviar sinais tanto para a
reabsorcdo quanto para a formacdo Ossea, além disso, acredita-se que ele atue
direcionando tanto as atividades dos osteoclastos quanto dos osteoblastos no osso (Bab
e Sela, 2012).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas (Bab e Sela, 2012; Judas et
al., 2012), encontrados superficie dssea e na superficie do periosteo. Derivados de
células hematopoiéticas, os osteoclastos, além de possuirem alta capacidade
migratdria, possuem a capacidade de reabsorver osso totalmente mineralizados, e para
desempenharem tal funcdo necessitam se tornar células altamente especializadas
(Sommerfeldt e Rubin, 2011). Sua atividade ¢ coordenada por citocinas e por

hormdnios como a calcitonina e o paratormonio (Hernandez-Gil et al., 2006).

3.1 Regeneracao 0ssea

Histologicamente o tecido 6sseo pode ser dividido em dois tipos, o tecido
6sseo imaturo ou primario e tecido Osseo maduro, secundario ou lamelar. Se
diferenciam pela orientacdo das fibras colagenas, pois no tecido imaturo essas fibras se
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dispdem irregularmente, enquanto que no maduro as fibras se orientam em lamelas,
além de apresentar maior quantidade de minerais e menores propor¢des de ostedcitos
do que o osso lamelar.

A regeneracgdo Ossea por sua vez pode ser dividida em trés eventos bioldgicos
distintos: a fase inflamatdria, a reparativa e a remodeladora. A primeira etapa ¢
caracterizada pela formagdo de coagulo, que contém varios mediadores inflamatorios,
fatores angiogénicos e do crescimento, que sdo liberados pelas plaquetas, mastdcitos,
macrofagos, neutrofilos e linfocitos. A segunda fase consiste na construgdo do calo
0sseo ¢ a terceira na remodelagdo ¢ formagdao de um novo tecido 6sseo. Dentre essas
etapas, a remodelacdo ¢ o processo fisiologico mais lento e, que ocorre durante longo
periodo de tempo (Cachioli et al., 2006), caracterizado pela reabsor¢ado realizada pelos
osteoclastos, concomitantemente com a sintese de osso novo, pelos osteoblastos (Bab
e Sela, 2012; Chim et al., 2013; Jilka, 2013). Esse equilibrio ¢ fundamental na
regulacdo da quantidade de reabsor¢ao e deposi¢do a fim de manter o tamanho, forma
e integridade do osso (Chim et al., 2013).

Durante o processo de diferenciacdo osteogénica as células mesenquimais
passam por diversos estagios de desenvolvimento tais como: 1) células tronco
mesenquimais; 2) células osteoprogenitoras; 3) pré-osteoblastos; 4) osteoblastos; 5)
ostedcitos (Heng et al., 2004), tendo a angiogénse um papel fundamental pois os vasos
sanguineos atuam fornecendo oxigénio, nutrientes, hormdnios, citocinas, bem como
células percursoras de osteoblastos e osteoclastos (Kanczler e Oreffo, 2008; Chim et

al., 2013).

3.2 Defeito 0sseo de tamanho critico

Os modelos experimentais podem ser classificados como ortotdpicos quando o
material a ser estudado ¢ introduzido diretamente no defeito 6sseo, ou heterotopicos
quando o material a ser estudado ¢ introduzido por via subcutdnea, intramuscular,
intraperitoneal ou no mesentério (Gomes e Fernandes, 2011).

Um dos modelos mais difundidos na literatura, € o defeito de tamanho critico
realizado em calvaria de ratos, pois esse tipo de defeito ¢ capaz de determinar a
eficacia de determinado biomaterial no processo de regeneragdo (Taga, 2008; Cestari
et al., 2009).
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O defeito de tamanho critico (DTC) consiste no menor defeito realizado em
uma espécie animal, que ndo cicatriza espontaneamente durante o tempo de vida, ou
seja, este defeito deve ser grande o suficiente para que ndo haja cura espontanea
(Cooper et al., 2010; Lansdowne, 2010; Gomes e Fernandes, 2011). Mais
especificamente um defeito de tamanho critico tem sido descrito como um defeito que
quando nao for utilizado nenhum material como preenchimento, o resultado deve ser a
formagdo de tecido conjuntivo fibroso, ao invés de osso (Lansdowne, 2010). O
tamanho do defeito de tamanho critico varia de espécie para espécie.

De maneira geral, o DTC em calvaria ¢ muito popular, principalmente devido
ao fato da estrutura Ossea da calvaria permitir o estabelecimento de um defeito
uniforme, reproduzivel e, facilmente avaliado através de andlise histologica. Sua
localizacdo facilita o acesso cirurgico e o manuseio operatorio, sendo que, a dura-
mater e o peridsteo localizados acima do defeito criam um suporte adequado para os
materiais implantados, ndo havendo necessidade de fixagdo interna ou externa (Gomes
e Fernandes, 2011). A dura-mater desempenha um papel significativo na cura dos
defeitos realizados em calvaria, pois parece ser a fonte primdria de células
osteogénicas e fatores osteoindutores durante a fase de cura das feridas (Gomes e
Fernandes, 2011).

A localizacdo anatdmica de um defeito e a estabilidade sdo fatores importantes,
pois, as tensdes musculares, a carga exercida e o grau de mobilidade podem afetar
diretamente o resultado final da regeneracdo 6ssea (Cacchioli et al., 2006). Essa cadeia
de eventos decorrente do reparo pode ocorrer através de duas modalidades diferentes,
dependendo da regido onde foi realizada a fratura.

A chamada ossificacdo endocondral ¢ a principal responsavel pela formagao
dos ossos curtos e longos ( Dyce et al., 2006), inicia-se sobre uma cartilagem hialina
formada através da condensacdo do mesénquima, e que vai adquirindo forma
semelhante ao osso que serd constituido. Em seguida, essas células condensadas
acabam se diferenciando em condrdcitos, células responsaveis pela elabora¢do de uma
substancia que constitui o esbogo do futuro osso. Essa cartilagem passa entdo passa a
sofrer modifica¢des, como a hipertrofia dos condrdcitos, seguido de desmineraliza¢ao
e morte dos mesmos. Em seguida, essa area sofre invasdo de capilares sanguineos e
células mesenquimatosas indiferenciadas oriundas do conjuntivo adjacente, células
responsaveis em se diferenciar em osteoblastos, as quais passardo a depositar matriz
Ossea sobre os restos da cartilagem mineralizada.
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A ossificacdo intramembranosa que ¢ caracterizada por invasdo de capilares
nas zonas mesenquimais ¢ o surgimento e diferenciacdo de células em osteoblastos

maduros, que acabam por secretar matriz dssea continuamente.

3.3 Biomateriais

O material a ser introduzido em defeitos 0sseos por defini¢cdo ¢ uma substancia
ou associacdo de duas ou mais substancias, farmacologicamente inertes, de origem
natural ou sintética, utilizados para substituir, aumentar ou melhorar, parcial ou
integralmente o tecido (Williams, 1987). Tais materiais devem apresentar
propriedades fisicas e biologicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de
modo a estimular uma resposta adequada dos mesmos (Kawachi et al., 2000), e sdo
classificados como biomateriais (Williams, 1987).

Em odontologia, os biomateriais podem ser utilizados para o aumento ou
reconstru¢do do rebordo alveolar, preenchimento de defeitos intradsseos e de alvéolos
dentarios, elevacdo do assoalho do seio maxilar e, tratamento de defeitos
periimplantares (Legeros, 2002; Murugan e Ramakrishna, 2005).

Os biomateriais podem ser classificados como: osteogénicos, quando sdo
capazes de promover a formacao dssea por carregarem células dsseas; osteoindutores,
quando s3o capazes de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos; e osteocondutores quando sua estrutura serve de
arcabougo ou substrato estrutural favoravel para a migracdo de células e deposicao
Ossea, desta forma, um biomaterial pode ser gradativamente reabsorvido e
simultaneamente substituido por novo tecido 6sseo (Novaes Junior et al., 2000; Urist,
2002).

Os substitutos 06sseos considerados como padrdo ouro sdo os enxertos
autdgenos (Teixeira, 2009), entretanto, as restricdes para a sua obtencdo estimulam a
pesquisa por outros materiais. Os materiais sintéticos por sua vez, diferem muito entre
si, devido a sua composi¢do e estrutura, e, um unico material, jamais apresentara todas
as caracteristicas desejaveis como um substituto 6sseo (Murugan e Ramakrishna,
2005). Também nio € raro que os materiais artificiais implantados em reparos 0sseos
sejam encapsulados por tecido fibroso (Kokubo et al., 2005; Moreschi et al., 2010)
que os isola, impedindo sua adesdo ao osso adjacente (Kokubo et al., 2005).

As ceramicas de fosfato de célcio, como a hidrdxiapatita ou tricalcio fosfato,
apresentam biocompatibilidade, osteocondutividade, auséncia de toxicidade e
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permitem o processo de substituicdo progressiva, além de ser um material
esterelizdvel, relativamente ndo reabsorvivel e possuir uma composicdo uniforme
(Ono et al., 2000)

Dentre as ceramicas de fosfato de cdlcio, a hidroxiapatita ¢ a mais estudada e
mais utilizada para finalidades clinicas (Oréfice, 2006). Considerada um material
osteoindutor ela possui a capacidade de formar um arcabougo para a migra¢do de
células angiogénicas e osteogénicas (Fleckenstein et al., 2006). Entre as suas
indicacdes esta o reparo de defeitos 0sseos em aplicagcdes odontologicas e ortopédicas
(Aoki, 1991).

Outro fosfato de calcio de grande importancia ¢ o tri-calcio-fosfato (TCP), cuja
formula estrutural ¢ Cas(PO,),. Ele ¢ um material biologicamente reabsorvivel e pode
ocorrer em duas formas o a-TCP e o B-TCP, sendo o segundo um material bioativo,
atoxico, osteocondutor e biodegraddvel (Dorozhkin, 2009). O B-TCP foi um dos
primeiros compostos a ser utilizado como um arcabougo para regeneracdo Ossea
(Szpalski et al., 2010).

A combinagdo das propriedades da hidroxiapatita com o B-TCP resulta em uma
ceramica bifasica de fosfato de calcio (HA-BTCP) reabsorvivel, capaz de desenvolver
uma fixacdo bioativa na interface tecido-implante (Bouler et al., 2001; Dorozhkin,
2011). Essas ceramicas bifasicas sdo biologicamente mais ativas que a HA pura
(Yubao et al., 1997).

Atuando como um arcabougo esse compdsito € reabsorvido in vivo, liberando
ions de célcio e fosfato no microambiente e estes ions podem entdo, ser utilizados para
construir o 0osso num processo de reabsor¢do e formagdo (Szpalski et al., 2010).
Entretanto, suas propriedades mecanicas sao pobres, apresentando ligeira fragilidade o
que o torna incapaz de resistir a fadiga, tornando-se suscetivel ao colapso (Liu e Lun.,
2012).

Dessa forma, elas podem ser enriquecidas com outros tipos de materiais a fim
de superar as desvantagens e melhorar suas propriedades fisicas e bioldgicas. Como
ser associados a materiais mais resistentes como o nidbio (Nb), um metal que
apresenta baixa toxicidade (Yamamoto et al., 2004), promove a calcificacio por
células NHOst (NHOst- normal humanosteoblasts) e estimula a atividade da fosfatase
alcalina, um importante fator na geragao de osso novo (Isama e Tsuchiya, 2003; Tamai

et al.,2007).
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O Brasil detém a maior reserva de nidbio no cendrio mundial, atingindo
aproximadamente 93% da producdo mundial (Silva, 1994), estando essas reservas
concentradas nos estados de Minas Gerais (73,11%), Amazonas (25,42%) ¢ Goias
(1,47%) (Silva, 2001).

Uma de suas mais promissoras aplicacdes, processado via metalurgia do po, ¢ o
uso em implantes cirurgicos. Esses materiais porosos, biocompativeis possuem uma
superficie que favorece a interagdo do implante com o osso (Leite et al., 2011), além
de apresentar uma alta afinidade por oxigénio, formando facilmente o pentéxido de
nidébio (Nb,Os), sendo esse 6xido biocompativel, resistente a corrosdo e possuir o
grupo funcional Nb-OH em sua superficie que induz a nucleagao de apatita tornando-o
bioativo. Neste sentido, os estudos com Nb,Os podem ser uma alternativa para
reducdo dos custos de producdo devido ao fato de sua sintese ser realizada em
atmosfera de ar, em temperaturas menores que a dos metais. Além disso, o pentdéxido
de nidbio pode ser moido junto com a hidréxiapatita (Nascimento et al., 2011),
possibilitando a formac¢ao de reagdes de estado so6lido facilitando as transi¢cdes de fase
na formacao dos compositos (Nascimento et al., 2011).

A porosidade de um material varia, de modo geral, com a temperatura e o
tempo de sinterizagdo. Desse modo, a porosidade poderia ser controlada de modo a
assegurar uma superficie especifica para facilitar a etapa de osseointegracdo (Leite et

al., 2011).
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4.Metodologia

Os itens 4.1, 4.2 e 4.3 foram executados pela doutoranda Taiana Gabriela

Moretti Bonadio do departamento de Fisica da Universidade Estadual de Maringa.

4.1. Obtencao de hidroxiapatita (HAp) e niobio (Nb)

Para a produ¢do da hidroxiapatita (HAp) foram utilizados ossos de peixe
jovem, Pseudoplatystomacorruscans, conhecido como “Pintado”. Os ossos foram
cedidos pelo Nucleo de Pesquisas em Limnologia Ictiologia e Aquicultura da
Universidade Estadual de Maringa (NUPELIA-UEM). O processamento dos 0ssos,
preparacdo e confeccdo das pastilhas foi realizado no Departamento de Fisica da

Universidade Estadual de Maringa.

Inicialmente, os ossos foram limpos em 4gua quente e lavados para a remocao
dos tecidos moles. O material restante foi seco ao ar e calcinado por 8 horas a 900 °C
para que todos os residuos organicos fossem eliminados, restando apenas a fase
mineral dos 0ssos. A seguir o material foi moido por 8 horas em moinho (Retsch® PM
100, Haan, Alemanha), utilizando-se vaso de moagem e esferas de ago inox em razao

de massa esfera/massa po igual a 6/1.

O pentdxido de nidbio (Nb,Os) foi produzido a partir do nidbio cedido pela
Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragdo (CBMM, Arax4, Brasil), possuindo
03 diferentes estruturas cristalinas. O material foi entdo aquecido em atmosfera livre a
1100°C por uma hora, restando ap6s o tratamento apenas uma estrutura monofasica. E
entdo submetido ao processo de moagem de altas energias para que houvesse a

reducdo do tamanho das particulas.
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4.2. Obtenc¢ao do compdosito (FHAp-ND) e preparacio dos arcaboucos de fHAp

Para a produgdo do compésito fHAp-Nb os pos precursores, fHA e Nb,Os
foram misturados na proporcdo de 1:1 em volume percentual e moidos em moinho de

bolas de alta energia por 3 horas a 300rpm com razao massa esfera/massa p6 igual a

6/1.

Apbs o processo de moagem os pos foram misturados na proporcao de 1:1 em
volume percentual de lactose para a produgdo dos poros do arcabougo. Foram
utilizadas particulas esféricas de lactose SuperTab® (DFE Pharma, Goch, Alemanha)
obtidas pelo procedimento de spray dry, para obtengdo dos poros. O didmetro das

particulas foi selecionado entre 150 e 250 pm por meio de tamisagao .

A mistura foi entdo prensada uniaxialmente a 450 Mpa, em forma de pastilhas
cilindricas e submetida a sinterizagdo em ar em diferentes temperaturas (entre 900 e
1150°C) por duas horas a fim de selecionar uma temperatura cujas propriedades de

contragao linear, densidade e microdureza Vickers fossem maximizadas.

Durante o aquecimento do composito, toda a lactose foi eliminada, restando em
seu lugar poros entre 100 e 250 um. Apoés a sinterizagdo, os arcabougos ficaram com

didmetro de 8mm e espessura de 1 mm.

As pegas siterizadas foram lixadas até atigirem uma espessura de 0,8mm e
lavadas em ultrassom em trés etapas: acetona, agua e alcool, esterelizadas em

autoclave e armazenadas até seu uso.

Para a producdo dos arcaboucos de SHAp, usados como controle, o
procedimento adotado foi semelhante, exceto pela etapa de mistura e moagem com

szOs.

Para molde das pastilhas foi utilizado uma peca de calvaria removida apos
perfuragdo com uma broca de 8 mm, do tipo trefina (Neodent®), montada em peca-
reta (Kavo®), acoplada a um motor elétrico cirirgico (Branemarck System®),
realizada em um estudo piloto. Tais dimensdes foram baseadas no tamanho do DTC

que se pretendia estudar.
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4.3. Analises fisico-quimicas

4.3.1. Medidas de microdureza Vickers

As medidas de microdureza foram realizadas em uma mdaquina de ensaios
UMT-2 Multi-Specimen Test System, CETR, USA. Foram realizadas 10 indentac¢des
em cada amostra sinterizada a 1080°C utilizando uma carga de 3N. Os valores de
microdureza Vickers foram calculados por meio das medidas das diagonais marcadas

na amostra pela pirdmide.

A técnica fornece informacdo sobre a resisténcia superficial do material a
deformagdo plastica localizada, devido a penetragdo de uma ponta, ou indentador.
Esta técnica utiliza um penetrador de diamante piramidal que deixa uma marca na
forma de um losango na amostra. A forga aplicada na dire¢ao da amostra faz com que
haja uma perfuragdo na mesma. Quanto mais resistente for o material, menor sera a

penetragdo e consequentemente menor a marca deixada na amostra.

4.3.2. Analise por difracdo de raios X (DRX)

As fases cristalinas presentes nos pds precursores e nas pastilhas sinterizadas
foram observadas por difragdo de raios X. As medidas foram conduzidas utilizando
um difratdmetro (Shimadzu® XRD — 7000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) com
radiagdo CuKaoa. Os difratogramas foram obtidos no intervalo (20) de 20 a 45° com
velocidade de 2°/min. A identificacdo das fases foi realizada utilizando um banco de
dados do comité internacional Joint Committee of Powder Diffraction Standards
(JCPDS) no qual podem ser encontrados os registros (fichas) dos padrdes de difracao
que podem facilmente ser comparadas aos resultados experimentais por meio do

programa X PertHighScore.

Para a andlise quantitativa das fases cristalinas foi realizado um refinamento
estrutural pelo método de Rietveld que é empregado na caracterizagdo de materiais
estudados por difracao de raios X. Com esse método ¢ possivel fazer um ajuste dos
parametros da estrutura cristalina dos materiais medidos por difracdo de raios X. Desta

forma, ¢ possivel obter informagdes estruturais da amostra como posi¢des atdmicas,
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parametro de rede, propor¢do entre as fases cristalinas, etc. Esses parametros sdo
ajustados minimizando a diferenca entre as intensidades calculada e experimental dos

picos obtidos no difratograma.

Matematicamente, 0 método dos minimos quadrados minimiza a quantidade:

S = 2 Wi (Iexp _Icalc)2

Sendo,
L.y, : intensidade experimental;

I..i.: intensidade calculada;

w,:1/1

obs» OU S€Ja, W; € 0 “peso” para cada ponto medido, conhecido também

como o inverso da variancia.

Um bom refinamento deve ser feito analisando principalmente a concordancia
grafica entre os valores experimentais e calculados e fatores matematicos que avaliam

a qualidade do refinamento.
4.4. Procedimentos experimental com animais

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Maringa

(parecer n° 070/2014).

Foram utilizados 56 ratos Wistar machos (Rattusnorvegicus, variedade albinus)
adultos, com 90 dias de idade, com peso corporal entre 200 e 250g, provenientes do

Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa.
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4.4.1. Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com uma associagdo 1:1
de xilazina (0,1ml/100g) (Rompun®, Bayer, Sao Paulo, Brasil) e ketamina
(0,1ml/100g) (Agener, Sao Paulo, Brasil). Apods epilacdo manual da regido da cabega e
anti-sepsia com iodo topico os animais foram devidamente imobilizados e foi entdo
realizada uma incisdo transversal da pele até o periosteo, na regido da calota craniana,
da base da orelha esquerda até a base da orelha direita. A seguir, todo o conjunto de
tecidos foi deslocado com a ajuda de uma espatula do tipo molt, a fim de expor o 0sso
e gerar uma maior visualizacdo da area a ser removida. Na calvaria de cada animal foi
produzido um defeito 6sseo com oito mm de didmetro e 0,8 mm de profundidade
utilizando-se uma broca de oito mm, do tipo trefina (Neodent®), montada em peca-
reta (Kavo®), acoplada a um motor elétrico cirurgico (Branemarck System®), sob

rotagdo de 1500 r.p.m. com abundante irrigagdo com soro fisiologico estéril.

A seguir os defeitos de tamanho critico (DTC) produzidos foram preenchidas
com as pastilhas de SJHAp-Nb ou fHAp, e o retalho suturado com pontos simples de
Mononylon 4-0 (Ethicon® Johnson, USA). A regido recebeu aplicagdo tdpica da
solu¢do alcoodlica de polivinilpirrolidona iodada, como medida anti-séptica local

(Figura 1).

Os animais foram observados no periodo inicial da recuperacdo anestésica e
em seguida mantidos em gaiolas individuais em condi¢des apropriadas, com ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 20°C com racdo e agua ad libitum, no
biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Estadual
de Maringd. Os animais foram observados durante todo o periodo experimental,

quanto ao desenvolvimento de alteracdes clinicas no local da cirurgia.

Os animais foram divididos em 2 grupos de acordo com a composi¢do quimica
da pastilha implantada no defeito dsseo: (1) Grupo fHAp-Nb, experimental, e (2)
Grupo fHAp, como controle.

Apoés 15, 30, 45 e 90 dias de observacdo, os animais (n=7/grupo/periodo)
foram mortos por meio de inje¢do intraperitoneal com o triplo da dose anestésica da

associagdo 1:1 de xilazina (0,1ml/100g) (Rompun®, Bayer, Sao Paulo, Brasil) e
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ketamina (0,1ml/100g) (Agener, Sdo Paulo, Brasil). As amostras da calvaria foram

entdo coletadas e encaminhadas para estudo histopatolégico.

4.5. Analise bioquimica da atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina (U/ml) foi avaliada por método colorimétrico
em amostras de sangue coletadas de 14 animais dos grupos fHAp e fHAp-NbD, 45 dias
apos a realizacdo dos implantes na calvaria. Foi utilizando um kit comercial (Abcam,
ab83369). A absorbancia foi medida por meio de um leitor de placas (Multiskan EX®
Virginia, USA) a 405nm, e a diferenca entre os grupos estudados foi avaliada pelo
teste de Mann-Whitney, sendo p<0,05 considerado estatisticamente significante. O

resultado foi expresso como a média + DP da atividade da fosfatase alcalina.

4.6. Estudo em microscopia optica

Para estudo microscopico, as amostras de calvaria contendo os DTCs com os
implantes foram fixados em solu¢do de paraformaldeido 4%, descalcificados em
solucdo de Morse (4cido formico 50% e citrato de sodio 20%) por 15 dias. Apos a
desmineraliza¢do cada amostra foi dividida ao meio e processada para inclusdo em
parafina. Foram feitos cortes semi-seriados de 7um, corados com (a) hematoxilina e
eosina (H&E), (b) Verhoeff. Também foram feitos cortes de 10um que foram corados

com (c) tricromico de Mallory.

As laminas coradas com com H&E, Verhoeff e Mallory foram usadas para o
estudo histologico e para a avaliagdo do grau de maturagdo do tecido que se

desenvolveu nos poros do arcabougo.

4.6.1. Determinacgdo do grau de maturacdo dos tecidos dos poros

O grau de maturagdo dos tecidos que preencheram os poros foi determinado em

trés cortes histoldgicos de cinco animais de cada grupo. Foram selecionados os
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melhores cortes, independentemente da coloracdo (H&E, Mallory ou Verhoeff). A
regido da pastilha foi dividida em trés partes iguais, margem esquerda, centro e direita,
com o auxilio de um estereomicroscopio Olympus® SZ61 (Toquio, Japao), e estas
areas foram consideradas para andlise. A observagdo dos poros foi realizada em
microscopio Optico trinocular Nikon® Eclipse 801 (Toquio, Japao). Utilizou-se como

escore final de cada animal a média dos graus observados em cada regido da pastilha.

O grau de maturacao do tecido que preenchia os poros foi estabelecido tendo
como base o aspecto morfologico da matriz extracelular: (a) Grau 1: presenca de
tecido conjuntivo frouxo delicado; (b) Grau 2: presenca de tecido conjuntivo mais
denso, com maior deposi¢ao de matriz acidéfila; (c) Grau 3: presenca de tecido 6sseo
primério; (d) Grau 4: presenca de osso maduro. Entretanto muitos poros apresentavam
caracteristicas intermediarias entre dois estdgios. Desta forma, com base nas
caracteristicas dos graus de maturacdo, os seguintes escores foram estabelecidos: (a)
Escore 1 a 1,49: predominancia de poros grau um; (b) Escore 1,5 a 1,99: caracteristica
de grau um e dois, no mesmo poro ou em poros distintos; (¢) Escore 2,0 a 2,49:
predominancia de poros grau dois; (d) Escore 2,5 a 2,99, no mesmo poro ou em poros
distintos: caracteristica de grau dois e tres; (e) Escore 3,0 a 3,49: predominancia de
poros grau tres; (f) Escore 3,5 a 3,99: caracteristica de grau trés e quarto, no mesmo

poro ou em poros distintos; (g) Escore 4,0: predominancia de poros grau quatro.

4.7. Estudo em microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram observadas em MEV pastilhas de fHAp e de fHAp-Nb sem uso, e

pastilhas retiradas de animais 45 dias apds o implante.

As amostras retiradas dos animais foram fixadas em paraformaldeido 4% por
24 horas. Apos a fixacdo, foram desidratadas e conservadas em alcool 70% até sua

utilizacao.

Para analise ao MEV, todas as amostras, secas ou nao, foram metalizadas com
ouro em metalizador Shimadzu® IC-50 Ion Coater (Shimadzu Corporation, Kyoto,

Japao). As amostras foram observadas em microscopio eletronico de varredura Carls
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Zeiss modelo EVO LS15 (Oberkochen, Alemanha) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) de Presidente Prudente, Sao Paulo.
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5. RESULTADOS

5.1. Analises fisico-quimicas
5.1.1. Caracterizacdo quimica por DRX

A Figura 2 mostra os padroes de difracdo do composito BHAp-Nb. As reacdes
quimicas que ocorreram no processo de sinterizagdo produziram trés novas fases
cristalinas sendo identificadas como (X) 6xido de calcio nidbio CaNb,Og (Fersmita),
(0) oxido de fosforo nidobio PNbyO,s e (o) S-fosfato tricalcico (BTCP) Caz(PO4),, que
correspondem as fichas padrao 39-1392-JCPDS, 81-1304-JCPDS e 09-0169-JCPDS,
respectivamente. O precursor () Nb,Os cuja ficha identificada foi 37-1468-JCPDS foi
frequente para as temperaturas de sinterizacdo de 900°C e 950°C. No entanto, ndo
foram identificados picos de difracdo correspondente ao precursor hidroxiapatita. Os
percentuais de cada fase foram: CaNb,Os (33,36%), PNboOys (17,21%) e S-TCP
(47,43%).

A composicdo quimica das pastilhas controle foi 87,61% de HAp e 12,4% de
S-TCP.

5.1.2. Microdureza Vickers

O conhecimento da contra¢do linear de um material possibilita estimar a
precisdo dimensional de componentes para produgdo em larga escala, via metalurgia
do po. Os valores médios dos resultados dos ensaios de dureza Vickers para uma carga

de 3N no composito estdo mostrados na Figura 3.

5.2. Caracterizacio estrutural das pastilhas por MEV

As pastilhas de fHAp e fHAp-Nb, formadas apos o processo de sinterizagao,
apresentaram particulas de formato arredondado e com variagdo dimensional. O

tamanho dos poros variou de 100 a 250 um (Figura 04).

Em 1080 °C, um alto grau de sinterabilidade foi observado e a morfologia das

particulas era predominantemente transgranular .
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Na Figura 4 observa-se uma regido da microestrutura bastante densificada com
total auséncia de microporos (Figura 4a) . As Figuras 4 (b) e (c) correspondem as
micrografias da superficie do composito lixadas com lixa 1200 nas quais ¢ possivel
observar os poros gerados pela lactose. Observam-se poros interconectados em toda a

estrutura do composito.

5.3. Analise bioquimica da fosfatase alcalina no sangue

O valor médio do nivel de fosfatase alcalina no plasma sanguineo dos animais
do grupo BHAp-Nb foi 0,00101 + 0,0002319 U/ml e no grupo BHAp foi 0,000924 +
0,00009482 U/ml aos 45 dias de observagao, sendo p = 0,4584, ndo havendo diferenga

estatisticamente significante entre os grupos.

5.4. Avaliacgdo clinica dos animais e avaliacio macroscopica das amostras de DTC

Os ratos foram clinicamente observados durante o periodo pos-operatdrio até a
recuperagdo da anestesia e acompanhados diariamente até o dia da eutandsia. Nos
primeiros dias pos-cirurgia houve formagdo de edema que desapareceu apos cerca de
72 horas. Apos este periodo, ndo houve qualquer sinal de resposta inflamatéria no sitio

cirargico.

Apobs a coleta das amostras de calvaria, observou-se que, na maioria dos
animais, as pastilhas ficaram bem adaptadas ao defeito. A regeneragdo dssea pode ser
visualizada a partir das margens dsseas, na face das amostras voltada para a dura mater
(face dural). Nos periodos de 45 e 90 dias, a regeneragdo da calvaria também pode ser
vista, de forma mais evidente, em areas centrais do defeito. Nestes periodos pode-se
notar uma area sanguinolenta na face da pastilha voltada para o peridsteo (face

periosteal) (Figura 5).

5.5. Estudo histologico

O estudo histolégico mostrou que a regeneragdo dssea ocorreu a partir das

margens Osseas seccionadas, em dire¢do ao centro do defeito, formando uma lingua
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Ossea que percorreu a face dural da pastilha. Os poros foram invadidos por tecido
6sseo proveniente da lingua de regeneragdo, mas principalmente por tecido conjuntivo

proveniente da dura mater e do peridsteo.

Uma vez em contato com o arcabougo, o processo de diferenciagdo no sentido
do desenvolvimento de tecido 6sseo tornou-se evidente. Houve migracao de tecido
conjuntivo, vasos sanguineos, células osteogénicas e desenvolvimento de tecido 6sseo
no interior dos poros, em ambos os grupos estudados. Os poros do arcabouco
apresentaram interconectividade. Nao houve desenvolvimento de fibrose. O reparo

evoluiu ao longo dos 90 dias de observagdo em ambos 0s grupos.

A Figura 6 apresenta o resultado da analise do grau de maturagao do tecido que
predominantemente ocuparam o interior dos poros em cada periodo de tempo

observado.

No 15° dia, o escore médio para o grau de maturacdo do tecido dos poros foi
1,67 + 0,19 para o grupo fHAp e 1,41 + 0,23 para o grupo fHAp-Nb, o que equivale a
um predominio de poros com grau de maturagdo 1 e 2 nas pastilhas controle e grau 1

nas pastilhas do composito.

A maioria dos poros dos defeitos preenchidos com o compdsito apresentou,
predominantemente, um tecido conjuntivo frouxo, constituido por células
discretamente basofilicas, com formato estrelado, mergulhadas em uma matriz com
finas e delicadas fibras coldgenas. Em outros poros, préximos ao periosteo ou a dura-
mater, o tecido imaturo apresentava-se mais celularizado do que em outras regides.
Cada poro continha, frequentemente, um Unico vaso, em posi¢do mais ou menos
central (Figura 7). Neste periodo, ocorreram, com menor frequéncia, proéximos as
margens 0sseas regeneradas poros preenchidos por um tecido conjuntivo mais denso,
caracteristico de tecido 0sseo primario, e poros parcialmente preenchidos com tecido
Osseo lamelar, e até mesmo poros onde houve o desenvolvimento de matriz

cartilaginosa (Figura 7b).

Nos poros das pastilhas de fHAp o tecido apresentou basicamente as mesmas
caracteristicas observadas nas amostras do composito, exceto pela maior frequéncia de
tecido 0sseo primario, em relagdo ao grupo fHAp-Nb (Figura 8). Neste grupo ndo

houve desenvolvimento de matriz cartilaginosa. O tecido conjuntivo ao redor do
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capilar apresentou uma matriz mais homogénea e acidofila, sendo circunscrita por um
tecido conjuntivo mais frouxo e celularizado. Diversos poros apresentaram muitas
hemaécias fora do limite dos vasos. Em ambos os grupos, houve desenvolvimento de

tecido 6sseo maduro a partir da margem Ossea regenerada.

No 30° dia, a pastilha do compésito fragmentou-se de tal propor¢do que nao foi
possivel fazer a analise do grau de maturacao do tecido dos poros. Para este grupo, foi

feita apenas uma andlise descritiva a partir dos poros remanescentes.

Os poros da pastilha controle apresentaram tecido dsseo primario e principio de
formagdo de tecido 6sseo lamelar. A partir deste periodo tornou-se evidente a presenga

de osteoclastos localizados entre o tecido e a superficie do arcabouco.

Aos 45 dias, o escore médio do grau de maturacio do tecido dos poros foi 2,88
+ (0,38 para o grupo fHAp e 2,61 + 0,2 para o grupo SHAp-Nb, o que equivale a um
predominio de poros com grau de maturacdo 2 e 3, caracterizados predominantemente

pela presenca de matriz ¢ssea (Figura 9).

Aos 90 dias o escore médio do grau de maturagao do tecido dos poros foi 3,11
+ 0,26 para o grupo fHAp e 2,75 £ 0,26 para o grupo fHAp-NbD, o que equivale a um
predominio de poros com grau de matura¢do 3 no grupo controle e graus 2 e 3 no
grupo do compdsito. As pastilhas apresentaram poros em diversos estagios de
ossificagdo (Figuras 10 e 11), e diversos poros j& se apresentaram parcial ou

completamente preenchidos por tecido 6sseo maduro, osseointegrado ao arcabouco.

Também foram identificados centros de ossificagdo intramembranosa na dura-
mater e no periosteo localizados imediatamente abaixo e acima da pastilha,
respectivamente, € que evoluiram formando pequenas pecas 6sseas, além de centros de
ossificagcdo no tecido conjuntivo localizado ao lado da pastilha que ndo evoluiram a

pecas 0sseas.

5.6. Estudo em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em amostras

obtidos 45 dias pos-implante do arcabouco

As andlises em MEV, aos 45 dias mostram, em detalhes, a morfologia do

tecido que se desenvolveu nos arcabougos.
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Os poros selecionados para as andlises eram aqueles que estavam preenchidos.
As pastilhas do composito e aquelas controle apresentaram algumas caracteristicas em
comum, como o desenvolvimento de uma rede vascular, a deposi¢ao de matriz 6ssea
amorfa, com ou sem deposi¢ao de fibras coldgenas e ocorréncia de osteoblastos

diretamente sobre os biomateriais (Figura 12).

O composito se diferenciou por apresentar um maior nimero de células nos
poros e hemadcias livres. Os osteoblastos localizados em superficies mais lisas, como a
superficie das pastilhas, tinham um formato mais achatado e prolongamentos mais
curtos e produziam matriz de modo aposicional. Os osteoblastos localizados nos poros
cuja superficie era irregular assumiram um formado ovdide, desenvolveram
prolongamentos mais longos que se estendiam para as paredes dos poros, mantendo as
células suspensas no espago do poro (Figura 13). O desenvolvimento do tecido 6sseo
aconteceu por meio da secrecdo centrifuga de matriz, por estas células, obstruindo os

espagos dos poros.
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6. Discussao

A metalurgia ainda ndo conseguiu desenvolver uma estrutura que apresentasse
todos os requisitos necessarios a um bom arcabougo, de modo que o desenvolvimento
de novos biomateriais e as técnicas de producao de arcaboucgos sdo essenciais para o
sucesso da engenharia de tecido 6sseo (Kokubo ef al., 2009). Neste estudo o potencial
do composito trifdsico baseado em hidroxiapatita — fTCP - pentoxido de nidbio, em
atuar como um arcabougo para a regeneracdo Ossea, foi avaliado em modelo de defeito
6sseo de tamanho critico de 8mm. O biomaterial, na forma de pastilha, foi inserido
diretamente no defeito (cicatrizagdo ortotopica) (Gomes e Fernandes, 2011) e a
regeneracdo Ossea foi avaliada por meio de microscopia Optica e microscopia

eletronica de varredura.

Estudos empregando defeitos de tamanho critico (DTC) sdao empregados para
avaliar se determinado biomaterial ¢ capaz de modular o processo de regeneracao
Ossea (Cestari et al., 2009; Taga et al., 2008) a0 mesmo tempo que promove suporte
mecanico. Um DTC ¢ definido como “o menor defeito intra-6sseo que ndo se regenera
completamente e espontaneamente durante o ciclo de vida do animal” (Schmitz e
Hollinger, 1986), pois o reparo, neste modelo, somente pode ser alcangado com
auxilio terapéutico ou de materiais que estimulem a regeneracdo dssea (Cameron et
al., 2013). O tamanho dos DTCs varia de acordo com a espécie, localizagdo e idade
do animal. Em calvaria, os defeitos de Smm (Bosch et al., 1998) ¢ 8mm (Dahlin ef al.,

1991) sdo os mais empregados.

Neste estudo, as pastilhas foram encaixadas num DTC sem utilizagdo de
qualquer artefato para sua estabilizacdo, como membranas, placas ou grampos,
garantindo que a regeneragdo Ossea tenha sido foi influenciada exclusivamente pelo
arcabouco. O encaixe pastilhas foi mantido pelo reposicionamento do periosteo e da
pele, garantindo certa estabilidade ao material e diminuindo o grau de mobilidade, ndo
necessitando, desta forma, de retengdo adicional (Gomes e Fernandes, 2011). A dura-
mater que forra o assoalho do defeito, foi um importante fornecedor de células para o
processo regenerativo (Gomes e Fernandes, 2011) e foi a partir desta membrana que se
observou a maior migracao de tecidos para o interior dos poros do arcabougo. No
interior dos poros, a regeneracdo ocorreu de forma seqiiencial e com alguma

sobreposi¢ao de fases de maturagdo nos periodos analisados.
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Na observacdo macroscopica das amostras coletadas apds a eutandsia dos
animais, notou-se o crescimento de osso na superficie do implante voltada para a dura-
mater. Os defeitos apresentaram graus variados de regeneracdo entre os diferentes
periodos de tempo e dentro de cada periodo de tempo avaliado. O crescimento a partir
das margens aconteceu em todos os animais, mas o crescimento de 0sso na regido
central do defeito variou, provavelmente dependendo da influéncia do material que

estimulou a regeneragdo 6ssea (Cameron et al., 2013).

O arcabougo, foi desenvolvido na forma de pastilha, com 8mm de didmetro e
0,8mm de espessura, com base nas dimensdes da calota que foi removida durante a
criagdo do defeito. Para a obten¢do das pastilhas a mistura (1:1) dos pos precursores
foi prensada e submetida a sinterizagdo em diferentes temperaturas, com a finalidade
de se obter a temperatura que resultasse nas melhores propriedades mecanicas. A
partir de 900°C obteve-se a maior variagdo dimensional do compdsito, que retraiu com
a temperatura, até atingir um valor maximo em 1080 C. Apds essa temperatura o
material voltou a se expandir e as propriedades mecanicas pioraram. Em 1080° C a

dureza do material apresentou seu grau maximo (Bonadio, 2014).

A adicdo de Nb.,O,, gerou uma melhoria na microdureza do material. que
parece estar relacionado com a proporcdo de Nb.O, adicionado a mistura. Foi
necessario ajustar a proporcao dos pds, a fim de se obter a melhor associagdo das
propriedades mecanicas do nidbio com as propriedades bioldgicas da hidroxiapatita,
sendo a proporcao de 1:1 aquela que resultou nas melhores propriedades mecanicas
(Bonadio, 2014). Demirkol et al, (2013) mostrou que a adi¢do de 5 ¢ 10% Nb,O.a
HAp gerou uma melhoria na resisténcia do material, € que o mesmo material,
sinterizado em diferentes temperaturas, apresentou a resisténcia potencializada nas
temperaturas mais elevadas, sendo que a 1300° C obteve as melhores propriedades
mecéanicas. Neste estudo, o material apresentou um comportamento semelhante ao das
ligas eutéticas, ou seja, utilizando uma maior propor¢ao do metal (50%), o ponto de
fusdo dos po6s diminuiu, obtendo-se a maior resisténcia do material em uma
temperatura menor (1080-C), do que aquela empregada por Demirkol ez a/ (2013).

Quando as pastilhas do compdsito foram construidas na forma de bulk (com
poros na ordem de nm), apresentaram microdureza 0,6 vezes superior a fHAp
(Kiyochi Junior, 2013). No arcabouco do compdsito, sinterizado a 1080° C, o valor

maximo de microdureza foi quase trés vezes maior do que aquela de fHAp. Quando
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comparados os valores de microdureza do composito na forma de bulk sinterizado a
1000-C (Kiyochi Junior, 2013) com o compoésito na forma de arcabouco que foi
sinterizado a 1080°C, o valor de microdureza obtido neste segundo € quase seis vezes
maior, mostrando que a temperatura de sinterizagdo parece ser mais decisiva no
aumento da microdureza.

Apos o processo de sinterizagdo a composi¢ao das pastilhas, tanto na forma de
arcabougo, como de bulk, se modificou. A pastilha controle passou a ser constituida de
87,61% de HAp e 12,4% de p-tricalcio fosforo (Ca,(PO.).), o STCP. No grupo do
composito, trés novas fases foram identificadas: oOxido de calcio nidbio
CaNb,O, (fersmita), 6xido de fosforo nidbio PNb,O.. e STCP, nas proporgdes de
33,36%, 17,21% e 47,43% respectivamente.

A maior proporcdo de SFTCP quando associado a hidroxiapatita estd
diretamente associado a uma maior formagao o6ssea (Farifia et a/.,2008) em fungao de
ter uma taxa de reabsor¢cdo mais rapida, além de liberar grandes quantidades de ions
calcio e sulfato (Liu e Lun, 2012). Entretanto, suas propriedades mecénicas sdo
pobres, e seu potencial osteogénco e osteoindutor ¢ baixo (Bansal ef al., 2009 ;
Linovitz e Peppers, 2002 ) o que o torna incapaz de resistir contra fadiga, tornando os
arcabougos passiveis de colapso ou de fratura interna (Orii et al, 2005). A
hidroxiapatita pura, por sua vez, ¢ reabsorvida muito lentamente, mas da mesma forma
que o STCP apresenta pobres propriedades mecanicas. Ambos, fTCP ¢ HAp sao
osteocondutores, mas diferem em suas bioatividades (Wongwitwichot et al., 2010).
Por sua vez, o composito bifasico fTCP/HA, também chamado fosfato de calcio
bifasico (bifasic calcium phosphate - BCP) podem aumentar a for¢a mecanica dos
materiais ceramicos e melhorar a degradacdo de fTCP, o que assegura a estabilidade
do arcabouco até que o novo osso esteja formado (Garrido et al., 2011).

A adi¢do do Nb.O, a fHAp gerou, no arcabougo, um material com melhores
propriedades biomecanicas. Estudos anteriores (Matsuno et al., 2001) demonstraram
que ap6s 14 e 28 dias de implantagdo de um implante de nidbio na forma de pastilha
no fémur de ratos nenhum sinal de dissolucdo do material foi detectada, caracteristico
de um material com boa biocompatibilidade. Neste estudo, apds 90 dias de
observacdo, o material ndo sofreu reabsor¢do que pudesse ser detectada
microscopicamente.

A quantidade de poros e sua distribuicdo podem influenciar a resisténcia e
modulo de elasticidade do arcabouco (Gomide, 2005) e seu tamanho e geometria sdo
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fundamentais para o sucesso da osteogénese (Kuboki et al., 2001). Nao ha um
consenso a respeito do tamanho ideal de poros. Este pardmetro parece variar de acordo
com a condicdo experimental e o biomaterial empregado (Zaner e Yukna, 1984;
Fleckenstein et al., 1996; Tsuruga et al., 1997; Kuboki et al., 1998; Kuboki et al.,
2001., Teixeira, 2009).

Os poros do arcabougo, neste estudo, variaram de 100 a 250pm e apresentaram
interconectividade que permitiu a migracdo e o crescimento de capilares no seu
interior e a migracao de células mesenquimais que alcancaram as areas mais centrais
do composito. As particulas de lactose empregadas para a geragdo dos poros tinham
morfologia predominantemente esférica e foram peneiradas para que fossem
selecionadas aquelas com didmetro entre 150 e 250um (Bonadio, 2014). Os canais
interconectando os poros apresentavam geometria predominantemente concava. Esse
tipo de geometria das interconexdes dos poros promove, mais do que a superficie
convexa ou achatada, um ambiente fisico adequado para gerar alta densidade
celular (Tsuruga et al., 1997)

Os poros devem ser maiores do que o didmetro dos capilares ativos, que por
sua vez devem fornecer suprimento sanguineo suficiente para a formacgdo Ossea
(Tsuruga et al., 1997). Poros maiores parecem favorecer a angiogénese (Klenke et al.,
2008), sendo a variagdo de 100pma 300pum o tamanho mais favoravel para o
desenvolvimento de um sistema de capilares, essencial para a neoformagdo Ossea
(Zaner e Yukna, 1984; Fleckenstein et al., 1996; Teixeira, 2009). A geometria do poro
e a quantidade de interconexdes devem ser levados em consideragdo pois estd
relacionado a uma diminuicdo na resisténcia e um aumento de flexibilidade e
ductibilidade (Chang et al., 2000).

Estudos avaliando a osteogénese ectopica induzida por proteina morfogenética
6ssea (BMP - bone morphogenetic protein) em arcaboucos de hidroxiapatita,
mostraram que a estrutura de poros de 300 a 400um de didmetro sdo as mais
favoraveis para a formagdo de 6steons. O desenvolvimento de um unico capilar por
poro parece ser uma condi¢do necessaria para a formagdo de uma estrutura
semelhante ao 6steon [sistemas cilindricos - Haversianos - com um canal central que
consiste de um vaso sanguineo circundado por anéis concéntricos de matriz Ossea
(Fernandez-Yague et al., 2014)] visto que em poros de 500 a 600um podem se
desenvolver multiplos e amplos capilares, o que ndo favorece a formagdo Ossea
Haversiana (Tsuruga et al., 1997).
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Neste estudo a producdo de matriz dssea, no composito, ocorreu
exclusivamente em dire¢do centripeta, ou seja, a partir da superficie dos poros, que
foram, paulatinamente, sendo obstruidos por tecido 6sseo depositado em camadas. No
grupo SHAp além do osso neoformado forrar a parede dos poros, houve formacao
Haversiana de osso, com deposi¢ao de matriz ao redor do vaso central. Uma vez que
os poros dos dois arcabougos tinham dimensdes semelhantes, podemos supor que a
diferenca no processo de formagdo dssea possa ter sido influenciada também pela
composicao do arcabouco.

No composito foi detectada a formagao de cartilagem hialina. A condrogénese
durante a cicatrizacdo ¢ favorecida pela hipoxia (Fernandes-Yague et al., 2014).
Estudos empregando arcabougos carreadores de BMP, demonstraram o
desenvolvimento 6sseo, neste modelo, ocorreu por meio de ossificagdo endocondral,
ou diretamente por ossificagdo intramembranosa. O fator determinante do processo
foi relacionado as propriedades geométricas do material carreador, que permitiu ou
ndo a penetracdo de vasos em seu interior. Em estruturas cuja geometria permitiu a
rapida vascularizacdo, os biomateriais induziram formagdo d6ssea direta, por meio da
diferenciagdo de células imaturas em osteoblastos, sem formacdo cartilaginosa
(Kuboki et al., 2001). Neste estudo, apesar de constatada a vascularizacdo dos
poros, ndo foi possivel estimar se a oxigenagdo foi suficiente. Um ambiente com
baixa tensdo de oxigénio poderia favorecer a ossificagdo endocondral.

Para o bom desempenho de um arcaboucgo, € necessario que além propriedades
mecanicas e porosidade adequadas, o material apresente apresente potencial para
estimular o desenvolvimento de osso em seus poros (Kuboki et al., 1998; Kuboki et
al., 2001) e para isso, sua superficie deve permirtir a adesdo celular, diferenciagao,

proliferacdo e ser livre de toxicidade (Jones, 2009; Descamps et al., 2009).

O composito na forma de arcabougo definitivamente induziu a formagao dssea,
como ficou evidente pela observacdo microscopica. O tecido cronjuntivo frouxo que
preencheu os poros do composito levava consigo capilares sanguineos e células
mesenquimais indiferenciadas, de forma semelhante aquela observada na pastilha de
PHAp. O emprego de coloragdes histologicas diferentes favoreceu a observagdo das
mudangas ocorridas no tecido, e permitiu, sua classificacio em graus de maturacgdo,
nos diferentes periodos de tempo. Desta forma, por meio do estabelecimento de

escores, foi avaliado o grau de maturacdo dos tecidos que ocuparam os poros do
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arcabougo, durante a regeneragdo. A principal caracteristica morfologica, que permitiu
estabelecer os critérios para definir os graus de maturagdo, foi a evolugdo temporal da
matriz extracelular. A medida em que o processo avangou, a matriz inicial, de tecido
conjuntivo frouxo, foi sendo substituida por matriz de o0sso primario e
subsequentemente de osso lamelar. A diferenciagdo celular também foi evidente. As
células mesenquimais, de aspecto estrelado, com finos prolongamentos se
diferenciaram em osteoblastos secretando matriz, em direcdo centripeta ou centrifuga
em relacdo a parede do poro. Naqueles poros mais maduros os osteoblastos
encontravam-se alinhados, formando uma camada continua na superficie do osso

neoformado.

Embora no arcabouco de fHAp o amadurecimento tenha sido mais rapido,
visto que os escores estabelecidos foram maiores do que aqueles das pastilhas do
compdsito, em todos os tempos avaliados, ainda assim, o composito demonstrou, do
ponto de vista morfoldgico, excelente potencial osteoindutor. O potencial osteoindutor
do compésito SHAp-Nb na forma de bulk, ja havia sido constatados na regeneragdo de
DTCs. Candido, 2014 detectou grupos celulares imunopositivos para osteocalcina, as
margens do defeito, fora da area de regeneragdo, sugerindo que o compdsito foi capaz

de induzir o processo de diferenciagdo de células mesenquimais.

Apesar das limitagdes associadas com preparagdo dos materiais para MEV, que
exige a secagem do espécimen induzindo modificacdes na morfologia e estrutura
espacial dos tecidos (Tran Van et al., 1982), esta técnica forneceu detalhes estruturais
importantes da interface biomaterial-osso, nos poros, como a integragdo estrutural

entre o material do arcabougo e a matriz 6ssea neo-formada.

A MEV também revelou variacdes da morfologia dos osteoblastos, ora
planos ora elipticos e na forma de deposi¢do de extracelular. Tais variagdes podem
estas relacionadas com as caracteristicas topograficas do arcabougo, ou ao estimulo

quimico local (Fernandez-Yague et al., 2014).

Com este trabalho foi demonstrado que o composito baseado em fHAp-Nb na
forma de pastilha, em DTC, apresentou caracteristicas que o aproximam de um
arcabouco ideal: foi capaz de suportar a area defeituosa, permitiu a penetragdo de

células e vasos sanguineos e apresentou potencial osteoindutor.
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7. Conclusao

Concluimos que o compdsito com poros entre 100 e 250um atuou como um
arcabouco, favoreceu a osteogénese € a osseointegracdo em defeitos de tamanho

critico.
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PROTOCOLO PARA INCLUSAO EM PARAFINA

DESIDRATACAO

ALCOOL 80% 1 HORA
ALCOOL 90% 1 HORA
ALCOOL 100% 1 1% HORA
ALCOOL 100% 11 1 HORA
ALCOOL 100% 111 1 HORA
XILOL 2 % HORAS
PARAFINA 1 1 HORA

PARAFINA 1l

DIA SEGUINTE
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PROTOCOLO COLORACAO HEMATOXILINA E EOSINA

ESTUFA 15°
XILOL I 10°
XILOL II 15°
ALCOOL 100% I I
ALCOOL 100% II I
ALCOOL 90% I’
ALCOOL 80% I
SUPERCOLA K
ESTUFA 30’
ALCOOL 70% I’
H20 DESTILADA I
HEMATOXILINA 40"
LAVAR

REPOUSAR 5 A 10’

EOSINA 10
LAVAR

ALCOOL 80% PASSAR

ALCOOL 90% PASSAR

ALCOOL 100% I 5

ALCOOL 100% II 5
CAPELA

XILOL ALCOOL PASSAR

50



XILOL I

XILOL II

MONTAR

5’

5’
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PROTOCOLO PADRAO IMUNO HISTO-QUIMICA

DESPARAFINIZAR E HIDRATAR

ESTUFA 15°
XILOL 1 15°
XILOL 2 15°
ESTUFA 36 °C POR 24 HORAS
ALCOOL 100% 1 5
ALCOOL 100% 2 5
ALCOOL 90% 5
ALCOOL 80% 5
ALCOOL 70% 5
AGUA DESTILADA 5
ESTUFA 36 °C POR 72 HORAS
BLOQUEIO PEROXIDASE ENDOGENA 10°

*LAVAR EM AGUA DESTILADA
*LAVAR EM TRIS - DUAS LAVAGENS DE 7’
*DEMARCAR OS CORTES COM CANETA HIDROFOBICA

*BLOQUEIO COM BSA (10 MINUTOS) — HISTOSTAIN -2 GOTAS DE SOLUCAO
BLOQUEADORA REATIVO A EM CADA CORTE

*ENCUBAR EM ANTICORPO PRIMARIO (OVERNIGHT)
*LAVAR EM TRIS DUAS LAVAGENS DE 7°

*INCUBAR EM AC SECUNDARIO — HISTOSTAIN — 2 GOTAS DE REATIVO B EM
CADA CORTE POR 10’

*LAVAR EM TRIS DUAS LAVAGENS DE 7°
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*INCUBAR EM AB — HISTOSTAIN — ADICIONAR 2 GOTAS DE REATIVO C EM
CADA CORTE E INCUBAR POR 10’

*LAVAR EM TRIS, DUAS LAVAGENS DE 7°
*REVELAR COM DAB (LUZ APAGADA)

*CONTRACOLORACAO COM HEMATOXILINA DE MAYER? (NAO

NECESSARIAMENTE)

ALCOOL 95% r
ALCOOL 100% 5
XILOL ALCOOL PASSAR
XILOL 1 5

MONTAR
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Figura 1. Procedimento cirirgico para confeccdo de defeito de tamanho critico (8mm) e implante de
biomaterial na calvaria de ratos (a, b, c, d, e, f, g, h, 1). (a) Anti-sepsia da area cirurgica, com iodo topico;
(b) Incisao transversal da pele até o periosteo; (c) Deslocamento do conjunto pele-periosteo para
visualizag¢ao do osso da calvaria; (d) Confecgao do defeito com broca trefina; (e) Visualizagdo da margem
do defeito apos trefinacdo; (f) Exposicdo do encéfalo apds a remogdo de parte da calota craniana; (g)
Posicionamento da pastilha no defeito 6sseo. Observar a permeagdo do sangue nos poros mais
superficiais da pastilha; (h) Reposicao e sutura dos tecidos com fio de nylon. (i) Aplicagdo de iodo topico
na regido, apos sutura, o pontilhado ilustra o posicionamento mais cefalico da pastilha em relacdo a
incisdo.
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Figura 2. Padrdes de difracdo de raios X para o compdsito fHAp-Nb (1:1 vol%) sinterizado por
duas horas em diferentes temperaturas: (®) Nb,Os, (X) CaNb,Oq4, (¢) PNbyO,5 e (o) B-TCP
(Bonadio, 2014).
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Figura 3. Microdureza Vickers da fHAp e do composito SHAp-Nb sinterizado em diferentes
temperaturas. O valor maximo de dureza Vickers ¢ observado para a temperatura de sinterizagao
de 1080 °C. (Bonadio, 2014).
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Figura 4. Micrografia Eletronica de Varredura (MEV) da microestrutura da superficie do arcabougo
do composito baseado em fHAp-Nb. (a) Imagem da superficie, numa é4rea densa, entre poros. (b,c)
Superficie apds lixamento. (d) Superficie apos fratura (Bonadio, 2014).
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Figura 5. Fotografia da calota craniana de ratos aos (a, €)15, (b, f) 30, (c, g) 45 e (d, h) 90 dias apds a
realizagao de um defeito de tamanho critico de 8 mm na calvaria. Nas imagens (a, b, ¢, d) superficie
interna do defeito, voltada para a dura-mater , preenchido com biomaterial bifasico composto por BHAp
(B tricalcio fésforo e hidroxiapatita) . Notar a a ocorréncia de area hiperémica sobre as pastilhas aos 45
e 90 dias (insets) . As imagens (e, f, g, h) indicam a superficie interna do defeito, voltada para a dura-
mater , preenchido com biomaterial trifasico composto por PHAp-Nb. As setas indicam dareas de
crescimento 4sseo
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Figura 6. (A) Frequéncia média dos escores representativos do grau de maturacdo do tecido
conjuntivo que se desenvolveu no interior dos poros dos arcabougos de fHAp e do compdsito
baseado em FHAp-Nb, 15, 45 e 90 dias apds o implante do biomaterial na forma de pastilha em
defeito de tamanho critico na calvaria de ratos Wistar. Escore variando de 1 a 1,49: predominio de
poros grau um; de 1,5 a 1,99: grau um e dois, no mesmo poro ou em poros distintos; de 2,0 a 2,49:
predominio de poros grau dois; de 2,5 a 2,99, no mesmo poro ou em poros distintos: grau dois e
tres; de 3,0 a 3,49: predominio de poros grau tres; de 3,5 a 3,99: grau trés e quarto, no mesmo poro
ou em poros distintos; escore 4,0: predominio de poros grau quatro. Em (B) fotomicrografias
representativas do aspecto morfoldgico dos graus de maturacao atribuidos ao tecido que preencheu
os poros: (a) Grau 1, predominio de tecido conjuntivo frouxo delicado; (b) Grau 2, tecido
conjuntivo mais denso; (c) Grau 3, presenca de tecido dsseo primario e (d) Grau 4, presenca de
tecido 6sseo maduro. Coloragao: HE.
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Figura 07.Fotomicrografia do defeito ésseo de tamanho critico produzido na calvaria de
ratos 15 dias apds o implante de um arcabouco na forma de pastilha de um compdsito
baseado em BHAp-Nb. (a) Vista panoramica do defeito mostrando poros preenchidos com
tecido conjuntivo onde os poros contém apenas tecido conjuntivo frouxo. (b) Formacgado de
matriz de cartilagem hialina (hc), com condrécitos hipertréficos (cabeca de seta), no
interior dos poros. (c) Crescimento dsseo a partir da margem do defeito (setas); observar
detalhe dos poros em (d). (d) Poros apresentando diferentes graus de maturacdo.
Observar o tecido ésseo, com ostedcitos no meio da matriz, preenchendo parcialmente
um dos poros (b) . Coloragao: HE.

60



;

-

Figura 8.Fotomicrografia do defeito 6sseo de tamanho critico produzido na calvéria de ratos 15 dias apos o
implante de um arcabougo na forma de pastilha de hidroxiapatita (BHAp). (a) Regido da margem do
defeito, rica em vasos (v) e células multinucleadas. Observar o crescimento de tecido conjuntivo para o
interior dos poros (ct) (b) Destaque para a penetragdo de capilares(v)nos poros, além da presenca de células
osteogénicas. Em (c), observar o poro preenchido por tecido conjuntivo, com grande quantidade de
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hemaéceas livres e células osteogénicas . (d) Regido da margem do defeito, onde os poros foram preenchidos
por matriz dssea (em vermelho) depositada ao redor de vasos. (e) Visdo aproximada de um poro, onde
observa-se deposicdo de matriz 6ssea (em azul) diretamente na parede interna do poro (f) Visao
panoramica, onde se observa diferentes graus de maturagdo dos tecidos no interior dos poros. Coloracao: (a-
c) Hematoxilina e Eosina. (d-f) tricrdmico de Mallory.
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Figura 9. Fotomicrografia do defeito 6sseo de tamanho critico produzido na calvéria de ratos 45 dias apds o
implante de um aracabougo na forma de pastilha de (a-c) hidroxiapatita (HAPB) e de (d-f) um compdsito
baseado em hidroxiapatita-pentoxido de nidbio (SHAp-Nb.). (a) Vista panoramica do defeito cujo
arcabougo implantado possui todos os poros preenchidos por tecido. (b) Notar os diferentes graus de
maturagdo do tecido, em funcdo das diferencas na morfologia. Em (c¢) um detalhe do poros cuja matriz
Ossea estd recoberta por osteoblastos (seta) e com ostedcitos aprisionados Em (d) a coloragdo com
tricromico de Mallory destaca os poros parcialmente preenchidos com osso corado em azul. Em (e)
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observar a interconectividade dos poros ainda preenchidos por tecido imaturo e a presenga de osteoclastos.
Em (f), um poro parcialmente preenchido por tecido dsseo. Coloragdo: (a-c, e,f), Hematoxilina e Eosina; (d)
tricromico de Mallory.
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Figura 10. Fotomicrografia do defeito 6sseo de tamanho critico produzido na calvéria de ratos 90 dias apos o
implante de um arcaboucgo na forma de pastilha de um compoésito baseado em hidroxiapatita-pentéxido de
niobio (FHAp-Nb.). Em (a), vista panoramica do defeito. As regides indicadas com (%) foram perdidas
durante o processamento histoldégico. Em (b), notar a presenga de um vaso na regido de comunicagdo entre
poros diferentes. As figuras (c-f) representam os varios estdgios de formagao de osso nos poros. Em (c) o poro
¢ ocupado por tecido conjuntivo frouxo, vascularizado. A matriz ¢ levemente basofilica, com presenca de
delicadas fibras coldgenas e células indiferenciadas, de formato estrelado. Em (d), o poro esta preenchido por
tecido cuja matriz apresenta-se levemente acidofila, com maior deposicdo de fibra colagenas. Presenca de
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células osteogénicas (og) e asteoclastos (oc). Em (e) o poro estd parcialmente preenchido por tecido 6sseo
priméario, vascularizado. Presenca de ostedcitos e osteoblastos. Em (f) poro preenchido por tecido 6sseo
maduro, com ostedcitos (oc) mergulhados na matriz dssea e osteoblastos (ob) recobrindo a superficie dssea.
Coloracao: Hematoxilina e Eosina.
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Figura 11. Fotomicrografia do defeito ¢sseo de tamanho critico produzido na calvaria de ratos 90 dias apds
o implante de um arcabouco na forma de pastilha de hidroxiapatita (BHAp). Em (a) uma vista panoramica
da pastilha. Em (b), observar a interconectividade entre os poros, com destaque para os vasos . As figuras
(c-f) representam os véarios estagios de maturacdo da matriz, durante a formagdo do osso, evidenciando,

com a coloragdo de Verhoeff, a deposicdo gradual de coldgeno nos poros. Coloragdo:Verhoeff..
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Figura 12. Eletromicrografia de varredura obtida de um arcabouco baseado em BHAp na forma de pastilha
apos 45 dias de implante em defeito de tamanho critico na calvaria de ratos. Em (a), uma amostra da pastilha
fraturada onde se nota os poros preenchidos por tecido. Em (b) um poro em destaque, observar a presenga de
um osteoblasto totalmente recoberto com matriz. Em (c) e (d) notar a presenga de calulas aderidas diretamente
sobre o biomaterial. (e) observar a presenca de um vaso e células no interior do poro. (f) Superficie de um
poro totalmente preenchida por tecido.
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Figura 13. Eletromicrografia de varredura obtida de um arcabougo baseado em fHAp-Nb na forma de pastilha
apos 45 dias de implante em defeito de tamanho critico na calvaria de ratos. Em (a), uma amostra da pastilha
onde se nota a presenca de um osteoblasto diretamente sobre o biomaterial. Em (b) um poro que se apresenta
totalmente preenchido com tecido em seu interior .(c) Célula multinucleada aderida diretamente sobre a
superficie interior do poro . Em (d) observar a deposi¢cdo de matriz diretamente sobre o biomaterial.
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