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Resumo 
Para o desenvolvimento de arcabouços de biomateriais com ótimo desempenho no 
reparo ósseo, é extremamente importante compreender a interação células 
osteogênicas-escafolde. A hidroxiapatita (HAp) é um dos materiais que apresenta 
maior biocompatibilidade e bioatividade mas tem a desvantagem de não oferecer 
resistencia à pressão; entretanto a HAp  pode ser enriquecida com outros tipos de 
materiais mais resistentes como o nióbio (Nb), na forma de pentóxido de nióbio, 
formando um compósito hidroxiapatita-pentóxido de nióbio (βHAp-Nb). O pentóxido 
de Nb é um óxido biocompatível, resistente à corrosão e capaz de nuclear-se com a 
apatita, tornando-se bioativo. Temos avaliado a interface biomaterial-compósito do 
ponto de vista morfológico e físico-químico e os resultados tem demonstrado que o 
compósito apresenta as mesmas características de bioatividade da hidroxiapatita com a 
vantagem de ter maior dureza e resistência do nióbio. Entretanto não foi possível 
avaliar a osseointegração com o compósito uma vez que este foi manufaturado com 
poros na ordem de nanômetros. Desta forma, a presente proposta teve como objetivo 
avaliar a interação do compósito, na forma de arcabouço, com o tecido ósseo no 
processo de regeneração de defeitos de tamanho crítico na calvária de ratos. Na 
calvária de ratos Wistar foi confeccionado um defeito de 8mm de diâmetro que foi 
preenchido com um arcabouço na forma de pastilha de βHAp-Nb  (grupo 
experimental) ou βHAp (grupo controle). Os animais foram mortos 15, 30, 45 e 90 
dias após a colocação das pastilhas e as amostras da calvária foram coletadas. Para o 
estudo histológico as amostras foram fixadas em paraformaldeído 4% e processadas 
para inclusão em parafina para realização de cortes histológicos que foram corados 
com H&E, pelo tricômico de Mallory e técnica de Verhoeff. Foi realizada análise da 
fosfatase alcalina plasmática como um marcador da formação óssea. Também foram 
realizadas análises físico-químicas: difratometria de raios X, para identificar a 
estrutura cristalina das amostras, microscopia eletrônica de varredura (MEV) para 
avaliar a microestrutura do material e, teste de microdureza de Vickers a fim de avaliar 
a resistência superficial do material. As pastilhas de βHAp e do compósito 
apresentaram poros que variaram entre 100 e 250µm. A temperatura de sinterização 
foi de 1080°C. A composição química das pastilhas de  βHAp foi, 87,61% de HA e 
12,4% de β-TCP. Na pastilha do compósito houve a formação de três fases cristalinas: 
CaNb2O6 (33,36%), PNb9O25 (17,21%) e β-TCP (47,43%). Aos 15 dias de observação 
muitos poros apresentaram-se preenchidos por tecido conjuntivo. Ao menos um 
capilar de luz ampla/poro foi observado, em ambos os grupos. No grupo βHAp, ao 
redor do capilar, o tecido conjuntivo apresentou uma matriz mais homogênea e 
acidófila, sendo circunscrita por um tecido conjuntivo mais frouxo e celularizado. 
Diversos poros apresentaram muitas hemáceas fora do limite dos vasos. Nas pastilhas 
de compósito, alguns poros apresentaram-se parcialmente preenchidos por matriz 
óssea, com osteócitos em seu interior. Os poros mais distantes da margem 
apresentaram-se preenchidos por uma matriz mais basofílica enquanto aqueles mais 
próximos à margem onde havia osso neoformado, apresentaram uma matriz mais 
acidófila.  Após 30 e 45 dias de reparo, um número maior de poros apresentou 
desenvolvimento de tecido ósseo em seu interior, em ambos os grupos. Aos 90 dias de 
avaliação ambos os grupos apresentaram os poros preenchidos quase que em sua 
totalidade por uma matriz mais madura, ou por tecido ósseo. Não houve 
desenvolvimento de fibrose em nenhum dos períodos estudados. A observação da 
interface osso-biomaterial demonstrou que houve osseointegração. Concluímos que a 
pastilhas do compósito baseado em βHAp-Nb com porosidade de 100 a 250µm atuou 
como arcabouço possibilitando a penetração de vasos sanguíneos e células 
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osteogênicas. Houve deposição de tecido ósseo no interior dos poros, sem formação de 
cápsula fibrosa e portanto houve osseointegração. 
 
Palavras-chave: osseointegração, compósito hidroxiapatita-pentóxido de nióbio, 
arcabouço. 
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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 (βHAp-
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 
βHAp-Nb (experimental group) or βHAp (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 βHAp and the composite had pores ranging between 100 and 
250µm. The sintering temperature was 1080 °C. The chemical composition of the 
tablets of βHAp was, 87.61% of HA and 12.4% of β-TCP. On the composite insert 
was the formation of three crystalline phases: CaNb2O6 (33.36%), PNb9O25 (17.21%) 
and β-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 βHAp 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 βHAp-Nb with 
porosity of 100 to 250µm 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. Introdução 

 
A perda de tecidos decorrente de trauma ou doença resulta em sobrecarga 

socioeconômica e em perda de qualidade de vida para as pessoas, sendo 

funcionalmente debilitante (Szapalski et al., 2010; Conz et al., 2011).Nas últimas 

décadas um grande progresso foi feito no desenvolvimento de materiais que são 

indispensáveis nas áreas da saúde. Esses “biomateriais” incluem próteses, lentes, 

enxertos, stents, cateteres, tubos de circulação extra-corpórea e arcabouços (scaffolds), 

empregados na engenharia de tecidos, cujo avanço é hoje fundamental para o exercício 

da medicina regenerativa. 

O mercado potencial de produtos, como pele, osso, cartilagem, etc, 

desenvolvidos via engenharia de tecidos, é estimado em cerca de 100 bilhões de 

dólares ao ano e representa uma alternativa de tratamento para o uso clínico 

(Bhumiratana et al., 2011). Segundo Soares et al., 2005, no Brasil, os gastos do 

Sistema Único de Saúde com ortopedia totalizaram cerca de R$60 milhões no ano. A  

regeneração completa do osso e reestabelecimento de sua função torna-se uma 

promessa e de grande interesse comercial mundial (Zambuzzi et al., 2009). 

Materiais metálicos como o aço inoxidável austenítico, cromo-cobalto, titânio e 

suas ligas possuem propriedades mecânicas adequadas para uso em implantes e são 

usados rotineiramente na restauração de estruturas anatômicas; entretanto são 

suscetíveis à degradação química e eletroquímica (Nascimento, 2009). 

 Uma liga metálica ideal para implantes deve apresentar baixo módulo de 

elasticidade, baixa densidade, excelente resistência mecânica, alta resistência à 

corrosão, conformabilidade de acordo com a função mecânica no organismo e não 

deve conter elementos tóxicos. Dentre os metais usados para implante, o que mais 

resiste a todos os tipos de corrosão é o titânio e suas ligas, seguido por nióbio e tântalo 

e o que menos resiste é o aço inoxidável (Nascimento, 2009). 

O Brasil possui as maiores reservas de nióbio, e somado a este fato, este metal 

tem ainda vantagem de apresentar boas propriedades mecânicas, ser biocompatível e 

resistente à corrosão, de forma que pode ser utilizado como material de reforço para 

melhorar as propriedades biomecânicas na produção de compósitos elaborados pela 

combinação do nióbio com outros materiais menos resistentes, como a hidroxiapatita 

(HAp) (Brasil, 2008). 



! 13!

Trabalhos anteriores já comprovaram que é possível desenvolver um 

compósito nanoestruturado com o pentóxido de nióbio (Nb2O5) e a hidroxiapatita 

(HAp) pelo método de metalurgia do pó apontando para um desenvolvimento 

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

Até o presente não há estudos publicados, analisando o comportamento dos 

tecidos, frente ao compósito hidroxiapatita-nióbio (βHAp-Nb) e tampouco seu 

potencial no processo de reparo ósseo in vivo. Por este motivo, temos avaliado as 

propriedades físico-químicas (Bonadio, 2014) e biológicas (Kiyoshi Júnior, 2013; 

Candido, 2014) de um compósito baseado em hidroxiapatita-pentóxido de nióbio 

(βHAp-Nb) no reparo ósseo, em defeitos de tamanho critico (DTC) (Cooper et al., 

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

Este material, quando apresentado na forma de pastilha densa (bulk), com 

porosidade variando entre 1 a 2,5µm, foi biocompatível, bioativo e apresentou 

propriedades osteocondutora (Kiyoshi Júnior, 2013) e osteoindutora (Candido, 2014), 

estimulando o desenvolvimento ectópico de matriz óssea. No entanto, a capacidade do 

compósito, com poros maiores, de atuar como um arcabouço para o reparo ósseo ainda 

não foi avaliada. 

Os principais pré-requisitos para um bom arcabouço são: alta porosidade, 

superfície que permita a adesão, diferenciação e proliferação celular, integridade 

mecânica e ausência de toxicidade (Jones, 2009; Descamps et al., 2009). A metalurgia 

ainda não conseguiu desenvolver uma estrutura que apresentasse todos os requisitos 

necessários a um bom arcabouço, de modo que o desenvolvimento de novos 

biomateriais e as técnicas de produção são essenciais para o sucesso da engenharia do 

tecido ósseo (Kokubo et al., 2009). Um arcabouço ideal irá fornecer um suporte 

mecânico para um sítio injuriado e também estimular a diferenciação osteogênica que 

promoverá o crescimento ósseo (Service, 2000) portanto, é importante compreender a 

interação entre as células osteogênicas e o arcabouço. Esta interação somada à 

presença de fatores de crescimento tem se constituído no cerne das estratégias 

empregadas para alcançar a regeneração do tecido ósseo danificado.  

2.Objetivo 
Considerando que nos primeiros estudos realizados com o compósito βHAp-Nb!na 

forma de pastilha densa (bulk), com microporos, observou-se uma boa interação entre 
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a superfície do biomaterial e o osso neoformado, a hipótese desse trabalho é que na 

presença de poros maiores, entre 100 e 250µm, o compósito atue como um arcabouço, 

possibilitando a osseointegração. Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

interação entre um arcabouço constituído pelo compósito βHAp-Nb!e o tecido ósseo 

durante a regeneração de defeito de tamanho crítico na calvária de ratos.  

Os materiais usados neste estudo, bem como as análises físico-químicas e obtenção 

de imagens em microscopia eletrônica de varredura (MEV), foram realizadas pela 

aluna de doutorado do programa de Pós-graduação em Física da Universidade 

Estadual de Maringá (UEM), Taiana Gabriela Moretti Bonadio sob a orientação dos 

professores Mauro Luciano Baesso e Wilson Ricardo Weinand.  

As metas foram: 

1) Estudar a interação entre o compósito βHAp-Nb! e o tecido ósseo durante a 

regeneração dos defeitos ósseos, por meio das seguintes metodologias: 

a) Estudo histológico, em cortes de parafina, corados com hematoxillina e 

eosina, Verhoeff e  tricrômico de Mallory; 

b) Estudo morfológico em MEV; 

c) Análise bioquímica para detectar a fosfatase alcalina plasmática, como 

marcador de formação óssea; 

 

3. Revisão de Literatura 
 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo dinâmico, rígido, que tem a capacidade 

única de cicatrizar e remodelar sem deixar cicatriz (Sommerfeldt e Rubin, 

2001.,Kanczler e Oreffo, 2008; Titorencu et al., 2014). O tecido ósseo, consiste em 

uma matriz composta de proteínas e íons e diversos tipos celulares que atuam na 

remodelação e síntese de novo tecido (Titorencu et al, 2014). As fibras de colágeno 

compreendem cerca de 90% da proteína total do osso, sendo os outros 10% composto 

por proteoglicanas, por proteínas de ligação celular como fibronectina, 

trombospontina, osteopontina e sialoproteína óssea (Robey et al., 1989; Somerman et 

al., 1988), proteínas carboxiladas e proteínas relacionadas ao crescimento ósseo 

(Hauschka et al., 1988; Canalis et al., 1989).  

O osso fornece suporte estrutural para os músculos esqueléticos transformando 

suas contrações em movimentos úteis e constitui um sistema de alavancas que amplia 
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as forças geradas na contração muscular. Também atua exercendo proteção física de 

órgãos vitais como os contidos nas caixas craniana e toráxica e no canal medular 

(Sommerfeldt e Rubin, 2011). Esse tecido sofre remodelação ao longo da vida, através 

de um processo de formação-reabsorção, representados pelas células formadoras de 

tecido ósseo (osteoblastos, osteócitos) e pelas células de reabsorção óssea 

(osteoclastos).  

Funcionalmente os osteoblastos são células responsáveis pela deposição de 

matriz extracelular, além de regular a sua mineralização, e estão localizadas na 

superfície do osso, junto de seus percursores. Dentre as proteínas sintetizadas pelos 

osteoblastos estão o colágeno tipo I e proteínas não colagênicas como a osteopontina, 

osteocalcina e a sialoproteína óssea, essas que possuem papel fundamental no processo 

de mineralização (Judas et al., 2012). São células completamente diferenciadas que 

não apresentam capacidade de migração e proliferação, porém são muito ativas (Judas 

et al., 2012). 

Derivados dos osteoblastos, os osteócitos são menores em tamanho e mais 

abundantes no osso e residem nas lacunas da matriz óssea, sendo a forma madura do 

osteoblasto que, permanecem secretando substâncias necessárias à manutenção do 

osso (Junqueira e Carneiro, 2013). São responsáveis por enviar sinais tanto para a 

reabsorção quanto para a formação óssea, além disso, acredita-se que ele atue 

direcionando tanto as atividades dos osteoclastos quanto dos osteoblastos no osso (Bab 

e Sela, 2012). 

Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas (Bab e Sela, 2012; Judas et 

al., 2012), encontrados superfície óssea e na superfície do periósteo. Derivados de 

células hematopoiéticas, os osteoclastos, além de possuírem alta capacidade 

migratória, possuem a capacidade de reabsorver osso totalmente mineralizados, e para 

desempenharem tal função necessitam se tornar células altamente especializadas 

(Sommerfeldt e Rubin, 2011). Sua atividade é coordenada por citocinas e por 

hormônios como a calcitonina e o paratormônio (Hernández-Gil et al., 2006). 

 

3.1 Regeneração óssea 

 

Histologicamente o tecido ósseo pode ser dividido em dois tipos, o tecido 

ósseo imaturo ou primário e tecido ósseo maduro, secundário ou lamelar. Se 

diferenciam pela orientação das fibras colágenas, pois no tecido imaturo essas fibras se 
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dispõem irregularmente, enquanto que no maduro as fibras se orientam em lamelas, 

além de apresentar maior quantidade de minerais e menores proporções de osteócitos 

do que o osso lamelar.  

A regeneração óssea por sua vez pode ser dividida em três eventos biológicos 

distintos: a fase inflamatória, a reparativa e a remodeladora. A primeira etapa é 

caracterizada pela formação de coágulo, que contém vários mediadores inflamatórios, 

fatores angiogênicos e do crescimento, que são liberados pelas plaquetas, mastócitos, 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos. A segunda fase consiste na construção do calo 

ósseo e a terceira na remodelação e formação de um novo tecido ósseo. Dentre essas 

etapas, a remodelação é o processo fisiológico mais lento e, que ocorre durante  longo 

período de tempo (Cachioli et al., 2006), caracterizado pela reabsorção realizada pelos 

osteoclastos, concomitantemente com a síntese de osso novo, pelos osteoblastos (Bab 

e Sela, 2012; Chim et al., 2013; Jilka, 2013). Esse equilíbrio é fundamental na 

regulação da quantidade de reabsorção e deposição a fim de manter o tamanho, forma 

e integridade do osso (Chim et al., 2013). 

Durante o processo de diferenciação osteogênica as células mesenquimais 

passam por diversos estágios de desenvolvimento tais como: 1) células tronco 

mesenquimais; 2) células osteoprogenitoras; 3) pré-osteoblastos; 4) osteoblastos; 5) 

osteócitos (Heng et al., 2004), tendo a angiogênse um papel fundamental pois os vasos 

sanguíneos atuam fornecendo oxigênio, nutrientes, hormônios, citocinas, bem como 

células percursoras de osteoblastos e osteoclastos (Kanczler e Oreffo, 2008; Chim et 

al., 2013).   

 

 

3.2 Defeito ósseo de tamanho crítico 

 

Os modelos experimentais podem ser classificados como ortotópicos quando o 

material a ser estudado é introduzido diretamente no defeito ósseo, ou heterotópicos 

quando o material a ser estudado é introduzido por via subcutânea, intramuscular, 

intraperitoneal ou no mesentério (Gomes e Fernandes, 2011).  

Um dos modelos mais difundidos na literatura, é o defeito de tamanho crítico 

realizado em calvária de ratos, pois esse tipo de defeito é capaz de determinar a 

eficácia de determinado biomaterial no processo de regeneração (Taga, 2008; Cestari 

et al., 2009). 
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O defeito de tamanho crítico (DTC) consiste no menor defeito realizado em 

uma espécie animal, que não cicatriza espontaneamente durante o tempo de vida, ou 

seja, este defeito deve ser grande o suficiente para que não haja cura espontânea 

(Cooper et al., 2010; Lansdowne, 2010; Gomes e Fernandes, 2011). Mais 

especificamente um defeito de tamanho crítico tem sido descrito como um defeito que 

quando não for utilizado nenhum material como preenchimento, o resultado deve ser a 

formação de tecido conjuntivo fibroso, ao invés de osso (Lansdowne, 2010). O 

tamanho do defeito de tamanho crítico varia de espécie para espécie.  

De maneira geral, o DTC em calvária é muito popular, principalmente devido 

ao fato da estrutura óssea da calvária permitir o estabelecimento de um defeito 

uniforme, reproduzível e, facilmente avaliado através de análise histológica. Sua 

localização facilita o acesso cirúrgico e o manuseio operatório, sendo que, a dura-

máter e o periósteo localizados acima!do defeito criam um suporte adequado para os 

materiais implantados, não havendo necessidade de fixação interna ou externa (Gomes 

e Fernandes, 2011). A dura-máter desempenha um papel significativo na cura dos 

defeitos realizados em calvária, pois parece ser a fonte primária de células 

osteogênicas e fatores osteoindutores durante a fase de cura das feridas (Gomes e 

Fernandes, 2011). 

A localização anatômica de um defeito e a estabilidade são fatores importantes, 

pois, as tensões musculares, a carga exercida e o grau de mobilidade podem afetar 

diretamente o resultado final da regeneração óssea (Cacchioli et al., 2006). Essa cadeia 

de eventos decorrente do reparo pode ocorrer através de duas modalidades diferentes, 

dependendo da região onde foi realizada a fratura. 

A chamada ossificação endocondral é a principal responsável pela formação 

dos ossos curtos e longos ( Dyce et al., 2006), inicia-se sobre uma cartilagem hialina 

formada através da condensação do mesênquima, e que vai adquirindo forma 

semelhante ao osso que será constituído. Em seguida, essas células condensadas 

acabam se diferenciando em condrócitos, células responsáveis pela elaboração de uma 

substância que constitui o esboço do futuro osso. Essa cartilagem passa então passa a 

sofrer modificações, como a hipertrofia dos condrócitos, seguido de desmineralização 

e morte dos mesmos. Em seguida, essa área sofre invasão de capilares sanguíneos e 

células mesenquimatosas indiferenciadas oriundas do conjuntivo adjacente, células 

responsáveis em se diferenciar em osteoblastos, as quais passarão a depositar matriz 

óssea sobre os restos da cartilagem mineralizada. 
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A ossificação intramembranosa que é caracterizada por invasão de capilares 

nas zonas mesenquimais e o surgimento e diferenciação de células em osteoblastos 

maduros, que acabam por secretar matriz óssea continuamente. 

  

3.3 Biomateriais 

O material a ser introduzido em defeitos ósseos por definição é uma substância 

ou associação de duas ou mais substâncias, 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 físicas e biológicas compatíveis com os tecidos vivos hospedeiros, de 

modo a estimular uma resposta adequada dos mesmos (Kawachi et al., 2000), e são 

classificados como biomateriais (Williams, 1987). 

 Em odontologia, os biomateriais podem ser utilizados para o aumento ou 

reconstrução do rebordo alveolar, preenchimento de defeitos intraósseos e de alvéolos 

dentários, elevação do assoalho do seio maxilar e, tratamento de defeitos 

periimplantares (Legeros, 2002; Murugan e Ramakrishna, 2005).  

Os biomateriais podem ser classificados como: osteogênicos, quando são 

capazes de promover a formação óssea por carregarem células ósseas; osteoindutores, 

quando são capazes de induzir a diferenciação de células mesenquimais 

indiferenciadas em osteoblastos; e osteocondutores quando sua estrutura serve de 

arcabouço ou substrato estrutural favorável para a migração de células e deposição 

óssea, desta forma, um biomaterial pode ser gradativamente reabsorvido e 

simultaneamente substituído por novo tecido ósseo (Novaes Júnior et al., 2000; Urist, 

2002). 

Os substitutos ósseos considerados como padrão ouro são os enxertos 

autógenos (Teixeira, 2009), entretanto, as restrições para a sua obtenção estimulam a 

pesquisa por outros materiais. Os materiais sintéticos por sua vez, diferem muito entre 

si, devido a sua composição e estrutura, e, um único material, jamais apresentará todas 

as características desejáveis como um substituto ósseo (Murugan e Ramakrishna, 

2005). Também não é raro que os materiais artificiais implantados em reparos ósseos 

sejam encapsulados por tecido fibroso (Kokubo et al., 2005; Moreschi et al., 2010) 

que os isola, impedindo sua adesão ao osso adjacente (Kokubo et al., 2005). 

 As cerâmicas de fosfato de cálcio, como a hidróxiapatita ou tricálcio fosfato, 

apresentam biocompatibilidade, osteocondutividade, ausência de toxicidade e 
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permitem o processo de substituição progressiva, além de ser um material 

esterelizável, relativamente não reabsorvível e possuir uma composição uniforme 

(Ono et al., 2000)  

 Dentre as cerâmicas de fosfato de cálcio, a hidróxiapatita é a mais estudada e 

mais utilizada para finalidades clínicas (Oréfice, 2006). Considerada um material 

osteoindutor ela possui a capacidade de formar um arcabouço para a migração de 

células angiogênicas e osteogênicas (Fleckenstein et al., 2006). Entre as suas 

indicações está o reparo de defeitos ósseos em aplicações odontológicas e ortopédicas 

(Aoki, 1991). 

Outro fosfato de cálcio de grande importância é o tri-cálcio-fosfato (TCP), cuja 

fórmula estrutural é Ca3(PO4)2. Ele é um material biologicamente reabsorvível e pode 

ocorrer em duas formas o α-TCP e o β-TCP, sendo o segundo um material bioativo, 

atóxico, osteocondutor e biodegradável (Dorozhkin, 2009). O β-TCP foi um dos 

primeiros compostos a ser utilizado como um arcabouço para regeneração óssea 

(Szpalski et al., 2010).  

A combinação das propriedades da hidroxiapatita com o β-TCP resulta em uma 

cerâmica bifásica de fosfato de cálcio (HA-βTCP) reabsorvível, capaz de desenvolver 

uma fixação bioativa na interface tecido-implante (Bouler et al., 2001; Dorozhkin, 

2011). Essas cerâmicas bifásicas são biologicamente mais ativas que a HA pura 

(Yubao et al., 1997).  

Atuando como um arcabouço esse compósito é reabsorvido in vivo, liberando 

íons de cálcio e fosfato no microambiente e estes íons podem então, ser utilizados para 

construir o osso num processo de reabsorção e formação (Szpalski et al., 2010).  

Entretanto, suas propriedades mecânicas são pobres, apresentando ligeira fragilidade o 

que o torna incapaz de resistir à fadiga, tornando-se suscetível 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 físicas e biológicas. Como 

ser associados a materiais mais resistentes como o nióbio (Nb), um metal que 

apresenta baixa toxicidade (Yamamoto et al., 2004), promove a calcificação por 

células NHOst (NHOst- normal humanosteoblasts) e estimula a atividade da fosfatase 

alcalina, um importante fator na geração de osso novo (Isama e Tsuchiya, 2003; Tamai 

et al., 2007). 
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O Brasil detém a maior reserva de nióbio no cenário mundial, atingindo 

aproximadamente 93% da produção mundial (Silva, 1994), estando essas reservas 

concentradas nos estados de Minas Gerais (73,11%), Amazonas (25,42%) e Goiás 

(1,47%) (Silva, 2001). 

Uma de suas mais promissoras aplicações, processado via metalurgia do pó, é o 

uso em implantes cirúrgicos. Esses materiais porosos, biocompatíveis possuem uma 

superfície que favorece a interação do implante com o osso (Leite et al., 2011), além 

de apresentar uma alta afinidade por oxigênio, formando facilmente o pentóxido de 

nióbio (Nb2O5), sendo esse óxido biocompatível, resistente a corrosão e possuir o 

grupo funcional Nb-OH em sua superfície que induz a nucleação de apatita tornando-o 

bioativo. Neste sentido, os estudos com  Nb2O5 podem ser uma alternativa para 

redução dos custos de produção devido ao fato de sua síntese ser realizada em 

atmosfera de ar, em temperaturas menores que a dos metais. Além disso, o pentóxido 

de nióbio pode ser moído junto com a hidróxiapatita (Nascimento et al., 2011), 

possibilitando a formação de reações de estado sólido facilitando as transições de fase 

na formação dos compósitos (Nascimento et al., 2011). 

A porosidade de um material varia, de modo geral, com a temperatura e o 

tempo de sinterização. Desse modo, a porosidade poderia ser controlada de modo a 

assegurar uma superfície específica para facilitar a etapa de osseointegração (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 Física da Universidade Estadual de Maringá. 

 

4.1. Obtenção de hidroxiapatita (HAp) e nióbio (Nb) 

Para a produção da hidroxiapatita (HAp) foram utilizados ossos de peixe 

jovem, Pseudoplatystomacorruscans, conhecido como “Pintado”. Os ossos foram 

cedidos pelo Núcleo de Pesquisas em Limnologia Ictiologia e Aquicultura da 

Universidade Estadual de Maringá (NUPELIA-UEM). O processamento dos ossos, 

preparação e confecção das pastilhas foi realizado no Departamento de Física da 

Universidade Estadual de Maringá. 

Inicialmente, os ossos foram limpos em água quente e lavados para a remoção 

dos tecidos moles. O material restante foi seco ao ar e calcinado por 8 horas a 900 oC 

para que todos os resíduos orgânicos fossem eliminados, restando apenas a fase 

mineral dos ossos. A seguir o material foi moído por 8 horas em moinho (Retsch® PM 

100, Haan, Alemanha), utilizando-se vaso de moagem e esferas de aço inox em razão 

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

O pentóxido de nióbio (Nb2O5) foi produzido a partir do nióbio cedido pela 

Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineração (CBMM, Araxá, Brasil), possuindo 

03 diferentes estruturas cristalinas. O material foi então aquecido em atmosfera livre a 

1100°C por uma hora, restando após o tratamento apenas uma estrutura monofásica. E 

então submetido ao processo de moagem de altas energias para que houvesse a 

redução do tamanho das partículas. 
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4.2. Obtenção do compósito (βHAp-Nb) e preparação dos arcabouços de βHAp 

 

Para a produção do compósito βHAp-Nb! os pós precursores, βHA e Nb2O5 

foram misturados na proporção de 1:1 em volume percentual e moídos em moinho de 

bolas de alta energia por 3 horas a 300rpm com razão massa esfera/massa pó igual a 

6/1. 

Após o processo de moagem os pós foram misturados na proporção de 1:1 em 

volume percentual de lactose para a produção dos poros do arcabouço. Foram 

utilizadas partículas esféricas de lactose SuperTab® (DFE Pharma, Goch, Alemanha) 

obtidas pelo procedimento de spray dry, para obtenção dos poros. O diâmetro das 

partículas foi selecionado entre 150 e 250 µm por meio de tamisação . 

A mistura foi então prensada uniaxialmente a 450 Mpa, em forma de pastilhas 

cilíndricas e submetida a sinterização em ar em diferentes temperaturas (entre 900 e 

1150oC) por duas horas a fim de selecionar uma temperatura cujas propriedades de 

contração linear, densidade e microdureza Vickers fossem maximizadas. 

Durante o aquecimento do compósito, toda a lactose foi eliminada, restando em 

seu lugar poros entre 100 e 250 µm. Após a sinterização, os arcabouços ficaram com 

diâmetro de 8mm e espessura de 1 mm. 

As peças siterizadas foram lixadas até atigirem uma espessura de 0,8mm e 

lavadas em ultrassom em três etapas: acetona, água e álcool, esterelizadas em 

autoclave e armazenadas até seu uso.  

Para a produção dos arcabouços de βHAp, usados como controle, o 

procedimento adotado foi semelhante, exceto pela etapa de mistura e moagem com 

Nb2O5.  

Para molde das pastilhas foi utilizado uma peça de calvária removida após 

perfuração com uma broca de 8 mm, do tipo trefina (Neodent®), montada em peça-

reta (Kavo®), acoplada a um motor elétrico cirúrgico (Branemarck System®), 

realizada em um estudo piloto. Tais dimensões foram baseadas no tamanho do DTC 

que se pretendia estudar. 
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4.3. Análises físico-químicas 

 

4.3.1. Medidas de microdureza Vickers 

As medidas de microdureza foram realizadas em uma máquina de ensaios 

UMT-2 Multi-Specimen Test System, CETR, USA. Foram realizadas 10 indentações 

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 pirâmide. 

A técnica fornece informação sobre a resistência superficial do material à 

deformação plástica localizada, devido à penetração 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 força aplicada na direção da amostra faz com que 

haja uma perfuração na mesma. Quanto mais resistente for o material, menor será a 

penetração e consequentemente menor a marca deixada na amostra. 

 

4.3.2. Análise por difração de raios X (DRX) 

As fases cristalinas presentes nos pós precursores e nas pastilhas sinterizadas 

foram observadas por difração de raios X. As medidas foram conduzidas utilizando 

um difratômetro (Shimadzu® XRD – 7000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) com 

radiação CuKα. Os difratogramas foram obtidos no intervalo (2θ) de 20 a 45° com 

velocidade de 2°/min. A identificação das fases foi realizada utilizando um banco de 

dados do comitê internacional Joint Committee of Powder Diffraction Standards 

(JCPDS) no qual podem ser encontrados os registros (fichas) dos padrões de difração 

que podem facilmente ser comparadas aos resultados experimentais por meio do 

programa X´PertHighScore. 

Para a análise quantitativa das fases cristalinas foi realizado um refinamento 

estrutural pelo método de Rietveld que é empregado na caracterização de materiais 

estudados por difração de raios X. Com esse método é possível fazer um ajuste dos 

parâmetros da estrutura cristalina dos materiais medidos por difração de raios X. Desta 

forma, é possível obter informações estruturais da amostra como posições atômicas, 



! 24!

parâmetro de rede, proporção entre as fases cristalinas, etc. Esses parâmetros são 

ajustados minimizando a diferença entre as intensidades calculada e experimental dos 

picos obtidos no difratograma. 

Matematicamente, o método dos mínimos quadrados minimiza a quantidade: 

       

 

Sendo, 

Iexp : intensidade experimental; 

Icalc: intensidade calculada; 

: 1/ , ou seja, é o “peso” para cada ponto medido, conhecido também 

como o inverso da variância. 

Um bom refinamento deve ser feito analisando principalmente a concordância 

gráfica entre os valores experimentais e calculados e fatores matemáticos que avaliam 

a qualidade do refinamento. 

 

4.4. Procedimentos experimental com animais 

 

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Estadual de Maringá 

(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 Maringá. 
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4.4.1. Procedimento cirúrgico 

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com uma associação 1:1 

de xilazina (0,1ml/100g) (Rompun®, Bayer, São Paulo, Brasil) e ketamina 

(0,1ml/100g) (Agener, São Paulo, Brasil). Após epilação manual da região da cabeça e 

anti-sepsia com iodo tópico os animais foram devidamente imobilizados e foi então 

realizada uma incisão transversal da pele até o periósteo, na região 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 espátula do tipo molt, a fim de expor o osso 

e gerar uma maior visualização da área a ser removida. Na calvária de cada animal foi 

produzido um defeito ósseo com oito mm de diâmetro e 0,8 mm de profundidade 

utilizando-se uma broca de oito mm, do tipo trefina (Neodent®), montada em peça-

reta (Kavo®), acoplada a um motor elétrico cirúrgico (Branemarck System®), sob 

rotação de 1500 r.p.m. com abundante irrigação com soro fisiológico estéril. 

A seguir os defeitos de tamanho crítico (DTC) produzidos foram preenchidas 

com as pastilhas de βHAp-Nb ou βHAp, e o retalho suturado com pontos simples de 

Mononylon 4-0 (Ethicon® Johnson, USA). A região recebeu aplicação tópica da 

solução alcoólica de polivinilpirrolidona iodada, como medida anti-séptica local 

(Figura 1). 

Os animais foram observados no período inicial da recuperação anestésica e 

em seguida mantidos em gaiolas individuais em condições apropriadas, com ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 20ºC com ração e água ad libitum, no 

biotério setorial do Departamento de Ciências Morfológicas da Universidade Estadual 

de Maringá. Os animais foram observados durante todo o período experimental, 

quanto ao desenvolvimento de alterações clínicas no local da cirurgia. 

Os animais foram divididos em 2 grupos de acordo com a composição química 

da pastilha implantada no defeito ósseo: (1) Grupo βHAp-Nb, experimental,  e (2) 

Grupo βHAp, como controle. 

Após 15, 30, 45 e 90 dias de observação, os animais (n=7/grupo/período) 

foram mortos por meio de injeção intraperitoneal com o triplo da dose anestésica da 

associação 1:1 de xilazina (0,1ml/100g) (Rompun®, Bayer, São Paulo, Brasil) e 
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ketamina (0,1ml/100g) (Agener, São Paulo, Brasil). As amostras da calvária foram 

então coletadas e encaminhadas para estudo histopatológico. 

 

4.5. Análise bioquímica 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 βHAp e βHAp-Nb, 45 dias 

após a realização dos implantes na calvária. Foi utilizando um kit comercial (Abcam, 

ab83369). A absorbância foi medida por meio de um leitor de placas (Multiskan EX® 

Virginia, USA) a 405nm, e a diferença 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 óptica 

 

Para estudo microscópico, as amostras de calvária contendo os DTCs com os 

implantes foram fixados em solução de paraformaldeído 4%, descalcificados em 

solução de Morse (ácido fórmico 50% e citrato de sódio 20%) por 15 dias. Após a 

desmineralização cada amostra foi dividida ao meio e processada para inclusão em 

parafina. Foram feitos cortes semi-seriados de 7µm, corados com (a) hematoxilina e 

eosina (H&E), (b) Verhoeff. Também foram feitos cortes de 10µm que foram corados 

com (c) tricrômico de Mallory.  

As laminas coradas com com H&E, Verhoeff e Mallory foram usadas para o 

estudo histológico e para a avaliação do grau de maturação do tecido que se 

desenvolveu nos poros do arcabouço. 

 

4.6.1. Determinação do grau de maturação dos tecidos dos poros 

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

três cortes histológicos de cinco animais de cada grupo. Foram selecionados os 
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melhores cortes, independentemente da coloração (H&E, Mallory ou Verhoeff). A 

região da pastilha foi dividida em três partes iguais, margem esquerda, centro e direita, 

com o auxílio de um estereomicroscópio Olympus® SZ61 (Toquio, Japão), e estas 

áreas foram consideradas para análise. A observação dos poros foi realizada em 

microscópio óptico trinocular Nikon® Eclipse 80i (Toquio, Japão). Utilizou-se como 

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

O grau de maturação do tecido que preenchia os poros foi estabelecido tendo 

como base o aspecto morfológico da matriz extracelular: (a) Grau 1: presença de 

tecido conjuntivo frouxo delicado; (b) Grau 2: presença de tecido conjuntivo mais 

denso, com maior deposição de matriz acidófila; (c) Grau 3: presença de tecido ósseo 

primário; (d) Grau 4: presença de osso maduro. Entretanto muitos poros apresentavam 

características intermediárias entre dois estágios. Desta forma, com base nas 

características dos graus de maturação, os seguintes escores foram estabelecidos: (a) 

Escore 1 a 1,49: predominância de poros grau um; (b) Escore 1,5 a 1,99: característica 

de grau um e dois, no mesmo poro ou em poros distintos; (c) Escore 2,0 a 2,49: 

predominância de poros grau dois; (d) Escore 2,5 a 2,99, no mesmo poro ou em poros 

distintos: característica de grau dois e tres; (e) Escore 3,0 a 3,49: predominância de 

poros grau tres; (f) Escore 3,5 a 3,99: característica de grau três e quarto, no mesmo 

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

 

 

4.7. Estudo em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

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

pastilhas retiradas de animais 45 dias após o implante. 

As amostras retiradas dos animais foram fixadas em paraformaldeído 4% por 

24 horas. Após a fixação, foram desidratadas e conservadas em álcool 70% até sua 

utilização. 

Para análise ao MEV, todas as amostras, secas ou não, foram metalizadas com 

ouro em metalizador Shimadzu® IC-50 Ion Coater (Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japão). As amostras foram observadas em microscópio eletrônico de varredura Carls 
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Zeiss modelo EVO LS15 (Oberkochen, Alemanha) da Universidade Estadual Paulista 

(UNESP) de Presidente Prudente, São Paulo. 
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5. RESULTADOS 
 
 
5.1. Análises físico-químicas  
 
5.1.1. Caracterização química por DRX  
 

A Figura 2 mostra os padrões de difração do compósito βHAp-Nb. As reações 

químicas que ocorreram no processo de sinterização produziram três novas fases 

cristalinas sendo identificadas como (X) óxido de cálcio nióbio CaNb2O6 (Fersmita),  

(◊) óxido de fósforo nióbio PNb9O25 e (○) β-fosfato tricálcico (βTCP) Ca3(PO4)2 , que 

correspondem às fichas padrão 39-1392-JCPDS, 81-1304-JCPDS e  09-0169-JCPDS, 

respectivamente. O precursor (●) Nb2O5 cuja ficha identificada foi 37-1468-JCPDS foi 

frequente para as temperaturas de sinterização de 900°C e 950°C. No entanto, não 

foram identificados picos de difração correspondente ao precursor hidróxiapatita. Os 

percentuais de cada fase foram: CaNb2O6 (33,36%), PNb9O25 (17,21%) e β-TCP 

(47,43%). 

A composição química das pastilhas controle foi 87,61% de HAp e 12,4% de 

β-TCP.  

 

5.1.2. Microdureza Vickers 

O conhecimento da contração linear de um material possibilita estimar a 

precisão dimensional de componentes para produção em larga escala, via metalurgia 

do pó. Os valores médios dos resultados dos ensaios de dureza Vickers para uma carga 

de 3N no compósito estão mostrados na Figura 3. 

 
 
5.2. Caracterização estrutural das pastilhas por MEV  
 
 

As pastilhas de βHAp e βHAp-Nb, formadas após o processo de sinterização, 

apresentaram partículas de formato arredondado e com variação dimensional. O 

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

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

partículas era predominantemente transgranular .  
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Na Figura 4 observa-se uma região da microestrutura bastante densificada com 

total ausência de microporos (Figura 4a) . As Figuras 4 (b) e (c) correspondem às 

micrografias da superfície do compósito lixadas com lixa 1200 nas quais é possível 

observar os poros gerados pela lactose. Observam-se poros interconectados em toda a 

estrutura do compósito. 

 

5.3. Análise bioquímica da fosfatase alcalina no sangue 

O valor médio do nível de fosfatase alcalina no plasma sanguíneo dos animais 

do grupo βHAp-Nb foi 0,00101 ± 0,0002319 U/ml e no grupo βHAp foi 0,000924 ± 

0,00009482 U/ml aos 45 dias de observação, sendo p = 0,4584, não havendo diferença 

estatisticamente significante entre os grupos. 

 

5.4. Avaliação clínica dos animais e avaliação macroscópica das amostras de DTC 

Os ratos foram clinicamente observados durante o período pós-operatório até a 

recuperação da anestesia e acompanhados diariamente até o dia da eutanásia. Nos 

primeiros dias pós-cirurgia houve formação de edema que desapareceu após cerca de 

72 horas. Após este período, não houve qualquer sinal de resposta inflamatória no sítio 

cirúrgico. 

Após a coleta das amostras de calvária, observou-se que, na maioria dos 

animais, as pastilhas ficaram bem adaptadas ao defeito. A regeneração óssea pode ser 

visualizada a partir das margens ósseas, na face das amostras voltada para a dura máter 

(face dural). Nos períodos de 45 e 90 dias, a regeneração da calvária também pode ser 

vista, de forma mais evidente, em áreas centrais do defeito. Nestes períodos pode-se 

notar uma área sanguinolenta na face da pastilha voltada para o periósteo (face 

periosteal) (Figura 5).  

 

5.5. Estudo histológico 

O estudo histológico mostrou que a regeneração óssea ocorreu a partir das 

margens ósseas seccionadas, em direção ao centro do defeito, formando uma língua 
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óssea que percorreu a face dural da pastilha. Os poros foram invadidos por tecido 

ósseo proveniente da língua de regeneração, mas principalmente por tecido conjuntivo 

proveniente da dura máter e do periósteo. 

Uma vez em contato com o arcabouço, o processo de diferenciação no sentido 

do desenvolvimento de tecido ósseo tornou-se evidente. Houve migração de tecido 

conjuntivo, vasos sanguíneos, células osteogênicas e desenvolvimento de tecido ósseo 

no interior dos poros, em ambos os grupos estudados. Os poros do arcabouço 

apresentaram interconectividade. Não houve desenvolvimento de fibrose. O reparo 

evoluiu ao longo dos 90 dias de observação em ambos os grupos. 

A Figura 6 apresenta o resultado da análise do grau de maturação do tecido que 

predominantemente ocuparam o interior dos poros em cada período de tempo 

observado. 

No 15º dia, o escore médio para o grau de maturação do tecido dos poros foi 

1,67 ± 0,19 para o grupo βHAp e 1,41 ± 0,23 para o grupo βHAp-Nb, o que equivale a 

um predomínio de poros com grau de maturação 1 e 2 nas pastilhas controle e grau 1 

nas pastilhas do compósito. 

A maioria dos poros dos defeitos preenchidos com o compósito apresentou, 

predominantemente, um tecido conjuntivo frouxo, constituído por células 

discretamente basofílicas, com formato estrelado, mergulhadas em uma matriz com 

finas e delicadas fibras colágenas. Em outros poros, próximos ao periósteo ou à dura-

máter, o tecido imaturo apresentava-se mais celularizado do que em outras regiões.  

Cada poro continha, frequentemente, um único vaso, em posição mais ou menos 

central (Figura 7). Neste período, ocorreram, com menor frequência, próximos às 

margens ósseas regeneradas poros preenchidos por um tecido conjuntivo mais denso, 

característico de tecido ósseo primário, e poros parcialmente preenchidos com tecido 

ósseo lamelar, e até mesmo poros onde houve o desenvolvimento de matriz 

cartilaginosa (Figura 7b).  

Nos poros das pastilhas de βHAp o tecido apresentou basicamente as mesmas 

características observadas nas amostras do compósito, exceto pela maior frequência de 

tecido ósseo primário, em relação ao grupo βHAp-Nb (Figura 8). Neste grupo não 

houve desenvolvimento de matriz cartilaginosa. O tecido conjuntivo ao redor do 
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capilar apresentou uma matriz mais homogênea e acidófila, sendo circunscrita por um 

tecido conjuntivo mais frouxo e celularizado. Diversos poros apresentaram muitas 

hemácias fora do limite dos vasos. Em ambos os grupos, houve desenvolvimento de 

tecido ósseo maduro a partir da margem óssea regenerada.  

No 30º dia, a pastilha do compósito fragmentou-se de tal proporção que não foi 

possível fazer a análise do grau de maturação do tecido dos poros. Para este grupo, foi 

feita apenas uma análise descritiva a partir dos poros remanescentes. 

Os poros da pastilha controle apresentaram tecido ósseo primário e princípio de 

formação de tecido ósseo lamelar. A partir deste período tornou-se evidente a presença 

de osteoclastos localizados entre o tecido e a superfície do arcabouço. 

Aos 45 dias, o escore médio do grau de maturação do tecido dos poros foi 2,88 

± 0,38 para o grupo βHAp e 2,61 ± 0,2 para o grupo βHAp-Nb, o que equivale a um 

predomínio de poros com grau de maturação 2 e 3, caracterizados predominantemente 

pela presença de matriz óssea (Figura 9). 

Aos 90 dias o escore médio do grau de maturação do tecido dos poros foi 3,11 

± 0,26 para o grupo βHAp e 2,75 ± 0,26 para o grupo βHAp-Nb, o que equivale a um 

predomínio de poros com grau de maturação 3 no grupo controle e graus 2 e 3 no 

grupo do compósito. As pastilhas apresentaram poros em diversos estágios de 

ossificação (Figuras 10 e 11), e diversos poros já se apresentaram parcial ou 

completamente preenchidos por tecido ósseo maduro, osseointegrado ao arcabouço. 

Também foram identificados centros de ossificação intramembranosa na dura-

máter e no periósteo localizados imediatamente abaixo e acima da pastilha, 

respectivamente, e que evoluíram formando pequenas peças ósseas, além de centros de 

ossificação no tecido conjuntivo localizado ao lado da pastilha que não evoluíram a 

peças ósseas. 

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

obtidos 45 dias pós-implante do arcabouço 

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

tecido que se desenvolveu nos arcabouços. 
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Os poros selecionados para as análises eram aqueles que estavam preenchidos. 

As pastilhas do compósito e aquelas controle apresentaram algumas características em 

comum, como o desenvolvimento de uma rede vascular, a deposição de matriz óssea  

amorfa, com ou sem deposição de fibras colágenas e ocorrência de osteoblastos 

diretamente sobre os biomateriais (Figura 12).  

O compósito se diferenciou por apresentar um maior número de células nos 

poros e hemácias livres. Os osteoblastos localizados em superfícies mais lisas, como a 

superfície das pastilhas, tinham um formato mais achatado e prolongamentos mais 

curtos e produziam matriz de modo aposicional. Os osteoblastos localizados nos poros 

cuja superfície era irregular assumiram um formado ovóide, desenvolveram 

prolongamentos mais longos que se estendiam para as paredes dos poros, mantendo as 

células suspensas no espaço do poro (Figura 13). O desenvolvimento do tecido ósseo 

aconteceu por meio da secreção centrífuga de matriz, por estas células, obstruindo os 

espaços dos poros.  
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6. Discussão 
 

A metalurgia ainda não conseguiu desenvolver uma estrutura que apresentasse 

todos os requisitos necessários a um bom arcabouço, de modo que o desenvolvimento 

de novos biomateriais e as técnicas de produção de arcabouços são essenciais para o 

sucesso da engenharia de tecido ósseo (Kokubo et al., 2009). Neste estudo o potencial 

do compósito trifásico baseado em hidroxiapatita – βTCP - pentóxido de nióbio, em 

atuar como um arcabouço para a regeneração óssea, foi avaliado em modelo de defeito 

ósseo de tamanho crítico de 8mm. O biomaterial, na forma de pastilha, foi inserido 

diretamente no defeito (cicatrização ortotópica) (Gomes e Fernandes, 2011) e a 

regeneração óssea foi avaliada por meio de microscopia óptica e microscopia 

eletrônica de varredura. 

Estudos empregando defeitos de tamanho crítico (DTC) são empregados para 

avaliar se determinado biomaterial é capaz de modular o processo de regeneração 

óssea (Cestari et al., 2009; Taga et al., 2008) ao mesmo tempo que promove suporte 

mecânico. Um DTC é definido como “o menor defeito intra-ósseo que não se regenera 

completamente e espontaneamente durante o ciclo de vida do animal” (Schmitz e 

Hollinger, 1986),  pois o  reparo, neste modelo, somente pode ser alcançado com 

auxílio terapêutico ou de materiais que estimulem a regeneração óssea (Cameron et 

al., 2013). O tamanho dos DTCs  varia de acordo com a espécie, localização e idade 

do animal. Em calvaria, os defeitos de 5mm (Bosch et al., 1998) e 8mm (Dahlin et al., 

1991) são os mais empregados. 

Neste estudo, as pastilhas foram encaixadas num DTC sem utilização de 

qualquer artefato para sua estabilização, como membranas, placas ou grampos, 

garantindo que a regeneração óssea tenha sido foi influenciada exclusivamente pelo 

arcabouço. O encaixe pastilhas foi mantido pelo reposicionamento do periósteo e da 

pele, garantindo certa estabilidade ao material e diminuindo o grau de mobilidade, não 

necessitando, desta forma, de retenção adicional (Gomes e Fernandes, 2011). A dura-

máter 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 migração de tecidos para o interior dos poros do arcabouço. No 

interior dos poros, a regeneração ocorreu de forma seqüencial e com alguma 

sobreposição de fases de maturação nos períodos analisados. 
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Na observação macroscópica das amostras coletadas após a eutanásia dos 

animais, notou-se o crescimento de osso na superfície do implante voltada para a dura-

máter. Os defeitos apresentaram graus variados de regeneração entre os diferentes 

períodos de tempo e dentro de cada período de tempo avaliado. O crescimento a partir 

das margens aconteceu em todos os animais, mas o crescimento de osso na região 

central do defeito variou, provavelmente dependendo da influência do material que 

estimulou a regeneração óssea (Cameron et al., 2013). 

O arcabouço, foi desenvolvido na forma de pastilha, com 8mm de diâmetro e 

0,8mm de espessura, com base nas dimensões da calota que foi removida durante a 

criação do defeito. Para a obtenção das pastilhas a mistura (1:1) dos pós precursores 

foi prensada e submetida à sinterização em diferentes temperaturas, com a finalidade 

de se obter a temperatura que resultasse nas melhores propriedades mecânicas. A 

partir de 900o C obteve-se a maior variação dimensional do compósito, que retraiu com 

a temperatura, até atingir um valor máximo em 1080o C. Após essa temperatura o 

material voltou a se expandir e as propriedades mecânicas pioraram. Em 1080o C a 

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

A adição de Nb2O5, gerou uma melhoria na microdureza do material. que 

parece estar relacionado com a proporção de Nb2O5 adicionado à mistura. Foi 

necessário ajustar a proporção dos pós, a fim de se obter a melhor associação das 

propriedades mecânicas do nióbio com as propriedades biológicas da hidroxiapatita, 

sendo a proporção de 1:1 aquela que resultou nas melhores propriedades mecânicas 

(Bonadio, 2014). Demirkol et al, (2013) mostrou que a adição de 5 e 10%  Nb2O5 à 

HAp gerou uma melhoria na resistência do material, e que o mesmo material, 

sinterizado em diferentes temperaturas, apresentou a resistência potencializada nas 

temperaturas mais elevadas, sendo que a 1300o C obteve as melhores propriedades 

mecânicas. Neste estudo, o material apresentou um comportamento semelhante ao das 

ligas  eutéticas, ou seja, utilizando uma maior proporção do metal (50%), o ponto de 

fusão dos pós diminuiu, obtendo-se a maior resistência do material em uma 

temperatura menor (1080o C), do que aquela empregada por Demirkol et al (2013). 

Quando as pastilhas do compósito foram construídas na forma de bulk (com 

poros na ordem de nm), apresentaram microdureza 0,6 vezes superior à βHAp 

(Kiyochi Júnior, 2013). No arcabouço do compósito, sinterizado a 1080º C, o valor 

máximo de microdureza foi quase três vezes maior do que aquela de βHAp. Quando 
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comparados os valores de microdureza do compósito na forma de bulk sinterizado a 

1000oC (Kiyochi Júnior, 2013) com o compósito na forma de arcabouço que foi 

sinterizado a 1080o C,  o valor de microdureza obtido neste segundo é quase seis vezes 

maior, mostrando que a temperatura de sinterização parece ser mais decisiva no 

aumento da microdureza. 

Após o processo de sinterização a composição das pastilhas, tanto na forma de 

arcabouço, como de bulk, se modificou. A pastilha controle passou a ser constituída de 

87,61% de HAp e 12,4% de β-tricálcio fósforo (Ca3(PO4)2), o βTCP. No grupo do 

compósito, três novas fases foram identificadas: óxido de cálcio nióbio 

CaNb2O6  (fersmita), óxido de fósforo nióbio PNb9O25 e  βTCP, nas proporções de 

33,36%, 17,21% e 47,43% respectivamente.  

A maior proporção de βTCP quando associado à hidroxiapatita está 

diretamente associado a uma maior formação óssea  (Fariña et al.,2008)  em função de 

ter uma taxa de reabsorção mais rápida, além de liberar grandes quantidades de íons 

cálcio e sulfato (Liu e Lun, 2012). Entretanto, suas propriedades mecânicas são 

pobres, e seu potencial osteogênco e osteoindutor é baixo  (Bansal et al., 2009 ; 

Linovitz e Peppers, 2002 ) o que o torna incapaz de resistir contra fadiga, tornando os 

arcabouços passíveis de colapso ou de fratura interna (Orii et al, 2005). A 

hidróxiapatita pura, por sua vez, é reabsorvida muito lentamente, mas da mesma forma 

que o βTCP apresenta pobres propriedades mecânicas. Ambos, βTCP e HAp são 

osteocondutores, mas diferem em suas bioatividades (Wongwitwichot et al., 2010). 

Por sua vez, o compósito bifásico βTCP/HA, também chamado fosfato de cálcio 

bifásico (bifasic calcium phosphate - BCP) podem aumentar a força mecânica dos 

materiais cerâmicos e melhorar a degradação de βTCP, o que assegura a estabilidade 

do arcabouço até que o novo osso esteja formado (Garrido et al., 2011). 

A adição do Nb2O5 à βHAp gerou, no arcabouço, um material com melhores 

propriedades biomecânicas. Estudos anteriores (Matsuno et al., 2001) demonstraram 

que após 14 e 28 dias de implantação de um implante de nióbio na forma de pastilha 

no fêmur de ratos  nenhum sinal de dissolução do material foi detectada, característico 

de um material com boa biocompatibilidade. Neste estudo, após 90 dias de 

observação,  o material não sofreu reabsorção que pudesse ser detectada 

microscopicamente. 

A quantidade de poros e sua distribuição podem influenciar a resistência e 

módulo de elasticidade do arcabouço (Gomide, 2005) e seu tamanho e geometria são 
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fundamentais para o sucesso da osteogênese (Kuboki et al., 2001). Não há um 

consenso a respeito do tamanho ideal de poros. Este parâmetro parece variar de acordo 

com a condição 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 arcabouço, neste estudo, variaram  de 100 a 250µm e apresentaram 

interconectividade que permitiu a migração e o crescimento de capilares no seu 

interior e a migração de células mesenquimais que alcançaram as áreas mais centrais 

do compósito. As partículas de lactose empregadas para a geração dos poros tinham 

morfologia predominantemente esférica e foram peneiradas para que fossem 

selecionadas aquelas com diâmetro entre 150 e 250µm (Bonadio, 2014). Os canais 

interconectando os poros apresentavam geometria predominantemente côncava. Esse 

tipo de geometria das interconexões dos poros promove, mais do que a superfície 

convexa ou achatada, um ambiente físico adequado para gerar alta densidade 

celular  (Tsuruga et al.,  1997) 

Os poros devem ser maiores do que o diâmetro dos capilares ativos, que por 

sua vez devem fornecer suprimento sanguíneo suficiente para a formação óssea 

(Tsuruga et al.,  1997). Poros maiores parecem favorecer a angiogênese (Klenke et al., 

2008), sendo a variação de 100µm a 300µm o tamanho mais favorável para o 

desenvolvimento de um sistema de capilares, essencial para a neoformação óssea 

(Zaner e Yukna, 1984; Fleckenstein et al., 1996; Teixeira, 2009). A geometria do poro 

e a quantidade de interconexões devem ser levados em consideração pois está 

relacionado a uma diminuição na resistência e um aumento de flexibilidade e 

ductibilidade (Chang et al., 2000).  

Estudos avaliando a osteogênese ectópica induzida por proteína morfogenética 

óssea (BMP - bone morphogenetic protein) em arcabouços de hidroxiapatita, 

mostraram que a estrutura de poros de 300 a 400µm de diâmetro são as mais 

favoráveis para a formação de ósteons. O desenvolvimento de um único capilar por 

poro parece ser uma condição necessária  para a formação de uma estrutura 

semelhante ao ósteon [sistemas cilíndricos - Haversianos - com um canal central que 

consiste de um vaso sanguíneo circundado por anéis concêntricos de matriz óssea 

(Fernandez-Yague et al., 2014)] visto que em poros de 500 a 600µm podem se 

desenvolver múltiplos e amplos capilares, o que não favorece a formação óssea 

Haversiana (Tsuruga et al., 1997). 
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Neste estudo a produção de matriz óssea, no compósito, ocorreu 

exclusivamente em direção centrípeta, ou seja, a partir da superfície dos poros, que 

foram, paulatinamente, sendo obstruídos por tecido ósseo depositado em camadas. No 

grupo βHAp além do osso neoformado forrar a parede dos poros, houve formação 

Haversiana de osso, com deposição de matriz ao redor do vaso central. Uma vez que 

os poros dos dois arcabouços tinham dimensões semelhantes, podemos supor que a 

diferença no processo de formação óssea possa ter sido influenciada também pela 

composição do arcabouço.  

No compósito foi detectada a formação de cartilagem hialina. A condrogênese 

durante a cicatrização é favorecida pela hipóxia (Fernandes-Yague et al., 2014). 

Estudos empregando arcabouços carreadores de BMP, demonstraram o 

desenvolvimento ósseo, neste modelo, ocorreu por meio de ossificação endocondral, 

ou diretamente por ossificação intramembranosa. O fator determinante do processo 

foi  relacionado às propriedades geométricas do material carreador, que permitiu ou 

não a penetração de vasos em seu interior. Em estruturas cuja geometria permitiu a 

rápida vascularização, os biomateriais induziram formação óssea direta, por meio da 

diferenciação de células imaturas em osteoblastos, sem  formação cartilaginosa 

(Kuboki et al., 2001). Neste estudo, apesar de constatada a vascularização dos 

poros,  não foi possível estimar se a oxigenação foi suficiente. Um ambiente com 

baixa tensão de oxigênio poderia favorecer a ossificação endocondral. 

Para o bom desempenho de um arcabouço,  é necessário que além propriedades 

mecânicas 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 superfície deve permirtir a adesão celular, diferenciação, 

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

O compósito na forma de arcabouço definitivamente induziu a formação óssea, 

como ficou evidente pela observação  microscópica. O tecido cronjuntivo frouxo que 

preencheu os poros do compósito levava consigo capilares sanguíneos e células 

mesenquimais indiferenciadas, de forma semelhante àquela observada na pastilha de 

βHAp. O emprego de colorações histológicas diferentes favoreceu a observação das 

mudanças ocorridas no tecido, e permitiu, sua classificação em graus de maturação, 

nos diferentes períodos de tempo. Desta forma, por meio do estabelecimento de 

escores, foi avaliado o grau de maturação dos tecidos que ocuparam os poros do 
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arcabouço, durante a regeneração. A principal característica morfológica, que permitiu 

estabelecer os critérios para definir os graus de maturação, foi a evolução temporal da 

matriz extracelular. À medida em que o processo avançou, a matriz inicial, de tecido 

conjuntivo frouxo, foi sendo substituída por matriz de osso primário e 

subsequentemente de osso lamelar. A diferenciação celular também foi evidente. As 

células mesenquimais, de aspecto estrelado, com finos prolongamentos se 

diferenciaram em osteoblastos secretando matriz, em direção centrípeta ou centrífuga 

em relação à parede do poro. Naqueles poros mais maduros os osteoblastos 

encontravam-se alinhados, formando uma camada contínua na superfície do osso 

neoformado. 

Embora no arcabouço de βHAp o amadurecimento tenha sido mais rápido, 

visto que os escores estabelecidos foram maiores do que aqueles das pastilhas do 

compósito, em todos os tempos avaliados, ainda assim, o compósito demonstrou, do 

ponto de vista morfológico, excelente potencial osteoindutor. O potencial osteoindutor 

do compósito βHAp-Nb na forma de bulk, já havia sido constatados na regeneração de 

DTCs. Candido, 2014 detectou grupos celulares imunopositivos para osteocalcina,  às 

margens do defeito, fora da área de regeneração, sugerindo que o compósito foi capaz 

de induzir o processo de diferenciação de células mesenquimais. 

Apesar das limitações associadas com preparação dos materiais para MEV, que 

exige a secagem do espécimen induzindo modificações 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 integração estrutural 

entre o material do arcabouço e a matriz óssea neo-formada. 

A MEV também revelou variações da morfologia dos osteoblastos, ora 

planos  ora elípticos e na forma de deposição de extracelular. Tais variações podem 

estas relacionadas com as características topográficas do arcabouço, ou ao estímulo 

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

Com este trabalho foi demonstrado que o compósito baseado em βHAp-Nb na 

forma de pastilha, em DTC, apresentou características que o aproximam de um 

arcabouço ideal:  foi capaz de suportar a área defeituosa, permitiu a penetração de 

células e vasos sanguíneos e apresentou potencial osteoindutor. 
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7. Conclusão 

Concluimos que o compósito com poros entre 100 e 250um atuou como um 

arcabouço, favoreceu a osteogênese e a osseointegração em defeitos de tamanho 

critico. 
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PROTOCOLO PARA INCLUSÃO EM PARAFINA 

 

 

 

DESIDRATAÇÃO 

ÁLCOOL 80% ----------------------------------------------------------------------------------- 1 HORA 

ÁLCOOL 90% ------------------------------------------------------------------------------------1 HORA 

ÁLCOOL 100% l -----------------------------------------------------------------------------1 ½  HORA 

ÁLCOOL 100% ll --------------------------------------------------------------------------------1 HORA 

ÁLCOOL 100% lll -------------------------------------------------------------------------------1 HORA 

XILOL ---------------------------------------------------------------------------------------2  ½  HORAS 

PARAFINA l --------------------------------------------------------------------------------------1 HORA 

PARAFINA ll -------------------------------------------------------------------------  DIA SEGUINTE 
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PROTOCOLO COLORAÇÃO HEMATOXILINA E EOSINA 

 

ESTUFA --------------------------------------------------------------------------------------------------15’ 

XILOL I -------------------------------------------------------------------------------------------------  10’ 

XILOL II ------------------------------------------------------------------------------------------------  15’ 

ÁLCOOL 100% I -----------------------------------------------------------------------------------------1’ 

ÁLCOOL 100% II --------------------------------------------------------------------------------------- 1’ 

ÁLCOOL 90% ------------------------------------------------------------------------------------------- 1’ 

ÁLCOOL 80% --------------------------------------------------------------------------------------------1’ 

SUPERCOLA -------------------------------------------------------------------------------------------- 1’ 

ESTUFA 30’’ 

ÁLCOOL 70% ------------------------------------------------------------------------------------------- 1’ 

H2O DESTILADA -------------------------------------------------------------------------------------- 1’ 

HEMATOXILINA ------------------------------------------------------------------------------------ 40’’ 

LAVAR  

REPOUSAR 5 A 10’ 

EOSINA ------------------------------------------------------------------------------------------------ 10’’ 

LAVAR  

ÁLCOOL 80% ---------------------------------------------------------------------------------- PASSAR 

ÁLCOOL 90% ---------------------------------------------------------------------------------- PASSAR 

ÁLCOOL 100% I ---------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

ÁLCOOL 100% II --------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

CAPELA 

XILOL ALCOOL ------------------------------------------------------------------------------- PASSAR 
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XILOL I --------------------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

XILOL II -------------------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

MONTAR 

!
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PROTOCOLO PADRÃO IMUNO HISTO-QUÍMICA 

 

DESPARAFINIZAR E HIDRATAR 

ESTUFA--------------------------------------------------------------------------------------------------15’ 

XILOL 1-------------------------------------------------------------------------------------------------- 15’ 

XILOL 2--------------------------------------------------------------------------------------------------15’ 

ESTUFA 36 °C POR 24 HORAS 

ÁLCOOL 100% 1---------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

ÁLCOOL 100% 2-----------------------------------------------------------------------------------------5’ 

ÁLCOOL 90%---------------------------------------------------------------------------------------------5’ 

ÁLCOOL 80%-------------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

ÁLCOOL 70%---------------------------------------------------------------------------------------------5’ 

ÁGUA DESTILADA-------------------------------------------------------------------------------------5’ 

ESTUFA 36 °C POR 72 HORAS 

BLOQUEIO PEROXIDASE  ENDÓGENA---------------------------------------------------------10’ 

*LAVAR EM ÁGUA DESTILADA 

*LAVAR EM TRIS – DUAS LAVAGENS DE 7’ 

*DEMARCAR OS CORTES COM CANETA HIDROFÓBICA  

*BLOQUEIO COM BSA (10 MINUTOS) – HISTOSTAIN – 2 GOTAS DE SOLUÇÃO 

BLOQUEADORA REATIVO A EM CADA  CORTE  

*ENCUBAR EM ANTICORPO PRIMÁRIO (OVERNIGHT) 

*LAVAR EM TRIS DUAS LAVAGENS DE 7’ 

*INCUBAR EM AC SECUNDÁRIO – 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) 

*CONTRACOLORAÇÃO COM HEMATOXILINA DE MAYER? (NÃO 

NECESSARIAMENTE) 

ÁLCOOL 95%-------------------------------------------------------------------------------------------- 1’ 

ÁLCOOL 100%-------------------------------------------------------------------------------------------5’ 

XILOL ÁLCOOL--------------------------------------------------------------------------------PASSAR 

XILOL 1--------------------------------------------------------------------------------------------------- 5’ 

MONTAR 
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Figura 1. Procedimento cirúrgico para confecção de defeito de tamanho crítico (8mm) e implante de 
biomaterial na calvária de ratos (a, b, c, d, e, f, g, h, i). (a)  Anti-sepsia da área cirúrgica, com iodo tópico; 
(b) Incisão transversal da pele até o periósteo; (c) Deslocamento do conjunto pele-periósteo para 
visualização do osso da calvária; (d) Confecção do defeito com broca trefina; (e) Visualização da margem 
do defeito após trefinação; (f) Exposição do encéfalo após a remoção de parte da calota craniana; (g) 
Posicionamento da pastilha no defeito ósseo. Observar a permeação do sangue nos poros mais 
superficiais da pastilha; (h) Reposição e sutura dos tecidos com fio de nylon. (i) Aplicação de iodo tópico 
na região, após sutura, o pontilhado ilustra o posicionamento mais cefálico da pastilha em relação à 
incisão.!
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Figura 2. Padrões de difração de raios X para o compósito βHAp-Nb (1:1 vol%) sinterizado por 
duas horas em diferentes temperaturas: (●) Nb2O5, (X) CaNb2O6, (◊) PNb9O25 e (○) β-TCP 
(Bonadio, 2014). 
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Figura 3. Microdureza Vickers da βHAp e do compósito βHAp-Nb sinterizado em diferentes 
temperaturas. O valor máximo de dureza Vickers é observado para a temperatura de sinterização 
de 1080 °C. (Bonadio, 2014). 
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Figura 4. Micrografia Eletrônica de Varredura (MEV) da microestrutura da superfície do arcabouço 
do compósito baseado em βHAp-Nb. (a) Imagem da superfície, numa área densa, entre poros. (b,c) 
Superfície após lixamento. (d) Superfície após fratura (Bonadio, 2014). 
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Figura 5. Fotografia da calota craniana de ratos aos (a, e)15, (b, f) 30, (c, g) 45 e (d, h) 90 dias após a 
realização de um defeito de tamanho crítico de 8 mm na calvária. Nas imagens (a, b, c, d)  superfície 
interna do defeito, voltada para a dura-máter , preenchido com biomaterial bifásico composto por βHAp 
(β tricálcio fósforo e hidroxiapatita) . Notar a a ocorrência de área hiperêmica sobre as pastilhas aos 45 
e 90 dias (insets) . As imagens (e, f, g, h)  indicam a superfície interna do defeito, voltada para a dura-
máter , preenchido com biomaterial trifásico composto por βHAp-Nb. As setas indicam áreas de 
crescimento ósseo  
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Figura 6. (A) Frequência média dos escores representativos do grau de maturação do tecido 
conjuntivo que se desenvolveu no interior dos poros dos arcabouços de βHAp e do compósito 
baseado em βHAp-Nb, 15, 45 e 90 dias após o implante do biomaterial na forma de pastilha em 
defeito de tamanho crítico na calvária de ratos Wistar. Escore variando de 1 a 1,49: predomínio 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: 
predomínio 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: predomínio de poros grau tres; de 3,5 a 3,99: grau três e quarto, no mesmo poro 
ou em poros distintos; escore 4,0: predomínio de poros grau quatro. Em (B) fotomicrografias 
representativas do aspecto morfológico dos graus de maturação atribuídos ao tecido que preencheu 
os poros: (a) Grau 1, predomínio de tecido conjuntivo frouxo delicado;  (b) Grau 2, tecido 
conjuntivo mais denso; (c) Grau 3, presença de tecido ósseo primário e (d) Grau 4, presença de 
tecido ósseo maduro. Coloração: HE. 
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Figura' 07.Fotomicrografia' do' defeito' ósseo' de' tamanho' crí8co' produzido' na' calvária' de'
ratos' 15'dias' após'o' implante'de'um'arcabouço'na' forma'de'pas8lha'de'um' compósito'
baseado'em''βHApDNb.'(a)'Vista'panorâmica'do'defeito'mostrando'poros'preenchidos'com'
tecido'conjun8vo'onde'os'poros'contém'apenas'tecido'conjun8vo'frouxo.'(b)'Formação'de'
matriz' de' car8lagem' hialina' (hc),' com' condrócitos' hipertróficos' (cabeça' de' seta),' no'
interior'dos'poros.'(c)'Crescimento'ósseo'a'par8r'da'margem'do'defeito'(setas);'observar'
detalhe' dos' poros' em' (d).' (d)' Poros' apresentando' diferentes' graus' de' maturação.'
Observar' o' tecido' ósseo,' com'osteócitos' no'meio' da'matriz,' preenchendo' parcialmente'
um'dos'poros'(b)'.'Coloração:'HE.'
'
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Figura 8.Fotomicrografia do defeito ósseo de tamanho crítico produzido na calvária de ratos 15 dias após o 
implante de um arcabouço na forma de pastilha de hidroxiapatita (βHAp). (a) Região 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 penetração de capilares(v)nos poros, além da presença de células 
osteogênicas. Em (c), observar o poro preenchido por tecido conjuntivo, com grande quantidade de 
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hemáceas livres e células osteogênicas . (d) Região da margem do defeito, onde os poros foram preenchidos 
por matriz óssea (em vermelho) depositada ao redor de vasos. (e) Visão aproximada de um poro, onde 
observa-se deposição de matriz óssea (em azul) diretamente na parede interna do poro (f) Visão 
panorâmica, onde se observa diferentes graus de maturação dos tecidos no interior dos poros. Coloração: (a-
c) Hematoxilina e  Eosina. (d-f) tricrômico de Mallory. 
!
!
!
!
!
!
!
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Figura 9. Fotomicrografia do defeito ósseo de tamanho crítico produzido na calvária de ratos 45 dias após o 
implante de um aracabouço na forma de pastilha de (a-c) hidroxiapatita (HAβ) e de (d-f)  um compósito 
baseado em hidroxiapatita-pentóxido de nióbio (βHAp-Nb.). (a) Vista panorâmica do defeito cujo 
arcabouço  implantado possui todos os poros preenchidos por tecido. (b) Notar os diferentes graus de 
maturação do tecido, em função das diferenças na morfologia. Em (c) um detalhe do poros cuja matriz 
óssea está recoberta por osteoblastos (seta) e com osteócitos aprisionados Em (d) a coloração com 
tricrômico 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 presença de osteoclastos. 
Em (f), um poro parcialmente preenchido por tecido ósseo. Coloração: (a-c, e,f), Hematoxilina e Eosina; (d) 
tricrômico de Mallory. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

!



! 65!

!
Figura 10. Fotomicrografia do defeito ósseo de tamanho crítico produzido na calvária de ratos 90 dias após o 
implante de um arcabouço na forma de pastilha de um compósito baseado em hidroxiapatita-pentóxido de 
nióbio (βHAp-Nb.). Em (a), vista panorâmica do defeito. As regiões indicadas com (!) foram perdidas 
durante o processamento histológico. Em (b), notar a presença de um vaso na região de comunicação entre 
poros diferentes. As figuras (c-f) representam os vários estágios de formação de osso nos poros. Em (c) o poro 
é ocupado por tecido conjuntivo frouxo, vascularizado. A matriz é levemente basofílica, com presença de 
delicadas fibras colágenas e células indiferenciadas, de formato estrelado. Em (d), o poro está preenchido por 
tecido cuja matriz apresenta-se levemente acidófila, com maior deposição de fibra colágenas. Presença de 
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células osteogênicas (og) e asteoclastos (oc). Em (e) o poro está parcialmente preenchido por tecido ósseo 
primário, vascularizado. Presença de osteócitos e osteoblastos. Em (f) poro preenchido por tecido ósseo 
maduro, com osteócitos (oc) mergulhados na matriz óssea e osteoblastos (ob) recobrindo a superfície óssea. 
Coloração: Hematoxilina e Eosina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



! 67!

 
Figura 11. Fotomicrografia do defeito ósseo de tamanho crítico produzido na calvária de ratos 90 dias após 
o implante de um arcabouço na forma de pastilha de hidroxiapatita (βHAp). Em (a) uma vista panorâmica 
da pastilha. Em (b), observar a interconectividade entre os poros, com destaque para os vasos . As figuras 
(c-f) representam os vários estágios de maturação da matriz, durante a formação do osso, evidenciando, 
com a coloração de Verhoeff, a deposição gradual de colágeno nos poros. Coloração:Verhoeff.. 
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Figura 12. Eletromicrografia de varredura obtida de um arcabouço baseado em βHAp na forma de pastilha 
após 45 dias de implante em defeito de tamanho crítico na calvária 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 presença de 
um osteoblasto totalmente recoberto com matriz. Em (c) e (d) notar a presença de cálulas aderidas diretamente 
sobre o biomaterial. (e) observar a presença de um vaso  e células no interior do poro. (f) Superfície de um 
poro totalmente preenchida por tecido. 
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Figura 13. Eletromicrografia de varredura obtida de um arcabouço baseado em βHAp-Nb na forma de pastilha 
após 45 dias de implante em defeito de tamanho crítico na calvária de ratos. Em (a), uma amostra da pastilha 
onde se nota a presença 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 
superfície interior do poro . Em (d) observar a deposição de matriz diretamente sobre o biomaterial. 
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