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RESUMO

Os biomateriais osteoindutores representam uma alternativa para contornar as
desvantagens da engenharia de tecidos e dos enxertos autdgenos pois apresentam a
capacidade de induzir a diferenciagdo de células-tronco em células de linhagem
osteogénica. Os fosfatos de calcio bifasicos (BCPs), sdo constituidos por hidroxiapatita
(HAp - Ca;o(PO4)s(OH),) e B-fosfato tricalcico (B-TCP - (Caz(POs),). Os BCPs, em
diferentes composigdes de fase, t€ém sido estudados com o intuito de potencializar a
osteoindugdo intrinseca (sem o uso de células ou fatores de crescimento) dos materiais
obtidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade osteoindutora de materiais a
base de fosfato de célcio obtidos de ossos de peixe (BCP e do BCP/Nb,Os), por meio de
sua implantagdo em sitio subcutaneo (SC) e subfascial (SF) de ratos, sem a adi¢do de
fatores de crescimento ou de células osteogénicas. Arcaboucgos macroporosos de BCP e
de BCP/Nb,Os, no formato de discos, com 5 mm de didmetro e 1 mm de altura foram
implantados em sitio subcutaneo ou em sitio subfascial, em ratos Wistar adultos machos.
Apo6s um periodo de 15, 45 ou 60 dias as amostras foram coletadas e processadas para (1)
inclusdo em parafina e coloragdo com H&E, Azan ou imunocoradas para osteocalcina, e
(2) analise em microscopia eletronica de Varredura (MEV). A porosidade dos materiais
foi mensurada pelo método de Arquimedes. Andlises fisico-quimicas foram realizadas
por difracdo de Raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), espectroscopia micro-Raman e MEV associada a espectroscopia por
energia dispersiva (EDS). Os resultados mostraram que a porosidade dos discos de BCP
era de 58% e 59% para o BCP/Nb,Os. O BCP era constituido de 88,79% de HAp e 11,21%
de B-TCP, enquanto o BCP/Nb,Os apresenta as seguintes fases: fersmita, 6xido de fosforo
niobio e B-TCP (34,05%). Os poros apresentaram interconectividade. A andlise
histolégica mostrou que ambos os materiais foram permeados por tecido conjuntivo
frouxo intensamente vascularizado. Houve a deposi¢do de uma matriz de colageno
semelhante a matriz dssea, adjacente aos vasos sanguineos, e a deposi¢do de ions calcio
e fosforo sobre esta matriz. Concluimos que os materiais induziram a formagdo de uma
matriz semelhante ao 0sso, com ions calcio e fésforo em sua composigao.

Palavras-chave: Pentoxido de niobio. Fosfato de calcio bifasico. Osteoindugdo.
Subcutaneo. Subfascial.
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ABSTRACT

Osteoinductive biomaterials represent an alternative to overcome the drawbacks of tissue
engineering and autogenous grafts as they have the ability to induce differentiation of
stem cells into osteogenic lineage cells. The biphasic calcium phosphates (BCPs) are
composed of hydroxyapatite (HAp - Ca;o(PO4)s(OH),) and B-tricalcium phosphate (j3-
TCP - (Ca3(POs),). BCPs, in different phase compositions, have been studied in order to
potentiate the intrinsic osteoinduction (without the use of cells or growth factors) of the
obtained materials. The objective of this work was to evaluate the osteoinductive capacity
of calcium phosphate based materials obtained from fish bones (BCP and BCP/Nb,Os)
by subcutaneous (SC) and subfascial (SF) implantation of rats, without the addition of
growth factors or osteogenic cells. Macroporous BCP and BCP/Nb,Os, in a disk format,
5 mm in diameter and 1 mm in height were implanted subcutaneously or subfascially in
male Wistar rats. After a period of 15, 45 or 60 days the samples were collected and
processed for (1) inclusion in paraffin and staining with H&E, Azan or immunostained
for osteocalcin, and (2) Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis. The porosity of
the materials was measured by the Archimedes method. Physical-chemical analyzes were
performed by X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
micro-Raman spectroscopy and SEM with dispersive energy spectroscopy (EDS). The
results showed that the porosity of BCP discs was 58% and 59% for BCP/Nb,Os. BCP
was composed of 88.79% HAp and 11.21% B-TCP, whereas BCP/Nb,Os had the
following phases: fersmite, niobium phosphorus oxide and B-TCP (34.05%). The pores
showed interconnectivity. Histological analysis showed that both materials were
permeated by severely vascularized loose connective tissue. There was deposition of a
collagen matrix similar to the bone matrix, adjacent to the blood vessels, and the
deposition of calcium and phosphorus ions on this matrix. We conclude that the materials
induced the formation of a matrix similar to bone, with calcium and phosphorus ions in
its composition.

Keywords: Niobium pentoxide. Biphasic calcium phosphate. Osteoinduction.
Subcutaneous. Subfascial.
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CONTEXTUALIZACAO

A busca por biomateriais que apresentem caracteristicas adequadas para substituir
os enxertos 0sseos autdgenos tem sido enorme nos Ultimos anos e seu interesse se justifica
pelo fato de milhdes de pessoas serem salvas ou obterem uma melhor qualidade de vida,
como, por exemplo, no reparo de fraturas 6sseas (VALLET-REGI e SALINAS, 2019).
Para que isso aconteca, o desenvolvimento de novas tecnologias em termos da obtenc¢ao
de materiais e sua utilizacdo clinica ¢ um campo em constante evolugdo e direciona as
pesquisas atuais de forma multidisciplinar. Assim, ¢ muito importante a avaliagdo dos
aspectos fisico-quimicos, macroscopicos e microscopicos, além de correlacionar estas
caracteristicas com a resposta do organismo para a finalidade proposta. E neste complexo
contexto que a area da engenharia de biomateriais tem ganhado destaque para restabelecer

a saude aos pacientes.
Engenharia de biomateriais

O termo biomaterial pode ser definido como qualquer material sintético ou natural
que desempenha uma funcdo terapéutica ou de diagndstico, quando em contato com
sistemas bioldgicos. A utilizagdo dos biomateriais se direciona, principalmente, para a
area médica e odontoldgica, mas eles podem ser associados com outras areas como (1) o
crescimento de células em cultura, (2) os ensaios para analisar proteinas sanguineas em
laboratorios de analises clinicas, (3) o desenvolvimento de equipamentos para o
processamento biomolecular com foco em aplicagdes para biotecnologia, (4) a criagdo e
desenvolvimento de implantes para regular hormonios e aumentar a fertilidade, entre
outras aplicagdes (RATNER et al., 2013).

A engenharia de biomateriais ¢ o desenvolvimento da forma mais adequada e
eficiente de relacionar o material com cultura de células ou com os sistemas organicos a
fim de promover ou aumentar a utilizacdo dos dispositivos desenvolvidos para substituir
ou regenerar regides do corpo humano bem diversificadas. Em ortopedia e odontologia,
a engenharia tecidual dssea procura relacionar diversos materiais que podem funcionar
como uma matriz tridimensional a fim de guiar a adesdo, a diferenciacdo e a proliferagao

celular para, posteriormente, permitir a regeneragdo o0ssea (GAO et al., 2014).
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Neste contexto, o mercado mundial relacionado com a aplicagdo ortopédica e
odontoldgica das bioceramicas foi de aproximadamente US$ 47,7 bilhdes no mundo em
2015, com um crescimento projetado para 2024 no valor de aproximadamente 68,7
bilhdes de dolares (MEDTECH, 2018; RODRIGUEZ, LARA-PADILHA e DEAN,
2018).

Os biomateriais podem ser divididos em materiais metalicos, as ligas metalicas,
os polimeros, as ceramicas, os biovidros e diversas associagdes entre estes materiais na
busca de um material ideal. Entretanto, a variabilidade destes materiais esta diretamente
proporcional a diversidade de tecidos e doencas que se busca tratar e, muitas vezes, o
estudo de um biomaterial ndo pode ser separado da sua aplicagdo clinica (MURPHY,
BLACK e HASTINGS, 2016). Assim, as condi¢des musculo-esqueléticas afetaram cerca
de 126 milhdes de adultos em 2012, somente nos EUA (GONZALEZ-FERNANDEZ,
SIKORSKI e LEACH, 2019), mostrando a importancia desta area de aplicagdo e dos
materiais relacionados.

Dentre todos os materiais, as ceramicas merecem destaque devido ao grande
avanco em seu desenvolvimento para a utilizagdo no reparo ou reconstru¢do do osso. Elas
podem ser classificadas, de acordo com a forma de interagdo com o hospedeiro, em
“bioinerte” ou “bioativa”, sendo que as ultimas sdo divididas em reabsorviveis ou nao-
reabsorviveis. Elas podem ser utilizadas na forma de materiais com microporosidades
(bulk), com macroporos, em granulos ou como material de revestimento (BEST et al.,
2008).

Assim, a engenharia de tecidos busca associar as caracteristicas positivas das
ceramicas em diversas abordagens a fim de promover uma melhor resposta em termos de
regeneracdo do tecido Osseo por parte destes materiais. Entre estas abordagens podemos
destacar a utilizag¢do de células osteogénicas associadas as ceramicas (QI et al., 2016) ou
a adigdo de fatores de crescimento como as mais utilizadas (YUAN et al., 2006b;

ISHACK et al., 2017).

Materiais a base de fosfato de calcio

Dentre os diferentes tipos de cerdmica, os materiais a base de fosfato de calcio

(CaP) merecem destaque como substituto 6sseo, principalmente a associacdo da

hidroxiapatita (HAp) e do P-fosfato tricalcico (B-Tricalcium Phosphate — B-TCP),
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formando um compdsito que apresenta duas fases, conhecido como fosfato de calcio
bifasico (Biphasic Calcium Phosphate — BCP) (HABIBOVIC et al., 2008). Este material
¢ biocompativel e osteocondutor, ou seja, possui a capacidade de guiar o crescimento
6sseo em sua superficie. Além disso, ele apresenta bioatividade, ¢ um material
biodegradavel, permite a adesdo de proteinas e pode ser confeccionado com poros
interconectados por meio de uma substincia que funciona como um espacador
(LEGEROS, 2002). Todavia, mesmo com todas estas caracteristicas desejaveis, 0s
biomateriais, a base de fosfato de calcio, apresentam uma baixa resisténcia a fratura e ndo
sdo adequados para serem utilizados em areas nas quais o esforco mecanico ¢ frequente
(JARCHO, 1981; DE GROOT, 1984; AOKI, 1994).

De acordo com Legeros (2008), as apatitas que sdo identificadas na natureza
deveriam ser consideradas como hidroxiapatitas carbonatadas (CHA), cuja formula
quimica aproximada ¢ (Ca,Na,Mg)o(PO4,HPO4,CO3)s(OH,CLF),. Ao se comparar com
a hidroxiapatita pura (HAp), Ca;o(PO4)s(OH),, fica evidente a grande variabilidade de
apatitas existentes. Quando o osso ¢ analisado, ele pode ser caracterizado como um
fosfato de calcio na forma de nanocristais de apatita carbonatada (LEGEROS, 2002).

Com a finalidade de realizar a avaliagdo in vitro de um material em termos de
potencial para formar tecido 6sseo em sua superficie, a imersao do material geralmente é
realizada em fluido corpéreo simulado (Simulated Body Fluid — SBF). Se a bioatividade
for confirmada in vitro, ela é previsivel in vivo (KOKUBO e TAKADAMA, 2006) A
formagao de CHA in vitro ocorre por meio de um processo de precipitacdo que pode ser
evidenciado pela captacdo de ions presentes no SBF. Quando isto ocorre em sitios
ortotopicos ou ectopicos, as células devem participar do processo de dissolugdo e/ou
precipitagdo do material implantado (LEGEROS e DACULSI, 1990). Desta forma, a
atividade celular mediada por macréfagos ou osteoclastos e o pH acido do meio resulta
em uma dissolugdo parcial das cerdmicas a base de fosfato de calcio que resulta na
liberagdo de fons calcio (Ca®") e fosfato (HPO4>, PO,™). Isto provoca uma supersaturagio
no fluido e causa a precipitacdo da CHA. A concentragdo de CHA na superficie do
material esté relacionada com a capacidade de dissolucdo das ceramicas bifasicas, quanto
menor a razao Hap/B-TCP, maior serd a quantidade de TCP e, como consequéncia, maior

¢ a formacao de CHA na superficie do material (LEGEROS, 2008).
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Osteoinducdo

A osteoinducdo ¢ a capacidade que um tecido ou material tem de promover a
diferenciagdo de células mesenquimais em células osteogénicas e como resultado disso,
iniciar a producao de tecido 6sseo numa localizagdo diferente da esperada. Esta analise
normalmente ¢ realizada em sitio ectopico (SCOTT et al., 2012).

O processo de osteogénese ectopica depende de varios fatores, dentre eles a
espécie animal utilizada. Isso fica evidente ao analisarmos o estudo de Yang e
colaboradores (1996), que implantaram materiais ceramicos de Ca-P, com poros, em
diferentes espécies por 120 dias e observaram formacao de osso ectdopico em cachorros e
porcos, 0 que ndo ocorreu em cabras, ratos e coelhos. Os autores relatam que a
osteoinducdo depende tanto da espécie animal como do tipo de ceramica (YANG, et al.,
1996).

A avaliagdo da formagdo Ossea em cerdmicas bifasicas e hidroxiapatitas
implantadas em musculos de caes mostra que o processo segue uma sequéncia de etapas
que incluem a adesdo de células na parede dos poros, proliferagdo e diferenciagdo celular
nos poros, formagdo de matriz 6ssea por meio de células semelhantes aos osteoblastos,
mineralizacdo da matriz 6ssea na superficie dos poros, remodelagdo 6ssea, formagao de
medula dssea e, finalmente, a formagdo de osso maduro. Entretanto, todas estas etapas
aconteceram primeiramente no material bifdsico quando se comparou com a
hidroxiapatita pura (YUAN et al., 2006b).

Segundo alguns autores, a osteoinducdo pode ser observada em primatas, caes,
porcos, cabras, coelhos e camundongos (RIPAMONTI, 1991; RIPAMONTI, 1996;
YANG et al., 1997; YUAN et al., 2002; YUAN et al., 2006a; YE et al., 2007; KASTEN
et al., 2008; LE NIHOUANNEN et al., 2008) e com menor frequéncia, em ratos (YANG
et al., 1996). Além disso, a formagao Ossea ectopica pode estar relacionada com o tempo
de observagao do estudo (BARRADAS et al., 2011). Neste contexto, o estudo de
Ripamonti e colaboradores (2009) mostraram que apds 90 dias de implantacdo ndo
ocorreu a formacdo Ossea ectdpica em sitio intramuscular em nenhum dos materiais
avaliados, contudo, apds 365 dias de observagdo, todas as ceramicas exibiram formacao

Ossea ectopica (RIPAMONTI et al., 2009).
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Osteoinducdo intrinseca

Os materiais ceramicos possuem caracteristicas de osteocondu¢do bem relatadas
na literatura (ZHANG et al., 2017). Entretanto, quando se analisa o processo de
osteoindugdo, isso ndo ¢ evidente. Todavia, existem alguns materiais que auxiliam a
formagao de tecido 6sseo em sitios ectopicos sem a adi¢do de fatores osteogénicos, como
a hidroxiapatita sintética porosa, hidroxiapatita obtida a partir de corais, B-TCP, material
bifasico poroso, além do fosfato de octacalcio como material de revestimento sobre ligas
de titanio (LEGEROQOS, 2008). Pelo fato destes materiais exibirem certo grau de inducao
Ossea, tem sido proposto que sdo materiais osteoindutores “intrinsecos”. Esta
caracteristica pode ser atribuida a topografia, geometria, composi¢do, tamanho dos poros
e a porcentagem de porosidade do material que, provavelmente, permitem a retengdo e a
concentragdo de fatores de crescimento 0sseo circulantes e de células osteoprogenitoras
permitindo a formagdo 6ssea por indu¢ao (LEGEROS, 2008).

Além dos fatores topograficos, o material osteoindutor deve permitir a formagao
da camada de hidroxiapatita carbonatada (CHA) em sua superficie ap6s a implantacao
em sitio ectopico, permitindo a adesdo de proteinas sobre as quais as células
osteoprogenitoras podem se conectar, proliferar, diferenciar e produzir matriz
extracelular que, eventualmente, leva a biomineralizagdo ou formacgao de osso.

E importante ressaltar que as hidroxiapatitas podem funcionar como material
osteoindutor pelo fato de agir como uma “esponja” que absorve os fatores de crescimento
do organismo, situacdo bem distinta dos materiais ditos osteoindutores. Neste tipo de
material que apresenta a osteoindugao intrinseca, os materiais, como por exemplo a matriz
6ssea desmineralizada e os enxertos autdogenos ou aldgenos, possuem os fatores
osteogénicos intrinsecamente e, posteriormente, liberam no interior do organismo e

promove a formacao de tecido 6sseo (LEGEROS, 2008).

Osteoinducdo programada

Os materiais a base de fosfato de calcio, independentemente das caracteristicas
fisicas macro e microscopicas, quando associados as células osteoprogenitoras (células-
tronco, células da medula 6ssea, células da polpa dentaria ou condrocitos), aos fatores de

crescimento 6sseo (BMPs), as proteinas bioativas (colageno, fibrina) ou a alguns tipos de
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peptideos (normalmente fragmentos de aminoacidos estruturais da sialoproteina Ossea)
aumentam a capacidade do material de formar osso. A logica no processo de engenharia
de biomateriais para aumentar a formagao de tecido dsseo recai no aumento da adesdo de
células, diferenciacdo, formac¢do de matriz e biomineralizagao.

No caso das cerdmicas bifasicas, a relagdo HAp/B-TCP pode interferir na
quantidade de formagdo de osso. Desta forma, quando se compara materiais com
diferentes relagdes entre a HAp e o B-TCP, os materiais que apresentam 20%/80% de
relagdo HAp/B-TCP produzem mais osso que os de 60%/40%, que ¢ maior em
comparagdo com a hidroxiapatita pura ou com o $-TCP puro (LIVINGSTON et al., 2004;
ARINZEH et al., 2005).

A cascata de formagdo 0ssea associada com as Proteinas Morfogenéticas do Osso
(Bone Morphogenetic Protein — BMP) pode ser resumida da seguinte maneira: I.
Quimiotaxia' de células mesenquimais indiferenciadas; II. Prolifera¢do e diferenciagao
celular em condroblastos e condrdcitos; III. Formag¢do de matriz extracelular
cartilaginosa; IV. Maturagdo e subsequente mineralizacdo de condrocitos hipertroficos;
V. Remocao da cartilagem calcificada pelos osteoclastos; VI. Producdo de matriz dssea
pelos osteoblastos; VII. Remodelacao 6ssea (WOZNEY e ROSEN, 1998; DE BRUIJN et
al., 2008).

O processo de degradacdo ¢ bem diferente entre o B-TCP e a hidroxiapatita.
Diversos estudos mostram que o TCP se degrada numa velocidade maior do que a
hidroxiapatita (HOLLINGER e BATTESTONE, 1980; KLEIN et al., 1983;
SHIMAZAKI ¢ MOONEY, 1985; YAMAMURO, HENCH e WILSON, 1993;
KURASHINA et al., 2002). Este processo de degradacdao ¢ um fator que deve ser
considerado no processo de formagdo Ossea ectdpica pois permite a liberagdo de ions
calcio e fosfato para o meio (FRAYSSINT et al, 1993; YUAN et al, 1998). Neste
contexto, o TCP apresenta uma maior taxa de dissolu¢ao que a hidroxiapatita (LEGEROS
etal.,2003; SCHOPPER et al., 2005) e em concentragdes especificas, o célcio e o fosfato
podem promover a mineralizagdo de células 6sseas (CHANG, STANFORD e KELLER,
2000). E importante que o material matenha a estrutura tridimensional durante o reparo.

Ripamonti (1996) implantou, em sitio ectdpico, blocos porosos de hidroxiapatita e

! Locomogao celular orientada e unidirecional ao longo de um gradiente quimico, causado pela diferenga
de concentragdo de determinadas substancias denominadas quimiotratores ou agentes quimiotaticos, que
podem ser liberadas por tecidos lesados, geradas por sistemas enzimaticos presentes no plasma, formadas
durante reagdes imunes ou liberadas por microrganismos.
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hidroxiapatita porosa na forma de granulos. Apods avaliar os dois materiais, constatou que
ocorreu formagdo Ossea ectdpica apenas nos blocos porosos de hidroxiapatita. Em outro
estudo os autores identificaram osso formado em sitio ectopico apenas no interior dos

poros (KURASHINA et al., 2002).

Diametro e distribui¢cdo dos poros

As ceramicas a base de fosfato de calcio apresentam alguns inconvenientes para
a utilizacdo na clinica, sendo que de uma maneira geral, elas mostram uma baixa taxa de
reabsorc¢do, principalmente quando se avaliar os materiais na forma de bulk, ou seja, na
forma densa. Para contornar este problema, modificacdes na composicdo quimica
associadas a incorporagdo de porosidade pode ser uma boa estratégia (MANGANO et al.,
2015). Além disso, a presenca e a distribuicao de uma rede de poros interconectada, com
dimensdes adequadas para permitir a migragdo celular, a angiogénese, além da troca de
fluidos para que possa ocorrer a eliminagdo dos produtos resultantes do metabolismo
celular no interior do material sdo caracteristicas importantes para o biomaterial (JONES
et al., 2009).

Entretanto, ndo existe um consenso sobre o melhor tipo de porosidade dos
materiais ceramicos. A qualidade do osso formado e a velocidade que isso ocorre pode
estar relacionado a diversos aspectos dependentes, como por exemplo o tamanho do poro,
fracdo do volume da porosidade, tamanho da interconectividade dos poros e a densidade
da interconectividade que, em ultima instancia, caracterizam a permeabilidade estrutural
e mecanica do material (HING, 2005). Somado aos aspectos anteriormente listados, a
microestrutura de suporte e a geometria dos poros foram consideradas como muito
importantes para que o material possa permitir o “aprisionamento” e recrutamento de
fatores de crescimento e das proteinas da matriz (HING, 2005). No que diz respeito ao
tamanho dos poros, ndo existe um consenso, mas alguns autores afirmam que ele deve ter
um tamanho entre 50 e 400 um (SANZANA et al., 2013). Existem trabalhos que afirmam
que os poros poderiam ter um diametro minimo de 50 wm quando se utiliza implantes de
hidroxiapatita ou B-TCP (LU et al., 1999), enquanto outros estudos restringem os valores
a intervalos ligeiramente maiores, com poros variando entre 100 a 135 um para permitir
uma maior taxa de penetracao de tecido 6sseo em implantes de polietileno (KLAWITTER

etal., 1976).
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Pelo fato de existir uma grande divergéncia na literatura com relagdo ao tamanho
do poro, alguns autores parecem preconizar que o tamanho dos poros nio ¢ o fator que
controla a quantidade de osso formado e, sim, a interconectividade dos poros que estd
relacionada, normalmente, com o tamanho dos poros, mas, também, com a extensao desta
porosidade, como sendo o ponto principal em termos da velocidade e manutencdo da
formagdo de tecido 6sseo para o interior do biomaterial (HING et al, 2004). Esta
caracteristica foi demonstrada quando se implantou cilindros de Hidroxiapatita e 3-TCP
com poros bem conectados de 50 a 100 um e comparados com os mesmos materiais, mas
com menor interconectividade entre os poros de 200 a 400 wm, utilizando o modelo em
coelhos. Estes autores demonstraram que a primeira conformag¢ao aumentou a integragao
entre o tecido 6sseo e os implantes em comparagdo com a segunda arquitetura (EGGLI,
MULLER e SCHENK, 1988).

Para os materiais na forma de arcabouco nao reabsorvivel existe um consenso
geral que a porosidade deve ter um limite de até 60% para que ocorra a formagao de osso
entre a periferia e as regides mais centrais (HING, BEST e BONFIELD, 1999; LI et al.,
2003) que pode ser explicado pois no caso de porosidade abaixo de 60% a taxa resultante
no tamanho e na frequéncia das interconexdes dos poros fica bem pequena,
comprometendo a quantidade de osso formado (BOHNER ¢ BAUMGART, 2004). Este
aspecto deixa de ter tanta importancia no caso de materiais reabsorviveis pois eles se
apresentam, com o passar do tempo, mais “abertos”, demonstrando que a taxa de
porosidade neste tipo de material pode ser menor e, mesmo assim, ndo existe
comprometimento na proliferagdo de vasos sanguineos para o interior do material e nem
mesmo na quantidade de osso formada (HING, 2005). Além da macroporosidade, outro
aspecto importante na formacao de osso associada aos biomateriais ¢ a microporosidade,
principalmente com o formato das concavidades superficiais dos biomateriais. Isso foi
demonstrado utilizando técnica de imunolocalizagdo para a BMP-3 e BMP-7 e ficou
demonstrado uma maior concentracdo desses fatores de crescimento dentro dessas
concavidades superficiais, o que favoreceria a formacao de tecido 0sseo adjacente aos
biomateriais (RIPAMONTI, VAN DEN HEEVER ¢ VAN WYK, 1993; RIPAMONTI,
1996; KUBOKI et al., 1998).
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Modelos para avaliagdo ectopica

A palavra “ectdpico” vem originalmente da palavra grega ektopos ou "fora do
lugar" e osso ectdpico se refere a ossificag@o fora do seu local de origem. A formagao de
0ss0 ectdpico ¢ mais frequentemente induzida experimentalmente, mas também tem
relevancia clinica em algumas situagcdes, como nos casos de malformagdo congénita
(SINGH e VERMA, 2011) ou em complicagao de paraplegia (FURMAN, NICHOLAS e
JIVOFF, 1970). Nestes casos, os sitios de formagdo dssea sao chamados heterotdpicos
(SCOTT et al., 2012).

A inducdo experimental de ossificacdo ectopica pode ser feita em musculo, no
tecido subcutidneo ou ainda na capsula renal (SCOTT et al., 2012). Os modelos de
formagao de osso ectopico reduzem o nimero de variaveis envolvidas na formagao dssea,
eliminando (ou reduzindo) os efeitos da estimulagdo por citocinas, por células
osteogénicas e células tronco enddgenas e, ainda, evitando a mecanotransducao
potencialmente estimulada pelo osso e, portanto, favorecem o estudo do efeito
osteoindutor de biomateriais (SCOTT et al., 2012).

O modelo de implante subcutdneo ¢ o mais simples, entretanto tem capacidade
inferior de formacdo dssea em relagdo a outros modelos, o que pode ser atribuido
principalmente a pobre vascularizagdo. Comumente requer adigdo de células
mesenquimais e a suplementagdo com citocinas ou modificagdes moleculares (DRAGOO
et al., 2005; LEVI et al., 2011). Outra consideragdo para a formagao 6ssea subcutanea ¢
que nao existe grande concentracdo de células-tronco com potencial para formar osso no
interior do ambiente intradérmico (SCOTT et al., 2012).

Portanto, da mesma forma que a engenharia de tecidos progride com a descoberta
de novos materiais e com o uso de células osteogé€nicas progenitoras, os modelos de
ossificacdo ectdpica tornam-se cada vez mais comuns, contribuindo para a otimizagao da
formagdo dssea. A compreensdo da biologia da formag¢do do osso ectdpico pode ainda

facilitar o avango nos tratamentos das debilidades, como o osso heterotdpico.

Composito bifasico a base de hidroxiapatita originada de ossos de peixe

Existem diversos métodos para se obter a hidroxiapatita pura como a

mecanossintese, o processo hidrotermal, o do sol-gel entre outros. Entretanto, todos estes

métodos necessitam de equipamentos dispendiosos ou do controle rigoroso das condi¢des
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necessarias para a obten¢do do material. O BCP utilizado como precursor neste estudo
foi obtido a partir da calcinag@o in natura de ossos de peixe a uma temperatura de 900 °C
e pressdo ambiente (BONADIO, 2014). Além disso, para confeccionar um composto
bifasico macroporoso, particulas de lactose com didmetro de 150 a 250 um foram
utilizadas como elemento espagador.

Entretanto, a cerdmica bifasica apresenta uma resisténcia diminuida e, como
consequéncia, limitar sua utilizagdo para regides submetidas a menor estresse mecanico
(BADR-MOHAMMADI, HESARAKI e ZAMANIAN, 2014). Desta forma, o pentoxido
de nidbio pode ser incorporado a ceramica por meio da metalurgia do p6 (WEINAND,
2009; BONADIO, 2014). Neste processo, a ceramica bifasica e o pentdéxido de nidbio sdo
homogeneizados e, posteriormente, moidos em moinho de alta energia. Este processo
facilita a ocorréncia de reacdes de estado sélido, estimulando as transi¢des de fase para
que ocorra a formacdo dos compdsitos (NASCIMENTO, 2009; RODRIGUES, 2009).
Neste contexto, o reforco da cerdmica bifasica por pentoxido de nidbio aumenta a
resisténcia do material obtido e de acordo com trabalhos realizados no Departamento de
Fisica e no Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Estadual de
Maringd, pode-se concluir que os biomateriais utilizados nestes estudos apresentam
caracteristicas de biocompatibilidade, osteoconducdo e, além disso, indicios de serem
osteoindutores. O presente trabalho procurou avaliar o aspecto osteoindutor tanto da
ceramica bifésica, como dela refor¢cada por pentoxido de nidbio em dois sitios ectdpicos
para a formagdo Ossea: sitio subcutaneo e sitio subfascial. Os detalhes do estudo serdo

apresentados nas sessoes seguintes.
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo ¢ um tecido dindmico, com capacidade de auto regeneracdo em
casos de injurias de pequena extensdo, com o reestabelecimento da sua arquitetura
original. Contudo, grandes defeitos Osseos ndo se regeneram espontaneamente e
representam um desafio clinico maior nas cirurgias ortopédicas e craniomaxilofaciais
(VISSER et al., 2017).

Para que ocorra a regeneragdo de defeitos Osseos de maior extensdo faz-se
necessario algum tipo de preenchimento que promova suporte mecanico e seja capaz de
induzir a regeneragdo Ossea. O o0sso autdgeno ou auto-enxerto ainda ¢ considerado o
"padrdo ouro" sendo o mais efetivo método para a regeneracao Ossea, porém apresenta
desvantagens como suprimento limitado de osso e a morbidade do sitio doador (BOULER
etal.,2017). Os substitutos sseos constituem uma alternativa para os enxertos autogenos
(KHAN, TOMIN e LANE, 2000; MANGANO et al., 2015; JORDANA et al., 2017).

Nas ultimas décadas, a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa surgiram
como estratégias promissoras para a reconstituicdo o6ssea (HABIBOVIC et al., 2005;
BARRADAS et al., 2011; CHAI et al., 2012; SAMAVEDI et al., 2013) devido a uma
demanda cada vez maior por transplantes de 6rgdos e, a0 mesmo tempo, a uma grave
escassez de disponibilidade de doadores (KHAN, TOMIN e LANE, 2000; MIRON e
ZHANG, 2012). A engenharia de tecidos promove o desenvolvimento de estruturas
projetadas por meio da combinagdo de arcabougos macroporosos, células e/ou fatores
mecanicos/soluveis (ROSETI et al., 2017). Entretanto, o uso de células mesenquimais
pode apresentar limitacdes relacionadas com a perda do potencial de diferenciagdo,
durante sua expansdo in vitro e baixa taxa proliferativa. Quando se utilizam fatores de
crescimento, sdo necessarias altas concentragdes para a obtencdo de resultados clinicos,
apresentam instabilidade, alto custo, podem desencadear efeitos colaterais relacionados a
produgdo de osso em locais indesejaveis e reagdes imunologicas (ROSE e OREFFO,
2002; PENG et al., 2005, ARAVAMUDHAN et al, 2013; SEGAR, OGLE e
BOTCHWEY, 2013).

Os biomateriais osteoindutores representam uma alternativa para contornar as
desvantagens da engenharia de tecidos e dos enxertos autdégenos (HABIBOVIC e DE
GROOT, 2007; YUAN et al., 2010), pois apresentam a capacidade de induzir a
diferenciagdo de células-tronco em células de linhagem osteogénica (HABIBOVIC e DE

GROOT, 2007) aumentando a velocidade de formacdo Ossea em pequenos defeitos,



estimulando a formacdo 6ssea nas margens de defeitos Osseos de maior extensdo e
induzindo a diferenciacdo de células para a formagdo de osso a distancia, promovendo
uma regeneragdo oOssea mais rapida (YANG et al, 1996; YUAN et al., 2006b;
HABIBOVIC e DE GROOT, 2007).

Para que a osteoindu¢do ocorra € necessario que o material seja capaz de (1)
recrutar células mesenquimais osteoprogenitoras, (2) induzir as células mesenquimais a
se diferenciarem em osteoblastos maduros e ainda (3) deve ser capaz de induzir o
crescimento 6sseo quando implantado em sitios ectopicos (MIRON e ZHANG, 2012).
Nas ultimas décadas, um grande nimero de publicacdes tem demonstrado a capacidade
osteoindutora das cerdmicas a base de fosfato de calcio (HABIBOVIC e DE GROOT,
2007; CHENG et al., 2013; TANG et al., 2017). Este material se destaca devido sua
biocompatibilidade, ser osteocondutor (TANG et al., 2017) e pode ser elaborado com
caracteristicas morfologicas que favorecam a osteoinducdo, como a presenga de uma
estrutura macroporosa, uma superficie com microporos € a comunicagao entre 0s poros
(HABIBOVIC et al., 2005). A composicao de fase e a solubilidade do biomaterial sdo
caracteristicas igualmente importantes para que seja osteoindutor (BARRADAS et al.,
2011; CHAl et al., 2012; SAMAVEDI et al., 2013).

Os fosfatos de calcio bifasicos, (BCPs), obtidos de forma natural ou sintética, sdo
constituidos por hidroxiapatita (HAp - Ca;o(PO4)s(OH),) e B-fosfato tricalcico (B-TCP -
(Ca3(PO4),). Os BCPs, em diferentes composi¢des de fase, tém sido estudados com o
intuito de potencializar a osteoindu¢do intrinseca (sem o uso de células ou fatores de
crescimento) dos materiais obtidos (BARRADAS et al., 2011; WANG et al., 2012,
WANG et al., 2014b). A porcentagem de HAp e de B-TCP podem ser diferentes entre os
materiais e provoca respostas biologicas diferentes ap6s sua implantacdo in vivo (OWEN,
DARD e LARJAVA, 2018; TANG et al., 2018). Quando se relaciona a solubilidade dos
materiais com a osteoindu¢do, as ceramicas bifasicas de fosfato de célcio demonstram
maior capacidade osteoindutora que a HAp e o B-TCP utilizados isoladamente (WANG
et al., 2014a). Isso ocorre por que a HAp apresenta uma baixa taxa de solubilidade e,
como consequéncia, uma pequena concentragio idnica (Ca'> e PO,”) na regido,
dificultando a osteoinducdo; ja o B-TCP, isoladamente, possui uma alta taxa de
solubilidade que promove a destruicdo da estrutura porosa do material, diminuindo o
substrato sobre o qual o osso poderia ser formado, durante o tempo desejado para a
osteoinducgdo (YUAN et al., 2001). Quando se utiliza os materiais bifasicos ocorre um

aumento na concentracao ionica local via dissolugdo e/ou atividade celular e, a0 mesmo



tempo, a arquitetura dos scaffolds ¢ mantida, favorecendo a osteoindu¢do (BOULER et
al., 2017).

A melhor forma de avaliar o potencial osteoindutor dos biomateriais ¢ por meio
de implantes em sitios ectopicos (BARRADAS et al., 2011). Esta metodologia permite
afirmar que a origem do o0sso de novo ¢ atribuida somente a sua propriedade
osteoindutora, eliminando, assim, um eventual processo de osteoconducdo, caso o
material fosse implantado em um sitio ortotdpico, que seria o local de implantagdo onde
naturalmente se espera que a formacao 6ssea aconteca (DAVIES e HOSSEINI, 2000). O
modelo ectdpico permite reduzir o estimulo das citocinas Osseas, minimiza a
possibilidade de interacdo celular com as células formadoras de osso e com as células-
tronco endogenas, além de diminuir a possibilidade de ocorrer a formagdo de osso por
meio da mecanotransdu¢do permitindo, desta forma, que se tenha um modelo
experimental de formagao dssea in vivo relativamente controlado (SCOTT et al., 2012).

O tecido subcutaneo e o tecido intramuscular sdo sitios ectopicos frequentemente
usados para avaliar o potencial osteoindutor dos materiais (HEINEN JR, DABBS e
MASON, 1949; WLODARSKI ¢ REDDI, 1986). O sitio intramuscular normalmente
demonstra maior potencial osteogénico em comparagdo com o tecido subcutaneo (YANG
et al., 1996; HABIBOVIC e DE GROOT, 2007) pois possui c¢lulas-satélites e maior
fluxo sanguineo (SCOTT et al., 2012; MA et al., 2015).

Apesar de exibirem propriedades quimicas adequadas, a hidroxiapatita, o B-TCP
ou o BCP apresentam uma baixa resisténcia mecanica e sdo indicados para aplicagdes
clinicas que nao exijam grandes esforcos mecanicos (BADR-MOHAMMADI,
HESARAKI e ZAMANIAN, 2014). Todavia, tais materiais podem ser reforcados com
outros elementos, como o estroncio, o0 magnésio, o zinco (COX et al., 2014) ou o nidbio
(TAMAI et al., 2007; OBATA et al., 2012; DA ROCHA, DE ANDRADE e DA SILVA,
2013). A adigao destes elementos na estrutura das ceramicas de fosfato de calcio melhora
as propriedades estruturais, a estabilidade térmica, as propriedades mecanicas e a carga
elétrica de superficie, quando expostos as condigdes fisiologicas (CAPANEMA et al.,
2015). O niodbio, na forma de pentdxido de nidbio (Nb,Os), aumenta as propriedades
bioldgicas dos materiais e pode ser associado as ligas de titdnio para implantes, devido
sua biocompatibilidade, alto grau de resisténcia mecanica, baixa corrosao e desintegragao
(CHALLA, MALI e MISRA, 2013). Ha estudos in vitro demonstrando sua acdo
estimuladora sobre a funcdo de osteoblastos humanos (YAMAMOTO, HONNA e
SUMITA, 1998; TAMAI et al., 2007).



Nosso grupo de pesquisa tem estudado as propriedades biologicas do BCP
extraido de ossos de peixe, na forma pura ou enriquecida por pentdéxido de nidbio
(BCP/Nb;0Os). Tanto o BCP como o BCP/Nb,Os foram biocompativeis, bioativos e
osteocondutores (KIYOCHI JUNIOR, 2013; CANDIDO, 2014; PASQUINELLI, 2015).

Na forma de BCP/Nb,Os, o material apresentou evidéncia de ter potencial
osteoindutor, induzindo a formacdo de blastemas Osseos imunorreativos para
osteocalcina, no tecido conjuntivo a certa distancia do sitio de regeneragdo, em defeitos
de tamanho critico, na calvaria de ratos (CANDIDO, 2014).

Em fung¢do das excelentes propriedades bioldgicas destes materiais, levantamos a
hipotese de que eles sdo capazes de recrutar células mesenquimais multipotentes,
estimular sua diferenciacdo em osteoblastos e induzir o crescimento de osso em sitio
ectopico, cumprindo todos os requisitos necessarios para ser considerado um biomaterial
osteoindutor. Para testar esta hipdtese, a capacidade osteoindutora do BCP e do
BCP/Nb,Os foi avaliada por meio da implantacdo destes materiais em sitios ectopico,
sem a adicdo de fatores de crescimento ou de células osteogénicas. Somado a isso, a
relacdo dos biomateriais com os tecidos adjacentes e a morfologia do tecido formado nos

poros foram analisadas nos dois materiais.

2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade osteoindutora do BCP e do
BCP/Nb,Os por meio da implantagcdo dos materiais em sitio subcutaneo e sitio subfascial

de ratos, sem a adi¢@o de fatores de crescimento ou de células osteogénicas.

3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos para a obtencdo da cerdmica bifasica foram realizados no
Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Maring4 — Laboratorio de Materiais
Metalicos e Biomateriais. Os procedimentos laboratoriais para caracterizar os materiais
foram realizados no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP-UEM), da
Universidade Estadual de Maringa.



3.1.  Materiais precursores

Ceramica bifasica BCP

Ossos de peixes jovens, Pseudoplatystoma corruscans (pintado), cedidos pelo
Nucleo de Pesquisas em Limnologia Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual
de Maringa (NUPELIA-UEM) foram utilizados como matéria-prima para obtencdo da
BCP. Os ossos foram limpos para remog¢do dos tecidos moles, secos ao ar e entdo
calcinados por 8 h a 900 °C. O material resultante constitui na biocerdmica composta
pelas fases hidroxiapatita (HAp) e beta-fosfato tricalcico (B-TCP) em acordo com os
padrdes JCPDS 09-0432 e 09-0169, respectivamente. Apos a calcinagdo, o material foi
moido por 8 h a 300 r.p.m. em moinho planetario (Retsch® PM 100, Haan, Alemanha)
sendo utilizado vaso de moagem e esferas de zirconia e uma razao de massa esferas/massa

p6 de 6/1 (WEINAND, 2009).

Pentoxido de niobio (Nb,0s)

O pentoxido de nidbio (Nb,Os), na forma de pd, foi cedido pela Companhia
Brasileira de Metalurgia e Mineracdo (CBMM, Araxd, Brasil). O material, como
recebido, foi submetido a tratamento térmico a temperatura de 1100 °C por 2 h, em
atmosfera livre, para eliminar as formas polimorficas existentes, restando apenas a fase
monoclinica do grupo espacial P2/m (10), em conformidade com a ficha padrdo JCPDS
37-1468. Apds o tratamento térmico, o material foi submetido ao processo de moagem
em moinho de alta energia (Retsch® PM 100, Haan, Alemanha) por 1 h e 30 min a 300
rpm, em atmosfera de ar, utilizando vaso de moagem e esferas de zirconia e uma razao

de massa esferas/massa p6 de 6/1 (BONADIO, 2014).

Composito BCP/Nb,Os

Para a produgdo do compdsito, os pos dos precursores BCP e Nb,Os foram
misturados na propor¢do de 1:1 em volume percentual, de acordo com a regra das
misturas (LIMA, 1999), homogeneizados e subseqiientemente moidos em um moinho de

alta energia (Retsch® PM 100, Haan, Alemanha) a 300 rpm por 3 h, em atmosfera de ar,



sendo vaso de moagem e esferas de zirconia e uma razao de massa esferas/massa po igual

a 6/1 (BONADIO, 2014).

Preparacgado dos “scaffolds” de BCP e do BCP/Nb;Os

A producdo dos suportes macroporosos (scaffolds) foi realizada utilizando
aglomerados esféricos de lactose monohidratada SuperTab® SD (DFE pharma, Goch,
Alemanha), obtidos pela técnica spray-dried (seca por pulverizagdo), como elemento
espacador. Os aglomerados foram selecionados por meio do levantamento
granulométrico utilizando um conjunto de peneiras com abertura compreendida no
intervalo de 75 e 300 pum, selecionando-se, para a manufatura dos scaffolds, os
aglomerados com didmetro entre 150 e 250 um.

Os po6s de BCP e de BCP/Nb,Os foram misturados, em recipientes separados, aos
aglomerados esféricos de lactose na proporcao de 1:1, homogeneizados manualmente por
10 minutos e, entdo, conformados uniaxialmente em uma matriz rigida de ago-ferramenta
a 450 MPa em uma prensa hidraulica (PHP, Metal PEM, Maringé, Brasil). As amostras
conformadas em disco com dimensdes de 5,1 mm de didmetro e 2,3 mm de espessura,
foram sinterizadas em um forno tubular a 1080 °C por 2 h, em atmosfera livre. Apos a
sinterizagdo, as amostras foram lixadas com lixa de grao 400 até a espessura de 1,0 mm
e, em seguida, foram limpas em ultrassom por 10 min em banhos sucessivos de acetona,
alcool e 4gua deionizada para eliminar os residuos resultantes da sinterizagdo e do
lixamento. Os scaffolds foram secos em uma mufla a temperatura de 80 °C por 24 horas

(BONADIO, 2014).

3.2.  Analise da porosidade (Principio de Arquimedes)

O método de deslocamento de liquido baseado no principio de Arquimedes foi
usado para medir a porosidade dos scaffolds (STANDARD, 1999; WEINAND, 2009). A
agua deionizada foi utilizada como meio liquido. A massa das amostras secas,
impregnadas e em imersao foram medidas em uma balanga digital Shimadzu AUW220D
(Shimadzu, Kyoto, Japao), com cinco casas decimais, utilizando o acessorio Specific
Gravity Measurement Kit (Shimadzu, Kyoto, Japao). Os scaffolds foram secos por 24
horas em uma estufa a temperatura de 100 °C. A seguir, as amostras secas foram

A . -1 2
colocadas em uma camara a vacuo entre 10 e 10™ Torr por 2 horas. As amostras ficaram



em contato com o meio liquido e ap6s 30 minutos foram tomadas as medidas da massa
da amostra impregnada e da massa da amostra sob empuxo do liquido. Os valores da
porosidade correspondem ao valor médio das medidas realizadas em 6 amostras. A

porosidade aberta foi calculada mediante a equacao:

v (%) = % 100 (1),

(ms—-me)
onde:
v (%) = porosidade aberta.
(ms) = a massa da amostra sinterizada e seca.
(mi) = massa da amostra impregnada com o meio liquido.

(me) = massa da amostra impregnada sob empuxo do liquido.

3.3.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Raios

X por Dispersdo de Energia (EDS)

A anadlise por MEV-EDS foi realizada em discos sem uso e em dois discos
implantados no sitio subcutineo por 45 dias. As amostras foram recobertas por um filme
condutor de ouro pelo processo de sputtering em um metalizador Shimadzu IC-50
IonCoater (Shimadzu, Kyoto, Japdo) para aumentar a condutividade do material.
Posteriormente, elas foram analisadas em um microscopio FEI QUANTA 250
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) trabalhando entre 5 a 30 kV. A andlise de EDS
foi realizada em equipamento Oxford (Oxford Instruments, Oxon, Reino Unido),

acoplado ao microscopio eletronico de varredura.

3.4. Difrag¢ao de Raios X (DRX)

A difratometria de Raios X, utilizando amostras na forma de po, foi realizada em
um difratdmetro Shimadzu XRD-7000 (Shimadzu, Kyoto, Japao) com radiagdo CuK, (A=
0,15418 nm), geometria Bragg-Brentano, operando a 40 kV e 30 mA. O intervalo angular
utilizado (20) foi entre 10 e 80° e a varredura foi feita a velocidade de 0,5°min e
incremento angular de 0,02°. A identificacdo das fases foi realizada utilizando um banco
de dados do comité internacional (Joint Committee of Powder Diffraction Standards —
JCPDS) (FILE, 2000), onde sdao encontrados os registros (fichas) dos padrdes de difracdo
que podem ser comparados aos resultados experimentais por meio do programa

especifico.



Para a andlise quantitativa das fases cristalinas foi realizado um refinamento
estrutural pelo método de Rietveld, utilizando o programa FullProf Suite (YOUNG, 1995;
ROISNEL, 2000), que ¢ empregado na caracterizagdo de materiais estudados por DRX.
Com esse método, ¢ possivel fazer um ajuste dos pardmetros da estrutura cristalina dos
materiais medidos pelo DRX. Desta forma, ¢ possivel obter informagdes estruturais da
amostra como posi¢des atdmicas, pardmetro de rede, proporcao entre as fases cristalinas,
entre outros. Esses parametros sdo ajustados minimizando a diferenca entre as

intensidades calculada e experimental dos picos obtidos no difratograma.

3.5. Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-

PAS)

A espectroscopia FTIR-PAS das amostras na forma de p6 foi realizada em um
espectrofotometro VERTEX 70 V (Bruker, Billerica, USA) acoplado a uma célula
fotoacustica PAS (Photoacustic Spectroscopy — PAS) (Bruker, Billerica, USA).

3.6.  Espectroscopia micro-Raman

As andlises por espectroscopia micro-Raman foram realizadas nos materiais na
forma de ..., previamente a implanta¢do nos animais, utilizando um espectrémetro micro-
Raman Confocal (SENTERRA, Bruker, Billerica, USA) com ampliag¢do optica de 20x,
utilizando laser de excitagdo com comprimento de onda de 532 nm e poténcia de 20 mW,

utilizando um total de 20 varreduras (scans) por amostra.

3.7.  Estudo in vivo

Todos os procedimentos em animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA N° 7351180216) da Universidade Estadual de Maringd (UEM)
e estdo de acordo com o artigo 8 da Lei Federal 11.794/2008.

Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus),
machos, adultos, com peso variando entre 180 e 200 g, provenientes do Biotério Central
da Universidade Estadual de Maringa - UEM. Deste niimero total, vinte e quatro animais
foram selecionados para os experimentos com implantes subcutaneos e 24 animais para

experimentos com implantes subfasciais.
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Durante todo o periodo experimental os animais receberam ragdo

(Nuvilab®/Nuvital®, Sogorb®, Sao Paulo, Brasil) e dgua ad libitum.

Procedimento experimental para o implante subcutdneo e subfascial

Os animais foram anestesiados com inje¢@o intramuscular de uma solucdo 1:1 de
Ketamina (Dopalen®, Sespo®, Paulinia, Brasil) e Xilazina (Rompum®, Bayer®, Sao
Paulo, Brasil) na concentragdo de 1,0 mL.Kg™.

Implantes subcutdneos: Ap0s a tricotomia da regido dorsal e antissepsia com iodo
topico foram realizadas duas incisdes longitudinais em relagdo ao maior eixo corporal,
separadas por uma distdncia aproximada de 1 cm entre elas (Figura 1A). A partir das
incisdes foram criadas bolsas subcutaneas, em sentido lateral, por meio de divulsdo romba
(Figura 1C). Em cada animal, em uma das bolsas um disco de BCP foi implantado e na
outra bolsa um de BCP/Nb,0Os, mantendo-se uma distancia de aproximadamente 3 a 4 cm
entre eles (Figura 1E). Foram implantados 24 discos de BCP e 24 discos de BCP/Nb,Os.
Ap6s a inser¢do dos implantes a regido foi suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon®
Johnson, Cincinati, USA) e recebeu aplicagdo topica de solucdo aquosa de iodo a 1%
(Riodeine®, Rioquimica, Sao José do Rio Preto, Brasil) (Figura 1G).

Implantes subfasciais: Apos tricotomia dos membros inferiores do lado direito e
esquerdo e antissepsia topica com iodo, foi realizada uma incisdo na pele, de
aproximadamente 2 cm de comprimento, ao longo do maior eixo, em posicdo lateral
(Figura 1B). A seguir, procedeu-se a divulsdao da pele e do tecido subcutaneo até a
exposicao da fascia do musculo biceps femoral. Apos sua exposi¢ao, uma segunda incisdo
de aproximadamente 8 mm de extensdo, em posi¢cdo central, foi executada e procedeu-se
a divulsdo da fascia muscular criando uma bolsa para o implante do disco (Figura 1D).
Um dos membros inferiores recebeu um disco de BCP e o membro inferior contralateral
recebeu o implante do BCP/Nb,Os (Figura 1F). Foram implantados 24 discos de cada
material.

Apds o implante, a fascia foi suturada com pontos simples utilizando fio
reabsorvivel 5-0 Vicryl® (Johnson, Cincinati, USA), seguida de sutura da pele com fio
de seda 4-0 Ethicon® (Johnson, Cincinati, USA). Apds a sutura, a regido recebeu
aplicacdo topica de solucdo aquosa de iodo a 1% (Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do

Rio Preto, Brasil) (Figura 1H).
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SUBFASCIAL

Figura 1. Procedimento cirurgico realizado em ratos Wistar de acordo com o Material e Métodos. No sitio
subcutaneo: (A) Primeira incis@o. (C) Divulsionamento rombo para criar a bolsa subcutanea. (E) Implante
em posicdo. (G) Sutura das duas bolsas criadas. No sitio subfascial: (B) Primeira inciséo. (D) Incisdo da
fascia do miisculo biceps femoral. (F) Implante em posigdo subfascial. (H) A esquerda, sutura da fascia e a
direita, sutura finalizada. Sitio subcutaneo (A, C, E, G). Sitio subfascial (B, D, F, H).
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Apds os procedimentos cirargicos, todos os animais foram mantidos sob
observacdo, em caixas plasticas com grade, aquecimento com luz artificial até a completa
recuperacdo da anestesia. Apds despertarem, os animais foram alocados em grupos de 4
animais/gaiola.

Os animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias
Morfologicas da Universidade Estadual de Maringa, sob temperatura controlada de 20 °C
e agua/ragdo ad libitum por um periodo de 15, 45 ou 60 dias. Durante todo o periodo
experimental, os animais foram avaliados no que diz respeito a alimentagdo e a
movimentacdo no interior das caixas plasticas. Passado os respectivos tempos de
observagdo, os animais foram eutanasiados com uma sobredose de tiopental sodico
(Thiopentax®, Cristalia, Itapira, Brasil) na dose de 120 mg/Kg. Apds a avaliagado clinica
e constatacdo da morte do animal, os implantes foram removidos com uma margem de

seguranca de aproximadamente 1 cm.

As amostras foram colocadas em paraformaldeido a 4% e mantidas por 48 horas
para fixagdo dos tecidos. Decorrido este tempo, o tecido foi colocado em alcool 70% por
48 horas. Posteriormente, foi realizada a troca do dlcool 70% e as amostras permaneceram
por no minimo 48 horas para serem processadas para inclusao em parafina. O tecido foi
cortado em 7 um para a coloragdo pela Hematoxilina e Eosina (HE) e em 8 um quando a
coloracdo por AZAN foi realizada.

Além disso, foram selecionadas amostras coradas por meio de HE e AZAN, dos
periodos de 15 e 45 dias do grupo BCP a fim de obter cortes histologicos de 7 pm de
espessura, cuja morfologia do disco estivesse preservada durante o processamento
histologico e com matriz de coldgeno para ser imunocorados para deteccdo da
osteocalcina. Para esta imunorreacdo, o anticorpo primdrio monoclonal antiosteocalcina
Osteocalcin (G-5): sc-365797 (Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, EUA), produzido
em camundongo, foi utilizado na diluigao 1:200. O kit Histostain® Plus Broad Spectrum
(Invitrogen Corporation, Camarillo, EUA) foi utilizado para revelar a reagdo, seguindo
as instrugdes do fabricante.

Para a andlise por meio da microscopia Optica, os cortes foram observados em
microscopio optico (Nikon Eclipse®, Shimjuku, Japao), acoplado em uma camera de alta
resolucdo (Nikon®, Ds-Filc, Shimjuku, Japao). As imagens foram obtidas em programa

especifico (NIS-Elements versdo 4.0, Praga, Republica Checa).
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4. RESULTADOS

4.1.  Porosidade (Método de Arquimedes)
A porosidade aberta dos arcabougos macroporosos, mensurada pelo processo de

deslocamento de fluido, foi da ordem de 58% para o BCP e de 59% para o BCP/Nb,Os.

42. MEV-EDS
A Figura 2 representa as eletromicrografias de varredura do BCP e do
BCP/Nb,Os. A Figura 3 representa o resultado da analise quimica semiquantitativa do

EDS para o BCP e para o BCP/Nb,Os.

Figura 2. Eletromicrografia de varredura do BCP (A e C) e do BCP/Nb,Os (B e D) realizadas antes da
implantagdo dos materiais. As imagens A e B sdo da superficie da fratura e mostram a distribuigdo dos
poros (*) por todo o material e a presenca de interconectividade (cabega de seta). As imagens C e D se
referem a morfologia interna dos poros. Em C ¢é possivel visualizar os grios arredondados ligados entre si
por “pescogos”, o que caracteriza um estagio inicial de sinterizacdo (seta), caracteristico do BCP. Em D a
microestrutura dos poros do BCP/Nb,Os corresponde a etapa final de sinterizagdo, com significativa
reducdo de porosidade (cabeca de seta branca). Aumento de 100x nas imagens (A ¢ B). Aumento de 5000x
em (C e D).
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Figura 3. Analise quimica semiquantitativa utilizando a Espectroscopia de Raios-X por Dispersdo de
Energia (EDS) realizada na superficie do BCP (A) e do BCP/Nb,Os (B). Os espectros mostraram os
elementos quimicos majoritarios ¢ suas respectivas massas percentuais (%wt) que foram: em A, Ca
(66,3%), P (31,1%) e em menor quantidade, o Mg (1,5%) e o Na (1,1%). A razdo molar calculada do calcio
em relag@o ao fosforo (razdo Ca/P) foi de 1,64. A imagem B mostra o resultado para 0 BCP/Nb,Os com as

seguintes massais percentuais: Nb (54,7%), Ca (31,6%) e o P (13,7%). A razdo Ca/P do BCP/Nb,Os foi de
1,78.
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4.3. Difragdo de Raios X (DRX)

A figura 4 apresenta os difratogramas do BCP e do BCP/Nb,Os.

A , ¢ Ca (PO, (OH), (JCPDS: 09-0432)
* Ca(PO,), (JCPDS: 09-0169)
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Figura 4. Difratograma de Raios X do BCP (A) e do BCP/Nb,Os (B) antes de serem implantados no animal.
A massa percentual (wt %) das fases HAp e do B-TCP, determinada via refinamento estrutural utilizando
método de Rietveld foi de 88,79 % para a fase HAp e de 11,21% para a fase p-TCP. Em (B) ¢ apresentado
o difratograma de Raios X do BCP/Nb,Os e correspondem a seguintes fases cristalinas: 6xido de calcio
nidbio (Fersmita — CaNb,Oy), 6xido de fosforo nidbio (PNbyO,s), B-fosfato tricalcico (Caz(POy),) e
pentoxido de nidbio (Nb,Os), em conformidade com os padrdes JCPDS: 39-1392, 81-1304, 09-0169 e 37-
1468, respectivamente. A massa percentual das fases identificadas foi de: Caz;(POy), = 34,05%, PNbyO,s =
32,55%, CaNb,Og= 33,40% e tragos do precursor Nb,Os, menor que 1%.
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4.4.  Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A figura 5 mostra o espectro FTIR do BCP e do BCP/Nb,Os.

Transmitancia (%)
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A* Ca (PO, g5
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Figura 5. Espectros FTIR DO BCP (A) e do BCP/Nb,Os(B). Em (A) ¢ possivel observar as bandas da HAp
relativas ao fon OH sdo observadas em (vs) 3570 e () 630 cm ™, enquanto as vibragdes do grupo funcional
PO,>, da fase HAp sdo detectadas em (v,) 470, (vg) 567, (vs) 601, (v1) 960, (v3) 1047 e (vs3) 1089 cm™. As
vibragdes correspondentes a fase p-TCP e associadas aos ions PO, estdo localizadas em 981 ¢ 1120 cm™.
As bandas localizadas em 1414 ¢ 1485 cm™' estdo relacionadas aos fons CO5>. O espectro vibracional FTIR
relativo a0 BCP/Nb,Os é mostrado em (B). Sdo observadas as bandas caracteristicas da fases identificadas,
ou seja: Caz(POy),, PNbyO,s, CaNb,Og e Nb,Os, notadamente na regido entre 400 e 1150 cm’™, que
correspondem as vibragdes de estiramento da ligagdo Nb=0, de deformacdo angular da ligagdo de Nb-O-
Nb, de estiramento da ligagdo Ca-O e também de estiramento e de deformagio grupo funcional PO,”". De
forma geral, uma grande superposi¢do dessas bandas vibracionais ¢ observada o que dificulta identificar
com precisdo os picos relacionados as fases PNbyO,s, CaNb,Og ¢ Nb,Os. As bandas associadas a fase -
TCP sdo observadas em v; (972 cm™), vs (1120, 1086 ¢ 1040 cm™) e v4 (601 ¢ 552 cm™) (MCCONNELL,
ANDERSON e RAO, 1976; HARDCASTLE e WACHS, 1991; HUANG et al., 1999; RISTIC, POPOVIC
e MUSIC, 2004; MOREIRA et al., 2010).
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4.5.  Espectroscopia micro-Raman

A figura 6 representa o espectro micro-Raman do BCP e do BCP/Nb,Os.
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Figura 6. Espectros micro-Raman do BCP (A) e do BCP/Nb,Os (B). Em (A) é possivel observar, no
intervalo compreendido entre 900 e 1000 cm™, as bandas do modo vibracional v, do grupo PO,>, no qual
sd0 observadas vibragdes relacionadas as fases HAp em 961 cm™ e da fase p-TCP em 971 cm™. A banda
em 3572 cm™ corresponde ao modo de estiramento v, do grupo funcional OH, caracteristico da fase HAp.
Nos intervalos (350 a 530), (530 a 650) e (1000 a 1100) cm™, sdo observadas bandas de menor intensidade
do grupo funcional PO,* nos modos vibracionais V2, V4 € V3, respectivamente, e estdo associadas as fases
HAp e B-TCP, conforme indicagéo na figura. Observa-se, de forma geral, uma superposi¢do dessas bandas
uma vez que, nas fases cristalinas, as vibragdes ocorrem no mesmo intervalo, mas em posi¢des diferentes
(PENEL et al., 1998). A Figura B mostra o espectro micro-Raman do BCP/Nb,0Os. Sdo observadas bandas
vibracionais da fase cristalina CaNb,Og (fersmita) em (v4) 482, (v3) 540, (v1) 904, (v;) 850 cm'l, além de
bandas da fase PNbyO,;s, detectadas em (v,) 694 e (v,) 630 cm™. As vibragdes fracas, no intervalo entre 950
e 975 cm'l, sdo atribuidas a fase B-TCP e estfo relacionadas ao ion PO,*. A banda em (v1) 995 cm’! é
associada a fase Nb,Os e as bandas em 1039 e 939 cm™ estdo relacionadas as ligagdes terminais do tipo
Nb=0.
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4.6. Estudo in vivo

Avaliacgdo clinica

Os animais foram observados apds o procedimento cirirgico e a recuperagao
ocorreu sem intercorréncias. Um leve eritema associado a edema foi evidenciado na
regido cirurgica e desapareceu apds 72 horas. Nao foram observadas alteragdes de

comportamento ou da marcha dos animais utilizados no presente estudo.

Estudo histologico

O aspecto geral dos cortes corados com HE e AZAN mostraram que os poros dos
discos se apresentaram irregularmente distribuidos e com boa interconectividade. Nao
houve desenvolvimento de resposta inflamatdria aguda e tampouco fibrose no entorno
dos materiais, independente do periodo de observagao, do sitio de implantacao ou do tipo
de implante.

Foram observadas células gigantes multinucleadas (CGM) nas superficies dos
discos, localizadas frequentemente nas bordas laterais e no interior de poros comunicantes
com o meio externo. Os poros foram invadidos por tecido conjuntivo celularizado e
intensamente vascularizado, cuja morfologia variou ao longo dos periodos de observacao

e serd descrito a seguir.

Implantes subcutineos

Nos implantes subcutdneos de BCP e BCP/Nb,Os houve migracdo de células e
vasos sanguineos a partir do tecido circunjacente aos discos. O tecido que se desenvolveu
nos poros apresentou diferencas na sua morfologia quando comparados poros em
diferentes posi¢des e diferentes periodos de observacao (Figura 7A). Os vasos que
permearam os discos de BCP/Nb,Os apresentaram-se hiperémicos € com a luz de maior
didmetro, em comparagdo com aqueles que permearam os discos de BCP (Figura 7B e
7E). Estes implantes apresentaram muitos eritrocitos fora dos vasos. Alguns poros, em
diferentes periodos apresentaram um preenchimento amorfo, homogéneo, eosinofilico,

tratando-se possivelmente de fluido tecidual.
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A seguir serdo descritas as principais caracteristicas morfologicas dos implantes
subcutaneos com BCP e BCP/Nb,Os, nos periodos de 15, 45 e 60 dias de observagdo. As

particularidades para cada material serdo destacadas no texto.

Periodo de 15 dias

Apds 15 dias, a maioria dos poros apresentou-se vascularizado. Os poros dos
discos de BCP e BCP/Nb,Os estavam preenchidos por um tecido conjuntivo frouxo com
células morfologicamente distintas. Havia células arredondadas, com cromatina frouxa,
e células estreladas ou fusiformes, com cromatina mais condensada. As células
encontravam-se dispersas no interior da matriz ou localizadas na superficie interna dos
poros (Figura 7B).

Neste periodo os poros mais periféricos apresentaram-se mais celularizados e
houve a deposi¢do de uma matriz mais densa ao redor dos vasos sanguineos. A coloragdo
azul intensa, dada pela coloracdo com AZAN, da matriz perivascular indica a presenca
de colageno. Este mesmo padrdo de formagdo de matriz também foi observado para

ambos os materiais (Figuras 7C, 7D, 7E e 7F).

Periodo de 45 dias

Aos 45 dias de observacao a matriz do tecido que preencheu os poros apresentou
caracteristicas de maturacdo, que ficou evidente pela visualizagdo de uma matriz mais
densa, em comparagdo com aquela de 15 dias (Figura 8A). No grupo BCP/Nb,Os a matriz
era homogénea, enquanto no grupo BCP tinha aspecto mais fibroso (Figura 8C e 8E). A
morfologia das células aos 45 dias foi semelhante aquelas de 15 dias de observagao. Uma
das caracteristicas mais marcantes do tecido preenchedor dos poros nos discos
BCP/Nb,O:s era a grande quantidade de eritrdcitos no interior dos vasos, de maior calibre

em comparagao com o grupo BCP (Figura 8A e 8E).

Periodo de 60 dias

Apds 60 dias de implante, ndo se observou uma evolu¢do na morfologia dos

tecidos que ocuparam o interior dos poros, em comparagdo com os periodos anteriores.
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O tecido apresentou basicamente as mesmas caracteristicas ja descritas (Figura 8B, 8D e

8F). Neste periodo ainda havia poros vazios.

Figura 7. Fotomicrografia do BCP (A, B, C, D) e do BCP/Nb,Os (E, F) implantados em sitio subcutaneo
de ratos Wistar apds 15 dias da cirurgia de implantagdo. Em (A) é possivel observar um maior nimero de
células com nucleos mais condensados (cabega de seta) na periferia do scaffold em comparagdo com a
regido central. Em (B) mostra células dispersas no interior do tecido conjuntivo que preencheu os poros e
na superficie interna do material (seta). Observa-se vasos sanguineos (v) numa posic¢do central dentro dos
poros e a deposi¢do de matriz (m) adjacente ao vaso. A coloragdo em azul em (D e F) confirma a presenga
de colageno na composi¢do da matriz corada em eosina (A, B, C e E), quando se utilizou a hematoxilina e
eosina (HE), com disposi¢do de fibras semelhante a matriz 6ssea. BCP (bcp) e BCP/Nb,Os (nb). Imagens
em 400x. Coloragdo HE: (A, B, C, E). Coloragdo Azan: (D, F).
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Figura 8. Fotomicrografia do BCP (bcp) e do BCP/Nb,Os (nb) em sitio subcutaneo de ratos apds 45 dias
(A, C, E) e 60 dias (B, D, F) de implantagdo. Em (A) ¢é possivel ver a deposi¢do de matriz (m) no interior
de um poro ¢ a presenca de vaso sanguineo (v). Em (C) observa-se a deposi¢do de matriz (m) no interior
dos poros e ao lado de vaso sanguineo (v). A imagem (E) mostra a deposi¢do de matriz (m) no interior do
BCP (bcp) corada em azul demonstrando a composig@o de colageno. Presenca de vasos sanguineos (v) com
grande quantidade de eritrocitos. Em (B) verifica-se a matriz de colageno corada em azul (m) preenchendo
varios poros apds 60 dias de implantacdo. Em (D) é possivel perceber matriz (m) depositada ao lado de um
vaso sanguineo cortado transversalmente (v) no BCP/ Nb,Os. Em (F) mostra uma matriz depositada do
interior de um poro de menor calibre, ao lado de vaso sanguineo (v), com padrdo de deposi¢do de fibras
semelhante a matriz 6ssea. Aumento de 200x em (B). Aumento de 400x em (A, C, E). Aumento de 1000x
em (D, F). Colorag¢do HE (A, C, D, F). Coloragdo Azan (B, E).
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Implante subfascial

Os sitios de implante ndo apresentaram resposta inflamatoria, ndo houve
desenvolvimento de capsula e, apds 45 e 60 dias, observou-se o contato direto do tecido
muscular com o implante. Grande quantidade de vasos migrou para a superficie dos
discos e para o interior dos poros.

Do ponto de vista da morfologia do tecido que se desenvolveu nos poros, os
implantes subfasciais apresentaram uma resposta semelhante aquela dos implantes

subcutaneos.

Periodo de 15 dias

Quinze dias ap6s o implante subfascial células e vasos sanguineos oriundos dos
tecidos adjacentes permearam os poros. Observou-se a deposicdo de matriz acidofila no
interior dos poros e ao redor de vasos. As células apresentaram caracteristicas
morfolégicas de atividade sintética, como nucleo claro e cromatina frouxa, e outras
menores, com nuicleos mais picnoéticos (Figura 9A, 9B e 9C).

Os poros dos materiais foram preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, bastante
celularizado. A maioria das células apresentou ntcleo arredondado, condensado e forte
coloracdo basofilica. Um menor nimero de células fusiformes, com nucleo mais frouxo
também estavam presentes (Figura 9C). Foi possivel observar, ainda, a deposi¢do de
matriz eosinofilica adjacente aos vasos sanguineos (Figura 9C e 9E). A matriz foi corada
em azul pelo Azan mostrando a composi¢ao de colageno (9D e 9F).

A presenga de vasos hiperémicos e eritrocitos fora dos vasos caracterizou os

implantes subfasciais com BCP/Nb,O:s.

Periodo de 45 dias

Aos 45 dias de observagdo o tecido de preenchimento, em ambos os materiais,
apresentou graus variados de densidade. Havia poros preenchidos por um tecido
conjuntivo frouxo, com células arredondadas ou fusiformes e nucleo picndtico. Na
margem dos discos havia grande quantidade de vasos sanguineos congestos. Diversos

poros apresentaram uma matriz homogénea (Figura 10A e 10C).
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Figura 9. Fotomicrografia do BCP (bcp) e do BCP/Nb20OS5 (nb) implantados em sitio subfascial de ratos
apos 15 dias de implanta¢do. Em (A) é evidente a migracéo do tecido para o interior dos poros ¢ a deposigdo
de matriz (m) adjacente aos vasos sanguineos (v). Existem células com cromatina pouco condensada
(cabega de seta preta) proximas a matriz. Em (B) mostra a matriz extracelular (m), depositada ao lado de
vasos sanguineos (v), com células que apresentou o nucleo pouco condensado (cabega de seta preta). Em
(C) ¢é possivel perceber matriz (m) preenchendo os poros e depositada ao lado de vasos sanguineos (V).
Nesta imagem ¢ visivel células com nticleo pouco condensado (cabega de seta preta) e outras células com
nucleos mais condensados (cabeca de seta branca). Em (D) observa-se a deposi¢do de matriz (m) corada
em azul, no interior de poros localizados perifericamente, que ocorreu adjacente aos vasos sanguineos (V).
Em (E) podemos verificar a deposi¢do de matriz (m) proxima a vaso sanguineo (v) e muitas células com
ntcleos bem condensados (cabega de seta branca). A imagem (F) mostra a deposi¢do de matriz (m) corada
em azul, depositada ao lado de vasos sanguineos (v). Aumento de 400x. As imagens (A, B, C, E) coradas
em HE e as imagens (D, F) foram coradas em Azan.
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A maturacdo do tecido que preencheu os poros dos scaffolds de BCP/Nb,Os pode
ser observada devido ao aumento na densidade do tecido de preenchimento, com maior
quantidade de fibras em compara¢do com o tempo de 15 dias (Figura 10E). As células
imersas na matriz apresentaram nucleo arredondado, com cromatina frouxa (Figura 10C).
Além disso, a presenca de grande quantidade de vasos sanguineos congestos e de
eritrocitos localizados fora dos vasos foi uma caracteristica comum neste periodo de

observagdo. A deposicdo de matriz nos poros ocorreu na periferia € no centro do

biomaterial (Figura 10A e 10C).

Periodo de 60 dias

Neste periodo de observacao os discos foram preenchidos por tecido conjuntivo
frouxo com uma “matriz delicada” e a presenca de células com nucleos condensados,
mergulhadas na matriz formada (Figura 10B e 10D). Em outras regides evidenciou-se a
deposi¢do de matriz eosinofilica adjacente aos vasos sanguineos e eventual
extravasamento de eritrocitos para a matriz (Figura 10B).

Os poros dos discos de BCP/Nb,Os foram preenchidos por um tecido conjuntivo
frouxo com a matriz de coloracdo basofilica e grande quantidade de células, ora com
nucleos picnoticos e de formato arredondado, ora com nucleos arredondados a ovalados
e pouco condensados (Figura 10F). Em algumas regides ocorreu a deposi¢do de matriz
corada pela eosina, aparentemente formando delicados feixes de fibras, associada a
nucleos fusiformes dispostos paralelamente as fibras (Figura 10D). Nos poros superficiais
foi possivel visualizar células com nucleos arredondados, com cromatina pouco
condensada, imersas numa matriz eosinofilica depositada na superficie do biomaterial ou
preencheu completamente o poro. A matriz depositada no interior dos poros ¢ composta

por colageno (Figura 10F).
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Figura 10. Fotomicrografia do BCP (bcp) e do BCP/Nb,Os (nb) implantados em sitio subfascial de ratos
apos 45 dias (A, C, E) e 60 dias (B, D, F) de implantagdo. Em (A) verifica-se uma matriz (m) preenchendo
os poros e adjacente aos vasos sanguineos (v), com células que possuem nucleos condensados (cabega de
seta branca) e outras células com nuicleos menos condensados (cabega de seta preta). Em (C) mostra que
algumas regides foram preenchidas por uma matriz (m) mais corada e em outras o tecido apresenta-se
menos corado. Exibe, ainda, células com nicleos mais condensados (cabega de seta branca) e células com
ntcleos com cromatina mais frouxa (cabega de seta preta). Em (E) observa-se a matriz (m) depositada no
interior de poros do BCP/Nb,Os apds 45 dias de implante. Em (B), mostra o BCP apos 60 dias de
observagdo que foi preenchido por tecido conjuntivo frouxo e em alguns poros ocorreu deposi¢do de matriz
(m), associada as células com diferentes morfologias do niicleo (cabega de seta branca e preta). Na imagem
(D) os poros foram preenchidos por matriz (m) corada pela eosina ou composta por fibras dispostas
paralelamente a superficie do poro (f). Entre estas fibras foi possivel visualizar células com nucleos no
formato fusiforme. Em (F) mostra matriz preenchendo os poros do BCP/Nb,Os prenchidos por matriz (m)
com contetido de colageno, e grande quantidade de vasos sanguineos (v). Aumento de 200x em (D).
Aumento de 400x em (A, B, C, E, F). Coloracdo Hematoxilina ¢ Eosina (A, B, C, D). Colora¢do Azan (E,
F).
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Imunocoloragdo para osteocalcina do grupo BCP em sitio subcutdineo (15 e 45

dias)

O estudo imunohistoquimico permitiu evidenciar indicios de deposi¢ao de matriz
Ossea na interface tecido-biomaterial, aos 15 e 45 dias de observagao no grupo BCP. As
células imunomarcadas apresentaram uma organiza¢ao na margem dos poros do disco,
bem como, evidenciou-se a presenga de uma matriz amorfa. O endotélio dos vasos
sanguineos localizados na proximidade do material também apresentou reagdo positiva

para osteocalcina (Figura 11).

Andlise por meio do EDS apos a implantagdo no sitio subcutaneo

A partir dos espectros EDS do BCP (Figura 12B e 12C) foi possivel calcular um
valor estimado da relacdo Ca/P de 1,45 para a regido do espectro 1 e de 1,37 para a regido

do espectro 2.
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Figura 11. Fotomicrografia do BCP implantados em sitio subcutineo de ratos apds 15 dias (A, C, E) e 45
dias (B, D, F) de implantacdo imunocoradas com anticorpo anti-osteocalcina. Em (A) pode-se ver células
que estdo expressando a osteocalcina (cabega de seta). Em (B) também ¢ possivel observar células que
imunocoradas pela osteocalcina (cabega de seta) proximas a vasos sanguineos (v). Em (C) pode-se observar
células que expressam osteocalcina (cabega de seta) localizadas adjacente a parede interna de um poro,
proximas de vasos sanguineos (v). A imagem (D) mostra imunocoloracdo por células endoteliais
localizadas na parede dos vasos sanguineos (v). Em (E) é possivel observar imunomarca¢do para
osteocalcina em células (cabeca de seta) localizadas na superficie do material (bcp). Em (F) mostra células
com coloragdo positiva para osteocalcina (cabega de seta), na superficie interna de um poro. Aumento de
400x em (D). Aumento de 1000x (A, B, C, E, F). Imunohistoquimica com anticorpo anti-osteocalcina
diluido na concentracdo de 1:200, revelado por meio de DAB e peroxidase.
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Figura 12. Espectros EDS obtidos de eletromicrografias de varredura de discos de BCP apds 45 dias de
implantagdo no tecido subcutineo de ratos Wistar. Em (A) observa-se a electromicrografia de varredura do
disco de BCP e os locais onde foram obtidos os dois espectros EDS que estdo em (B) e (C). Os espectros
EDS permitem calcular a relacdo Ca/P para as duas regides. O valor calculado para o spectrum 1 foi de
1,45 (B), e para o spectrum 2 foi de 1,37 (C).
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5.  DISCUSSAO

Neste estudo, o potencial osteoindutor de discos de BCP e de BCP/Nb,Os, na
forma de arcaboucgos macroporosos foi avaliado apos permanecerem implantados nos
tecidos subcutaneo e subfascial (sitios ectdpicos) em ratos Wistar, pelos periodos de 15,
45 e 60 dias. A composicao quimica dos materiais e a morfologia das ceramicas porosas
foram avaliadas para determinar se houve o desenvolvimento de tecido 6sseo no interior
dos poros. Os excelentes resultados alcancados por estas biocerdmicas em estudos
anteriores, in vivo, em sitio de regeneracao dssea (KIYOCHI JUNIOR, 2013; CANDIDO,
2014; PASQUINELLI, 2015) impulsionaram este estudo em sitios ectopicos.

A hidroxiapatita (HAp), o P-tricdlcio fosfato (B-TCP) e, principalmente, a
associacao destes dois materiais em diferentes proporg¢des, constituindo os BCPs (fosfatos
de célcio biféasicos), estdo entre os materiais mais empregados para substituir os enxertos
6sseos (TANG et al., 2018). Os BCPs tém mostrado melhores resultados no organismo
do que a HAp ou o B-TCP empregados isoladamente (YUBAO et al., 1997; LIU e LUN,
2012) porque a HAp pura ¢ reabsorvida muito lentamente in vivo (1 a 2% ao ano) e
apresenta alta fragilidade devido as propriedades mecanicas pobres. No que diz respeito
ao uso do B-TCP isoladamente, apresenta piores resultados do que o BCP pois sofre
reabsorcao mais rapida (LIU e LUN, 2012) via dissolucdo e fragmentacao (CHEN et al.,
2015). Todavia, estas duas substancias apresentam boas propriedades quando utilizadas
num mesmo material pois a HAp proporciona um ambiente favoravel para a proliferagao
e diferenciacdo dos osteoblastos, enquanto o B-TCP fornece ions calcio e fosforo, uteis
para diferenciagdo e a maturagdo dos osteoblastos e ambos sdo capazes de estimular a
formacgao de novo osso (TANG et al., 2018).

As ceramicas de fosfato de calcio (Ca-P) sdo reconhecidas como excelentes
enxertos 0sseos devido a sua boa biocompatibilidade e osteocondutividade (LANGER e
VACANTI, 1993; HENCH e POLAK, 2002). A descoberta da osteoindutividade das
ceramicas de fosfato de célcio estabeleceu um paradigma duradouro de conferir atividade
bioldgica regenerativa a materiais com caracteristicas estruturais cuidadosamente
projetadas (TANG et al., 2018). Materiais osteoindutores sdo aqueles que induzem a
diferenciagdo de células-tronco locais em células de linhagem osteogénica. Tais materiais
devem ser apropriados para substituir, no futuro, os auto-enxertos, ainda considerados

como o “padrao-ouro” (HABIBOVIC e DE GROOT, 2007).
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A formacao ectopica de tecido 6sseo, por definicdo, € o processo de formagao
6ssea fora do seu microambiente tipico. Existem numerosos modelos em animais, para a
inducdo da formagdo ectopica de osso com o intuito de examinar o processo de
osteogénese ou avaliar o “potencial osteogénico” de um dado implante (SCOTT et al.,
2012).

As ceramicas de fosfato de calcio sintéticas sdo capazes de induzir osteogénese
quando implantadas em sitios ndo 6sseos, mas essa habilidade pode variar de acordo com
o material testado (LE NIHOUANNEN et al., 2005; FELLAH et al., 2008) ¢ com o
modelo animal utilizado (YANG et al., 1996.). Animais como cdes, porcos, macacos,
babuinos, cabras, coelhos e camundongos j4 foram avaliados (RIPAMONTI, 1991;
RIPAMONTI, 1996; YANG et al., 1997; YUAN et al., 2002; YUAN et al., 2006a; YE
et al., 2007, KASTEN et al., 2008; LE NIHOUANNEN et al, 2008). Com menor
frequéncia sdo encontrados estudos em ratos (YANG et al., 1996). Os métodos mais
empregados em roedores incluem os implantes subcutianeo, intramuscular e a capsula
renal (ASATRIAN, CHANG e JAMES, 2014).

O primeiro experimento apos o qual o conceito de osteoinducdo foi usado para
descrever a formagdo ectopica de osso foi realizado por URIST et al., em 1965, que
mostraram a formagdo de matriz 6ssea por meio de observagdo histoldgica, apos o
implante de matriz 6ssea descalcificada (DMB — decalcified bone matrix) ou BMPs (bone
morphogenetic protein) no musculo de camundongos, ratos e cobaias (TANG et al.,
2018).

Estudos em caes mostraram que a diferenciagdo na regido dos poros de ceramicas
de fosfato de calcio seguem um processo complexo envolvendo invasdo de tecido
conjuntivo fibrovascular nos primeiros 15 dias de observagdo, aparecimento de células
mesenquimais polimorficas proximas aos vasos invasores € em interface com as
ceramicas por volta dos 30 dias, a diferenciacdo de osteoblastos, a formacdo de matriz
6ssea em contato direto com a superficie das ceramicas por volta de 45 dias, e finalmente
a remodelacdo do tecido conjuntivo fibroso em uma quantidade de osso por volta dos 60,
90 e 120 dias (YANG et al., 1996). De acordo com Daculsi e Layrolle (2004), os
primeiros eventos bioldgicos apds o implante de ceramicas de BCP sdo a difusdo de fluido
bioldgico, seguido pela colonizacdo celular. Nos primeiros estagios, estas células sdo
macrofagos, seguidos por células mesenquimais, fibroblastos e células angiogénicas. Este
evento ¢ acompanhado pela conversdo fenotipica de tecido conjuntivo em osso normal.

(GLOWACKI, 2005).
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No presente estudo, nos primeiros quinze dias apds o implante das cerdmicas, em
ambos 0s sitios, observou-se a coloniza¢do dos poros por tecido conjuntivo frouxo rico
em células e vasos sanguineos. As caracteristicas descritas por Yang e colaboradores
(YANG et al., 1996) até os 45 dias de observagdo, apoiam os achados deste estudo, em
ratos. Aos 60 dias de observagdo, que representa o limite méximo de nossa observagao,
nenhum dos animais, em nenhum dos sitios de implante apresentou remodelagdo e
deposigdo Ossea lamelar, caracteristica de osso maduro. A histologia revelou a migragao
de células e vasos sanguineos e a evolugdo na deposicao de colageno ao redor de vasos
sanguineos e na superficie dos materiais, caracterizando um tecido Osseo imaturo
(ostedide). As evidéncias de que houve deposi¢do de ostedide foram reforcadas pela
positividade para osteocalcina, no sitio subcutaneo, examinados por imuno histoquimica
em amostras de 15 dias. A osteocalcina, conhecida por Bone Gla Protein (BGP), ¢
produzida pelos osteoblastos e estd presente nos estagios iniciais da osteogénese, sendo
detectada antes que o processo de mineralizagdo se inicie (NAKAMURA et al., 2009).
Foi possivel observar a positividade para osteocalcina em algumas células localizadas na
superficie interna do poro e na matriz extracelular depositada em seu interior. As células
endoteliais também expressaram esta proteina. Embora ndo tenha ocorrido a formacao de
tecido 6sseo maduro, a migragdo celular, a deposi¢do/organizagdo do coldgeno e a
positividade para osteocalcina dao fortes indicios de que os materiais possuem potencial
osteoindutor.

Além disso, a andlise por EDS de amostras de BCP implantadas em sitio
subcutaneo e analisadas apos 45 dias de observagdo permitiu concluir que ocorreu a
deposicao de matriz organica (com alto contetido do elemento carbono) e que apresenta
um conteudo de calcio e fosforo e uma relagdo Ca/P calculada de aproximadamente 1,45.
Desta forma, fica evidente a produgdo e deposicao de um material que apresenta contetido
de célcio e fosforo na superficie do material implantado em sitio ectopico sem a utilizagao
simultdnea de fatores de crescimento ou de células-tronco exogenos, refor¢ando a
observagao do potencial osteoindutor do biomaterial.

Outros autores relatam experimentos com coelhos, nos quais ndo observaram o
desenvolvimento de ostedide ou osso apds implante subcutaneo ou intramuscular. Nao
encontraram evidéncias de formacdo 6ssea ectopica, em ratos ou coelhos, induzida por
biocerdmicas macroporosas bifasicas de fosfato de célcio (MBCP — macroporous
biphasic calcium phosphate). Nestes pequenos animais, a formacao de tecido 6sseo de

novo somente foi observada quando foi adicionada medula dssea autogena ao MBCP.
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Ainda assim, a formagdo Ossea ectopica foi limitada a uma pequena quantidade de
macroporos (DACULSI e LAYROLLE, 2004).

A partir do final dos anos 1980 foi demonstrado que, por meio da otimizacao das
caracteristicas das ceramicas de fosfato de calcio, poderia haver indug¢do da formacao
6ssea, mais do que pela adicao de células e fatores de crescimento (TANG et al., 2018).

A composi¢do de fase ¢ um dos fatores mais importantes na determinacdo da
osteoindutividade das ceramicas de fosfato de calcio (BARRADAS et al, 2011,
SAMAVEDI, WHITTINGTON e GOLDSTEIN, 2013). Embora ndo seja uma regra fixa,
quanto maior a solubilidade do material, maior seu potencial osteoindutor. Uma
solubilidade 6tima pode ser alcangada com propor¢des variadas de uma mistura de HAp
pouco soluvel e B-TCP muito soliivel (TANG et al., 2018). Wang e colaboradores, em
2014, demonstraram que um material bifasico contendo 30% de HAp e 70% de B-TCP
foi mais osteoindutor e promoveu maior expressao de BMP-2, em compara¢dao com BCP
constituido por 70% HAp e 30% de B-TCP, e até¢ mesmo em comparagdo com o -TCP
puro e HAp pura (WANG et al., 2014a).

As andlises das ceramicas por DRX, FTIR e micro-Raman mostraram que o BCP,
utilizado neste estudo, era composto por 88,79% de HAp e 11,21% de B-TCP e o
BCP/Nb,Os que ao final do processamento apresentou 34% de B-TCP (além de 32,6% de
PNbyO;s — 6xido de fosforo nidbio e 33,4% de CaNb,Og, conhecido por fersmita). A
literatura ndo deixa claro qual ¢ a melhor razao entre as fases que compdem os materiais
(EBRAHIMI, BOTELHO e DOROZHKIN, 2017) mas, de acordo com estudos
anteriores, tanto o BCP como o BCP/Nb,Os sdo biocompativeis, osteocondutores e
favoreceram a formacdo de tecido Osseo, quando implantados em sitio ortotdpico
(KYIOCHI JUNIOR, 2013; CANDIDO, 2014; PASQUINELLI, 2015). Neste estudo, a
diferenga em termos de composicao dos dois materiais avaliados parece ndo influenciar
a resposta tecidual apds a implantag¢@o em sitio subcutdneo ou em sitio subfascial.

Apos a identificagdo das fases dos materiais e dos respectivos valores percentuais,
foi possivel calcular um valor estimado da razdo Ca/P, para ambos os materiais, antes de
serem implantados nos sitios ectopicos. O BCP apresenta uma razao Ca/P calculada igual
a 1,64 caracterizando-o como material ligeiramente deficiente em calcio, quando
comparado com a hidroxiapatita estequiométrica (razao Ca/P igual a 1,67). Os materiais
de fosfato de cdalcio que apresentam uma deficiéncia em cdlcio tém sido bastante
estudados no que diz respeito aos enxertos 0sseos pois apresentam uma semelhanca

estrutural com o 0sso (YUFU et al., 2015; ETMINANFAR et al., 2016). Outros estudos,



33

por sua vez, afirmam que os osteoblastos exibem um melhor crescimento quando
associados a materiais que apresentam uma razao Ca/P mais alta, em torno de 1,7 (BEST
et al., 1997, MONCHAU et al., 2013). Neste contexto, o0 BCP/Nb,Os, apresentou uma
razdo Ca/P calculada de 1,78. E importante ressaltar que esta razio molar Ca/P de 1,78
pode estar relacionada com a presenca de atomos Ca e P localizados em fases do material
consideradas estruturais, ou seja, a fersmita (CaNb,Og) e o0xido de fésforo nidbio
(PNbyO»s), as quais contribuem igualmente, em termos percentuais, para a composi¢ao
do material, mas ndo participam diretamente como fornecedores de ions para o sitio de
implantagao.

Acredita-se que os fons Ca™ e PO, sdo importantes para a osteoindugdo pois o
aumento na concentracdo desses ions tem impacto sobre a proliferacdo, migracio e
diferenciagdo de osteoblastos (DVORAK e RICCARDI, 2004; ZAYZAFOON, 2006;
BREITWIESER, 2008; CHAI et al., 2012) ¢ na mineralizagdo da matriz (MURSHED et
al., 2005; CHAI et al., 2012). O ambiente i6nico pode iniciar a inducdo 6ssea por afetar
a adsor¢do de proteinas como fibrinogénio, insulina e coldgeno tipo I. Essa adsor¢do ¢
maior sobre BCP do que sobre HAp (ZHU et al., 2007; ZHU et al., 2010).

Além da composicdo de fase e do ambiente idnico, os implantes devem exibir
duas caracteristicas para induzir formagdo ectopica de osso: uma superficie com
microporos € uma estrutura de macroporos (DACULSI e LAYROLLE, 2004). Neste
sentido, ambos os materiais apresentam caracteristicas que indicam um potencial
osteoindutor.

O BCP e o BCP/Nb,Os se apresentaram muito semelhantes em termos de
porosidade, do formato e do didmetro dos poros e da quantidade de canais
interconectantes. Apresentaram boa macroporosidade, mensurada pelo processo de
deslocamento de fluido (método de Arquimedes), na ordem 58% para o BCP e 59% para
o BCP/Nb,Os que permitiu a difusdo de fluidos e a migracdo de células. Embora nio
exista um consenso com relacdo aos parametros estruturais ideais dos materiais, uma
porosidade entre 40 e 80%, com poros entre 100 e 400 pm, a presenca de grande
quantidade de microporos (<20 um) e a existéncia de canais que conectam 0s poros
internamente e com o meio externo sdo aspectos importantes para que ocorra a
osteoinducdo (HONG et al., 2010; WANG et al., 2012; CAMPANA et al., 2014; TANG
etal.,2018).

A comparagao dos materiais por meio das eletromicrografias de varredura revelou

que os dois materiais sdo diferentes no que diz respeito a microtopografia da superficie
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dos poros (Figura 2). O BCP apresentou um padrdo regular constituido por uma estrutura
de grdo arredondados ligados por pescogos, com um grau maior de microporosidade
(Figura 2C). O composito BCP/Nb,Os, por sua vez, apresentou uma diminui¢do da
microporosidade (Figura 2D) que pode estar associada a temperatura de sinterizagao, de
1080 °C. Nesta temperatura, o BCP esta iniciando o processo de coalescéncia dos grios,
e se observa a formagdo do “pescogo” que une os graos. Nesta mesma temperatura o
BCP/Nb,Os ja ultrapassou o estagio de coalescéncia dos graos justificando a menor
quantidade de microporosidade observada em sua superficie. Esta diferenga, em termos
de microrugosidade dos materiais, parece ndo ter influenciado a resposta do tecido, visto
que a analise histologica demonstrou uma morfologia tecidual semelhante, independente
do sitio de implanta¢do e do material avaliado.

A fungdo dos poros no arcabouco ¢ acomodar células em crescimento, enquanto
o papel do poro interconectado ¢ permitir passagem de fluidos, vasos sanguineos e células
para o centro do arcabouco, bem como adequar a troca de oxigénio e nutrientes (YANG
et al., 1996; YUAN et al., 1998; HONG et al., 2010; WANG et al., 2012). No caso de
materiais osteoindutores, os vasos sanguineos também tém a fun¢do adicional de levar
células com capacidade de se diferenciarem em osteoblastos (CHEN et al., 2015).

A microporosidade ¢ importante para que ocorra a penetragdo dos fluidos
corporeos e fatores osteoindutores, aumenta a rugosidade superficial que favorece a
implantagao celular e o fendtipo osteogénico, além de diminui o estresse de cisalhamento
sobre as células e sobre as proteinas aderidas a superficie do material (ZHANG et al.,
1992; YUAN et al., 1998; HONG et al., 2010; BARRADAS et al., 2011; WANG et al.,
2012; SAMAVEDI, WHITTINGTON e GOLDESTEIN, 2013).

O estudo mostrou que a reduzida microporosidade da estrutura da ceramica de
BCP/Nb,Os parece ndo ter sido um fator limitante para a difusdo de fluidos, crescimento
de vasos e migracdo de células para as regides mais intimas do arcabougo, in vivo. A
passagem desses componentes pode ter sido favorecida pela composi¢do quimica do
composito. A maior e mais rapida dissolucao da cerdmica, apos o seu implante, resultante
do maior percentual de B-TCP, pode ter favorecido a dissolu¢do quimica ou degradacao
mediada por células (YUAN et al., 2001) e, como consequéncia, varios espacos seriam

criados (EBRAHIMI, BOTELHO e DOROZHKIN, 2017).
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6. CONCLUSAO

Os arcabougos macroporosos do BCP e do BCP/Nb,Os apresentam as condi¢des
morfolégicas que favorecem a osteogénese ectopica. Houve deposicdo de matriz
semelhante ao tecido osso nos arcaboucos de BCP ¢ de BCP/Nb,Os tanto no sitio
subcutdneo como em sitio subfascial, mas a dissolucdo rapida do B-TCP pode ser um dos

fatores que ndo favoreceu a mineralizagao.
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Certificamos que o Projeto intitulado "Andlise do potencial osteogénico de um compdsito a base de hidroxiapatita-pentéxido de
niébio em sitio ectdpico.", protocolado sob o CEUA n? 7351180216, sob a responsabilidade de Luzmarina Hernandes e equipe;
Alessandro Gavazzoni; Karina Morikawa, Marcelo Augusto Seron; Sidney Barnabé Peres - que envolve a produgdo, manutencao e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na reuni&o de 15/04/2016.

We certify that the proposal "Analysis of the osteogenic potential of an hydroxyapatite-niobium pentoxide based composite in
ectopic defect.", utilizing 80 Heterogenics rats (80 males), protocol number CEUA 7351180216, under the responsibility of
Luzmarina Hernandes and team; Alessandro Gavazzoni; Karina Morikawa; Marcelo Augusto Seron; Sidney Barnabé Peres - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringd (CEUA/UEM) in the meeting of 04/15/2016.

Vigéncia da Proposta: de 04/2016 a 04/2019 Area: Ciéncias Morfoldgicas
Procedéncia: Biotério Central da UEM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 90 a 90 dias N: 80
Linhagem: Wistar Peso: 200a 2509

Resumo: A regeneracdo éssea é importante para a neurocirurgia, ortopedia, traumatologia e odontologia. Apds um trauma, o tecido
6sseo nao regenera espontaneamente. Desta forma, um arcabouco de origem natural ou sintética pode iniciar ou guiar o
crescimento de tecido para a area afetada. Entretanto, até o momento ndo existe um enxerto 6sseo ou material substituto ideal
para ser utilizado, principalmente em condic6es de defeitos mais extensos. Para o desenvolvimento de arcabougos de biomateriais
com 6timo desempenho no reparo 6sseo, é extremamente importante compreender a interacdo entre as células osteogénicas e o
arcabougo. A hidroxiapatita (HA) é um dos materiais que apresenta maior biocompatibilidade e bioatividade mas tem a
desvantagem de néo oferecer resistencia a pressao. Entretanto, a HA pode ser enriquecida com outros materiais, como o nidbio
(Nb), para aumentar sua resisténcia, formando um compésito hidroxiapatita-pentdxido de nidbio (HA-?TCP-Nb205). O pentdxido de
niébio é biocompativel, resistente a corrosdo e capaz de nuclear-se com a apatita, tornando-se bioativo. Estudos prévios
demonstraram que o compdsito associa as caracteristicas de bioatividade da HA e a maior dureza e resisténcia do Nb. A
biocompatibilidade e o potencial osteoindutor do compésito foram demonstrados em modelo de defeito de tamanho critico, na
calvaria de ratos. O objetivo deste estudo é demonstrar se o compdsito tem potencial para induzir a osteogénese em sitios
ectopicos, ou seja, sitios de regeneracdo localizados fora do tecido dsseo. Para este estudo serdo utilizados 80 ratos Wistar (90 dias
de idade) com peso entre 200 e 250g. O compésito, como pega Unica, na forma de disco, com 5mm de diametro e 1,5mm de altura
serd implantado na fascia do musculo gastrocnémio da pata direita de cada animal. Na pata esquerda sera implantado um disco
composto por HA pura. Os discos serdo elaborados na forma de arcabouco (scaffold), com poros variando entre 100 e 250 um. Apés
3,7, 15, 30 e 45 dias os animais (8 animais/tempo/grupo) serdo submetidos a eutanasia e as amostras de tecido serdo removidas e
processadas para estudo histoldgico. Sera realizado o estudo histopatolégico (hematoxilina e eosina) para avaliacdo da morfologia
e estudo imunohistoquimico para verificar a expressao de osteocalcina, osteopontina e RANKL.
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