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RESUMO 

	
Os biomateriais osteoindutores representam uma alternativa para contornar as 
desvantagens da engenharia de tecidos e dos enxertos autógenos pois apresentam a 
capacidade de induzir a diferenciação de células-tronco em células de linhagem 
osteogênica. Os fosfatos de cálcio bifásicos (BCPs), são constituídos por hidroxiapatita 
(HAp - Ca10(PO4)6(OH)2) e β-fosfato tricálcico (β-TCP - (Ca3(PO4)2). Os BCPs, em 
diferentes composições de fase, têm sido estudados com o intuito de potencializar a 
osteoindução intrínseca (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 cálcio obtidos de ossos de peixe (BCP e do BCP/Nb2O5), por meio de 
sua implantação em sítio subcutâneo (SC) e subfascial (SF) de ratos, sem a adição de 
fatores de crescimento ou de células osteogênicas. Arcabouços macroporosos de BCP e 
de BCP/Nb2O5, no formato de discos, com 5 mm de diâmetro e 1 mm de altura foram 
implantados em sítio subcutâneo ou em sítio subfascial, em ratos Wistar adultos machos. 
Após um período de 15, 45 ou 60 dias as amostras foram coletadas e processadas para (1) 
inclusão em parafina e coloração com H&E, Azan ou imunocoradas para osteocalcina, e 
(2) análise em microscopia eletrônica de Varredura (MEV). A porosidade dos materiais 
foi mensurada pelo método de Arquimedes. Análises físico-químicas foram realizadas 
por difração 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/Nb2O5. O BCP era constituído de 88,79% de HAp e 11,21% 
de β-TCP, enquanto o BCP/Nb2O5 apresenta as seguintes fases: fersmita, óxido de fósforo 
nióbio e β-TCP (34,05%). Os poros apresentaram interconectividade. A análise 
histológica mostrou que ambos os materiais foram permeados por tecido conjuntivo 
frouxo intensamente vascularizado. Houve a deposição de uma matriz de colágeno 
semelhante à matriz óssea, adjacente aos vasos sanguíneos, e a deposição de íons cálcio 
e fósforo sobre esta matriz. Concluímos que os materiais induziram a formação de uma 
matriz semelhante ao osso, com íons cálcio e fósforo em sua composição. 
 
Palavras-chave: Pentóxido de nióbio. Fosfato de cálcio bifásico. Osteoindução. 
Subcutâneo. 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 - Ca10(PO4)6(OH)2) and β-tricalcium phosphate (β-
TCP - (Ca3(PO4)2). 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/Nb2O5) 
by subcutaneous (SC) and subfascial (SF) implantation of rats, without the addition of 
growth factors or osteogenic cells. Macroporous BCP and BCP/Nb2O5, 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/Nb2O5. BCP 
was composed of 88.79% HAp and 11.21% β-TCP, whereas BCP/Nb2O5 had the 
following phases: fersmite, niobium phosphorus oxide and β-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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CONTEXTUALIZAÇÃO 
 

A busca por biomateriais que apresentem características adequadas para substituir 

os enxertos ósseos autógenos tem sido enorme nos últimos anos e seu interesse se justifica 

pelo fato de milhões de pessoas serem salvas ou obterem uma melhor qualidade de vida, 

como, por exemplo, no reparo de fraturas ósseas (VALLET-REGÍ e SALINAS, 2019). 

Para que isso aconteça, o desenvolvimento de novas tecnologias em termos da obtenção 

de materiais e sua utilização clínica é um campo em constante evolução e direciona as 

pesquisas atuais de forma multidisciplinar. Assim, é muito importante a avaliação dos 

aspectos físico-químicos, macroscópicos e microscópicos, além de correlacionar estas 

características com a resposta do organismo para a finalidade proposta. É neste complexo 

contexto que a área da engenharia de biomateriais tem ganhado destaque para restabelecer 

a saúde aos pacientes. 

  

Engenharia de biomateriais 

 

O termo biomaterial pode ser definido como qualquer material sintético ou natural 

que desempenha uma função terapêutica ou de diagnóstico, quando em contato com 

sistemas biológicos. A utilização dos biomateriais se direciona, principalmente, para a 

área médica e odontológica, mas eles podem ser associados com outras áreas como (1) o 

crescimento de células em cultura, (2) os ensaios para analisar proteínas sanguíneas em 

laboratórios de análises clínicas, (3) o desenvolvimento de equipamentos para o 

processamento biomolecular com foco em aplicações para biotecnologia, (4) a criação e 

desenvolvimento de implantes para regular hormônios e aumentar a fertilidade, entre 

outras aplicações (RATNER et al., 2013). 

A engenharia de biomateriais é o desenvolvimento da forma mais adequada e 

eficiente de relacionar o material com cultura de células ou com os sistemas orgânicos a 

fim de promover ou aumentar a utilização dos dispositivos desenvolvidos para substituir 

ou regenerar regiões do corpo humano bem diversificadas. Em ortopedia e odontologia, 

a engenharia tecidual óssea procura relacionar diversos materiais que podem funcionar 

como uma matriz tridimensional a fim de guiar a adesão, a diferenciação e a proliferação 

celular para, posteriormente, permitir a regeneração óssea (GAO et al., 2014).  
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Neste contexto, o mercado mundial relacionado com a aplicação ortopédica e 

odontológica das biocerâmicas foi de aproximadamente US$ 47,7 bilhões no mundo em 

2015, com um crescimento projetado para 2024 no valor de aproximadamente 68,7 

bilhões de dólares (MEDTECH, 2018; RODRIGUEZ, LARA-PADILHA e DEAN, 

2018). 

Os biomateriais podem ser divididos em materiais metálicos, as ligas metálicas, 

os polímeros, as cerâmicas, os biovidros e diversas associações entre estes materiais na 

busca de um material ideal. Entretanto, a variabilidade destes materiais está diretamente 

proporcional a diversidade de tecidos e doenças que se busca tratar e, muitas vezes, o 

estudo de um biomaterial não pode ser separado da sua aplicação clínica (MURPHY, 

BLACK e HASTINGS, 2016). Assim, as condições musculo-esqueléticas afetaram cerca 

de 126 milhões de adultos em 2012, somente nos EUA (GONZALEZ-FERNANDEZ, 

SIKORSKI e LEACH, 2019), mostrando a importância desta área de aplicação e dos 

materiais relacionados. 

Dentre todos os materiais, as cerâmicas merecem destaque devido ao grande 

avanço em seu desenvolvimento para a utilização no reparo ou reconstrução do osso. Elas 

podem ser classificadas, de acordo com a forma de interação com o hospedeiro, em 

“bioinerte” ou “bioativa”, sendo que as últimas são divididas em reabsorvíveis ou não-

reabsorvíveis. Elas podem ser utilizadas na forma de materiais com microporosidades 

(bulk), com macroporos, em grânulos ou como material de revestimento (BEST et al., 

2008). 

Assim, a engenharia de tecidos busca associar as características positivas das 

cerâmicas em diversas abordagens a fim de promover uma melhor resposta em termos de 

regeneração do tecido ósseo por parte destes materiais. Entre estas abordagens podemos 

destacar a utilização de células osteogênicas associadas às cerâmicas (QI et al., 2016) ou 

a adição de fatores de crescimento como as mais utilizadas (YUAN et al., 2006b; 

ISHACK et al., 2017). 

 

 

Materiais a base de fosfato de cálcio 

 

Dentre os diferentes tipos de cerâmica, os materiais a base de fosfato de cálcio 

(CaP) merecem destaque como substituto ósseo, principalmente a associação da 

hidroxiapatita (HAp) e do β-fosfato tricálcico (β-Tricalcium Phosphate – β-TCP), 
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formando um compósito que apresenta duas fases, conhecido como fosfato de cálcio 

bifásico (Biphasic Calcium Phosphate – BCP) (HABIBOVIC et al., 2008). Este material 

é biocompatível e osteocondutor, ou seja, possui a capacidade de guiar o crescimento 

ósseo em sua superfície. Além disso, ele apresenta bioatividade, é um material 

biodegradável, permite a adesão de proteínas e pode ser confeccionado com poros 

interconectados por meio de uma substância que funciona como um espaçador 

(LEGEROS, 2002). Todavia, mesmo com todas estas características desejáveis, os 

biomateriais, a base de fosfato de cálcio, apresentam uma baixa resistência a fratura e não 

são adequados para serem utilizados em áreas nas quais o esforço mecânico é frequente 

(JARCHO, 1981; DE GROOT, 1984; AOKI, 1994). 

De acordo com Legeros (2008), as apatitas que são identificadas na natureza 

deveriam ser consideradas como hidroxiapatitas carbonatadas (CHA), cuja fórmula 

química aproximada é (Ca,Na,Mg)10(PO4,HPO4,CO3)6(OH,Cl,F)2. Ao se comparar com 

a hidroxiapatita pura (HAp), Ca10(PO4)6(OH)2, fica evidente a grande variabilidade de 

apatitas existentes. Quando o osso é analisado, ele pode ser caracterizado como um 

fosfato de cálcio na forma de nanocristais de apatita carbonatada (LEGEROS, 2002). 

Com a finalidade de realizar a avaliação in vitro de um material em termos de 

potencial para formar tecido ósseo em sua superfície, a imersão do material geralmente é 

realizada em fluido corpóreo simulado (Simulated Body Fluid – SBF). Se a bioatividade 

for confirmada in vitro, ela é previsível in vivo (KOKUBO e TAKADAMA, 2006) A 

formação de CHA in vitro ocorre por meio de um processo de precipitação que pode ser 

evidenciado pela captação de íons presentes no SBF. Quando isto ocorre em sítios 

ortotópicos ou ectópicos, as células devem participar do processo de dissolução e/ou 

precipitação do material implantado (LEGEROS e DACULSI, 1990). Desta forma, a 

atividade celular mediada por macrófagos ou osteoclastos e o pH ácido do meio resulta 

em uma dissolução parcial das cerâmicas a base de fosfato de cálcio que resulta na 

liberação de íons cálcio (Ca2+) e fosfato (HPO4
3-, PO4

3-). Isto provoca uma supersaturação 

no fluido e causa a precipitação da CHA. A concentração de CHA na superfície do 

material está relacionada com a capacidade de dissolução das cerâmicas bifásicas, quanto 

menor a razão Hap/β-TCP, maior será a quantidade de TCP e, como consequência, maior 

é a formação de CHA na superfície do material (LEGEROS, 2008). 
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Osteoindução 

 

A osteoindução é a capacidade que um tecido ou material tem de promover a 

diferenciação de células mesenquimais em células osteogênicas e como resultado disso, 

iniciar a produção de tecido ósseo numa localização diferente da esperada. Esta análise 

normalmente é realizada em sítio ectópico (SCOTT et al., 2012). 

O processo de osteogênese ectópica depende de vários fatores, dentre eles a 

espécie animal utilizada. Isso fica evidente ao analisarmos o estudo de Yang e 

colaboradores (1996), que implantaram materiais cerâmicos de Ca-P, com poros, em 

diferentes espécies por 120 dias e observaram formação de osso ectópico em cachorros e 

porcos, o que não ocorreu em cabras, ratos e coelhos. Os autores relatam que a 

osteoindução depende tanto da espécie animal como do tipo de cerâmica (YANG, et al., 

1996). 

A avaliação da formação óssea em cerâmicas bifásicas e hidroxiapatitas 

implantadas em músculos de cães mostra que o processo segue uma sequência de etapas 

que incluem a adesão de células na parede dos poros, proliferação e diferenciação celular 

nos poros, formação de matriz óssea por meio de células semelhantes aos osteoblastos, 

mineralização da matriz óssea na superfície dos poros, remodelação óssea, formação de 

medula óssea e, finalmente, a formação de osso maduro. Entretanto, todas estas etapas 

aconteceram primeiramente no material bifásico quando se comparou com a 

hidroxiapatita pura (YUAN et al., 2006b). 

Segundo alguns autores, a osteoindução pode ser observada em primatas, cães, 

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 frequência, em ratos (YANG 

et al., 1996). Além disso, a formação óssea ectópica pode estar relacionada com o tempo 

de observação do estudo (BARRADAS et al., 2011). Neste contexto, o estudo de 

Ripamonti e colaboradores (2009) mostraram que após 90 dias de implantação não 

ocorreu a formação óssea ectópica em sítio intramuscular em nenhum dos materiais 

avaliados, contudo, após 365 dias de observação, todas as cerâmicas exibiram formação 

óssea ectópica (RIPAMONTI et al., 2009). 
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Osteoindução intrínseca 

 

Os materiais cerâmicos possuem características de osteocondução bem relatadas 

na literatura (ZHANG et al., 2017). Entretanto, quando se analisa o processo de 

osteoindução, isso não é evidente. Todavia, existem alguns materiais que auxiliam a 

formação de tecido ósseo em sítios ectópicos sem a adição de fatores osteogênicos, como 

a hidroxiapatita sintética porosa, hidroxiapatita obtida a partir de corais, β-TCP, material 

bifásico poroso, além do fosfato de octacálcio como material de revestimento sobre ligas 

de titânio (LEGEROS, 2008). Pelo fato destes materiais exibirem certo grau de indução 

óssea, tem sido proposto que são materiais osteoindutores “intrínsecos”. Esta 

característica pode ser atribuída a topografia, geometria, composição, tamanho dos poros 

e a porcentagem de porosidade do material que, provavelmente, permitem a retenção e a 

concentração de fatores de crescimento ósseo circulantes e de células osteoprogenitoras 

permitindo a formação óssea por indução (LEGEROS, 2008). 

Além dos fatores topográficos, o material osteoindutor deve permitir a formação 

da camada de hidroxiapatita carbonatada (CHA) em sua superfície após a implantação 

em sítio ectópico, permitindo a adesão de proteínas sobre as quais as células 

osteoprogenitoras podem se conectar, proliferar, diferenciar e produzir matriz 

extracelular que, eventualmente, leva a biomineralização ou formação de osso. 

É 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, situação bem distinta dos materiais ditos osteoindutores. Neste tipo de 

material que apresenta a osteoindução intrínseca, os materiais, como por exemplo a matriz 

óssea desmineralizada e os enxertos autógenos ou alógenos, possuem os fatores 

osteogênicos intrinsecamente e, posteriormente, liberam no interior do organismo e 

promove a formação de tecido ósseo (LEGEROS, 2008). 

 

Osteoindução programada 

 

Os materiais a base de fosfato de cálcio, independentemente das características 

físicas macro e microscópicas, quando associados às células osteoprogenitoras (células-

tronco, células da medula óssea, células da polpa dentária ou condrócitos), aos fatores de 

crescimento ósseo (BMPs), às proteínas bioativas (colágeno, fibrina) ou a alguns tipos de 
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peptídeos (normalmente fragmentos de aminoácidos estruturais da sialoproteína óssea) 

aumentam a capacidade do material de formar osso. A lógica no processo de engenharia 

de biomateriais para aumentar a formação de tecido ósseo recai no aumento da adesão de 

células, diferenciação, formação de matriz e biomineralização. 

No caso das cerâmicas bifásicas, a relação HAp/β-TCP pode interferir na 

quantidade de formação de osso. Desta forma, quando se compara materiais com 

diferentes relações entre a HAp e o β-TCP, os materiais que apresentam 20%/80% de 

relação HAp/β-TCP produzem mais osso que os de 60%/40%, que é maior em 

comparação com a hidroxiapatita pura ou com o β-TCP puro (LIVINGSTON et al., 2004; 

ARINZEH et al., 2005). 

A cascata de formação óssea associada com as Proteínas Morfogenéticas do Osso 

(Bone Morphogenetic Protein – BMP) pode ser resumida da seguinte maneira: I. 

Quimiotaxia1 de células mesenquimais indiferenciadas; II. Proliferação e diferenciação 

celular em condroblastos e condrócitos; III. Formação de matriz extracelular 

cartilaginosa; IV. Maturação e subsequente mineralização de condrócitos hipertróficos; 

V. Remoção da cartilagem calcificada pelos osteoclastos; VI. Produção de matriz óssea 

pelos osteoblastos; VII. Remodelação óssea (WOZNEY e ROSEN, 1998; DE BRUIJN et 

al., 2008). 

O processo de degradação é bem diferente entre o β-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 e MOONEY, 1985; YAMAMURO, HENCH e WILSON, 1993; 

KURASHINA et al., 2002). Este processo de degradação é um fator que deve ser 

considerado no processo de formação óssea ectópica pois permite a liberação de íons 

cálcio e fosfato para o meio (FRAYSSINT et al., 1993; YUAN et al., 1998). Neste 

contexto, o TCP apresenta uma maior taxa de dissolução que a hidroxiapatita (LEGEROS 

et al., 2003; SCHOPPER et al., 2005) e em concentrações específicas, o cálcio e o fosfato 

podem promover a mineralização de células ósseas (CHANG, STANFORD e KELLER, 

2000). É importante que o material matenha a estrutura tridimensional durante o reparo. 

Ripamonti (1996) implantou, em sítio ectópico, blocos porosos de hidroxiapatita e 

																																																								
1	Locomoção celular orientada e unidirecional ao longo de um gradiente químico, causado pela diferença 
de concentração de determinadas substâncias denominadas quimiotratores ou agentes quimiotáticos, que 
podem ser liberadas por tecidos lesados, geradas por sistemas enzimáticos presentes no plasma, formadas 
durante reações imunes ou liberadas por microrganismos.	
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hidroxiapatita porosa na forma de grânulos. Após avaliar os dois materiais, constatou que 

ocorreu formação óssea ectópica apenas nos blocos porosos de hidroxiapatita. Em outro 

estudo os autores identificaram osso formado em sítio ectópico apenas no interior dos 

poros (KURASHINA et al., 2002). 

 

Diâmetro e distribuição dos poros 

 

 As cerâmicas a base de fosfato de cálcio apresentam alguns inconvenientes para 

a utilização na clínica, sendo que de uma maneira geral, elas mostram uma baixa taxa de 

reabsorção, principalmente quando se avaliar os materiais na forma de bulk, ou seja, na 

forma densa. Para contornar este problema, modificações na composição química 

associadas a incorporação de porosidade pode ser uma boa estratégia (MANGANO et al., 

2015). Além disso, a presença e a distribuição de uma rede de poros interconectada, com 

dimensões adequadas para permitir a migração celular, a angiogênese, além da troca de 

fluidos para que possa ocorrer a eliminação dos produtos resultantes do metabolismo 

celular no interior do material são características importantes para o biomaterial (JONES 

et al., 2009). 

 Entretanto, não existe um consenso sobre o melhor tipo de porosidade dos 

materiais cerâmicos. 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, 

fração do volume da porosidade, tamanho da interconectividade dos poros e a densidade 

da interconectividade que, em última instância, caracterizam a permeabilidade estrutural 

e mecânica 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 proteínas da matriz (HING, 2005). No que diz respeito ao 

tamanho dos poros, não existe um consenso, mas alguns autores afirmam que ele deve ter 

um tamanho entre 50 e 400 µm (SANZANA et al., 2013). Existem trabalhos que afirmam 

que os poros poderiam ter um diâmetro mínimo de 50 µm quando se utiliza implantes de 

hidroxiapatita ou β-TCP (LU et al., 1999), enquanto outros estudos restringem os valores 

a intervalos ligeiramente maiores, com poros variando entre 100 a 135 µm para permitir 

uma maior taxa de penetração de tecido ósseo em implantes de polietileno (KLAWITTER 

et al., 1976). 
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 Pelo fato de existir uma grande divergência na literatura com relação ao tamanho 

do poro, alguns autores parecem preconizar que o tamanho dos poros não é o fator que 

controla a quantidade de osso formado e, sim, a interconectividade dos poros que está 

relacionada, normalmente, com o tamanho dos poros, mas, também, com a extensão desta 

porosidade, como sendo o ponto principal em termos da velocidade e manutenção da 

formação de tecido ósseo para o interior do biomaterial (HING et al., 2004). Esta 

característica foi demonstrada quando se implantou cilindros de Hidroxiapatita e β-TCP 

com poros bem conectados de 50 a 100 µm e comparados com os mesmos materiais, mas 

com menor interconectividade entre os poros de 200 a 400 µm, utilizando o modelo em 

coelhos. Estes autores demonstraram que a primeira conformação aumentou a integração 

entre o tecido ósseo e os implantes em comparação com a segunda arquitetura (EGGLI, 

MULLER e SCHENK, 1988). 

Para os materiais na forma de arcabouço não reabsorvível existe um consenso 

geral que a porosidade deve ter um limite de até 60% para que ocorra a formação de osso 

entre a periferia e as regiões 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 frequência das interconexões dos poros fica bem pequena, 

comprometendo a quantidade de osso formado (BOHNER e BAUMGART, 2004). Este 

aspecto deixa de ter tanta importância no caso de materiais reabsorvíveis 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, não existe 

comprometimento na proliferação de vasos sanguíneos para o interior do material e nem 

mesmo na quantidade de osso formada (HING, 2005). Além da macroporosidade, outro 

aspecto importante na formação de osso associada aos biomateriais é a microporosidade, 

principalmente com o formato das concavidades superficiais dos biomateriais. Isso foi 

demonstrado utilizando técnica de imunolocalização para a BMP-3 e BMP-7 e ficou 

demonstrado uma maior concentração desses fatores de crescimento dentro dessas 

concavidades superficiais, o que favoreceria a formação de tecido ósseo adjacente aos 

biomateriais (RIPAMONTI, VAN DEN HEEVER e VAN WYK, 1993; RIPAMONTI, 

1996; KUBOKI et al., 1998). 
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Modelos para avaliação ectópica 

 

A palavra “ectópico” vem originalmente da palavra grega ektopos ou "fora do 

lugar" e osso ectópico se refere à ossificação fora do seu local de origem. A formação de 

osso ectópico é mais frequentemente induzida experimentalmente, mas também tem 

relevância clínica em algumas situações, como nos casos de malformação congênita 

(SINGH e VERMA, 2011) ou em complicação de paraplegia (FURMAN, NICHOLAS e 

JIVOFF, 1970). Nestes casos, os sítios de formação óssea são chamados heterotópicos 

(SCOTT et al., 2012). 

 A indução experimental de ossificação ectópica pode ser feita em músculo, no 

tecido subcutâneo ou ainda na cápsula renal (SCOTT et al., 2012). Os modelos de 

formação de osso ectópico reduzem o número de variáveis envolvidas na formação óssea, 

eliminando (ou reduzindo) os efeitos da estimulação por citocinas, por células 

osteogênicas e células tronco endógenas e, ainda, evitando a mecanotransdução 

potencialmente estimulada pelo osso e, portanto, favorecem o estudo do efeito 

osteoindutor de biomateriais (SCOTT et al., 2012). 

 O modelo de implante subcutâneo é o mais simples, entretanto tem capacidade 

inferior de formação óssea em relação a outros modelos, o que pode ser atribuído 

principalmente à pobre vascularização. Comumente requer adição de células 

mesenquimais e a suplementação com citocinas ou modificações moleculares (DRAGOO 

et al., 2005; LEVI et al., 2011). Outra consideração para a formação óssea subcutânea é 

que não existe grande concentração 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 osteogênicas progenitoras, os modelos de 

ossificação ectópica tornam-se cada vez mais comuns, contribuindo para a otimização da 

formação óssea. A compreensão da biologia da formação do osso ectópico pode ainda 

facilitar o avanço nos tratamentos das debilidades, como o osso heterotópico. 

 

Compósito bifásico a base de hidroxiapatita originada de ossos de peixe 

 

Existem diversos métodos para se obter a hidroxiapatita pura como a 

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

métodos necessitam de equipamentos dispendiosos ou do controle rigoroso das condições 
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necessárias para a obtenção do material. O BCP utilizado como precursor neste estudo 

foi obtido a partir da calcinação in natura de ossos de peixe a uma temperatura de 900 oC 

e pressão ambiente (BONADIO, 2014). Além disso, para confeccionar um composto 

bifásico macroporoso, partículas de lactose com diâmetro de 150 a 250 µm foram 

utilizadas como elemento espaçador. 

Entretanto, a cerâmica bifásica apresenta uma resistência diminuída e, como 

consequência, limitar sua utilização para regiões submetidas a menor estresse mecânico 

(BADR-MOHAMMADI, HESARAKI e ZAMANIAN, 2014). Desta forma, o pentóxido 

de nióbio pode ser incorporado à cerâmica por meio da metalurgia do pó (WEINAND, 

2009; BONADIO, 2014). Neste processo, a cerâmica bifásica e o pentóxido de nióbio são 

homogeneizados e, posteriormente, moídos em moinho de alta energia. Este processo 

facilita a ocorrência de reações de estado sólido, estimulando as transições de fase para 

que ocorra a formação dos compósitos (NASCIMENTO, 2009; RODRIGUES, 2009). 

Neste contexto, o reforço da cerâmica bifásica por pentóxido de nióbio aumenta a 

resistência do material obtido e de acordo com trabalhos realizados no Departamento de 

Física e no Departamento de Ciências Morfológicas da Universidade Estadual de 

Maringá, pode-se concluir que os biomateriais utilizados nestes estudos apresentam 

características de biocompatibilidade, osteocondução e, além disso, indícios de serem 

osteoindutores. O presente trabalho procurou avaliar o aspecto osteoindutor tanto da 

cerâmica bifásica, como dela reforçada por pentóxido de nióbio em dois sítios ectópicos 

para a formação óssea: sítio subcutâneo e sítio subfascial. Os detalhes do estudo serão 

apresentados nas sessões seguintes.	
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1. INTRODUÇÃO 
O tecido ósseo é um tecido dinâmico, com capacidade de auto regeneração em 

casos de injúrias de pequena extensão, com o reestabelecimento da sua arquitetura 

original. Contudo, grandes defeitos ósseos não se regeneram espontaneamente e 

representam um desafio clínico maior nas cirurgias ortopédicas e craniomaxilofaciais 

(VISSER et al., 2017). 

Para que ocorra a regeneração de defeitos ósseos de maior extensão faz-se 

necessário algum tipo de preenchimento que promova suporte mecânico e seja capaz de 

induzir a regeneração óssea. O osso autógeno ou auto-enxerto ainda é considerado o 

"padrão ouro" sendo o mais efetivo método para a regeneração óssea, porém apresenta 

desvantagens como suprimento limitado de osso e a morbidade do sítio doador (BOULER 

et al., 2017). Os substitutos ósseos constituem uma alternativa para os enxertos autógenos 

(KHAN, TOMIN e LANE, 2000; MANGANO et al., 2015; JORDANA et al., 2017). 

Nas últimas décadas, a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa surgiram 

como estratégias promissoras para a reconstituição óssea (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 órgãos e, ao 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 combinação de arcabouços macroporosos, células e/ou fatores 

mecânicos/solúveis (ROSETI et al., 2017). Entretanto, o uso de células mesenquimais 

pode apresentar limitações relacionadas com a perda do potencial de diferenciação, 

durante sua expansão in vitro e baixa taxa proliferativa. Quando se utilizam fatores de 

crescimento, são necessárias altas concentrações para a obtenção de resultados clínicos, 

apresentam instabilidade, alto custo, podem desencadear efeitos colaterais relacionados à 

produção de osso em locais indesejáveis e reações imunológicas (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 autógenos (HABIBOVIC e DE 

GROOT, 2007; YUAN et al., 2010), pois apresentam a capacidade de induzir a 

diferenciação de células-tronco em células de linhagem osteogênica (HABIBOVIC e DE 

GROOT, 2007) aumentando a velocidade de formação óssea em pequenos defeitos, 
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estimulando a formação óssea nas margens de defeitos ósseos de maior extensão e 

induzindo a diferenciação de células para a formação de osso a distância, promovendo 

uma regeneração óssea mais rápida (YANG et al., 1996; YUAN et al., 2006b; 

HABIBOVIC e DE GROOT, 2007). 

Para que a osteoindução ocorra é necessário 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 ósseo quando implantado em sítios ectópicos (MIRON e ZHANG, 2012). 

Nas últimas décadas, um grande número de publicações tem demonstrado a capacidade 

osteoindutora das cerâmicas a base de fosfato de cálcio (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 

características morfológicas que favoreçam a osteoindução, como a presença de uma 

estrutura macroporosa, uma superfície com microporos e a comunicação entre os poros 

(HABIBOVIC et al., 2005). A composição de fase e a solubilidade do biomaterial são 

características igualmente importantes para que seja osteoindutor (BARRADAS et al., 

2011; CHAI et al., 2012; SAMAVEDI et al., 2013). 

Os fosfatos de cálcio bifásicos, (BCPs), obtidos de forma natural ou sintética, são 

constituídos por hidroxiapatita (HAp - Ca10(PO4)6(OH)2) e β-fosfato tricálcico (β-TCP - 

(Ca3(PO4)2). Os BCPs, em diferentes composições de fase, têm sido estudados com o 

intuito de potencializar a osteoindução intrínseca (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 β-TCP podem ser diferentes entre os 

materiais e provoca respostas biológicas diferentes após sua implantação in vivo (OWEN, 

DARD e LARJAVA, 2018; TANG et al., 2018). Quando se relaciona a solubilidade dos 

materiais com a osteoindução, as cerâmicas bifásicas de fosfato de cálcio demonstram 

maior capacidade osteoindutora que a HAp e o β-TCP utilizados isoladamente (WANG 

et al., 2014a). Isso ocorre por que a HAp apresenta uma baixa taxa de solubilidade e, 

como consequência, uma pequena concentração iônica (Ca+2 e PO4
-3) na região, 

dificultando a osteoindução; já o β-TCP, isoladamente, possui uma alta taxa de 

solubilidade que promove a destruição da estrutura porosa do material, diminuindo o 

substrato sobre o qual o osso poderia ser formado, durante o tempo desejado para a 

osteoindução (YUAN et al., 2001). Quando se utiliza os materiais bifásicos ocorre um 

aumento na concentração iônica local via dissolução e/ou atividade celular e, ao mesmo 
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tempo, a arquitetura dos scaffolds é mantida, favorecendo a osteoindução (BOULER et 

al., 2017).  

A melhor forma de avaliar o potencial osteoindutor dos biomateriais é por meio 

de implantes em sítios ectópicos (BARRADAS et al., 2011). Esta metodologia permite 

afirmar que a origem do osso de novo é atribuída somente à sua propriedade 

osteoindutora, eliminando, assim, um eventual processo de osteocondução, caso o 

material fosse implantado em um sítio ortotópico, que seria o local de implantação onde 

naturalmente se espera que a formação óssea aconteça (DAVIES e HOSSEINI, 2000). O 

modelo ectópico permite reduzir o estímulo das citocinas ósseas, minimiza a 

possibilidade de interação celular com as células formadoras de osso e com as células-

tronco endógenas, além de diminuir a possibilidade de ocorrer a formação de osso por 

meio da mecanotransdução permitindo, desta forma, que se tenha um modelo 

experimental de formação óssea in vivo relativamente controlado (SCOTT et al., 2012). 

O tecido subcutâneo e o tecido intramuscular são sítios ectópicos frequentemente 

usados para avaliar o potencial osteoindutor dos materiais (HEINEN JR, DABBS e 

MASON, 1949; WLODARSKI e REDDI, 1986). O sítio intramuscular normalmente 

demonstra maior potencial osteogênico em comparação com o tecido subcutâneo (YANG 

et al., 1996; HABIBOVIC e DE GROOT, 2007) pois possui células-satélites e maior 

fluxo sanguíneo (SCOTT et al., 2012; MA et al., 2015). 

Apesar de exibirem propriedades químicas adequadas, a hidroxiapatita, o β-TCP 

ou o BCP apresentam uma baixa resistência mecânica e são indicados para aplicações 

clínicas que não exijam grandes esforços mecânicos (BADR-MOHAMMADI, 

HESARAKI e ZAMANIAN, 2014). Todavia, tais materiais podem ser reforçados com 

outros elementos, como o estrôncio, o magnésio, o zinco (COX et al., 2014) ou o nióbio 

(TAMAI et al., 2007; OBATA et al., 2012; DA ROCHA, DE ANDRADE e DA SILVA, 

2013). A adição destes elementos na estrutura das cerâmicas de fosfato de cálcio melhora 

as propriedades estruturais, a estabilidade térmica, as propriedades mecânicas e a carga 

elétrica de superfície, quando expostos às condições fisiológicas (CAPANEMA et al., 

2015).  O nióbio, na forma de pentóxido de nióbio (Nb2O5), aumenta as propriedades 

biológicas dos materiais e pode ser associado às ligas de titânio para implantes, devido 

sua biocompatibilidade, alto grau de resistência mecânica, baixa corrosão e desintegração 

(CHALLA, MALI e MISRA, 2013). Há estudos in vitro demonstrando sua ação 

estimuladora sobre a função de osteoblastos humanos (YAMAMOTO, HONNA e 

SUMITA, 1998; TAMAI et al., 2007). 
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Nosso grupo de pesquisa tem estudado as propriedades biológicas do BCP 

extraído de ossos de peixe, na forma pura ou enriquecida por pentóxido de nióbio 

(BCP/Nb2O5). Tanto o BCP como o BCP/Nb2O5 foram biocompatíveis, bioativos e 

osteocondutores (KIYOCHI JUNIOR, 2013; CANDIDO, 2014; PASQUINELLI, 2015). 

Na forma de BCP/Nb2O5, o material apresentou evidência de ter potencial 

osteoindutor, induzindo a formação de blastemas ósseos imunorreativos para 

osteocalcina, no tecido conjuntivo a certa distância do sítio de regeneração, em defeitos 

de tamanho crítico, na calvária de ratos (CANDIDO, 2014). 

Em função das excelentes propriedades biológicas destes materiais, levantamos a 

hipótese de que eles são capazes de recrutar células mesenquimais multipotentes, 

estimular sua diferenciação em osteoblastos e induzir o crescimento de osso em sítio 

ectópico, cumprindo todos os requisitos necessários para ser considerado um biomaterial 

osteoindutor. Para testar esta hipótese, a capacidade osteoindutora do BCP e do 

BCP/Nb2O5 foi avaliada por meio da implantação destes materiais em sítios ectópico, 

sem a adição de fatores de crescimento ou de células osteogênicas. Somado a isso, a 

relação 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/Nb2O5 por meio da implantação dos materiais em sítio subcutâneo e sítio subfascial 

de ratos, sem a adição de fatores de crescimento ou de células osteogênicas. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
	

Os procedimentos para a obtenção da cerâmica bifásica foram realizados no 

Departamento de Física da Universidade Estadual de Maringá – Laboratório de Materiais 

Metálicos e Biomateriais. Os procedimentos laboratoriais para caracterizar os materiais 

foram realizados no Complexo de Centrais de Apoio à Pesquisa (COMCAP-UEM), da 

Universidade Estadual de Maringá.  
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3.1.  Materiais precursores 

Cerâmica bifásica BCP 
 

Ossos de peixes jovens, Pseudoplatystoma corruscans (pintado), cedidos pelo 

Núcleo de Pesquisas em Limnologia Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual 

de Maringá (NUPELIA-UEM) foram utilizados como matéria-prima para obtenção da 

BCP. Os ossos foram limpos para remoção dos tecidos moles, secos ao ar e então 

calcinados por 8 h a 900 oC. O material resultante constitui na biocerâmica composta 

pelas fases hidroxiapatita (HAp) e beta-fosfato tricálcico (β-TCP) em acordo com os 

padrões JCPDS 09-0432 e 09-0169, respectivamente. Após a calcinação, o material foi 

moído por 8 h a 300 r.p.m. em moinho planetário (Retsch® PM 100, Haan, Alemanha) 

sendo utilizado vaso de moagem e esferas de zircônia e uma razão de massa esferas/massa 

pó de 6/1 (WEINAND, 2009). 

 

Pentóxido de nióbio (Nb2O5) 

 

O pentóxido de nióbio (Nb2O5), na forma de pó, foi cedido pela Companhia 

Brasileira de Metalurgia e Mineração (CBMM, Araxá, 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 polimórficas existentes, restando apenas a fase 

monoclínica do grupo espacial P2/m (10), em conformidade com a ficha padrão JCPDS 

37-1468. Após 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 zircônia e uma razão 

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

 

Compósito BCP/Nb2O5 

 

Para a produção do compósito, os pós dos precursores BCP e Nb2O5 foram 

misturados na proporção de 1:1 em volume percentual, de acordo com a regra das 

misturas (LIMA, 1999), homogeneizados e subseqüentemente moídos em um moinho de 

alta energia (Retsch® PM 100, Haan, Alemanha) a 300 rpm por 3 h, em atmosfera de ar, 
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sendo vaso de moagem e esferas de zircônia e uma razão de massa esferas/massa pó igual 

a 6/1 (BONADIO, 2014). 

 

  Preparação dos “scaffolds” de BCP e do BCP/Nb2O5  

 

A produção 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 pulverização), como elemento 

espaçador. Os aglomerados foram selecionados por meio do levantamento 

granulométrico utilizando um conjunto de peneiras com abertura compreendida no 

intervalo de 75 e 300 µm, selecionando-se, para a manufatura dos scaffolds, os 

aglomerados com diâmetro entre 150 e 250 µm.  

Os pós de BCP e de BCP/Nb2O5 foram misturados, em recipientes separados, aos 

aglomerados esféricos de lactose na proporção de 1:1, homogeneizados manualmente por 

10 minutos e, então, conformados uniaxialmente em uma matriz rígida de aço-ferramenta 

a 450 MPa em uma prensa hidráulica (PHP, Metal PEM, Maringá, Brasil). As amostras 

conformadas em disco com dimensões de 5,1 mm de diâmetro e 2,3 mm de espessura, 

foram sinterizadas em um forno tubular a 1080 oC por 2 h, em atmosfera livre. Após a 

sinterização, as amostras foram lixadas com lixa de grão 400 até a espessura de 1,0 mm 

e, em seguida, foram limpas em ultrassom por 10 min em banhos sucessivos de acetona, 

álcool e água deionizada para eliminar os resíduos resultantes da sinterização e do 

lixamento. Os scaffolds foram secos em uma mufla à temperatura de 80 °C por 24 horas 

(BONADIO, 2014). 

 

3.2.  Análise da porosidade (Princípio de Arquimedes) 

O método de deslocamento de líquido baseado no princípio de Arquimedes foi 

usado para medir a porosidade dos scaffolds (STANDARD, 1999; WEINAND, 2009). A 

água deionizada foi utilizada como meio líquido. A massa das amostras secas, 

impregnadas e em imersão foram medidas em uma balança digital Shimadzu AUW220D 

(Shimadzu, Kyoto, Japão), com cinco casas decimais, utilizando o acessório Specific 

Gravity Measurement Kit (Shimadzu, Kyoto, Japão). Os scaffolds foram secos por 24 

horas em uma estufa à temperatura de 100 °C. A seguir, as amostras secas foram 

colocadas em uma câmara a vácuo entre 10-1 e 10-2 Torr por 2 horas. As amostras ficaram 
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em contato com o meio líquido e após 30 minutos foram tomadas as medidas da massa 

da amostra impregnada e da massa da amostra sob empuxo do líquido. Os valores da 

porosidade correspondem ao valor médio das medidas realizadas em 6 amostras. A 

porosidade aberta foi calculada mediante a equação: 

γ (%) = ("#$"%)
("#$"')

 X 100 (1), 

onde: 

γ (%) = porosidade aberta. 

(ms) = a massa da amostra sinterizada e seca.  

(mi) = massa da amostra impregnada com o meio líquido. 

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

 

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

X por Dispersão de Energia (EDS) 

A análise por MEV-EDS foi realizada em discos sem uso e em dois discos 

implantados no sítio subcutâneo 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, Japão) para aumentar a condutividade do material. 

Posteriormente, elas foram analisadas em um microscópio FEI QUANTA 250 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) trabalhando entre 5 a 30 kV. A análise de EDS 

foi realizada em equipamento Oxford (Oxford Instruments, Oxon, Reino Unido), 

acoplado ao microscópio eletrônico de varredura. 

 

3.4.  Difração de Raios X (DRX) 

A difratometria de Raios X, utilizando amostras na forma de pó, foi realizada em 

um difratômetro Shimadzu XRD-7000 (Shimadzu, Kyoto, Japão) com radiação CuKα (λ= 

0,15418 nm), geometria Bragg-Brentano, operando a 40 kV e 30 mA. O intervalo angular 

utilizado (2θ) foi entre 10 e 80º e a varredura foi feita a velocidade de 0,5º/min e 

incremento angular de 0,02º. A identificação das fases foi realizada utilizando um banco 

de dados do comitê internacional (Joint Committee of Powder Diffraction Standards – 

JCPDS) (FILE, 2000), onde são encontrados os registros (fichas) dos padrões de difração 

que podem ser comparados aos resultados experimentais por meio do programa 

específico. 
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Para a análise quantitativa das fases cristalinas foi realizado um refinamento 

estrutural pelo método de Rietveld, utilizando o programa FullProf Suite (YOUNG, 1995; 

ROISNEL, 2000), que é empregado na caracterização de materiais estudados por DRX. 

Com esse método, é possível fazer um ajuste dos parâmetros da estrutura cristalina dos 

materiais medidos pelo DRX. Desta forma, é possível obter informações estruturais da 

amostra como posições atômicas, parâmetro de rede, proporção entre as fases cristalinas, 

entre outros. Esses parâmetros são ajustados minimizando a diferença 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 pó foi realizada em um 

espectrofotômetro VERTEX 70 V (Bruker, Billerica, USA) acoplado a uma célula 

fotoacústica PAS (Photoacustic Spectroscopy – PAS) (Bruker, Billerica, USA). 

 

3.6.  Espectroscopia micro-Raman 

As análises por espectroscopia micro-Raman foram realizadas nos materiais na 

forma de ..., previamente à implantação nos animais, utilizando um espectrômetro micro-

Raman Confocal (SENTERRA, Bruker, Billerica, USA) com ampliação óptica de 20x, 

utilizando laser de excitação com comprimento de onda de 532 nm e potência 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 Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA No 7351180216) da Universidade Estadual de Maringá (UEM) 

e estão 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 Maringá - UEM. Deste número total, vinte e quatro animais 

foram selecionados para os experimentos com implantes subcutâneos e 24 animais para 

experimentos com implantes subfasciais.  
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Durante todo o período experimental os animais receberam ração 

(Nuvilab®/Nuvital®, Sogorb®, São Paulo, Brasil) e água ad libitum. 

 Procedimento experimental para o implante subcutâneo e subfascial 
 

Os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de uma solução 1:1 de 

Ketamina (Dopalen®, Sespo®, Paulínia, Brasil) e Xilazina (Rompum®, Bayer®, São 

Paulo, Brasil) na concentração de 1,0 mL.Kg-1. 

Implantes subcutâneos: Após a tricotomia da região dorsal e antissepsia com iodo 

tópico foram realizadas duas incisões longitudinais em relação ao maior eixo corporal, 

separadas por uma distância aproximada de 1 cm entre elas (Figura 1A). A partir das 

incisões foram criadas bolsas subcutâneas, em sentido lateral, por meio de divulsão romba 

(Figura 1C). Em cada animal, em uma das bolsas um disco de BCP foi implantado e na 

outra bolsa um de BCP/Nb2O5, mantendo-se uma distância de aproximadamente 3 a 4 cm 

entre eles (Figura 1E). Foram implantados 24 discos de BCP e 24 discos de BCP/Nb2O5. 

Após a inserção dos implantes a região foi suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon® 

Johnson, Cincinati, USA) e recebeu aplicação tópica de solução aquosa de iodo a 1% 

(Riodeine®, Rioquímica, São José do Rio Preto, Brasil) (Figura 1G). 

Implantes subfasciais: Após tricotomia dos membros inferiores do lado direito e 

esquerdo e antissepsia tópica com iodo, foi realizada uma incisão na pele, de 

aproximadamente 2 cm de comprimento, ao longo do maior eixo, em posição lateral 

(Figura 1B). A seguir, procedeu-se a divulsão da pele e do tecido subcutâneo até a 

exposição da fáscia do músculo bíceps femoral. Após sua exposição, uma segunda incisão 

de aproximadamente 8 mm de extensão, em posição central, foi executada e procedeu-se 

a divulsão da fáscia 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/Nb2O5 (Figura 1F). Foram implantados 24 discos de cada 

material. 

Após o implante, a fáscia foi suturada com pontos simples utilizando fio 

reabsorvível 5-0 Vicryl® (Johnson, Cincinati, USA), seguida de sutura da pele com fio 

de seda 4-0 Ethicon® (Johnson, Cincinati, USA). Após a sutura, a região recebeu 

aplicação tópica de solução aquosa de iodo a 1% (Riodeine®, Rioquímica, São José do 

Rio Preto, Brasil) (Figura 1H). 
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Figura 1. Procedimento cirúrgico realizado em ratos Wistar de acordo com o Material e Métodos. No sítio 
subcutâneo: (A) Primeira incisão. (C) Divulsionamento rombo para criar a bolsa subcutânea. (E) Implante 
em posição. (G) Sutura das duas bolsas criadas. No sítio subfascial: (B) Primeira incisão. (D) Incisão da 
fáscia do músculo bíceps femoral. (F) Implante em posição subfascial. (H) À esquerda, sutura da fáscia e à 
direita, sutura finalizada. Sítio subcutâneo (A, C, E, G). Sítio subfascial (B, D, F, H). 
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Após os procedimentos cirúrgicos, todos os animais foram mantidos sob 

observação, em caixas plásticas com grade, aquecimento com luz artificial até a completa 

recuperação da anestesia. Após despertarem, os animais foram alocados em grupos de 4 

animais/gaiola. 

Os animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciências 

Morfológicas da Universidade Estadual de Maringá, sob temperatura controlada de 20 oC 

e água/ração ad libitum por um período de 15, 45 ou 60 dias. Durante todo o período 

experimental, os animais foram avaliados no que diz respeito à alimentação e à 

movimentação no interior das caixas plásticas. Passado os respectivos tempos de 

observação, os animais foram eutanasiados com uma sobredose de tiopental sódico 

(Thiopentax®, Cristália, Itapira, Brasil) na dose de 120 mg/Kg. Após a avaliação clínica 

e constatação da morte do animal, os implantes foram removidos com uma margem de 

segurança de aproximadamente 1 cm. 

As amostras foram colocadas em paraformaldeído a 4% e mantidas por 48 horas 

para fixação dos tecidos. Decorrido este tempo, o tecido foi colocado em álcool 70% por 

48 horas. Posteriormente, foi realizada a troca do álcool 70% e as amostras permaneceram 

por no mínimo 48 horas para serem processadas para inclusão em parafina. O tecido foi 

cortado em 7 µm para a coloração pela Hematoxilina e Eosina (HE) e em 8 µm quando a 

coloração por AZAN foi realizada. 

Além disso, foram selecionadas amostras coradas por meio de HE e AZAN, dos 

períodos de 15 e 45 dias do grupo BCP a fim de obter cortes histológicos de 7 µm de 

espessura, cuja morfologia do disco estivesse preservada durante o processamento 

histológico e com matriz de colágeno para ser imunocorados para detecção da 

osteocalcina. Para esta imunorreação, o anticorpo primário monoclonal antiosteocalcina 

Osteocalcin (G-5): sc-365797 (Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, EUA), produzido 

em camundongo, foi utilizado na diluição 1:200. O kit Histostain® Plus Broad Spectrum 

(Invitrogen Corporation, Camarillo, EUA) foi utilizado para revelar a reação, seguindo 

as instruções do fabricante. 

Para a análise por meio da microscopia óptica, os cortes foram observados em 

microscópio óptico (Nikon Eclipse®, Shimjuku, Japão), acoplado em uma câmera de alta 

resolução (Nikon®, Ds-Fi1c, Shimjuku, Japão). As imagens foram obtidas em programa 

específico (NIS-Elements versão 4.0, Praga, República Checa). 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Porosidade (Método de Arquimedes) 

A porosidade aberta dos arcabouços macroporosos, mensurada pelo processo de 

deslocamento de fluido, foi da ordem de 58% para o BCP e de 59% para o BCP/Nb2O5. 

 

4.2. MEV-EDS 

A Figura 2 representa as eletromicrografias de varredura do BCP e do 

BCP/Nb2O5. A Figura 3 representa o resultado da análise química semiquantitativa do 

EDS para o BCP e para o BCP/Nb2O5. 

 

	
 
Figura 2. Eletromicrografia de varredura do BCP (A e C) e do BCP/Nb2O5 (B e D) realizadas antes da 
implantação dos materiais. As imagens A e B são da superfície da fratura e mostram a distribuição dos 
poros (*) por todo o material e a presença de interconectividade (cabeça de seta). As imagens C e D se 
referem à morfologia interna dos poros. Em C é possível visualizar os grãos arredondados ligados entre si 
por “pescoços”, o que caracteriza um estágio inicial de sinterização (seta), característico do BCP. Em D a 
microestrutura dos poros do BCP/Nb2O5 corresponde a etapa final de sinterização, com significativa 
redução de porosidade (cabeça de seta branca). Aumento de 100x nas imagens (A e B). Aumento de 5000x 
em (C e D). 
	
 
 
 
 
 
 

BA
* *

*
*
*

C D
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Figura 3. Análise química semiquantitativa utilizando a Espectroscopia de Raios-X por Dispersão de 
Energia (EDS) realizada na superfície do BCP (A) e do BCP/Nb2O5 (B). Os espectros mostraram os 
elementos químicos majoritários e 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 razão molar calculada do cálcio 
em relação ao fósforo (razão Ca/P) foi de 1,64. A imagem B mostra o resultado para o BCP/Nb2O5 com as 
seguintes massais percentuais: Nb (54,7%), Ca (31,6%) e o P (13,7%). A razão Ca/P do BCP/Nb2O5 foi de 
1,78. 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

A

B
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4.3. Difração de Raios X (DRX) 
 

A figura 4 apresenta os difratogramas do BCP e do BCP/Nb2O5. 

	

	
 
Figura 4. Difratograma de Raios X do BCP (A) e do BCP/Nb2O5 (B) antes de serem implantados no animal. 
A massa percentual (wt %) das fases HAp e do β-TCP, determinada via refinamento estrutural utilizando 
método de Rietveld foi de 88,79 % para a fase HAp e de 11,21% para a fase β-TCP. Em (B) é apresentado 
o difratograma de Raios X do BCP/Nb2O5 e correspondem a seguintes fases cristalinas: óxido de cálcio 
nióbio (Fersmita – CaNb2O6), óxido de fósforo nióbio (PNb9O25), β-fosfato tricálcico (Ca3(PO4)2) e 
pentóxido de nióbio (Nb2O5), em conformidade com os padrões JCPDS: 39-1392, 81-1304, 09-0169 e 37-
1468, respectivamente. A massa percentual das fases identificadas foi de: Ca3(PO4)2 = 34,05%, PNb9O25 = 
32,55%, CaNb2O6 = 33,40% e traços do precursor Nb2O5, 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/Nb2O5. 

 

 
 
Figura 5. Espectros FTIR DO BCP (A) e do BCP/Nb2O5 (B). Em (A) é possível observar as bandas da HAp 
relativas ao íon OH- são observadas em (υS) 3570 e (υL) 630 cm–1, enquanto as vibrações do grupo funcional 
PO4

3-, da fase HAp são detectadas em (υ2) 470, (υS) 567, (υ4) 601, (υ1) 960, (υ3) 1047 e (υ3) 1089 cm-1. As 
vibrações correspondentes a fase β-TCP e associadas aos íons PO4

3- estão localizadas em 981 e 1120 cm-1. 
As bandas localizadas em 1414 e 1485 cm-1 estão relacionadas aos íons CO3

2-. O espectro vibracional FTIR 
relativo ao BCP/Nb2O5 é mostrado em (B). São observadas as bandas características da fases identificadas, 
ou seja: Ca3(PO4)2, PNb9O25, CaNb2O6 e Nb2O5, notadamente na região entre 400 e 1150 cm-1, que 
correspondem às vibrações de estiramento da ligação Nb=O, de deformação angular da ligação de Nb-O-
Nb, de estiramento da ligação Ca-O e também de estiramento e de deformação grupo funcional PO4

3-. De 
forma geral, uma grande superposição dessas bandas vibracionais é observada o que dificulta identificar 
com precisão os picos relacionados às fases PNb9O25, CaNb2O6 e Nb2O5. As bandas associadas à fase β-
TCP são observadas em υ1 (972 cm-1), υ3 (1120, 1086 e 1040 cm-1) e υ4 (601 e 552 cm-1) (MCCONNELL, 
ANDERSON e RAO, 1976; HARDCASTLE e WACHS, 1991; HUANG et al., 1999; RISTIĆ, POPOVIĆ 
e MUSIĆ, 2004; MOREIRA et al., 2010). 

A

B
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4.5. Espectroscopia micro-Raman 
 

A figura 6 representa o espectro micro-Raman do BCP e do BCP/Nb2O5. 

	

	
 
Figura 6. Espectros micro-Raman do BCP (A) e do BCP/Nb2O5 (B). Em (A) é possível observar, no 
intervalo compreendido entre 900 e 1000 cm-1, as bandas do modo vibracional ν1 do grupo PO4

3-, no qual 
são observadas vibrações relacionadas às fases HAp em 961 cm-1 e da fase β-TCP em 971 cm-1. A banda 
em 3572 cm-1 corresponde ao modo de estiramento νs do grupo funcional OH-, característico da fase HAp. 
Nos intervalos (350 a 530), (530 a 650) e (1000 a 1100) cm-1, são observadas bandas de menor intensidade 
do grupo funcional PO4

3- nos modos vibracionais ν2, ν4 e ν3, respectivamente, e estão associadas às fases 
HAp e β-TCP, conforme indicação na figura. Observa-se, de forma geral, uma superposição dessas bandas 
uma vez que, nas fases cristalinas, as vibrações ocorrem no mesmo intervalo, mas em posições diferentes 

(PENEL et al., 1998). A Figura B mostra o espectro micro-Raman do BCP/Nb2O5. São observadas bandas 
vibracionais da fase cristalina CaNb2O6 (fersmita) em (ν4) 482, (ν3) 540, (ν1) 904, (ν1) 850 cm-1, além de 
bandas da fase PNb9O25, detectadas em (ν2) 694 e (ν2) 630 cm-1. As vibrações fracas, no intervalo entre 950 
e 975 cm-1, são atribuídas à fase β-TCP e estão relacionadas ao íon PO4

3-. A banda em (ν1) 995 cm-1 é 
associada à fase Nb2O5 e as bandas em 1039 e 939 cm-1 estão relacionadas às ligações terminais do tipo 
Nb=O. 

A

B
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4.6. Estudo in vivo 
	

Avaliação clínica 
	

Os animais foram observados após o procedimento cirúrgico e a recuperação 

ocorreu sem intercorrências. Um leve eritema associado a edema foi evidenciado na 

região cirúrgica e desapareceu após 72 horas. Não foram observadas alterações de 

comportamento ou da marcha dos animais utilizados no presente estudo. 

	

Estudo histológico 

	
O aspecto geral dos cortes corados com HE e AZAN mostraram que os poros dos 

discos se apresentaram irregularmente distribuídos e com boa interconectividade. Não 

houve desenvolvimento de resposta inflamatória aguda e tampouco fibrose no entorno 

dos materiais, independente do período de observação, do sítio de implantação ou do tipo 

de implante. 

Foram observadas células gigantes multinucleadas (CGM) nas superfícies 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 períodos de observação 

e será descrito a seguir. 

	

Implantes subcutâneos 
 

Nos implantes subcutâneos de BCP e BCP/Nb2O5 houve migração de células e 

vasos sanguíneos a partir do tecido circunjacente aos discos. O tecido que se desenvolveu 

nos poros apresentou diferenças na sua morfologia quando comparados poros em 

diferentes posições e diferentes períodos de observação (Figura 7A). Os vasos que 

permearam os discos de BCP/Nb2O5 apresentaram-se hiperêmicos e com a luz de maior 

diâmetro, em comparação com aqueles que permearam os discos de BCP (Figura 7B e 

7E). Estes implantes apresentaram muitos eritrócitos fora dos vasos. Alguns poros, em 

diferentes períodos apresentaram um preenchimento amorfo, homogêneo, eosinofílico, 

tratando-se possivelmente de fluido tecidual. 
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A seguir serão descritas as principais características morfológicas dos implantes 

subcutâneos com BCP e BCP/Nb2O5, nos períodos de 15, 45 e 60 dias de observação. As 

particularidades para cada material serão destacadas no texto. 

 

Período de 15 dias 

 

Após 15 dias, a maioria dos poros apresentou-se vascularizado. Os poros dos 

discos de BCP e BCP/Nb2O5 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 superfície interna dos 

poros (Figura 7B).  

Neste período os poros mais periféricos apresentaram-se mais celularizados e 

houve a deposição de uma matriz mais densa ao redor dos vasos sanguíneos. A coloração 

azul intensa, dada pela coloração com AZAN, da matriz perivascular indica a presença 

de colágeno. Este mesmo padrão de formação de matriz também foi observado para 

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

	
Período de 45 dias 
 

Aos 45 dias de observação a matriz do tecido que preencheu os poros apresentou 

características de maturação, que ficou evidente pela visualização de uma matriz mais 

densa, em comparação com aquela de 15 dias (Figura 8A). No grupo BCP/Nb2O5 a matriz 

era homogênea, enquanto no grupo BCP tinha aspecto mais fibroso (Figura 8C e 8E). A 

morfologia das células aos 45 dias foi semelhante àquelas de 15 dias de observação. Uma 

das características mais marcantes do tecido preenchedor dos poros nos discos 

BCP/Nb2O5 era a grande quantidade de eritrócitos no interior dos vasos, de maior calibre 

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

 

Período de 60 dias 
 

Após 60 dias de implante, não se observou uma evolução na morfologia dos 

tecidos que ocuparam o interior dos poros, em comparação com os períodos anteriores. 
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O tecido apresentou basicamente as mesmas características já descritas (Figura 8B, 8D e 

8F). Neste período ainda havia poros vazios. 

 

 
 
Figura 7. Fotomicrografia do BCP (A, B, C, D) e do BCP/Nb2O5 (E, F) implantados em sítio subcutâneo 
de ratos Wistar após 15 dias da cirurgia de implantação. Em (A) é possível observar um maior número de 
células com núcleos mais condensados (cabeça de seta) na periferia do scaffold em comparação com a 
região central. Em (B) mostra células dispersas no interior do tecido conjuntivo que preencheu os poros e 
na superfície interna do material (seta). Observa-se vasos sanguíneos (v) numa posição central dentro dos 
poros e a deposição de matriz (m) adjacente ao vaso. A coloração em azul em (D e F) confirma a presença 
de colágeno na composição da matriz corada em eosina (A, B, C e E), quando se utilizou a hematoxilina e 
eosina (HE), com disposição de fibras semelhante à matriz óssea. BCP (bcp) e BCP/Nb2O5 (nb). Imagens 
em 400x. Coloração HE: (A, B, C, E). Coloração Azan: (D, F). 
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Figura 8. Fotomicrografia do BCP (bcp) e do BCP/Nb2O5 (nb) em sítio subcutâneo de ratos após 45 dias 
(A, C, E) e 60 dias (B, D, F) de implantação. Em (A) é possível ver a deposição de matriz (m) no interior 
de um poro e a presença de vaso sanguíneo (v). Em (C) observa-se a deposição de matriz (m) no interior 
dos poros e ao lado de vaso sanguíneo (v). A imagem (E) mostra a deposição de matriz (m) no interior do 
BCP (bcp) corada em azul demonstrando a composição de colágeno. Presença de vasos sanguíneos (v) com 
grande quantidade de eritrócitos. Em (B) verifica-se a matriz de colágeno corada em azul (m) preenchendo 
vários poros após 60 dias de implantação. Em (D) é possível perceber matriz (m) depositada ao lado de um 
vaso sanguíneo cortado transversalmente (v) no BCP/ Nb2O5. Em (F) mostra uma matriz depositada do 
interior de um poro de menor calibre, ao lado de vaso sanguíneo (v), com padrão de deposição de fibras 
semelhante à matriz óssea. Aumento de 200x em (B). Aumento de 400x em (A, C, E). Aumento de 1000x 
em (D, F). Coloração HE (A, C, D, F). Coloração Azan (B, E). 
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Implante subfascial 

 

Os sítios de implante não apresentaram resposta inflamatória, não houve 

desenvolvimento de cápsula e, após 45 e 60 dias, observou-se o contato direto do tecido 

muscular com o implante. Grande quantidade de vasos migrou para a superfície 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 àquela dos implantes 

subcutâneos. 

 

Período de 15 dias 

	

Quinze dias após o implante subfascial células e vasos sanguíneos oriundos dos 

tecidos adjacentes permearam os poros. Observou-se a deposição de matriz acidófila no 

interior dos poros e ao redor de vasos. As células apresentaram características 

morfológicas de atividade sintética, como núcleo claro e cromatina frouxa, e outras 

menores, com núcleos mais picnóticos (Figura 9A, 9B e 9C).   

Os poros dos materiais foram preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, bastante 

celularizado. A maioria das células apresentou núcleo arredondado, condensado e forte 

coloração basofílica. Um menor número de células fusiformes, com núcleo mais frouxo 

também estavam presentes (Figura 9C). Foi possível observar, ainda, a deposição de 

matriz eosinofílica adjacente aos vasos sanguíneos (Figura 9C e 9E). A matriz foi corada 

em azul pelo Azan mostrando a composição de colágeno (9D e 9F). 

A presença de vasos hiperêmicos e eritrócitos fora dos vasos caracterizou os 

implantes subfasciais com BCP/Nb2O5. 

 

Período de 45 dias 

 

Aos 45 dias de observação 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 núcleo picnótico. Na 

margem dos discos havia grande quantidade de vasos sanguíneos congestos. Diversos 

poros apresentaram uma matriz homogênea (Figura 10A e 10C). 
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Figura 9. Fotomicrografia do BCP (bcp) e do BCP/Nb2O5 (nb) implantados em sítio subfascial de ratos 
após 15 dias de implantação. Em (A) é evidente a migração do tecido para o interior dos poros e a deposição 
de matriz (m) adjacente aos vasos sanguíneos (v). Existem células com cromatina pouco condensada 
(cabeça de seta preta) próximas à matriz. Em (B) mostra a matriz extracelular (m), depositada ao lado de 
vasos sanguíneos (v), com células que apresentou o núcleo pouco condensado (cabeça de seta preta). Em 
(C) é possível perceber matriz (m) preenchendo os poros e depositada ao lado de vasos sanguíneos (v). 
Nesta imagem é visível células com núcleo pouco condensado (cabeça de seta preta) e outras células com 
núcleos mais condensados (cabeça de seta branca). Em (D) observa-se a deposição de matriz (m) corada 
em azul, no interior de poros localizados perifericamente, que ocorreu adjacente aos vasos sanguíneos (v). 
Em (E) podemos verificar a deposição de matriz (m) próxima a vaso sanguíneo (v) e muitas células com 
núcleos bem condensados (cabeça de seta branca). A imagem (F) mostra a deposição de matriz (m) corada 
em azul, depositada ao lado de vasos sanguíneos (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 maturação do tecido que preencheu os poros dos scaffolds de BCP/Nb2O5 pode 

ser observada devido ao aumento na densidade do tecido de preenchimento, com maior 

quantidade de fibras em comparação com o tempo de 15 dias (Figura 10E). As células 

imersas na matriz apresentaram núcleo arredondado, com cromatina frouxa (Figura 10C). 

Além disso, a presença de grande quantidade de vasos sanguíneos congestos e de 

eritrócitos localizados fora dos vasos foi uma característica comum neste período de 

observação. A deposição de matriz nos poros ocorreu na periferia e no centro do 

biomaterial (Figura 10A e 10C). 

	
Período de 60 dias 

	

Neste período de observação os discos foram preenchidos por tecido conjuntivo 

frouxo com uma “matriz delicada” e a presença de células com núcleos condensados, 

mergulhadas na matriz formada (Figura 10B e 10D). Em outras regiões evidenciou-se a 

deposição de matriz eosinofílica adjacente aos vasos sanguíneos e eventual 

extravasamento de eritrócitos para a matriz (Figura 10B). 

Os poros dos discos de BCP/Nb2O5 foram preenchidos por um tecido conjuntivo 

frouxo com a matriz de coloração basofílica e grande quantidade de células, ora com 

núcleos picnóticos e de formato arredondado, ora com núcleos arredondados a ovalados 

e pouco condensados (Figura 10F). Em algumas regiões ocorreu a deposição de matriz 

corada pela eosina, aparentemente formando delicados feixes de fibras, associada a 

núcleos fusiformes dispostos paralelamente às fibras (Figura 10D). Nos poros superficiais 

foi possível visualizar células com núcleos arredondados, com cromatina pouco 

condensada, imersas numa matriz eosinofílica depositada na superfície do biomaterial ou 

preencheu completamente o poro. A matriz depositada no interior dos poros é composta 

por colágeno (Figura 10F). 
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Figura 10. Fotomicrografia do BCP (bcp) e do BCP/Nb2O5 (nb) implantados em sítio subfascial de ratos 
após 45 dias (A, C, E) e 60 dias (B, D, F) de implantação. Em (A) verifica-se uma matriz (m) preenchendo 
os poros e adjacente aos vasos sanguíneos (v), com células que possuem núcleos condensados (cabeça de 
seta branca) e outras células com núcleos menos condensados (cabeça de seta preta). Em (C) mostra que 
algumas regiões foram preenchidas por uma matriz (m) mais corada e em outras o tecido apresenta-se 
menos corado. Exibe, ainda, células com núcleos mais condensados (cabeça de seta branca) e células com 
núcleos com cromatina mais frouxa (cabeça de seta preta). Em (E) observa-se a matriz (m) depositada no 
interior de poros do BCP/Nb2O5 após 45 dias de implante. Em (B), mostra o BCP após 60 dias de 
observação que foi preenchido por tecido conjuntivo frouxo e em alguns poros ocorreu deposição de matriz 
(m), associada às células com diferentes morfologias do núcleo (cabeça de seta branca e preta). Na imagem 
(D) os poros foram preenchidos por matriz (m) corada pela eosina ou composta por fibras dispostas 
paralelamente à superfície do poro (f). Entre estas fibras foi possível visualizar células com núcleos no 
formato fusiforme. Em (F) mostra matriz preenchendo os poros do BCP/Nb2O5 prenchidos por matriz (m) 
com conteúdo de colágeno, e grande quantidade de vasos sanguíneos (v). Aumento de 200x em (D). 
Aumento de 400x em (A, B, C, E, F). Coloração Hematoxilina e Eosina (A, B, C, D). Coloração Azan (E, 
F). 
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Imunocoloração para osteocalcina do grupo BCP em sítio subcutâneo (15 e 45 

dias) 

	

O estudo imunohistoquímico permitiu evidenciar indícios de deposição de matriz 

óssea na interface tecido-biomaterial, aos 15 e 45 dias de observação no grupo BCP. As 

células imunomarcadas apresentaram uma organização na margem dos poros do disco, 

bem como, evidenciou-se a presença de uma matriz amorfa. O endotélio dos vasos 

sanguíneos localizados na proximidade do material também apresentou reação positiva 

para osteocalcina (Figura 11). 

 

Análise por meio do EDS após a implantação no sítio subcutâneo 

 

A partir dos espectros EDS do BCP (Figura 12B e 12C) foi possível calcular um 

valor estimado da relação Ca/P de 1,45 para a região do espectro 1 e de 1,37 para a região 

do espectro 2. 
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Figura 11. Fotomicrografia do BCP implantados em sítio subcutâneo de ratos após 15 dias (A, C, E) e 45 
dias (B, D, F) de implantação imunocoradas com anticorpo anti-osteocalcina. Em (A) pode-se ver células 
que estão expressando a osteocalcina (cabeça de seta).  Em (B) também é possível observar células que 
imunocoradas pela osteocalcina (cabeça de seta) próximas a vasos sanguíneos (v). Em (C) pode-se observar 
células que expressam osteocalcina (cabeça de seta) localizadas adjacente a parede interna de um poro, 
próximas de vasos sanguíneos (v). A imagem (D) mostra imunocoloração por células endoteliais 
localizadas na parede dos vasos sanguíneos (v). Em (E) é possível observar imunomarcação para 
osteocalcina em células (cabeça de seta) localizadas na superfície do material (bcp). Em (F) mostra células 
com coloração positiva para osteocalcina (cabeça de seta), na superfície interna de um poro. Aumento de 
400x em (D). Aumento de 1000x (A, B, C, E, F). Imunohistoquímica com anticorpo anti-osteocalcina 
diluído na concentração 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 após 45 dias de 
implantação no tecido subcutâneo 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 estão em (B) e (C). Os espectros 
EDS permitem calcular a relação Ca/P para as duas regiões. O valor calculado para o spectrum 1 foi de 
1,45 (B), e para o spectrum 2 foi de 1,37 (C). 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	

	

29	

5. DISCUSSÃO 
 

Neste estudo, o potencial osteoindutor de discos de BCP e de BCP/Nb2O5, na 

forma de arcabouços macroporosos foi avaliado após permanecerem implantados nos 

tecidos subcutâneo e subfascial (sítios ectópicos) em ratos Wistar, pelos períodos de 15, 

45 e 60 dias. A composição química dos materiais e a morfologia das cerâmicas porosas 

foram avaliadas para determinar se houve o desenvolvimento de tecido ósseo no interior 

dos poros. Os excelentes resultados alcançados por estas biocerâmicas em estudos 

anteriores, in vivo, em sítio de regeneração óssea (KIYOCHI JUNIOR, 2013; CANDIDO, 

2014; PASQUINELLI, 2015) impulsionaram este estudo em sítios ectópicos. 

A hidroxiapatita (HAp), o β-tricálcio fosfato (β-TCP) e, principalmente, a 

associação destes dois materiais em diferentes proporções, constituindo os BCPs (fosfatos 

de cálcio bifásicos), estão entre os materiais mais empregados para substituir os enxertos 

ósseos (TANG et al., 2018). Os BCPs têm mostrado melhores resultados no organismo 

do que a HAp ou o β-TCP empregados isoladamente (YUBAO et al., 1997; LIU e LUN, 

2012) porque a HAp pura é reabsorvida muito lentamente in vivo (1 a 2% ao ano) e 

apresenta alta fragilidade devido às propriedades mecânicas pobres. No que diz respeito 

ao uso do β-TCP isoladamente, apresenta piores resultados do que o BCP pois sofre 

reabsorção mais rápida (LIU e LUN, 2012) via dissolução e fragmentação (CHEN et al., 

2015). Todavia, estas duas substâncias apresentam boas propriedades quando utilizadas 

num mesmo material pois a HAp proporciona um ambiente favorável para a proliferação 

e diferenciação dos osteoblastos, enquanto o β-TCP fornece íons cálcio e fósforo, úteis 

para diferenciação e a maturação dos osteoblastos e ambos são capazes de estimular a 

formação de novo osso (TANG et al., 2018). 

As cerâmicas de fosfato de cálcio (Ca-P) são reconhecidas como excelentes 

enxertos ósseos devido à sua boa biocompatibilidade e osteocondutividade (LANGER e 

VACANTI, 1993; HENCH e POLAK, 2002). A descoberta da osteoindutividade das 

cerâmicas de fosfato de cálcio estabeleceu um paradigma duradouro de conferir atividade 

biológica regenerativa a materiais com características estruturais cuidadosamente 

projetadas (TANG et al., 2018). Materiais osteoindutores são aqueles que induzem a 

diferenciação de células-tronco locais em células de linhagem osteogênica. Tais materiais 

devem ser apropriados para substituir, no futuro, os auto-enxertos, ainda considerados 

como o “padrão-ouro” (HABIBOVIC e DE GROOT, 2007). 
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A formação ectópica de tecido ósseo, por definição, é o processo de formação 

óssea fora do seu microambiente típico. Existem numerosos modelos em animais, para a 

indução da formação ectópica de osso com o intuito de examinar o processo de 

osteogênese ou avaliar o “potencial osteogênico” de um dado implante (SCOTT et al., 

2012). 

As cerâmicas de fosfato de cálcio sintéticas são capazes de induzir osteogênese 

quando implantadas em sítios não ósseos, mas essa habilidade pode variar de acordo com 

o material testado (LE NIHOUANNEN et al., 2005; FELLAH et al., 2008) e com o 

modelo animal utilizado (YANG et al., 1996.). Animais como cães, porcos, macacos, 

babuínos, cabras, coelhos e camundongos já 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 

frequência são encontrados estudos em ratos (YANG et al., 1996). Os métodos mais 

empregados em roedores incluem os implantes subcutâneo, intramuscular e a cápsula 

renal (ASATRIAN, CHANG e JAMES, 2014). 

O primeiro experimento após o qual o conceito de osteoindução foi usado para 

descrever a formação ectópica de osso foi realizado por URIST et al., em 1965, que 

mostraram a formação de matriz óssea por meio de observação histológica, após o 

implante de matriz óssea descalcificada (DMB – decalcified bone matrix) ou BMPs (bone 

morphogenetic protein) no músculo de camundongos, ratos e cobaias (TANG et al., 

2018). 

Estudos em cães mostraram que a diferenciação na região dos poros de cerâmicas 

de fosfato de cálcio seguem um processo complexo envolvendo invasão de tecido 

conjuntivo fibrovascular nos primeiros 15 dias de observação, aparecimento de células 

mesenquimais polimórficas próximas aos vasos invasores e em interface com as 

cerâmicas por volta dos 30 dias, a diferenciação de osteoblastos, a formação de matriz 

óssea em contato direto com a superfície das cerâmicas por volta de 45 dias, e finalmente 

a remodelação 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 biológicos após o implante de cerâmicas de BCP são a difusão de fluido 

biológico, seguido pela colonização celular. Nos primeiros estágios, estas células são 

macrófagos, seguidos por células mesenquimais, fibroblastos e células angiogênicas. Este 

evento é acompanhado pela conversão fenotípica de tecido conjuntivo em osso normal. 

(GLOWACKI, 2005). 
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No presente estudo, nos primeiros quinze dias após o implante das cerâmicas, em 

ambos os sítios, observou-se a colonização dos poros por tecido conjuntivo frouxo rico 

em células e vasos sanguíneos. As características descritas por Yang e colaboradores 

(YANG et al., 1996) até os 45 dias de observação, apoiam os achados deste estudo, em 

ratos. Aos 60 dias de observação, que representa o limite máximo de nossa observação, 

nenhum dos animais, em nenhum dos sítios de implante apresentou remodelação e 

deposição óssea lamelar, característica de osso maduro. A histologia revelou a migração 

de células e vasos sanguíneos e a evolução na deposição de colágeno ao redor de vasos 

sanguíneos e na superfície dos materiais, caracterizando um tecido ósseo imaturo 

(osteóide). As evidências de que houve deposição de osteóide foram reforçadas pela 

positividade para osteocalcina, no sítio subcutâneo, examinados por imuno histoquímica 

em amostras de 15 dias. A osteocalcina, conhecida por Bone Gla Protein (BGP), é 

produzida pelos osteoblastos e está presente nos estágios iniciais da osteogênese, sendo 

detectada antes que o processo de mineralização se inicie (NAKAMURA et al., 2009). 

Foi possível observar a positividade para osteocalcina em algumas células localizadas na 

superfície interna do poro e na matriz extracelular depositada em seu interior. As células 

endoteliais também expressaram esta proteína. Embora não tenha ocorrido a formação de 

tecido ósseo maduro, a migração celular, a deposição/organização do colágeno e a 

positividade para osteocalcina dão fortes indícios de que os materiais possuem potencial 

osteoindutor. 

Além disso, a análise por EDS de amostras de BCP implantadas em sítio 

subcutâneo e analisadas após 45 dias de observação permitiu concluir que ocorreu a 

deposição de matriz orgânica (com alto conteúdo do elemento carbono) e que apresenta 

um conteúdo de cálcio e fósforo e uma relação Ca/P calculada de aproximadamente 1,45. 

Desta forma, fica evidente a produção e deposição de um material que apresenta conteúdo 

de cálcio e fósforo na superfície do material implantado em sítio ectópico sem a utilização 

simultânea de fatores de crescimento ou de células-tronco exógenos, reforçando a 

observação do potencial osteoindutor do biomaterial. 

Outros autores relatam experimentos com coelhos, nos quais não observaram o 

desenvolvimento de osteóide ou osso após implante subcutâneo ou intramuscular. Não 

encontraram evidências de formação óssea ectópica, em ratos ou coelhos, induzida por 

biocerâmicas macroporosas bifásicas de fosfato de cálcio (MBCP – macroporous 

biphasic calcium phosphate). Nestes pequenos animais, a formação de tecido ósseo de 

novo somente foi observada quando foi adicionada medula óssea autógena ao MBCP. 
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Ainda assim, a formação óssea ectópica 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 otimização das 

características das cerâmicas de fosfato de cálcio, poderia haver indução da formação 

óssea, mais do que pela adição de células e fatores de crescimento (TANG et al., 2018). 

A composição de fase é um dos fatores mais importantes na determinação da 

osteoindutividade das cerâmicas de fosfato de cálcio (BARRADAS et al., 2011; 

SAMAVEDI, WHITTINGTON e GOLDSTEIN, 2013). Embora não seja uma regra fixa, 

quanto maior a solubilidade do material, maior seu potencial osteoindutor. Uma 

solubilidade ótima pode ser alcançada com proporções variadas de uma mistura de HAp 

pouco solúvel e β-TCP muito solúvel (TANG et al., 2018). Wang e colaboradores, em 

2014, demonstraram que um material bifásico contendo 30% de HAp e 70% de β-TCP 

foi mais osteoindutor e promoveu maior expressão de BMP-2, em comparação com BCP 

constituído por 70% HAp e 30% de β-TCP, e até mesmo em comparação com o β-TCP 

puro e HAp pura (WANG et al., 2014a). 

As análises das cerâmicas por DRX, FTIR e micro-Raman mostraram que o BCP, 

utilizado neste estudo, era composto por 88,79% de HAp e 11,21% de β-TCP e o 

BCP/Nb2O5 que ao final do processamento apresentou 34% de β-TCP (além de 32,6% de 

PNb9O25 – óxido de fósforo nióbio e 33,4% de CaNb2O6, conhecido por fersmita). A 

literatura não deixa claro qual é a melhor razão entre as fases que compõem os materiais 

(EBRAHIMI, BOTELHO e DOROZHKIN, 2017) mas, de acordo com estudos 

anteriores, tanto o BCP como o BCP/Nb2O5 são biocompatíveis, osteocondutores e 

favoreceram a formação de tecido ósseo, quando implantados em sítio ortotópico 

(KYIOCHI JÚNIOR, 2013; CANDIDO, 2014; PASQUINELLI, 2015). Neste estudo, a 

diferença em termos de composição dos dois materiais avaliados parece não influenciar 

a resposta tecidual após a implantação em sítio subcutâneo ou em sítio subfascial. 

Após a identificação das fases dos materiais e dos respectivos valores percentuais, 

foi possível calcular um valor estimado da razão Ca/P, para ambos os materiais, antes de 

serem implantados nos sítios ectópicos. O BCP apresenta uma razão Ca/P calculada igual 

a 1,64 caracterizando-o como material ligeiramente deficiente em cálcio, quando 

comparado com a hidroxiapatita estequiométrica (razão Ca/P igual a 1,67). Os materiais 

de fosfato de cálcio que apresentam uma deficiência em cálcio têm sido bastante 

estudados no que diz respeito aos enxertos ósseos pois apresentam uma semelhança 

estrutural com o osso (YUFU et al., 2015; ETMINANFAR et al., 2016). Outros estudos, 
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por sua vez, afirmam que os osteoblastos exibem um melhor crescimento quando 

associados a materiais que apresentam uma razão Ca/P mais alta, em torno de 1,7 (BEST 

et al., 1997; MONCHAU et al., 2013). Neste contexto, o BCP/Nb2O5, apresentou uma 

razão Ca/P calculada de 1,78. É importante ressaltar que esta razão molar Ca/P de 1,78 

pode estar relacionada com a presença de átomos Ca e P localizados em fases do material 

consideradas estruturais, ou seja, a fersmita (CaNb2O6) e óxido de fósforo nióbio 

(PNb9O25), as quais contribuem igualmente, em termos percentuais, para a composição 

do material, mas não participam diretamente como fornecedores de íons para o sítio de 

implantação. 

Acredita-se que os íons Ca+2 e PO4
-3 são importantes para a osteoindução pois o 

aumento na concentração desses íons tem impacto sobre a proliferação, migração e 

diferenciação de osteoblastos (DVORAK e RICCARDI, 2004; ZAYZAFOON, 2006; 

BREITWIESER, 2008; CHAI et al., 2012) e na mineralização da matriz (MURSHED et 

al., 2005; CHAI et al., 2012). O ambiente iônico pode iniciar a indução óssea por afetar 

a adsorção de proteínas como fibrinogênio, insulina e colágeno tipo I. Essa adsorção é 

maior sobre BCP do que sobre HAp (ZHU et al., 2007; ZHU et al., 2010). 

Além da composição de fase e do ambiente iônico, os implantes devem exibir 

duas características para induzir formação ectópica de osso: uma superfície com 

microporos e uma estrutura de macroporos (DACULSI e LAYROLLE, 2004). Neste 

sentido, ambos os materiais apresentam características que indicam um potencial 

osteoindutor. 

O BCP e o BCP/Nb2O5 se apresentaram muito semelhantes em termos de 

porosidade, do formato e do diâmetro 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/Nb2O5 que permitiu a difusão de fluidos e a migração de células. Embora não 

exista um consenso com relação aos parâmetros estruturais ideais dos materiais, uma 

porosidade entre 40 e 80%, com poros entre 100 e 400 µm, a presença de grande 

quantidade de microporos (<20 µm) e a existência de canais que conectam os poros 

internamente e com o meio externo são aspectos importantes para que ocorra a 

osteoindução (HONG et al., 2010; WANG et al., 2012; CAMPANA et al., 2014; TANG 

et al., 2018). 

A comparação dos materiais por meio das eletromicrografias de varredura revelou 

que os dois materiais são diferentes no que diz respeito a microtopografia da superfície 
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dos poros (Figura 2). O BCP apresentou um padrão regular constituído por uma estrutura 

de grão arredondados ligados por pescoços, com um grau maior de microporosidade 

(Figura 2C). O compósito BCP/Nb2O5, por sua vez, apresentou uma diminuição da 

microporosidade (Figura 2D) que pode estar associada à temperatura de sinterização, de 

1080 oC. Nesta temperatura, o BCP está iniciando o processo de coalescência dos grãos, 

e se observa a formação do “pescoço” que une os grãos. Nesta mesma temperatura o 

BCP/Nb2O5 já ultrapassou o estágio de coalescência dos grãos justificando a menor 

quantidade de microporosidade observada em sua superfície. Esta diferença, em termos 

de microrugosidade dos materiais, parece não ter influenciado a resposta do tecido, visto 

que a análise histológica demonstrou uma morfologia tecidual semelhante, independente 

do sítio de implantação e do material avaliado. 

A função dos poros no arcabouço é acomodar células em crescimento, enquanto 

o papel do poro interconectado é permitir passagem de fluidos, vasos sanguineos e células 

para o centro do arcabouço, bem como adequar a troca de oxigênio 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 sanguíneos também têm a função adicional de levar 

células com capacidade de se diferenciarem em osteoblastos (CHEN et al., 2015). 

A microporosidade é importante para que ocorra a penetração dos fluidos 

corpóreos e fatores osteoindutores, aumenta a rugosidade superficial que favorece a 

implantação celular e o fenótipo osteogênico, além de diminui o estresse de cisalhamento 

sobre as células e sobre as proteínas aderidas à superfície 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 cerâmica de 

BCP/Nb2O5 parece não ter sido um fator limitante para a difusão de fluidos, crescimento 

de vasos e migração de células para as regiões mais íntimas do arcabouço, in vivo. A 

passagem desses componentes pode ter sido favorecida pela composição química do 

compósito. A maior e mais rápida dissolução da cerâmica, após o seu implante, resultante 

do maior percentual de β-TCP, pode ter favorecido a dissolução química ou degradação 

mediada por células (YUAN et al., 2001) e, como consequência, vários espaços seriam 

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

Os arcabouços macroporosos do BCP e do BCP/Nb2O5 apresentam as condições 

morfológicas que favorecem a osteogênese ectópica. Houve deposição de matriz 

semelhante ao tecido osso nos arcabouços de BCP e de BCP/Nb2O5 tanto no sítio 

subcutâneo como em sítio subfascial, mas a dissolução rápida do β-TCP pode ser um dos 

fatores que não favoreceu a mineralização. 
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