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RESUMO

Introducéo: A area da bioengenharia tecidual tem o desafio de desenvolver
materiais que possam criar e aperfeicoar enxertos aloplasticos ou técnicas
regenerativas que melhorem e restaurem a funcéo tecidual. Associar diferentes
materiais pode contribuir para a elaboracdo de um biomaterial com tal
caracteristica. Diante disso, as biocerAmicas wollastonita e fosfato tricalcico vém
sendo estudadas com o0 objetivo de se desenvolver um composto com
biodegradacdo e osteogénese similar ao processo reparador do tecido ésseo. A
wollastonita é um silicato de célcio que apresenta o silicio em sua constituicdo. O
silicio participa ativamente do processo de osteogénese, fator que explica a
bioatividade da wollastonita. O fosfato tricalcico apresenta rapida degradacao
guando exposto aos fluidos corporeos. A associacdo dessas bioceramicas tem
grande interesse para a bioengenharia tecidual, ja que esse composto é bioativo e
biorreabsorvido. Objetivo: Avaliar, apos implantacdo in vivo, o comportamento
osteogénico de um novo compdsito formado por pseudowollastonita e fosfato
tricalcico no reparo 6sseo. Materiais e métodos: Foram utilizados 20 ratos
distribuidos, randomicamente, em 4 grupos experimentais avaliados aos 15 dias e
45 dias de pos-operatdrio: grupo wollastonita de calcio - defeito 6sseo preenchido
com wollastonita/TCP; grupo sem biomaterial - defeito 6sseo sem implantacéo de
biomaterial, preenchido com coagulo. Os espécimes foram avaliados por
histomorfologia, através da microscopia de luz comum. Resultados: Observou-se,
aos 15 dias, no grupo wollastonita de calcio a formacdo de matriz osteoide
reacional restrita as bordas, porém, direcionada ao centro do defeito 6sseo. Aos 45
dias, observou-se matriz osteoide depositada ao longo de todo o defeito 6sseo. Em
ambos 0s pontos biolégicos, a matriz neoformada permeou os granulos do
biomaterial e eles se apresentaram com aspecto basifilico. Estes se apresentaram
em tamanhos diferentes, preenchendo todo o defeito em mono ou em duplas
camadas e em processo de biodegradacdo. Notou-se um discreto processo
inflamatério mononuclear, com proliferacdo de capilares e rea¢do granulomatosa ao
redor da superficie do biomaterial. No grupo controle, aos 15 e 45 dias, ocorreu
neoformacgdo éssea reacional restrita as bordas do defeito com preenchimento do
defeito por delgado tecido conjuntivo fibroso. Conclusédo: O compésito p-W/BTCP
apresentou capacidade osteocondutora, bioativa e biodegradavel.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea. Wollastonita. Ceramica.
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ABSTRACT

Introduction: The field of tissue bioengineering has the challenge of developing
materials that can create and perfect alloplastic grafts or regenerative techniques
that improve and restore tissue function. Associating different materials can
contribute to the elaboration of a biomaterial with such characteristic. In face of this,
the wollastonite bioceramics and tricalcium phosphate have been studied with the
aim of developing a compound with biodegradation and osteogenesis similar to the
repair process of bone tissue. Wollastonite is a calcium silicate which presents
silicon in its constitution. Silicon participates actively in the process of osteogenesis,
the factor which justify the bioactivity of wollastonite. Tricalcium phosphate presents
rapid degradation when it is exposed to body fluids. The association of these
bioceramics has great interest for tissue bioengineering, since this compound is
bioactive and bioreabsorbed. Objective: To evaluate, after implantation in vivo, the
osteogenic behavior of a new composite formed by pseudowollastonite and
tricalcium phosphate in bone repair. Materials and methods: Twenty rats were
used and randomly assigned in 4 experimental groups evaluated at 15 days and 45
postoperative days: group wollastonite of calcium - bone defect filled with
wollastonite / TCP; group without biomaterial - bone defect without implantation of
biomaterial, filled with clot. The specimens were evaluated by histomorphology
using ordinary light microscopy. Results: It was observed at 15 days, in the group
wollastonite of calcium, the formation of a osteoid matrix reactional restricted to the
borders, but directed to the center of the bone defect. At 45 days, it was observed
the osteoid matrix deposited throughout the entire bone defect. In both biological
points, the neoformed matrix permeated the granules of the biomaterial and they
presented themselves with basophilic aspect. These presented themselves in
different sizes, filling the whole defect in mono or in double layers and in the
biodegradation process. It was noticed a unobtrusive mononuclear inflammatory
process, with proliferation of capillaries and granulomatous reaction around the
surface of the biomaterial. In the control group, at 15 and 45 days, respectively,
occurred a reactional bone neoformation restricted to the borders of the defect, with
filling the defect by fibrous slender connective tissue. Conclusion: The composite
p-W/BTCP presented osteoconductive, bioactive and biodegradable capacity.

Keywords: Bone regeneration. Wollastonite. Ceramics.
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GW: Matriz osteoide restrita as bordas do defeito 6sseo aos

15 dias.



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

13

14

15

16

17

19

19

20

21

22

23

24

25

26

GCV: Matriz osteoide restrita as bordas do defeito 6sseo
aos 15 dias.

GW: Matriz osteoide depositada ao redor do granulo aos
15 dias.

GW: Matriz osteoide no centro do defeito 6sseo e de
permeio aos granulos aos 45 dias.

GW: Matriz osteoide em diferente grau de maturacao
aos 45 dias.

GCV: Preenchimento do defeito 06sseo por tecido
conjuntivo fibroso aos 15 dias.

GCV: Preenchimento do defeito 6sseo por tecido
conjuntivo fibroso aos 45 dias.

GW: Distribuicdo dos granulos ao longo do defeito aos
15 dias.

GW: Distribuicdo dos granulos ao longo do defeito aos
45 dias.

GW: Aspecto dos granulos no centro do defeito aos 15
dias.

GW: Aspecto dos granulos centro do defeito e
inflamagé&o crbnica aos 45 dias.

GW: Granulo no centro do defeito dsseo circundado por
osteoblastos aos 45 dias.
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por inflamacé&o granulomatosa aos 45 dias.
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1 INTRODUCAO

Lesbes Osseas de dimensdes criticas sdo caracterizadas por
comprometimento da irrigacdo sanguinea e de células, em decorréncia da auséncia
de uma estrutura que auxilie na sua reparacao. Nessa condi¢céo, o reparo se da por
deposicao de tecido conjuntivo fibroso, o que nao fornece organizagao estrutural ao
tecido. Faz-se necesséria, entdo, a implantacdo de um suporte que oriente a
migracao de células e de fatores osteogénicos para que ocorra a deposi¢cao de novo
tecido 0sseo.

Diante desse desafio, a bioengenharia tecidual utiliza conhecimentos das
Ciéncias Biol6gicas e das Engenharias para desenvolver novas tecnologias,
tratamentos e substitutos teciduais, com caracteristicas que mimetizem respostas
biologicas similares as fisiologicas. Esses substitutos, definidos como biomateriais,
de origem natural ou sintética, sdo destinados a interagir com sistemas biol4gicos,
de forma transitoria ou permanente, com o objetivo de ativar, aumentar ou substituir

tecidos biologicos e/ou érgéos.

Diante dessa necessidade, 0os biomateriais podem ser uma opg¢ao terapéutica,
uma vez que podem ser produzidos com composicao e arquitetura similar ao tecido
0sseo. Além disso, eles tém boa disponibilidade, facil esterilizacdo e menor chance
de causar morbidades. Para que seja viavel a utilizacdo desses materiais como
substitutos 0sseos, € necessario haver biocompatibilidade, osteoconducédo e
biodegradacao. Tais respostas dependem do conhecimento de parametros, como
caracteristicas fisico-quimicas, formato, reatividade superficial e arcaboucos que

permitam a migracao e adesao celular.

Dentre os biomaterais, a wollastonita (W) e fosfato tricalcico (TCP) vém se
destacando entre as ceramicas. O TCP é um fosfato de céalcio com caracteristicas
cristalograficas e quimicas semelhantes a estrutura 6éssea do corpo humano. AW é
um silicato de calcio bioativo que promove melhorias nas propriedades
biomecanicas dos fosfatos de calcio devido a alta degrabilidade e a bioatividade
inerente a suas propriedades.

O silicio presente na W esté relacionado com uma maior osteogénese e maior
reforco as forcas de tracdo. Estudos cientificos associam um melhor desempenho

by

biolégico da W devido a participagdo do silicio em processos fisiologicos
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importantes, ja que o silicio é o terceiro elemento traco mais abundante no corpo
humano, encontrando-se presente na zona ativa de crescimento 0sseo e esta
relacionado com o ciclo celular dos osteoblastos.

A W e TCP, como biomateriais, sdo biologicamente compativeis,
termodinamicamente estiveis ao pH fisiolégico e permitem substituicbes em sua
estrutura quimica, o que resulta em diferentes respostas clinicas e formas de
apresentacao.

A estratégia de associar a W com o TCP permite desenvolver um substituto
0sseo com biodegrabilidade e osteogénese similar ao processo fisiolégico de
reparacdo 6ssea. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, ap6s implantagédo in
vivo, 0 comportamento osteogénico de um novo composto constituido de p-

wollastonita e [(-fosfato tricalcico para aplicacdo na terapia tecidual 0ssea.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMATERIAIS

Biomateriais a base de fosfato e calcio sdo estudados e descritos como opg¢éo
de enxerto para tecido 6sseo desde 1894, quando Dreesman relatou o uso de gesso
como possivel substituto 6sseo. Na década de 1960, muitos dos comportamentos
biologicos dos biomateriais foram elucidados pelos trabalhos desenvolvidos por
Hench. Isto porque os achados constataram que a fase mineral de alguns
biomateriais era similar aos dos dentes e 0ssos humanos. Esta semelhanca é
explicada pela natureza quimica desses materiais que, por serem formados
basicamente por ions célcio e fosfato, participam ativamente do equilibrio i6nico
entre o fluido biolégico e os fosfatos de calcio (TEIXEIRA, 2009).

Biomaterial pode ser definido como aquele projetado para direcionar, por
meio da interacdo com componentes bioldgicos, a resposta de qualquer tratamento
ou diagndstico, na medicina humana ou veterinaria, de maneira independente ou
como parte de um sistema complexo quando em contato com um sistema vivo
(WILLIAM, 2009). Os biomateriais podem ser classificados como metal, ceramica e
polimero, a depender de sua origem (GONCALVES et al., 2013).

As ceramicas sdo definidas como moléculas inorganicas, ndo metalicas, de
composicdo altamente variada. Os principais representantes para aplicacdes
biomédicas sédo a alumina (Al,O3), a zircénia (ZrO,), os fosfatos de calcio bioativos
(fosfato beta tricélcico [B-TCP], hidroxiapatita de calcio [HAP]), os vidros bioativos
(Bioglass 45S5) (COSTA, 2014). Existe um subgrupo dentro das ceramicas,
chamado de ceramicas quimicamente ligadas, onde as ligacées formadas sé&o do
tipo covalente, ibnica e forca de van der Walls. Fazem parte deste subgrupo os
sistemas silicato de calcio (wollastonita), fosfatos de calcio, carbonatos de calcio,
aluminatos de calcio e os sulfatos de calcio (ALONSO, 2011).

As ceramicas, quando em contato com tecidos vivos, sdo divididas em trés
classes: bioinertes, biativas ou de superficie ativa e as biodegradaveis ou
reabsorviveis.

. Bioinertes: pertencem a este grupo os materiais que mantém as
propriedades fisicas e quimicas, sem troca ibnica, quando expostas ao meio

fisiologico. Sua fixagdo produz intimo contato entre o enxerto e 0 0sso, a partir de
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uma forte ligacao fisica criada nessa interface. Sdo bem tolerados pelo organismo e
ndo provocam respostas ao tecido. Porém, ha uma pequena formagdo de camada
fibrosa entre o biomaterial e o0 meio intersticial. Compdem este grupo a zircbnia e a
alumina (GARZON, 2012).

. Bioativos: neste grupo os materiais realizam ligagdes de origem
quimica com o tecido adjacente, sem formar tecido conjuntivo, o0 que promove
fixacdo estavel entre eles. Sao representados pelos fosfatos de célcio e compostos
de fosfato de calcio (GARZON, 2012).

. Biodegradéaveis: compostos por biomateriais que, ao entrarem em
contato com os tecidos sdo degradados, sdo solubilizados ou fagocitados pelo
organismo de forma gradual. Nao ha formacéo de tecido conjuntivo entre o implante
e 0 0sso. O TCP e W fazem parte desta classe (GARZON, 2012).

As bioceramicas, nos ultimos anos, se destacam dentre os biomateriais pelo
desempenho biolégico ao serem implantados. Quando em contato com o meio
biologico, elas tém a capacidade de formar camada de hidroxiapatita, o que
promove adesdo mecéanica e quimica entre o tecido e o enxerto (COSTA, 2014).
Dentro desse grupo, dois compostos se destacam: o fosfato tricalcio (TCP) e a
wollastonita (W) (CARRODEGUAS et al., 2008; DE AZA et al., 2014).

2.1.1 Wollastonita (W)

A W é um metassilicato de caélcio, do tipo piroxénio (estrutura de cadeia
simples), constituida por trés tetraedros comumente repetitiva e com férmula
guimica CaSiOs (Figura 1). Sua origem pode ser natural ou sintética, sendo que a
sintética apresenta pureza quimica e estrutura mais cristalina. Esses aspectos séo a
principal diferenca entre as duas origens (FACTORI, 2009; ANJANEYULU;
SASIKUMAR, 2014). O seu principal uso nas ultimas décadas tem sido na industria
de ceramica doméstica, na area tecnoldgica e industrial devido a sua inércia,
estabilidade térmica, baixa expansdo e baixa condutividade térmica (AZAROV,
1995).

Na natureza, encontra-se com composicao tedrica de 48,28% CaO (oxido de
célcio) e 51,72% SiO, (diéxido de silicio), podendo estar associado a outros

minerais, como o aluminio (Al), ferro (Fe), magnésio (Mg), titanio (Ti), manganés
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(Mn), potéassio (K) (Quadro 1). E o Gnico mineral natural com a capacidade de se
organizar em forma acicular, forma de agulha. No entanto, na forma sintética ndo
apresenta essa conformacgao (FACTORI, 2009; ANJANEYULU; SASIKUMAR, 2014).

A W apresenta boa resisténcia mecanica e térmica e a sua utilizacdo em
compa@sitos ceramicos propicia melhorias nas propriedades biomecanicas deles.
Baixa contracdo e ponto de fusdo, alcalinidade e atoxicidade s&@o caracteristicas
também importantes da W, quando utilizada como opcdo para enxerto 0sseo
(AZARQV, 1995).

Figura 1 - Estrutura cristalina da wollastonita.

unidade
repettiva

A

*=8i 0 ==Ca
Fonte: Adaptado de Fernandes (2006).
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Quadro 1 - Composicao quimica tipica da wollastonita

Valor
Componentes tipico
(%)
CaO 46,15
SiO, 51,60
Fe, O; 0,77
Al,03 0,34
MnO 0,16
MgO 0,38
TiO, 0,05
K, O 0,05

Fonte: Adaptado de Fernandes, 2006.

A W de origem natural é formada pelo processo chamado de metamorfismo,
resultante da variacdo de calor e pressdo do calcario e silica. E normalmente
encontrada na coloracdo branca, mas pode ser cinza, marrom ou vermelha,
dependendo da quantidade de impurezas presentes em sua estrutura quimica, ou
seja, da quantidade de ligagdes com outros minerais (FACTORI, 2009).

A W sintética possui caracteristicas fisico-quimicas constantes, o que lhe
permite produzir os trés tipos presentes na natureza. A W triclinica é a forma mais
comum e predominante; jA as formas parawollastonita monoclinica e a
pseudowollastonita triclinica (p-W) sé@o as mais raras de serem encontradas
naturalmente. A p-W é a Unica das W que se forma em altas temperaturas: acima de
1200°C (FACTORI, 2009; ANJANEYULU; SASIKUMAR, 2014).

A p-W é uma silica estavel a temperaturas acima de 1030°C, polimoérfica e
possui estrutura cristalina capaz de realizar ligacdo direta como 0Sso
(CARRODEGUAS et al.,, 2008; DE AZA; GUITIA; DE AZA, 1994). Esta ligacao
ocorre, pois se trata de um silicato com comportamento bioativo que permite a
formacdo de uma camada de hidroxiapatita (HAP), a partir da dissolu¢cao dos seus
cristais. Essa camada de HAP conduz a migracao dos osteoblastos para a superficie

do implante e coloniza a sua superficie. (AL NOAMAN et al., 2013)
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A W e a p-W, quando em contato com os fluidos corporeos (FC), formam uma
camada de apatita por meio da troca i6nica entre H3O" do FC com ions de calcio da
p-W. Como resultado, ocorre formacdo de uma camada de hidrogel de silica amorfo
e aumento do pH de 9,0 para 10,5 na interface W/FC (DE AZA; GUITIA; DE AZA,
1994). A alcalinizacdo do meio e a formacdo da camada de hidrogel de silica
explicam a sua superior bioatividade, quando comparada a outros biomateriais (DE
AZA; DE AZA, 1994; MOTISUKE; BERTRAN, 2012; AL NOAMAN et al., 2013).

O tempo de ligagdo ao 0sso ocorre mais rapido devido a sua maior
reatividade superficial, propriedade essa que esta relacionada com as
caracteristicas superficiais do biomaterial. A area superficial do biomaterial é onde
ocorre o primeiro contato com o meio onde foi implantado. Ela influencia na
adsorcdo das proteinas, no grau de contato dos fluidos fisiolégicos sobre o
biomaterial e na adesdo celular. A morfologia superficial do material tem papel
importante na interacdo tecido/biomaterial, pois ela participa da modulacdo da
atividade celular circunjacente com a superficie do implante (ALONSO, 2011).

A biodegrabilidade e bioatividade encontradas na p-W resultam, entdo, da
ligacdo fisica e quimica a estrutura éssea. De Aza e colaboradores (2000)
demonstraram que a p-W, quando implantada em tibias de rato, ligava-se ao 0sso
mediada por proteina e pelo mecanismo que eles definiram como dissolucao-
precipitacdo-transformacdo. A dissolucdo-precipitacdo € o processo responsavel
pela formacao da camada de HAP, por meio da dissolucdo parcial da silica amorfa e
logo apos a precipitacdo de HAP na superficie do biomaterial, até que nao haja mais
trocas ibnicas. O processo de transformacdo seria a fase de remodelacdo 6ssea
(Figura 2) (DE AZA et al., 1994).

A presenca do silicio na composicdo da W traz aspectos bioldgicos
importantes, ja que ele desempenha papel primario na formacédo da matriz 6ssea
com ligagBes entre o coldgeno e os proteoglicanos (AL NOAMAN et al., 2013). Além
disso, estudos tém sugerido que as adi¢des de silicio em biomateriais influenciam no
metabolismo celular, ja& que esse ion participa do processo de mineralizacao,
promove a expressdao de genes relacionados com a atividade 0ssea, estimula a
proliferacdo celular dos osteoblastos e promove a neoformacéo 6ssea (DE AZA et
al., 2000; MOTISUKE; BERTRAN, 2012; DE AZA et al., 2014).
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2.1.2 Fosfato Tricélcico (TCP)

O TCP apresenta propriedades importantes para a elaboracéo de substitutos
teciduais &sseos, pois € quimicamente estivel, possui capacidade de permitir
substituicdes idnicas sem promover alteracdes significativas em seu arranjo espacial
na forma alotropica B-TCP, além de ser bioativo, osteocondutor e biodegradavel.
Atualmente, é utilizado em reservatérios de liberacdo lenta de farmaco e
preenchimento de pequenos defeitos 6sseos (GUASTALDI; APARECIDA, 2010;
GOMES, 2012; PIRES et al., 2015).

Presente em diversos processos patolégicos, o TCP ocorre no calculo
dentario, salivar e urinario, em lesbes cariosas e calcificacbes em tecido mole.
Apresenta férmula quimica de Caz(POg), e pode ser sintetizado, a partir do fosfato
de calcio amorfo ou hidroxiapatita deficiente de calcio, em quatro formas cristalinas,
a depender da temperatura de transicdo. Entre 1120-1180°C ha conversao de -
TCP para a-TCP. O B-TCP permite a substituicdo do ion calcio por ion magnésio em
sua estrutura, o que promove o aumento da temperatura de transigdo da fase B para
a fase a, tornando-o mais estavel a temperaturas acima de 1400°C (ALONSO,
2011), enquanto que em sua composi¢cao sem substituicdes idnicas ha transicdo da
fase a-TCP para o’-TCP. O aparecimento da fase y-TCP sO é possivel sob
condigdes de elevada pressao e a fase a’-TCP nédo é conhecida devido a dificuldade
de preparacdo (GUASTALDI; APARECIDA, 2010; GOMES, 2012; PIRES et al.,
2015).

As fases a e B sdo quimicamente idénticas, no entanto, em meio biolégico,
comportam-se de forma diferente. A fase B é mais usada em compostos
monofasicos ou bifasicos, pois possui um maior indice de solubilidade do que a fase
a e por possuir maior energia especifica superficial. Os TCP podem ser obtidos por
diferentes vias de sintese, o0 que possibilita a aquisicdo de TCP, com caracteristicas
particulares e respostas bioldgicas diferentes. As vias mais utilizadas para sua
sintese sdo a via Umida e a reacao de estado sdlido (Tabela 1) (ALONSO, 2011). Na
reacao de estado sélido, o material € aquecido em temperatura superior a 1000°C.
Esse aquecimento provoca um aumento no tamanho médio das particulas, o que

permite a remocao de impurezas durante a sintese. (KAI, 2012)
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Tabela 1 - Exemplos de vias mais utilizadas para a sintese de TCP

Métodos de obtencio do fosfato tricilcico

. 3Ca(OH),+2H;P0,—Ca;(POy), +6H,0 (Rathje. 1939)
Reagio dcido- ST g o .
base Particulas pequenas (< 1pm), cristalinidade similar aos tecidos
naturais (baixa cristalinidade)

3Ca(NO;),+2(NH.),HPO,+2NH(OH)—Ca3(PO,),+6NH,;NO3+H,0
(Hayek & Newesely, 1963)

y 3CaCl,+2(NH;);HPO,=Ca;(PO,),+6NH,CI4+2H,0

X Reagdo entre

Métodos por sais de fosfato
via amida ’ 3 3CaCly+2Na, PO, —Cay (PO, ),+6NaCl

e cilcio
(Nancollas & Mohan, 1970)
Particulas pequenas (< 10pum), cristalinidade similar aos tecidos
naturais (baixa cristalinidade)
Método idéntico a via imida sob pressido e temperatura,
Método i ) )
Hidrotermal Produto conformado, pé nanométrico ou milimétrico possivel a

obtengdo de materiais com porosidade (hidroxiapatita de coral).

2CaHPO,.2H,;0+CaCO;—Ca;(POy),+CO,+5H,0 (Monma, 1976)
Benhes de 1000°C<T>1300°C
estado sélido
Alta cristalinidade, controle da estequiometria, grandes quantidades, método facil

Fonte: Alonso (2011).

As ceramicas TCP ndo sdo estaveis em solu¢des aquosas e em presenca de
umidade; sdo reabsorvidas entre 6 e 15 semanas apés o implante. Isto se da por
possuirem uma maior taxa de degradacdo quando comparadas com a HAP. Por
conta dessa caracteristica, vem sendo associada a outras ceramicas, CoOmo
alternativa para acelerar a reabsorcdo destas. A sua similaridade com a porcao
inorganica do 0sso proporciona uma tenacidade com valores préximos ao do 0sso
cortical humano. Contudo, trata-se de um material com baixa resisténcia a tracéo e
baixa propriedade mecéanica, o que reduz a sua indicacao para areas de pequenos
defeitos 6sseos. (GUASTALDI; APARECIDA, 2010; GOMES, 2012; MOTA, 2014).

Domingues (2003) utilizou cultivo celular para verificar a toxicidade da aTCP e
da B-TCP. O autor concluiu que a fase a-TCP é mais citotoxica do que a fase [3-
TCP. Ele atribuiu essa toxicidade ao fato do a-TCP ser mais solavel e hidrolisar mais
rapidamente em uma hidroxiapatita deficiente em calcio, quando comparado aos
outros fosfatos de calcio. A citoxicidade é associada a hidrolise desse material que
liberaria acido fosforico para o meio de cultura, causando a sua acidificacédo, o que

teria promovido a morte das células.
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A solubilidade dos fosfatos de calcio em agua € uma das principais vantagens
guando utilizados in vivo. De forma geral, a dissolucéo esta relacionada com a razéao
molar Ca/P (ALONSO, 2011). Quanto maior concentracdo molar de calcio, menos
soluvel serédo os fosfatos de calcio. O pH € outro fator que influencia na degradacao
da ceramica in vivo: conforme o pH diminui, mais solivel se torna o fosfato de
célcio, pela troca idnica com o meio fisioldgico (GUSTALDI; APARECIDA, 2010).

A biodegrabilidade dos fosfatos de calcio pode ser explicada pelas
propriedades fisico-quimicas do material, tais como, grau de solubilidade do material
em diferentes pH e dos fatores biolégicos, como exemplo a fagocitose. A
solubilizacdo dos cristais de fosfato de calcio promove troca ibnica com o meio
intersticial, o que estimula a migracao celular, adsor¢éo de proteinas e deposi¢éo de
célcio e fésforo na forma de HAP (Figura 2) (BERTAZZO, 2007; DE AZA et al.,
2014).

Figura 2 - Representacéo esquemética do processo de dissolugéo dos fosfatos de calcio
apos implantacédo. (1 e 2) Inicio e continuagéo do processo de reabsor¢éo. (3) Equilibrio
ibnico entre implante-tecido. (4) Adsorcéo de proteinas. (5 e 6) Adesdo e proliferagéo
celular. (7) Deposicao de HAP. (8) Osso neoformado.

CafPO)OH // Ca(PO,); / CaHPO, ... Superficie fosfatos de calcio

@"@’@O%\@@ ®

Fonte: Adaptado Bertazzo (2007).

2.1.3 Vitroceramicas

Os vidros néo apresentam ordenacao atdbmica, portanto, sdo amorfos (Figura

3). Esse estado se da pela termodimanicamente metaestavel do material. A unidade
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basica de um vidro de silicato € o grupo (SiO4)-4 e suas redes sdo formadas a partir

da ligacéo desses grupos (DAGUNO, 2011).

As vitroceramicas sao materiais inorganicos policristalinos, contendo fase
vitrea que é produzida a partir de duas fases. A primeira envolve a fusdo dos
atomos do material e a segunda, da cristalizacdo do material através da nucleacédo e
do crescimento do cristal. A natureza do cristal, desenvolvida na sintese, tera
influéncia sobre a capacidade de reabsorcdo do biomaterial. O processo de
biorreabsorgéo ocorre quando a vitroceramica € introduzida em fluido biolégico e a
superficie do biovidro sofre dissolucdo parcial de célcio e fésforo e deposicdo de
apatita em sua superficie do implante, o que promove a ligacdo quimica com o
tecido 6sseo (Figura 3) (DAGUNO, 2011).

Figura 3 — Representacdo das etapas de deposicdo de HAP dos
biovidros em fluido biolégico
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Fonte: Daguno (2011)

2.2W-TCP

O grande numero de artigos relacionados com as rotas de sintese dos
biomateriais tem mostrado uma profunda influéncia dos métodos de preparacdo
sobre as propriedades das bioceramicas. Entre as variaveis determinantes dessas
propriedades, a estequiometria, a estrutura cristalina e a porosidade sao
determinantes para o comportamento biolégico de tais materiais. Genericamente, o

preparo de uma ceramica sinterizada e, portanto, de uma bioceramica, envolve 3
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etapas fundamentais: (i) preparo do po; (ii) secagem parcial do bloco conformado; e
(i) aquecimento a altas temperaturas para obtencdo do bloco sinterizado
(ALMEIDA, 2013).

A sintese do composto W-TCP pode ocorrer através de altas temperaturas.
Uma delas ocorre quando é ele levado a altas temperaturas eutéticas; nesse
processo ocorre a fusdo dos componentes e producédo de um sistema eutético de W-
TCP. Esse sistema, entdo, sera constituido de atomos que estdo distribuidos de
maneira desordenada, formando uma estrutura amorfa (DE AZA et al., 1997, 2014).
Contudo, esse processo resulta na formacao de espacos intraparticulas diminutos,
menores do que 100um, resultando em uma matriz cuja porosidade ndo contribui
para a migracao celular e osteogénese no interior do arcabouco tridimensional (AL
SALMAN, et al., 2015). Outra desvantagem dessa via de sintese é que ela necessita
de vérias etapas e altas temperaturas por um longo tempo (PODPORSKA et al.,
2008; AL SALMAN et al., 2015).

De Aza e colaboradores (1997) desenvolveram uma ceramica bioativa,
formada por W e TCP, denominada de Bioeutectic®. Este compdsito € sintetizado
através de uma lenta solidificacdo, a uma temperatura eutética de 1500°C, por um
periodo de quatro horas. Quando esse sistema esta por volta de 1205°C, ha
transicdo de uma fase cristalina para uma fase amorfa. Ao final desse processo,
obtém-se um composto binario com 60% p-W e 40% aTCP. Por elevar a wollastonita
a temperaturas bem elevadas, a p-W torna-se um biovidro e se funde a a-TCP. Sua
estrutura é densa e organiza-se em colbnias quase esféricas, com tamanho médio
de 20+ 5um e diametro de 10-0,9um (DE AZA et al., 2008).

O potencial osteocondutor e a bioatividade do Bioeutectic® vém sendo
testados em diversos modelos experimentais. Foram realizados experimentos in
vitro com cultura de osteoblastos em fluido corporeo simulado (FCS) e saliva da
glandula parétida. Esses trabalhos avaliaram as propriedades fisico-quimicas, bem
como o potencial osteocondutor desse composto. Nos testes in vivo, 0 Bioeutectic®
foi implantado em tibia de coelhos adultos e fémur de rato e em ambos os modelos
0s resultados mostraram uma rapida dissolugdo do aTCP em pseudoapatitas e
adesdo de células osteoblasticas, mediada por proteinas (DE AZA et al.,
2000,2013). A principal desvantagem das TCP esta relacionada a sua resisténcia

mecanica, que é igual ou menor do que a por¢cdo esponjosa do 0sso, e a rapida
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degrabilidade. A p-W funcionou como reforgo mecanico para a a-TCP e
proporcionou bioatividade ao composto, com a liberagéo do Si, Ca e P para 0 meio
fisiologico (ALONSO, 2011; DE AZA et al., 2000, 2013).

Outra via de aquisicdo do composito W-TCP é a sinterizacdo, um processo de
aquecimento abaixo do ponto de fusdo, em condi¢cdes controladas, para produzir
estruturas metalicas, ceramicas e compositos metais-ceramicos. Esse aguecimento,
chamado de sinterizacédo, promove a unido por coalescéncia entre as particulas, isto
e, fusdo das superficies adjacentes, estruturas cristalinas e peca sélida coerente
(Figura 4) (BRITO; MEDEIROS; LOURENCO, 2007).

A sinterizacdo permite determinar o estado de agregacdo das particulas, o
gue possibilita a elaboracdo de matrizes tridimensionais, com conexdes intra e
interparticulas que favorecam a osteogénese. A porosidade de um material utilizado
como suporte e matriz para migracdo e ancoragem celular deve simular o sistema
de comunicacdo vascular 6sseo de modo que os poros cheguem na ordem do
diametro harvesiano (50 a 250um) (OLIVEIRA et al., 2007; DA SILVA et al.,2008; DE
AZA et al., 2014).

Figura 4 - llustracéo da ligacéo por coalescéncias entre as superficies dos materiais
formada no processo de sinterizacao

Fonte: Lengler (2006)
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2.3 TECIDO OSSEO

O o0sso € um tecido conjuntivo especializado, formado por matriz extracelular
impregnada de calcio e fosfato (matriz 6ssea) e células que produzem e regulam
seu desenvolvimento. A matriz 6ssea atua como reservatorio de célcio e fosfato
(MOREIRA, 2012).

Macroscopicamente, 0 0sso maduro € dividido em compacto ou denso e 0SS0
esponjoso ou trabecular, caracteristica comum a todos o0s tipos de 0Ss0s
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010). Microscopicamente, 0 0sso maduro organiza-se
em 0sso lamelar e osso nao lamelar (imaturo). As lamelas sao formadas lentamente
com fibras colagenas, alinhadas regularmente e associadas a cristais de HAP, o que
confere dureza e resisténcia ao 0sso maduro. No o0sso imaturo, as fibras de
coldgeno sao dispostas de forma irregular, deixando-o mecanicamente fragil
(SALGADO, 2002).

As superficies Osseas s&8o revestidas por membranas conjuntivas,
denominadas de periosteo e endosteo, que funcionam como barreiras
mantenedoras do o0sso. O peridsteo participa da nutricdo, fornece novos
osteoblastos e reveste externamente o 0sso. Ele € constituido por fibroblastos, fibras
coldgenas e elasticas e células osteogénicas (SALGADO, 2002; MOREIRA, 2013).

O endésteo reveste as paredes das cavidades na por¢ao esponjosas do 0Sso.

Quando o osso sofre alguma lesdo ou fratura, o peridsteo responde com
intensa proliferacdo de seus fibroblastos e células osteogénicas. Algumas células se
diferenciam em macréfagos e fagocitam restos de tecido e coagulo em regiées onde
terd neoformacdo Ossea, sendo fundamental para o processo de reparacdo 6ssea
(CUNHA, 2007).

O osso é uma estrutura dindmica e com notavel capacidade regenerativa. Na
fase inicial de reparacdo a matriz osteoide possui pequena quantidade de material
inorganico, sendo uma fase marcada pela deposicdo desorganizada das fibras
colagenas. A medida que o processo de reparacdo avanca, essa matriz trona-se
mais mineralizada e ha uma organizacéo das fibras colagenas de uma forma seriada

Unica, espiralada concéntrica, formando as lamelas (GUIMARAES, 2011).
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Aos 15 dias de reparacao 0ssea, é possivel observar duas fases. Na fase 1, a
lesdo promove alteracdo do metabolismo local e liberacdo de mediadores quimicos
devido a reducdo de irrigacdo sanguinea e morte celular, o que promove o
desenvolvimento de um processo inflamatorio de carater agudo. Posteriormente,
ocorre uma subfase celular, com aumento da permeabilidade vascular e com
aumento da atividade dos fibroblastos. Nesta fase, a inflamacao é caracterizada pela
tentativa de remoc¢éo dos corpos estranhos e do tecido necrosado. Essa resposta é
denominada de inflamacdo granulomatosa e é marcada pela mitose celular, com
migracao e ativacao dos fibroblastos (BALBINO, 2013). Na fase 2, a reparagao
ocorre por um pico de producédo das fibras coldgenas pelos fibroblastos de uma
forma desorganizada; essa fase pode durar de 3 a 6 semanas (BALBINO, 2013;
MOREIRA, 2013).

O processo de reparacdo € regido por um exército celular e de fatores como:
células mesenquimais, fibroblastos, fribronectinas, integrinas, fosfatase alcalina,
osteopontina, osteocalcina, osteopontina, fatores de crescimento de endotélio,
fatores de crescimento derivados de plaquetas, proteinas 0sseas morfogenéticas
(BMP), dentre outros fatores homeostaticos (CARVALHO, 2010; ROLIM, 2010).

Quando esse equilibrio é afetado, seja por uma lesdo extensa, doenca
metabdlica ou uma ma formacgéo congénita, esse processo de reparacdo 0ssea da
lugar um tecido conjuntivo fibroso cicatricial. A osteogénese esta relacionada com o
crescimento vascular, ja que as paredes dos vasos e artérias sao constituidas de
células multipotentes que podem se diferenciar em condrdcitos e osteoblastos
(MONTEIRO et al., 2009).

O biomaterial deve proporcionar a construcdo de um arcabouco com
conexdes internas que promovam um meio favoravel para o fluxo de células e
nutrientes, assim como adesao e proliferacdo de células. A porosidade, assim como
o tamanho de particula, portanto, irdo afetar a taxa de degradagcédo do composto e as
propriedades biomecanicas do implante (GRIFFON, 2002). Testes in vivo
possibilitam avaliar o comportamento dos biomateriais, quando implantados no
tecido, através de respostas bioldgicas, que sdo complexas por serem mediadas por
resposta inflamatoria e angiogénese (MONTEIRO et al., 2009).

Um modelo experimental bastante difundido e usado para avaliagdo da

regeneracdo 0ssea € a confeccdo de defeito em calvaria de rato. Esse sitio &
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utilizado, pois tem baixa vascularizacdo e pequena densidade de 0SS0 esponjoso;
além disso, permite confeccionar defeitos 6sseos de tamanhos diferentes, que
podem simular defeitos extensos ou até criticos (MIGUEL, 2006; BARRETO, 2011).
Ao confeccionar o defeito 0sseo critico em calvaria de rato, as corticais externa e
interna do osso parietal sdo envolvidas, o que permite um Unico sentido para a
osteogénese, saindo das bordas do defeito 6sseo até o seu centro. Por isto, a
anatomia e a funcdo da regido lesada necessitam de uma estrutura que oriente a
migracdo celular e favoreca a adesdo celular. Portanto, defeito 0sseos criticos
permitem avaliar as propriedades osteocondutoras e osteoindutoras de um
biomaterial (ROLIM, 2010; GUIMARAES, 2011; BARRETO, 2011).

Outro fator que ganha destaque nas discussdes relacionadas aos substitutos
0sseos esté relacionado ao tamanho e a conformacéo do biomaterial. Qual o melhor
tamanho e formato que o material deve apresentar para que funcione como matriz
apropriada para osteoconduzir a neoformacao 6ssea? Constitui-se, portanto, em um
dos grandes desafios da bioengenharia tecidual éssea desenvolver um arcabouco
tridimensional (3D) que simule as condicdes fisioldgicas para que ocorra adesao,

proliferacéao e diferenciacéo celular (PODPOSKA et al., 2008).

Dentro desse contexto, os biomateriais a base de fosfato de calcio permitem
ser produzidos em diversas formas e formatos. Podem se apresentar em forma de
blocos, discos, granulos, esferas, microesferas, tubos, laminas ou até em uma
combinacao deles ou ainda podem estar impregnados por células, medicamentos ou
proteinas. O formato em bloco devolve altura e volume 6sseo. Os granulos
apresentam tamanhos e formas diferentes, o que permite a construcdo de um
arcabouco com espacos internos bem heterogéneos, ideais para regibes que

necessitem de reconstrucdo 6éssea com paredes irregulares (BARRETO, 2011).

Associar materiais com caracteristicas diferentes possibilita a construcao de
um arcabougo com propriedades refinadas, ja que sado utilizados os aspectos
favoraveis individuais de cada composto para tal construgéo. Este arcabouco deve
criar sitios que contribuam para migracao, implantacéo, proliferacdo e diferenciacao

celular, fundamentais para a regeneragcdo tecidual (MIGUEL, 2008).
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3 OBJETIVO

Avaliar, ap0s implantacéo in vivo em defeito 6sseo critico em calvaria de rato,
0 comportamento osteogénico de um novo composto constituido de p-wollastonita e

B-fosfato tricalcico para aplicacdo na terapia tecidual 6ssea.
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4 MATERIAIS E METODOS

O compdsito W-TCP foi desenvolvido e fabricado pelo Azurebio S.L. (Madrid-
Espanha), por forga do convénio firmado entre o Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), Instituto de Ceramica y Vidrio, Madrid-Espanha,
e a Universidade Federal da Bahia (UFBA).

4.1 CARACTERIZACAO DO W-TCP

Trata-se de um material bifdsico cristalino, composto por 40% de
pseudowolastonita e 60% de B- fosfato tricalcico (Figuras 5 e 6). O material foi obtido
em condi¢des de ndo equilibrio, produzidas por sinterizacao (Figuras 6 e 7, Grafico
1), originando fases amorfas de natureza vitrea. Esse material tem uma éarea
superficial especifica de 0,36 + 0,02 m?/g por granulos, com tamanho que varia de
0,4-0,6 mm. Os granulos foram acondicionados em tubos de vidro e encaminhados

a esterilizacao por calor umido (autoclave).

Apresenta porosidade total de 62%, porosidade intragranular de 42% e

intergranular de 19%. (Gréfico 2)

Figura 5 — Armazenamento e aspecto macroscopico dos granulos.

Fonte: Elaboracao da autora.
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Figura 6 - Sequéncia de fotos tirada em microscopio eletrdnico de
varredura (MEV) mostrando o formato e a textura superficial em
diferentes tamanhos dos granulos de W-TCP.
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Fonte: Azurebio (2014)



Figura 7 - Etapas que envolvem a sintese do compadsito W-TCP
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Fonte: Azurebio (2014)

4.2 CALCULO AMOSTRAL
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Para o célculo da amostra, ndo foram utilizados valores referéncias, pois se

trata de um novo biomaterial ndo descrito na literatura, portanto, assumiu-se uma

magnitude de efeito esperado (COHENd) de 1 (um) para comparacédo de dois (2)

grupos, nivel de significancia de 5% e poder de 80%. Realizou-se analise de
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variancia de um fator para amostras independentes. Foram necessarios cinco (5)
animais por grupo, totalizando um nuamero final de dez animais.

O calculo amostral foi realizado utilizando o pacote pwr: Basic function for
power analysis (versao 1.11, de Stephane Champely, 2012), do programa R: a
language and environment for statistical computing and graphics (versdo 3.0.2,
25/09/2013, Vienna, Austria, da R Core Team).

4.3 AMOSTRA

Para realizacdo deste projeto, foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar,
machos adultos, com massa corpérea entre 350 e 400g e idade aproximada de 4 a 5
meses, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS). Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas
plasticas autoclavadas, forradas com maravalha; alimentados com racdo Nuvital®
(CR-1) e agua ad libitum. As caixas plasticas foram identificadas conforme o grupo
experimental e ponto biolégico. Na ficha de identificacdo, constavam massa corporal
do animal, data da cirurgia e do sacrificio e nome do pesquisador responsavel.

Os animais foram distribuidos, randomicamente, em dois grupos
experimentais, avaliados aos 15 e 45 dias de pés-operatorio:

GW - Defeito 6sseo preenchido com W- TCP;

GCV (grupo sem biomaterial) — Defeito 6sseo sem implantacdo dos

biomateriais, com defeito 6sseo preenchido com coagulo.

Quadro 2 — Numero de animais de acordo com o grupo e ponto bioldgico.

onto Bioldgico | 15 dias 45 dias TOTAL
Grupos
Grupo W- TCP (GW) 5 5 10
Grupo Controle (GCV) 5 5 10
TOTAL 10 10 20

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.4. ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas no Uso de
Animais (CEUA), da Universidade Federal da Bahia (UFBA), com numero de
protocolo 078-2015 e aprovacdo seguindo as Normas Eticas de Pesquisas em
Animais (Lei n° 11.794 de 2008), bem como foram observadas as Normas
Nacionais de Biosseguranca e as diretrizes do Instituto Nacional de Saude para o

cuidado e uso de animais de laboratorio (NIH Publicacdo n © 85-23, Rev. 1985).

4.5. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Biotério da UEFS, sob a
supervisdo dos professores Fabiana Paim e Fulvio Miguel, do Laboratério de
Bioengenharia Tecidual e Biomateriais (LBTB), e do médico veterinario Orestes
Paixao.

Inicialmente, os animais foram submetidos a sedacdo e anestesia geral por
injecdo intramuscular de cloridrato de xilazina® (0,04mL/100g de peso corporal) e
cloridrato de quetamina® (0,1mL/100g de peso corporal), respectivamente. Por
conseguinte, foram posicionados em decubito ventral, tricotomizados na regido da
calvaria e submetidos a antissepsia do campo operatério, com alcool iodado.

A técnica cirdrgica empregada na confec¢do do defeito foi a mesma descrita
por Barreto (2011) e Miguel e colaboradores (2006, 2013). Nessa técnica, 0 acesso
cirargico foi obtido na porcdo mediana da calvaria, com uma incisdo cutanea
semilunar, medindo aproximadamente 3 cm de extensdo, com utilizacdo de lamina
de bisturi n° 15; seguida da exposicdo do periésteo e sua remogao para exposicao
do tecido ésseo (Figura 9).

Posteriormente, o defeito d&sseo circular critico transfixado, com
aproximadamente 8,5 mm de diametro, foi confeccionado na por¢cdo mediana da
calvaria, a partir do vértice da sutura craniana posterior (Figura 10). Para tanto, foi
utilizada uma fresa trefina (Dentoflex®) com 8,0 mm de diametro, montada em
contra-angulo (Driller®) com reducdo de 16:1, acoplada em motor para implante

(Driller®), a 1500 rpm, sob irrigacdo constante com solucdo fisiolégica. O defeito

! Anasedan®, AGRIBRADS BRASIL Ltda- http://www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Anasedan.pdf
2 Dopalen®, AGRIBRADS BRASIL Ltda- http://www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Dopalen
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alcancou aproximadamente 8,5mm de diametro, pois as paredes da broca trefina
tém 0,25mm de espessura em cada lado, totalizando 0,5mm. Apds confeccdo do
defeito 0sseo, o biomaterial foi implantado na regido, seguido de reposicionamento

do retalho e sutura com pontos interrompidos do tecido mole (Figura 9).

Figura 8 - Principais etapas cirargicas: (1) Incisédo do tecido. (2) Confeccéo do
defeito 6sseo com fresa trefina. (3) Demarcacao do defeito 6sseo. (4) Remocao da
tampa 6ssea. (5) Implantagdo do biomaterial.

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 9 - Esquema da regido anatdmica onde o defeito Gsseo critico € realizado.

Vértice da sutura
craniana posterior

Sutura sagital mediana

Fonte: Elaborado pela autora
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4.6. ETAPA LABORATORIAL

4.6.1 Processamento histologico

Completados os 15 dias de pdés-operatorio, os animais foram sacrificados,
com dose letal de anestésico injetavel, e a calvaria foi removida. Os espécimes
foram fixados em formaldeido tamponado a 4%3, por 72 horas, seccionados ao
meio, obtendo a por¢cdo anterior e a posterior (Figura 11). A porcao posterior foi
descalcificada com EDTA a 5%4, por 7 dias, e depois foi incluida em parafina.

A porcao anterior permanece em formol para ser emblocada em resina.

Cada espécime foi, entdo, cortado em 5um de espessura e corado com
Hematoxilina-Eosina (HE), Picrossirius-Red (PIFG) e Tricrémico de MassonGoldner
(Goldner), para a analise histol6gica por microscopia de luz comum.

Esta etapa foi realizada no Instituto de Patologia Geral e Cutanea (IPAC) S/C
54 LTDA.

Figura 10 — llustrag&o da calvaria com o defeito 6sseo (1), divididas nas porgdes posterior
(PP) e porcéo anterior (PA). Corte transversal da por¢céo posterior do defeito 6sseo utilizada
na andlise histoldgica (2).

Fonte: Elaborado pela autora

8 Composicéo do formol 4%: 4g de fosfato monofasico, 6,5 de fosfato de sddio bifasico e 100ml de agua
destilada.

4 Composicédo de EDTA 5% para um 1 litro: 50g EDTA, 8,5g cloreto de sodio e 100ml de dgua destilada



4.6.2 Analise histomorfoldgica

Os cortes foram analisados por microscopia de luz comum, a
partir dos seguintes parametros: (1) matriz neomineralizada em
relacdo a area seccional total do defeito; e (2) constituintes celulares
da matriz 6ssea neoformada mineralizada. Para isto, foi utilizado
microscopio de luz comum (DM1000, Leica®, Wetzlar, Germany),
com camera digital DFC 310 FX (Leica®, Wetzlar, Germany),
utilizando-se o Sistema de Analise de Processamento de Imagens
QWin 3.1 (Leica®, Wetzlar, Germany). A andlise morfolégica foi
realizada com auxilio do patologista Dr. Aryon de Almeida Barbosa

Junior
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5 RESULTADOS

Observou-se, nos pontos biologicos de 15 dias de pos-operatorio, em ambos
0s grupos, neoformacgéo de matriz osteoide reacional, a partir das bordas do defeito
0sseo e em direcdo centripeta (Figuras 12 e 13). No GW, aos 45 dias, a deposicao
osteoide estendeu-se além das bordas désseas, em direcdo ao centro, associada e
em torno das particulas do biomaterial (Figura 14) e com deposi¢ao osteoide visivel
no centro do defeito 6sseo (Figura 15). Na coloragcédo PIFG, aos 45 dias no GW, é
possivel distinguir matriz osteoide madura e densa da matriz neoformada e imatura
(Figura 16).

No GCV, aos 15 e 45 dias, o defeito foi todo preenchido por tecido conjuntivo
fibroso, com espessura inferior ao 0sso remanescente (Figuras 17 e 18)

Em ambos os grupos, aos 15 dias, houve discreto infiltrado inflamatério
mononuclear, distribuido ao longo do reparo.

Tanto aos 15 quanto aos 45 dias, os granulos do biomaterial ocuparam toda a
extensdo do defeito, dispostos em mono, dupla ou tripla camada (Figuras 19 e 20).
Em ambos os pontos bioldgicos, os granulos foram vistos em diferentes tamanhos,
com aspecto discretamente basofilico (Figuras 21 e 22), reticulado, no centro e, por
vezes, circundados por osteoblastos (Figura 23). Contudo, aos 45 dias, notou-se
gue os granulos apresentaram menor diametro e foram substituidos ora por tecido
conjuntivo, ora por matriz osteoide (Figura 22).

Observou-se aos 15 dias, no GW, que ao redor das particulas do biomaterial
e nas regibes do defeito voltadas para a dura-méater e para o retalho formou-se
tecido conjuntivo frouxo, discretamente edemaciado, com brando infiltrado
inflamato6rio mononuclear e proliferacdo de capilares sanguineos (Figura 24).

Aos 15 dias, no GW, observaram-se particulas do biomaterial, associadas e
circundadas por discreta reacdo inflamatoria granulomatosa (Figura 25). Aos 45
dias, notou-se inflamagdo granulomatosa acentuada, com predominio de células
gigantes multinucleadas e macrofagos ao redor dos granulos, e em menor

quantidade linfécitos de permeio ao biomaterial (Figura 26).
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Figura 11 - GW: Matriz osteoide restrita as bordas do defeito ésseo aos 15 dias.

200 ym

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Matriz osteoide reacional (NO). Borda 4ssea (BO). Granulos
(Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Dura-méter (DM). 10X. (coloragéo HE)
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Figura 12 - GCV: Matriz osteoide restrita as bordas do defeito 6sseo aos 15 dias

200 pm

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).

Figura 13 - GW: Matriz osteoide depositada ao redor do granulo aos 15
dias.

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).
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Figura 14 - GW: Matriz osteoide no centro do defeito 6sseo e de permeio
aos granulos aos 45 dias.

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Matriz osteoide reacional (NO). Borda dssea (BO). Granulos
(Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Dura-méter (DM). 10X. (coloragéo HE)
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Figura 15 - GW: Matriz osteoide em diferente grau de maturacdo aos 45
dias.

200 pm

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Matriz osteoide madura (NOM). Matriz osteoide imatura(NOI).
Granulos (Gr). Veia central (VC). Dura-mater (DM), 10X. (coloracao PIFG)
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Figura 16- GCV: Preenchimento do defeito 6sseo por tecido conjuntivo
fibroso aos 15 dias.

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Borda 6ssea (BO). Tecido conjuntivo fibroso (TCF). Veia central

(*). Dura-mater (DM). 2,5X. (coloracdo HE)

Figura 17 - GCV: Preenchimento do defeito ésseo por tecido conjuntivo fibroso aos 45 dias.

1mm

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Borda éssea (BO). Tecido conjuntivo fibroso (TCF). Veia central

(*). Dura-mater (DM). 2,5X. (coloracao HE)
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Figura 18 - GW: Distribuigcdo dos granulos ao longo do defeito aos 15 dias.

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Grénulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (ﬂ,). Dura-mater (DM). Veia central
(*). 2,5X. (coloragéo HE)

Figura 19 - GW: Distribuigcdo dos granulos ao longo do defeito aos 45 dias.

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).
Legenda: Granulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (D. Dura-mater (DM).
Veia central (*). 2,5X. (colora¢do HE)



Figura 20- GW: Aspecto dos granulos no centro do defeito aos 15 dias

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Granulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCff). Dura-
méater (DM). Veia central (VC). 10X. (coloracéo HE)

Figura 21- GW: Aspecto dos granulos centro do defeito e inflamacao
cronica aos 45 dias.

200 ym

Fonte: Elaboracdo da autora (2015).

Legenda: Granulos (Gr). Matriz osteoide (NO). Tecido conjuntivo frouxo
(TCf).Célula gigante multinucleada (*). Dura-mater (DM). Veia central (VC).
10X. (coloracéo HE)
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Figura 22- GW: Granulo no centro do defeito ésseo circundado por osteoblastos aos 45
dias.

Fonte: Elaboragéo da autora (2015).
Legenda: Granulos (Gr). Inflamacéo cronica (IC). Matriz osteoide (NO).
Dura-méater (DM). Osteoblastos @ 20X. (coloragéo Goldner)

Fonte: Elaboracdo da autora (2015).
Granulos (Gr). Vasos sanguineos (ﬂ). Inflamacéo crénica granulomatosa
(ICG). 20X. (coloracédo HE)
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Figura 24 - GW: Granulos no centro do defeito ésseo circundados por
tecido conjuntivo frouxo aos 45 dias.

o ,(.

200 ym
—_—

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).
Legenda: Granulos (Gr). Matriz osteoide (NO). Tecido conjuntivo frouxo
(TCf). Dura-mater (DM). 10X. (coloracéo HE)

Figura 25- GW: Gréanulos no centro do defeito ésseo circundados por
inflamacao granulomatosa aos 45 dias.

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).
Legenda: Granulos (Gr). Célula gigante multinucleada (*).20X. (coloragéo
HE)
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6 DISCUSSAO

Na area da bioengenharia tecidual, os pesquisadores tém tentado
desenvolver biomateriais que atuem como arcaboucgo para regeneracdo 6ssea, com
0 objetivo de torna-los alternativas efetivas para o tratamento de tecidos e/ou 6rgaos
gue necessitam de reestabelecimento funcional e/ou estético (TEDEJA, 2004).
Dentre os diferentes materiais utilizados nas ultimas décadas, a associa¢ao da p- W
com o B-TCP, utilizada neste estudo, vem sendo uma das estratégias desenvolvidas
para formar compostos com biocondutibilidade e biodegrabilidade aprimoradas,
propriedades promissoras para a regeneragado 0ssea.

Com relacédo a inflamacao cronica do tipo granulomatosa presente no GW,
aos 15 e 45 dias, pode-se dizer que este composto foi biocompativel, uma vez que a
resposta inflamatéria desenvolvida no periodo foi de baixa intensidade e sem
produgdo de exsudato purulento, sem aumento de volume exacerbado e sem
proliferacdo de neutrofilos. Durante esse periodo, as células gigantes multinucleadas
foram predominantes no meio intersticial circunjacente aos granulos do arcabouco, o
gue sugere intensa atividade celular. Ao implantar um biomaterial, espera-se uma
resposta inflamatéria local, devido ao rompimento de vasos sanguineos em
decorréncia da lesédo tecidual. Desta forma, a biocompatibilidade do biomaterial
influéncia na intensidade e no tipo de resposta inflamatéria. Em um estudo realizado
por Gaspar e colaboradores (2009), foi possivel observar auséncia de qualquer tipo
de resposta inflamatéria apds ser implantado um composto formado por TCP e W,
em diferentes concentracdes (5 e 15%), em tibia de rato aos 7, 30 e 120 dias.

A organizagdo, o tamanho e o formato dos granulos, no defeito 0sseo,
permitiram a disposicado das particulas, em sua maioria, em mono ou dupla camada,
com formacgédo de interconexdes e porosidade que contribuiram para a osteogénese
e para a neoangiogénese em uma fase inicial da reparacao, ao visualizar deposicéo
de matriz osteoide nas bordas do defeito, aos 15 dias, e em uma fase mais tardia,
aos 45 dias, formacdo de matriz osteoide, ao longo de todo o defeito.

Resultados similares foram encontrados no estudo realizado por Gaspar e
colaboradores (2009), quando implantaram um composto formado por TCP/B-W.
Apos 7 dias de implantacéo, as duas formulacdes obtiveram intensa angiogénese e
atividade osteoblastica. Teremoto e colaboradores (2005) avaliaram a porosidade

das matrizes formadas por composto, contento W e TCP, e concluiram que o
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arcabouco formado por W e TCP formou poros que favoreceram a osteoconducéo e
angiogénese. Sendo assim, a porosidade formada no arcabouco pela distancia entre
as superficies do biomaterial € um fator que influencia na migracao celular para o
interior da matriz. Contudo, os estudos sdo bem divergentes em relacdo ao tamanho
gue esses poros devem apresentar. Por outro lado, sdo unanimes em relatar que
essa distancia deve pelo menos simular a porgéo cortical do osso (OLIVEIRA et al.,
2007; DA SILVA et al., 2008).

A discreta produgéo de tecido conjuntivo frouxo, apresentada em ambos os
pontos bioldgicos, 15 e 45 dias, no GW, esta também relacionada com as
caracteristicas e a distribuicdo dos granulos no defeito 6ésseo, uma vez que o0s
formatos entre os granulos ndo sdo homogéneos e os espacos formados entre eles
séo diferentes, o que influencia na quantidade de vasos e de células no intersticio.
Resultados similares foram observados em estudo desenvolvido por De Aza e
colaboradores (2014), com implantacéo de granulos de W/a-TCP (Bioeutectic®) em
tibia de coelho. ApGs 4 semanas, eles observaram a formacdo de uma camada de
matriz osteoide, com discreta formacao de tecido conjuntivo frouxo.

O fato de os granulos preencherem todo o defeito 6sseo, no GW, com
aparéncia reticular, sugestiva de processo de degradacédo, aos 15 e 45 dias, esta
relacionado com a alta solubiidade da W e da B-TCP. Alguns granulos
apresentaram, em seu interior, septos fibrosos em meio ao processo de degradacgéo.
Isso pode ter ocorrido pelo fato de a superficie desse composto apresentar alta
porosidade que aumenta a reatividade superficial do biomaterial no intersticio.
Alguns trabalhos avaliaram o tempo da biodegrabilidade do TCP associado, ou nao,
com a W. Kawachi (2000) relatou, em seus resultados, que o TCP pode ser
parcialmente reabsorvido em um periodo de 6 a 15 semanas, enquanto Eggli e
colaboradores (1988) mostraram que essa degradacdo ocorre entre de 3 a 6
semanas. Teramoto e colaboradores (2005) avaliaram um composto, contendo W-
TCP e B-TCP implantados em tibia de coelho, e os resultados apresentaram rapida
degradacgéao dos granulos de B-TCP, o que nao favoreceu a formacgao de nova matriz
O0ssea. JA& W-TCP apresentava taxa de reabsor¢gao mais gradual do que B-TCP e
houve uma densa formacéo de matriz osteoide. No referido estudo, concluiu-se que
a associacdo da W com TCP resultou em uma ceramica bioativa com melhor

biodegrabilidade do que quando implantada isoladamente.
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A formacdo de matriz osteoide esteve presente em ambos 0S pontos
biolégicos deste estudo, mas aos 45 dias observou-se densa deposicao osteoide,
inclusive na regido central do defeito. Alguns trabalhos desenvolvidos por De Aza e
colaboradores (2014) inseriram p-W/a-TCP (Bioeutectic®) em defeito critico em
tibias de coelho, durante 15 meses. Esses autores constataram que os osteoblastos
migraram para a interface e colonizaram a superficie do biomaterial, com deposicéo
de camada de hidroxiapatita sobre as superficies. Em outro estudo, De Aza, Guitian
e De Aza (1997) avaliaram o potencial osteocondutor da Bioeutectic® em fluido
biolégico simulado (FBS). Nesse estudo, eles relatam que os espacos deixados pela
liberacdo da silica foram preenchidos pelo FBS, o que resultou na precipitacdo e
nucleacdo de HAP, na superficie do implante.

A pequena producdo de matriz osteoide restrita as bordas do defeito e a
reparacao total do defeito, por um delgado tecido conjuntivo fibroso, observada no
GCV, aos 15 e 45 dias, estdo relacionadas a falta de uma estrutura que possibilite a
migragdo de células e que funcione com meio de suporte para as células e difusdo
de nutrientes, resultante de um defeito com grande perda de estrutura éssea. A
matriz osteoide restrita as bordas € decorrente da vascularizacdo da dura-méater
préxima das bordas do defeito 6sseo e dos fatores de crescimento liberados na
regido, apos as lesbes vascular e tecidual e pela dura-mater. Esses achados séo
compativeis com o trabalho desenvolvido por Almeida (2013) durante a avaliacdo da
biocompatibilidade e biofuncionalidade de granulos de %TCP e 2-TCP/biovidro.
Nesse experimento, foi utilizado, para efeito comparativo, um grupo onde o defeito
0sseo critico foi preenchido somente por coagulo. Notaram que os defeitos dsseos
criticos em calvéria de rato, aos 15 dias, tiveram o preenchimento total do defeito
por tecido conjuntivo fibroso. Além desse trabalho, os estudos realizados por Miguel
(2008), Miguel e colaboradores (2006 e 2013) e Campos e Rosa (2012) também
obtiveram resultados similares, aos 15 e 45 dias.

Os resultados obtidos no presente estudo, quando comparado com trabalhos
gue utilizam o modelo experimental de defeito ésseo critico em calvaria de rato,
mostraram que a implantacéo de granulos contendo 40% de wollastonita, associada
a 60% de TCP, foi de um biomaterial com expressiva capacidade osteocondutora,
uma vez que o biomaterial preencheu o defeito ésseo, formando uma matriz

tridimensional que propiciou a migracao e fixacdo celular ao redor dos granulos.
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Além disso, favoreceu a deposicdo de osso aos 15 e 45 dias ao longo de todo o
defeito 6sseo. Portanto, os granulos de W-TCP permitiram a reparagdo 0ssea, com

o restabelecimento anatémico e funcional do tecido perdido.
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7 CONCLUSAO

O compdsito p-W/B-TCP é biocompativel, osteocondutor e biodegradavel.
Seus granulos formaram um arcabouco que devolveu altura e preencheu todo o

defeito, além de ter promovido a migracéo e adesao celular ao seu redor.
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ANEXO - Aprovacéo da pesquisa pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal da Bahia .@ 3
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) )I,-c;;‘ %
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-ICS) o

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “ANALISE DO POTENCIAL OSTEOGENICO DE
BIOMATERIAIS PARA REGENERAGAO OSSEA”, protocolo n? 078 /2015, sob a
responsabilidade da Professora Dra. Fabiana Paim Rosa - que envolve a produgao,
manutenc3o e/ou a utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11. 794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentag3o Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS do Instituto de Ciéncias da saude (CEUA-ICS), em reunido de 10/07/2015.

Vigincia do Projeto 01/06/2014 a 01/05/2016
Espicie/linhagem Rottus novergicus, Wistar (Ratos)
Nimero de animais 60
Peso/Idade 3 -4 semanas
Sexo Machos
| Origem Biorio da Universidade Estadual de Feira de Santana
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