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RESUMO

Os biomateriais podem ser utilizados em diversas dreas da bioengenharia regenerativa,
sendo uma op¢do vidvel no reparo de lesdes Osseas. Atualmente diferentes tipos de
biomateriais tém sido estudados, dentre eles as cerAmicas que podem ser classificadas em
trés tipos: vidros bioativos, vitrocerdmicas e ceramicas de fosfato de cédlcio. As Ceramicas
de Fosfato de Célcio podem ser subdivididas em Hidroxiapatita e em Cimentos Fosfatos de
Célcio (CFC). Os CFC tem se destacado pela sua ficil manipula¢do, capacidade de
reabsor¢do e estimulacdo da osteogénese. No entanto, o CFC tem seu uso restrito como
implante, pois possui baixa tenacidade a fratura comparada ao osso natural. Para reforcar o
CFC algumas fibras como as de carbono, aramida e carbeto tém sido utilizadas. Outro tipo
de refor¢o sdo os “whiskers” que compreendem fibras muito curtas. Neste estudo foi
utilizado um CFC a base de o-TCP reforcado com “whiskers” de Wollastonita, uma
vitrocerAmica do complexo (CaSiO3), que assim como os vidros bioativos forma uma
camada de hidroxiapatita se ligando firmemente aos ossos e tecidos adjacentes. O objetivo
deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade e o comportamento do CFC acrescido de
“whiskers” de Wollastonita in vivo. Para obten¢do dos cimentos os pds de a-TCP com ou
sem 10% de “whiskers” de Wollastonita foram adicionados a uma solugdo aquosa contendo
2,5% em massa de Na,HPOy (fosfato de sédio bibédsico anidro). O biomaterial entdo se
transformou em uma pasta a qual foi moldada no defeito critico de 5 mm realizado no 0sso
parietal de ratos Wistar. Foram utilizados 30 ratos divididos em dois grupos. O primeiro
grupo recebeu o implante de a-TCP (grupo TCP) e o segundo recebeu implante de a-TCP
acrescido de 10 % de “whiskers” de Wollastonita (grupo TCPW). Cinco animais de cada
grupo foram eutanasiados no prazo de 30, 90 e 120 dias. As calvdrias foram retiradas e
submetidas a processamento histolégico com Eosina e Hematoxilina e Tricrdmio de
Masson. A andlise morfométrica foi realizada com auxilio do software NIS-Elements:
Advanced Research 3.0 no qual foi possivel mensurar a drea de osso neoformada nos
diferentes periodos de tempo. Os resultados expressaram uma média de area de osso
neoformado no grupo TCP de (2, 25%), (2,80%) e (2,93%) apds 30, 90 e 120 dias apds a
implantacdo respectivamente. No grupo TCPW a drea de osso neoformado foi de 4,53%
aos 30 dias, 5, 08% aos 90 dias e 3,76% aos 120 dias. Para avaliacdo macroscépica da

resposta do tecido 4 presenca do biomaterial as calvérias de 120 dias foram submetidas ao
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processo de maceragdo com Peréxido de Hidrogénio. Conclui se que o a-TCP acrescido de
10% de “whiskers” de Wollastonita é uma alternativa vidvel para engenharia tecidual 6ssea,
pois se mostrou biocompativel e capaz de estimular a neoformacdo dssea.

Palavras — chave: Biomateriais, fosfato de calcio e wollastonita.

viii



ABSTRACT

Biomaterials can be used in various areas of regenerative bioengineering, being a viable
option in the repair of bone lesions. Currently different kinds of biomaterials have been
studied, including ceramics that can be classified into three types: bioactive glasses, glass
ceramics and ceramics of calcium phosphate. The calcium phosphate ceramics can be
subdivided into Hydroxyapatite and Calcium Phosphate Cement (CFC). The CFC has been
highlighted for its easy handling capacity of resorption and stimulation of osteogenesis.
However, CFCs have restricted its use as an implant because it has low fracture toughness
compared to natural bone. To reinforce CFCs carbon fibers, aramid and carbide have been
used. Another type of reinforcement are the "whiskers" that comprise very short fibers. In
this study we used a CFC-based o-TCP reinforced with "whiskers" of Wollastonite, a
ceramic complex (CaSiO3), so as bioactive glasses form a layer of hydroxyapatite firmly
linking the bones and surrounding tissues. The aim of this study was to evaluate the
biocompatibility and the behavior of CFC doped "whiskers" of Wollastonite in vivo. To
obtain the cement powder of a-TCP with or without 10% "whiskers" of Wollastonite was
added to an aqueous solution containing 2.5 wt% Na2HPO4 (bibasic sodium phosphate
anhydrous). The biomaterial is then transformed into a paste which was shaped in the
critical defect of 5 mm held in Wistar rat parietal bone. Were used 30 rats divided into two
groups. The first group received implantation of a-TCP (TCP group) and the second
received implantation of a-TCP doped 10% of "whiskers" of Wollastonite (TCPW group).
Five animals from each group were euthanised within 30, 90 and 120 days. The calvaria
were removed and sent for histological analysis with hematoxylin and eosin and Masson
Trichrome. The morphometric analysis was performed using NIS-Elements software:
Advanced Research 3.0 in which it was possible to measure the area of newly formed bone
in the different periods of time. The results expressed an average area of newly formed
bone in the TCP group (2, 25%), (2.80%) and (2.93%) after 30, 90 and 120 days after
implantation, respectively. TCPW group in the area of new bone formation was 4.53% at
day 30, 5, 08% at 90 days and 3.76% at 120 days. For macroscopic evaluation of the tissue
response to the presence of the biomaterial calvarial 120 days were subjected to maceration

process with Hydrogen Peroxide. Concluded that the oTCP doped 10% of "whiskers" of
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Wollastonite is a viable alternative for bone tissue engineering because it showed

biocompatible and capable of stimulating bone formation.

Key — words: Biomaterials, calcium phosphate and wollastonite.
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INTRODUCAO:

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
matriz éssea. Tem como principais funcgdes: a sustentacio e prote¢do para o corpo e 6rgaos,
reservatério de {fons cdlcio e fosfato e alojamento e protecdo da medula &ssea
(KIERZENBAUM, 2004). Ele consegue se regenerar espontaneamente apds uma lesdo. No
entanto, quando o osso € submetido a traumas extensos com grande perda de massa éssea,
se faz necessdrio 4 utilizagdo de enxerto de 0sso ou a implantacdo de biomaterial para que

essa regeneracio ocorra (KAMITAKAHARA; OHTSUKI; MIYAZAKI, 2008).

Atualmente o enxerto autélogo é considerado ideal, pois diminui os riscos de
transmissdo de doencas e rejeicdo tecidual, entretanto, a retirada do tecido 6sseo do préprio
paciente pode causar complicacdes como infec¢des, dores cronicas e hematomas, além
deste tipo de enxerto ser limitado (FINKEMEIER, 2002). Por estas razdes, outra opgdo
utilizada como tratamento de lesdes 6sseas sdo os biomateriais que podem ser constituidos

de ligas metdlicas, polimeros, ceramicas ou compdsitos (AFONSO, 1998).

Dentre as cerdmicas, o a Fosfato Tricalcio (o TCP) tem sido alvo de grande interesse
por ser bioativo, osteocondutivo e ndo-tdxico tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, se
mostra mais bioreabsorvivel do que as cerdmicas utilizadas atualmente na clinica
(CARRODEGUAS; DE AZA, 2011). No entanto, uma das desvantagens apresentadas pelas
cerAmicas € a baixa resisténcia mecanica restringindo seu uso a defeitos bucomaxilofaciais

e recobrimento de préteses metélicas (KAWACHI et al., 2000).

Para melhorar a resisténcia mecanica e também as propriedades bioativas das
cerAmicas alguns materiais como as fibras e os whiskers tém sido empregados. A insercio
de variados tipos de fibras em uma matriz, aumenta a capacidade da cerdmica de suportar o
estresse mecanico, uma vez que, a carga mecanica é transferida da matriz para as fibras por
deformacdo de cisalhamento na interface formada entre o cimento e as fibras. Isso ocorre
como resultado das diferencas entre as propriedades fisicas da fibra e matriz (DOS

SANTOS, 2002).



O termo whiskers € empregado as fibras muito curtas com razao de aspecto (razio entre
largura e altura) entre 10 e 100 microns. Eles possuem uma resisténcia préxima a tedrica e
uma elevada pureza, levando hd um aumento da resisténcia a propagacdo de trincas e
melhorando as propriedades do biomaterial (SALLES, 2008). Estas pequenas fibras podem
ser constituidas por fosfatos, carbonatos e silicatos de cdlcio. O silicio (Si) vem chamando
atencdo por ser um elemento que influencia na formacdo dssea e calcificacdo, além de
estimular atividades celulares como a proliferacio de osteoblastos e diferenciacdo de
células mesenquimais em células osteogénicas (BOSE et al., 2011). Estudos demonstram
que a Wollastonita (CaSiOs3) apresenta bioatividade in vitro e a taxa de formacdo da camada
de apatita em sua superficie € mais rdpida quando em fluido biolégico simulado

(DOMINGUES, 2013). Devido a estas caracteristicas, os whiskers de Wollastonita podem

ser adicionados as cerdmicas para aperfeicoar suas propriedades fisicas e bioldgicas.

Pelo exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a biocompatibilidade, a
capacidade de estimular a neoformacdo 6ssea e a osteoindu¢do de um novo biomaterial a

base de o TCP acrescido de whiskers de Wollastonita in vivo.



2. LITERATURA

2.1 Tecido osseo

O tecido 6sseo como outros tecidos conjuntivos contém uma grande quantidade de
substancia intercelular denominada matriz, circundada por células. Esta matriz é constituida
por materiais organicos como: fibras de coldgeno tipo I, proteoglicanos e proteinas ndo
colagénicas; e por materiais inorganicos formados principalmente por depdsitos de fosfatos

de célcio na forma de hidroxiapatita (TORTORA, 2003; KIERZENBAUM, 2004).

O colageno tipo I proporciona ao osso elasticidade e flexibilidade e se dispde de
forma ordenada com alternac¢do de sua orientacio de acordo com o eixo do canal de Havers
(BOSKEY, 1999; KIERZENBAUM, 2004). A unido de célcio e do fésforo forma cristais
de Hidroxiapatita Cajy (PO4)s (OH),, sendo que estes cristais possuem uma capa de
hidratacdo para facilitar a troca de fons entre o cristal e liquido intersticial. A associag@o da
hidroxiapatita com as fibras coldgenas promove a resisténcia e dureza para o tecido dsseo

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Dentre as proteinas nio colag€nicas presentes na matriz estdo a osteocalcina, , a
osteonectina e a osteopontina que sdo sintetizadas por células 6sseas denominadas
osteoblastos, e agem no processo de mineraliza¢do do tecido ésseo regulando a adesdo e
atividade celular durante os fendmenos de formacdo e reabsor¢do 6ssea (KIERZENBAUM,
2004). A osteocalcina contém em sua molécula 3 residuos do 4cido carboxiglutamico - a
(proteina  GLA), é responsdvel pela fixacdo do cdlcio e da hidroxiapatita, sendo uma das
proteinas colagenosas mais abundantes na matriz extracelular, além de possuir baixo peso
molecular. Estudos anteriores indicam sua participacdo no recrutamento e diferenciacio

osteoclastica (AVOLIO et al., 2008; DORES; PAIVA; CAMPANA, 2001).

A osteonectina nio tem uma funcfo claramente definida, no entanto, esta proteina
consegue se ligar a moléculas de coldgeno e de adesdo participando na organizagdo da
matriz extracelular. Além disso, estd presente nos tecidos que sofrem remodelacdo e

morfogénese (ANDRADE et al., 2007; KIERZENBAUM, 2004). A osteopontina converte



o0 estresse mecanico através da sinalizag@o celular. Esta proteina também pode ser expressa

por fibroblastos e osteoclastos (PASSOS et al., 2009).

2.1.2 Células do tecido osseo

As células do tecido 6sseo s@o derivadas de duas linhagens diferentes: células
pluripotentes indiferenciadas mesenquimais que do origem aos osteoblastos, ostedcitos e
células de revestimento; e células hematopoéticas da medula éssea que ddo origem aos
osteoclastos (BATISTA, 2009). Os pré-osteoblastos s3o originados de células
mesenquimais indiferenciadas presentes no enddsteo e peridsteo. Apresentam grande
quantidade de ribossomos livres e escassez de reticulo endoplasmadtico rugoso e ainda
pequenos complexos de Golgi; tém como funcdo principal se diferenciar em osteoblastos
(ANDRADE et al., 2007).

Os osteoblastos s@o células engajadas na formacdo dssea, sio mononucleadas, com
ntcleo esférico e citoplasma baséfilo rico em fosfatase alcalina, contendo receptores para
hormdnios e fatores de crescimento. Possuem caracteristicas secretoras tipicas com um
reticulo endoplasmético rugoso bem desenvolvido e um grande Complexo de Golgi.
Dispde-se nas superficies 6sseas, lado a lado. S@o responsdveis pela sintese dos
componentes organicos da matriz, o osteide, além de concentrar fosfatos de célcio
participando na mineralizacdo da matriz (ANDRADE et al.,, 2007; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; NAKAMURA, 2007). A diferenciagdo dos osteoblastos é regulada por
genes como o Cbfal /Runx2 (membro da familia do fator de ligacdo central) e fatores de
crescimento (KIERZENBAUM, 2004).

O Cbfal/Runx2 codifica um fator de transcri¢do induzindo a diferenciacdo dos
osteoblastos e controlando a expressdo de osteocalcina. Segundo estudos, camundongos
que apresentam a deficiéncia do Cbfal/Runx2 possuem um esqueleto constituido de
cartilagem ndo havendo diferenciagdo osteobldstica nem formagdo 6ssea. Na displasia
cleidocraniana, patologia que afeta seres humanos decorrente da mutacio deste gene,
ocorre hipoplasia das claviculas e atraso na ossificagio dos ossos do cranio

(KIERZENBAUM, 2004).



Quando os osteoblastos sdo enclausurados nas lacunas da matriz extracelular
passam a ser chamados de ostedcitos. Os ostedcitos sdo as células mais abundantes na
matriz extracelular, tem um formato eliptico, seu corpo celular ocupa pequenos espacos
entre as lamelas chamadas de lacunas e contém diversos prolongamentos citoplasmaticos
localizados no interior de canaliculos 6sseos. Estes prolongamentos citoplasmaticos
estabelecem juncdes do tipo gap entre os ostedcitos adjacentes, osteoblastos e células de
revestimento. Devido a estas jungdes os ostedcitos localizados nas por¢des mais profundas
do osso podem responder 4 modificagdes sistémicas e da superficie 6ssea (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORIO, 2006; KIERZENBAUM, 2004).

Além disso, as interconexdes entre os canaliculos ésseos sdo responsdveis pela
manutencio e vitalidade da matriz, j& que os prolongamentos citoplasmaticos irrigam 0s
osteoblastos e mobilizam célcio e outros fons. Deste modo os ostedcitos se tornam
essenciais para a manuten¢do e remodelac@o dssea, levando-se em conta que a apoptose dos
ostedcitos pode estimular a atividade dos osteoclastos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO,
2006; ANDRADE et al., 2007).

Os osteoblastos presentes na superficie que deixam de produzir matriz entram em
estado de quiescéncia e passam a ser chamados de células de revestimento dsseo. Apesar da
semelhanca destas células com as células osteoprogenitoras é provavel que elas ndo tenham
capacidade de se dividirem, no entanto podem ser reativadas, para a forma secretante,
frente a um estimulo adequado (GARTNER; HIATT, 2003).

Outra célula presente no tecido 6sseo sdo os osteoclastos, que sdo células gigantes,
moéveis e extensamente ramificadas, originadas de mondcitos hematopoiéticos e
macréfagos, os quais atingem o tecido dsseo através da circulagdo sanguinea e se fundem a
células multinucleadas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; KIERZENBAUM, 2004). Nas
areas em que hd reabsor¢d@o dssea sdo encontradas por¢des dilatadas de osteoclastos que se
situam em depressdes da matriz escavadas pela atividade destas células, estas depressdes
sdo denominadas lacunas de Howship (ANDRADE et al.,, 2007; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; KIERZENBAUM, 2004).

A superficie ativa dos osteoclastos, voltada para a matriz exibe numerosas
invaginagdes, formando uma borda em escova. Perifericamente a esta borda em escova, ha

uma regido do citoplasma que se assemelha a uma faixa, diretamente apoiada na matriz



Ossea, denominada de zona clara. A zona clara, por¢cdo desprovida de organelas e rica em
filamentos de actina, estd intimamente aderida a superficie dssea. Assim, ela parece ser
responsdvel pela adesdo do osteoclasto a superficie 06ssea (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006).

Ap0s aderir a matriz 6ssea, 0s osteoclastos geram um ambiente 4cido necessario
para a reabsorc¢do 6ssea. Neste processo ocorre primeiramente a dissolu¢do de componentes
inorginicos da matriz 6ssea (desmineralizacdo 6ssea), seguida pela degradagdo enzimatica
dos componentes organicos como o coldgeno tipo I e proteinas ndo colagénicas pela

protease catepsina K (KIERZENBAUM, 2004).

2.1.3 Osteoclastogénese

Duas moléculas sintetizadas por osteoblastos deflagram o processo de diferenciagdo
dos osteoblastos, a saber: fator estimulador de coldnias de macréfagos (CSF-M) e o ligante
do receptor de ativacdo nuclear kappa B (NFkB) (RANKL) (KIERZENBAUM, 2004).
Tanto o CSF-M quanto o RANK L sdo requeridos para induzir a expressao de genes que
caracterizam a linhagem osteoblastica levando a maturagdo dos osteoclastos (BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003). Quando o CSF-M esta ausente ndo ocorre a proliferacio de
osteoblastos levando a uma patologia denominada osteopetrose, na qual hd um aumento da
massa 6ssea ocluindo os espacos da medula éssea em ossos longos, levando a anemia
(KIERZENBAUM, 2004).

Ja o RANK L se liga aos receptores RANK (Receptor Ativador do Fator Nuclear
kappa B) presentes na membrana de células osteoclasticas em diferenciacio. Essa ligacdo
leva a trimerizagdo do RANK e ao recrutamento da molécula fator 6 associado ao receptor
do fator de necrose tumoral (TRAF 6). A TRAF 6 por sua vez estimula uma cascata de
sinalizacdo incluindo a translocac¢do nuclear de dois fatores de transcricdo: o NF«B e o fator
nuclear cl ativado de células T (NFATcl). Quando estes fatores de transcri¢do chegam ao
nicleo ativam genes que levam a diferenciacdo dos osteoclastos. O TRAF6 também
interage com a proteina c-Src para estimular uma via que leva a reorganizacdo do

citoesqueleto e também impede a apoptose (KIERZENBAUM, 2004).



2.2 Ossificacao intramembranosa

A ossificacdo intramembranosa da-se no interior de uma membrana conjuntiva,
ricamente vascularizada na qual o contato das células ocorre por meio de longos
prolongamentos; a formacfo dos ossos do crinio como o parietal, frontal, occipital,
temporal e parte da mandibula é decorrente deste tipo de ossificagdo, além disso, contribui
para a formacdo de 0ssos curtos e no crescimento em espessura de ossos longos (BLOOM;
FAWCETT, 1977; GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

O inicio do processo ocorre no centro de ossificagdo primdria e é caracterizado pelo
inicio da diferenciacdo de células mesenquimatosas em osteoblastos que secretam a matriz
ainda ndo mineralizada (oste6ide). Essa matriz posteriormente se mineraliza enclausurando
alguns destes osteoblastos transformando-os em ostedcitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999).

Devido ao surgimento simultdneo de grupos de centros de ossificacdo, hd a
confluéncia de trabéculas Osseas, formando uma rede de trabéculas semelhante a uma
esponja (0sso esponjoso). As trabéculas recém-formadas possuem fibras de coldgeno
orientadas ao acaso, por isso o tecido O4sseo inicial formado pela ossificagcdo
intramembranosa € chamado tecido dsseo primdrio ou entrelacado, em contraste ao tecido
6sseo formado posteriormente durante a remodelacdo dssea denominado de tecido dsseo
compacto. Nas cavidades presentes entre as trabéculas ocorre a penetragdo de vasos
sanguineos e células mesenquimatosas indiferenciadas que desempenham uma nova funcio
a hematopoiese, originando a medula 6ssea (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; KIERZENBAUM, 2004).

Os centros de ossificacdo crescem de modo radial levando a substituicdo da
membrana de tecido conjuntivo pré-existente, logo apds o nascimento ¢ possivel notar, a
palpacdo do cranio, locais onde esta membrana ndo foi substituida por tecido dsseo
(fonticulos). Os ossos chatos do cranio sdo formados por duas ldminas compactas de 0sso

enquanto o centro permanece esponjoso (diploe) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).



2.3 Ossificacao endocondral

A ossificagdo endocondral refere-se a formagdo de osso dentro de um molde de
cartilagem hialina. Esse tipo de ossificacdo é o principal responsavel pela formacgdo de
ossos curtos e longos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; TORTORA, 2003). As células
mesenquimais se unem no formato do osso futuro onde serd formado um novo 0sso, estas
células se diferenciam em células produtoras de cartilagem, que alteram o molde para uma
cartilagem hialina, além disso, uma membrana é formada em torno dessa cartilagem, a qual
recebe o nome de pericondrio (TORTORA, 2003).

Os condrdcitos presentes na regido central da cartilagem sofrem maturacdo e
hipertrofia e sintetizam uma matriz contendo coldgeno do tipo X, além disso, fatores
angiogénicos secretados por estes condrdcitos induzem a formacio de vasos sanguineos a
partir do pericondrio. Estes vasos sanguineos permitem a chegada de células
osteoprogenitoras e hematopoéticas formando entdo o centro primdrio de ossificagdo
(KIERZENBAUM, 2004) .

A medida que a matriz sofre a calcificacdo na por¢do média da didfise do molde
cartilaginoso os condrécitos hipertréficos morrem por apoptose. Além disso as células
presentes no pericondrio manifestam seu potencial osteogénico e formam um colar
periosteal de tecido 6sseo recobrindo a parte média da didfise (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; KIERZENBAUM, 2004).

O centro primério de ossificacdo cresce de maneira longitudinal ocupando toda a
didfise a0 mesmo tempo que o colar dsseo cresce também na dire¢do das epifises. Ja no
inicio da formacdo do centro dsseo primdrio hd o surgimento de osteoclastos para
reabsor¢do do osso formado no centro da cartilagem formando o canal medular que
também cresce de maneira longitudinal a medida que a ossificagdo progride. Células
sanguineas, derivadas de células hematdgenas multipotentes, sdo trazidas pelo sangue
originando assim a medula 6ssea. As células hematdgenas se fixam no interior do 0sso e
produzem todos os tipos de células sanguineas tanto na vida intrauterina como apds o
nascimento (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Centros secunddrios de ossifica¢do se desenvolvem um em cada epifise logo apds o

nascimento. Sendo estes semelhantes aos centros primdrios de ossificagdo, no entanto seu



crescimento € radial, os espagos ocupados por condrécitos hipertréficos também sdo
invadidos por células osteoprogenitoras e vasos sanguineos derivados do pericondrio. Toda
a superficie da cartilagem hialina é substituida por tecido 6sseo exceto a cartilagem
articular que persiste por toda a vida e ndo contribui para o crescimento ésseo e um delgado
disco localizado entre a epifise e a didfise chamado de cartilagem epifisial de crescimento
ou linha epifisial que é responsdvel pelo crescimento longitudinal do osso, seu
desaparecimento ocorre por volta dos vintes anos de idade e ocasiona a parada do
crescimento longitudinal do osso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; KIERZENBAUM,

2004).

2.4. Biomateriais

Com o aumento da populagdo mundial e da expectativa de vida houve um acréscimo
do nimero de idosos e consequentemente maior incidéncia de doencas cronicas que afetam
o sistema musculo esquelético. Além disso, fraturas, osteoporose e outras patologias que
acometem o sistema miusculo esquelético devem ser tratadas por dispositivos temporéarios,
permanentes e biodegraddveis. Portanto os biomateriais sio utilizados como alternativa e
implantados no corpo humano a fim de reparar ou substituir diferentes tecidos como
cartilagens, 0sso, ligamentos ou tenddes (NAVARRO et al., 2008)

Para que os biomateriais possam ser utilizados em aplicagdes biomédicas, eles
devem apresentar caracteristicas especificas como biocompatibilidade, auséncia de
citotoxidade e propriedades biomecanicas capazes de responderem as solicita¢des tanto
mecanicas quanto dindmicas a qual estara sujeito durante sua vida ttil (AFONSO, 1998).

Em 1991 o termo biomaterial foi definido como “material destinado a contactar com
sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar, ou substituir qualquer tecido, 6rgido ou
funcdo do organismo”’(GUTIERRES et al., 2005, p. 56). Segundo Gutierres (2005) os
biomateriais podem ser classificados segundo seu comportamento biolégico, ou seja,
baseado na resposta do tecido hospedeiro. Nesta classificacio eles podem ser denominados:

Bioinertes: ao se ligar ao receptor ndo desencadeia uma reac¢io de corpo estranho no
organismo.

Biotolerados: geralmente sdo envoltos por uma capsula fibrosa e sdo aceitos pelos

tecidos receptores.
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Bioativos: induz espontaneamente sua ligacdo diretamente ao tecido vivo, pois
normalmente os substitutos 6sseos sdo compostos por cdlcio e fésforo e estabelecem uma
ponte quimica com 0 0sS0.

Reabsorviveis: sdo degradados de forma gradual e substituidos por tecido no local
onde foi implantado.

Ademais os biomateriais ainda podem ser classificados segundo sua composi¢io
quimica em: polimeros, metais ou ligas metdlicas, compdsitos, e ceramicas.

As ceramicas podem ser definidas como uma classe de materiais inorgdnicos nao
metdlicos, que pode ser processada ou usada em alta temperatura (BASU; BALANI, 2011).
Na década de 70 o uso mais intenso deste material levou a classificacio como
bioceramicas, ou seja, materiais ceramicos de engenharia que podem ser aplicados na é4rea
médica. Atualmente as bioceramicas podem ser utilizadas isoladamente, ou no emprego de
revestimento de préteses metédlicas e associagdes com materiais poliméricos como o
coldgeno (KAWACHI et al., 2000).

Dentre as cerAmicas estudadas o alfa fosfato tricdlcio (Caz(PO4),= TCP) (oo TCP)
vem chamando atencdo para utilizacio como matéria prima de vérios tipos de cimentos,
bioceramicas degraddveis e reparo 6sseo por ser mais reabsorvivel que outros biomateriais

utilizados comercialmente hoje em dia (CARRODEGUAS; DE AZA, 2011).

2.4.1 Alfa Fosfato Tricalcio (o TCP)

A principal caracteristica que chama atenc@o nos biomateriais a base de fosfato de
cdlcio ¢ a similaridade destes materiais com a composi¢do mineral do osso. Os fosfatos de
calcio formam nanocristais de apatita carbonatada com morfologia e tamanho semelhante a
apatita 6ssea (LEGEROS, 2008). Essa similaridade favorece a interacfio entre o biomaterial
implantado e o tecido receptor através de uma forte ligacdo quimica (ALONSO, 2011).

Os cimentos de fosfatos de cdlcio compreendem blendas de pds cristalinos ou
amorfos misturados a solucdes aquosas como &cido citricos, solu¢des de fosfato de sddio,
dgua destilada dentre outras. Depois de misturados se transformam em uma pasta que
endurece espontaneamente em alguns minutos (MOTISUKE, 2010)

Os fosfatos de cdlcio mais utilizados atualmente sdo a hidroxiapatita e o fosfato

tricalcio, que pode ser o ou B. Em altas temperaturas o § TCP se transforma em o TCP, no
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entanto, eles continuam com a mesma composicdo quimica diferindo apenas na estrutura
dos cristais e solubilidade. O o fosfato tricdlcio sendo mais soltiivel que os outros se torna
um biomaterial ideal para implante, pois sua substitui¢do por tecido 6sseo ocorre mais
rapidamente que nos outros biomateriais usados atualmente. (DOMINGUES, 2013;
MOTISUKE, 2010).

Apesar das vantagens de se utilizar as biocerdmicas como biomaterial em defeitos
bucomaxilofacias, cirurgias ortopédicas, craniofaciais e vertebroplastias seu uso ainda ¢é
limitado por possuir baixa resisténcia a fraturas. Nos dltimos anos alguns materiais vém
sendo estudados para aperfeicoar as propriedades das bioceramicas.(BASU; BALANI,
2011; CARRODEGUAS; DE AZA, 2011)

Atualmente h4 alguns materiais que tem a capacidade de melhorar as propriedades
do CFC como as fibras e whiskers. A insercdo das mais variadas fibras em uma matriz, no
caso o cimento de fosfato de cdlcio, aumenta a capacidade deste de suportar o estresse
mecanico, transferindo a carga da matriz para as fibras por deformagado de cisalhamento na
interface formada entre o cimento e as fibras, ocorrendo essa transferéncia geralmente
como resultado das diferencas de propriedades fisicas da fibra e matriz. Assim, esse
compdsito resultante da incorporacio das fibras ao cimento teria uma maior tenacidade a
fratura, isso através do processo de frenagem da trinca e conseqiiente aumento nas tensdes
de tracio e flexdo do compdsito. (DOS SANTOS, 2002).

A nomenclatura whisker designa todas as fibras muito curtas e de didmetro préximo
ao micron apresentando uma razdo de aspecto maior que 10, os whiskers possuem uma alta
razdo de aspecto e ¢ caracterizada por uma alta pureza e uma resisténcia mecanica préximo
ao osso cortical humano, levando ao aumento da resisténcia a uma propagacdo de uma
trinca em cerdmicas, quando utilizados como elemento de reforco em compdésitos. (BASU;

BALANI, 2011; DONALD, 1989).
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2.4.2 Wollastonita

A Wollastonita (B- CaSiO3) é uma vitroceramica desenvolvida com mais sucesso
clinico atualmente. Devido a sua microestrutura ela possui melhores propriedades
mecanicas e maior bioatividade que os biomateriais utilizados atualmente. A bioatividade
superior demonstrada por essa vitroceramica se deve ao fato de que ela € constituida a base
de silicio. (AZA et al., 2007; DOMINGUES, 2013).

Estudos tém sido dirigidos a fim de identificar os mecanismos envolvidos na func¢éo
biolégica do silicio para a produgdo de novos biomateriais a base de silica. Estudos in vitro
com materiais a base de silicio mostraram que ele pode agir na secre¢do de proteinas,
sobrevivéncia celular, apoptose e influenciar no metabolismo de células osteoblaticas
envolvidas no processo de mineralizacdo. (SHIE; DING; CHANG, 2011).

Quando uma vitroceramica é implantada ocorre a formac¢do de uma camada de
hidroxiapatita carbonatada (CHA) em sua superficie igualmente aos vidros bioativos. A
esta camada também ¢ atribuida a capacidade de ligacdo com o tecido dsseo. Devido a
semelhanca estrutural e quimica da CHA com o tecido ésseo é esperado que haja
proliferacdo de osteoblastos na interface do osso — implante. (AZA et al., 2007).

A boa compatibilidade, bioatividade e propriedades mecanicas da Wollastonita a
torna um biomaterial promissor para ser utilizado na reconstrugdo, substituicio ou reparo

do tecido ésseo na drea biomédica, podendo ser aplicada de forma isolada ou em conjunto

com outros biomateriais a fim de melhorar as propriedades destes. (AZA et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o comportamento de um novo biomaterial a base de cimento fosfato de célcio

acrescido de whisker de Wollastonita in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.Avaliar a biocompatibilidade do o TCP acrescido de whiskers de wollastonita in vivo.
2.Analisar a bioatividade, bioreabsor¢do e osteoconducdo do oTCP acrescido de
whiskers de wollastonita in vivo em diferentes periodos de tempo, por meio de:

- Analise Histomorfométrica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Principios éticos

O protocolo experimental estd de acordo com os principios éticos de
experimentacdo com animais adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela comissio de FEtica no Uso de Animais —
CEUA/Unicamp (nimero 2810-1). (Anexo).

4.2 Protocolo Animal

Para o estudo in vivo o modelo escolhido foi o rato da linhagem Wistar proveniente
do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na area da Ci€ncia em Animais de
Laboratério (CEMIB) — UNICAMP.

Foram utilizados 30 ratos albinos (Rattus norvegius), machos da linhagem Wistar

com oito semanas de idade mantidos em estantes ventiladas com controle de claro e escuro.

PERIODO DE GRUPO o TCP GRUPO o TCPW
OBSERVACAO
30 DIAS n=5 RATOS n= 5 RATOS
90 DIAS n= 5 RATOS n=5 RATOS
120 DIAS n=5 RATOS n= 5 RATOS

Tabela 1: Distribuicéio da popula¢iio de acordo com o grupo experimental e com o periodo de eutandsia do
animal.  Grupo o TCP (implante com apenas aTCP), Grupo o TCPW (implante com oTCP acrescido de 10%

de whiskers de wollastonita).

4.1 Preparacao dos biomateriais

O material utilizado no presente estudo foi desenvolvido pelo Instituto de Quimica
da UNICAMP sob a supervisdo do Prof. Dr Celso Aparecido Bertran. Este material
consiste em um CFC a base de o-TCP reforcado com “whiskers” de Wollastonita.
Resumidamente, o alfa fosfato tricdlcico foi obtido pela reacdo no estado sélido de
carbonato de célcio (CaCO3, CC-RC, Synth) e monetita (CaHPO4, M-RC, Synth) a 1300°C
durante 6 horas. Os “whiskers” de Wollastonita foram sintetizados pelo método de fusdo de
sais. Os p6s de a-TCP e “whiskers” de Wollastonita foram entdo, misturados nas

proporcdes de 10% em massade “whiskers”. Para obten¢do dos cimentos os pos
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foram adicionados a uma solu¢do aquosa contendo 2,5% em massa de Na,HPO, (fosfato de
sddio bibasico anidro) (MOTISUKE, 2010).
Depois de misturados a esta solucdo os pds se transformaram em uma pasta como

demonstrado na figura 1.

Figura 1: (A) Biomaterial em p6. Fig. 1 (B) Solu¢do aquosa contendo 2,5% em massa de fosfato de sédio

bibdsico anidro. Fig. 1 (C) Pasta decorrente da mistura do p6 com a solugio aquosa.

4.2 Implante Intra-6sseo

Nessa etapa os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina e Xilazina
na proporcdo de 1:1 com uma dose de 0,15 ml/100 g de peso, em seguida foi realizada a
tricotomia do crinio e assepsia com alcool 70%. Ap6és isso, foi realizada uma incisdo
sagital mediana do crinio rebatendo o peridsteo e realizando um defeito no osso parietal
direito com um punch cirdrgico, o fragmento dsseo circular, com didmetro critico de 5
milimetros, foi retirado (Fig. 2. A); o biomaterial em forma de pasta foi moldado no
defeito logo apds a lesdo (Fig. 2 B), depois disso o peridsteo e a pele foram suturados

(Fig. 2 C, Fig. 2 D). Uma vez suturada, foi aplicada o antibidtico Rifamicina a fim de



16

prevenir infecgdes. O analgésico Dipirona Sédica na dose de 875mg/Kg foi
administrado, via oral, nos cinco dias seguintes a cirurgia. Os animais foram divididos
em 2 grupos de 15 animais cada. Em um dos grupos foi implantado o o TCP sem
nenhum tipo de reforco (grupo aTCP) , num segundo grupo foi implantado o a TCP
reforcado com 10% de “whiskers” de wollastonita (grupo a-TCPW). Foi removido o

0sso parietal para andlise histolégica e morfométrica.

Figura 2: (A) Defeito confeccionado na calota craniana. Fig. 2 (B) Biomaterial inserido na cavidade

experimental. Fig. 2 (C) Sutura do peridsteo. Fig. 2 (D) Sutura da pele.
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4.3 Eutanasia e Obtencao dos Espécimes

Os ratos foram eutanasiados 30, 90 e 120 dias apds procedimento cirtirgico através do
aprofundamento de anestesia (Solucdo 1:1 de Cloridrato de Cetamina e Xilazina na dose
0,30ml1/100g). A inspe¢do mostrou que ndo havia nenhum sinal de inflamago ou infecgéo

na regido operada.

A calota craniana foi removida (Fig.3). Depois de retirados os espécimes foram
colocados em solucdo formol 10% 0,1 M pH 7,3 por 48 horas a temperatura ambiente.
Feito isso, foram lavados com 4gua corrente overnight e colocados em dlcool 70% e logo
em seguida colocados em solu¢do de EDTA® 5%.0 EDTA® 5% foi trocado a cada dois
dias durante 8 semanas para a descalcificacdo. Os espécimes foram desidratados em
baterias de solucdes alcodlicas em concentragdes graduais e crescentes totalizando 6 horas,
diafanizados em xilol (2 horas) e embebidos em parafina liquida para confec¢do dos blocos

para microtomia.

Figura 3: Calota craniana retirada.
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4.4 Microscopia de luz

Para o preparo das laminas histolégicas, os blocos foram cortados com espessura de
6 um em micrétomo rotativo manual modelo Leica RM2125RT e em seguida corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de Masson. As secgdes histoldgicas foram
examinadas com auxilio de um fotomicroscépio da marca Nikon modelo 80i com objetivas
de 2x, 4x e 10x e suas imagens foram capturadas por uma cimera Nikon modelo DS-Ril

(Fig. 4).

Figura 4: Montagem das diferentes imagens da mesma Idmina demonstrando corte do parietal com

neoformacio éssea e resquicios de biomaterial .

4.5 Analise Morfométrica
A quantificacdo em porcentagem do osso neoformado no interior do defeito foi
baseada no estudo de Gosain ef al.(2000) . O osso neoformado dentro dos defeitos foi
determinado pela porcentagem de osso neoformado dentro do defeito e calculada com base
na drea transversal do osso novo dentro do defeito em relagdo a drea do defeito inicial. (Fig.
5). As medidas morfométricas das imagens das seccdes histolégicas foram feitas com o

software NIS-Elements: Advanced Research 3.0.
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AREA DE 0S80 NOVO: AREA (al+ a2+a3 +a4)
AREA DO DEFEITO INICIAL: Ix d
PORCENTAGEM DE 0830 NOVO

= AREA DE 0§50 NOVO X 100

AREA DO DEFEITO INICIAL

Figura 5: Método de Gosain et al. (2000) para o célculo do osso neoformado. (Adaptado)

4.6 Maceracao

Para a demonstra¢do do ndo fechamento total do defeito as calvérias de 120 dias
foram submetidas ao processo de maceracdo com peréxido de hidrogénio. O processo de
maceracdo consiste no descarnamento, ou seja na retirada do tecido mole sem que haja
dano as superficies 6sseas, sendo realizada com materiais cirdrgicos de dissecacfo. Apds
isso ocorre a maceragdo propriamente dita que consiste na manutencdo de estruturas
anatdmicas em substancias especificas para dissolver elementos ndo ¢sseos. (AURICCHIO;
SALOMAO, 2002; SILVEIRA; TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2008). As calvérias do presente

estudo permaneceram por dois dias na solugdo de peréxido de hidrogénio.

4.7 Analise estatistica

A anidlise estatistica dos dados foi realizado através do programa GraphPad Prism 5.
Na comparacdo entre os grupos os valores percentuais de neoformacio dssea foram
submetidos a andlise estatistica descritiva (média e desvio padrdo) sendo apresentada na

forma de tabelas. Os dados de preenchimento ¢sseo foram simétricos por isso foi aplicado o
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teste ¢ Student Paramétrico para os pares de tratamento. O teste 1 compara dois grupos,
calcula a diferenga entre cada conjunto de pares e analisa se estas diferencas sio
significativas (ARANGO, 2001).Todos os testes foram feitos com 5% de nivel de

significancia.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise Macroscépica dos defeitos 6sseos

Apds a eutandsia dos animais e a remogdo das calotas cranianas foi possivel
observar macroscopicamente o padrdo de ossificacdo dos defeitos dsseos, nos diferentes

periodos de tempo e comparar os grupos de forma descritiva como segue.

5.1.2 Analise descritiva dos grupos de 30 dias
Tanto o grupo G1 (o TCP) quanto o grupo G2 (a TCP acrescido de whiskers de
wollastonita) apresentaram resquicios do biomaterial implantado na 4rea do defeito e

presenca de tecido mole. (Fig.6 A).

5.1.3 Analise descritiva dos grupos de 90 dias

Ambos os grupos apresentavam dreas de osso neoformado na periferia do defeito no
entanto ndo houve fechamento total do defeito em nenhuma calvéria. Algumas éspécimes

de ambos os grupos ainda apresentavam resquicios do biomaterial. (Fig. 6 B).

5.1.4 Analise descritiva dos grupos de 120 dias

Nenhuma calvéria apresentou fechamento total do defeito em ambos os grupos apds
120 dias de implantacdo do biomaterial. J4 ndo havia resquicios de biomaterial tanto no
grupo (TCP) quanto no grupo (TCPW) sugerindo que o biomaterial foi reabsorvido pelo
organismo. Notou-se neoformacio dssea nas bordas do defeito. (Fig. 6 C). Para avaliacdo
macroscdpica da resposta do tecido & presenca dos biomateriais as calvérias dos grupos de
120 dias foram submetidas ao processo de maceragdo com Peréxido de Hidrogénio. (Fig.

7).
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el

Figura 6: (A) Defeito dsseo preenchido por tecido mole com resquicios de biomaterial implantado (seta

preta). Em (B) seta branca indica neoformacgio 6ssea apds 90 dias. Em (C) seta azul indica neoformagio

6ssea ap6s 120 dias . Grupo TCPW.

A

Figura 7: (A) Calvéria grupo TCP 120 apds maceragdo. Fig. 7 (B) calvaria grupo TCPW 120 dias apds

maceracdo. Demonstrando que nio houve fechamento total do defeito apds 120 dias.
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5.2 Andlise Morfométrica

Niao foi observado o fechamento total de nenhum defeito nos diferentes periodos de
tempo. Nos grupos de 30 dias foi possivel diferenciar o osso maduro do osso neoformado
delimitado por uma linha cimentante, a neoformacio dssea ocorreu predominantemente na
periferia do defeito. O biomaterial estava presente em ambos os grupos, houve também
presenca de fibrina ao longo do defeito. (Fig. 10).

Aos 90 dias foi observada uma maior neoformagdo dssea principalmente no grupo
reforcado com whisker de wollastonita, visualizamos a formagfo de 0sso novo ndo sé na
borda do defeito, mas também ao redor do cimento. (Fig. 12,13).

No periodo de 120 dias o tecido 6sseo imaturo ficou indistinguivel do osso maturo
como aconteceu nos grupos de 90 dias. Houve uma estabiliza¢do da neoformacgio dssea no

grupo o TCPW120 dias. (Fig. 14)

Figura 8: Em A (*) Indicam presen¢a de uma linha cimentante separando o osso maduro de osso neoformado
(grupo tcpw30) corte histolégico corado com Tricomico de Masson. Em B seta preta indica a borda do defeito

e seta vermelha indica resquicio de biomaterial (grupo tcp30) corado em HE.
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Figura 10: Fotomicrografia demonstrando a drea do defeito dsseo. Montagem das diferentes imagens da

lamina. Grupo 90 dias corado em Tricomico de Masson.
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Figura 11: Fotomicrografia demonstrando neoformacio éssea ao longo do defeito. Corte histolégico

corado com Tricomico de Masson.Grupo 90 dias.

L Y Py ey
Figura 12: Em A (NO) indica neoformag@o 6ssea. (BD) indica borda do defeito. Corte histolégico corado
em HE. Fig. 12 B demonstra que ndo ha presenca da linha cimentante separando o osso maduro do 0sso

neoformado tornando-os os indistinguiveis. Corte corado em Tricomico de Masson. Grupo 120 dias.
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5.3 Analise Estatistica

5.3.1 Grupo oTCP 30 dias X aTCP com whiskers de wollastonita 30 dias.
Comparando o grupo aTCP30 e aTCPW30 notou-se maior neoformacio éssea no

grupo com refor¢o de whiskers de wollastonita. O grupo oTCP 30 dias apresentou

média de osso neoformado de 2,25% enquanto no grupo o TCPW 30 a média de osso

neoformado foi de 4,53% (tab.1). Sendo essa diferenca estatisticamente significativa.

Nos dois grupos ¢ possivel visualizar a borda do defeito e dreas de neoformacio dssea e

resquicio de biomaterial ao longo do defeito.

GRUPOS 30 DIAS
DESVIO PADRAO
GRUPOS MEDIA (%) (%) p
2,25 0,33
4,53 0,74 0,04

Tabela 2: Média da drea de osso neoformado e desvio padrdo. Apresenta diferenca estatisticamente
significativa.

5.3.2 Grupo oTCP 90 dias X aTCP com whiskers de wollastonita 90 dias.

Aos 90 dias a média de drea de osso neoformado foi de 2,80% no grupo aTCP90 e de

5,08% no grupo oTCPWO90 (tab.2). Mais uma vez a diferenga se mostrou estatisticamente

significativa.
GRUPOS 90 DIAS
DESVIO PADRAO
GRUPOS MEDIA (%) (%) P
2,80 0,63
5,08 0,18 0,02

Tabela 3: Média da drea de osso neoformado e desvio padrdo apds 90 dias. Apresenta diferenca
estatisticamente significativa.
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5.3.3 Grupo oTCP 120 dias X oTCP com whiskers de wollastonita 120 dias.

No periodo de 120 dias pds-operatério o grupo contendo whiskers de wollastonita
obteve média de neoformacgdo 6ssea de 3,76%, ja grupo o TCP120 de 2,93%. A diferenca

entre os dois grupos ndo foi estatisticamente significativa.(tab. 4).

GRUPOS 120 DIAS
DESVIO PADRAO
GRUPOS MEDIA (%) (%) p
2,93 0,95
3,76 1,76 0,2

Tabela 4: Média da drea de osso neoformado e desvio padrio apds120 dias. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa.
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6. DISCUSSAO

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial houve aumento da
incidéncia de patologias relacionadas a estrutura dssea, tornando um problema de satide
publica. Atualmente diversos trabalhos alertam para a priorizagdo de politicas ptiblicas
voltadas a patologias osteoarticulares e para o desenvolvimento e aprimoramento de novos
materiais ou dispositivos que podem ser utilizados para correcdo dos problemas e melhora
da qualidade de vida dos pacientes (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Hoje existem algumas opgOes para restaurar, restabelecer ou substituir estruturas
6sseas danificadas devido a traumas ou doengas cronicas. Os enxertos 6sseos autégenos
possuem caracteristicas essenciais para um bom material, no entanto para obten¢do deste
tipo de enxerto se faz necessdria cirurgia adicional para remog¢do do 0sso a ser enxertado,
elevando custos com o procedimento, aumentando o risco de morbidade da drea doadora no
pés-operatdrio, submetendo o individuo a dor adicional (FINKEMEIER, 2002).

Com o avanco da engenharia tecidual os biomateriais t€ém sido uma opc¢ao vidvel
para aplicacdo na 4rea biomédica. Dentre os biomateriais mais estudados esta a classe das
cerimicas que se sobrepde ao enxerto ¢sseo autdgeno, visto que este material ndo tem
limitagdes em relacdo a quantidade disponivel e ndo necessita de um procedimento
cirtirgico adicional (GUTIERRES et al., 2005).

No entanto, devido a fragilidade apresentada por estas ceramicas elas se tornam
restritas a locais que demandam menos carga, por isso se faz necessdria a insercdo de
materiais a fim de aprimorar as propriedades das ceramicas e ampliar seu uso em cirurgias
ortopédicas. Por este motivo foi avaliado um novo biomaterial composto pelo alfa fosfato
tricalcio acrescido de whiskers de wollastonita in vivo.

O substituto 6sseo deve ser rigorosamente testado para que posteriormente seja
indicado para a implantacdo em humanos. Atualmente, ratos e coelhos sdo utilizados como
modelos experimentais para avaliar os biomateriais. Segundo estudos a resposta tecidual
depende do sitio em que o biomaterial é implantado; sendo que a regenerag¢do € mais bem
observada em ossos corticais e a degrada¢do do material em tecido 6sseo medular (DOS
SANTOS, 2002).

Em nosso estudo utilizamos ratos da linhagem Wistar como modelo experimental e

realizamos um defeito critico no parietal para avaliar a implantagdio de um novo
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biomaterial. O defeito critico refere-se a uma lesdo que ndo se regenera espontaneamente a
ndo ser que um enxerto seja usado. Estudos com animais evidenciam que um defeito de 5
milimetros de didmetro ja nio € passivel de regeneracdo. O conceito de defeito critico
possibilita a avaliacdo do potencial osteogénico do material testado. Quando hd um defeito
critico no qual ndo h4 implantacdo de enxertos dsseos ou implantes o reparo tecidual ocorre
através de tecido conjuntivo fibroso ao invés de tecido dsseo (PORTO et al., 2012;
SCHWENGBER, 2009).

Apesar de alguns estudos utilizarem defeitos criticos de 8 mm de didmetro em ratos,
outros também utilizam defeitos com didmetros de 6 e 5 milimetros para avaliar o
diferentes enxertos ¢ biomateriais com a adi¢do ou ndo de fatores de crescimento. Mulliken;
Glowacki, 1980 realizaram defeitos de 4 milimetros no parietal de ratos e constataram que
mesmo apds 6 meses ndo foi verificado reparo total do defeito. Além disso, Grandi em
2007 realizou estudo no qual nio houve fechamento do defeito de 4 milimetros realizados
na calvéria de ratos apés 120 dias. Estes dados sdo semelhantes aos dados encontrados em
nosso estudo no qual n3o houve reparo completo do defeito mesmo apds 120 dias.
Entretanto Porto e colaboradores em 2004 constataram que houve fechamento completo do
defeito em dois dos cinco ratos com defeito critico de 5 mm na calvaria apds 60 dias do
procedimento cirtrgico.

O periodo de tempo pés-cirtirgico do nosso estudo foi determinado com base nos
estudos de Marzouk e colaboradores (2007) e Grandi (2007) que estudaram o
comportamento de biomateriais até a 16° semana.

Em relacdo aos biomateriais utilizados em nossa pesquisa, sdo considerados
materiais adequados devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade, osteocondugdo e
bioatividade. A Hidroxiapatita foi por vérios anos a tnica cerdmica do sistema dos fosfatos
de célcio utilizada na substitui¢do ou reposi¢do do tecido 6sseo, entretanto, devido a sua
lenta biodegradag¢do, outros fosfatos como o TCP comegaram a chamar atenc¢do devido sua
melhor solubilidade o que o leva a ser degradado mais rapidamente no meio biolégico
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010). Dentre os fosfatos de célcio utilizados como
biomateriais o a TCP se apresenta mais reabsorvivel, em relagdo ao § TCP, tornando-o um

bom material para implantacdo; sendo capaz de ser substituido por 0sso novo mais



30

rapidamente do que os outros materiais disponiveis hoje no mercado (CARRODEGUAS;
DE AZA, 2011).

Além disso, a caracteristica principal para que o biomaterial possa ser implantado é
a biocompatibilidade, isto €, o material ndo deve conter elementos que causem danos ao
tecido (AZA et al., 2007). Este biomaterial acrescido de 10% whiskers de wollastonita foi
previamente analisado in vitro por Domingues (2013) que primeiramente converteu o o-
TCP em hidroxiapatita deficiente de calcio (CDHA) para que pudesse ser imerso em meio
de cultura. Apdés 3 dias de imersdo o equilibrio i0nico foi atingido e as células se
mantiveram vivas por mais de 48 horas constatando que o material ndo provocava
citotoxidade. Outros pesquisadores como Grandi (2010) e Schwengber (2009) que
analisaram o o-TCP in vivo também atestaram que o biomaterial era biocompativel. Estes
achados corroboram com os dados de nosso estudo em que tanto oTCP quanto oTCP
acrescido de whiskers de wollastonita ndo desencadearam nenhuma resposta imunoldgica.

Outra caracteristica importante do a-TCP ¢ a bioatividade que permite a formacdo de
uma camada de hidroxiapatita em sua superficie, logo apds sua implantagdo, e esta camada
promove uma forte ligacdo entre o material e o tecido 6sseo (MUNDSTOCK et al., 2012).
Além de apresentar a propriedade de osteocondug@o que consiste no processo em que 0
tecido 6sseo € conduzido em um material através de poros ou canais (MOTISUKE, 2010).

Hoje em dia, busca-se melhorar as propriedades do a-TCP e diminuir sua restri¢do a
apenas implantes em locais que demandam menor carga, para isto sdo inseridas fibras ou
whiskers como no caso do presente trabalho em que houve a adi¢do de whiskers de
Wollastonita. Se comparada a outros biomateriais a Wollastonita (CaSiO3), classificada
como uma vitrocerdmica, possui vantagens como biocompatibilidade, bioatividade,
estabilidade quimica e elevada resisténcia mecénica. Sua bioatividade ¢é atribuida a
presenca de silicio na sua composicéo o qual desempenha um papel importante nos eventos
metabodlicos para inducdo da neoformacdo dssea.

Estudos recentes revelam que a adi¢do de vérias quantidades de wollastonita pode
melhorar a bioatividade, propriedades mecanicas e a biodegradagio (KUNJALUKKAL
PADMANABHAN et al., 2013). Diferencas estatisticas significativas foram encontradas
nos ensaios da fosfatase alcalina, no qual as CDHAs contendo “whiskers” de wollastonita

foram capazes de estimular a produgdo dessa enzima, sendo esse aumento proporcional a
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concentracdo de “whiskers” de wollastonita (DOMINGUES, 2013). Confirmando os dados
encontrados em nosso estudo no qual foi observada maior neoformagio Gssea com
diferenca estatisticamente significativa nos grupos com adicdo de 10% de whiskers de
wollastonita ap6s 30 e 90 dias de implanta¢io. Aos 120 dias as diferencas entre as dreas de
neoformacdo 6ssea no grupo o« TCPW em relagdo ao grupo oTCP, nio foram significativas,
este achado pode ser explicado devido ao fato de que o oTCP acrescido de whiskers de
Wollastonita possui alta solubilidade e com a presenca do silicio sua biodegradagcdo pode
ser mais rapida. Esta alta taxa de biodegradacdo também foi encontrada no estudo de
Kunjalukkal Padmanabhan em 2013, no qual os scaffolds contendo 50% de wollastonita e
50% de hidroxiapatita apresentaram maior biodegradacdo apds 1° e 21° dia imersos em
solucdo de Tris — HCI (solugdo de 4cido cloridrico concentrado) comparando com scaffolds
com apenas hidroxiapatita pura.

A superioridade demonstrada pelo material acrescido de whiskers de wollastonita
aos 30 e 90 dias pode ser atribuida a presenca do silicio. Estes achados corroboram com os
dados de Xue (2005) que demonstrou que a wollastonita estimulou maior neoformacgéo
6ssea do que o grupo que continha titanio apés 30 dias de implantacio.

No que concerne a solubilidade, em ambos os grupos oTCP e aTCPW, ndo foi
encontrado biomaterial dentro do defeito apds 90 dias, confirmando que o material é
soltivel. Uma das caracteristicas importantes para que um material possa ser utilizado como
scaffold na engenharia tecidual € sua biodegradacdo. Em 2005 Xue e colaboradores.,
constataram que o scaffold que continha wollastonita teve uma alta biodegradacdo apés 21
dias. Assim, podemos inferir que o a- TCPW pode ser mais uma alternativa a ser

empregada na engenharia tecidual.
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5. CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos podemos inferir que o cimento a base de oTCP
acrescido de whiskers de wollastonita é biocompativel, caracteristica principal para que
possa ser utilizado como biomaterial.

O grupo TCPW mostrou maior neoformacio 6ssea apds 30 e 90 dias, em relagdo ao
grupo TCP, sendo que esta diferenga se mostrou significativa, embora ndo tenha havido

fechamento total do defeito nos periodos de tempo observados.
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