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RESUMO

SANTOS, Ivonete Sena dos. Participacao das células osteoprogenitoras e da matriz
extracelular na regeneracio de defeitos 6sseos com aplicacdo de enxertos xenogeno e
alégeno. 2021. 59 f. Dissertacao (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

O defeito 6sseo pode ter como causas: traumas faciais, atrofia oOssea alveolar,
reabsor¢ao do osso alveolar, canceres e tumores que levam a desconforto e alteragdes das
funcdes. Varios materiais sdo propostos para a enxertia 6ssea, porém apresentam limitagdes
quanto as propriedades requeridas para osteogénese. A reconstrucdo destes defeitos sdo um
desafio para a engenharia tecidual. A industria tem inovado, oferecendo biomateriais com
mais de uma fase, visando combinar as propriedades dos diversos materiais para obter a
osteoconducao e a osteoinducdo, além de investir na nanotecnologia, que oferece biomateriais
com caracteristicas capazes de mimetizar a estrutura 6ssea. O objetivo deste estudo foi
comparar um material xenogénico a base de hidroxiapatita (HA) micrométrica, com um
biomaterial alogénico a base de HA e B-trifosfato de célcio, nanométricos. Apos criagdo de
um defeito dsseo critico, na calvaria de ratos Wistar foram inseridos: xenomaterial no grupo
BO, alogénico material no grupo REG e outro grupo controle (CTRL) sem inser¢do de
material, apenas coagulo. Para avaliagdo geral das estruturas, foi realizada a coloragdo para
HE. Além disso, foi realizada a coloracdo para Tricrdmico de Goldner e imunomarcagdo para
OPN para avaliagdo das areas ossificadas e imunomarcagdo para VEGF para observar a
formag¢do de vasos sanguineos. A coloragdo foi realizada para HE pelo método regressivo e
para o Tricromico de Goldner foram usados hematoxilina férrica de Weigert, corante Ponceau
Acid Fuchsin, acido fosfomolibdico orange G e solugdo light-green. Nas imunomarcagdes
foram realizadas a recuperagdo antigénica. Na imunomarcacdo para OPN foi usado o
anticorpo primario anti-Osteopontina (Santa Cruz, sc-21742), diluido em PBS/BSA a 1%
(1:200) e para VEGF foi usado o anticorpo primario anti-VEGF (Santa Cruz, sc-1876),
diluido em PBS/BSA a 1% (1:100), ambos, foram incubados com estreptavidina
VECTASTAIN® Universal Quick HRP Kit). Os dados foram analisados usando o ANOVA
one-way, seguido pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (p < 0,05) e pds-teste de Dunn. O
resultado da analise histoldgica com HE e Tricromico de Goldner e imunomarcacao para OPN
e VEGF mostrou apenas fibras coldgenas no grupo CTRL, enquanto no Grupo BO e REG
observamos o biomaterial associado a tecido conjuntivo e areas ossificadas. No grupo REG, a
observacdo da marca¢do com OPN mostrou enclausuramento de células com caracteristicas
de osteoblastos em area com tecido recentemente ossificado. A andlise histomorfométrica
apresentou diferenca estatistica significante ao comparar o grupo REG e CTRL com OPN,
VEGF e coloracao por Tricromico de Goldner. A média de areas coradas com Tricomico de
Goldner, OPN e VEGF foram expressivamente maiores no grupo REG. A conclusio foi que o
biomaterial alogénico, com particulas nanométricas € perfeitamente adequado para utilizagao
na reconstrucdo de tecidos 6sseos; a producdo de VEGF, que favorece a angiogénese, e da
OPN, que indica ossificagao, foi maior no grupo com biomaterial alogénico e a manutengao
do coégulo, apenas, ndo favoreceu a osteogénese.

Palavras-chave: Osteoblastos. Matriz extracelular. Nanomateriais. Hidroxiapatita. B-trifosfato

de calcio. Osteocondugao. Osteoinducao.



ABSTRACT

SANTOS, Ivonete Sena dos. Participation of osteoprogenitor cells and extracellular
matrix in the regeneration of bone defects with application of xenogen and allogeneic
grafts. 2021. 59 f. Dissertagdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

The bone defect can be caused by facial trauma, alveolar bone atrophy, alveolar bone
resorption, cancers and tumors that lead to discomfort and changes in functions. Several
materials are proposed for bone grafting, but they have limitations regarding the properties
required for osteogenesis. The reconstruction of these defects is a challenge for tissue
engineering. The industry has innovated by offering biomaterials with more than one phase in
order to combine the properties of different materials to lead to osteoconduction and
osteoinduction. In addition, they invest in nanotechnology, which also offers biomaterials
with characteristics capable of mimicking bone structure. The aim of this study was to
compare a xeno-biomaterial based on hydroxyapatite (HA) micrometer, with an allogeneic
biomaterial based on HA and B-calcium triphosphate, nanometers. After creating a critical
bone defect in Wistar rats calvaria, xenomaterial was inserted in the BO group, allogeneic
material in the REG group and another CRTL group, without insertion of material, just clot.
For general evaluation of the structures, staining for HE was performed. In addition,
Goldner’s Trichrome staining were performed to assess the ossified areas and VEGF
immunostaining to observe blood vessel formation. Staining was performed for HE by
regressive method and staining for Goldner’s Trichrome, Weigert’s iron hematoxilin, Ponceau
Acid Fuchsin dye, phosphomolybdic acid orange G and light-green solution were used. In
immunostaining, antigen retrieval was performed. In immunostaining for OPN, the primary
anti-Osteopontin antibody (Santa Cruz, sc-21742), diluted in PBS/BSA at 1% (1:1200) was
used and for VEGF the primary anti-VEGF antibody (Santa Cruz, sc-1876), diluted in
PBS/BSA at 1% (1:100) was used both were incubated with streptavidin VECTASTAIN®
Universal Quick HRP Kit. Data were analyzed using one-way ANOVA, followed by the non-
parametric Kruskal-Wallis test (p < 0.05) and Dunn’s post-test. The outcome of the
histological analysis with HE and Goldner’s Trichrome and immunostaining with OPN and
VEGF showed only collagen fibers in the CTRL group, in the BO Group and REG showed
biomaterial associated with connective tissue and ossified areas. Histomorphometric analysis
was statistically significant when comparing the REG and CTRL group with OPN, VEGF and
Goldner's Trichrome. The mean of stained areas with Goldner's Trichrome, OPN and VEGF
was expressively higher in the REG group. The conclusion was that the nanometric
biomaterial is perfectly suitable for use in bone tissue reconstruction; the production of
VEGF, which favors angiogenesis, and of OPN, which indicates ossification, was greater in
the group with synthetic biomaterial, and the maintenance of only the clot does not favor
osteogenesis.

Keywords: Osteoblasts. Extracellular matrix. Nanomaterials. Hydroxyapatite. f-calcium

triphosphate. Osteoconduction. Osteoinduction.
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INTRODUCAO

Os defeitos 6sseos podem ser considerados um achado comum em diversas areas da
saude, podendo ser encontrados em trauma facial e tumores, em atrofia dssea alveolar pos-
exodontia, reabsor¢cdo oOssea por doenga periodontal, além de insucesso do tratamento
endodontico (Coringa et al., 2018), levando a desconforto e alteragdo da funcao (Marycz et
al., 2020). A reconstrucao destes defeitos, usualmente, pode ser tratada por meio de
procedimentos de enxertia 6ssea. O advento da nanotecnologia incluiu varios produtos no
mercado como possibilidades terapéuticas revolucionarias, alterando a visdo de como tratar os
tecidos dsseos.

Dentre as possibilidades e tipos de enxertia, o enxerto 6sseo autdogeno ¢ considerado o
padrdo-ouro, particularmente devido ao seu potencial osteogénico. No entanto, a retirada de
um enxerto autdogeno, frequentemente, representa um risco significativo de morbidade e
complicacdes pds-operatorias, associado a um alto custo financeiro (Nyberg et al., 2017).
Torna-se um desafio a procura por biomateriais que, em sua composi¢do biologica e
microestrutura, possuam qualidades de osteocondu¢@o e osteoinducdo. Para a Regeneragdo
Ossea Guiada (ROG), na implantodontia e nas cirurgias ortopédicas, utiliza-se, dentre outros,
os enxertos xenogenos e alogenos.

Dentre os enxertos xendgenos mais amplamente aceitos na clinica, encontram-se os
enxertos de hidroxiapatita (HA) de origem bovina, que demonstram alta capacidade de
osteocondutividade, sendo largamente estudados (Lee ef al., 2017). Outra fonte de
biomateriais para a ROG, sdo os compostos a base de fosfato de célcio, como o B-trifosfato de
calcio (B-TCP), alogénico, um composto sinterizado em baixa temperatura e que demonstra
capacidade de osteocondugdo, sendo pesquisada por varios autores a sua possivel capacidade
de osteoinducdo (Chen et al., 2014; Ge et al., 2019; Wang et al., 2019). Uma caracteristica
positiva do B-TCP ¢ a promocdo de uma fase estdvel entre a HA e o tricalciofosfato, que
propicia a liberagdo lenta dos ions de calcio e de fosfato que influenciam na remodelagao
ossea (Hivernaud et al., 2019).

A nanotecnologia vem aprimorando as propriedades bioativas da HA em relagdo aos
seus cristais, tendo como resultado uma melhor resposta em associacdo aos nanocristais do
que aos cristais mais grossos, permitindo a constru¢do de um andaime similar a matriz
extracelular que favorece a ROG (Wang et al., 2017). A associacdo de HA com outros

elementos, incluindo os elementos quimicos da familia dos lantanidios, conhecidos como
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terras raras, incrementa as propriedades osteoindutoras dos materiais alogénicos (Marycz et
al., 2020). A cristalinidade tem sido descrita como a caracteristica responsavel do biomaterial
capaz de persistir por um maior ou menor periodo no organismo, sendo que os avancos no
modo de fabricacdo dos cristais permitem adequar com eficiéncia a reabsor¢do e a
substitui¢ao dos compdsitos em relagdo ao tempo (Da Silva Brum et al., 2019).

A proporcao ideal entre a HA e B-TCP ¢ alvo de continua pesquisa, necessitando de
maiores estudos. A associacdo de hidroxiapatita (80%) ao B-TCP (20%) tem sido apresentada
como uma composi¢do eficiente para favorecer a regeneracdo Ossea guiada, tendo como
plataforma inicial o primeiro elemento, e a liberagdo dos ions de célcio e fosfato de forma
lenta favorecendo o processo de regeneracao (De Oliveira Puttini ef al., 2019). No presente
trabalho, a associagdo de HA (78,76%) ao B-TCP (21,03%) e Oxido de Calcio (0,19%) do
produto comercial Blue Bone, assim como a estrutura nanoparticulada (Figura 1), encontra-se
sendo avaliada como uma eficiente composi¢ao para favorecer a ROG (Da Silva Brum et al.,
2019), modulando a biorreabsor¢ao do material no organismo. A degradagdo do B-TCP tem

um relevante papel para as caracteristicas do biomaterial (Ishikawa ef al., 2018).

Figura 1 - Estrutura da nanoparticula utilizada no biomaterial Blue Bone

Legenda: A - cluster do biomaterial e B - detalhes da nanoparticula.
Fonte: Brum, 2019.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. O tecido 6sseo

Embriologicamente, o tecido dsseo se origina dos tecidos conjuntivos sendo ossificado
apos diversas interacdes biologicas e fisico-quimicas. A mineralizagdo compreende um
processo mais amplo de acimulo de substidncias minerais em tecidos organicos, inorganicos e
objetos diversos. O processo de formagdo Ossea pode ser denominado de ossificacdo ou
osteogénese (Ross; Paulina, 2018). A ossificacdo corresponde ao processo de transformagao
gradual da cartilagem ou tecido fibroso em o0sso. No entanto, varios tecidos no organismo
podem sofrer este processo, de maneira patologica (Murshed, 2018; Mebarek et al., 2013). A
calcificagdo ¢ a deposic¢ao de cristais de calcio e outros ions em células e tecidos, fazendo
parte do processo de ossificacdo. A ossificacdo ¢ um processo que se estabelece em estagios
com a precipitagdo de minerais que contribuem para a formacdo da hidroxiapatita dssea
(Eanes, 1965; Murshed, 2018). Independentemente do tipo de ossificacdo, o processo se inicia
nos centros de ossificacdo. O tecido dsseo se forma por: ossificagdo intramembranosa, quando
se forma de uma regido condensada de natureza conjuntiva e ossificacdo endocondral, quando
substitui um modelo cartilaginoso previamente instalado (Mebarek et al., 2013; Murshed,
2018).

A ossificagdo intramembranosa inicia-se com a proliferagdo e diferenciagdo de células
do mesénquima em osteoblastos que produzem a matriz extracelular. Este tecido inicialmente,
denomina-se osteoide, sendo composto de fosfato de calcio amorfo, e ndo de apatita
(Murshed, 2018). A deposi¢cdo da matriz extracelular no perimetro do osteoblasto, produz o
enclausuramento de algumas células que passam a ser denominadas de ostedcito. O osteoide
ou 0sso imaturo, apresenta-se inicialmente com espiculas interconectadas que aumentam seu
volume tridimensionalmente, mimetizando a estrutura do futuro osso maduro. Os espagos
trabeculares apresentam vasos sanguineos e tecido conjuntivo (Ross; Paulina, 2018). A
transi¢do para o osso maduro ¢ dependente do tempo para formagdo da apatita, referido como
a hidroxiapatita carbonatada (Murshed, 2018).

A fase inorganica ¢ um fosfato de célcio, em geral na forma de hidroxiapatita. A
mineraliza¢do dos tecidos é dependente dos ions de Ca*? e PO4 que se encontram disponiveis

em todo o organismo, porém mecanismos de controle, como pirofosfatase, nos tecidos inibem
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a calcificacdo geral de tecidos. A supersaturacio de ions de Ca™ e PO4 nos tecidos que
requerem mineralizagdo ¢ regulada intrinsecamente, por complexos processos bioldgicos,
ainda ndo completamente elucidados (Murshed, 2018). O sitio de nucleacdo ¢ o local inicial
de deposicao mineral estando associada a presenca de vesiculas de matriz contendo material
calcificado em seu interior. A presenga de vesiculas da matriz esta relacionada aos processos
iniciais de mineraliza¢do, derivando de células produtoras de matriz organica como os
osteoblastos. Apos a mineralizagdo da vesicula da matriz, este processo se estende para a
fibrilas colagenas e regides interfibrilares (Mebarek et al., 2013).

O tecido 6sseo ¢ uma estrutura altamente dindmica e especializada que,
estruturalmente, se divide em osso cortical e osso esponjoso (Figura 2). O tecido ésseo possui
como fungdes: o reservatorio de minerais, hematopoese, diferenciacio de células
osteogénicas, arcabouco e protecdo (Valerio; Tercarolli; Gribel, 2012). A estrutura Ossea
assemelha-se a um cilindro central, o canal de Havers, interligado por varios canais chamados

de canais de Volkmann (Ross & Pawlina, 2018).

Figura 2 - Osso compacto apresentando a sua estrutura macroanatomica, canais de Havers e
Volkman.
Canais de Violkmar

A 0550 e5ponjoso Osso compacts B Canais de Havers

Legenda: A - a macroanatomia do tecido 6sseo e B - os canais de Havers e de Volkman
Fonte: Ross & Pawlina, 2018.
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As lamelas concéntricas que circundam os canais de Havers denominam-se de Osteons
(Figura 3). Estas lamelas sdo formadas por matriz extracelular (MEC), passiveis de

remodelagdo e nova formagao ossea (Zhu; Luo; Liu, 2020).

Figura 3 - Corte compacto do osso mostrando o dsteon

Lamelas

Artéria osteonal circunferenciais
internas

Endésteo

Fibras coldgenas

Lamelas
intermediarias

Canal de
Volkmann

Lamelas do osso
Enddsteo osteonal

Canal de Havers

Lacuna com ostedcito

circunferenciais externas

Fonte: Ross & Pawlina, 2018.

O tecido 6sseo € composto por uma complexa estrutura tridimensional, com uma fase

organica e uma inorganica. A parte inorganica do tecido 6sseo representa cerca de 65 a 70%,
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sendo a maior parte formada por ions de calcio e fosforo. A hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)z,
¢ o principal componente inorganico do tecido dsseo, compondo a matriz extracelular
juntamente com fibras colagenas e de proteinas nao colagenas (Carvalho et al., 2020; Jeong et
al., 2019). A hidroxiapatita pode ser indicada como um marcador para avaliar a diferenciagao
osteogénica de células-tronco mesenquimais (Tsao et al., 2017). Outros ions fazem parte da
composi¢ao da fase inorganica, como o citrato, carbonato e varios ions de flaor (F"), potassio
(K", estroncio (Sr*"), chumbo (Pb*"), zinco (Zn**), cobre (Cu") e ferro (Fe**) (laquinta et al.,
2019).

A parte organica do tecido 6sseo representa 10 a 30%, sendo formada por 90% de
fibras colagenas, destas, cerca de 80% sdo fibras coldgenas tipo I. Fazem parte desta matriz
organica outros tipos de fibras coldgenas, como colageno III, V, XI e XIII. Na MEC, estas
fibras funcionam como um arcabouco, sendo os espagos inter ¢ intrafibrilares, locais nos quais
se inicia a deposi¢do mineral (Carvalho et al., 2020; Lopes et al., 2019; Murshed, 2018). As
proteinas ndo coladgenas representam 10% e constituem a substincia fundamental do osso,
tornando-se mineralizadas juntamente com o colageno. Estas proteinas sdo: macromoléculas
de proteoglicanos; fatores de crescimento e as citocinas, como fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), fator transformador do
crescimento- (TGF-B), fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF), proteinas
morfogenéticas do osso (BMP), esclerotina, interleucinas; glicoproteinas multiadesivas,
como: osteonectina, proteina da matriz de dentina e sialoproteinas, tipo osteopontina (OPN);
proteinas dependentes de vitamina K especificas do osso, como a osteocalcina (OC); e as
proteinas ndo colagenosas que influenciam em diversas fungdes dos tecidos 0sseos, como a
adesdo celular (Carvalho et al., 2020; Lopes et al., 2019). Sabe-se que a OPN e a OC
desempenham um papel critico na mineralizagdo, manuten¢do dos ossos, orientagdo dos
cristais e desempenho frente ao estresse mecanico, além de promover a interagcdo entre as
células e a parte inorganica da matrix (Bailey ef al., 2017). Ainda, a OPN e a OC parecem
exibir acentuados niveis, mais tardiamente durante a mineralizagdo da matriz extra-celular
(MEC) e formagdo ossea (Kang et al., 2020). A sialoproteina possui estreita relagdo com as
fibras de coldgeno, influenciando a mineralizagdo do tecido Osseo, principalmente nos
estagios iniciais da calcificacao (Bonucci, 2012). A expressao da osteonectina € maior no 0sso
esponjoso que no 0sso compacto, sendo seus valores inversamente proporcionais ao grau de
calcificagdo. E uma proteina multifatorial que regula o clcio, as interagdes entre as células e
a matriz extracelular, os sitios de ligagdo da hidroxiapatita e regula a remodelagao Ossea

(Bonucci, 2012).
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As células que formam o tecido 6sseo sdo as células de revestimento Osseo, 0s
osteoblastos, os ostedcitos, com origem nas células tronco mesenquimatosas e os osteoclastos,
com origem nas cé€lulas progenitoras hemocitopoéticas. As células da linhagem Ossea
inativadas encontram-se quiescentes no revestimento 6sseo € podem se diferenciar nas células

osteoprogenitoras (Figura 4) (Ansari, 2019).

Figura 4 - Disposicao das células 6sseas
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Fonte: Ross & Pawlina, 2018.

Os osteoblastos derivam de uma linhagem de células de origem medular, sendo os
responsaveis pela sintese da matriz organica e formagdo e mineraliza¢do do tecido Osseo.
Cerca de 20% dos osteoblastos ficam aprisionados por sua MEC (Prideaux; Findlay; Atkins,
2016).

Os osteocitos sdo as células osseas enclausuradas pela MEC com prolongamentos que
se interconectam formando um sincicio, similar a uma rede neural, que permite a transmissao
de informacgdes para outras células do tecido 6sseo (Andrade et al., 2007). Por conta desta
caracteristica, os osteocitos tém sido considerados as células responsaveis pelo processo de
remodelagdo oOssea, regulando a atividade das outras células através de mediadores
bioquimicos (Gusmao & Belangero, 2009).

Os osteoclastos, que representam cerca de 1% das células Osseas, sdo grandes células
de origem sanguinea, medular e do baco (Guo et al., 2015). Apresentam-se multinucleadas,
formadas pela unido de monocitos hematopoiéticos e macrofagos. Sao responsaveis pelos

processos de reabsor¢do ossea.
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1.2. Cicatrizacao do tecido 6sseo

O processo de cicatrizagdo dos tecidos 6sseos pode ser dividido em quatro etapas:
hemostasia, inflamacdo, proliferagdo e maturacdo. A primeira etapa se caracteriza pela
inducdo do coagulo através da invasdo de plaquetas e de fatores de coagulagdo nos tecidos
adjacentes. Em seguida, entdo, ocorre a etapa da inflamagdo, com a liberagao de citocinas e
recrutamento de células progenitoras através de mediadores (Ho-Shui-Ling et al., 2018). A
etapa de proliferagdo caracteriza-se pelo inicio da deposi¢do de fibras coldgenas que,
propiciada pela reconstru¢do da matriz extracelular, segue a maturagdo, com a substitui¢ao
das fibras coldgenas tipo III por fibras coldgenas tipo I (Diomede et al., 2020).

Na etapa inflamatéria da ossificagdo intramembranosa, a hipdxia inicial estimula o
osteoblasto a liberar o VEGF. Estudos mostram que a administragdo local de VEGF no
enxerto aumenta a densidade mineral dssea e a angiogénese (De Campos Pessoa et al., 2020;
Du et al., 2015; Ozturk et al., 2013).

A vasodilatagdo iniciada durante a fase de edema tecidual proporciona a invasao de
diversos componentes pré-angiogénicos que se reduzem com a maturacdo dos vasos
sanguineos. Em mutua cooperagao, estes fatores iniciam a reparacao tecidual. Na fase inicial,
encontram-se presentes, em altos niveis, o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de
crescimento transformador-f (TGF-p), triptase dos mastdcitos, a proteina anquirina cardiaca,
e, particularmente, os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) (Dipietro, 2016).
O VEGF-A, conjuntamente com VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o fator de
crescimento da placenta (PIG-F) estruturam uma familia de proteinas homodiméricas, sendo o
VEGF-A apontado com a capacidade de induzir a migragcdo e a proliferacdo de células
endoteliais (Diomede ef al., 2020).

Hé um natural entrelagamento dos processos de osteogénese e angiogénese (Lopes et
al., 2019). Os novos vasos sanguineos transportam nutrientes, minerais, fatores de
crescimento e emissdo de sinais paracrinos, que modulam o comportamento celular, além de
compor uma base essencial para a estruturacdo da deposicdo Ossea inicial. As diversas
linhagens de células osteogénicas sdo recrutadas sob a égide destes processos, no intuito de
conduzir a reparagdo Ossea. Estudos anteriores relatam a intima associac¢do entre as células-
tronco hematopoéticas e mesenquimais com as arteriolas, possuindo os odontoblastos e

osteocitos intrinseca relacdo com células hematopoéticas quiescentes (Kunisaki et al., 2013).
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Em estudo avaliando o padrio comportamental de macréfagos cultivados sobre
hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA) e B-TCP, foi analisada a libera¢do de citocinas
inflamatérias e fatores osteoclastogénicos, sendo verificado que os dois biomateriais
suportaram a adesdo e proliferagdo dos macrdéfagos. A presenga maciga de macrofagos na
etapa inflamatoria inicial estimula a cicatriza¢do da ferida. Outro ponto a ser considerado ¢ a
capacidade do macrofago de interferir na formagdo e reabsorcdo dssea por varios
mecanismos, inclusive inducao da osteogénese por células-tronco mesenquimais. A interagao
entre células imunes e de linhagens osteogénicas ¢ primordial para finalizar a etapa da
inflamacdo e estimular o inicio da osteogénese. No estudo, analisou-se o efeito na
diferenciagdo osteogénica de células mesenquimais e osteoblastos, avaliando o efeito entre
moléculas secretadas por células RAW (macrofagos de murinos) cultivadas em CaP e o meio
16nico produzido pela interacdo entre o biomaterial e a cultura celular (Sadowska et al., 2019).

Os biomateriais com propriedades osteoindutivas, como fosfatos de calcio, f-Fosfato
Tricalcico e Hidroxiapatita sustentam a neovascularizacdo. Estes biomateriais ndo induzem

efeitos colaterais adversos e atraem células (Diomede et al., 2020).

1.3. Mineralizacao do tecido 6sseo

Virios tecidos, como osso, cartilagem, dentina, cemento e esmalte dentdrio, sdo
fisiologicamente mineralizados. A mineraliza¢do dos tecidos 0sseos ocorre pela deposicao de
minerais na matriz extracelular dos organismos. O aumento na concentragdo de ions de calcio
e fosfato desencadeia o processo inicial (Tsao et al., 2017).

A mineralizagdo, através de uma série de processos fisico-quimicos mediados por
fatores bioldgicos, inicia o arranjo de ions de calcio e fosfato, que sdo recrutados do meio,
formando o fosfato de calcio. A deposicdo de minerais sera iniciada se as concentragdes
idnicas (Ca®" e POa) ultrapassarem os limiares previstos na matriz (Orimo, 2010). O plasma e
fluidos tissulares apresentam uma supersaturacdo destes ions, porém suas concentragdes
10nicas nao permitem sua dissolucdo nos fluidos, impedindo a mineralizagdo generalizada dos
tecidos do organismo. Parece haver mecanismos de regulacdo, como o pirofosfato (Ross &
Pawlina, 2018).

Vesiculas sdo formadas no interior da célula, neste caso dos osteoblastos, originadas

da propria membrana citoplasmatica, e, posteriormente, se tornam independentes na matriz
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extracelular. Nelas sdo visualizados cristais no inicio de processo de mineralizagdo. As
vesiculas apresentam moléculas ligadas ao processo de mineralizagdo, como a pirofosfatase e
fosfatase alcalina (Murshed, 2018; Orimo, 2010).

O processo de mineralizagdo tem seu inicio com a elevagdo local do ion Ca*'
extracelular ligado a sialoproteinas e osteocalcina. Estudos avaliando a concentragdo de Ca®"
extracelular em células C3H10T1/2 (fibroblastos de camundongos) ¢ MSCs-BM (células-
tronco mesenquimais de medula dssea) demonstraram que a concentracio de ions Ca®"
extracelular de 6mM, além de agir sobre o osteoblasto, determina o recrutamento do fenotipo
de célula-tronco mesenquimal, propiciando sua proliferacdo e diferenciagdo (Lee ef al., 2018).

Logo, em seguida, os osteoblastos secretam a fosfatase alcalina, que age estimulando a
elevacao local do ion POs. A elevacao dos niveis de PO4 estimula ainda mais o aumento do
Ca*" inicial. Com a elevacdo dos niveis de Ca>" e POs extracelular, as vesiculas sio liberadas
dos osteoblastos (Orimo, 2010; Ross & Pawlina, 2018). Deve-se levar em consideracdo que
estas vesiculas constituem um microambiente que permite alteragdes na concentragao de ions
Ca?" e POy intravesicular que permitindo o crescimento de cristais pela adicdo destes ions;
contudo nao alteram o meio externo (Orimo, 2010; Ross & Pawlina, 2018. Murshed, 2018).

Tem inicio o processo de clivagem dos ions PO4 de outras moléculas da matriz, através
da fosfatase alcalina e da pirofosfatase (Murshed, 2018), além do actimulo de ions Ca*", que
aumenta o ponto isoelétrico local, culminando com a cristalizagdo de CaPO4 nas vesiculas
circunvizinhas. A formagdo e deposicdo dos cristais de hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH):]
iniciam ao redor dos osteoblastos. Estudos avaliando a concentracdo de Ca>" extracelular em
células C3H10T1/2 e MSCs-BM sugerem que a elevagdo do Ca*" extracelular incrementa a
mineralizagdo da matriz, pois este efeito foi mantido quando as células foram submetidas até
20mM de Ca** no meio de cultura e diminuiu apés 6mM de concentragdo, mesmo mantidas as
condi¢cdes osteogénicas. Ainda se verificou que, sob estas condi¢des, a osteopontina secretada
nao influenciava a proliferacao celular nem a mineralizagdo da matriz (Lee et al., 2018).

Em um estudo que avaliou a influéncia da osteopontina (OPN) e osteocalcina sobre
células-tronco mesenquimais derivadas da medula de camundongos wild type (WT) e
knockout (sem OPN e OC) se esclarece a cooperacdo da OPN e OC sobre a biorregulagdo dos
cristais minerais. A ligacdo OC-OPN ¢ essencial para integrar as fases organica e inorganica
do tecido 6sseo, que estabelece as propriedades da matriz 6ssea. A OC produz o crescimento
de cristais sobre a fibra colagena e organiza os ions Ca** e PO4, fixando o ion Ca** para
manter a estrutura do cristal, enquanto a OPN recruta outros ions como Mg>" e controlam os

ions negativamente carregados, garantindo a ligagao ente cristais (Poundarik ef al., 2018).
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Em outro estudo, Carvalho (2020) avaliou a influéncia da osteopontina (OPN) e
osteocalcina sobre células-tronco mesenquimais derivadas da medula de camundongos wild
type (WT) e knockout (sem OPN e OC), no qual foi sugerido que a variada capacidade de
ligacdo da OPN influencia diversos processos, tais como: organizagao do colageno, adesao
celular, viabilidade celular, migracdo celular, angiogénese e calcificagdo. Previamente, o
mesmo grupo de estudo estabeleceu que a atuagdo da osteocalcina e OPN estrutura o
entrelacamento entre as fases organica e inorganica do tecido Osseo, e tem atuagdo
fundamental na qualidade da calcifica¢ao dos tecidos 6sseos (Carvalho et al., 2020).

O controle da deposicdo inicial do mineral no osteoide deriva das vesiculas dos
osteoblastos. A precipitagdo inicial dos cristais de hidroxiapatita desencadeia a adicdo de
novos cristais que se unem aos cristais de vesiculas adjacentes liberando um fluxo de

mineralizagdo (Orimo, 2010).

1.4. Biomateriais

Biomateriais sdo compostos por materiais alogénicos que mimetizam a quimica e
topografia dos tecidos Osseos modulando a resposta osteogénica (Jeong et al., 2019;
Sadowska et al., 2019; Zhu; Luo; Liu, 2020). Diversos componentes utilizados em
reabilitacdes sdo provenientes de biomateriais, tais como: proteses, implantes, lentes,
enxertos, stents, cateteres, marca-passos, valvulas e arcaboucos (scaffolds) empregados na
engenharia de tecidos, entre outros. Podem ser usados os enxertos sozinhos ou associados a
moléculas e células (Ho-Shui-Ling et al., 2018). Os biomateriais podem ser classificados de
varias maneiras: por sua escala de dimensdes (nanométricos < 100nm, submicrémicos 100-
Ium e micrométricos > 1 pm), por sua origem (autdgeno que tem origem do proprio
organismo, aldogeno que tem origem em organismo da mesma espécie ou caracteristicas
similares, xendgeno que tem origem em espécies diferentes e alopldstico que tem origem
sintética), por sua resposta ao organismo (bioinertes, bioativos e biorreabsorviveis) (Jeong et
al., 2019; Zhu; Luo; Liu, 2020). Os biomateriais recentes destacam os produtos apresentados
na forma de po, como as nano-hidroxiapatitas e os nano-B-fosfato tricalcico, que apresentam
maiores areas superficiais com compatibilidade para interacdo e adsorcdo de células e
moléculas, favorecendo os processos de osteocondugdo e osteoinducdo (Brum et al., 2020).

Independentemente do biomaterial escolhido, este deve interagir favoravelmente, procurando
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o equilibrio entre as suas propriedades, as fun¢des biologicas e estruturas dos materiais

empregados (Lin et al., 2020). O biomaterial deve possuir propriedades tais como:

- Biocompatibilidade
Pode ser expressa como a capacidade do biomaterial para nao apresentar uma resposta
adversa em um organismo vivo (laquinta et al., 2019). O material deve induzir uma resposta
inflamatoria minima. A espessura de tecido fibroso delimitando o biomaterial ¢ uma resposta

ao grau de biocompatibilidade deste (Kaluzny; Jozwicki; Wisniewska, 2006).

- Biofuncionabilidade
Refere-se a capacidade do biomaterial de suportar cargas fisicas e mecanicas ao
substituir o tecido lesionado. A porosidade ¢ um fator importante ao avaliar as caracteristicas
do biomaterial. O aumento da porosidade melhora o contato com os fluidos do corpo sobre a
area de superficie e a presenga de poros na superficie afeta a adsor¢do das proteinas, que
melhora quando os poros possuem entre 20-500um, sendo que o tamanho de 50pum ou mais

incrementa a angiogénese. No entanto, poros maiores que 100um afetam a for¢a mecanica,

fragilizando o biomaterial que pode nao resistir aos impactos (Jeong et al., 2019).

- Bioatividade

Refere-se a capacidade do biomaterial de participar das atividades biologicas do
organismo, fomentando liga¢gdes quimicas com os tecidos adjacentes (osteointegracdo). A
bioatividade depende da degradacdo e da liberacdo dos ions de célcio e fosfato, que sdo de
grande importancia para a regulagem da adesdo celular e formagdo tecidual (Jeong et al.,
2019). A similaridade quimica entre o biomaterial e os tecidos permite a adesdo de células e
proteinas ao biomaterial, conduzindo ao revestimento do material por células dsseas, como
osteoblastos e fibroblastos, propiciando a mineraliza¢do dos tecidos (Carolina ef al., 2019).

Dentre as ceramicas bioativas, pode-se mencionar a hidroxiapatita, o biovidro, alguns vitro-

ceramicos.

- Biorreabsorc¢ao
Refere-se a capacidade do biomaterial sofrer degradagdo ou ser solubilizado no meio
em funcdo do tempo. E uma caracteristica bastante apreciada por evitar um novo tempo

cirtirgico para remoc¢ao do mesmo. Encontra-se ligada com a porosidade que, ao ampliar a
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area superficial, estimula a degradagdo i6nica dos materiais (Ho-Shui-Ling et al., 2018). Os

fostatos tricalcicos e sulfato de calcio sdo exemplos de ceramicas biorreabsorviveis.

1.4.1. Bioceramicas

A biocompatibilidade ¢ uma capacidade inerente a grande parte das bioceramicas por
serem formadas essencialmente por hidroxiapatita sintética, similar a hidroxiapatita (HA) que
compde a fase mineral dos tecidos Osseos (Caio(POs)s(OH)2) (Adams et al., 2013). A
hidroxiapatita possui, além da biocompatibilidade, resisténcia a compressdo e corrosao
(Iaquinta et al., 2019), além de notavel capacidade de adsorcdo de moléculas. As
bioceramicas apresentam superficie inerte e minima rea¢do nos tecidos adjacentes, porém
apresentam baixa resisténcia a fratura, fragilidade e rigidez (Baptista ef al., 2018).

Em dareas que necessitem de estimulo ao crescimento de tecidos Osseos, as
bioceramicas com capacidade bioativa, em forma do po6, sdo o material elegivel, pois
apresentam estabilidade em suas interacdes quimicas com o hospedeiro. O fosfato tricalcico ¢
o material reconhecido como ceramica biorreabsorvivel, biocompativel e com grande
capacidade de adsorcdo de moléculas in vivo. Apesar da porosidade baixa inicial, o
desenvolvimento de tecido no interior do biomaterial alarga estes poros. Entdo, no
biomaterial, ocorre a deposicao de fosfato de calcio amorfo pela solubilidade do material, que
favorece a calcificagao dos tecidos (Da Silva Brum et al., 2019).

O fosfato de calcio (CaP) ¢ uma bioceramica que apresenta uma composicao quimica
similar a fase inorganica de tecidos Osseos e dentarios (ions de fosfato e célcio). Possibilita,
entdo, o equilibrio i6nico entre o biomaterial e as estruturas bioldgicas, formando ligagdes
com os tecidos, sem apresentar resposta inflamatoria e toxicidade. Desta forma, o CaP
consegue fornecer um arcabouco estrutural para crescimento dos tecidos Osseos até sua
maturacao, sendo, paulatinamente, degradado pelo organismo (Jeong ef al., 2019).

Um biomaterial que se apresenta em quatro fases distintas dependendo da temperatura
de exposi¢do, é o fosfato tricalcico, (Ca*(POs)*: o a-TCP estavel entre 1120°C e 1470°C,
porém metaestavel em temperaturas abaixo de 1120°C; o o’-TCP estdvel apenas acima de
1470°C; o B-TCP estavel abaixo de 1120°C e o B’-TCP estavel apenas com elevadas pressoes.
O B-TCP ¢ fabricado numa temperatura de cerca de 800°C. A temperatura de sinterizagdo
altera as propriedades dos materiais modificando a resposta a deposi¢ao 6ssea (Carolina et al.,

2019). Os biomateriais obtidos em baixas temperaturas, apresentam caracteristicas estruturais
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similares a fase inorganica do tecido dsseo e demonstram inerentes propriedades
osteoindutoras e osteocondutoras. Os novos processos de fabricagdo permitem a ingeréncia
durante a sintese para a construcao de bioprodutos de tamanhos diferenciados e capazes de
induzir a uma resposta celular especifica (Sadowska et al., 2019; Zhu; Luo; Liu, 2020).

A modulagdo de respostas imunes associada as propriedades fisico-quimicas dos f-
TCP foram comprovadas em recentes estudos. A manipulacdo da topografia da hidroxiapatita
deficiente de calcio (CDHA) para material nanométrico apresenta, como efeito, a estimulagado
de células de linhagens osteogénicas, e a alteracdo na porosidade CDHA resulta na modulacao
positiva de suas caracteristicas anti-inflamatorias (Sadowska et al., 2019).

A hidroxiapatita representa cerca de 30 a 70% da massa dos tecidos 6sseos e dentarios.
Possui a razdo Ca/P igual a 1,67 e cristaliza-se de forma hexagonal (Adams et al., 2013). A
hidroxiapatita sintética apresenta grande semelhanca quimica com a fase inorginica dos
tecidos Osseos. Esta semelhanca permite a proliferacdo de células que ndo diferenciam o
material dos tecidos nativos. Além disso, a area superficial propicia a interagdo para captacao
de proteinas e outras substancias, induzindo a formacdo de tecidos (Levingstone; Herbaj;
Dunne, 2019).

A estrutura da hidroxiapatita permite isomorficas transfiguragdes por meio de cations
e anions, com relativa facilidade. Estas transfiguracdes modificam diversos aspectos fisico-
quimicos como a cristalinidade, tamanho dos cristais, solubilidade e estabilidade. O B-TCP e
0 o-TCP tém a razdo de 1,50 de Ca/P, porém a diferen¢a na estrutura de seus cristais modifica
o comportamento termodindmico e reabsor¢do nos tecidos (Levingstone; Herbaj; Dunne,
2019).

O tecido 6sseo possui componentes altamente especializados dotados com intrinseca
capacidade de regeneragdo, porém expressa limitagdes a esta capacidade quando defeitos de
ampla magnitude acometem as estruturas. A perda de substancia pode comprometer a
funcionalidade. Por meio da Regeneracdo Ossea Guiada, procura-se recompor a estrutura
perdida, utilizando-se procedimentos de enxertia (Carolina ef al., 2019).

Os fendmenos que regem a osteogénese sdo guiados por uma complexa gama de
fatores gerais e locais, conduzidos por diversas vias metabolicas e acionados por mensageiros
autocrinos e paracrinos (Ho-Shui-Ling et al., 2018). Estes fenomenos que envolvem o
processo de reparagdo dos tecidos dsseos sdo altamente complexos e tém sido exploradas
diversas abordagens com materiais sofisticados que mimetizem as caracteristicas inerentes ao

tecido Osseo (Baptista et al., 2018; Song et al., 2018).



25

Para utilizagdo no corpo humano, o material necessita intrinsecas propriedades que
permitam sua implantagdo no organismo. Para tanto, mundialmente, vem-se procurando
estabelecer uma classe de materiais com esta finalidade (Liu ef al., 2015). Sao os
biomateriais, que podem ser de origem sintética ou natural, mas que permitam a sua utilizagao
em substitui¢do em parte de 6rgaos ou tecidos. Estes biomateriais ndo devem causar lesdo aos
tecidos, contudo devem ser resistentes a corrosio, ao desgaste, as cargas mecanicas € a outros

desafios, num meio bastante hostil, que ¢ o organismo (Ansari, 2019).

1.5 Enxertos Nanométricos na Engenharia de Tecidos

Na engenharia de tecidos, diversos biomateriais sdo testados como plataformas que
mimetizem a microestrutura dos tecidos dsseos, permitindo a adsor¢do de moléculas e fatores
bioativos que induzam o recrutamento e diferenciacdo de células que suportem a
mineralizacdo Ossea (Baptista ef al., 2018; Chen ef al., 2014). A regeneracdo Ossea guiada
enfrenta grandes desafios na construgdo de biomateriais que apoie o crescimento dsseo sem
reduzir as propriedades mecanicas. O aumento do tamanho do poro reduz as propriedades
mecanicas. O equilibrio entre a porosidade e biofuncionaliadade em estruturas nanométricas a
base de hidroxiapatita (HA) e quitosana mostrou-se eficiente para nutri¢do e formagdo Ossea
(Kong et al., 2007). A producdo de uma matriz Ossea consistente € uma resposta
especificamente desejada relacionada aos biomateriais nanométricos, suportada pelo trabalho
que identificou células relacionadas a producdo de fibras coldgenas na area de regeneracao
Ossea, além da neoformacao de vasos sanguineos (Brum et al., 2020).

Células de pré-odontoblastos hFOB foram semeadas sobre biomaterial a base de
colageno e glicosaminoglicano para verificar a formacao de tecido mineralizado. As células se
diferenciaram em odontoblastos, que se fixaram na estrutura com 14 dias e iniciaram
calcificacdo dos tecidos com 35 dias, sob inducdo com 10ng/ml de TGF- B1 e manutencdo
com 0,2ng/ml. A mineralizagdo tecidual ocorreu apds degradacdo nas areas centrais do
biomaterial, demostrando o potencial deste biomaterial (Keogh; O’Brien; Daly, 2010).

Realizou-se um estudo em 14 coelhos machos New Zeland, divididos em 02 grupos,
sendo um grupo eutanasiado com 8 semanas. Os animais tiveram sua calvaria submetida a 03
defeitos criticos de 6mm cada. Nos dois primeiros defeitos, foram inseridos dois

xenomateriais denominados Bio-Oss € NuOss, ambos os produtos possuiam particulas de 0,25
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a Imm de tamanho e o terceiro defeito permaneceu sem insercdo de material. Foram
encontradas areas com osso lamelar, mesclada de tecido neoformado e areas com apenas
tecido recentemente constituido. A quantidade de tecido dsseo neoformado foi 4 vezes maior
no produto Bio Oss (Paknejad et al., 2014).

Outro estudo foi conduzido em 12 coelhos New Zeland, adultos, com peso entre 3,5 e
4,0kg, submetidos a cirurgia em calvaria para inser¢ao de um cilindro de titdnio de 6mm de
diametro e Smm de altura, de cada lado da calvaria. Os cilindros continham material de
origem xendgena como controle, € 0 mesmo material enriquecido por fragdo mononuclear de
medula 6ssea, como material em avaliagdo. Os animais foram mortos 8 semanas apos a
cirurgia e ndo apresentaram diferenca entre os dois grupos. Na avaliacdo histomorfométrica,
foram analisadas 6 areas em cada peg¢a que mensuraram a presenga de tecido vital
mineralizado, tecido ndo vital mineralizado e tecido nao mineralizado (Mello ef al., 2014).

Os enxertos possuem varias origens, sendo o padrdo-ouro aquele oriundo de um sitio
do proprio organismo. Este apresenta como uma severa desvantagem a necessidade de dois
sitios cirargicos, um doador e um receptor (laquinta ef al., 2019). Dois sitios cruentos
aumentam o risco morbidade, adicionando-se a estas limitacdes, ha o custo financeiro de dois
procedimentos cirurgicos (Aludden et al., 2017; Ho-Shui-Ling et al., 2018). Xendgenos sdo
os enxertos que derivam de componentes organicos de seres de espécie diversa. O composto
xenogeno a base de HA bovina tem sido amplamente utilizado ha muitas décadas, contudo
traz, como limitacdo, a pouca solubilidade, podendo ser encontrado anos depois no local da
inser¢do (Jensen et al., 2012).

Um estudo de aumento de seio maxilar em coelhos apos 8 semanas, no xeno-enxerto
(Bio Oss), encontrou osso lamelar maduro associado ao osso recém-formado, enquanto o B-
TCP apresentou aumento da espessura e da densidade do osso recém-formado. O osso lamelar
maduro preenchia quase toda cavidade, apresentando osteoblastos e poucos osteoclastos.
Poucas particulas do biomaterial encontravam-se presentes no local (Sohn & Moon, 2018).

Os enxertos s3o um amalgama de materiais submetidos a altas ou baixas temperaturas,
cujas composi¢des e a propor¢cdo dos insumos variam, sempre perseguindo um equilibrio
entre as propriedades essenciais de osteocondugdo, osteoinducdo, osteogénese que permita o
reparo Osseo (laquinta et al., 2019). Caracteristicas como biodegradabilidade e
biocompatibilidade também sdo elencadas como importantes para proporcionar ao meio
condi¢des de reparo Osseo. A procura por materiais que reinam estas qualidades tem sido
objeto de atencdo das industrias médica e odontolédgica, sendo perceptivel um incremento de

cerca de 9% anual de produtos no mercado (Carolina ef al., 2019).
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Materiais isolados apresentam percentagem diferenciadas das propriedades como
biorreabsor¢do e compatibilidade tecidual, portanto muitos produtos apostam na mescla de
materiais para balancear tais propriedades para alcancar a formagdo 6ssea. Material alogénico
contendo apenas B-TCP composto por cristais de aproximadamente 80nm de tamanho com
area de superficie de 0,06m?/g apesenta alta solubilidade em condigdes fisioldgicas (Ishikawa
etal.,2018).

A presenca do CaP nos materiais de enxertia funciona como um facilitador para a
formagdo de tecido dsseo in vivo, por induzir a diferenciacdo de células osteoprogenitoras e
células-tronco presentes nos sitios 6sseos (Shih et al., 2013). Este autor, ainda, relata que
propriedades como a osteogenicidade e a osteoindutividade dos materiais contendo CaP sdo
dependentes da capacidade do CaP modular tanto os cations de calcio (Ca®") quanto os ions
fosfato (PO4>), além da capacidade de adsorgdo e liberagdo de fatores de crescimento
osteoindutores. A regeneragdo 6ssea promovida por compostos contendo biomateriais como
o CaP tem sido demostrada por diversos estudos, indicando que, além das caracteristicas
fisicas do composto, a velocidade de dissolucdo e modulagdo para estruturar o meio
extracelular representam atribuicdo essencial nas fun¢des osteogénicas do CaP (Shih et al.,
2013).

A propor¢do de cada um dos componentes que formam o material para enxertia
impacta diretamente no comportamento das caracteristicas apresentadas pelo produto. Um
estudo com 6 ratos, adultos, Sprague Dawley, demonstrou que a propor¢do entre
hidroxiapatita e quitosana de 75/25 de peso com 90% de porosidade melhora as propriedades
mecanicas e fisicas dos enxertos, sendo que a friabilidade do enxerto aumenta se a proporgao
de HA ultrapassar os 80% da composi¢ao (Chatzipetros et al., 2018). Com base neste achado,
o autor e colaboradores realizaram um estudo com um enxerto com a proporcao de 75/25 de
peso de HA e quitosana com 85 + 2% de porosidade e poros variando entre 20/100um de
tamanho, encontrando uma resposta satisfatoria em ambito clinico, durante a inser¢ao do
material nos defeitos de tamanho criticos do sitio cirurgico. Apos 8 semanas, 0s animais
foram eutanasiados. Trés areas de cada analisadas, lateral 1, lateral 2 e central, sendo
observada a formacdo de osso na area central do defeito de tamanho critico, ndo sendo
encontrado infiltrado inflamatério ou células gigantes multinucleadas (Chatzipetros et al.,
2018).

Os biomateriais tém sido amplamente investigados, em relacdo aos materiais
empregados e as fases que vao caracterizar a sua composi¢ao (Ge et al., 2019; Song et al.,

2018; Wang et al., 2017). A combinagdo entre 80% de HA e 20% de B-TCP mostra um
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balanceamento entre a manuten¢do da bioestrutura pela menor degradagdo da HA permitindo
a conducdo do processo osteoregenerativo. O B-TCP tem sido relatado como mais
osteoindutivo que a HA, conduzindo as pesquisas para os diversos tipos de fosfato de calcio

para agregar as propriedades de osteoconducao e osteoindugao (Brum; Frigo; Elias, 2021).
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2. OBJETIVO

Comparar ap6s 8 semanas de inser¢ao, o potencial osteogénico na reparagao 0ssea, em
defeitos Osseos criticos, na area temporoparietal de ratos Wistar, de um material xenogénico a
base de hidroxiapatita (HA) micrométrica, Bio Oss® da marca Gleistlich com um biomaterial

alogénico a base de HA e B-trifosfato de calcio, nanométricos, Blue Bone®™ da marca Regener.

2.1. Objetivos especificos

a) Quantificar as areas ossificadas através da colorag@o por Tricomico de Goldner
¢ imunomarcagao por osteopontina;

b) Quantificar as areas imunomarcadas por VEGF;

c) Avaliar qualitativamente a formacdo de vasos sanguineos através da
imunomarcag¢ao com VEGF;

d) Avaliar qualitativamente a presenca de células pela coloragdo de HE.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

O projeto foi submetido ao Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, sendo aprovado sob o
protocolo 13/2020. Foram utilizados 24 ratos Wistar, adultos com 3 meses de idade, machos,
com peso variando entre 300 e 350g, produzidos pelo Biotério do Departamento de Histologia
e Embriologia do IBRAG, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os animais foram
mantidos em gaiolas com trés animais desde o nascimento, com acesso, irrestrito, a alimentos

e agua. O ciclo claro/escuro de 12h e temperatura de 22°C foram mantidos durante o projeto.

3.2. Distribuicdo dos grupos

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 3 grupos com 8 animais cada. No
grupo CTRL (controle), fo1 mantido apenas o codgulo obtido pelo sangue oriundo da remogao
do tampao Osseo, sem inser¢ao de material, no grupo BO foi introduzida a hidroxiapatita de
origem bovina, Bio Oss"” da marca Gleistlich e, no grupo REG, o defeito foi preenchido com
hidroxiapatita sintética associada ao P-trifosfato de célcio, Blue Bone®™ da marca Regener
Biomateriais. Foi inserido em cada defeito 6sseo critico a quantidade de 0,10g de biomaterial

(Da Silva Pires et al., 2021), conforme os grupos estabelecidos.

3.3. Biomateriais utilizados no procedimento

Os biomateriais utilizados (Figura 5) nos procedimentos foram: xenoenxerto a base de
hidroxiapatita de origem bovina, Bio Oss® — Gleistlich e biomaterial a base de hidroxiapatita

de origem sintética associado ao B-trifosfato de calcio, Blue Bone® — Regener, constituido por
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uma associa¢do de HA (78,76%) ao B-TCP (21,03%) e Oxido de Calcio (0,19%) do produto

comercial Blue Bone, assim como a estrutura nanoparticulada (Da Silva Brum et al., 2019).

Figura 5 - Biomateriais utilizados no projeto

A

Hidoxiapatita

Geistlich SRR
Bio-Oss

Spongious bone substitute
Granules 0.25mm-1mm /1g = 2cc

oM ATE®RIALS

LEADING REGENERATION o>

Legenda: (A) Biomaterial Bio-Oss; (B) Biomaterial Blue Bone.
Fonte: A autora, 2021.

3.4. Procedimentos cirdrgicos

Os procedimentos cirurgicos foram realizados nas dependéncias do Laboratorio de
Ultraestrutura e Biologia Tecidual do Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes. A area de escolha para a trefinacdo foi a calvaria dos
animais, que sofre pouco estresse mecanico, permitindo avaliar as interacdes entre os tecidos
neoformados e os tecidos circunjacentes (Wang et al., 2017).

A anestesia foi realizada via intraperitoneal, ImL para cada 100g de uma associacao
de medicacdes em 8,5mL de solucdo salina a 0,9%. As medicagoes sdo: 0,2mL de cloridrato
de tramadol 5%, correspondente a 2mg/kg, 0,5mL de cloridrato de xilazina 2%,
correspondente a 10mg/kg, ImL de cetamina 10%, correspondente a 100mg/kg, 0,6mL de
maleato de midazolam, correspondente a Smg/kg. Quando necessario, foi repetida 1/3 da
solucdo ap6s 20 minutos.

Apoés a anestesia de cada espécime, foi realizada a seguinte sequéncia cirurgica:

tricotomia da regido temporoparietal com lamina de bisturi n® 10 (Figura 6A); antissepsia
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com povidine (Figura 6B); incisdo triangular com retalho de espessura total com lamina de
bisturi n® 15C; descolamento da pele e peridsteo e exposicdo Ossea cirtrgica da regido
temporoparietal com o descolador de Molt; utilizacdo de trefina de 8 (oito) milimetros de
diametro (Alpha instrumentos SKU AI6005) com contra-angulo redutor 20:1 (Driller do
Brasil), acoplado ao motor de implante (Driller BLM 600); promog¢do do defeito 6sseo
(Figura 6C) critico de 8 (oito) milimetros até a Dura-mater, tendo sido escolhido este diametro
para evitar a regeneracdo o0ssea espontanea (Dahlin; Alberius; Linde, 2009); descolamento da
por¢do Ossea trefinada com espatula de Molt; as pegas removidas da calvaria dos animais
foram descartadas (Figura 6D); insercdo do material escolhido ou espera da formagdo do
coagulo, conforme o grupo; reposicao do periosteo, pele e sutura do retalho com fio de nylon

3-0 (Figura 6E).

Figura 6 - Sequéncia de procedimentos cirurgicos

Legenda: (A) Tricotomia da regido temporoparietal; (B) Antissepsia com povidine; (C) Descolamento da pele e
periosteo e exposicdo dssea cirurgica da regido temporoparietal; (D) Peca removida da calvaria do
animal; (E) Reposi¢do do peridsteo, pele e sutura do retalho com fio de nylon 3-0

Fonte: A autora, 2021.

Nao foram observados desvios comportamentais provenientes de dor ou distirbios de

alimentagdo/bebida. A cicatrizagdo ocorreu normalmente, com o crescimento de pelos na
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regido da cirurgia. Os espécimes ndo apresentaram sinais de hemorragia, edema ou infecgao.

Os animais foram eutanasiados 8 semanas apds os procedimentos cirargicos.

3.5. Eutanasia

ApoOs 8 semanas da inser¢do dos materiais nos defeitos 6sseos, os animais foram
eutanasiados por overdose anestésica, com trés vezes o volume aplicado para o procedimento
cirargico. O cranio dos animais foi processado, realizando-se a divulsdo da pele com tesoura e
bisturi e separacdo das vértebras. A mandibula foi separada por meio de tesoura cirurgica
curva. Cada peca foi colocada em recipiente de plastico contendo o fixador paraformaldeido a

4%, por 1 semana.

3.6. Protocolo de analise morfologica

Os cranios dos animais foram separados e fixados com paraformaldeido a 4%, por
uma semana. Logo, em seguida, descalcificados em 4&cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) (10,0%), em salina tamponada com fosfato (PBS) (0,1M, pH 7,4), por 50 dias. As
trocas do EDTA foram realizadas a cada 03 dias, até se obter uma maleabilidade que
possibilitasse a diminui¢do da peca, para novo recorte, com tesoura cirurgica. As pecas
menores continuaram no liquido para descalcificagdo, com troca a cada trés dias, por mais 30
dias, quando, entdo, estavam adequadas para a clivagem.

A clivagem foi realizada com navalha de aco descartavel. A Figura 7A mostra a peca
antes da clivagem e um esquema da clivagem da pega. As partes denominadas 1a e 1b (Figura
7B) foram processadas para técnicas histologicas e de imunohistoquimicas, sendo o passo
inicial a insercdo no cassete, que foi lavado sob agua corrente, por duas horas. Em seguida,
foram realizados 4 banhos em alcool 70%, 90%, 100% e 100%, por 40 minutos, em cada
concentragdo. Na sequéncia, ocorreu o banho de alcool e xilol, em iguais proporg¢des, por 10
minutos, e, logo depois, apenas xilol por 10 minutos. O primeiro e segundo banhos de
parafina foram de 40 minutos, separados por 24h, em estufa a 60°C. Apos o segundo banho,

foi realizada a inclusdo em Paraplast ™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 65°C. Secdes
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seriadas de 4um foram cortadas em micrétomo (Americam Optical, modelo Spencer, Estados
Unidos). Os cortes foram coletados em laminas silanizadas, para a realizacdo das técnicas

histologicas e de imunohistoquimicas, com montagem em resina de Entellan.

Figura 7 - Peca 30 dias antes da clivagem e esquema de clivagem

Legenda: (A) Defeito produzido na calvaria e onde foram colocados os biomateriais de estudo; (B) Esquema da
clivagem da pega.

Nota: As partes denominadas 1a e 1b foram processadas para técnicas histologicas e de imunohistoquimicas.

Fonte: A autora, 2021.

3.7. Protocolo de coloracgio e de imunohistoquimica

As coloragdes foram realizadas no Laboratorio de Ultraestrutura e Biologia Tecidual
do IBRAG. As laminas com os cortes histologicos foram colocadas unidas em uma mola para

a realizacao dos banhos, simultanecamente, diminuindo o risco de alteragdes.

- Protocolo HE
A coloragdo com HE permite uma visualiza¢do geral dos tecidos. A hematoxilina cora
em azul-purpura as estruturas basofilas e a eosina cora, em vermelho, as estruturas acidofilas.
Esta coloracao foi realizada pelo método regressivo com corantes Hematoxilina de Harris e
eosina. Realizou-se a desparafinizagdo com 2 banhos de xilol (10 minutos, cada) e hidrata¢ao

sucessiva em alcool (100%, 80%, 70%, por 5 minutos, cada), seguidas de lavagem em agua
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corrente. Na sequéncia, coloragdo com hematoxilina (5 minutos) e com eosina (5 minutos),
com lavagem em agua corrente logo apods cada coloragdo. Procedeu-se com a desidratacdo em
alcool (70%, 80%, 100%, 100%, por 5 minutos, cada) e clarificagdo com 2 banhos de xilol (5

minutos ¢ 10 minutos) ¢ montagem.

- Protocolo da coloragao do Tricromico de Goldner

O Tricromico de Goldner ¢ uma coloragdo que permite visualizar e caracterizar o
tecido osteoide, e as fibras colagenas maduras, dentre outras estruturas. Neste protocolo foram
utilizados a hematoxilina férrica de Weigert (10 minutos), lavagem em agua corrente e
enxague em agua destilada. Logo, a seguir, os cortes foram corados com o corante Ponceau
Acid Fuchsin por 5 minutos, lavagem com acido acético a 1%, inseridos em solugdo de acido
fosfomolibdico orange G até que o colageno fosse descorado e, entdo, lavados em 4cido
acético a 1%, por 30 segundos. Em continuacdo, os cortes foram corados na solugdo /ight-
green, por 5 minutos, lavados em acido acético a 1%, por 5 minutos, ¢ secagem branda,
apenas retirando o excesso. A seguir, os cortes foram mergulhados rapidamente em alcool
absoluto, desidratados em 4lcool a 95% e alcool absoluto, 3 passagens em cada um deles e

clarificados em 3 banhos de xilol.

- Protocolo de imunomarcagdo para Osteopontina (OPN) e Fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF).

A andlise imunohistoquimica com marca¢do para OPN, permite visualizar as areas
marcadas com OPN que ¢ uma proteina ndo colagena intimamente ligada a hidroxiapatita,
realizando a conexdo entre os cristais de hidroxiapatita e as células osteoprogenitoras. A
marcacdo apresenta-se como uma coloracdo acastanhada. A imunomarcagdo com VEGF
permite avaliar o processo de angiogénese, marcando o VEGF ligados a receptores
especificos. O VEGF ¢ um modulador celular indutor de mitose em células endoteliais. A
marcacao apresenta-se na cor acastanhada.

No protocolo para a técnica imunomarcagao para OPN e VEGF, inicialmente foram
realizadas a desparafinizacdo dos cortes em 3 banhos de xilol (5 minutos), a hidrata¢do em 3
banhos de etanol (100%, 90%, 70% e agua destilada — 5 minutos, cada), a incubacdo dos
cortes com peroxido de hidrogénio a 3% diluido em agua destilada, por 15 minutos, ao abrigo
da luz, para inibir a peroxidase endogena e a lavagem em 3 banhos de tampao PBS pH 7,2 (5

minutos, cada).
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- Osteopontina -

Para avaliar a matriz de tecidos ossificados, foi realizada a marcacdo com OPN em
continuagdo ao processo de marcagdo descrito acima. No qual foi realizada a recuperagao
antigénica em tampao citrato pH 6,0 a 60°C, (20 minutos), deixados para esfriar, lavados em 3
banhos de tampao PBS pH 7,2 (5 minutos, cada) e bloqueados os sitios inespecificos com
PBS/BSA a 3%, por 20 minutos. Prosseguiu-se incubando os cortes com o anticorpo primario
anti-Osteopontina (Santa Cruz, sc-21742), diluido em PBS/BSA a 1% (1:200), overnight em
geladeira (4°C), em camara imida e lavados em 3 banhos de tampao PBS pH 7,2 (5 minutos,
cada). Na temperatura ambiente, foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado
(VECTASTAIN® Universal Quick HRP Kit) por 1 hora, lavados em 3 banhos de tampao
PBS pH 7,2 (5 minutos, cada) e incubados com estreptavidina VECTASTAIN® Universal
Quick HRP Kit), por 30 minutos.

- Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) -

No intuito de avaliar qualitativamente a neoformacdo de vasos sanguineos, foi
utilizado a marcacao com VEGF, aferindo-se a quantidade de areas marcadas e avaliando-se a
formacgdo de vasos sanguineos. Em seguida, foi realizada a recuperacdo antigénica em tampao
citrato pH 6,0 a 96°C, (20 minutos), deixados para esfriar, lavados em 3 banhos de tampao
PBS pH 7,2 (5 minutos, cada), e depois bloqueados os sitios inespecificos com PBS/BSA a
3%, por 20 minutos. Prosseguiu-se incubando os cortes com o anticorpo primario anti-VEGF
(Santa Cruz, sc-1876), diluido em PBS/BSA a 1% (1:100), overnight em geladeira (4°C), em
camara Umida e lavados em 3 banhos de tampao PBS pH 7,2 (5 minutos, cada). Na
temperatura ambiente, incubados com o anticorpo secundario biotinilado (VECTASTAIN®
Universal Quick HRP Kit) por 1 hora, lavados em 3 banhos de tampdao PBS pH 7,2 (5
minutos, cada) e incubados com estreptavidina VECTASTAIN® Universal Quick HRP Kit),
por 30 minutos.

Para finalizar os procedimentos da coloragdo com Tricomico de Goldner e as
marcagdes da OPN e VEGF nos cortes, realizou-se a lavagem em tampao PBS pH 7.2 e, na
sequéncia, foram revelados com DAB (diaminobenzidina) e corados com hematoxilina.
Desidratados (4gua destilada, etanol 70%, 90% e 100% — 5 minutos, cada), clarificados em 3

banhos de xilol (5 minutos, cada) e montados com Entellan.
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3.8 Histomorfometria e aquisicio de imagens

Para a histomorfometria foram selecionadas cinco laminas randomizadas, coradas com
Tricromico de Goldner ou imunomarcadas (Osteopontina ¢ VEGF). Foram fotografadas 3
areas em cada lamina, utilizando a lente objetiva de 40x, no microscopio de luz acoplado a
camera digital (Olympus BX53, Olympus DP72 camera; Olympus). As imagens foram
quantificadas usando o software Image Pro Plus versao 7.0; Media Cybernetics.

Foram consideradas areas coradas em vermelho-acastanhada (representantes de areas
de matriz osteoide) no Tricromico de Goldner (Figura 8). A coloracdo acastanhada foi

considerada como imunomarcada para OPN (Figura 9) e VEGF (Figura 10).

Figura 8§ - Esquema de marcagdo para histomorfometria com Tricromico de Goldner

Legenda: (A) Fotomicrografia da coloragdo por Tricromico de Goldner; (B) Fotomicrografia com as regides
escolhidas e analisadas.

Nota: Barra de escala 100um.

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 9 - Esquema de marcagdo para histomorfometria com OPN
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Legenda: (A) Fotomicrografia da imunomarcagdo com anti-osteopontina; (B) Fotomicrografia com as regides
escolhidas e analisadas.

Nota: Barra de escala 100um.

Fonte: A autora, 2021.

Figura 10 - Esquema de marcagdo para histomorfometria com VEGF
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Legenda: (A) Fotomicrografia da imunomarca¢do com anti-VEGF; (B) Fotomicrografia com as regides
escolhidas e analisadas.

Nota: Barra de escala 100um.

Fonte: A autora, 2021.

3.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando ANOVA one-way, seguido pelo teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis (p < 0,05) e pods-teste de Dunn. Todas as analises foram
realizadas com software especifico (GraphPad Prism Versdo 8.0 e BioEstat 5.0). Os dados

foram apresentados como média + desvio padrio.



39

4. RESULTADOS

A cor levemente avermelhada registrada na coloracdo com HE revelou que o Grupo
CTRL, no qual ndo houve inser¢do de material (Figura 11A e 11B), formou apenas tecido
conjuntivo (seta amarela). No Grupo BO, que recebeu a HA microparticulada (Figura 11C e
11D), a marcacdo mostra a estrutura remanescente do xenomaterial (seta azul), entremeado
por tecido conjuntivo (seta amarela), pequenos vasos sanguineos (seta vermelha) e tecido
ossificado (seta branca), apresentou invasdo de células dispersas no tecido conjuntivo,
indicadas pelos nucleos celulares (asteriscos). O Grupo REG, no qual foi inserido a nano-
HA/B-TCP (Figura 11E e 11F), mostrou o remanescente do material alogénico (seta azul)
disperso no tecido conjuntivo (seta amarela) com a presenca de vaso sanguineo (seta
vermelha), diversas células dispersas indicadas pelos nucleos celulares (asteriscos) e tecido
ossificado (seta branca). Os Grupos BO (Figura 11D) e REG (Figura 11F) apresentaram,
associadas as estruturas dos biomateriais, regides com intensa coloracdo avermelhada no
interior e nas margens. Estas regides podem ser indicativas de areas de formacgdo de tecido

duro com células correlacionadas a este processo.
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Figura 11 - Coloracdo com HE

Legenda: (A) e (B) grupo CTRL; (C) e (D) grupo BO; (E) e (F) grupo REG.

Nota: Fotomicrografias da regido da calvaria de ratos Wistar corados com hematoxilina e eosina. Seta amarela
em (A) e (B) representa tecido conjuntivo; Setas azuis em (C) e (D) representam estrutura remanescente
do xenomaterial, a seta amarela representa tecido conjuntivo, a seta vermelha representa pequenos vasos
sanguineos e setas brancas representam regides com areas ossificadas. Seta azul em (E) e (F) representa
material alogénico disperso no tecido conjuntivo (seta amarela), seta vermelha representa vaso sanguineo
e setas brancas representam regides com areas ossificadas, * indicam nucleos celulares. Barra de escala
100pum.

Fonte: A autora, 2021.

O Tricromico de Goldner apresenta as fibras coldgenas com a coloragdo em verde,
enquanto as areas com recente ossificagao apresentam a colocagdo vermelho-acastanhada. A
analise histoldgica da regido corada, que sofreu o defeito critico, revelou que o Grupo CTRL,

no qual ndo houve inser¢ao de material (Figura 12A e 12B), apenas formou tecido conjuntivo
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(seta amarela). A coloragdo de Tricromico de Goldner revelou, nos Grupos BO com
xenomaterial (Figura 12C e 12D) e Grupo REG com material alogénico (Figura 12E e 12F), a
presenga do biomaterial (seta amarela vazada) suportado por fibras colagenas coradas (seta
amarela). Além de apresentar tecido ossificado em diversas areas, no interior da trama de
fibras colagenas, (seta branca) que representam areas associadas a material osteoide indicativo

de recente neoformacgao.

Figura 12 - Coloragao com Tricromico de Goldner

% - F 5 - \
Legenda: (A) e (B) grupo CTRL; (C) e (D) grupo BO; (E) e (F) grupo REG.
Nota: Fotomicrografias da regido da calvaria de ratos Wistar corados com Tricromico de Goldner. Seta amarela
em (B) e (C) representa tecido conjuntivo; Seta amarela vazada em (C), (D), (E) e (F) representa estrutura
remanescente do xenomaterial e material alogénico. A seta branca representa areas associadas a material
osteoide indicativo de recente neoformacdo. Barra de escala 100um.
Fonte: A autora, 2021.
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Nos resultados apresentados pela histomorfometria em cortes corados com o
Tricromico de Goldner, ao observar-se o grafico na Figura 13A, visualiza-se que o achado foi
estatisticamente significante entre os Grupos CTRL e REG (P<0,0001). A Figura 13B
apresenta a média de areas coradas com Tricromico de Goldner: 0,15%, no Grupo CTRL;
0,39%, no Grupo BO; e 4,68%, no Grupo REG. Com estes dados, pode-se constatar que a
média da quantidade de areas coradas pelo Tricromico de Goldner, que expressa deposicao de
tecido 0sseo neoformado, foi mais de 10 vezes maior no Grupo REG que no Grupo BO. Neste
caso, pode-se inferir que houve uma acentuada deposi¢do de osso imaturo no Grupo REG

tratado com o biomaterial alogénico.

Figura 13 - Grafico e tabela com dados histomorfométricos para Tricromico de Goldner

A Golden Teste de Kruskal-Wallis
101 *
Grupo CTRL BO REG
8_
Média 0,1516 00,3936 4,685
s D LGS 0,314 00,3981 3,405
- 44
m
Valor de P 0,0001
2_
0 Exato ou aproximado valor de P [ B€10]

CTRL BO REG Sumirio do valor de P b

Legenda: (A) grafico da quantificagdo marcacdo Tricromico de Goldner e (B) tabela com os valores da
quantifica¢do da marcagdo com Tricromico de Goldner
Nota: CTRL= grupo controle, BO= grupo Bio Oss ¢ REG= grupo Blue Bone. As barras de erro representam o
desvio padrdo da média. Foram considerados estatisticamente significativos valores de (****) = P <
0,0001.
Fonte: A autora, 2021.

A andlise imunohistoquimica foi realizada com marcacao para OPN, que apresentou a
coloracdo acastanhada. Com relagdo a marcagdo com OPN, no Grupo CTRL mostrou-se
dispersa por toda regido, apresentando leve marcacdo na cor acastanhada (Figura 14A),
demonstrando poucos indicios de ossifica¢ao na regido.

O biomaterial (seta azul) foi encontrado no local, no Grupo BO (Figura 14B) e Grupo
REG (Figura 14C). Em ambos os grupos, foram encontradas areas de marcagdes pela OPN
com coloracdo acastanhada mais intensa, dispersa por toda regido. No Grupo REG (Figura
14D), imunomarcado pela OPN, foi encontrada uma regido ossificada (seta verde) e na Figura

14E visualiza-se o enclausuramento de células de linhagem osteogénica (seta branca).
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Figura 14 - Imunohistoquimica para Osteopontina

i e e e =4
Legenda: (A) grupo CTRL; (B) grupo BO; (C), (D) e (E) grupo REG.
Nota: Fotomicrografias da regido da calvaria de ratos Wistar imunomarcadas para osteopontina. Seta azul

representa estrutura remanescente do xenomaterial e material alogénico. A seta verde representa regido
ossificada no grupo REG e seta branca célula de linhagem osteogénica enclausurada. Barra de escala

100pm.
Fonte: A autora, 2021.

No Grafico da Figura 15A encontra-se a quantificagdo dos achados da
histomorfometria com a Osteopontina, que demonstram um resultado significante entre os
grupos CTRL e REG (P<0,0072). A tabela na Figura 15B mostra a quantidade de areas
marcadas com OPN: 1,45%; 5,80% e 8,28%, nos grupos CTRL, BO e REG, respectivamente.

Com relag@o aos dados dos Grupos BO e REG, foi encontrada uma quantidade 29,46% maior
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de areas marcadas com Osteopontina no Grupo REG que no Grupo BO. Este achado

demonstra uma possivel invasdo por células de linhagens osteogénicas no Grupo REG.

Figura 15 - Grafico e tabela com dados histomorfométricos para osteopontina

A OPN Teste de Kruskal-Wallis
15+ *
Grupo CTRL. BO REG

-63
& ]

§ Valor de P 0,0072

o Exato ou aproximado valor de P Exato

B
CIRL Q REG Sumario do valor de P

Legenda: (A) grafico da quantificagdo da imunomarcagdo para osteopontina e (B) tabela com os valores da
quantifica¢do da imunomarcagdo para osteopontina
Nota: OPN= osteopontina, CTRL= grupo controle, BO= grupo Bio Oss ¢ REG= grupo Blue Bone. As barras de
erro representam o desvio padrdo da média. Foram considerados estatisticamente significativos valores de
(*¥***) =P <0,0072.
Fonte: A autora, 2021

A imunomarcacdo com VEGF apresentou regides com coloragdo acastanhada
associada aos trés grupos, sendo menos intensa no Grupo CTRL (Figura 16A). Nos grupos em
que foram inseridos o biomaterial (seta preta), este permaneceu no local. Nos Grupos BO
(Figura 16B) e REG (Figura 16C), a coloragdo mais intensamente marcada demonstra uma
grande atividade direcionada a angiogénese. No Grupo REG pode ser visualizada a formagao
ampla de vasos sanguineos (seta vermelha) com aparente proliferacdo de células endoteliais

(Figura D e E).
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Figura 16 - Imunohistoquimica para VEGF

Legenda: (A) grupo CTRL; (B) grupo BO; (C), (D) e (E) grupo REG.

Nota: Fotomicrografias da regido da calvaria de ratos Wistar imunomarcadas para VEGF. Seta preta (B) e (C)
demonstra que o biomaterial permaneceu no local de inser¢do. Seta vermelha em (B), (C), (D) e (E)
representa os vasos sanguineos. Barra de escala 100um.

Fonte: A autora, 2021.

No Grafico da Figura 17A, os dados histomorfométricos com VEGF demonstraram
que foi estatisticamente significante o resultado entre os grupos CTRL e REG (P<0,0001). A
tabela na Figura 17B mostra a quantidade de areas marcadas com VEGF: 1,78%, no grupo
CTRL; 4,44%, no grupo BO e 10,71%, no grupo REG. A Tabela comprova que, no Grupo

REG, a média da quantidade de areas marcadas com o VEGF foi 58,55% maior que no Grupo



46

BO. Estes dados demonstram um intenso recrutamento de células endoteliais que participam

ativamente da angiogénese. No Grupo REG foi encontrado grande nimero de vasos

sanguineos (Figuras 16D e 16E).

Figura 17 - Grafico e tabela com dados histomorfométricos para VEGF

CTRL

A VEGF
154 *
? 10'
:o:.'
S
& 5
D_

BO

REG

CTRL BO REG
1,778 4,439 10,71
0,7124 1,049 2,068

Valor de P 0,0001
Exato ou aproximado valor de P Exato

Sumairio do valor de P T

Legenda: (A) grafico da quantificacdo da imunomarcacdo para VEGF e (B) tabela com os valores da

quantifica¢@o da imunomarcacéo para VEGF

Nota: VEGF= Fator de crescimento endotelial vascular, CTRL= grupo controle, BO= grupo Bio Oss e REG=
grupo Blue Bone. As barras de erro representam o desvio padrio da média. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de (****) =P < 0,0001.

Fonte: A autora, 2021.
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5. DISCUSSAO

A andlise dos dados, histologicos, imunohistoquimicos e histomorfométricos do
presente trabalho, mostra a presenga de estruturas claramente comprometidas com o processo
de osteogénese. O biomaterial nanoparticulado demonstrou uma alta capacidade na indugao
deste processo, estruturando o ambiente.

A disponibilidade de um fluxo regular dos ions célcio e fosfato ¢ de extrema
importancia para a regulacdo das propriedades da matriz extracelular sobre a superficie do
biomaterial com influéncia direta na regeneragao dssea, por afetar o tecido 6sseo mineralizado
em formagio (Jeong et al., 2019; Poundarik et al., 2018). A transferéncia do Ca®’
extracelular, por meio dos canais de célcio, influencia a diferenciacdo de células da linhagem
osteogénica e promove a ativagdo de genes que regulam varios fatores de crescimento
(Majidinia; Sadeghpour; Yousefi, 2017; Shih et al., 2013). Estudos sugerem a existéncia de
uma regulacdo intrinseca do comportamento de fatores de crescimento (FGF2, TGF-B1) e
expressdao de genes relacionados com OPN, OC e sialoproteinas sob a influéncia dos ions
calcio (Lee et al., 2018; Majidinia; Sadeghpour; Yousefi, 2017). A avaliagdo da concentragao
de Ca®" extracelular, semeada em células C3H10T1/2 e MSCs-BM, constatou uma expressio
acentuada de fatores de crescimento e OPN quando ocorre um incremento na concentragao de
Ca?" extracelular (Lee ef al., 2018). A elevacdo da concentracdo de ions calcio é o gatilho
para iniciagdo do processo de mineralizagdo. Em nosso estudo, o biomaterial analisado possui
uma das fases composta pelo B-TCP, cuja degradagdao disponibiliza ions bioativos, como o
Ca®", que desencadeiam os processos fisioldgicos, induzindo o reparo dsseo. Uma quantidade
de OPN maior (29,46%) foi encontrada no grupo de animais tratados com o biomaterial de
duas fases em relagdo ao biomaterial composto apenas por hidroxiapatita, retratando que a
liberacdo, de forma gradual, de ions de célcio e de fosfato altera sua concentracao no meio,
incrementando a mineralizacdo. A comparagcdo da quantidade de tecido ossificado entre o
grupo tratado com apenas o codgulo e o tratado com o material a base do HA e B-TCP foi
significante (Figura 15A).

Na avaliacio de resposta quimiotatica do Ca** extracelular pode-se concluir que este,
induz o recrutamento celular e proporciona a adequada regulagdo de citocinas nas células
progenitoras (Aquino-Martinez; Monroe; Ventura, 2018).

A cascata de sinalizagdo da Wnt, que é um gene que secreta uma glicoproteina

modificada por lipidio que regula a polaridade celular, movimentos morfogenéticos, e
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desenvolvimento do eixo em vertebrados (De, 2011), também encontra-se associada a
expressdo de fatores dsseos, como: fosfatase alcalina, coldgeno tipo I, osteopontina e
osteocalcina que estimula a osteogénese (Kook, 2015), além de influenciar a expressao de
genes que codifica fatores especificos do tecido 0sseo, dentre eles o gene que codifica a 3-
catenina, essencial para diferenciacdo dos osteoblastos (Schlesinger et al., 2019). A via de
sinalizagio Wnt/Ca*" tem um importante papel no desenvolvimento de varios 6érgios (De,
2011), sendo que a via Wnt/B-catenina influencia a formacao e manutengao do tecido dsseo
encontrando-se interligado com a apresentacdo do fenotipo do osso (Duan, 2016). A
Conexina43 (Cx43) ¢ uma proteina ligada a vitalidade e fungdo de osteoprogenitoras,
essencial para sua diferencia¢do, sendo encontrada nas lacunas das jungdes comunicantes, na
membrana e nos hemicanais das células do tecido 6sseo. A Cx43 ¢é essencial para homeostase
e regeneracdo deste tecido (Wagner et al., 2017). A expressao de Cx43, de sialoproteinas e de
fosfatase alcalina é estimulada pelo aumento na concentragdo do Ca*" extracelular (Wagner et
al., 2017). A diminui¢do da expressao da Cx43 influencia negativamente, a mineralizagao
ossea promovendo alteragdes na diferenciacdo e funcdo dos osteoblastos (Lecanda et al.,
2000). No nosso estudo, o biomaterial bifasico, propiciou a liberagdo de Ca>" propiciando a
ossificacdo dos tecidos mostrado na Figura 12D e F, que apresentou nucleos de tecidos
ossificado na coloragdo avermelhada, entremeado por fibras coldgenas e mostrou uma
quantidade 10 vezes maior de tecido ossificado (Figura 13B) na relagdo entre o biomaterial
com apenas HA e o biomaterial contendo HA e 3-TCP.

O biomaterial deve fornecer suporte para a formagdo inicial microvascular e para a
adesdo das células 6sseas do hospedeiro no defeito dsseo, sendo que, sob a estimulacdo do
biomaterial, as células dsseas sdo reativas, formando uma regido osteogénica ao seu redor,
exercendo assim o papel de condugdo Ossea (Ge et al., 2019; Petersen et al., 2018).
Biofuncionalmente, as caracteristicas composicionais do material, incluindo taxa de
reabsor¢do, a porosidade e tamanho de poro, sdo fatores importantes para biomateriais que
necessitam suportar a estrutura Ossea. Isto promove o crescimento éOsseo € apoia a
neovascularizagdo. Ao mesmo tempo, o interior do andaime dsseo precisa ter espagos
interligados, proporcionando prote¢do para a invasdao da célula, para a formagdo do vaso
sanguineo e para o metabolismo dos nutrientes. Um tamanho de poro de pelo menos 40um
demonstrou ter o potencial para o desenvolvimento do crescimento Osseo, enquanto um
tamanho de poro de 100-350um ¢ considerado adequado para o crescimento Osseo
(Chatzipetros et al., 2018; Ge et al., 2019; Jeong et al., 2019). A estrutura nanoparticulada dos

biomateriais deve funcionar como um arcaboug¢o biocompativel associado a migragdo de
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células conciliaveis com o processo de osteogénese, condicionando a estrutura para a adesao
celular (Hu et al., 2015). No nosso estudo, a menor taxa de reabsor¢do da hidroxiapatita em
relagdo ao B-TCP permitiu inferir que o arcabougo organizado pelo material proporcionasse
condig¢des estruturais mais adequadas para suportar as cargas fisioldgicas, nos estagios iniciais
da mineralizagdo, devido a permanéncia da hidroxiapatita. A caracteristica nanoparticulada da
HA em relagdo ao produto com HA microparticulada permitiu melhores condigdes
biofuncionais, que direcionaram a diferenciagdo celular e intensa proliferagcdo vascular, como
demonstrado no achado imunohistoquimico com VEGF (Figura 16).

A regeneragdo dos tecidos mineralizados, assim como dos diversos tecidos do
organismo, ¢ intimamente dependente da angiogénese. O fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) ¢ um modulador celular indutor de mitose relacionado a proliferacdo de
células endoteliais e de vasos sanguineos, além de aumentar a permeabilidade vascular e
contribuir para a formagdo de edema (Da Silva Pires et al, 2021; Diomede et al., 2020;
Harada et al., 1994). A propria criagdo do sitio cirurgico, associada aos substitutos 6sseos,
pode incrementar a neovascularizacdo, produzindo o suporte necessario, inicialmente
requerido, pela osteogénese (Da Silva Pires ef al., 2021). A formagdo de novos vasos ¢
essencial para o aporte nutricional das estruturas em desenvolvimento, encontrando-se esta
atividade intimamente relacionada ao VEGF secretado pelos osteoblastos (De Campos Pessoa
et al., 2020; Harada et al., 1994; Lopes et al., 2019). Em um estudo analisando as
propriedades de uma nano-hidroxiapatita e blocos de coralina recobertos por VEGF
encontrou-se uma macica migracao de células endoteliais com a formacdo de uma rede de
vasos nao uniformemente distribuida, que aumenta de densidade em relagdo ao tempo (Du et
al., 2015). Bioceramicas de hidroxiapatita carbonatada modulam a quantidade de VEGF
local, além de realizar interagdes i6nicas devido a sua rugosidade superficial (Adams et al.,
2013). A biocompatibilidade do material testado em nosso estudo demonstrou que a
combinagdo de diferentes fases do material agrega propriedades que modulam a ag¢do do
VEGF. O biomaterial estimula a proliferagao de vasos sanguineos, pois admite a invasao de
microvasos através da trama estabelecida pelo material nanométrico e seus poros permitindo o
suporte nutricional as estruturas em formacao (Figura 16).

Os osteoblastos permanecem em estado quiescente ao longo da medula Ossea,
juntamente com as demais células osteoprogenitoras. Além disso, deve-se levar em
consideracdo que as células osteoprogenitoras se dispdem no perimetro a volta dos capilares,
numa distancia de cerca de 20um. Os vasos podem ser do tipo H, que sdo mais superficiais e

responsaveis pela regulacao das atividades osteoblasticas e os vasos do tipo L, que sdo uma
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extensao dos capilares tipo H, sinusoidais, penetrando nas concavidades dos tecidos Osseos.
Os capilares sinusoidais t€ém, em geral, uma maior quantidade de células progenitoras a sua
volta (Grosso et al., 2017; Kunisaki et al., 2013). Apés a inser¢ao do biomaterial, ¢ essencial
o recrutamento das células osteoprogenitoras para povoar as camadas mais internas do
arcabouco. A sinalizagdo das células circunjacentes leva a produgdo de fatores que inicializam
o processo de osteogénese, ¢ a capacidade do material de adsorver as moléculas e células tem
relagdo direta com a area superficial disponivel pelo material. A bioceramica composta por
HA-TCP libera Ca** mais rapidamente, além de apresentar uma superficie rugosa e irregular
que incrementa a adesdo celular, conduzindo a sintese e mineralizagdo do MEC (Seol et al.,
2014). O material nanométrico tem 50% mais area superficial que o material micrométrico,
que permite maior aporte de area para impregnagdo de liquidos (Da Silva Brum et al., 2019).
O material que estudamos, por suas caracteristicas intrinsecas como maior area e porosidade,
influencia positivamente para a maior adsor¢cdo de proteinas, contribuindo, favoravelmente,
para a celularidade e neoformagdo Ossea, que conduz a regeneragdo Ossea. A coloragdo com
HE (Figura 11) mostra iniimeros nucleos celulares, corados na cor azul. No entanto, ndo ¢
possivel precisar quais as c€lulas que invadiram o local, pois isso nao fez parte do escopo do
estudo. A coloragdo com Tricromico de Goldner permitiu aferir a intensa producdo de
material recentemente ossificado (Figura 13B). Este estudo apresentou, em seus achados
imunohistoquimicos com osteopontina (Figura 15B), um aumento na quantidade de &reas
marcadas dos grupos BO e REG em relacdo ao grupo CTRL, suportando a inferéncia de que a
area superficial dos biomateriais permite a adsor¢do de moléculas que recrutam células da
linhagem osteogénica para a produgdo de material mineralizado. O biomaterial nanométrico
apresentou areas com enclausuramento de células de linhagem osteogénica (Figura 14E)

No nosso estudo, a imunohistoquimica demonstrou uma relevante quantidade de areas
marcadas com VEGF, que induz a neoangiogénese, e, associado a este achado, na coloragao
com Tricromico de Goldner, que demonstra a neoformagdo de tecido ossificado, foi
encontrada uma enorme quantidade de areas coradas. A andlise dos dados de forma conjugada
nos permite avaliar que, apesar do tempo de observacao, o material bifasico e nanoparticulado

apresentou resultados promissores.
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CONCLUSOES

O nosso estudo demonstrou as variadas propriedades que o biomaterial alogénico,
nanoparticulado, a base de hidroxiapatita e B-TCP apresenta, como bioatividade e
biocompatibilidade. Podemos afirmar que o biomaterial mostrou-se perfeitamente adequado

para uso em areas que necessitem de regeneracao dssea guiada, pois:

a) Ostentou maior quantificagdo de areas ossificadas coradas por Tricromico de
Goldner e imunomarcadas por osteopontina em relagdo ao biomaterial
microparticulado;

b) Apresentou um incremento nas areas imunomarcadas por VEGF, que propicia
a migracdo e a proliferacdo de células endoteliais, além de fatores de
crescimento responsaveis pela formagao de vasos sanguineos;

¢) Induziu a neoangiogénese, segundo a observacdo de uma extensa proliferagdo
de wvasos sanguineos, conforme dados qualitativos da avaliacdo
imunohistoquimica do VEGF;

d) Propiciou o recrutamento de diversas células para o local, conforme avaliagao
qualitativa verificada nos cortes com a coloragcdo por HE, além de apresentar
células enclausuradas na matriz recém-formada mostrada na imunomarcagao
por osteopontina.

O biomaterial alogénico apresentou caracteristicas que necessitam de futuras e
cuidadosas analises, para elucidar os mecanismos subjacentes da osteogénese e compreender

os padrdes da maturacdo Ossea.
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Abstract: The development of new bone substitules has become an area of great interest in materials
science. In fact, hydroxyapatite is the most commonly used biomaterial in defects that require bone
reconstruction, and that is certainly why the discovery of new products with its formulation has been
Increasing continuously. The alm of this study was to analyze the biological behavior of a xenogeneic
hydroxyapatite widely disclosed in the literature and a synthetic nano-hydroxyapatite /Beta trical-
clum phosphate in critical defects in the calvaria of Wistar rats. For this, the groups were divided
as follows: 24 adult male Wistar rats were used, weighing between 300 and 350 g, in three groups
with eight animals each. In the CTRL group (control), only the clot was kept, without material
insertion; in the Bioss group (bovine hydroxyapatite), Bio Oss™—Gleistlich®™ was introduced; and in
the Blue Bone group (REG), the defect was filled in with synthetic nano-hydroxyapatite associated
with betatriphosphate of calclum, Blue Bone® —Regener®. According to the results in Goldner's
Trichromics, we can observe a higher percentage of newly formed bone matrix in the REG group
than in the CTRL and Bloss groups; in the VEGF, we had a more adequate cell modulation for blood
vessel formation in the Blue Bone group (REG) compared to the Bioss and CTRL groups, while in
osteopontin, & higher percentage of bone formation was observed in the Blue Bone group (REG) and
Bioss group when compared to the CTRL group. We conclude that bone formation, mitosis-inducing
cell modulation and main osteoblast sctivity were higher in the Blue Bone group (REG) than in the
CTRL and Bioss groups.

Keywaords: alloplastic; graft; nanohydroxyapatite; bicp

1. Introduction

Hydroxyapatite, an inorganic compound that constitutes 70% of the weight of bones
and dental enamel, has been widely used for bone reconstruction surgeries [1], the de-
velopment of new dental implant surfaces, and more recently in 3D technology for area
replacement totally compromised by lesions caused by tumors or cancers of bone origin [2].
However, even though hydroxyapatite is already an established material in the literature,
many studies seek to understand more deeply how the physicochemical behavior related
to the cells involved in the ossification process occurs [3-5],

Recently, nanotechnology has been improving the bioactive properties of hydroxyap-
atite in relation to its crystals, resulting in a better response in association with nanocrystals



