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A enxertia de tecido 0sseo é frequentemente necessaria no tratamento de
lesdes Osseas extensas. O fosfato tricalcico tipo beta (B-TCP) tem sido amplamente
estudado como alternativa aos implantes autdégenos. Os objetivos deste estudo foram
produzir granulos de B-TCP e B-TCMP para o preenchimento de alvéolo dentario de
45 animais (Rattus norvegicus), avaliando o efeito do magnésio na reagao inflamatéria
e reparo 6sseo. Os animais foram divididos em: grupo | (coagulo, controle), grupo Il (B-
TCP) e grupo Ill (B-TCMP). Os sacrificios ocorreram aos 7, 21 e 42 dias
(n=5/grupo/periodo). Na analise histolégica verificou-se a intensidade do infiltrado
inflamatério e a neoformacgao dssea, e na analise histomorfométrica quantificou-se a
area de osso neoformado, tecido conjuntivo e de biomaterial. Observou-se, na maioria
dos animais, processo inflamatério difuso com presenca de neutroéfilos, linfocitos e
macroéfagos. B-TCP e B-TCMP tiveram resultados semelhantes em relagao a area de
tecido 6sseo neoformado. Os granulos de B-TCP sofreram reabsorgao
significativamente mais intensa que os granulos de B-TCMP, aos 7 e 42 dias. Os
niveis séricos do fator NF-kB ligand (RANK-L), osteprotegerina (OPG), osteocalcina
(OC), osteopontina (ON) e paratormbénio (PTH) foram determinados utilizando
tecnologia luminex e painéis de imunoensaio. O grupo B-TCP apresentou o dobro da
quantidade de RANK-L dos grupos B-TCMP e controle no 21° dia (p<0,05). O nivel de
PTH no grupo B-TCP aumentou de zero no 7° dia para 3pg/mL no dia 21 (p<0,05); no
42° dia o nivel plasmatico de PTH foi mais que 2 vezes maior (p<0,05). Concluiu-se

que a implantagao do B-TCP estimulou a producédo de PTH e RANK-L.
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STUDY OF BONE REPAIR IN RAT DENTAL ALVEOLUS AFTER IMPLANTATION OF
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Bone-grafting is frequently necessary to stimulate bone-healing. Beta-tricalcium
phosphate (B-TCP) has been widely studied as a bone-substitute material. B-TCP and
B -TCP doped with magnesium ions (B-TCMP) dense granules with diameters ranging
from 250um to 500um were implanted into dental alveoli of 45 rats (Rattus norvegicus)
and their effect on inflammatory response and bone repair were evaluated. The
animals were divided in three groups: group | (control, no treatment), group Il (B-TCP)
and group Il (B-TCMP); the sacrifices occurred at 7 , 21 and 42 days
(n=5/group/period). Histological and histomorphometric analysis were performed to
observe and measure connective tissue, bone neoformation and biomaterial areas.
Most animals showed acute inflammatory response with neutrophil granulocytes,
limphocytes and foreign body giant multinucleated cells associated to both
biomaterials. Bone formation area was similar in B-TCP and B-TCMP groups.
Resorption of B-TCP granules was significantly higher than magnesium-containing
granules, at days 7 and 42. Plasmatic levels of nuclear factor- k B ligand (RANK-L),
osteoprotegerin (OPG), osteocalcin (OC), osteopontin (ON) and parathormone (PTH)
were evaluated using luminex technology and multiplex immunoassay panels. 3-TCP
group presented two times the amount of RANK-L presented by -TCMP and control
groups at day 21(p<0.05). PTH level in B-TCP group raised from zero at day 7 to
3pg/mL at day 21 (p<0.05); at 42nd day the amount of plasmatic PTH was more than 2
times higher (p<0.05). We concluded that B-TCP implantation stimulated PTH and
RANK-L synthesis.
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INTRODUCAO

A maioria das injurias 6sseas (fraturas), diferentemente dos demais tecidos,
regeneram sem a formacido de tecido cicatricial, possibilitando a restauragdo de
todas as propriedades pré-existentes. Lesdes Osseas extensas, entretanto,
extrapolam a capacidade natural de regeneracédo e requerem a enxertia de tecido
6sseo como forma de tratamento (DIMITRIOU et al., 2011). Mais de 2,2 milhdes de
procedimentos anuais sao realizados em todo o mundo com objetivo de reparar
defeitos 6sseos, seja na ortopedia, neurocirurgia ou odontologia (GIANNOUDIS et
al., 2005).

A enxertia € necessaria para estimular a cicatrizacdo 6ssea no tratamento de
complicagbes esqueléticas, tais como falha no reparo de fraturas pds-traumaticas,
no preenchimento de defeitos oriundos da remog¢ao de tumores, ou quando o
processo regenerativo esta comprometido (necrose avascular, osteoporose), bem
como no tratamento de diversos defeitos congénitos (GIANNOUDIS et al., 2005,
DIMITRIOU et al., 2011).

O processo biologico envolvido na regeneragdo 6ssea na presenga do enxerto
requer 3 elementos criticos: potencial osteogénico para prover células formadoras
de matriz 6ssea, fatores osteoindutivos capazes de promover diferenciagao
osteoblastica a partir das células osteoprogenitoras, e arcabougo osteocondutivo
para facilitar a vascularizacdo e servir de suporte para o crescimento do tecido
osseo (MIYAZAKI et al., 2009).

O enxerto autdgeno é considerado ideal por apresentar as 3 propriedades. As
limitagdes, entretanto, existem em relagdo a morbidade do sitio doador (intervengao
cirurgica em local sadio) e a quantidade limitada de tecido disponivel, além de
aumento do tempo cirurgico, maior tempo de internagao, maior custo (GIANNOUDIS
et al., 2005, MIYAZAKI et al., 2009, DIMITRIOU et al., 2011).

O enxerto alégeno é obtido de cadaveres ou doadores vivos (DIMITRIOU et al.,
2011) e tem sido tradicionalmente empregado como substituto ao enxerto autégeno.
Traz consigo, entretanto, a possibilidade de transmissdo de doencgas virais, tais

como AIDS e hepatite. O processamento e esterilizagcdo do tecido alografico



eliminam tal risco, mas trazem prejuizo a fase celular, comprometendo as
propriedades osteogénicas, osteoindutoras e mecanicas do enxerto (GIANNOUDIS
et al., 2005, MIYAZAKI et al., 2009). Além disso, os substratos alograficos
apresentam custo elevado (requerem um banco de ossos) e dificil padronizagao
devido a heterogeneidade da populagcédo doadora (CHAU, MOBBS, 2009).

Tais limitagdes tornam, portanto, os materiais sintéticos promissores como
alternativa aos implantes autégenos e alégenos nas cirurgias de reparo 0Osseo.
Dentre os materiais sintéticos, as ceramicas compostas por ortofosfato de calcio tém
sido muito estudadas e produzidas com fins comerciais. Nos seres vivos, 0s
ortofosfatos de calcio ocorrem como os principais componentes inorganicos dos
ossos e dentes. Estruturalmente, apresentam-se geralmente sob a forma de
hidroxiapatita ndo estequiométrica, contendo sédio, magnésio e carbonato. Os
principais constituintes do osso humano sao ortofosfato de calcio (60% do peso
total), colageno (30%) e agua (10%) (DOROZHKIN, 1997). A similaridade entre
tecido 6sseo e ceramica propicia a interacdo quimica entre eles. Dentre as
ceramicas de ortofosfato de calcio, o fosfato tricalcico (Caz(PQO,);, TCP), tem sido
amplamente estudado (MARCHI et al., 2007).

O magnésio esta intimamente relacionado com a mineralizagdo dos tecidos
calcificados e influencia indiretamente o metabolismo mineral. Seu papel, no
entanto, ndo é totalmente conhecido. Tem sido sugerido que 0 magnésio estimula
diretamente a proliferacdo osteoblastica, com efeito comparavel ao do IGF-1
(Insulin-like Growth Factor-1), conhecido como fator de crescimento do osteoblasto
(SUCHANEK et al., 2004).

Portanto, pode-se especular que os materiais a base de fosfato de calcio com
magnésio sejam biocompativeis e apresentem propriedades biolégicas adequadas
quando utilizados como substitutos 6ésseos (SUCHANEK et al., 2004).



I REVISAO DA LITERATURA

[1.1 Tecido 6sseo

Os ossos servem como suporte estrutural (mecénico) para o corpo e como reserva
de ions calcio e fosfato, necessarios para uma ampla variedade de funcgbes
metabdlicas. Microscopicamente, o osso € composto por fibrilas de colageno (80 a
100nm de espessura) mineralizadas (DOROZHKIN, EPPLE, 2002). Tais fibrilas
consistem de uma fase inorganica composta por fosfato de calcio, uma fase
coladgena e agua. Além disso, fons Na*, Mg ?*, K" e F também estéo presentes em
quantidades menores. Os 0ssos sao classificados como “osso compacto” e “osso
esponjoso” mais poroso (BANDYOPADHYAY et al., 2006). A combinagao
apatita/fibrilas de colageno garante ao osso rigidez, resiliéncia e resisténcia a fratura
(REN et al., 2010).

O processo de formacédo 6ssea comecga pela agdo dos osteoblastos, células que
sintetizam e secretam a matriz colagena sob a forma de substancia gelatinosa
(ostedide), que é mineralizada em seguida pela deposicado controlada de fosfato de
calcio. Os osteoblastos que permanecem aprisionados dentro da fase mineral
transformam-se em ostedcitos, que continuamente controlam a atividade de
formagcao o¢ssea. Do outro lado, outra classe de células, os osteoclastos,
catabolisam o osso, destruindo-o. Este processo dindmico de formagao e destruigao
dos ossos possibilita seu crescimento durante o desenvolvimento do corpo,
preservando sua forma e consisténcia e possibilitando a regeneracdo no caso de
fratura (VALLET-REGI, GONZALEZ-CALBET, 2004). Portanto, ao contrario de
outros tecidos mineralizados, os 0ssos sao submetidos ao processo continuo de
remodelacdo: é reabsorvido pelos osteoclastos e sintetizado pelos osteoblastos
(DOROZHKIN, EPPLE, 2002).

1.2 Remodelagdo e reparo 6sseo

No osso cortical adulto, a deposicdo Ossea ocorre somente nos sitios de
remodelacao ou de reparo 0sseo. Durante a remodelagao, osso antigo € substituido
por novo (JILKA, 2007). As células especificas responsaveis pela manutengao da

massa 6ssea sdo os osteoblastos e osteoclastos (células que reabsorvem o0sso).



Além da funcdo de formar osso, os osteoblastos controlam a diferenciacdo dos
osteoclastos (LIU et al., 2008).

O osso é remodelado numa velocidade tal que, em um ano, aproximadamente 10%
do conteudo total é substituido nos adultos humanos. Tal fato comprova o papel
extraordinario dos osteoclastos na manutencdo do esqueleto 6sseo. Estas células
multinucleadas contribuem dinamicamente para a remodelacdo d&ssea em
coordenacgéo com os osteoblastos (ASAGIRI, TAKAYANAGI, 2007).

Reparo 6sseo é um processo complexo resultante da interagcdo de elementos
celulares que sao ativados e controlados por diversas citocinas pro-inflamatérias e
proteinas sinalizadoras. O coagulo sanguineo formado imediatamente apds a injuria
aos tecidos é fonte importante de moléculas sinalizadoras que acionam os
macréfagos e outras células inflamatérias para o sitio a ser reparado. Os
mediadores inflamatérios regulam a proliferagdo celular, diferenciacdo das células-
tronco mesenquimais, quimiotaxia e angiogénese. As bone lining cells que recobrem
0 o0sso cortical sao ativadas, assim como os pré-osteoblastos do peridsteo, para
diferenciarem-se em osteoblastos (DOROZHKIN, 2010).

11.2.1 Osteoblastos

Os osteoblastos derivam de células progenitoras mesenquimais da medula 6ssea ou
dos pericitos. O processo de maturagdo passa pela diferenciagdo em pré-
osteoblastos e osteoblastos produtores de matriz (HOEPPNER et al., 2009,
ERIKSEN, 2010).

A reproducédo, diferenciacdo e sobrevivéncia dos progenitores osteoblasticos sao
controlados por fatores autdcrinos/paracrinos locais, que incluem membros das
familias Wnt, Hedgehog e BMPs (Bone Morphogenetic Protein), assim como
citocinas B -TGF (Transforming Growth Factor-B), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-
1), FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) e IL-6 (interleucina-6), além de fatores
angiogénicos tais como endotelina, hormbénios como o paratormbénio (PTH) e
agonistas da prostaglandinas (JILKA, 2007, HOEPPNER et al., 2009, ERIKSEN,
2010). Muitos desses fatores de crescimento sdo depositados na matriz dssea pelos
osteoblastos e sdo liberados sob sua forma ativa durante a reabsorcdo Ossea
osteoclastica (JILKA, 2007).



O osteoblasto completamente diferenciado é caracterizado pela co-expressao de
fosfatase alcalina e colageno tipo |, ambos importantes para a sintese da matriz
O0ssea. Osteoblastos maduros também produzem reguladores da mineralizagdo da
matriz: osteocalcina, osteopontina, osteonectina, RANK-L (NF- k B ligand), que é
necessario para a diferenciagao osteoclastica, assim como o receptor do PTH
(PTHR1). Ao final do processo, os osteoblastos se transformam em ostedcitos,
células mecanosensiveis embebidas pela matriz mineralizada, ou em lining cells,
que protegem a superficie 0ssea e sdo responsaveis pela iniciagcdo da remodelagao
o0ssea (HOEPPNER et al., 2009, ERIKSEN, 2010).

11.2.2 Osteoclastos

Osteoclastos sao células multinucleadas originarias de mondcitos/ macrofagos,
sendo primariamente responsaveis pela degradagao de osso mineralizado durante o
desenvolvimento, remodelacgéo e reparo 6sseos (BLAIR, ZAIDI, 2006, BRUZZANITI,
BARON, 2006, ASAGIRI, TAKAYANAGI, 2007).

Duas citocinas s&do essenciais e suficientes para induzir a diferenciacao
osteoclastica, regular funcdo a fungao e sobrevivéncia dos osteoclastos: M-CSF
(macrophage colony-stimulating factor) e RANK-L. Ambas sado secretadas pelas
células mesenquimais da medula 6ssea e pelos osteoblastos (BRUZZANITI,
BARON, 2006). Enquanto o M-CSF ¢é a citocina essencial para a proliferagdo e
sobrevivéncia das células precursoras dos osteoclastos, RANK-L é o fator que
regula a diferenciagao dos osteoclastos (figura 11.1) (ASAGIRI, TAKAYANAGI, 2007).
Os osteoblastos também secretam osteoprotegerina (OPG), que codifica um
receptor soluvel para o RANK-L, prevenindo, portanto a diferenciagdo osteoclastica
(LIU et al., 2008).

A superficie 6ssea é recoberta pelas bone lining cells, que impedem o contato direto
entre as células 6sseas e integrinas ou outras moléculas de adesao moduladoras da
atividade celular (ERIKSEN, 2010). A adesao dos osteoclastos a superficie 6ssea é
sempre precedida, portanto, da saida das lining cells, seja no processo de

remodelacado ou de reparo.

Durante a reabsorgdo, os osteoclastos sofrem reorganizacdo do citoesqueleto,
resultando no estabelecimento de uma membrana apical distinta (na diregcdo da

superficie 6ssea) e um dominio membranoso basolateral (afastada da superficie



o6ssea). O dominio em contato com a superficie 6ssea, denominado borda
pregueada, € a organela principal do osteoclasto, que contacta a matriz 6ssea
(BRUZZANITI, BARON, 2006). A membrana plasmatica basolateral do osteoclasto é
rica em NaK+-ATPase (bomba sédio-potassio), que transporta protons providos pela
enzima anidrase carbbnica e acidifica o compartimento extracelular, dissolvendo o
mineral (figura Il.1). A cathepsina K é a proteinase acida que dissolve o colageno
(BLAIR, ZAIDI, 2006).
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Figura Il.1. O sistema de transporte idnico na borda pregueada apical e nas membranas
basais laterais permite extrusao dos proétons via ATPase vacuolar da borda pregueada apical
paralelamente a condutancia do cloreto. A anidrase carbdnica gera os prétons e as
mitocdndrias geram ATP (BRUZZANITI, BARON, 2006).

O compartimento extracelular de reabsorcdo dssea equivale funcionalmente ao
lisossoma, uma vez que é caracterizado pelo baixo pH e pela grande quantidade de
enzimas lisossomiais que digerem a matriz éssea. Durante a reabsorgdo, os
componentes organicos e inorganicos sao processados extracelularmente, apds o
que alguns produtos sofrem exocitose para dentro do osteoclasto e degradados por
lisossomas secundarios, enquanto parte dos produtos de degradagdo sao
transportados através da célula por transcitose e secretadas pela membrana basal
(BRUZZANITI, BARON, 2006).



11.2.3 Ostedcitos

Cerca de 90% de todas as células 6sseas do esqueleto humano adulto sao
ostedcitos, diferenciados das células da linhagem mesenquimal osteoblastica,
residentes nas pequenas lacunas presentes na matriz 6ssea mineralizada. Os
ostedcitos emitem longas e finas protrusdes, os dendritos, que viajam no interior de
pequenos canais (canaliculi) no interior do osso compacto, mas também alcangam a
superficie do osso e compartimento da medula éssea. Por meio de gap junctions
com células vizinhas, os ostedcitos estdo conectados ndo somente entre si mas
também com outras células da superficie, incluindo osteoblastos e bone lining cells
e, possivelmente, osteoclastos. Tais células formam uma rede celular complexa que
parece ideal para captar estimulos mecanicos e integra-los aos sinais locais e
sistémicos para assegurar a integridade do esqueleto e homeostase Ossea
(BONEWALD, JOHNSON, 2008, KRAMER et al., 2010).

Os ostedcitos sao células que respondem a tensdo mecanica enviando sinais de
reabsorgao ou formagao. Na auséncia de estimulo mecanico, o 0sso é reabsorvido e
na presenga de estimulo mecanico, a massa 6ssea € mantida ou aumentada.
Devido a sua distribuicdo por toda a matriz mineralizada e extensa
interconectividade, os osteécitos sdo considerados o0s responsaveis pela
orquestragao dos sinais de formagao/reabsor¢cdo Osseas a partir dos estimulos
mecanicos (BONEWALD, JOHNSON, 2008). O ostedcito parece ser capaz de
perceber e traduzir microdanos em remodelagao, onde os sinais mecanossensitivos
captados disparam a atividade dos osteoclastos e osteoblastos na superficie
trabecular. Sinais a partir das lining cells indicando dano ou tensdo mecéanica podem
ser transmitidos aos ostedcitos e disparar o recrutamento de osteoclastos
(ERIKSEN, 2010).

1.3 Reguladores da remodelag&o 6ssea

Os processos de remodelagao e reparo 6sseos envolvem coordenagao na regulagao
dos osteoclastos e osteoblastos e sdo modulados por ampla variedade de
hormonios e produtos secretados pelos osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos em
resposta a microtraumas, estimulos mecanicos e bioldgicos (ERIKSEN, 2010).

RANK-L, osteoprotegerina (OPG), osteocalcina (OC), osteopontina (ON),



paratorménio (PTH) e vitamina D sdo alguns desses produtos que modulam a

atividade dos osteoblastos e osteoclastos.

11.3.1 RANK /RANK-L / Osteoprotegerina

OPG e seu ligante RANK-L sao importantes reguladores do metabolismo 6sseo. O
receptor RANK é encontrado somente na linhagem de células osteoclasticas, isto é,
nos precursores osteoclasticos e osteoclastos maduros. RANK-L, ligante natural do
RANK, é expresso nos osteoblastos; ativa a diferenciagdo osteoclastica, eleva a
atividade dos osteoclastos maduros e impede a apoptose dos osteoclastos, ligando-
se ao receptor RANK. A OPG, igualmente expressa pelos osteoblastos, impede a
ligacdo do RANK-L ao seu receptor RANK na superficie do osteoclasto (figura 11.2).
Por outro lado, sabe-se que a atividade da triade OPG/RANK/RANKL é regulada por
uma série de fatores osteotrdpicos, incluindo estrogénio e paratormoénio. A falta de
estrogénio, como observada na menopausa, esta associada a grande perda de
massa de tecido dsseo. Foi demonstrado que estrogénio eleva a producédo de OPG
pelos osteoblastos (KHOSLA, 2001, SECK et al., 2001, WALKER et al., 2010).
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Figura 11.2. Osteoclasto, osteoblasto, ostedcito e varias moléculas estdo envolvidos na
remodelagdo 6ssea. RANK-L, expresso na superficie das células pré-osteoblasticas, liga-se
ao RANK das células precursoras dos osteoclastos. OPG inviabiliza todo o sistema ao
bloquear os efeitos do RANK-L (GALLAGHER, SAl, 2011).



11.3.2 Paratorménio e Vitamina D

O calcio (Ca) desempenha papel-chave em muitos processos fisiologicos, incluindo
a contracdo dos musculos esquelético, cardiaco e liso, coagulacdo sanguinea e
transmissdo dos impulsos nervosos, para citar apenas alguns. Somente 0,1% do
calcio corporal total esta no liquido extracelular, e cerca de 1% esta nas células,
estando o restante armazenado nos ossos. Por conseguinte, os ossos atuam como
grandes reservatérios, liberando calcio quando sua concentragcdo no liquido

extracelular diminui e armazenando o excesso de calcio (GUYTON, HALL, 2002).

A concentragdo extracelular dos ions calcio é determinada pela interacdo da
absorgao de calcio pelo intestino, excrecao renal de calcio e e captagao e liberagao
de calcio pelo osso, estando cada uma delas regulada pelo horménio paratiredideo,
vitamina D e calcitonina (GUYTON, HALL, 2002).

O paratorménio € uma proteina secretada pelas glandulas paratiredides em resposta
a baixo nivel sérico de calcio. Nos rins, o PTH se liga ao receptor PTH1R, que por
sua vez sinaliza aos rins para elevar a aumentar a absorgao de calcio e reduzir a
rebsorcédo de fosfato. De maneira similar a vitamina D, o PTH se liga aos receptores
PTH1R no osso para estimular a liberagcdo de fatores osteoclastogénicos pelos
osteoblastos (LANDRY et al., 2011).

A vitamina D (também denominada colecalciferol) é formada na pele, como
consequéncia da irradiagdo do 7-desidrocolesterol, substancia normalmente
encontrada na pele, pelos raios ultravioleta do sol. Os outros compostos de vitamina
D que ingerimos nos alimentos sdo idénticos ao colecalciferol formado na pele,
exceto pela substituicio de um ou mais atomos que nao afetam sua fungao
(GUYTON, HALL, 2002).

Em condigbes fisioldgicas, a concentracdo de calcio no liquido extracelular é
regulada com extrema precisdo. Quando a concentracao plasmatica de calcio esta
elevada, ocorre depressao do PTH e da formagao de vitamina D. Por sua vez, a
auséncia da vitamina D diminui a absor¢ao de calcio pelo intestino, dos ossos e
tubulos renais, com a consequente queda da concentragdo dos ions calcio para o
seu nivel normal (GUYTON, HALL, 2002).

A relagao entre a vitamina D e PTH é complexa. Niveis elevados de calcio e
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vitamina D inbem o PTH. Em resposta aos niveis de vitamina D e PTH, os
osteoblastos depositam caélcio e fosfato nos ossos. Os osteoclastos, que nao
possuem receptores para PTH, reabsorvem osso em resposta a fatores liberados
pelos osteoblastos. (LANDRY et al., 2011).

O PTH exerce dois efeitos sobre o osso, determinando a absorgcado de calcio e de
fosfato. Um deles consiste em rapida fase que comega dentro de poucos minutos.
Essa fase resulta da ativagdo das células dsseas ja existentes (principalmente os
ostedcitos), que bombeiam o calcio e fosfato do liquido ésseo canalicular para fora
(GUYTON, HALL, 2002). Na segunda fase, mais lenta, o PTH estimula a
proliferacdo e diferenciacdo de osteoclastos a partir dos progentitores
hematopoiéticos circulantes, ao se ligar as proteinas receptoras de membrana dos
osteoblastos para estimular a sintese de RANK-L e suprimir a produgcdo da OPG
(JILKA et al., 2010).

11.3.3 Osteocalcina

Na ultima década, observagdes clinicas e estudos controlados demonstraram que a
leptina, hormdnio produzido pelo tecido adiposo regula o metabolismo ésseo. Esta
relagdo entre gordura e 0sso, incialmente pensada ser unilateral, € considerada hoje
bilateral ou reciproca apds a descoberta do papel do osso no metabolismo da
glicose no metabolismo da gordura. Esta relagdo entre os metabolismos do osso e

da energia é mediada pela osteocalcina (KIM et al., 2010).

A osteocalcina é a proteina ndo colagenosa mais abundante no osso. E sintetizada
exclusivamente pelas células da linhagem osteoblastica: osteoblastos maduros e
ostedcitos (FERRON et al., 2010, KIM et al., 2010, WEI, DUCY, 2010). A maior parte
da osteocalcina é encontrada na matriz mineralizada dos ossos associada aos
cristais de hidroxiapatita (MOTYLA et al., 2010, WEI, DUCY, 2010), mas pequenas
quantidades circulam no sangue e os niveis séricos sao considerados marcadores
6sseos (MOTYLA et al., 2010).

A osteocalcina presente no tecido dsseo é liberada para o meio circulante sob a
forma nao carboxilada e regula positivamente o metabolismo da glicose por meio do
aumento da sensibilidade e producido de insulina pelo péncreas, além da

proliferacdo e funcdo mitocondrial (elevacdo do gasto de energia), resultando em
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reducdo da massa gorda (KIM et al., 2010, MOTYLA et al., 2010, WEI, DUCY,
2010).

[1.3.4 Osteopontina

A osteopontina € uma proteina multifuncional, e embora altamente expressa no osso
pelos osteoblastos e osteoclastos (DERNHARDT, GUO, 1993, MAZALI et al., 2002,
ALFORD, HANKENSON, 2006), é também expressa por varios outros tipos de
células, incluindo condrocitos (MALAVAL et al.,, 2008), macréfagos, células
endoteliais e do musculo liso (MAZALI et al., 2002). A osteopontina esta envolvida,
portanto, em diversos processos bioldgicos em 6rgaos e tecidos multiplos, incluindo
biomineralizacao, inflamacao, recrutamento de leucdcitos e sobrevivéncia celular
(MAZALI et al., 2002).

Acredita-se que a osteopontina possa inibir a mineralizacdo do tecido ostedide
bloqueando fisicamente o crescimento do cristal de hidroxiapatita (DERNHARDT,
GUO, 1993, ALFORD, HANKENSON, 2006, MALAVAL et al., 2008). De acordo com
MAZALI et al. (2002), somente a osteopontina produzida pelos osteoclastos teria

esta capacidade.

Os efeitos mais conhecidos da osteopontina sdo sobre os osteoclastos e turnover
O0sseo. A osteopontina viabiliza a reabsorgdo 6ssea pelos osteoclastos na medida
em que a ligagao ON-integrina av33 é necessaria para a aderéncia do osteoclasto a
superficie 6ssea (DERNHARDT, GUO, 1993, ALFORD, HANKENSON, 2006).
WALKER et al. (2010) sugere que a osteopontina regula a atividade osteoclastica,
expressdao de RANK-L e reabsorgdo Ossea em o0sso livre de sfress mecanico.
Algumas evidéncias sugerem, no entanto, que a osteopontina também modula o
fenotipo dos osteoblastos. /n vitro, a osteopontina estimula a migragao das células
tronco mesenquimais, induz a expressdo da osteocalcina, atividade da fosfatase
alcalina e deposigao mineral (ALFORD, HANKENSON, 2006).

A osteopontina tem também papel importante durante inflamagéao aguda e cronica,
onde pode ser expressa pela células epiteliais, endoteliais ou do musculo liso, bem
como pelos macrofagos e células-T, participando do recrutamento e na retengao dos

macroéfagos e células-T para os sitios de inflamagao (MAZALI et al., 2002).
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1.4 Enxertos 0sseos

Os ossos compdem um importante 6rgao que suporta o corpo, protege os 6rgaos
internos, além de ser reserva de ions, principalmente calcio e fosforo. Injurias ao
tecido 6sseo, seja por doenga ou acidentes, resultam em diminuicdo da qualidade
de vida do individuo afetado. Os ossos possuem grande capacidade de
regeneracgao, quando tais injurias sdo pequenas. Entretanto quando a injuria € mais
extensa, o defeito 6sseo deve ser preenchido por material (enxerto) que permita o
crescimento de novo osso (e nao de tecido fibroso) (DOROZHKIN e EPPLE, 2002,
BANDYOPADHYAY et al., 2006, KAMITAKAHARA et al., 2008).

1.4.1  Autdégeno

O enxerto autégeno € definido como substituto 6sseo obtido de outros sitios
anatémicos no mesmo individuo. E o tipo de enxerto mais utilizado na reconstrucéo
Ossea, considerado o substituto ideal (o “padrdao ouro”) (KAMITAKAHARA et al.,
2008).

As células osteoprogenitoras presentes no enxerto autégeno possuem potencial
para proliferar e diferenciar em osteoblastos. Tais células, portanto, representam o
perfil osteogénico do enxerto. A osteogénese €, por conseguinte, a formacao direta
de tecido Osseo pelos osteoblastos e seus precursores. O Unico material que
apresenta verdadeira capacidade osteogénica é o enxerto autdgeno (GIANNOUDIS
et al., 2005).

A crista iliaca é o sitio doador mais frequentemente escolhido pela facilidade de
acesso e por fornecer tecido de qualidade em boa quantidade. A obtengao de osso
autélogo a partir da crista iliaca, pode, no entanto, trazer algumas complicacotes:
aumento do tempo cirurgico e consequentemente dos custos, dor pés-operatoria,
formacao de hematomas, perda de sangue, injuria de tecido nervoso, formacgao de
hérnia, infecgdo, injuria arterial, fratura, instabilidade pélvica, defeitos cosméticos,
dor crénica no sitio doador (ILAN , LADD, 2003, GIANNOUDIS et al., 2005). Tais
complicagdes evidenciam, portanto, a necessidade de desenvolvimento de material
sintético que substitua adequadamente o enxerto autégeno (DOROZHKIN e EPPLE,
2002).
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1.4.2  Alégeno

E definido como substituto 6sseo obtido de outro individuo da mesma espécie. Ha
também alguns problemas relacionados a utilizacdo dos enxertos alégenos, tais
como obtencdo do material em quantidade limitada, transmissdo de doencas,
infeccdo (KAMITAKAHARA et al., 2008). Ainda assim, € a segunda opg¢ao do
cirurgidao. O processamento do tecido alégeno diminui tal risco, mas pode
comprometer significativamente as propriedades biolégicas e mecanicas presentes
no tecido 6&sseo original. O processamento e esterilizagdo (congelamento,
liofilizacdo, radiacdo) praticamente eliminam a possibilidade de transmissdo de
doencgas virais ou bacterianas. Porém eliminam a fase celular, comprometendo o
processo de incorporagdo do enxerto, bem como a resisténcia mecanica. Os
enxertos liofilizados s&o mais seguros no que diz respeito a transmissdo de
doencas, apresentam porém menor capacidade osteoindutiva (estimulo para
formagao 6ssea dado por citocinas e fatores de crescimento, presentes no enxerto)
€ menor resisténcia mecanica quando comparados aos enxertos congelados
(GIANNOUDIS et al., 2005).

11.4.3 Sintético

Muita atengao tem sido dada a sintese de diversos substratos que possam substituir
os enxertos autégenos e alégenos (VALLET-REGI e GONZALLES-CALBET, 2004).
O enxerto sintético deve ter as seguintes caracteristicas: osteoconducgao
(capacidade de prover um arcaboucgo para a neoformagao Ossea), osteoinducgao
(capacidade de estimular a conversao fenotipica das células tronco mesenquimais
indiferenciadas em células osteoprogenitoras), biocompatibilidade, facil utilizacao,
baixo custo, além de ser biorreabsorvivel e estruturalmente similar ao osso
(GIANNOUDIS et al., 2005). As principais vantagens dos materiais sintéticos sao, de
acordo com KAMITAKAHARA et al. (2008): obtengdo em quantidade ilimitada e

auséncia de virus ou bactérias transmissoras de doencgas ou infecgoes.

[1.5 Ortofosfato de calcio

Os fosfatos de calcio sdo os constituintes inorganicos mais importantes do tecidos

duros. Sob a forma de hidroxiapatita carbonatada, estdo presentes nos 0ssos,
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dentes e tenddes. Conferem estabilidade e rigidez a tais 6rgaos. Estruturalmente
apresentam-se sob a forma de nanocristais de hidroxiapatita ndo estequiométrica,
contendo sédio, magnésio e carbonato (DOROZHKIN, 2010), além de outros ions
em baixos teores. E facil, portanto, compreender porque as ceramicas a base de
fosfato de calcio sdo amplamente utilizadas como substitutos ésseos (DOROZHKIN,
2001, KAMITAKAHARA et al., 2008). As ceramicas sdo materiais sintéticos
promissores como alternativa aos implantes autégenos e alégenos nas cirurgias de
substituicao 6ssea. Tais materiais possuem elevada capacidade de integragdo com
o tecido 6sseo devido a similaridade com composigao quimica do osso (MARCHI et
al., 2007).

Assim sendo, podem ser biorreabsorviveis, atoxicos, biocompativeis, ndo sao
considerados material estranho pelo organismo e, mais importante, exibem
comportamento bioativo e se integram aos tecidos durante a remodelacdo do osso
sadio. Este processo leva a uma intima unido fisicoquimica entre os implantes e o
0sso, denominada osteointegragdo. Além disso, sabe-se que os ortofosfatos de
calcio sdo osteocondutivos (servem de arcabougo para a neoformagdo Ossea) e

suportam a adesao e proliferagdo de osteoblastos (DOROZHKIN, 2010).

Sob a forma de po, granulos, densos ou porosos, ou como recobrimento de
implantes metalicos, o fosfato de calcio possui diversas aplicagdbes médicas tais
como reposicao artificial dos ossos dos quadris, joelho, dentes, tenddes e
ligamentos, assim como atuar na reparagdo da doenca periodontal, reconstrugao
maxilofacial e preenchimento de defeitos Osseos decorrentes da remocgao de
tumores (ENDERLE et al., 2005, DOROZHKIN, 2010).

A maior limitagdo no uso dos ortofosfatos de calcio sdo suas propriedades
mecanicas: sao frageis e com baixa resisténcia a fadiga. A baixa resisténcia
mecanica € mais evidente nas bioceramicas altamente porosas (poros maiores que
100um s&o necessarios para vascularizagdo e colonizagao celular). Portanto, para
aplicacdo médica, os ortofosfatos de calcio sdo utilizados primariamente como
preenchimento ou revestimento, ndo podendo ser utilizados para reparo de defeitos
Osseos de grandes dimensdes (DOROZHKIN, 2010).
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11.5.1 Propriedades fisico-quimicas

11.5.1.1 Osteoconducgao e osteoindugao

Osteocondugao diz respeito a facilitacdo e orientacdo de vasos sanguineos e
fornecimento de suporte apropriado para a proliferagdo e adesao celular e
deposicao de tecido 6sseo. Portanto, no processo de osteocondugdo, a matriz
proteica e a fase mineral do enxerto 6sseo provém um arcabougco para a
neoformacgao 6ssea (ILAN , LADD, 2003, GIANNOUDIS et al., 2005).

Os materiais com capacidade de osteoindugao, por outro lado, estimulam células
tronco mesenquimais indiferenciadas para conversdo fenotipica em células
osteoprogenitoras. As proteinas morfogenéticas, fatores de crescimento e citocinas
possuem tal capacidade (LEGEROS et al., 2003). Entretanto, diversos estudos tem
demonstrado a propriedade osteoindutiva de determinados tipos de bioceramica de
ortofosfato de calcio. Foi observado neoformacgdo 6ssea em arcabougo poroso de
fosfato tricalcico do tipo beta (B-TCP) implantado em musculo de cdo (DOROZHKIN,
2010). A inducao ossea pelos ortofosfatos de calcio foi observada no interior dos
poros ou das concavidades dos implantes, nivelando a superficie. LEGEROS et al.
(2003), no entanto, nao acreditam que esta observagao possa ser consequéncia de
propriedade osteoindutiva inerente ao B-TCP, mas sim consequéncia de geometria
critica que permite a concentragao de BMPs enddgenas em quantidade suficiente
para induzir osteoindutividade (DOROZHKIN, 2010).

11.5.1.2 Dissolugao e biorreabsorgéo

Logo apds a implantagdo, o processo de cicatrizagcido € iniciada por alteracdo dos
biofluidos circundantes e adsor¢gdo de biomoléculas. Em seguida, diversos tipos de
células alcangam a superficie da bioceramica e a camada adsorvida dita como sera
a resposta celular. Tem inicio a degradagdo da cerdmica. Este processo pode
acontecer tanto por dissolugao fisicoquimica com a possibilidade de mudanga de
fase ou por atividade celular (denominada biorreabsorgdo), bem como por
combinacéao dos dois processos (DOROZHKIN, 2010).

Dissolugdo é um processo fisicoquimico que é controlado por alguns fatores, tais

como solubilidade da matriz do implante, razdo area superficial/volume, acidez local,
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temperatura. A taxa de dissolugdo € inversamente proporcional a razao
calcio/fésforo, pureza de fase, tamanho dos cristais, porosidade e area superficial.
Transformagao de fase pode acontecer com B-TCP devido a instabilidade em

ambientes aquosos sob condigdes fisioldogicas (DOROZHKIN, 2010).

Biorreabsorcao é um processo biolégico mediado por células (osteoclastos e
macroéfagos). Os osteoclastos aderem firmemente ao implante e dissolvem os
ortofosfatos de calcio secretando a enzima anidrase carbdnica ou outro acido
baixando o pH para 4 ou 5. As particulas de ortofosfato de calcio podem ser
fagocitadas pelos osteoclastos, isto €, sdo incorporadas pelo citoplasma e entéo

dissolvidas por acido e/ou processo enzimatico (DOROZHKIN, 2010).

O processo de reabsorgcdo do fosfato de calcio sintético € bem diferente do osso
natural, principalmente devido a diferenca de textura. Os cristais do osso mineral
sdo nanométricos e possuem area superficial elevada. Eles cresceram numa matriz
organica e a ligagao entre eles é fraca. Como resultado, a reabsor¢do do osso
mineral pelos osteoclastos € bem homogénea. O fosfato de calcio sintético, pelo
contrario, apresenta area superficial baixa e ligacdo forte entre os cristais
(BANDHYOPADHYAY et al., 2006).

[1.5.1.3 Bioatividade

Os materiais bioativos interagem quimicamente com os tecidos circundantes. O
fendbmeno da bioatividade é determinada por fatores quimicos (fases cristalinas e
estrutura atémica do biomaterial) e fisicos (rugosidade superficial e porosidade). Um
material bioativo sofrera ligeira dissolugdo mas promovera a deposicdo de uma
camada de apatita bioldgica antes de contactar diretamente com os tecidos a nivel
atébmico, o que resulta numa ligagdo quimica direta com o osso. Tal implante prové
boa estabilizacdo para os materiais sujeitos a carga mecanica. A figura 1.3
representa o fendmeno que ocorre na superficie da hidroxiapatita (HA) e do TCP
ap6s implantacao: (1) inicio da solubilizagcdo da superficie do biomaterial; (2)
prosseguimento do processo de solubilizagao; (3) equilibrio entre o meio circundante
fisiolégico e a superficie do biomaterial; (4) adsor¢dao de proteinas e outros
compostos organicos; (5) adesao celular; (6) proliferagado celular; (7) inicio da
formacgao 6ssea; (8) osso neoformado (DOROZHKIN, 2010).
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Figura I1.3. Diagrama esquematico dos eventos que ocorrem na interface entre a bioceramica
€ 0 ambiente bioldgico circundante. Mais detalhes no texto (DOROZHKIN, 2010).

11.5.2 Resposta do hospedeiro ao enxerto de ortofosfato de calcio

Embora sejam considerados atoxicos, os enxertos sintéticos bioceramicos
provocam, no organismo onde sao implantados, reacéo inflamatdria do tipo corpo
estranho (DOROZHKIN, 2010). A imunidade inata, um dos componentes do sistema
de defesa imunolégico, € a responsavel por tal resposta, caracterizada pelo
englobamento e digestdo do biomaterial por células inflamatérias especializadas.
Estas células estdo disponiveis para acado imediata sobre o material sem requerer
exposicao prévia (JANEWAY et al., 2007).

[1.5.2.1 Células inflamatdrias

Os granulécitos sdo um grupo especial de células brancas do sangue. Recebem
essa denominagdo por possuirem granulos densamente coraveis em seu
citoplasma, sendo muitas vezes referidos como leucdcitos polimorfonucleados
(PMN), devido a forma de seus nucleos, cujos granulos proeminentes lhes conferem
um padrdo de coloragdo caracteristico. Ha 3 tipos de granuldcitos: eosindfilos,
basofilos e neutrdéfilos. Os neutrdéfilos, que apresentam a capacidade da fagocitose,
sdo os elementos celulares mais numerosos e importantes da resposta imune inata
(JANEWAY et al., 2007).

Os macroéfagos estdo amplamente distribuidos nos tecidos, onde desempenham

papel crucial na imunidade inata. Tais células sdo a forma madura dos mondcitos,
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que circulam no sangue e se diferenciam continuamente em macrofagos, apés
migrarem para os tecidos. Assim como os neutrofilos, sdo fagociticos (JANEWAY et
al., 2007). Os macrofagos aderidos a superficie do biomaterial se fundem,

originando as células gigantes do tipo corpo estranho (ANDERSON et al., 2007).

Os mastocitos, cujo precursor circulante ndao esta ainda bem definido, também se
diferenciam ao chegar aos tecidos. Eles se localizam principalmente junto aos
pequenos vasos sanguineos e liberam substancias que afetam a permeabilidade
vascular (JANEWAY et al., 2007).

As células dendriticas sao especializadas na captura do antigeno e na sua
exposicdo para o reconhecimento pelos linfocitos. Quando maduras, migram do
sangue para residir nos tecidos. As respostas adaptativas dependem dos linfécitos,
células que produzem os anticorpos, proporcionando imunidade duradoura apoés

exposicao ao agente externo (JANEWAY et al., 2007).

Todos os elementos celulares do sangue, incluindo as células vermelhas que
transportam oxigénio, as plaquetas que deflagram a coagulagdo sanguinea nos
tecidos lesados e as células brancas do sistema imune, derivam das mesmas
células — as células-tronco hematopoiéticas da medula éssea (JANEWAY et al,,
2007).

[1.5.2.2 Resposta inflamatéria

A reacdo do hospedeiro a implantagdo do biomaterial inclui injuria, interagao
sangue-material, formacdo da matriz proviséria, inflamagdo aguda, inflamagao
crbnica, formacado de tecido de granulagado, reagdo de corpo estranho e fibrose /
desenvolvimento de capsula fibrosa (ANDERSON et al., 2007).

Imediatamente apds a implantagao, o biomaterial adquire uma camada de proteinas
(albumina, fibrinogénio, gama globulina, entre outras), antes mesmo de interagir com
células do hospedeiro. A seguir, o material implantado é envolvido por uma matriz
provisoéria, resultante das interagcbes entre o sangue, biomaterial e proteinas
adsorvidas a superficie do biomaterial. As plaquetas sanguineas, que formam o
trombo, ativando o sistema de coagulagéao, liberam citocinas (TGFB, PDGF, fator
plaquetario, leucotriene) que atraem os macréfagos para o local do implante. Além

disso, a degranulagao dos mastdcitos e liberagdo da histamina também recrutam os
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neutrofilos e macréofagos para o local (ANDERSON et al., 2007). Os neutrofilos e
macréfagos caracterizam a resposta inflamatéria aguda, que tem duragao
aproximada de uma semana. O processo evolui para a inflamagao cronica, de curta
duragao, restrito ao local do implante, identificado pela presenga de células
mononucleadas - mondcitos e linfécitos, além das células gigantes do tipo corpo
estranho sobre a superficie do biomaterial Nesta fase tem inicio a fibrogénese
(efetuada pelos fibroblastos) e angiogénese, com formacédo de tecido fibroso ao
redor do biomaterial (ANDERSON et al.,, 2007). A migracdo dos fibroblastos é
reconhecida como responsavel pela contragdo do tecido de cicatrizagao, ao redor do
quinto dia de reparo. A fibrina, produto da reagao entre trombina e fibrinogénio,
presentes no coagulo, é liberada no local e tem a capacidade de aderir a superficie
do biomaterial. A migracdo das células osteogénicas ao local do implante se da ao
longo da rede de fibrina. Portanto, a habilidade do material em reter a fibrina durante
a contracdo do tecido cictricial é critica em determinar se as células migrantes
atingirdo seu destino. As caracteristicas da superficie do material implantado tém

papel importantissimo na retengéo da fibrina (DAVIES, 2003).

[1.5.2.3 Formacgéo de tecido 6sseo

Quando as células osteogénicas alcangam a superficie do biomaterial, tem inicio a
formagcao da matriz 6ssea. Os osteoblastos secretam matriz orgénica nao-
colagénica que prové nucleos de mineralizagdo pelo fosfato de calcio. DAVIES
(2003) identificou a presengca de 2 proteinas nao colagenosas, osteopontina e
sialoproteina 6ssea nesta fase organica. A nucleagao do fosfato de calcio é seguida
pelo crescimento do cristal e formagao das fibras de colageno. Finalmente ocorre a

mineralizacdo do compartimento colageno (DAVIES, 2003).

11.5.3 Fosfato tricalcico do tipo beta

A hidroxiapatita de calcio pura (Ca;o(PO4)s(OH),) (HA) apresenta razao Ca/P
estequiométrica de 1,67. O fosfato tricalcico (TCP) ou whitlockita, Caz(PO4)., €
caracterizado por razdo Ca/P de 1,5 (LEGEROS et al., 2003).

Embora as cerdmicas de hidroxiapatita sinterizada sejam amplamente utilizadas
pela sua osteocondutividade, sua bioreabsorbilidade é tdo baixa que a HA

permanece no organismo por um longo periodo apds a implantagdo. Em contraste,
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as ceramicas de fosfato tricalcico (tricalcium phosphate, TCP) sao reabsorviveis e,
durante a regeneragao 0ssea, sdo completamente substituidas pelo tecido 6sseo.
Portanto, muita atengao tem sido dada as ceramicas de TCP ou a misturas HA-TCP
em diversas razdes, como material de arcabouco para suporte da regeneragao
ossea (GIANNOUDIS et al., 2005, KAMITAKAHARA et al., 2008).

[1.5.3.1 Sintese do B-TCP

A hidroxiapatita calcio-deficiente (CDHA — calcium-deficient hydroxyapatite) pode ser
facilmente preparada pela adicdo simultanea de solugbes contendo ions calcio a
temperaturas e pH adequados. Durante este periodo, OCP (fosfato octacalcico) ou
ACP (fosfato de calcio amorfo) inicialmente precipitados (dependendo do pH) se
transformam em CDHA. Com aquecimento acima de 700°C, CDHA seco com razéo
Ca/P = 1,5 convertera em B-TCP e e aquele com 1,5 < Ca/P < 1,67 convertera em
mistura de HA e B-TCP (DOROZHKIN e EPPLE, 2002).

TCP existe em 4 estruturas cristalinas. A fase B-TCP, com densidade de 3,07g/cm3,
¢ estavel até 1125°C. Aquecendo a temperaturas mais elevadas, passa para a fase
alfa, cuja densidade é de 2,86g/cm® e estavel até 1430°C. Ocorre uma expansio
volumétrica de 7,24%. As outras formas cristalinas, a’ (super alfa), é estavel acima
de 1430°C e a forma vy, de alta presséo, séo dificeis de serem obtidas devido a
meta-estabilidade. A alta reatividade e, consequentemente a alta taxa de dissolugao
do a-TCP in vitro e in vivo, limita sua aplicacdo biomédica. Por outro lado, a baixa
taxa de dissolugdo do B-TCP — ainda assim superior a da HA, associada as
caracteristicas de estabilidade quimica e resisténcia mecénica, preenchem os
requisitos como material substitutivo ésseo reabsorvivel (MARCHI et al., 2007,
ZHANG et al., 2008).

Ceramicas densas de B-TCP sao de dificil preparo. TCP nao pode ser precipitado
em solugdo aquosa pois é instdvel em agua, transformando-se em HA. E
usualmente obtido através de sintese de apatita calcio-deficiente e subsequente
calcinagéo entre 700°C e 800°C para formar a forma alotropica B-TCP, com perda
de agua (SADER et al., 2009). Acima da temperatura de transi¢cao, a transformagao
de beta em a-TCP causa expansao do material durante o processo de sinterizagao e
cria micro-trincas na ceramica, o que impede a densificagao da cerdmica (ZHANG et
al., 2008).
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11.5.4 Fosfato tricalcico do tipo  contendo magnésio

Além dos ions calcio e fosfato, o osso também contém Na'*, Mg?*, K*, CO5s*, F, Cl e
tracos de Zn®', Fe*, Cu*, Pb®** e Sr*. Os cristais medem entre 25nm de
profundidade, 40-120nm de largura e 0.16-1mm de comprimento, compostos por
fases de HA, CaO e B-TCP. Os elementos tragco desempenham papel importante na
performance do osso humano (BANDHYOPADHYAY et al., 2006).

As substituicdes ibnicas modificam a estrutura da superficie e a carga elétrica da
HA, alterando o comportamento quimico e biolégico do TCP (VALLET-REGI e
GONZALES-CALBET, 2004, MARCHI et al., 2007). Estudos com substituicdes
ibnicas nas ceramicas de fosfato de calcio séo, portanto, de grande importancia. O
preparo de TCP sintético com magnésio (Mg) é de grande interesse para o
desenvolvimento de substitutos 6sseos artificiais, que sédo caracterizados pela alta
reaborgao, podendo atuar simultaneamente como fonte de Mg (LANDI et al., 2008,
LI et al., 2008).

Cinquenta a sessenta e cinco por cento do magnésio total esta no tecido dsseo e
somente 1% esta no fluido extracelular (LI et al., 2008). Magnésio exerce papel
fundamental como co-fator de mais de 300 reacbes enzimaticas envolvendo
metabolismo energético e sintese de acidos nucléicos. Esta também envolvido em
processos tais como: ligagcdo de hormbnios e seus receptores, regulacdo da
contracdo muscular, atividade neuronal, controle do ténus vascular, excitabilidade
cardiaca. Na maioria destas atividades o magnésio atua como antagonista
fisiolégico de calcio (FAWCETT et al., 1999).

A deficiéncia de Mg reduz significativamente o paratorménio e os niveis de vitamina
D, inibe a proliferagdo celular como resultado da inibicdo da sintese protéica, de
RNA e DNA (LI et al., 2008), afetando adversamente todos os estagios do
metabolismo 0sseo, paralisando o crescimento 6sseo, reduzindo a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos, causando osteopenia e fragilidade éssea (KIM et al.,
2003, SADER et al., 2009).

Decréscimo do conteudo de Mg nos ossos e elevada cristalinidade foram
encontrados e associados a estado de osteoporose senil. Tais efeitos adversos
associados a deficiéncia de Mg poderiam inviabilizar o crescimento e mineralizagao

O0ssea, reduzindo a qualidade do osso (resisténcia mecanica e densidade
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diminuidas), bem como aumentar a fragilidade 6ssea. A deficiéncia de Mg tem sido
sugerida como risco potencial ao desenvolvimento da osteoporose. A terapia com
Mg tem sido relatada como indutora do aumento da massa 6ssea de mulheres com

osteoporose pods-menopausa (LI et al., 2008; REN et al., 2010).

Portanto, pode-se especular que os materiais a base de hidroxiapatita modificada
por magnésio sejam biocompativeis e apresentem propriedades bioldégicas

adequadas quando utilizados como substitutos 6sseos (SUCHANEK et al., 2004).

Ao substituir o calcio no cristal de apatita, os atomos de magnésio, por possuirem
raio atdbmico menor, assumem posi¢ao mais central, aumentando a estabilidade
estrutural (BANDYOPADHYAY et al., 2006). A adicdo de Mg afeta a estabilidade da
rede, diminuindo os parametros da rede e consequentemente do tamanho do cristal;
estabiliza a fase beta, pois eleva a temperatura de transformacgéo da fase alfa para
valores acima de 1500°C (MARCHI et al., 2007, SADER et al., 2008, ZHANG et al.,
2008). A presenca do Mg inibe o crescimento do grao durante a sinterizagao
(MARCHI et al., 2007); também aumenta a densidade e resisténcia a dissolugao
(RYU et al., 2004, LEE et al., 2008).

Sabe-se que a regeneracdo Ossea depende de diversos fatores tais como
porosidade, composicao, solubilidade e presenga de determinados elementos que,
liberados durante a reabsor¢do do material ceramico, facilita a regeneragao o6ssea
carreada pelos osteoblastos. Portanto, pequenas quantidades de magnésio
estimulam a agao desses osteoblastos e consequentemente, a neoformagao dssea
(VALLET-REGI e GONZALES-CALBET, 2004). A tendéncia atual é, portanto, obter
ceramicas de fosfato de calcio parcialmente substituida. O objetivo € aumentar a
bioatividade da HA e obter comportamento in vivo mais similar ao osso mineral,

guando comparado aos materiais sintéticos sem Mg (MARCHI et al., 2007).

Tem sido sugerido que o magnésio estimula diretamente a proliferagcao
osteoblastica, com efeito comparavel ao do IGF-1, conhecido como fator de
crescimento do osteoblasto (SUCHANEK et al, 2004). De fato, SADER e
colaboradores (2009) observaram maior proliferagdo e adesdo de osteoblastos
humanos na presencga de pastilhas de TCP contendo magnésio quando comparados

a pastilhas de TCP puro.
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OBJETIVOS

Produzir e caracterizar fosfato tricalcico do tipo beta parcialmente substituido

por magnésio (3-TCMP);
Produzir e caracterizar granulos densos (com tamanho entre 250um e
500um) de B-TCP comercial (Merck), utilizando-os como material de

referéncia para comparacao dos resultados obtidos com o B-TCMP;

Avaliar a reacao inflamatéria e reparo tecidual apds implantacdo dos

granulos de B-TCP e de B-TCMP em alvéolo dentario de ratos;

Comparar a bioreabsorbilidade dos materiais apos a enxertia;

Quantificar os niveis de RANK-L, OPG, OC, ON e PTH do sangue dos

animais apo6s implantagao dos granulos de B-TCP e de B-TCMP.
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V. METODOLOGIA DA PESQUISA

V.1 Material

O material utilizado foi B-TCP e B-TCMP (razdo molar Ca/Mg = 0,15) sob a forma de

granulos densos, ambos com granulometria entre 250um e 500um.

IV.1.1  Pés de B-TCP e B-TCMP

IV.1.1.1 B-TCP

Foi utilizado o p6 de Beta Fosfato Tricalcico da marca MERK (Darmstadt - Germany,
ref. n°. 1021439026, lote K92901043, data de fabricagdo 11/11/2008, data sheet do
fabricante 1.02143.9026).

IV.1.1.2 Sintese do B-TCMP

O p6 de apatita calcio-deficiente com relagdo Ca/Mg de 0,15 foi obtido pelo método
Umido, a partir de 9,6316g de Ca(OH), (MERK, Darmstadt, Germany); 3,5022g de
MgCl,.6H,0; 19,18ml de H3PO, (figura IV.1). A reacado entre o hidroxido de calcio
Ca(OH),, solucao de acido fosforico (HsPO,) e o cloreto de magnésio hexahidratado
(MgCl,.6H,0) ocorreu com auxilio de bomba peristaltica, em pH 9 e temperatura de
38°C por 3 horas. A mistura permaneceu por 3 horas adicionais no agitador e 12
horas overnight com controle do pH. O material foi entado filtrado, lavado até a

neutralizagado do pH e levado a estufa a 40°C para secagem.



25

50ml agua 9,6316g Ca(OH),
38°C
bH 9,0 3,5022g MgCl,.6(H,0)

100ml 4gua

19,18ml H,PO,

80,82ml agua

Figura IV.1. Sintese do p6 de apatita calcio deficiente contendo magnésio.

IV.1.2 Obtencéao de granulos densos de B-TCP e de B-TCMP

Os pos foram desaglomerados e passados em peneiras de 125 uym. Os granulos
densos foram obtidos a partir de pastilhas, apdés prensagem uniaxial a frio (prensa
CARVER), com auxilio de matriz metalica de 13mm de didmetro, sob pressao
compressiva de 216 MPa. As pastilhas de B-TCP e de B-TCMP foram calcinadas
como descrito no item 1V.1.3, trituradas e passadas em peneiras de 250um e de
500um.

IV.1.3 Calcinagao

O po e as pastilhas de B-TCP e de B-TCMP foram calcinados em forno tipo mufla

(Quimis), de acordo com o ciclo térmico apresentado na Tabela IV.1.
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Tabela IV.1- Ciclo térmico para calcinacdo do pé e pastilhas de B-TCP e de B-
TCMP.

Etapas Temperatura Tempo
1 Até 1000° C 6 horas
2 1000° C 4 horas
3 Até 30°C 6 horas

IV.1.4 Caracterizacao

IV.1.4.1 Difragcao de raio X (DRX)

A difragdo de raios X [CuKa (30 KV, 15mA); 26:3°-70°, SHIMADZU-XRD 6000] foi
efetuada para avaliar a cristalinidade e composi¢gdo das fases presentes nas

amostras.

IV.1.4.2 Analise no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho foi realizada para identificar os modos de
vibragdo molecular nos respectivos comprimentos de onda, caracteristicos de cada
grupamento quimico presente. A analise FTIR (Perkin Elmer, Spectrum 100) foi
realizada em pastilhas contendo brometo de potassio e comprimento de onda entre
500 e 5.000 cm™

IV.1.5 Esterilizagao

O biomaterial foi esterilizado em autoclave (Vitale 12 - Cristofoli) sob pressédo de
150kPa (1,5 kgflcm?), temperatura de 130°C, por 12 minutos, previamente a

implantagao cirurgica.
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V.2 Estudo da biocompatibilidade

O experimento obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA,
protocolo n° 00114/09) da Universidade Federal Fluminense em 3 de setembro de
2009 (anexo 1).

IV.2.1 Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), com peso médio de 250gq,
mantidos em gaiolas, com ragdo e agua sem restricbes, no Nucleo de Animais de
Laboratério (NAL) da Universidade Federal Fluminense (UFF).

IV.2.1.1 Grupo | (controle)

Composto por 15 animais que nao receberam biomaterial. Cinco animais foram
sacrificados ap6s 7 dias; cinco animais foram sacrificados apods 21 dias e 5 animais

apos 42 dias.
IV.2.1.2 Grupo Il

Composto por 15 animais que receberam enxerto de granulos densos de B-TCP.
Cinco animais foram sacrificados apés 7 dias; cinco animais foram sacrificados apés

21 dias e 5 animais ap6s 42 dias.
IV.2.1.3 Grupo Il

Composto por 15 animais que receberam enxerto de granulos densos de B-TCMP.
Cinco animais foram sacrificados apés 7 dias; cinco animais foram sacrificados apés

21 dias e 5 animais ap6s 42 dias.

IV.2.2 Procedimentos cirurgicos

Os animais foram anestesiados por meio de injecao intraperitoneal de 75mg/kg de
Ketamina (cloridrato de cetamina, Veltbrands, Brasil) e 1,5ml/kg de Rompun
(xilazina, Veltbrands, Brasil). Em seguida, o sulco gengival do dente incisivo central

superior direito foi incisado com auxilio de uma lamina de bisturi n° 15 (Safit®);
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descoladores mucoperiostais foram utilizados para dissecar a mucosa gengival
assim como instrumentais adequados para provocar luxagao e extragdo do elemento
dentario. Apos a extragdo, o alvéolo dental foi preenchido com biomaterial (BTCP ou
BTCMP) (figura IV.2). O grupo controle ndo recebeu biomaterial; desta forma o
alvéolo foi preenchido pelo coagulo sanguineo. Ao término dos procedimentos
cirargicos, o peridsteo e a mucosa gengival foram reposicionados para sutura com
fio de nylon 5.0 (Ethicon®, Johnson & Johnson) para proteger o leito cirdrgico e anti-
sepsia local com clorexidina 0,12% foi efetuada para evitar contaminacao

secundaria.

Figura IV.2. Extracdo do incisivo superior direito e implantacao do biomaterial.

IV.2.3 Sacrificio e coleta das amostras

Os animais foram anestesiados de acordo com o protocolo ja descrito. Foi feita
incisdao no térax dos animais. Apds secgao do osso esterno, o sacrificio foi realizado
por meio de pungdo cardiaca com seringa e agulha 0,70mmx30mm, nos tempos
previamente estabelecidos (7, 21 ou 42 dias). O sangue coletado foi transferido para
tubos plasticos tipo Falcon. Aguardou-se a coagulacdo sanguinea (30 minutos) a
temperatura ambiente (25°C). Os tubos foram entdo centrifugados a 1000 xg a 25°C
por 10 minutos sem freio. O sobrenadante (soro) foi coletado em criotubo e

armazenado em freezer -80°C.

As maxilas foram dissecadas (figura IV.3A), seccionadas (figura IV.3B) ao longo da

sutura mediana e acondicionadas em formol a 10% tamponado.
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Figura IV.3. (A) Maxila dissecada. (B) Hemimaxila direita, vista distolateral.

IV.2.4 Desmineralizagao e processamento histotécnico

As hemimaxilas foram imersas na solugao desmineralizadora Alkimia por 48 horas.
A seguir foram lavadas em agua corrente, banhadas em alcool com concentragdes
de 70%, 80% e 100% sucessivamente, e xilol. Em seguida foram incluidas e
parafina e levadas ao micrétomo para obtengao de cortes de 5um de espessura. Os

cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE).

IV.2.5 Analise histoldgica descritiva

As fotomicrografias dos cortes histolégicos corados com HE foram obtidas num
microscopio LEICA DM5000B, com aumento de 100x. Foram feitas seis tomadas
fotograficas do terco médio do alvéolo dental. Na analise microscépica (microscopia
Optica de transmissao), identificou-se as seguintes células inflamatérias:
polimorfonucleares, mastécitos, células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho
e macrofagos; foi também observada a presenca de biomaterial e de infiltrado

inflamatério, bem como a formagao de tecido fibroso ou neoformacgéao 6ssea.

IV.2.6 Histomorfometria

Foram fotografados seis campos (objetiva de 10x) do terco médio do alvéolo dental
de cada animal, totalizando 270 imagens. O tergco médio alveolar foi selecionado
como sitio para a analise histoldgica por estar equidistante dos tergos cervical e

apical. O terco cervical esta exposto a cavidade bucal e mais susceptivel as
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influéncias externas (trauma e infeccado). O processo de reparo da ferida cirirgica
tem inicio na parede alveolar apical, de onde migram as células que formardo a
matriz 6ssea. O tergco médio fornece, por conseguinte, um panorama mais genuino

do processo de regeneracgao.

A figura V.4 esquematiza a metodologia utilizada para a localizagao dos campos a
serem fotografados sem que houvesse a superposicao dos mesmos. A analise
histomorfométrica foi realizada com o auxilio do programa Image Pro Plus® (Media
Cybernetics, L. P., Silver Spring, MD). Uma grade de 200 pontos foi sobreposta as
imagens para quantificar manualmente a densidade de volume de tecido conjuntivo,
0sso neoformado e biomaterial, sendo os resultados expressos em area (mm3),
assim como realizado por COSTA (2008).

Porgao cervical

Porgao apical

Figura IV.4. Montagem esquematica das fotomicrografias dos 6 campos do ter¢co médio do

alvéolo dental.
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IV.2.6.1 Analise estatistica

A analise estatistica dos escores foi realizada por meio de teste de comparagao das
médias dentro dos grupos com o mesmo tratamento (grupos |, Il e lll) e dos grupos
com o mesmo tempo (7, 21 ou 42 dias). As médias e desvios padrao obtidos foram
submetidos a analise de variancia ANOVA com pés-teste de Tukey (p<0,05). Nos
grupos com o mesmo periodo de tratamento (7, 21 ou 42 dias) os dados foram
submetidos ao teste t pareado. As diferengas foram consideradas significantes
quando p<0,05. Foram utilizados os programas GraphPad InStat versao 3.01 para
Windows 95, 1998, GraphPad Software, San Diego California
EUA,(www.graphpad.com) e GraphPad Prism versdo 4.00 para Windows, 2003,
GraphPadSoftware, San Diego California EUA, (www.graphpad.com).

IV.2.7 Quantificagdo do RANK-L, osteoprotegerina, osteocalcina,

osteopontina e paratorménio

Os niveis séricos de RANK-L, OPG, ON, OC e PTH foram avaliados por
imunoensaio a partir de kits baseados na tecnologia xMAP (Milliplex MAP kit,
Millipore, EUA) em sistema de luminometria de fluxo Luminex 200 (Luminexcorp,

EUA). As concentragdes das citocinas foram expressas em pg/mL.

As amostras de soro foram retiradas do freezer -80°C e, apds descongelamento,
transferidas, no volume de 25 microlitros, a diferentes pocos de placas de 96 pogos
com fundo de filtro (Millipore, EUA). As placas foram completadas com as solugdes-
padrao (de concentragbes conhecidas, produzidas a partir de diluicbes seriadas) de
RANKL e OPG; OC, ON e PTH e com um branco, composto por PBS. As
micropérolas anti-RANKL, anti-OPG; anti-OC, anti-ON ou anti-PTH foram dispersas
em ultrassom até sua completa dispersdo e adicionadas, a um volume de 25
microlitros a cada poc¢o, junto a 25 microlitros de tamp&o de ensaio, como fornecido
nos kits Milliplex MAP. As amostras foram mantidas neste meio reacional por 18
horas, a 4°C, em agitagao constante, com auxilio de um agitador de microplacas. Ao
término do tempo de incubagao, o meio reacional foi removido por filtracdo a vacuo
(a partir do filtro presente no fundo da placa de 96 pogos) e cada pogo lavado 3
vezes com 200 microlitros de uma solugao de lavagem fornecida no kit. Em seguida,
50 microlitros de solugédo contendo os anticorpos de detecgédo foram adicionados a

cada pocgo, sendo incubados por 1 hora temperatura ambiente, para permitir a
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complexagao com o analito, formando o “sanduiche” do imunoensaio. Finalmente,
50 microlitros da solugdo contendo o complexo estreptavidina-ficoeritrina foram
adicionados aos pogos, e incubados mais uma vez em constante agitagdo a
temperatura ambiente por 30 minutos. O meio foi removido mais uma vez por
filtragdo a vacuo seguida de 3 novas lavagens com 200 microlitros de tamp&o de
lavagem. Ao término desta etapa, as micropérolas foram ressuspensas em 100
microlitros de sheath fluid (fluido que transporta as microesferas por dentro do
aparelho de detecgao), sob agitacdo por 5 minutos. As placas foram levadas ao
sistema Luminex 200 e a intensidade de fluorescéncia das microesferas e dos
anticorpos de detecgdo marcados com ficoeritrina foi detectada em todos os pocos.
Os resultados foram analisados através do software XPONENT v. 3.0 (Luminexcorp,
EUA).

IV.2.7.1 Analise estatistica

Aos dados obtidos a partir das dosagens dos analitos, para os diferentes grupos
experimentais, foi aplicada uma analise nao-paramétrica (Kruskal-Wallis),
considerando-se um nivel de significancia alfa = 0,05. As diferengas entre os grupos
experimentais foram avaliadas através de um pos-teste de Dunn. A analise foi

realizada com o auxilio do software InStat (GraphPad Software Inc., EUA).
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Vv RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 Caracterizacao

V.1.1 Difragao de raio X

Existem atualmente no mercado mundial diversos substitutos dsseos a base de
fosfatos de calcio (hidroxiapatita, fosfato tricalcico, vidro bioativo), cujas
caracteristicas objetivam tentar substituir o enxerto de osso autégeno, atual padrao
ouro no que se refere ao reparo 6sseo. A apatita € chamada calcio-deficiente
quando a razao entre Ca/P for inferior ao valor de 1,67, valor de referéncia para a
hidroxiapatita estequiométrica. Esta deficiéncia em calcio depende das condigdes de
sintese do material, como o pH ou temperatura da reagao. O fosfato tricalcico existe
em duas formulas alotropicas, p-TCP que € a forma em baixa temperatura e a-TCP
que é a forma encontrada em alta temperatura, 1125°C (DOROZHKIN, 1997). Neste
estudo, o material alcangou a temperatura maxima de 1000°C, sendo portanto (-
TCP, o que pode ser observado na Figura V.1, cujos difratogramas mostram a
obtengdo de fosfato betatricalcico cristalino apds calcinagdo a 1000°C. Com a
introdugao do magnésio ha uma pequena modificagdo nos picos do difratograma
que passa a corresponder a ficha JPDS 13-0404, chamado de beta-fosfato tricalcico
dopado com magnésio (B-TCMP). O B-TCP é instavel em agua, néo se precipitando
em condigdes aquosas normais (KWON et al., 2003). No entanto, pode ser obtido
pelo tratamento térmico da hidroxiapatita calcio deficiente na faixa entre 700 a 800°C
(LEGEROS et al.,, 2003; KANNAN et al., 2009). Para sintetizar B-TCP em meio
aquoso, normalmente o magnésio é incorporado a estrutura, resultando no B-TCMP
(KWON et al., 2003; LEGEROS et al., 2003). Neste estudo, o p6 de apatita calcio-
deficiente com relagao Mg/Ca de 0,15 foi obtido pelo método umido. A reacao entre
o hidréxido de calcio Ca(OH),, solugdao de acido fosférico (H;PO,4) e o cloreto de
magnésio hexahidratado (MgCl,.6H,0) ocorreu em pH=9 e temperatura de 38°C por
3 horas. O plasma sanguineo humano contém Mg?* na quantidade de 1,5 mM,
apontando para uma natural formagao de B-TCMP em seu meio. No dente, a dentina
possui estrutura diferente do esmalte, sendo mais porosa. Mesmo que ela possua
um alto teor de material organico, também contém elevados teores de F e Mg
(OKAZAKI, 1992). A deficiéncia de magnésio causa adversidades aos estagios do
metabolismo esquelético, causando parada do crescimento dsseo, decréscimo das

atividades osteoblasticas e osteoclasticas. Desta forma, a incorporagdo do magnésio
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a estrutura da apatita é de grande interesse para o desenvolvimento de uma

estrutura 6ssea artificial (OKAZAKI, 1991; KIM et al., 2003).
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Figura V.1. Difratograma dos granulos de 3-TCP (JCPDS 09-0432) e de B-TCMP (JCPDS
13-0404).

V.1.2 Analise no infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de FT-IR mostrados nas figuras V.2 e V.3 apresentam bandas de agua
(3640 e 1639 cm™) atribuidas ao método de sintese de precipitacdo em meio
aquoso. A banda (874 cm™) correspondente & absorcdo de hidrogenofosfato
(HPO,?) é caracteristica de uma apatita calcio deficiente, assim como a banda OH"
(3570 cm™). O processo de calcinagao resulta no desaparecimento destas bandas e
na reducdo das bandas de agua. As bandas de fosfato (PO4*>) em 1035, 603 e 564
cm™' sdo caracteristicas dos materiais. As bandas de carbonato (COa'z), em 1400-
1450 cm™', somente foram identificadas nas amostras verdes. Estas podem ser

atribuidas ao processo de sintese, que nao foi realizado sob atmosfera inerte.

(SADER, 2009).
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V.2 Estudo da biocompatibilidade

Para o desenvolvimento de novos materiais, € necessaria a compreensado da
resposta do hospedeiro, in vivo. Os fosfatos tricalcicos reagem quimicamente com o
ambiente em que foram implantados e, idealmente, ndo deveriam provocar reagbes
indesejaveis. Em geral, os organismos vivos tratam os implantes artificiais como
material biotéxico, biocompativel (ou biotolerante), bioinerte (ou bioestavel), bioativo
ou bioreabsorvivel. Todos os tipos de implante (biocerdmicas de porosidade e
estrutura variaveis, pé ou granulos) sdo atoxicos mas também induzem reagao

inflamatéria ou reacgéo do tipo corpo estranho (DOROZHKIN, 2010).

O modelo animal empregado neste trabalho caracterizou-se pela extracdo do
incisivo do rato e pelo preenchimento do alvéolo com o biomaterial. O processo de
reparo em feridas de extragao dental tem inicio logo apés apés o ato cirurgico com o
preenchimento do alvéolo pelo coagulo sanguineo. A seguir ocorre a proliferagao de
vasos sanguineos e invasao de fibroblastos, que sintetizam substancia fundamental
amorfa e fibras colagenas. O processo de reparo tem inicio a partir do fundo do
alvéolo e das paredes alvolares, onde as células osteoprogenitoras diferenciam-se
nos osteoblastos. Os osteoblastos sintetizam a matriz orgénica que sera
posteriormente mineralizada. Em alvéolo de incisivo de rato, a ferida é reparada
totalmente por tecido 6sseo (regeneracao) ao redor de 28 dias apds o ato cirurgico
(VERONESE et al., 2005). Esta cronologia do processo de regeneracao alveolar
pode ser influenciada por inumeros fatores locais, dentre eles a presenga dos
granulos de B-TCP e de B-TCMP.

A resposta biolégica aos fosfatos de calcio implantados segue a reacdo em cascata
semelhante a regeneragdo de uma fratura. Tal cascata inclui formagao de
hematoma, inflamacao, neovascularizagao, reabsorgcédo osteoclastica e neoformagao
o0ssea (DOROZHKIN, 2010).

O modelo animal utilizado permitiu, portanto, a analise da intensidade da reagao
inflamatéria induzida pelo biomaterial e sua influéncia sobre o processo de

regeneracao.
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V.2.1 Analise histologica descritiva

O grupo | (controle) apresentou no periodo de 7 dias pequenas ilhas de osso
neoformado, dispersas em extensa area de tecido conjuntivo (figura V.4). A
osteogénese intensificou-se aos 21 dias como pode ser observado pela extensa
area de osso neoformado em oposicdo a diminuicdo da area de coagulo e tecido
conjuntivo (figura V.5). Aos 42 dias havia predominio das areas de neoformagao

Ossea sobre as areas de tecido conjuntivo (figura V.6).
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Figura V.4. Fotomicrografia do reparo tecidual (HE- hematoxilina-eosina). Grupo |
apresentou, aos 7dias, pequenas ilhas de osso neoformado (setas), dispersas em
extensa area de tecido conjuntivo (TC).
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Figura V.5. Fotomicrografia Grupo | (HE). Aos 21 dias, houve aumento da area de osso
neoformado (ON) e redugéo da érea de coagulo e tecido conjuntivo (TC).

Figura V.6. Fotomicrografia Grupo | (HE). Aos 42 dias houve predominio das areas de
neoformacao 6ssea (ON) sobre as &reas de tecido conjuntivo (TC).
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Os granulos de B-TCP (Grupo Il) encontravam-se, aos 7 dias, dispersos em area de
infiltrado inflamatdrio difuso (figura V.7) contendo células polimorfonucleadas (figura
V.8). Foi possivel observar, no entanto, regides de neoformacao dssea. Aos 21 dias
verificou-se reducdo das areas de infiltrado inflamatério agudo e aumento da
quantidade de osso neoformado associado ao biomaterial (figura V.9). Observou-se,
proximo ao biomaterial, concentragdo de células arredondadas, fortemente coradas,
sugestivas de osteoblastos (figura V.10). Apds 42 dias constatou-se incremento das

areas de 0sso neoformado, diminuigao da superficie de biomaterial e persisténcia de

pequenas ilhas de tecido inflamatério (figura V.11).

Figura V.7. Fotomicrografia Grupo Il (HE). Aos 7 dias, os granulos de [B-TCP (Bm)
encontravam-se dispersos em area de infiltrado inflamatério difuso (lin). Presenca de
pequenas areas de osso neoformado (setas).
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Figura V.8. Fotomicrografia Grupo Il (HE). Em maior aumento (aumento 40x), presencga de
células polimorfonucleadas (setas) préximo a granulo de biomaterial (Bm).

Figura V.9. Fotomicrografia Grupo Il (HE). Aos 21 dias verificou-se redugéo das areas de
infiltrado inflamatério agudo (lIn) e aumento da quantidade de osso neoformado (ON)
associado ao biomaterial (Bm).
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Figura V.10. Fotomicrografia Grupo Il, 21 dias (HE). Observou-se, préximo ao biomaterial
(Bm), concentragdo de células arredondadas, fortemente coradas, sugestivas de
osteoblastos (setas) (aumento 40x).

Figura V.11. Fotomicrografia Grupo Il, 42 dias (HE). Observou-se incremento das areas de
osso neoformado, diminuicdo da superficie de biomaterial e persisténcia de pequenas ilhas
de tecido inflamatério.
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No grupo lll, aos 7 dias, foi possivel observar areas focais de infiltrado inflamatério
agudo e pequenas areas de tecido 6sseo neoformado em associagdo aos granulos
de B-TCMP (figura V.12). Em maior aumento, foi possivel observar a presenca de
linfocitos, células caracteristicas de infiltrado inflamatério crénico (figura V.13), A
area de neoformacao 6ssea aumentou consideravelmente aos 21 dias, ao mesmo
tempo em que houve reducao da reagao inflamatodria (figura V.14). Adjacente a vaso
sanguineo, foi possivel identificar area de osso neoformado ao redor de ostedcitos
(figura V.15). Apds 42 dias eram ainda menores as areas de infiltrado inflamatério.

Observou-se osteoblastos e area de neoformacéo d6ssea e préoximo ao biomaterial

(figura V.16); coalescéncia das trabéculas 6sseas nos espagos entre os granulos de
B-TCMP (figura V.17).

Figura V.12. Fotomicrografia (HE). No grupo lll, aos 7 dias, observou-se areas focais de
infiltrado inflamatério agudo (lIn) e pequenas areas de tecido 6sseo neoformado (setas) em
associagao aos granulos de -TCMP (Bm).



43

20pm

Figura V.13. Fotomicrografia Grupo lll, 7 dias (HE). Em maior aumento (aumento 100x), foi
possivel observar a presenca de linfécitos (setas), adjacentes ao biomateral (Bm) e a um
vaso sanguineo (VS).

Figura V.14. Fotomicrografia Grupo lll (HE). A area de neoformacéo dssea (setas) aumentou
consideravelmente aos 21dias.
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-~
Figura V.15. Fotomicrografia Grupo lll, 21 dias (HE). Adjacente a vaso sanguineo (VS),
observa-se osso neoformado (ON) e ostedcitos (setas) no seu interior (aumento 100x).

o
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Figura V.16. Fotomicrografia Grupo Il (HE). Aos 42 dias observou-se osso neoformado (On)
e fileira de osteoblastos (setas) adjacentes a granulo de 3-TCMP (Bm) (aumento 40x).
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Figura V.17. Fotomicrografia Grupo lll, 42 dias (HE). Coalescéncia do osso neoformado
(ON) entre os granulos de B-TCMP (Bm).

V.2.2 Histomorfometria

O desenvolvimento de novos materiais necessita de profundo conhecimento das
respostas bioldgicas ao material implantado. Uma vez que o material é intruzido no
organismo, ocorre uma sequéncia de eventos nos tecidos circunjacentes que inicia
com a migragdo das células inflamatorias (neutréfilos polimorfonucleados,
macroéfagos e células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho), continua com a
formacao de tecido conjuntivo de granulacao, e termina com a neoformacéo 6ssea
(ANDERSON et al., 2007).

No presente trabalho, a avaliacdo de tecido conjuntivo incluiu a quantificagao de
vasos sanguineos, fibroblastos e células inflamatérias (figura V.18). No grupo |
(coagulo), houve reducdo da area de tecido conjuntivo ao longo dos trés periodos
experimentais, sendo significativa entre 7 e 21 dias e entre 7 e 42 dias (p<0,001).
Concomitantemente, observou-se aumento da area osso neoformado (figura V.19),

que foi depositado em substituicdo ao tecido conjuntivo. Aos 7 dias, a quantidade de
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tecido conjuntivo no grupo controle foi maior que o observado nos grupos B-TCP e
B-TCMP (p<0,001). Tal observagao deve-se ao preenchimento dos alvéolos
dentarios pelos biomateriais nestes dois grupos. A area de tecido conjuntivo no
grupo Il (B-TCP) aumentou significativamente entre os periodos 7 e 21 dias (p<0,05)
e entre 7 e 42 dias (p<0,01) (figura V.18). No grupo lll (B-TCMP) as diferengas entre
as areas de tecido conjuntivo ao longo do experimento n&do foram significantes
(figura V.18).

1.2 -
Bl Coagulo Coagulo

1.14 Em MgTCP 7de21d ***(p<0,001)
=m Top 7d e 42d ** (p<0,001)

2
g

m
[
4

TCP
7de21d * (p<0,05)
7d e 42d ** (p<0,01)

L~
Nl 4

o
4

7dias

Coagulo e MgTCP  *** (p<0,001)
Coagulo e TCP *** (p<0,001)
MgTCP e TCP ** (p<0,01)

o ¢
i

Densidade de volume (mm?)
=) o
i g

o
b

0.14
0.0

21dias
Coagulo e MgTCP  ** (p<0,01)

7 dias 21 dias 42 dias

Figura V.18. Densidade de volume de tecido conjuntivo (mm2) nos grupos coagulo (controle),
B-TCMP (MgTCP) e B-TCP (TCP), aos 7, 21 e 42 dias.

No dia 7 encontrou-se diferenca (p<0,001) entre as areas de tecido conjuntivo dos
grupos B-TCMP e B-TCP. Tal fato pode estar relacionado com a maior quantidade
de osso neoformado observado no grupo p-TCP que no grupo B-TCMP no mesmo

periodo, embora tal diferenca nao tenha sido significativa (figura V.19).

A figura V.19 mostra a area de osso neoformado nos 3 grupos experimentais aos 7,
21 e 42 dias. A area de neoformagao 6ssea aumentou significativamente entre 7 e
21 dias (p<0,001) e entre 7 e 42 dias (p<0,001) no grupo coagulo. No grupo Il (B-
TCP) houve aumento significativo entre os dias 7 e 42 (p<0,01) e entre os dias 21 e
42 (p<0,01). No terceiro grupo experimental (B-TCMP) o aumento significativo
ocorreu entre os 7 € 21 (p<0,01) dias e entre os 7 e 42 dias (p<0,05). Aos 21 dias a
area de osso neoformado foi maior para o grupo B-TCMP que para o grupo B-TCP,
embora sem diferenca significativa. Aos 42 dias observou-se situagao inversa, onde

o grupo B-TCP apresentou maior area de neoformacéo 6ssea que o grupo B-TCMP.
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Figura V.19 . Area de osso neoformado (mmz) nos grupos coagulo (controle), B-TCMP
(MgTCP) e B-TCP (TCP), aos 7, 21 e 42 dias.

TAVARES (2012) avaliou a variagdo da concentragao de calcio, fosforo e magnésio
em fungao do tempo de imersao de pastilhas de pB-TCP e de B-TMCP em meios de
cultura ndo completo e completo (adi¢ao de soro fetal bovino) em condigcéo estatica.
Observou que entre 7 e 21 dias houve precipitacdo de calcio e de fosfato sobre a
pastilha de B-TCP, enquanto que para o B-TCMP ocorreu, inversamente, liberagao
de calcio, e menor precipitagao de fosfato. A liberagdo de magnésio das pastilhas de

B-TCMP foi crescente no periodo estudado.

A liberacdo do magnésio, além da maior liberacdo de Ca, pelas pastilhas de [3-
TCMP pode favorecer sua bioatividade, conceito recentemente associado a
disponibilidade de ions no meio favorecendo a deposi¢céo 6ssea por osteoblastos na
regiao do implante (GUTH et al., 2011). SADER et al. (2009) e CAIl et al. (2010)
observaram que a presenga de ions Mg em pastilhas de B-TCP e de fluorapatita,
respectivamente, induziu maior adesao de osteoblastos em comparagao a pastilhas
sem Mg. Acredita-se que o Mg contribui para a adesao celular sobre a superficie do
biomaterial ao atuar sobre as integrinas existentes na membrana celular. Os ions
Mg?* fazem a conexdo entre as células e a superficie do material, acelerando a
adesao, proliferagcdo e diferenciacdo celular e, consequentemente, a formagao
Ossea (CAl et al., 2010).
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Neste estudo, portanto, o Mg presente nos granulos de TCP pode ter contribuido
para elevar a adesao celular, explicando a maior area de osso observada aos 21
dias no grupo B-TCMP. Entre os dias 21 e 42 o processo de dissolugao superficial
pode ter contribuido para a saida do Mg (além do calcio e do fosfato), gerando
mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas do material que deixariam de otimizar
a adesividade das células osteoprogenitoras, explicando a area menor de osso

neoformado observada aos 42 dias, em comparagao ao grupo B-TCP.

Na figura V.20 observa-se redugao da area do biomaterial B-TCMP ao longo dos 7,
21 e 42 dias. O mesmo ocorreu com o biomaterial B-TCP, sendo que a diminuigao
foi significativa entre os dias 21 e 42 (p<0,05). Tal resultado é compativel com o
observado na figura V.19, onde a area de osso neoformado no grupo B-TCP foi
significativamentre maior aos 42 dias, uma vez que o biomaterial é substituido por

tecido 6sseo.

Sabe-se que a redugao da area do biomaterial enxertado resulta dos processos de
dissolucdo e de fagocitose pelas células inflamatérias (macrofagos e células

gigantes) e osteoclastos.

Os granulos de B-TCP sofreram maior reabsor¢do que os grénulos de B-TCMP,
tanto aos 7 (p<0,05) como aos 42 dias (p<0,001), indicando que a incorporagao do

magnésio pode ter influenciado a reabsorgao do biomaterial.
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Figura V.20. Area de biomaterial (mmz) nos grupos MgTCP (B-TCMP) e TCP (B-TCP), aos 7,
21 e 42 dias.
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A adesdo dos macréfagos e células gigantes multinucleadas a superficie do
implante é mediada pela camada proteica adquirida previamente. Portanto, a
interacao entre as proteinas adsorvidas e os receptores das células inflamatoérias
constitui o principal sistema de reconhecimento dos enxertos sintéticos. ANDERSON
et al. (2007) demonstraram que a composicdo quimica da superficie exerce
influéncia sobre o comportamento dos macréfagos (adeséo, secrecado de citocinas,

fusao, apoptose).

A incorporacao do magnésio também pode ter modificado as propriedades fisicas do
material. Estudos recentes (TAVARES, 2012) comprovaram maior solubilidade de

pastilhas de B-TCP quando comparadas a pastilhas de 3-TCMP.

V.2.3 Quantificacdo do RANK-L, OPG, OC, ON e PTH

V.2.3.1 RANK-L

O nivel plasmatico de RANK-L (figura V.21A) aos 7 dias foi menor no grupo que
recebeu enxerto de B-TCMP, quando comparado aos niveis detectados nos grupos
B -TCP e controle, podendo indicar menor atividade osteoclastica naquele grupo.
Aos 21 dias o grupo B-TCP apresentou o dobro da quantidade de RANK-L que os
grupos B-TCMP e controle (p<0,05), significando possivelmente maior nimero de
osteoclastos participantes do processo de reabsorg¢do, o que é corroborado pelas
observagdes feitas na histomorfometria, onde a area do 3-TCP foi menor que a do (-
TCMP para o mesmo periodo (figura V.20). No 42° dia, o teor de RANK-L detectado

foi semelhante nos 3 grupos.

No grupo controle os niveis de RANK-L mantiveram-se estaveis nos 3 tempos
estudados, mostrando que na auséncia do biomaterial, ndo ha necessidade de
atividade osteoclastica intensa. No grupo B-TCMP verificou-se aumento gradativo da
quantidade de RANK-L circulante ao longo dos periodos de tempo analisados. O
estudo indicou, portanto, comportamento distinto do RANK-L para cada um dos

grupos observados.
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Figura V.21. Nivel de RANK-L (A), osteoprotegerina (B), RANK-L/OPG (C), osteocalcina (D),
osteopontina (E) e paratormonio (F) analisados aos 7, 21 e 42 dias nos grupos controle, [3-
TCP(TCP) e B-TCMP (MgTCP).

V.2.3.2 Osteoprotegerina

Aos 7 dias foi detectada quantidade maior de OPG (figura V.21B) no grupo controle
(p<0,05) em comparagao aos grupos p-TCP e B-TCMP. A maior disponibilidade de
OPG no grupo controle para fazer ligagdo com os receptores de membrana RANK
das células da linhagem osteoclastica, impedindo a diferenciacdo dos osteoclastos,
pode ter contribuido para menor processo de reabsorg¢ao, o que significa dizer que
houve maior atividade osteoclastica nos grupos experimentais no periodo
observado. No dia 21, os grupos controle e B-TCP mostraram niveis semelhantes de
OPG, ligeiramente menores que os apresentados pelo grupo B-TCMP. O cenario foi
similar no 42° dia, onde os niveis da OPG foram parecidos nos grupos experimentais
e ligeiramente maiores que o do grupo controle.

No grupo controle o teor plasmatico de OPG decresceu ao longo dos periodos

observados. No grupo B-TCP o comportamento da OPG foi inverso, ou seja, houve
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aumento gradativo. No grupo B-TCMP houve aumento da quantidade de OPG

detectada no 21° dia, mas sem significancia estatistica.

V.2.3.3 RANK-L /OPG

A figura V.8C mostra a razdo RANK-L / OPG. E possivel observar que no grupo
controle a relagdo RANK-L / OPG apresentou ligeira elevagédo ao longo dos tempos
cirurgicos em razdo da redugdo dos niveis da OPG (figura V.21B). A curva
correspondente ao grupo B-TCMP foi idéntica a do grupo controle. Houve redugao
do nivel da OPG (figura V.21B) associada ao aumento da quantidade de RANK-L
(figura V.21A). A atividade osteoclastica possivelmente aumentou suave e
gradativamente ao longo do periodo estudado, de maneira similar, nos grupos
controle e B-TCMP. O grupo B-TCP, no entanto, a relagdo RANK-L / OPG foi maior
aos 7 e 21 dias (p<0,05) quando comparada aos grupos controle e B-TCMP, devido
ao maior teor de RANK-L (figura V.21A). Neste periodo houve, portanto, maior
ativagcdo osteoclastica, resultando em maior reabsorgdo do biomaterial,
principalmente no 7° dia de experimento (figura V.20). No 42° dia, houve redugéo
drastica da razdo RANK-L / OPG devido ao aumento dos niveis da OPG e
diminuicdo do RANK-L.

V.2.3.4 Osteocalcina

No dia 7, o nivel de osteocalcina circulante (figura V.21D) foi maior no grupo B-TCP
que nos grupos controle e B-TCMP, podendo significar que atividade maior dos
osteoclastos naquele grupo possibilitou a liberagdo da OC para a circulagao
sanguinea, o que é condizente com os niveis maiores de RANK-L (grafico V.21A) e
de RANK-L / OPG (figura V.21C) verificados no grupo B-TCP no mesmo periodo
experimental. No 21° dia, os indices de OC foram maiores nos grupos B-TCP e
controle, em comparagao ao grupo B-TCMP (p<0,05). Tal resultado é corroborado
pelo maior teor de RANK-L no grupo B-TCP aos 21 dias (figura V.21A). Aos 42 dias
a taxa sanguinea de OC foi maior no grupo controle quando comparada aos demais
grupos (p<0,05). Esta observacao nao pode ser correlacionada aos niveis de RANK-

L e OPG, que foram semelhantes para os 3 grupos neste tempo experimental.

O grupo controle mostrou aumento significativo da quantidade de OC ao aos 21 e 42
dias, em concordancia com a redugado dos niveis da OPG e aumento da relagao
RANK-L / OPG.
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Tal observagdo é condizente com a intensa neoformagao Ossea verificada na
analise histologica, significando que os osteoblastos, além de elaborar a matriz
Ossea, também produziram a osteocalcina. Ainda, o aumento expressivo da
producédo de osteocalcina pode ter correlagdo com o nivel elevado de osteopontina
observado aos 42 dias no grupo controle (figura V.21E). Sabe-se que a osteopotina
esti mula a produgao de osteocalcina pelos osteoblastos (ALFORD, HANKENSON,
2006).

No grupo B-TCP houve aumento discreto da OC entre os dias 7 e 21. No dia 42
observou-se queda da taxa de OC. Os resultados estdo de acordo com os obtidos
para RANK-L e RANK-L / OPG, que indicam a intensidade da atividade dos
osteoclastos nos periodos analisados. O nivel de OC no soro dos animais que
tiveram B-TCMP enxertados e seus alvéolos dentarios manteve-se relativamente
estavel nos periodos estudados. Esta constatacdo condiz com a razdo RANK-L /

OPG constante (figura V.21C) nas 3 fase do experimento.

V.2.3.5 Osteopontina

O nivel sérico da ON (figura V.21E) aos 7 dias foi similar nos 3 grupos. A ON
detectada pode ter sido liberada da matriz 6ssea mineralizada, apds processo de
reabsorgdo mediada pelos osteoclastos. Neste sentido, os niveis séricos
semelhantes da ON observados aos 7 dias nos 3 grupos nao apresentaram
correlacdo bem estabelecida com os indices de RANK-L / OPG (grafico V.21C), que
foi maior para o grupo B-TCP. Por outro lado, sabe-se que a ON esta presente na
inflamagao aguda e crbnica, onde pode ser expressa pelas células endoteliais,
macroéfagos e células-T (MAZALI et al., 2002). Assim, pode-se especular que aos 7
dias, as células inflamatérias também contribuiram para estabelecer o nivel final da
ON no sangue. No 21° dia, a quantidade de ON circulante foi semelhante nos grupos
controle e B-TCP e maior que no grupo B-TCMP. Houve correlagao entre o nivel
maior de ON e de RANK-L / OPG (grafico V.21C) no grupo B-TCP. No grupo
controle, a quantidade mais elevada de ON pode ter tido colaboragao das células
endoteliais, macréfagos e células-T. No dia 42, o grupo controle mostrou maior nivel
de ON que os demais grupos (p<0,05). Tal constatacdo nido esta em sintonia com o
teor de RANK-L / OPG (grafico V.21C), que foi semelhante para os 3 grupos no dia
42. Aqui, novamente, a ON quantificada pode ter sido originaria principalmente das

células envolvidas no processo inflamatorio.
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Os niveis de ON, de maneira geral, foram mais elevados no grupo controle, tanto
aos 7, 21, como aos 42 dias. No grupo B-TCP, a quantidade de ON mostrou ligeira
elevagdo no 21° dia. O nivel da ON no grupo B-TCMP reduziu suave e gradualmente
dos 7 aos 42 dias, o que pode ser explicado pelo nivel igualmente crescente da

RANK-L e/ou pela redugao da intensidade da reacao inflamatéria.

V.2.3.6 Paratorménio

No dia 7, nao foi possivel detectar PTH nas amostras de sangue dos animais dos
grupos controle e B-TCP, diferentemente do grupo B-TCMP, que apresentou
quantidade elevada de PTH (p<0,05) (figura V.21F). No 21° dia, o teor plasmatico do
PTH aumentou no grupo B-TCP, ficando maior que os grupos controle (p<0,05) e B-
TCMP. No dia 42 o nivel de PTH no grupo B-TCP elevou quase 3 vezes mais, onde

a diferenga para o grupo controle foi igualmente significante (p<0,05).

O PTH nao foi detectado nas amostras de sangue dos animais do grupo controle,
em nenhum dos 3 tempos cirurgicos. Pode-se especular que o nivel sérico de calcio
destes animais estivesse normal ou aumentado, caso contrario haveria PTH
circulante determinando a reabsorgao 6ssea para elevar o teor de calcio no sangue.
Isso provavelmente deve-se ao fato de estarem normais os niveis de calcio
sanguineos. A auséncia de PTH poderia explicar a manutengao dos baixos niveis
de RANK-L observada ao longo do experimento no grupo controle. No grupo B-
TCMP o PTH estava presente em quantidades variaveis nos 3 momentos
analisados, porém as diferengcas nao tiveram significancia estatistica. O grupo B-
TCP, no entanto, apresentou resultado altamente significativo, pois o nivel do PTH
detectado saiu do zero no dia 7, passou para 3pg/mL no dia 21 e mais que dobrou
no 42° dia, com diferenga estatisticamente significante (p<0,05) para o grupo
controle nos 2 ultimos tempos do experimento. O biomaterial implantado no alvéolo
dos animais, ao sofrer processo de biorreabsorgao, de alguma forma contribuiu para
estimular a producdo do PTH. O efeito catabdlico do PTH é explicado por sua
habilidade em promover a diferenciacido de osteoclastos a partir dos progenitores
hematopoiéticos circulantes. Este efeito € mediado por efeito estimulatério do
hormonio sobre a sintese 0 RANK-L pelos osteoblastos, que sabidamente possuem
receptores para o PTH (MA et al., 2001, JILKA et al., 2010).

Se no grupo B-TCP, no 21° dia de experimento havia elevada quantidade de PTH

circulante, este PTH conectou-se aos receptores de membrana dos osteoblastos,
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que elevaram a producado de RANK-L (figura V.21A). O RANK-L, entao, ligou-se aos
receptores dos pré-osteoclastos, que diferenciaram-se em osteoclastos.
Possivelmente estes osteoclastos contribuiram para a maior reabsor¢do dos
granulos do material observada aos 42 dias (figura V.20). Ao considerar-se que o
biomaterial reabsorvido é substituido por osso neoformado, a maior area de
formagao 6ssea observada no grupo Il aos 42 dias (figura V.19) também esta em

concordancia com tais observacoes.
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VI  CONSIDERACOES FINAIS

O modelo animal utilizado neste estudo consistiu da extragdo do incisivo de ratos
Wistar e preenchimento do alvéolo com os grénulos de B-TCP e de B-TCMP. Sabe-
se que o alvéolo dentario se caracteriza por ser uma ferida que sofre regeneragao
espontanea, ou seja, € completamente preenchido por tecido 6sseo por volta do 28°
dia (VERONESE et al., 2005). Tal modelo permitiu, portanto, observar o efeito de
material estranho (biomaterial), num periodo de tempo curto - 42 dias (mas ainda
assim maior que os 28 dias necessarios para a regeneracgao fisioldgica), sobre a
cicatrizagao. Por este motivo, os resultados histomorfométricos observados no grupo
controle (que nao recebeu nenhum tipo de biomaterial) no que diz respeito a
densidade de volume de tecido conjuntivo, infiltrado inflamatdrio e osso neoformado

foram sempre melhores que os verificados nos grupos experimentais.

Um dos objetivos da presente pesquisa foi avaliar a degradacéo do B-TCP e do B-
TCMP, que resulta dos processos de dissolugao fisicoquimica e de reabsorgéo pelos
macroéfagos, células gigantes e osteoclastos. Neste sentido, o tempo de observagao
experimental (42 dias) nao foi suficiente para acompanhar integralmente o resultado
de tais processos. A Iluminometria de fluxo identificou niveis elevados de
paratorménio e RANK-L nas amostras de sangue dos animais que receberam
granulos de B-TCP, aos 21 e 42 dias. Novamente, o tempo pode nao ter sido
suficiente para que houvesse a diferenciagdo dos osteoclastos estimulada pelos

niveis aumentados de paratorménio e de RANK-L.

Um modelo animal alternativo ao aqui utilizado € o defeito critico em calvaria de rato.
O defeito critico é definido como o defeito 6sseo de menor tamanho que nao
regenera espontaneamente e em ratos corresponde a um defeito de 8mm de
diametro. Este modelo possibilita, portanto, abordagem diferente, visto que tem sido
utilizado para testar a capacidade osteogénica dos mais diversos materiais
(COOPER et al., 2010). O maior tempo de observacédo exigido por este modelo
permitiria acompanhar melhor o processo de degradagao dos granulos de B-TCP e
de B-TCMP

O fosfato tricalcico do tipo beta, por ser mais soluvel que a hidroxiapatita, € uma

opcao interessante de biomaterial por ser degradado dentro do defeito 6sseo
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simultaneamente a neoformacdo Ossea, ou seja, o defeito é regenerado
completamente por material bioloégico. Por esse motivo o B-TCP é indicado para a
implantagdo em areas livre de tensdo mecéanica, tais como preenchimento de

defeitos 6sseos.

O B-TCP comercial é, na verdade, uma apatita calcio deficiente, pois apresenta
razao Ca/P 1,5, menor que a razao estequiométrica de 1,67 da hidroxiapatita de
calcio pura (Cao(PO4)s(OH);). Devido ao carater ndo estequiométrico, as apatitas
calcio deficientes sempre contem outros ions. O conteldo depende da composi¢ao
quimica das solugdes utilizadas para o preparo. Neste trabalho adicionou-se cloreto
de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H,0) ao hidroxido de calcio (Ca(OH);) e acido
fosférico (H3PO,), obtendo-se, assim BTCMP onde ions calcio foram substituidos

pelos ions magnésio.

O magnésio pode ser incorporado na fase sélida da HA, o que foi demonstrado
claramente pela difragao de raio X. BERTONI et al. (1998), com base nos valores
das constantes da rede e o conteudo relativo de Mg na fase sélida, sugeriram que
somente parte do Mg substitui o calcio, o remanescente é adsorvido na superficie do
cristal. Sabendo que o Mg incorporado na estrutura do cristal gera contracédo e
estabilizacdo da rede, pode-se teorizar que o Mg adsorvido a superficie desprende-

se muito mais facil e rapidamente para o meio que o Mg no interior da rede.

Os ions Mg* incorporados, por possuirem raio atdmico menor que o do calcio,
geram alteragdes estruturais no cristal da apatita, que sofre redugao nos parametros
de rede. As modificagbes ocorrem a nivel da célula unitaria e podem ser analisadas
sob dois aspectos. Por um lado, a contragdo da rede estabiliza a fase do TCP,
deixando-a menos soluvel que o B-TCP. De fato, os granulos de -TCP implantados
no alvéolo dos ratos sofreram comprovadamente maior dissolugdo que os de B-
TCMP, aos 7 e 42 dias de experimento. Por outro lado, o Mg introduz defeitos na
estrutura apatitica que podem favorecer a degradacdo do material e saida de ions
Ca?* e (PO,)%, além do préprio Mg?*. Assim, pode-se especular que no grupo
experimental lll, os granulos de B-TCMP liberaram maior quantidade de ions calcio,
magnésio e fosfato, mesmo tendo sofrido menor dissolugdo. O processo de
solubilizagdo do biomaterial, no entanto, ndo €& continuo, ocorre também a
precipitagao de ions (calcio e fosfato, principalmente) até que haja equilibrio entre o

meio circundante fisioldgico e a superficie do biomaterial.



57

Os produtos resultantes da dissolugao e biorreabsorgao dos granulos de B-TCP e de
B-TCMP sao estranhos ao hospedeiro e estimulam resposta inflamatéria. Embora a
remodelacdo Ossea seja um evento localizado, a biologia 6ssea contribui
grandemente para a fisiologia do organismo como um todo (KARSENTY, FERRON,
2012). Portanto, além da indugdo do aumento da produgdo do PTH pelos granulos
de TCP e seu efeito localizado sobre a reabsor¢dao do material, € importante
enfatizar seus possiveis efeitos sistémicos. Na osteoporose pds-menopausa, por
exemplo, a deficiéncia do estrogénio leva a aumento continuo dos niveis séricos do
PTH que, ao estimular a sintese de RANK-L, aumenta a reabsor¢do Ossea. A
implantagcao de B-TCP e de B-TCMP em pacientes osteoporéticos deve, portanto,

ser criteriosamente avaliada.
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CONCLUSOES

A difracdo de raios X e espectometria no infravermelho por transformada de

Fourier confirmaram a obtengao de B-TCMP a partir da rota escolhida.

Analise histologica revelou, nos animais dos grupos experimentais,
neoformacao éssea precedida de processo inflamatério difuso, indicando que

B-TCP e B-TCMP sao biocompativeis e osteocondutores.

Os granulos de B-TCP sofreram reabsorgcdo ao longo do periodo

experimental.

O B-TCP induziu aumento significatico do paratorménio circulante, que

possivelmente foi o responsavel pelo aumento do nivel de RANK-L.
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SUGESTOES FUTURAS

Avaliar morfometricamente a presenca de osteoclastos, macrofagos e células
gigantes do tipo corpo estranho nas areas de enxertia do biomaterial,

correlacionando com os niveis séricos de PTH e RANK-L.

Avaliar o efeito do aumento do PTH circulante sobre o esqueleto de animais
que receberam enxerto de B-TCP e de B-TCMP.

Avaliar em animais osteoporéticos o efeito do aumento do nivel sérico do
PTH decorrente da implantagao de 3-TCP e de B-TCMP.
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