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Resumo:

A capacidade do compoésito baseado em BHAp-Nb atuar como um
arcabouco para a regeneracdo Ossea ainda nao foi avaliada. Objetivo:
comparar, por meio da analise do grau de maturagéo, o desenvolvimento de
0SS0 nos poros de arcaboucos de BHAp e BHAp-Nb. Materiais e métodos:
Um arcabouco com poros entre 100 a 250 um baseado em BHAp-Nb foi
implantado em DTCs de 8 mm de diametro na calvaria de ratos. O
arcabouco de BHAp foi usado como controle. Os animais foram mortos 15,
45 e 90 dias ap6s a cirurgia. As amostras foram coletadas e processadas
para coloragdo com H&E. Os poros foram classificados em 1, 2, 3 ou 4 de
acordo com o grau de maturacéo do tecido que cresceu no seu interior. Com
base nos graus de maturagdo foram estabelecidos escores: (a) 1 a 1,49:
predominéancia de poros grau um; (b) 1,5 a 1,99: poros grau um e dois, no
mesmo poro ou em poros distintos; (c) 2,0 a 2,49: predominéncia de poros
grau dois; (d) 2,5 a 2,99, grau dois e trés no mesmo poro ou poros distintos;
(e) 3,0 a 3,49: predominancia de poros grau trés; (f) 3,5 a 3,99: grau trés e
quarto, no mesmo poro ou em poros distintos; (g) 4,0: predominancia de
poros grau quatro. Resultados: o grau de maturacdo do tecido que invadiu
0S poros aumentou até os 45 dias e se manteve em grau 3 até 90 dias.
Concluséo: o grau de maturagdo dos poros do compdsito foi semelhante
aqueles da BHap.

Introducao

O compésito, quando apresentado na forma de pastilha densa (poros entre 1
a 2,5 um), foi biocompativel, bioativo e apresentou propriedades
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osteocondutoras (Kiyoshi Junior, 2013) e osteoindutoras (Candido, 2014).
No entanto, o arcabouco do compdsito, com poros maiores, nao foi avaliada
guanto a regeneracao 0ssea. O objetivo do trabalho foi estudar a capacidade
do material em atuar como um arcabouco para regeneracdo em defeito de
tamanho critico (DTC) na calvaria de ratos apds o implante do compdsito, na
forma de arcabouco com poros entre 100 e 250 pm.

Materiais e métodos

Um arcabouco na forma de pastilha, com poros entre 100 e 250 um, foi
implantado no DTC de 8 mm, na calvaria de ratos Wistar (n = 21). As
pastilhas do compdésito baseado em BHAp-Nb foram avaliadas quanto ao
seu potencial para estimular a regeneracao 6ssea. Pastilhas de SHAp foram
usadas como controle. Os animais foram mortos 15, 45 e 90 apdés a cirurgia.
As amostras de DTCs foram fixadas, descalcificadas e processadas para
inclusdo em parafina. Foram feitos cortes semi-seriados de 7 um que foram
corados com H&E. Nos cortes histolégicos, a regido da pastilha foi dividida
em trés partes iguais para determinar o grau de maturacdo do tecido que
preencheu os poros. (a) Grau 1: presenca de tecido conjuntivo frouxo
delicado; (b) Grau 2: presenca de tecido conjuntivo mais denso, com maior
deposicao de matriz aciddfila; (c) Grau 3: presenca de tecido 6sseo primario;
(d) Grau 4: presenca de osso maduro. Com base nos graus de maturacéo
foram estabelecidos escores: (a) 1 a 1,49: predominancia de poros grau um;
(b) 1,5 a 1,99: poros grau um e dois, N0 mesmo poro ou em poros distintos;
(c) 2,0 a 2,49: predominancia de poros grau dois; (d) 2,5 a 2,99, grau dois e
trés no mesmo poro ou poros distintos; (e) 3,0 a 3,49: predominancia de
poros grau trés; (f) 3,5 a 3,99: grau trés e quarto, no mesmo poro ou em
poros distintos; (g) 4,0: predominéancia de poros grau quatro.

Resultados e Discussao

Uma vez em contato com o arcabouco ficou evidente o processo de
diferenciacdo para o desenvolvimento de tecido 6sseo. Houve migragdo de
tecido conjuntivo, vasos, células osteogénicas e formacao de tecido 6sseo
no interior dos poros, em ambos o0s grupos. Os poros do arcabouco
apresentaram interconectividade e ndo houve desenvolvimento de fibrose. O
resultado dos escores e a representagcdao do grau de maturacdo estéo
ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. (A) Frequéncia média dos escores representativos do grau de maturacao do tecido
conjuntivo que se desenvolveu no interior dos poros dos arcaboucos de SHAp e do
compdsito baseado em BHAp-Nb, 15, 45 e 90 dias apés o implante do biomaterial na forma
de pastilha em defeito de tamanho critico na calvaria de ratos Wistar. Escore variando de 1
a 1,49: predominio de poros grau um; de 1,5 a 1,99: grau um e dois, no mesmo poro ou em
poros distintos; de 2,0 a 2,49: predominio de poros grau dois; de 2,5 a 2,99, no mesmo poro
ou em poros distintos: grau dois e trés; de 3,0 a 3,49: predominio de poros grau trés; de 3,5
a 3,99: grau trés e quarto, no mesmo poro ou em poros distintos; escore 4,0: predominio de
poros grau quatro. Em (B) fotomicrografias representativas do aspecto morfolégico dos
graus de maturacao atribuidos ao tecido que preencheu os poros: (a) Grau 1, predominio de
tecido conjuntivo frouxo delicado; (b) Grau 2, tecido conjuntivo mais denso; (c) Grau 3,
presenca de tecido 6ésseo primario e (d) Grau 4, presenca de tecido 6sseo maduro.
Coloracéo: H&E.

O compdsito na forma de arcabouco definitivamente induziu a formacao
O0ssea, como ficou evidente pela observacdo microscépica. O tecido
conjuntivo frouxo que preencheu os poros do compdsito levava consigo
capilares sanguineos e células mesenquimais indiferenciadas, de forma
semelhante aquela observada na pastiiha de BHAp. O emprego de
coloracdes histoldgicas diferentes favoreceu a observacdo das mudancas
ocorridas no tecido, e permitiu, sua classificagdo em graus de maturacao,
nos diferentes periodos de tempo. Desta forma, por meio do
estabelecimento de escores, foi avaliado o grau de maturacao dos tecidos
gue ocuparam 0s poros do arcabouco, durante a regeneracdo. A principal
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caracteristica morfologica, que permitiu estabelecer os critérios para definir
os graus de maturacdo, foi a evolugdo temporal da matriz extracelular. A
medida em que 0 processo avangou, a matriz inicial, de tecido conjuntivo
frouxo, foi sendo substituida por matriz de o0sso primario e
subsequentemente por osso lamelar. A diferenciacdo celular também foi
evidente. As células mesenquimais, de aspecto estrelado, com finos
prolongamentos se diferenciaram em osteoblastos secretando matriz, em
direcdo centripeta ou centrifuga em relacdo a parede do poro. Naqueles
poros mais maduros os osteoblastos encontravam-se alinhados, formando
uma camada continua na superficie do osso neoformado. Embora no
arcabouco de BHAp o amadurecimento tenha sido mais rapido, visto que os
escores estabelecidos foram maiores do que aqueles das pastilhas do
composito, em todos os tempos avaliados, ainda assim, o compésito
demonstrou, do ponto de vista morfolégico, excelente potencial osteoindutor.
O potencial osteoindutor do compdsito SHAp-Nb na forma de bulk, ja havia
sido constatado na regeneracdo de DTCs. Candido, 2014 detectou grupos
celulares imunopositivos para osteocalcina, as margens do defeito, fora da
area de regeneracdo, sugerindo que o compdsito foi capaz de induzir o
processo de diferenciacdo de células mesenquimais.

Conclusobes

Concluimos que o compdésito com poros entre 100 e 250 um atuou como um
arcabouco, favoreceu a osteogénese e a osseointegracdo em defeitos de
tamanho critico.
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