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Resumo

Ceramicas de fosfato de calcio sao tradicionalmente usadas como scaffolds para o
reparo de defeitos 6sseos devido a sua similaridade com a fase inorganica da matriz
o0ssea. Estudos indicam que os fosfatos de calcio bifasicos (BCPs), compostos por
hidroxiapatita (HA) associada a p-fosfato tricalcico (B-TCP), além de biocompativeis
e bioativos, apresentam acdo osteocondutora e osteoindutora, tornando-os materiais
amplamente usados como substitutos 6sseos. Deste modo, busca-se avaliar a
combinacao entre BCPs e outros compostos, com a finalidade de potencializar os
efeitos regenerativos destes fosfatos. Em concordancia, o presente estudo tem por
objetivo analisar a eficidcia da curcumina em promover a osteorregeneracao quando
incorporada aos BCPs, por meio de seus efeitos ja conhecidos, como: atenuacgéo do
processo inflamatério local, inibicdo de osteoclastos e da reabsorcdo Ossea. Para
isto, foram utilizados ratos Wistar que, apds cirurgia para producdo de defeito de
tamanho critico na calvaria, receberam implantes de: BCPs (controle) ou BCPs
associado a curcumina. Apdés 45 dias, os animais foram eutanizados e suas
calvarias coletadas para fixacdo e processamento histologico para determinar se a
associacao do BCP a curcumina ampliou a eficacia da regeneracdo 0ssea no sitio
lesado. Os resultados demonstraram que ndo houve a regeneracdo completa dos
defeitos nos dois grupos. Alguns poros apresentaram-se completamente
preenchidos por o0sso maduro, outros parcialmente. Muitos apresentavam-se
preenchidos apenas por tecido conjuntivo vascularizado e houve ainda poros
preenchidos por cartilagem hialina. Nado se observou diferenca aparente entre os
grupos controle e curcumina, evidenciando que a curcumina nao influenciou a
deposicao de tecido 6sseo.

Introducao

A estrutura de suporte mais especializada do corpo € o tecido 0sseo, sendo
conhecido pela sua rigidez, dureza e poder de regeneracdo e reparo. Quando
lesado, o tecido 0sseo possui a capacidade de se regenerar, restabelecendo sua
arquitetura e propriedades mecanicas. No entanto, a regeneracéao € limitada. Assim,
guando o tecido 0sseo nado consegue ser reparado espontaneamente, uma
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utilizacdo de biomateriais, como por exemplo aqueles a base de fosfato de calcio,
como a hidroxiapatita e os fosfatos de célcio bifasicos (BCPs)®. Estudos tem
demonstrado que, em modelo de tamanho critico na calvaria de ratos, a
regeneracao 0ssea ocorreu em velocidade maior nos 30 primeiros dias apds a
colocacdo de implantes de BCP, sugerindo que, para periodos mais longos, pode
haver a necessidade de outros fatores estimulantes da regeneracdo®.

A curcumina, obtida a partir da herbacea Curcuma longa é um polifenol hidrofobico
de cor amarelo-alaranjado com atividade anti-inflamatéria® e possivel atividade
inibitoria da reabsorcdo 6ssea®. Com base na literatura, é possivel supor que a
curcumina pode atuar como um estimulador da regeneracdo 0ssea a longo prazo via
inibicdio da osteoclastogénese®. Para testar esta hipotese, foram desenvolvidos
arcaboucos de BCP, na forma de discos, a fim de serem associados com a
curcumina, agindo como meio de inoculacdo do farmaco diretamente no local de
acdo, bem como suporte mecanico para a deposi¢cao 0ssea.

Materiais e métodos

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram submetidos ao Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa e
aprovados sob o parecer n® 3379090218. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar,
machos adultos. Durante todo o periodo experimental os animais receberam agua e
racao ad libitum.

Aplicou-se anestesia intramuscular, a fim de realizar a epilacdo manual da cabeca,
seguida por uma antissepsia com iodo. Em seguida, os animais foram imobilizados
para a confeccdo de um defeito de tamanho critico (DTC) 8mm de diametro na
calvaria. A seguir, nos defeitos 6sseos, foram implantados scaffolds de BCP ou BCP
com curcumina. Para a obtencéo do BCP foram utilizados ossos de peixe do género
Tilapia subfamilia Pseudocrenilabrinae. Dos 0ssos, obtém-se hidroxiapatita (HA) e
beta-fosfato tricalcico (B-TCP). Os compostos foram processados e transformados
em discos de 8mm de diametro e 2 a 3mm de espessura, com poros de diametro
entre 150 e 250 um. Parte dos scaffolds foram impregnados com curcumina via
submersao em solucao alcodlica com o composto. Apos o implante da bioceramica,
o retalho foi suturado e no sitio cirdrgico foi realizada antissepsia com iodo. Apés 45
dias da etapa cirurgica, os animais foram submetidos a eutanasia. Amostras das
calvarias foram coletadas e fixadas em paraformaldeido, lavadas e armazenadas em
alcool 70% para processamento histolégico, obtendo laminas que posteriormente
foram coradas utilizando a técnica H&E (hematoxilina e eosina) para posterior
analise dos sitios de regeneracdo sob o ponto de vista morfolégico e comparacéo
com implantes de BCP puro.

Resultados e Discussao

O estudo morfologico dos implantes apd6s 45 dias de observacdo mostrou que
ambos 0s materiais favoreceram a proliferacdo e migracao de células e vasos para o
interior do scaffold, sem diferencas entre eles. Porém, o tempo néo foi suficiente
para o total preenchimento dos poros. Houve o desenvolvimento de tecido
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conjuntivo, tecido 6sseo imaturo e ésseo lamelar (maduro) no interior dos poros.
Uma possivel hipotese para a ndo efetividade da curcumina em promover o
crescimento 0sseo € a maneira com a qual a mesma foi infundida no sitio lesado.
Por ser um composto hidrofobico e apresentar capacidade quelante® a curcumina
possui tendéncia em se aderir a hidroxiapatita, sugerindo que houve uma reducao
da solubilidade dos ions prejudicando a osteogénese que na presenca dos
implantes é induzida pelos fons Ca*? e POy existentes nos fluidos corporais. Estes
ions se acumulam na superficie do implante e formam uma camada que se integra
as proteinas préximas as células dsseas, além de atuar em vias de sinalizacéo para
a diferenciacdo de osteoblastos®. Somando-se o fato de que o fArmaco possui taxa
de liberagéo maior em pHs néo fisioldgicos na regiéo®, a liberacdo de curcumina no
defeito pode ter sido insuficiente para a observacéo de efeitos praticos.

- PN

Figura 1: Fotomicrografia de defeito de tamanho critico (DTC) na calvaria de ratos Wistar 45 dias ap6s implante com discos
porosos (scaffolds) de BCP (fosfato de célcio bifasico) (A e C) e BCP impregnado com curcumina (B e D). Em (A), destaque
para um poro preenchido com tecido conjuntivo (tc) celularizado e vascularizado (v) Em B, imagem panoramica de corte obtido
em area mais proxima a margem do defeito, nota-se crescimento da tabua 6ssea (nb) ao longo de toda a base do disco. Esta é
a face em contato com a dura-méter (d). As cabeca de seta indicam poros preenchidos com osso. Em (C), observa-se poros
preenchidos por tecido 6sseo priméario (op) e tecido 6sseo maduro (om) nos scaffolds. Em (D) destaca-se poro com tecido
conjuntivo (tc) e osso primario (op). Coloragdo H&E. Legenda: cabeca de seta: poros com 0sso; p = periosteo; d = dura-mater;
nb = 0sso novo; bcp = fosfato de célcio bifasico; mo = medula éssea; * = poro; tc = tecido conjuntivo; v = vaso sanguineo; op =
tecido 6sseo primario; om= osso maduro (lamelar).

Conclusodes

Ambos arcaboucos de BCP e BCP impregnado com curcumina favoreceram a
proliferacdo e migracdo de células osteogénicas e vasos sanguineos, permitindo o
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desenvolvimento de tecido 6sseo maduro em seus poros. Todavia, o periodo de
tempo avaliado (45 dias) néo foi suficiente para promover o total preenchimento do
defeito 6sseo. Ademais, a presenca de curcumina no implante ndo apresentou
influéncia aparente sobre a deposicéo tecidual.
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