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SANTOS, C. de F. Potencial osteogénico de scaffold de hidroxiapatita substituida por
silica para o reparo de defeito 6sseo critico. 2024. 77f. Dissertacdo (Mestrado)- Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2024.

RESUMO

Introducdo: O tecido 6sseo possui capacidade regenerativa, porém perdas dsseas extensas
requerem intervencOes para a restauracdo da funcionalidade e da estética dos individuos
acometidos por essas lesbes. Nessa direcdo, a hidroxiapatita (HA) e o silicio (Si) tém sido
utilizados no desenvolvimento de biomateriais projetados para substituir ou regenerar o tecido
6sseo. A HA é uma ceramica que permite substitui¢ces ibnicas em sua estrutura cristalina,
com vistas ao incremento de sua bioatividade e sua capacidade regenerativa. O Si € um
oligoelemento que, ao se combinar com oxigénio (O2), forma o didéxido de silicio (SiO2),
também conhecido como silica. Quando o Si é associado a outros elementos, forma diversos
tipos de silicatos. Quando incorporado a estrutura da HA, na forma de anions de silicato,
melhora o desempenho bioldgico do biomaterial, com o aumento de sua biocompatibilidade,
osteocondutividade e bioatividade. Objetivo: Avaliar o comportamento biolégico e o
potencial osteogénico da HA substituida por silica (SiHA) no reparo de defeito dsseo critico.
Material e métodos: A amostra foi composta por 24 animais, que foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais, doze animais em cada um deles, nos pontos
biolégicos de 15 e 45 dias no periodo poés-implantacdo: i) GHA — defeito 6sseo critico
realizado em calvaria de rato com a implantacdo de scaffolds de HA; ii) GSIHA — defeito
6sseo critico realizado em calvaria de rato com implantacdo de scaffolds de HA com silica em
concentracdo de 5%. Resultados: A analise histolégica demonstrou que, em todos 0s pontos
bioldgicos, nos dois grupos experimentais, ocorreu neoformacao 6ssea entre os biomateriais,
sendo mais evidente no GSiHA. Além disso, o biomaterial preencheu toda a extensdo do
defeito ao longo do experimento. Ambos os grupos apresentaram tecido conjuntivo, com
diferencas na organizacdo. No grupo GHA, o tecido conjuntivo era frouxo e com presenca de
edema aos 15 e 45 dias, enquanto, no GSiHA, permaneceu delgado, com deposicdo
desordenada de fibras colagenas durante todo o experimento. Observou-se também
inflamacéo crbnica granulomatosa aos 15 e 45 dias, mais discreta aos 45 dias e acompanhada
de angiogénese. Conclusdo: Os biomateriais, HA e SiHA, demonstraram ser biocompativeis,
osteocondutores e bioativos, com potencial osteogénico mais evidente no SiHA.

Palavras-chave: Biomateriais; hidroxiapatita; metania reticulata; regeneracdo 0ssea; silica.



SANTOS, C. de F. Osteogenic potential of silica-replaced hydroxyapatite scaffold for repair
of critical bone defects. 2024. 77f. Dissertation (Master's degree) - Health Sciences Institute,
Federal University of Bahia, Salvador, 2024.

ABSTRACT

Introduction: Bone tissue has regenerative capacity, but extensive bone loss requires
interventions to restore functionality and aesthetics in individuals affected by these injuries. In
this sense, hydroxyapatite (HA) and silicon (Si) have been used to develop biomaterials
designed to replace or regenerate bone tissue. HA is a ceramic that allows ionic substitutions
in its crystalline structure to increase its bioactivity and regenerative capacity. When
combined with oxygen (O:), Si is a trace element that forms silicon dioxide (SiO2), also
known as silica. When Si is associated with other elements, it forms several types of silicates.
When incorporated into the HA structure in the form of silicate anions, it improves the
biological performance of the biomaterial, increasing its biocompatibility, osteoconductivity
and bioactivity. Objective: To evaluate the biological behaviour and osteogenic potential of
HA substituted by silica (SiHA) in the repair of critical bone defects. Material and Methods:
The sample consisted of 24 animals, which were randomly distributed into two experimental
groups, twelve animals in each of them, at the biological points of 15 and 45 days in the post-
implantation period: i) GHA - critical bone defect performed in rat calvaria with the
implantation of HA scaffolds; ii) GSiHA - critical bone defect performed in rat calvaria with
implantation of HA scaffolds with silica at a concentration of 5%. Results: Histological
analysis demonstrated that, at all biological points, in both experimental groups, bone
neoformation occurred between the biomaterials, more evident in GSiHA. Furthermore, the
biomaterial filled the entire defect throughout the experiment. Both groups presented
connective tissue, with differences in organisation. In the GHA group, the connective tissue
was loose and edematous at 15 and 45 days, while in the GSiHA group, it remained thin, with
disordered deposition of collagen fibres throughout the experiment. Chronic granulomatous
inflammation was also observed at 15 and 45 days, more discreet at 45 days and accompanied
by angiogenesis. Conclusion: The biomaterials, HA and SiHA, proved biocompatible,
osteoconductive and bioactive, with osteogenic potential more evident in SIHA.

Keywords: Biomaterials; hydroxyapatite; metania reticulata; bone regeneration; silica.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é do tipo conjuntivo especializado, mineralizado e com excelente
potencial regenerativo. Suas células especializadas, sob a influéncia de fatores de crescimento
e de hormonios, diferenciam-se para as vias condrogénicas ou osteogénicas, com promogao
da sintese, manutencao e reabsorcdo. Entretanto, seu potencial regenerativo se torna limitado
qguando existe um vasto comprometimento vascular ou perda tecidual extensa. Nessas
situacOes, ocorre a substituicdo parcial ou total por tecido conjuntivo fibroso cicatricial, o que
ocasiona danos funcionais ou estéticos (Reis et al., 2019).

Diante da necessidade de promover a regeneracdo Ossea, em casos de perdas
significativas, existem estratégias de tratamento que podem ser empregadas. Dentre as opc¢des
disponiveis, podem ser utilizados enxertos 6sseos do tipo autégeno, homdgeno e heterdgeno,
ou ainda biomateriais. Todos o0s enxertos, apesar de sua eficacia, apresentam limitagdes, como
a disponibilidade insuficiente de material na area doadora, o risco de rea¢Ges imunoldgicas e
possibilidade de infeccGes (Pape; Evans; Kobbe, 2010; Wubneh et al., 2018). Em razéo dessas
limitacGes, inerentes a cada tipo de enxerto 6sseo, sd0 necessarios o desenvolvimento e o
aperfeicoamento de biomateriais, projetados para assumir uma forma que possa direcionar,
mediante interacGes com sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou
diagnosticos (Zhang; Williams, 2019).

Os enxertos sdo classificados, de acordo com sua origem, em naturais ou sintéticos, e,
guanto a sua composicdo quimica, em metais, ceramicas, polimeros ou compositos. Os
biomateriais ceramicos, amplamente utilizados para o tratamento de defeitos 6sseos, possuem
caracteristicas especificas, como biocompatibilidade, osteoconducdo e biodegradacdo (Zhu;
Luo; Liu, 2020). Nesse contexto, a hidroxiapatita (HA) € um biomaterial cerdmico com
formula quimica Caio(PO4)s(OH)2, cuja estrutura permite substituicdes ibnicas capazes de
modificar propriedades como solubilidade e bioatividade (Adamski; Siuta, 2021).

Uma das possiveis substituicbes na estrutura da HA é a incorporacéo de silica na forma
de anions silicato. Essa substituicdo promove a bioatividade do biomaterial, o que contribui
para estimulagdo da neoformac&o 6ssea. Recursos naturais ricos em silica, como a esponja de
agua doce da espécie Metania reticulata, representam uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novos biomateriais. A silica, aplicada como substituto, na estrutura da
HA, sob a forma de anions silicatos, tem demonstrado biocompatibilidade, osteoconducao e

bioatividade, quando comparada a HA pura. Essa abordagem pode contribuir para direcionar
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novos caminhos para a regeneracdo 0ssea (Bose et al., 2013; Ciriminna; Laine; Pagliaro,
2023; Diab et al., 2017; Ribeiro et al., 2020).

A substituicdo da HA, por meio de fontes naturais de silica de alta disponibilidade,
provenientes da esponja de 4gua doce Metania reticulata, torna- se uma estratégia promissora
para a regeneragdo Ossea. Portanto, o objetivo desta pesquisa é avaliar o comportamento
bioldgico e o potencial osteogénico da SiHA no reparo de defeito dsseo critico.
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Objetivas
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento bioldgico e o potencial osteogénico da SiHA no reparo de

defeito 6sseo critico.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar, histomorfologicamente, por microscopia de luz, o reparo de defeito 0sseo
critico em calvaria de rato, com implantacéo de scaffold de SiHA e HA, nos pontos bioldgicos
de 15 e 45 dias.
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Revisace de Literatura
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3 REVISAO DE LITERAURA

3.1 TECIDO OSSEO E SUAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

O tecido 6sseo é o principal constituinte do sistema esquelético. Seu desenvolvimento
ocorre desde o periodo fetal e segue em constante atividade ao longo da vida do individuo.
Possui estrutura rigida, porém dinamica, com capacidade notavel de alterar sua forma por
adaptacdo e remodelacdo mediante a presenca de algum estresse mecanico. Esse é um tecido
do tipo conjuntivo especializado, constituido por células proprias, formado por uma matriz
extracelular (MEC) mineralizada, que proporciona sustentacdo e prote¢do aos 6rgaos vitais.
Funciona como sistema de alavanca para os muasculos esqueléticos e reservatério de diversos
ions do organismo, principalmente calcio e fosfato (Manzini et al., 2021; Wubneh et al.,
2018).

Esse tecido consiste em uma matriz formada por componentes organicos e inorganicos.
A fracdo organica possui cerca de 35% do peso seco desse tecido e € composta por proteinas
colagénicas e ndo colagénicas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos, sintetizados pelos
osteoblastos. A proteina de colageno tipo | é responsavel por conferir resisténcia ao tecido
0sseo e representa a maior fracdo da por¢éo organica, cerca de 80% a 90%. A tripla hélice do
colageno tipo I é formada pela unido das cadeias al e a2, codificadas pelos genes Collal e
Colla2, respectivamente. Essas hélices se organizam em fibras colagénicas, que, em
sequéncia, se agrupam para formar as fibras de colageno, as quais serdo depositadas na MEC
ndo mineralizada, conhecida como matriz osteoide (Chavez et al., 2023). As proteinas nao
colagénicas, como a osteonectina, sialoproteina Ossea, osteopontina e osteocalcina,
sintetizadas pelos osteoblastos, sdo fundamentais no processo de organizacdo dos cristais de
HA e na regulagdo da mineralizacdo 6ssea (Si et al., 2020).

A fragdo organica contém glicosaminoglicanos e proteoglicanos. Os primeiros sao
polissacarideos com unidades repetidas de dissacarideos, compostos por um monossacarideo
do tipo N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina, e o outro, em sua maioria, por acido
urénico. Eles desempenham fungGes significativas na morfogénese, homeostase e como
marcadores bioldgicos do tecido 6sseo. Ja os proteoglicanos sdo macromoléculas que se ligam
a uma proteina por meio das cadeias de glicosaminoglicanos, estdo presentes em diversas

regibes do tecido 0sseo e desenvolvem papel importante nas fases da formagéo, como
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proliferacdo e deposi¢do da matriz organica, mineralizacdo e remodelacdo. Dentre eles, a
decorina e o0s biglicanos, moléculas menores e ricas em leucina, desenvolvem funcao
importante em diversas fases da formacdo e manutencdo do tecido 0sseo, como nha
proliferacdo celular das células osteogénicas, na deposicdo da matriz osteoide e na
remodelacdo dssea (Coulson-Thomas et al., 2015; Listik et al., 2019; Shi et al., 2020;
Waddington et al., 2003).

Por sua vez, a fracdo inorganica € responsavel por 65% do peso seco do tecido 0sseo,
composta, em sua maior parte, por ions célcio e fosfato, que formam os cristais de HA, cuja
composi¢do quimica estequiométrica é Caio(PO4)s(OH)2. Além disso, sdo encontrados, nessa
fracdo, em menores proporcdes, outros ions, como bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e
citrato, que contribuem para a manutencdo dos niveis séricos ideais desses elementos e da
salde e integridade 6ssea (Manzini et al., 2021; Waddington et al., 2003).

Quanto a sua constituicdo, o tecido dsseo é formado por células osteoprogenitoras,
osteoblastos, celulas de revestimento 6sseo, ostedcitos e osteoclastos (Figura 1). As primeiras
sdo derivadas de células mesenquimais embrionarias, possuem formato fusiforme e notavel
potencial de diferenciacdo em osteoblastos. Essas células se apresentam mais ativas durante a
fase de crescimento, remodelacdo e reparo do tecido Osseo (Hart et al., 2020). Os
osteoblastos, por sua vez, sintetizam matriz osteoide, composta, predominantemente, por
colageno tipo |. Essa célula é derivada das células-tronco mesenquimais, localizadas na
superficie 0ssea, dispostas lado a lado, e exibem formato cubico quando estdo em intensa
atividade. Entretanto, em baixa atividade, essas células passam a ter formato achatado, com
citoplasma reduzido, se mantém dispostas lado a lado e sdo denominadas de células de
revestimento 6sseo (Buck; Dumanian, 2012; Burr; Akkus, 2019; Florencio-Silva et al., 2015).

Em paralelo, os ostedcitos sdo células 6sseas maduras, oriundas dos osteoblastos, que
ficaram aprisionados dentro de lacunas na matriz osteoide. Essas células possuem
prolongamentos citoplasmaticos interconectados por juncdes comunicantes, que se acomodam
em espacos estreitos, semelhantes a tuneis, denominados de canaliculos. E, assim, ocorre a
movimentacdo de ions e pequenas moléculas entre essas células. Ademais, sdo responsaveis
pela captacdo de sinais mecanicos e por auxiliar na atividade entre osteoblastos e osteoclastos
para a manutencdo do metabolismo do tecido 6sseo (Capulli; Paone; Rucci, 2014; Yin et al.,
2019).
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Figura 1 — Células especializadas do tecido 6sseo.

CELULAS OSTEOPROGENITORAS CRLULAS DEOSRSEEVOESTIMENTO

OSTEOBLASTOS OSTEOCITOS

OSTEOCLASTOS

Legenda: células osteoprogenitoras, células de revestimento 6sseo, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

Fonte: elaborada pela autora.

Os osteoclastos sdo células moveis, gigantes, com origem nas células multinucleadas
hematopoiéticas. S8o encontrados nas lacunas de Howship, fazem parte do sistema
mononuclear fagocitario e apresentam acdo polarizadora na remodelacdo Ossea. A atividade
dessa célula é regulada por trés moléculas sinalizadoras, que controlam sua diferenciacao:
fator estimulante de coldnia de fagocito mononuclear (macrophage colony-stimulating fator -
M-CSF), que se liga a um receptor no macréfago, induz a formacdo do precursor do
osteoclasto, que, por consequéncia, resulta na expressdo do receptor que ativara o fator
nuclear kappa-p (receptor activator of nuclear factor kappa—f -RANK); ligante do receptor
do fator nuclear kappa-p (receptor activator of nuclear factor kappa-g ligand - RANKL), que
se liga ao receptor RANK nos precursores dos osteoclastos e estimula sua fuséo e, por
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conseguinte, a reabsor¢do do tecido 0sseo; e ainda a osteoprotegerina (OPG), que se liga ao
RANKL e impede sua ligagdo com o RANK e leva a reducdo da atividade dos osteoclastos.
Dessa forma, RANKL, RANK e OPG regulam o metabolismo do tecido 6sseo (Figura 2)
(Kenkre; Bassett, 2018; Omi; Mishina, 2022; Raggatt; Partridge, 2010).

Figura 2 — Representacdo esquematica do papel do RANK, RANKL e OPG na atividade das células
0sseas.

Célula
mononuclear/
Macréfago

Pré-osteoclasto

N

49 Osteoclasto

Osteoclasto ativado

(reabsorgdo do tecido dsseo)

Fonte: elaborada pela autora.

O tecido 6sseo é dinamico, vascularizado e inervado, apresenta adaptacdo continua para
manter o desenvolvimento 0sseo, a regulacdo e a homeostase. Nesse contexto, dois
mecanismos estdo inseridos: modelacdo e remodelacdo dssea. O primeiro € responsavel pelo
desenvolvimento e pela adaptacdo desse tecido e ocorre principalmente durante o
crescimento, com formacdo e reabsorcdo Ossea em diferentes locais e com alteracdo do
formato e do tamanho dos ossos. A remodelacdo € um mecanismo continuo, que ocorre na
superficie 0ssea e envolve a reabsorcao do tecido 6sseo antigo e a nova formagéo 6ssea, com
manutencdo da integridade e homeostase. Essa interacdo é regulada pelo sistema RANK,

RANKL e por meio da osteoclastogénese pela proteina OPG, a qual possui capacidade de se
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ligar ao RANKL e impedir a ativacdo e a diferenciagdo dos osteoclastos (Hauge et al., 2001;
Katsimbri, 2017; Kenkre; Bassett, 2018; Omi; Mishina, 2022; Raggatt; Partridge, 2010;
Tolar; Teitelbaum; Orchard, 2004; Yang; Liu, 2021; Yu; Qiu; Deng, 2003).

A remodelacdo dssea ocorre por meio de fases distintas, embora de forma simultanea
em diferentes regides do tecido: ativacdo, reabsorcdo, reversdo, formacdo e terminacéo
(Figura 3). A ativagdo € a primeira fase desse mecanismo e ocorre quando um sinal €
detectado, seja por meio de tensdo mecanica, que pode causar alteracbes na estrutura do
tecido dsseo, ou por mudancas hormonais, como a acdo do paratormonio (PTH). As
atividades diérias dos individuos geram tensdes mecanicas nos 0ssos, que emitem sinais por
meio dos ostedcitos e sdo traduzidos em sinais bioldgicos, com o inicio da remodelacdo. Em
casos de lesdes dsseas, 0s ostedcitos entram em apoptose, o0 que resulta na redugdo dos niveis
do fator de crescimento transformador beta (transforming growth factor beta — TGF-B) e no
aumento da osteoclastogénese (Katsimbri, 2017).

Na fase de reabsorcdo, os sinais emitidos pelos ostedcitos ativam a formacdo e o
recrutamento de osteoclastos, os quais vao se fixar na superficie do tecido 6sseo e dardo inicio
ao processo de degradacdo, com formacéo das lacunas de Howship. Esse mecanismo envolve
enzimas, como a anidrase carbonica Il, a qual contribui para a dissolugdo da fragdo mineral
0ssea, a H*-ATPase, que bombeia H* para as lacunas, e as proteases, catepsina K e
metaloproteinases, que desempenham fun¢do importante na degradacdo do colageno. Na fase
de reversdo da remodelacdo Gssea, ocorre a preparacdo da superficie para a deposi¢cdo de novo
tecido. Em sequéncia, na fase de formacao, os osteoblastos sintetizam a matriz osteoide e, na
ultima fase, a mineralizacdo é concluida, e essas células se transformam em células de
revestimento 6sseo, se diferenciam em ostedcitos ou sofrem apoptose (Delaissé et al., 2003;
Yasuda, 2021).
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Figura 3 — Fases da remodelagdo 6ssea.
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Legenda: diagrama do ciclo de remodelacdo 6ssea — ativagdo, reabsorcao, reversdo, formacdo e mineralizacgao.
Fonte: elaborada pela autora.

Durante a formagdo do tecido 6sseo, sinais moleculares e fatores bioquimicos séo
essenciais para estimular a diferenciacdo de células mesenquimais em células osteogénicas.
Dentre esses fatores, destacam-se as proteinas morfogenéticas 6sseas (bone morphogenetic
proteins — BMPs), o fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth
factor — VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (fibroblast growth fator — FGF), o
fator de crescimento derivado das plaquetas (platelet-derived growth factor — PDGF), o IGF,
0 PTH e o TGF-B (Cho; Gerstenfeld; Einhorn, 2002; Dimitriou; Tsiridis; Giannoudis, 2005;
Anusuya et al., 2016; Bandyopadhyay et al., 2006; Einhorn; Gerstenfeld, 2015; Khan;
Bostrom; Lane, 2000).
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3.2 INFLAMACAO, ANGIOGENESE E REPARO OSSEO

O tecido Gsseo, por apresentar mecanismos reparadores semelhantes a osteogénese
embrionaria, evidencia excelente capacidade regenerativa. Esse mecanismo é dinamico e
complexo, envolvendo varias moléculas e fatores de crescimento, MEC, células, vasos
sanguineos e nutrientes. Durante o reparo, a inflamagdo é essencial, pois elimina os agentes
agressores ou restos teciduais. A fase aguda se inicia imediatamente ap6s uma invaséo de
micro-organismos ou trauma e, geralmente, é resolvida em curto periodo de tempo. Essa
resposta se caracteriza pela exsudacao de liquido e proteinas plasmaticas, e pela emigracédo de
leucdcitos, predominantemente, neutrofilos polimorfonucleares. Essas células migram para o
local da lesdo para fagocitar e eliminar o agente nocivo e os restos teciduais (Dimitriou;
Tsiridis; Giannoudis, 2005; Lin et al., 2014; Fullerton; Gilroy, 2016; Walters; Pountos;
Giannoudis, 2018).

Nesse estagio inicial, ocorre a dilatacdo dos capilares com aumento do fluxo sanguineo
e modificacGes na estrutura dos microvasos, 0 que possibilita a formacdo do edema e a
diapedese leucocitaria com o surgimento dos sinais cardinais da inflamacdo, como
vermelhidao, dor, calor e edema. Em casos de inflamacdo aguda exacerbada, pode haver uma
intensificacdo desses processos, com maior destruicdo tecidual e perda de funcionalidade na
area comprometida (Fullerton; Gilroy, 2016; Loi et al., 2016; Walters; Pountos; Giannoudis,
2018; Pajarinen et al., 2019; Maruyama et al., 2020; Brassolatti et al., 2023).

Aproximadamente 24 horas ap6s o inicio da lesdo, o infiltrado inflamatorio é
gradualmente substituido por células mononucleares, especialmente, macréfagos e linfécitos,
caracteristicos da inflamacdo cronica. A resolucdo completa ocorre quando o estimulo nocivo
é neutralizado pelos mediadores quimicos ou eliminado, assim como o0s restos teciduais. A
permanéncia do agente agressor ou falha no mecanismo resolutivo estende a fase cronica da
resposta inflamatdria por longos periodos e altera o processo de reparo tecidual. No que se
refere ao tecido 0sseo, quando ha fraturas, o prolongamento dessa fase ocorre devido a
presenca de infeccdo, corpo estranho ou condigdes sistémicas que dificultam o reparo
tecidual, como, por exemplo, diabetes mellitus ou doencas autoimunes (Mosser; Edwards,
2008; Brown et al., 2012; Fullerton; Gilroy, 2016; Walters; Pountos; Giannoudis, 2018;
Pajarinen et al., 2019; Maruyama et al.,2020; Brassolatti et al.,2023).
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Durante a fase cronica da resposta inflamatoria, os mondcitos que migram para area
lesionada se diferenciam em macrofagos com fenotipo M1, pré-inflamatério, os quais
secretam mediadores quimicos, quimiotaticos, como, por exemplo, fator de necrose tumoral o
(TNF-0) ¢ interleucinas, especialmente, IL-1 e IL-6, que ampliam a resposta tecidual. A
evolucdo desse processo culmina com a mudanca fenotipica dos macr6fagos M1 para M2, que
contribuem para o reparo tecidual por secretar mediadores quimicos que favorecem a
proliferacdo celular e a formacdo de novos vasos, a saber: TGF-B, IL-4, IL-10, IL-13,
angiopoietina, FGF e VEGF. Esse dltimo mecanismo € denominado angiogénese,
fundamental para a consolidac&o do reparo tecidual. O surgimento desses novos vasos fornece
suprimento sanguineo, oxigénio e nutrientes, como glicose, amino&cidos, vitaminas e acidos
graxos, bem como facilita a remoc¢do de residuos metabdlicos e possibilita a chegada de
células essenciais nessa fase resolutiva (Tonnesen; Feng; Clark, 2000; Niu; Chen; Wu, 2023).

Nessa fase, essa resposta pode se apresentar como inflamacéo cronica granulomatosa, a
qual é caracterizada pela presenca de maior quantidade de macréfagos, bem como de células
gigantes multinucleadas (CGMN), originarias da fusdo desses fagocitos. Nesse sentido, esse
tipo de reacdo € comum em casos de resposta a implantacdo de biomateriais (Brown et al.,
2012; Lin et al., 2014; Walters; Pountos; Giannoudis, 2018; Maruyama et al., 2020).

Em alguns casos, o tecido lesionado pode ser substituido por fibrose, especialmente
guando esse tecido ndo possui capacidade regenerativa. Tal premissa pode ser exemplificada
guando ha& comprometimento extenso do tecido 6sseo, devido a auséncia de MEC e
insuficiente vascularizagdo. Isso acarreta limitaces funcionais e estéticas, com impactos na
qualidade de vida do individuo e ao erario. Em tais situagdes, a perda dssea extensa necessita
de tratamentos que estimulem a regeneracdo e o restabelecimento da anatomia e das funcdes
perdidas. Uma das alternativas para tratar essas condi¢cdes envolve a aplicacdo de enxertos ou
biomateriais (Tonnesen; Feng; Clark, 2000; Niu; Chen; Wu, 2023).

3.3 BIOMATERIAIS

A medicina regenerativa busca estratégias de tratamento para tecidos lesionados por
meio do manejo e da expansao do potencial regenerativo dos diversos tecidos. No contexto da

regeneracdo tecidual Ossea, a bioengenharia tecidual busca o desenvolvimento de técnicas,
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enxertos e biomateriais para o incremento 0sseo, e, para esse fim, se utiliza de fundamentos
da medicina, da engenharia, da fisica e das ciéncias bioldgicas (Walmsley et al., 2016).

Dentre as possiveis estratégias, podem ser utilizados os enxertos autdgenos, homogenos
e heterogenos. O enxerto autdgeno, considerado como padrdo-ouro, € obtido por meio do
proprio individuo. Essa técnica envolve a remocéo de tecido 6sseo de uma area doadora para
uma receptora, 0 que proporciona suprimento direto de MEC, células da linhagem
osteoblastica e suprimento vascular, com menor risco de reacdo de corpo estranho, o que
confere maior possibilidade de sucesso a transferéncia. Embora, esse tipo de enxerto ofereca
vantagens significativas, ele ndo é totalmente isento de complicacBes. Podem ocorrer
desvantagens, como infeccOes, area doadora insuficiente diante da extensdo da perda dssea,
morbidade associada a complicacdes pds-cirurgicas e reducdo do volume 6sseo enxertado
(Pape; Evans; Kobbe, 2010). No enxerto do tipo homdgeno, sua obtencdo ocorre a partir de
individuos diferentes, porém da mesma espécie, e sua obtencdo ocorre por meio de banco de
0ss0s, sem necessidade de remocao da area doadora do proprio individuo. Porém apresenta
elevado risco de infeccdo e transmissdo de doencas infectocontagiosas (Contar et al., 2009;
Tanaka et al., 2008). Por fim, o enxerto heterdgeno possui caracteristicas similares aos
homdgenos, porém é obtido de espécies diferentes, como, por exemplo: 0 enxerto de origem
bovina, que possui elevada utilizacdo para a regeneracao éssea. No entanto, 0 uso de enxertos
bovinos pode apresentar desvantagens, como o risco de reacdes imunoldgicas e a necessidade
de rigoroso processamento para garantir sua seguranca e biocompatibilidade (Develioglu et
al., 2010).

Devido as limitacGes associadas aos enxertos autdgenos, homoégenos e heterdgenos,
como disponibilidade limitada de material, morbidade da &rea doadora e riscos de infeccdo ou
rejeicdo, houve um impulso significativo no desenvolvimento de biomateriais. Os
biomateriais, sdo dispositivos que interagem com sistemas bioldgicos e utilizados, como, por
exemplo, em aplicacBes diagnosticas e terapéuticas. Esses materiais, de origem natural ou
sintética, sdo aplicados de forma temporaria ou permanente nos tecidos lesionados ou
perdidos. Na bioengenharia tecidual Ossea, esses biomateriais podem ser metalicos,
poliméricos, ceramicos ou compositos e se apresentam sob a forma de sélidos, géis, scaffolds,
pastas e esponjas. O objetivo da implantacdo desses materiais é estimular a migracdo, a
diferenciacdo e a adesdo de células Osseas para promover a regeneragdo Ossea (Pires;
Bierhalz; Moraes, 2015).

A evolucédo dos biomateriais, ao longo do tempo, demonstra um progresso continuo em

direcdo a solucdes mais eficazes para a regeneracdo tecidual e pode ser categorizada em
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geragdes. A primeira geracdo foi desenvolvida com o objetivo de minimizar as reagdes
imunogénicas entre o material e o tecido substituido. Esses biomateriais, conhecidos como
bioinertes, tinham uma interagdo minima com o tecido circundante, quando aplicados no
organismo. Como resultado, eles ndo favoreciam a formacdo de tecido 0sseo e,
frequentemente, levavam ao desenvolvimento de fibrose. Como exemplos, incluem-se metais
(titdnio e ligas de titdnio, aco inoxidavel e ligas de cobalto-cromo), polimeros sintéticos
(polimetilmetacrilato) e ceramicas (alumina e zirconia) (Sinhoreti; Vitti; Correr-Sobrinho,
2013).

Na segunda geracdo, o enfoque principal foi dirigido aos materiais bioativos e
biodegradaveis, como os fosfatos de calcio de origem sintética ou natural, como, por exemplo,
0ss0 bovino, corais e algas, bem como vidros bioativos a base de silica. A terceira geracao
tem como objetivo a regeneracdo tecidual funcional, para promover uma resposta celular
favoravel quanto a diferenciacdo e a proliferacdo de células no mecanismo de reparo. Nesse
contexto, foram desenvolvidas estratégias como o uso de fatores sollveis, incluidos os fatores
de crescimento, citocinas e hormonios, e fatores insolGveis, como moléculas da MEC e
adaptacdes das propriedades mecanicas. Além disso, fatores externos, como nivel de carga
mecanica e tensdo de cisalhamento, também sdo considerados importantes nesse contexto
(Pires; Bierhalz; Moraes, 2015). Além disso, temos a quarta geracdo denominada como de
biomateriais inteligentes, que podem se apresentar em formatos de hidrogéis e nanomateriais,
e com estruturas distintas. na qual cada molécula tem uma acédo especifica dentro do sistema.
Esses materiais sdo projetados para desempenhar fungbes complexas, porém de maneira
coordenada, na busca de assemelhar-se com os sistemas biolégicos (Amukarimi;
Ramakrishna; Mozafari, 2021).

Na medicina regenerativa, as propriedades dos biomateriais, como biocompatibilidade,
bioatividade, biodegradabilidade, bioreabsorcdo, osteoconducdo, osteoinducdo e
osteointegracgéo, sdo fundamentais para garantir bons resultados na integracéo entre o material
e 0 tecido substituido. A biocompatibilidade é um fator essencial na interacdo entre o
biomaterial, a MEC e as células, pois se refere a sua capacidade de adaptacdo ao meio
biolégico, sem provocar respostas adversas, como reacGes alérgicas ou inflamacédo
exacerbada, com vistas a redugcdo de complicacbes pds-operatorias (Menezes; Freitas;
Gongalves, 2009; Nascimento; Lombello, 2016).

A bioatividade é caracterizada pela solubilizagdo do biomaterial nos fluidos teciduais,
com liberacdo de ions para o meio, propriedade presente nas biocerdmicas. Esses ions

interagem ativamente com o0s componentes moleculares e celulares, o que favorece a
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regeneracdo Ossea (Eliaz; Metoki, 2017). Por sua vez, a biodegradabilidade é a capacidade de
um biomaterial se decompor ao longo do tempo, sendo gradualmente substituido por tecido
0sseo (Oliveira et al., 2010). Ja a biorreabsorcao, propriedade atribuida a algumas ceramicas,
como os fosfatos de célcio, refere-se a interacdo do biomaterial com o meio bioldgico e sua
degradacdo, com substitui¢do por tecido 6sseo ou conjuntivo fibroso (Zong et al. 2024).

A osteoconducdo € o fendbmeno osteogénico pelo qual um biomaterial serve de
arcabouco para o desenvolvimento de tecido 6sseo sobre sua superficie e no interior de seu
arranjo tridimensional. Isso ocorre devido a angiogénese e a diferenciacdo de células
mesenquimais em células da linhagem osteogénica, fatores essenciais a formacgdo 6ssea no
leito receptor. As cerdmicas, como a HA, o fosfato tricalcio (TCP) e os biovidros séo
osteocondutores pela sua capacidade de intima associacdo ao tecido 6sseo, o que favorece a
osteointegracdo (Albrektsson; Johansson, 2001). A osteoinducdo, por sua vez, favorece a
diferenciacdo local das células mesenquimais em osteoblastos e, assim, possibilita
neoformacdo déssea quando o biomaterial é implantado em locais extradsseos (Eliaz; Metoki,
2017).

Ainda nesse contexto, a osteointegracdo é o mecanismo pelo qual um biomaterial se
conecta diretamente ao tecido 6sseo, com a formacgdo de uma ligacao estrutural e funcional,
sem a interposicdo de tecido conjuntivo fibroso. Nesse ambito, a angiogénese cria um
ambiente favordvel a regeneracdo ¢ssea, pois 0s Vvasos sanguineos recém-formados
possibilitam o fornecimento de suprimentos essenciais, como oxigénio, fatores de crescimento
e células osteoprogenitoras. Além disso, possibilita a remocdo de subprodutos do
metabolismo, como lactato, ureia e didxido de carbono (Albrektsson; Johansson, 2001).

Os biomateriais podem ser desenvolvidos em diversos formatos, como particulas,
filmes, fibras, membranas e scaffolds, cada um adaptado as necessidades especificas da
aplicacdo biomédica. Entre esses, os scaffolds se destacam por fornecerem suporte estrutural
que facilita a regeneracao no tecido, como o 6sseo, além de promoverem a angiogénese. Essas
estruturas tridimensionais mimetizam a matriz extracelular natural e oferecem um ambiente
propicio para adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, essenciais para 0 sucesso da
engenharia tecidual (Figura 4) (Dec; Modrzejewski; Pawlik, et al., 2022; Oliveira et al.,
2010).

Quanto ao ciclo dos scaffolds, no mecanismo da regeneracdo 0ssea, estdo inseridas as
seguintes etapas: biodegradacdo e reabsorcdo, angiogénese, formacdo do tecido dsseo e
integracdo. A primeira esta relacionada com a intera¢do do scaffolds com células osteogénicas

por meio de sua porosidade, o que favorece substituicdo gradativa por novo tecido 0sseo.
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Logo em seguida, a angiogénese, por meio da formacao de novos vasos sanguineos, fornecera
nutrientes e oxigénio para que ocorra a regeneragdo do tecido. A Ultima etapa envolve a
formacgédo do tecido, com a integracdo do scaffold no meio biolégico (Nikolova; Chavali,
2019).

Figura 4 — Regeneracdo 6ssea mediada por scaffolds: biodegradacdo e reabsor¢do, angiogénese e
formacdo do tecido 6sseo.

Biodegradacao
e reabsorgao

Formacdo do
tecido dsseo e
integracao

Fonte: elaborada pela autora.

Os biomateriais sdo classificados, de acordo com a sua origem, em natural ou sintético;
ou, quanto a sua composi¢do quimica, como metalicos, polimeros, ceramicas e compdsitos
(Sinhoreti; Vitti; Correr-Sobrinho, 2013). Os metais sdo amplamente utilizados na
bioengenharia tecidual 6ssea, devido a sua alta resisténcia a fratura e capacidade de estabilizar
tecidos submetidos a grandes cargas de tracdo e compressdo. Dentre 0s metais mais comuns,
estdo as ligas de titdnio, ligas de cromo-cobalto e o ago inoxidavel. Esse ultimo é conhecido
por sua resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, e é frequentemente utilizado em fixadores
ortopédicos. Comparado ao aco inoxidavel, o titdnio e suas ligas oferecem maior
biocompatibilidade, resisténcia superior a corrosdo, baixa densidade, baixo moddulo de

elasticidade e melhor osteointegracdo (Dewey; Harley, 2021).



34

Além do tipo citado acima, também existem os biomateriais poliméricos, que sao
macromoléculas de alta massa molar, formadas pela ligacdo de unidades menores chamadas
mondmeros, que se repetem ao longo de uma cadeia principal. Eles podem ser de origem
natural ou sintética. Os primeiros sdo biocompativeis, biodegradaveis e ndo toxicos, e 0s
exemplos incluem proteinas, como colageno, elastina, alboumina e fibrina; e polissacarideos,
como quitosana, acido hialurénico, alginato e celulose (Dec; Modrzejewski; Pawlik, 2022).

O colageno, uma proteina fibrosa e o principal componente da MEC organica, atua
como um suporte natural para as células do tecido 6sseo, o qual estimula a formacéo e o
crescimento do tecido. Suas propriedades, associadas com sua biocompatibilidade e
estabilidade, sdo fundamentais para a sintese de biomateriais de diferentes formas e
aplicacdes, como, por exemplo; suportes para crescimento celular; membranas e géis para
hemostasia; e esponjas para utilizacdo em queimaduras. Além disso, esse polimero oferece
um suporte estrutural e desempenha uma funcéo essencial na formacéo de tecidos e 6rgéaos, na
orientacdo de diversas moléculas e nas expressdes funcionais das células. Nesse contexto, 0
colageno € uma matéria-prima adequada, com ampla aplicacdo clinica, especialmente na
bioengenharia tecidual 6ssea (Fan et al., 2022)

Por sua vez, os polimeros sintéticos sdo facilmente adaptaveis, permitem manipulacao
em termos de tamanho, forma e propriedades mecéanicas, a exemplo da viscoelasticidade. Os
principais tipos desses polimeros sdo: poliamidas, polietileno, poliésteres e polipropileno.
Esses biomateriais apresentam vantagens, como a degradacdo controlada, o que possibilita a
sintese consistente e reprodutivel. No entanto, apesar de suas propriedades funcionais
favoraveis, podem causar reacdes adversas durante a degradacdo, o que resulta em inflamacéo
persistente no paciente (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

Nas Ultimas décadas, ha um crescente interesse pelos biomateriais ceramicos devido a
suas propriedades, dentre as quais se destacam a semelhanca com a fracdo inorganica do
tecido 6sseo, biocompatibilidade e bioatividade, que sdo essenciais para potencializar a
regeneracdo Ossea. Esse grupo de materiais sdo compostos inorganicos que, devido a suas
propriedades cristalograficas e sua biocompatibilidade, encontram aplicacdo em diversas
areas da salde, incluidos os dispositivos para reconstrucdo maxilofacial, proteses ortopédicas,
instrumentos de diagndstico, traqueias artificiais e valvulas cardiacas (Eliaz; Metoki, 2017).

Essas ceramicas podem ser classificadas em bioinertes, bioativas e biorreabsorviveis. As
bioinertes, como alumina e zirconia, sdo projetadas para ser quimicamente estaveis, nao
induzir respostas imunogénicas significativas e nem suscitar a minima inflamagao nos tecidos

circundantes. As bioativas interagem diretamente com o tecido 06sseo, promovem a adesdo do
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biomaterial e estimulam a regeneracdo 0ssea. Exemplos notaveis incluem a HA, biovidros e
vitroceramicas. E ainda: as ceramicas biorreabsorviveis se integram ao metabolismo do
organismo e se degradam gradualmente por processos biolégicos ou quimicos, sendo
absorvidas e substituidas pelo tecido 6sseo. Como exemplo dessas ceramicas, esta incluso o
TCP (Sinhoreti; Vitti; Correr-Sobrinho, 2013).

Dentre os biomateriais ceramicos, os CaPs fazem parte de um grupo de minerais que
contém cations de calcio (Ca**) combinados com ortofosfato (PO+*"), metafosfato (POs™) ou
pirofosfato (P-O+*"), e, ocasionalmente, ions de hidrogénio (H") ou hidréxido (OH"). O CaP
constitui cerca de 60% do peso do 0sso, como seu principal componente inorganico, e cerca
de 90% do esmalte dentério. Essa familia de biomateriais possui alto potencial para aplicacGes
clinicas, especialmente em tratamentos para regeneracdo de defeitos dsseos criticos. Eles
podem ser sintetizados por métodos de precipitacdo em condicGes alcalinas ou acidas,
compostos por ions Ca?* e PO.*" (Costa et al., 2009; Gomes et al., 2012).

A razdo molar entre os atomos de calcio e fosforo varia de 0,5 a 2,0, 0 que permite a
classificacdo de diferentes formas de CaP (Quadro 1). Uma razdo atdbmica Ca/P entre 1,5 e
1,67 é denominada apatitas, como a HA. Vale destacar que valores menores da razdo molar
Ca/P indicam que esses CaP sdo mais solUveis e apresentam maior taxa de degradacdo (Costa
et al., 2009).



Quadro 1 — Classificacdo dos CaPs de acordo com a razdo molar

Classificacdo dos CaPs de acordo com a razdo molar
Fosfato de calcio Formula quimica Ca/P
Fosfato tetracélcico (TeCP) CaO(POs)2 2,0
Hidroxiapatita (HA) Caio(PO4) (OH): 1,67
Fosfato de célcio amorfo (ACP) Caz(P0O.)2.nH0 1,5
Fosfato tricalcico (a, o’, B, v) (TCP) Cas(PO4): 1,5
Fosfato octacélcico (OCP) CagH2(POs) 6.5H20 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de célcio di-hidratado (DCPD) CaHPOQ4.2H,0 1,0
Mono-hidrogénio fosfato de calcio (DCP) CaHPO4 1,0
Pirofosfato de célcio (CPPD) Ca,P20- 1,0
Pirofosfato de célcio di-hidratado (CPP) CazP207.2H,0 1,0
Fosfato heptacalcico (HCP) Ca7(Ps01s)2 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico (TDHP) CasH2Ps020 0,67
Fosfato monocalcico mono-hidratado (MCPM) Ca (H2PO4)2.H20o 0,5
Metafosfato de calcio (a, B, ) (CMP) Ca (POs)2 0,5
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Fonte: dados da pesquisa.

3.4 HIDROXIAPATITA

A HA é um biomaterial ceramico, composto por fosfato de célcio (CaP) e hidroxila
(OH), representado pela composicdo quimica estequiométrica Caio(PO4)s(OH)2 € estrutura
cristalina. Essa ceramica apresenta fase inorganica semelhante a do tecido 6sseo, e, dentre
suas propriedades, se incluem biocompatibilidade, osteocondugéo e osseointegracdo, que a
tornam um material fundamental na regeneracdo 0ssea. No entanto, sua fragilidade e baixa
tenacidade a fratura, que variam conforme a rota de sintese utilizada, limitam seu uso em
areas de alto impacto mecanico (Arcos; Vallet-Regi, 2020). Nesse sentido, para superar essas
limitagcdes, algumas estratégias sdo usadas. Dentre elas, destacam-se, dopagem com ions e a
modificacéo estrutural da HA, as quais tém sido exploradas para melhorar suas propriedades

em aplicagdes biomédicas.
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Na bioengenharia tecidual 6ssea, biomateriais a base de HA sdo amplamente utilizados
para promover a neoformagao d6ssea. A estrutura porosa desse biomaterial, similar a do tecido
0sseo, oferece um ambiente favoravel para o crescimento celular e vascularizagcdo, o que
otimiza a regeneracdo de defeitos 0sseos criticos. Além disso, a HA apresenta propriedades
osteocondutoras e de osseointegracdo que facilitam a adeséo e o crescimento do tecido 6sseo
sobre 0 material, essencial para o sucesso de implantes e prdteses. Na ortopedia, a HA é
empregada para revestir proteses metalicas, o que estabelece uma interface biocompativel
entre o implante e o tecido 6sseo. Na odontologia, suas aplicacdes sdo diversas, o que inclui a
prevencdo da perda 6ssea alveolar apds exodontias, tratamento de areas com reabsorcéo 0ssea
e o revestimento de pinos de titdnio em implantes (Mondal et al., 2023).

Quanto a origem da HA, ela pode ser natural ou sintética. Ambas as formas apresentam
porosidade e contribuem significativamente em aplicacBes clinicas nas diversas areas da
medicina, odontologia, bioengenharia de tecidos e em pesquisas cientificas. A origem natural
desse mineral provém, principalmente, dos tecidos bioldgicos, e sua formagdo esta
relacionada a atividade dos osteoblastos que sintetizam matriz organica, composta,
principalmente, por colageno do tipo | e atua como suporte para deposicdo da HA. Além
disso, esse mineral pode ser encontrado também em 0ssos bovinos, espécies marinhas e em
0VO0S, Uma vez que a casca do ovo possui uma estrutura rica em minerais como o carbonato de
calcio e HA (Gomes et al., 2012).

A sua formula estequiométrica Caio (PO4)s(OH)2, similar a composicdo inorganica de
0ss0s e dentes, apresenta-se como uma célula unitaria hexagonal, com um grupo espacial P6
3, densidade de 3,16 Kg/m3, e seus parametros de rede sdo a = b = 0,9423 nm e ¢ = 0,6875
nm. A célula unitéaria hexagonal € composta por 10 ions de célcio, localizados em sitios ndo
equivalentes: quatro estdo localizados no sitio I, tetraédricos (Cai), ao longo de colunas
paralelas no eixo C, e 0s outros seis no sitio 1l, octaédrico (Cay) e estdo relacionados a dois
grupos OH. Os ions hidroxila ficam abaixo dos tridngulos de calcio, e os quatros &tomos de
oxigénio, em relacdo a direcdo C, dois estdo em planos perpendiculares e dois estdo paralelos

a essa direcdo (Figura 5) (Guastaldi; Aparecida, 2010).
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Figura 5 — Célula unitéaria hexagonal da hidroxiapatita.
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Fonte: elaborada pela autora.

A crescente demanda por biomateriais que proporcionem suporte ou reparem o tecido
0sseo, associada a elevada incidéncia de falhas em suas aplicacBes, tem levado a
bioengenharia tecidual a desenvolver pesquisas em busca de solu¢es que melhorem a relacéo
entre 0 meio bioldgico e o material implantado, visto ser necessario que haja reabsorcdo ao
longo do tempo no mecanismo da regeneracdo Ossea (Shojai et al., 2013). Nesse contexto,
para melhorar a sua bioatividade, a HA permite substituicbes por anions ou cations em sua
estrutura, com capacidade de abranger metade dos elementos da tabela periédica em sua
composicdo e, dessa forma, desempenhar papel semelhante ao das apatitas biol6gicas (Arcos;
Vallet-Regi, 2020).

A formula estequiométrica da HA, Cai10(POa4)s(OH)2, permite substitui¢des nas posicoes
dos ions calcio (Ca?*), que podem ser substituidos por metais monovalentes e divalentes,
como K*, Na*, Mg?*, Mn?*, Ni?*, Co?", Cu?*, Zn?*, Sr?*, Ba®", Pb?*, Cd?*, Fe?*; nos grupo
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fosfato (PO4)*, por arsenato, sulfato, vanadato, carbonato e silicato; e, nos grupos hidroxilas,
por cloro e fldor. Algumas substituicGes podem mudar os parametros de rede (a = b = 0,9423
nm e ¢ = 0,6875 nm). Logo, podem provocar a reducdo da cristalinidade e da estabilidade da
HA, com aumento de sua solubilidade (Guastaldi; Aparecida, 2010).

Dentre as substitui¢cdes da HA, uma das cerdmicas mais interessantes, que melhoram
sua bioatividade é a HA substituida por Si (SiHA): Cai0o(PO4)62x (SiO4) x (OH)2x. O SiHA
apresenta uma melhor biocompatibilidade e se liga rapido ao tecido 6sseo apos o implante,
com osteointegracdo do biomaterial e reducdo em falhas de implantes. Na SiHA, os anions
silicato (SiOs*) substituem diretamente os anions fosfato (POs*) na rede cristalina da apatita
(Figura 6) (Arcos; Vallet-Regi, 2020; Palard; Champion; Foucaud, 2008; Ribeiro et al.,
2020).

Figura 6 — Rede cristalina da hidroxiapatita substituida com silica.
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Fonte: elaborada pela autora.
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3.5 SILICIO

O termo silicio é oriundo do latim silex ou silicis, que significa pedra dura. Esse
material se apresenta na natureza como um soélido rigido, com brilho metalico e coloragdo
préxima ao cinza escuro. Sua composicao, na superficie terrestre, € de 27,7% em relacdo aos
inimeros elementos quimicos que podem ser extraidos de fontes naturais. O Si, quando
estabelece uma ligacdo com atomos de O, forma o didxido de silicio (SiO.), e essa estrutura
formada pode se associar a outros elementos, como magnésio, potassio, aluminio, ferro e
calcio, para formar silicatos. Essencialmente, a unidade tetraédrica apresenta formula quimica
SiO4, na qual é formada por um atomo de Si ligado a quatro atomos de O. Essa estrutura exibe
uma configuracdo cristalina de perfil amorfo (Schleier; Galitesi; Ferreira, 2014).

O equilibrio tetraédrico do composto SiO4 ocorre quando 0s raios catidnicos e aniénicos
apresentam uma variacdo entre 0,225 a 0,414, ou seja, o tamanho desses dtomos influencia
diretamente nas ligacfes quimicas formadas e no nimero de anions que podem se associar ao
redor dos cations. Nesse contexto, o SiO4 apresenta uma razdo entre os raios de Si e O em
torno de 0,29 A, com o raio do silicio 0,40 A e o do oxigénio 1,40 A. Essas propriedades
determinam o tipo de coordenacdo tetraédrica e, consequentemente, influenciam na energia de
ligacdo desses atomos para a formacdo da rede cristalina tridimensional, tanto relacionadas
aos atomos de O como pelos grupos tetraedros proximos, que formam o arranjo cristalino e
diferentes estruturas (Figura 7) (Gomes; Furtado; Souza, 2018; Schleier; Galitesi; Ferreira,
2014).
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Figura 7 — Unidade bésica dos tetraedros de silica (SiOa).
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Fonte: elaborada pela autora.

A silica pode se apresentar sem modificacbes em sua unidade estrutural, em diferentes
formas: cristalinas e amorfas. As cristalinas, em sua forma natural, sdo representadas por
quartzo, tridimita e cristobalita, e seus a&tomos de O e Si estdo dispostos em grupos que
influenciam na estabilidade do cristal; e, quando sintetizados, formam estruturas denominadas
coesita e stishovita. A silica amorfa pode ser encontrada na natureza em terras diatomaceas,
ou a partir de algas, do arroz, da cana-de-agucar e de esponjas. Nas esponjas marinhas ou de
agua doce, o Si é absorvido pelas raizes desses organismos e armazenado nas paredes da
epiderme dessas estruturas sob a forma de silica em gel. Além disso, a presenca desse material
na estrutura desses organismos confere resisténcia mecanica necessaria para sua
sobrevivéncia no meio ambiente (Gomes; Furtado; Souza, 2018).

Na bioengenharia tecidual, os biomateriais a base de Si sdo amplamente investigados
para aplicacdes clinicas, pois, devido a sua elevada capacidade de facilitar as interagdes com
células osteogénicas, estimulam a adesdo e a proliferacdo celular, além de promoverem
melhorias na bioatividade e osteocondutividade, com favorecimento da mineralizagéo do

tecido 6sseo. De fato, o Si € reconhecido como um elemento fundamental na classe das
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ceramicas, amplamente utilizado como substituto na estrutura cristalina da HA, o que lhe
confere melhor bioatividade e proporciona condi¢6es favoraveis para um melhor desempenho
(Arcos; Vallet-Regi, 2020).

Diferentes estudos indicam que os biomateriais que apresentam SiHA possibilitam uma
maior atividade de osteoblastos, devido a substituicdo de fons fosfato (PO4) por ions silicato
(SiO4™). O Si substitui 0 grupo PO43, na estrutura estequiométrica da HA, com formagcéo dos
fons (SiO4™), associado a vacancia da hidroxila (OH"), representada pela formula: CA10(PO4)s
x(Si04)x(OH)2  (Queiroz et al., 2012). Ademais, essa substituicdo também tem papel
fundamental na osteointegracdo, propriedade bioldgica ja evidenciada em estudos que
investigaram o desempenho desses biomateriais em ensaios in vivo e in vitro (Arcos; Vallet-
Regi, 2020; Tian et al., 2008). Honda et al. (2012), relatam que o Si influencia a proliferacdo
e a morfologia dos osteoblastos e, por consequéncia, a acdo bioldgica da HA, o que o torna
uma 6tima alternativa para a regeneragdo 6ssea. O Si, na substituicdo da estrutura cristalina da
HA, proporciona melhoria da bioatividade, em comparacdo a HA pura (Bose et al., 2013;
Tian et al., 2008).

O Si, ao longo das décadas, tem demonstrado propriedades ideais para a formacédo do
tecido 0Osseo e a mineralizacdo, as quais incluem bioatividade, osseointegracdo e
biodegradacdo. O pesquisador Carlisle (1970) foi um dos primeiros a investigar o uso do Si
em suas pesquisas, as quais constataram que a deficiéncia de Si, na formacdo do tecido 6sseo,
impedia o desenvolvimento adequado desse tecido em ratos e galinhas. Reffitt et al. (2003)
identificaram que a interacdo do Si com o biomaterial favorece a sintese de colageno do tipo I,
a proliferacdo de osteoblastos e a obtencdo do reparo 6sseo. Khan et al. (2014) também
constataram que a presenca de Si, como substituto em CaPs, melhora sua bioatividade (Bose
et al. 2013; Porter, 2006).

Além disso, o silicio é encontrado nos o0ssos e no tecido conjuntivo em pequenas
porces e desenvolve funcdo bioldgica no corpo humano. Em estudos pré-clinicos com
modelo animal, foi observado que a auséncia do Si pode afetar a formacéo do tecido 6sseo, e
ISSO ocorre porque esse elemento se encontra presente nas fases iniciais da mineralizagéo
Ossea (Bose et al., 2013). Em CaPs substituidos por Si, sua presenca estimula a atividade
biologica e aumenta a solubilidade do biomaterial, o que leva a uma superficie mais negativa,
com uma microestrutura mais delgada e transformacdo do biomaterial em uma apatita,
semelhante, biologicamente, ao tecido 6sseo. As primeiras aplicacdes de Si em CaPs foram

investigadas como uma forma de estabilizar o B-TCP, sinterizado em altas temperaturas, para
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evitar a formagdo de a-TCP, que é uma forma mais sollvel e instadvel de CaP (Porter, 2006;
Zhou et al., 2017).

Em estudos de SiHA, com scaffolds implantados de diferentes concentracdes, em
defeito 6sseo em fémur de coelho, os resultados mostraram que houve aumento do
crescimento do tecido 6sseo, em comparagdo com a HA pura (Hing et al., 2006). Outro
estudo, que também investigou a SiHA, porém em granulos, com o mesmo modelo animal,
encontrou resultados semelhantes, o que reforca a resposta positiva desse elemento na
bioatividade do biomaterial na remodelacdo éssea apos a implantacdo (Patel et al., 2002).
Estudos indicam que nanoparticulas de silica possuem um grande potencial na diferenciacdo
de osteoblastos, especialmente quando apresentam um didmetro especifico de 50 nm. Essas
particulas podem ativar a proteina RANKL, que desempenha um papel fundamental no
mecanismo de reabsorcao 6ssea. Quando o RANKL se liga a OPG, sua funcdo de estimular a
diferenciacdo dos osteoclastos € inibida, o que contribui para o equilibrio entre a formacéo e a
reabsorcao éssea. Além disso, a biosilica, um material bioldgico composto por SiO: originado
de organismos vivos, como esponjas marinhas, também tem despertado interesse devido a
suas propriedades bioativas. O seu mecanismo consiste na interacdo direta com o0s
osteoblastos, com estimulagéo da OPG e blogueio da relacdo do RANK com RANKL, o que
inibe a ativacdo dos osteoclastos. Dessa forma, materiais a base SiHA, nanoparticulas de
silica e biosilica, demonstram potencial osteogénico em promover a regeneracdo 6ssea e a

regulacao do equilibrio entre a formacao e a reabsorcdo dssea (Figura 8) (Zhou et al., 2017).
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Figura 8 — Agdo da biosilica em osteoblastos e osteoclastos.
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Fonte: elaborada pela autora.

O Si estimula a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos, a diferenciacao
osteogénica de células-tronco mesenquimais e a mineralizacdo do tecido 6sseo. Sugere-se que
0 mecanismo do reparo 6sseo, induzido pelo Si, seja possivelmente causado pela sintese ou
estabilizacdo do colageno, a proteina mais abundante na matriz éssea. Além das vantagens
osteogénicas da substituicdo de Si em CaPs, varios estudos recentes observaram que o Si
também pode ter capacidades angiogénicas. Em um estudo com biomaterial de silicato de
calcio sem fosforo, os resultados indicaram a presenca de expressdo de VEGF induzida por
Si. Da mesma forma, outro estudo, que utilizou um silicato de calcio em defeito de fémur de
coelho, também demonstrou angiogénese quando implantado em CaPs (Bose et al., 2013;
Zhou et al., 2017).

A teoria de dissolucdo-reprecipitagdo da apatita foi aplicada para explicar o papel
bioldgico do Si em biomateriais ceramicos durante a formacdo do tecido Osseo. Nesse
processo, a apatita bioldgica comeca a se precipitar, na proximidade da superficie do

revestimento ceramico, devido & dissolucdo de ions de célcio e fosfato, 0 que aumenta a
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concentracdo desses ions localmente. A partir dessa modificacdo na superficie da ceramica,
proteinas e osteoblastos se aderem, o que promove a formacdo de novo tecido ésseo (Porter,
2006). O Si demonstra ser essencial para promover a dissolucdo controlada do biomaterial ao
redor do tecido, o que facilita a regeneracdo 0ssea. Estudos indicam que a reprecipitacdo da
apatita ocorre de forma mais rapida quando o biomaterial ceramico contém substituicdes por
Si, e isso se deve ao fato de que desse mineral aumenta a solubilidade da HA, o que a torna
mais bioativa. Além disso, a SiIHA apresenta granulos menores e menos ordenados, em
comparacdo com a HA estequiométrica, o que melhora sua solubilidade e influencia
positivamente a topografia do biomaterial (Khan et al., 2014; Porter, 2006).

Esse mecanismo de dissolucdo e reprecipitacdo do Si facilita a formacdo da apatita e
também exerce uma funcdo fundamental na mineralizacdo 6ssea. Nesse contexto, a presenca
de Si na mineralizacdo Ossea demanda menores quantidades para conferir estabilidade a
apatita bioldgica, o que favorece o crescimento do novo tecido 6sseo. O Si exerce fungdo
essencial no metabolismo do tecido conjuntivo, e sua auséncia pode resultar em menor
proliferacdo de osteoblastos e um comprometimento na funcdo de reabsorcdo dos
osteoclastos. Nesse contexto, os biomateriais a base de SiHA tém impacto significativo na
diferenciacéo dos osteoblastos, especificamente na interacdo entre a interface do biomaterial e
0 tecido 0sseo, 0 que demonstra a importancia desse ion na promog¢do de processos
regenerativos (Porter; Best; Bonfield, 2004).

A presenca de silicio (Si) na mineralizacdo 6ssea € crucial, pois requer gquantidades
reduzidas para garantir a estabilidade da apatita biologica, favorecendo, assim, o crescimento
do novo tecido 6sseo. O Si desempenha um papel fundamental no metabolismo do tecido
conjuntivo, sendo sua auséncia associada a diminuicdo da proliferacdo de osteoblastos e ao
comprometimento da funcdo de reabsorcdo dos osteoclastos. Nesse contexto, biomateriais a
base de hidroxiapatita (HA) com substituicdo por Si tém um impacto relevante na
diferenciacéo dos osteoblastos, especialmente na interacdo entre a interface do biomaterial e o
tecido 6sseo, destacando a importancia do Si na promocao de processos regenerativos (Porter;
Best; Bonfield, 2004).

O desempenho dos osteoblastos em biomateriais cerdmicos substituidos por Si foi
analisado em uma pesquisa, em que eles foram divididos em grupos, com diferentes
concentrages de HA, substituida por Si, em 0,8% e 1,5% no formato de discos. Esses
biomateriais foram avaliados em culturas celulares in vitro, com utilizacdo de marcadores,
como proteina total, colageno tipo |, fosfatase alcalina, osteocalcina e contagem de

osteoblastos. As amostras foram obtidas de células osteoblasticas humanas coletadas de
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pacientes submetidos a cirurgia de quadril ao longo de 27 dias. A partir do 7° dia, uma
solucdo de hidrocortisona foi aplicada em dias alternados, para simular os efeitos fisiol6gicos
dos marcadores analisados (Botelho et al., 2006; Khan et al., 2014).

Entre os marcadores medidos, a proteina total apresentou maior significancia no grupo
com HA substituida por 0,8% de Si, ao longo dos 27 dias, em comparagdo com 0S outros
biomateriais. A expressdo do colageno tipo | também foi mais alta nessa concentragdo, e a
fosfatase alcalina, analisada em conjunto com o colageno tipo I, mostrou uma maior
integracdo e proliferacdo celular. A liberacdo de osteocalcina alcangou niveis mais elevados
na concentracao de 0,8% de Si. De modo geral, a HA substituida por Si se manteve constante,
em termos de proliferacdo celular e mineralizacdo ao longo do periodo, com o desempenho da
concentracdo de 0,8% superior em compara¢do com a concentracdo de 1,5% (Botelho et al.,
2006)

O silicio apresenta uma ampla gama de aplicacdes biomédicas voltadas para o reparo
0sseo, visto que é considerado um componente essencial na mineralizacdo Ossea. Esse
elemento é fundamental para o desenvolvimento e a proliferacdo de células osteogénicas,
especialmente em estagios iniciais da mineralizacdo (Reffitt et al., 2003). Esse elemento
também é frequentemente utilizado em cerdmicas do tipo biovidro, devido a sua capacidade
de promover a mineralizacdo do tecido 6sseo. No entanto, apesar da importancia do Si, ainda
ndo ha um padrdo especifico estabelecido para as propriedades mecéanicas dos biomateriais
bioativos substituidos por Si no reparo 0sseo, especialmente quando se trata de defeitos que
exigem suporte para cargas mecanicas. Nesse sentido, para que um biomaterial seja
idealmente bioativo, é necessario que ele possua semelhanca com a estrutura, morfologia e
funcdo do tecido dsseo, o que garante biocompatibilidade com o ambiente circundante
(Botelho et al., 2006; Porter et al., 2004; Porter; Best; Bonfield, 2004; Vallet-Regi; Arcos
2005).

A sintese da SiHA pode ocorrer por meio de procedimento Sol-gel, métodos
hidrotérmicos, sintese por estado solido, cristalizacdo controlada, precipitacdo aquosa e
método cerdmico. A combinacdo da HA, tem sido realizada de diferentes formas, como, por
exemplo, em nanoparticulas de SiO, pasta e cimento a base de HA. H& pesquisas com silica-
gel, que utilizaram Ca e P, e comprovaram serem eficazes como indutores de HA (Vallet-
Regi; Arcos, 2005). A composicdo de CaPs substituidos por Si, em relacdo a suas fases,
depende, significativamente, da razéo CaP, da substitui¢cdo do Si na estrutura cristalina da HA,
do método de sintese de introducdo de Si ao CaP e das condicGes de sinterizacdo (Vallet-Regi;
Arcos 2005).
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3.5.1 Metania reticulata

O Sistema de Informacdo sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr) e o Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) classificam a taxonomia da Metania reticulata da
sequinte forma: Reino Animalia, Filo Porifera, Classe Demospongiae, Subclasse
Heteroscleromorpha, Ordem Spongillida, Familia Metaniidae e Género Metania. Essa esponja
de agua doce é encontrada em abundancia no Rio Negro, em Amazonas e, durante o periodo
de cheia, cresce e pode ser facilmente colhida as margens do rio. Além disso destaca-se como
uma fonte promissora de silica, que é uma forma de SiO> produzida por organismos vivos,
com alto potencial para diversas aplicacdes tecnoldgicas, como sistemas de liberacdo de
medicamentos e suportes cataliticos. O seu processo de purificacdo envolve solucdes
oxidantes e tratamentos térmicos, o que resulta em silica de alta pureza, uma alternativa de
baixo custo em relacdo a extragdo mineral convencional (Lacerda et al., 2013; Washington,
2015).

A Metania reticulata pode ser utilizada como biomaterial para o reparo dsseo, pois a
silica derivada das esponjas apresenta um grande potencial para a regeneracdo de defeitos
0sseos criticos. Esse potencial ndo ocorre pela aplicacdo direta da esponja como um
arcabouco, mas pela sintese de uma forma de silica que sera incorporada a estrutura da HA, o
que representa uma alternativa natural para aplicacdes na medicina regenerativa, com vistas
ao reparo ou a substituicdo tecidual (INPA, 2024; Lacerda et al., 2013; Ribeiro et al., 2020;
SiBBr, 2024). Nesse sentido, a combinagcdo da HA com silica aumenta sua bioatividade,
favorece a adsorcdo de proteinas, a incorporacdo de células osteoprogenitoras e o reparo
0sseo, se comparada a estudos anteriores que utilizaram apenas a HA (Adamski; Siuta, 2021;
Lacerda et al., 2013; Ribeiro et al., 2020; Washington, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido de acordo com as normas regulamentadoras de pesquisa
em animais, pelo CEUA, Lei n° 11.794/2008, ap6s aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais, do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), nimero do protocolo 2419171122 (Anexo A). Trata-se de um estudo de intervencao,
de experimentacao animal, que foi realizado no Biotério de ratos e camundongos do ICS da
UFBA e Laboratério de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais (LBTB) do ICS da UFBA.

4.1 BIOMATERIAIS

Os biomateriais utilizados neste estudo foram fornecidos por pesquisadores do Instituto
Militar de Engenharia do Rio de Janeiro (IME-RJ), sob a coordenacdo do Prof. Dr. Marcelo
Henrique Prado da Silva. O método adotado para a sintese da HA substituida por silica se

baseia na rota descrita por Ribeiro et al. (2020).

4.2 ETAPAS CIRURGICAS E LABORATORIAIS

A amostra foi composta por 24 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
com massa corporal entre 300 e 350 g com, aproximadamente, trés meses de idade, fornecidos
e mantidos no biotério do ICS da UFBA. Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, para
compor dois grupos experimentais, com seis animais em cada, avaliados nos pontos
bioldgicos de 15 e 45 dias (Quadro 2): GHA — defeito dsseo critico, realizado em calvéria de
rato com a implantacdo de scaffold de hidroxiapatita pura; GHA — Si: defeito dsseo critico,
realizado em calvéria de rato com implantagdo de scaffold de hidroxiapatita parcialmente
substituida por 5% de silica.

Em consideragdo aos principios dos 3Rs, sigla que significa reduzir, reutilizar e reciclar,
(Liguori et al., 2017; Naik et al., 2023), este estudo ndo considerou o grupo de controle

negativo, defeito 0sseo critico sem implantacéo de biomaterial, uma vez que esse resultado ja
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consta em publicacOes realizadas pelo grupo de pesquisa (Miguel et al., 2006; Moncao et al.,
2022; Ribeiro et al., 2024; Santos et al., 2019; Santos et al., 2024; Silva et al., 2024).

Quadro 2 — Distribuigdo dos animais de acordo com o grupo e ponto bioldgico

onto bioldgico 15d 45d Total

Grupo
GHA 06 06 12
GSiHA 06 06 12

Total 12 12 24
Fonte: elaborado pela autora.

Os animais, mantidos em jejum de quatro horas, foram submetidos a anestesia e
analgesia por via intramuscular, posicionados em decubito ventral para a realizacdo de
tricotomia e assepsia na regido da calvaria. Em seguida, foi feita uma incisdo cutanea
bicoronal, remocdo do peridsteo e exposi¢do do tecido 0sseo para a criagdo de um defeito
0sseo critico de aproximadamente 8,5 mm (Figura 9 a), com utilizacdo de uma fresa trefina,
entre os vértices das suturas anterior e posterior, com remoc¢do da diploe (Figura 9 a),
conforme é descrito por Ribeiro et al. (2024). Na sequéncia, o biomaterial foi implantado
(Figura 9 b). As suturas foram realizadas com pontos simples, utilizando-se fio de nylon 4,0
(Figura 09 c). Durante a fase de experimento, os animais foram mantidos em condicdes
ambientais controladas de temperatura e luminosidade, em caixas plasticas identificadas, com
forro de maravalha de pinus autoclavada e receberam racdo sélida e dgua ad libitum.

Apbs 15 e 45 dias de pos-operatorio, os animais foram eutanasiados por meio de injecdo
letal de cloridrato de quetamina via peritoneal. A calvaria foi removida e fixada em
formoldeido a 4% por 48 horas e, posteriormente, reduzida com o auxilio de um disco de
carborundum acoplado a um mandril e uma microrretifica. No LBTB (ICS-UFBA), foi
realizado o inicio do processamento histoldgico das amostras, que foram descalcificadas em
acido nitrico a 7% por aproximadamente 2 horas. As demais etapas foram realizadas no
Instituto de Patologia Geral e Cutanea SC/ LTDA (IPAC), que compreendeu a inclusdao em
blocos de parafina e cortes em laminas com espessura de 5,0 um. Em seguida, as laminas

foram montadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE), além de picrosirius red (PIFG)
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para destaque das proteinas colagénicas. A andlise das ldminas foi realizada no LBTB, com 0
microscopio (DM6B, Leica®, Wetzlar, Alemanha) e camera fotografica (DFC310FX —
Leica®, Wetzlar, Alemanha), para avaliar, por meio da histomorfologia, 0s seguintes
aspectos: neoformacdo do tecido 0Osseo, aspecto do biomaterial, deposicdo de tecido

conjuntivo, resposta inflamatoria e angiogénese.

Figura 9 — Etapas da implantacéo do biomaterial GHA e GSiHA

..fl.,,!*@

SUNVIILD B2 (40

Legenda — Confecgdo do defeito 6sseo (Figura 9a). Implantacdo do biomaterial (Figura 9b).
Retalho cirurgico reposicionado e suturado (Figura 9c).
Fonte: elaborada pela autora.
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5 RESULTADOS

5.1 GHA

Aos 15 dias, foi observada neoformacdo de matriz osteoide reacional associada as
bordas do defeito, com crescimento centripeto em maior espessura nas proximidades do 0sso
remanescente (Figura 10a e 10b). Em algumas areas, tanto na periferia quanto em regides
mais centrais do defeito, também ocorreu a formacéo de matriz osteoide (Figuras 10a a 10f).
Foi observada a presenca de osteoblastos na superficie da matriz (Figura 10e). Dentro dessa
matriz, identificaram-se areas mais organizadas, caracterizadas por um padrdo lamelar e com
presenca de ostedcitos em seu interior (Figuras 10c, 10e, 10f). O biomaterial preencheu toda a
extensdo do defeito (Figuras 10a a 10f) e, nesse periodo, foi permeado por tecido conjuntivo,
apresentando-se frouxo, com discreto edema, com fibras coldgenas pouco organizadas e com
maior densidade nas proximidades do biomaterial (Figuras 10a a 10f). Observou-se a presenca
de inflamacdo cronica granulomatosa moderada (Figuras 10a a 10c) e vasos sanguineos
neoformados (Figuras 10c, 10e, 10f).

Aos 45 dias, nas proximidades das bordas do defeito, houve neoformacdo dssea reativa
reparativa (Figura 11a). Além disso, a matriz osteoide neoformada encontrava-se madura,
com formacdo de lamelas (Figuras 1l1a, 11c, 11 e, 11f) e presenca de ostedcitos em seu
interior (Figuras 1la a 11f). Essa matriz interagiu, em alguns sitios, diretamente com o
biomaterial, com presenca de matriz osteoide em permeio a ele (Figuras 11a a 11 f). O
scaffold de HA preencheu toda a extensdo do defeito 6sseo (Figuras 11d, 11e, 11f); o tecido
conjuntivo apresentou-se frouxo e com discreto edema (Figuras, 11b, 11c, 11d, 11f). A
inflamacgdo cronica granulomatosa, em regides proximas ao biomaterial, estava discreta

(Figuras 11a a 11f). Observou-se presenca de vasos sanguineos (Figuras 11c, 11d, 11e, 11f).
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Figura 10 — Fotomicrografias do GHA no ponto biolégico de 15 dias.

Grupo com implantagdo de scaffold HA

Legenda — Matriz osteoide neoformada (MO) nas proximidades da borda 6ssea (BO) e em permeio ao
biomaterial (BM). Osteoblastos destacados com seta. Ao longo do defeito 6sseo, ocorreu preenchimento do
defeito com o biomaterial. Discreto edema e inflamacdo em tecido conjuntivo fibroso (TC) e vasos sanguineos
(V). Coloracao: HE (a, c, e, f) e PIFG (b e d).

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 11 — Fotomicrografias do GHA no ponto bioldgico de 45 dias.

Grupo com mmplantacdo de scaffold HA
435 dias

Legenda — Nas adjacéncias da borda dssea (BO), presenca de matriz osteoide (MQ) reacional e em direcdo
centripeta em permeio ao biomaterial (BM). Organizacdo de lamelas (L). Preenchimento do defeito com 0 BM
ao longo do defeito ésseo. Tecido conjuntivo fibroso (TC) com discreta inflamacéo granulomatosa e presenca de
vasos sanguineos (V). Coloracéo: HE (a, c, e, f) e PIFG (b e d).

Fonte: elaborada pela autora.
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5.2 GSIHA

Na analise histologica, aos 15 dias, foi evidenciada neoformacdo de matriz osteoide em
permeio ao biomaterial, que se encontrava maturada, com formacao de lamelas e presenca de
ostedcitos em seu interior (Figuras 12a a 12f). Nesse ponto bioldgico, o biomaterial preencheu
toda a extensdo do defeito (Figuras 12a a 12f). O tecido conjuntivo delgado, na area
remanescente do defeito, apresentou-se frouxo, com deposicdo de fibras colagenas
desordenadas (Figuras 12b e 12d). A resposta inflamatdria, nesse ponto bioldgico, mostrou-se
discreta e com presencga de proliferagédo vascular (Figuras 12b, 12c, 12e, 12f).

Aos 45 dias, foi mais evidente a neoformacdo de matriz osteoide maturada em permeio
ao biomaterial, com lamelas mais organizadas e presenca de ostedcitos (Figuras 13a, 13e,
13f). O biomaterial preencheu toda a extensdo do defeito désseo (13a a 13f). O tecido
conjuntivo (TC) encontrava-se delgado na &rea remanescente do defeito com formacéo de
fibras colagenas desalinhadas (Figuras 13e e 13f). A resposta inflamatéria, nesse ponto
bioldgico, mostrou-se discreta, com presenca de infiltrado inflamatorio disperso e discreta

proliferacdo vascular (Figuras 13b, 13c, 13e e 13f).
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Figura 12 — Fotomicrografias do GSiHA aos 15 dias.

Grupo com implantacdo de scaffold SIHA

Legenda — Formacao de matriz osteoide neoformada (MO) nas proximidades da borda 6ssea (BO) e em permeio
ao biomaterial (BM). Preenchimento do defeito com o BM ao longo do defeito 6sseo. Tecido conjuntivo (TC)
com discreto edema e presenca de vasos sanguineos (V). Coloragdo HE (g, ¢, €, f), PIFG (b e d).

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 13 — Fotomicrografias do GSiHA aos 45 dias.

Grupo com implantacdo de scaffold SIHA

Legenda — Formacdo de matriz osteoide reativa e reparativa nas proximidades da borda éssea (BO), bem como a
presenca de neoformagdo 6ssea envolvendo o biomaterial (BM). Além disso, identifica-se a maturacdo da matriz
osteoide e organizacdo de lamelas (L) e o preenchimento do defeito com o biomaterial ao longo do defeito 6sseo.
Coloracdo: HE (a, c, e, f,) e PIFG (b e d).

Fonte: elaborada pela autora.
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Discussac.
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6 DISCUSSAO

A SiHA se destaca como um biomaterial promissor no reparo de lesdes 6sseas, devido a
sua bioatividade, pois apresenta capacidade notavel em promover a formacgéo de tecido 6sseo.
Sua composi¢do quimica e sua estrutura tridimensional oferecem um ambiente favoravel a
regeneracdo 0ssea, com estimulo a osteoconducdo e a osteointegracdo. Para melhor
compreensdo dessas propriedades, é comum recorrer ao uso de modelos de animais em
estudos in vivo, os quais permitem investigar a eficicia de novos biomateriais para avaliar seu
potencial osteogénico na regeneracao 6ssea (Asadipour et al., 2019).

Neste estudo, foi escolhido o rato como modelo experimental para a criacdo de defeito
6sseo critico em calvaria, o qual é amplamente utilizado devido a suas vantagens, como baixo
custo, alta reprodutibilidade e praticidade, caracteristicas corroboradas pelos achados de
McGovern, Griffin e Hutmacher (2018) e Brassolatti et al. (2023). Além disso, a calvaria é
frequentemente selecionada como sitio anatdmico para avaliacdo do potencial osteogénico de
biomateriais, pois apresenta desafios importantes a regeneracdo Ossea, relacionados ao
fornecimento sanguineo reduzido, o que limita a acdo de moléculas de sinalizacdo, nutrientes
e fatores de crescimento, e leva ao comprometimento do mecanismo de reparo. Tais aspectos
estdo de acordo com os estudos de Cardoso, Souza e De Zoppa (2019) e Hixon e Miller
(2022).

Em lesbes de dimensdes criticas, a regeneracao desse tecido é limitada pela auséncia de
um arcabouc¢o adequado, o que impede a migracdo de células 6sseas do tecido remanescente
nas bordas em direcdo a regido central do defeito. Essa limitacdo resulta na formacdo de
tecido fibroso cicatricial, o que compromete a funcionalidade do tecido 6sseo em reparo.
Estudos, como os de Santos et al. (2019), Santos et al. (2024), Ribeiro et al. (2024) e Silva et
al. (2024) confirmaram que defeitos preenchidos apenas por codgulo sanguineo apresentam
restri¢cdes a regeneracao 0ssea, 0 que demonstra a necessidade de estratégias terapéuticas para
a promocao de um reparo eficaz.

Os GHA e GSIHA, aos 15 e 45 dias de pds-operatorio, demonstraram
biocompatibilidade, osteoconducdo e bioatividade, evidenciadas pela presenca de osteoblastos
ativos dispostos ao longo da superficie da matriz 6ssea, 0 que evidencia intensa atividade
osteogénica, com deposi¢cdo de matriz osteoide. Essa deposicdo foi mais proeminente no
GSiHA, que apresentou maior maturagcdo da matriz osteoide, lamelas mais organizadas e

presenca de ostedcitos. Esses achados estdo em consonancia com os de Roh et al. (2016), que
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observaram maior formacdo do tecido 6sseo em defeito criado na calvéria de rato no grupo
tratado com implantacdo de grénulos de HA, substituidos com Si e B-TCP, em comparagdo ao
grupo de controle.

Kim et al. (2017) investigaram a regeneracdo 0ssea em defeitos criticos na calvaria de
coelho, com a aplicagdo do biomaterial em grénulos com e sem adicdo de silicio. Os
resultados demonstraram que o0 0sso neoformado se desenvolveu diretamente na superficie e
entre os granulos do biomaterial, com uma formacdo Ossea mais evidente no grupo com
silicio. Além disso, a neoformacdo 0ssea ocorreu ndo apenas nas margens do defeito, mas
também ao redor dos granulos, com a quantidade de tecido 6sseo maduro superior no SiHA.
Da mesma forma, Calvo-Guirado et al. (2015) observaram maior formacdo 6ssea em defeito
de tamanho critico em calvéria de coelho com a aplicagdo de granulos de HA/B-TCP dopado
com silica. Cruz et al. (2024), em um estudo com rata osteoporética, observaram que
scaffolds compostos por biosilica e colageno tipo | promoveram maior formacdo de tecido
6sseo trabecular, especialmente apds 30 dias, 0 que evidenciou melhor regeneracdo 6ssea em
comparacdo ao grupo de controle. Lu et al. (2024) analisaram diferentes concentracdes de
silica a 2%, 4%, 6% e 8%, in vitro, para dopagem de scaffold de fosfato de célcio bifésico.
Dentre essas concentracdes, foi escolhida a de 4% para validacdo desse achado em estudo in
vivo com defeito realizado na tibia de rato. Os resultados demonstraram formacdo do tecido
6sseo em todo o defeito.

No preenchimento do defeito 6sseo com o biomaterial, é desejavel que haja interacao
eficaz com o tecido lesionado, com o objetivo de favorecer a integracdo, remodelacdo e
restauracdo funcional do tecido. No presente estudo, o biomaterial preencheu toda a extenséo
do defeito, o qual funcionou como um arcabougo tridimensional, essencial para suportar o
crescimento celular e a deposicdo de matriz 6ssea. Esses achados sdo consistentes com 0s
resultados observados por Almeida et al. (2020), Grossi-Oliveira et al. (2020) e Santos et al.
(2024), que usaram biomateriais de diferentes formatos e que preencheram toda a extenséo do
defeito. A resposta do tecido conjuntivo foi satisfatéria em todos os grupos, evidenciada pela
formagéo de tecido conjuntivo fibroso ao redor dos biomateriais. No entanto, observou-se
que, no grupo GSiHA, a deposi¢do das fibras coladgenas ocorreu de forma mais delgada ao
longo de todo o periodo experimental, com pouco edema. Esse achado sugere uma resposta
tecidual mais organizada e menos inflamatdria nesse grupo, o que pode estar associado a uma
melhor integracdo do biomaterial com o tecido circundante. Resultados semelhantes foram
relatados por Silva et al. (2024), o que refor¢a a hipotese de que o SiHA pode favorecer um

mecanismo de reparo mais equilibrado, sem causar reacdo inflamatoria exacerbada.



62

A implantagdo do biomaterial em ambos 0s grupos induziu uma resposta inflamatoria
inicial, caracterizada pela presenca de neutréfilos e macréfagos. Esse tipo de inflamagéo é
esperado nas fases iniciais do estudo, pois demonstra a interacdo inicial entre o biomaterial e
0 meio bioldgico. No GHA, houve resposta inflamatoria crénica granulomatosa moderada aos
15 dias, enquanto, no grupo GSiHA, essa resposta foi mais discreta, 0 que sugere que a
substituicdo por silica pode atuar positivamente na modulacdo do mecanismo inflamatdrio.
Esse achado é consistente com o estudo de Alvarez Echazu et al. (2022), que, ao avaliarem
um composito de quitosana com silica em rato Wistar com defeito na tibia, ndo detectaram
inflamacdo significativa ou células gigantes multinucleadas apds 14 dias de implantacdo, o
que evidenciou biocompatibilidade do biomaterial.

Ambos 0s grupos experimentais deste estudo apresentaram uma reducdo na intensidade
da resposta inflamatéria ao longo do tempo, aspecto fundamental para a progressdo da
regeneracdo tecidual. Isso demonstra que os biomateriais sdo biocompativeis, fator essencial
para promover sua integracdo ao tecido e favorecer a regeneracdo 6ssea. Os trabalhos de
Almeida et al. (2020), Alvarez Echazl et al. (2022), Brassolatti et al. (2023) e Santos et al.
(2019), também destacaram a importancia de uma resposta inflamatéria controlada para a
eficacia da regeneracdo 6ssea.

A formacdo de vasos sanguineos, ao longo do defeito Gsseo, € critério essencial para a
neoformacdo 6ssea. Nesse contexto, a angiogénese foi mais evidente no GSiHA, o que sugere
que a silica proporcionou um microambiente mais eficaz para a vascularizacao e regeneracao
6ssea. Aos 15 dias, vasos neoformados foram identificados nas bordas e no centro do defeito,
enquanto, aos 45 dias, a vascularizagdo estava mais desenvolvida, 0 que proporcionou a
integracdo funcional do tecido regenerado. Esses resultados estdo em consonancia com 0s
estudos de Casarrubios et al. (2020), que avaliaram a eficacia de scaffolds macroporosos de
SiHA cristalinas e nanocristalinas com adicdo de VEGF para a regeneragdo 6ssea, em um
modelo de ovelha osteopordtica. Esses pesquisadores observaram que as microestruturas
cristalinas favoreceram um melhor microambiente para a formacdo de vasos sanguineos, em
comparagdo com as estruturas nanocristalinas.

Kanniyappan et al. (2024) investigaram o desenvolvimento de scaffolds de
nanocompositos em uma rede polimérica composta por Konjac glocomannan, para o
tratamento de defeitos 6sseos na tibia de rato, em grupos tratados com e sem a adi¢do de silica
mesoporosa. Em seus resultados, esses pesquisadores observaram que o grupo tratado com a
incorporacdo silica revelou melhor desempenho na formacdo de vasos sanguineos, em

comparagdo com o grupo de controle.
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Os resultados promissores deste estudo comprovam a biocompatibilidade, a
osteoconducdo e a bioatividade do SiHA, evidenciando seu potencial para a regeneracao
0ssea. O comportamento favoravel desse biomaterial, demonstrado por neoformacédo dssea,
resposta inflamatoria adequada e estimulo a angiogénese, reforca a presenca de propriedades
essenciais para um reparo 0sseo eficaz. Esses achados abrem caminho para novos estudos em
diferentes modelos experimentais, com vistas a aprimorar as propriedades do SiHA e a

viabilizacdo de sua aplicacdo em ensaios clinicos.
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7 CONCLUSAO

Aos 15 e 45 dias de avaliagdo, ambos os biomateriais demonstraram potencial
osteogénico, com maior destaque para o SiHA. Além disso, tanto a HA quanto o SiHA
apresentaram  biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade, caracteristicas

essenciais para sua aplicacdo em terapias regenerativas.
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ANEXO A — Aprovagcdo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
da Bahia (Instituto de Ciéncias da Saude) (CEUA/ICS.UFBA)

Instituto de Ciéncias da Saude - UFEA

2 Comissdo de Etica no Uso de Animaiis %,

CERTIFICADOD

Certificamos que a proposta intitulada "Caracterizacdo da resposta bioldgica de granulos de niobato de sédio e potdssio, e de
hidroxiapatita substituida com sllica bisgénica, apds implantacdo em defeito dsseo critico. associada ao uso da plataforma
vibratéria em rato®, protocolada sob o CEUA n® 2419171122 1o oooz43), sob a responsabilidade de Filvio Borges Miguel e equipe;
Leifa Valverde Ramos; Isabela Cergueira Barreto; Carmelita de Freitas Santos ; Lwiz Henrigue Barauna - gue envolve a produgdo,
manutencdo efou utilizagdo de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa
cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 20049, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)
{CEUAMCS UFBA) na reunido de 10/02/2023.

We certify that the proposal "Characterization of the biological response of sodium and potassium niobate granules and
hydroxyapatite substitubed with biagenic silica, after implantation in a critical bone defect, associated with the use of a vibration
platform in rats®, utilizing 258 Heterogenics rats (258 males), protocol number CEUA 2419171122 po omz43), under the
responsibility of Fdlvlio Borges Miguel and team; Leila Valverde Ramos; Isabela Cergueira Bamreto; Carmelita de Freitas Santos ;
Lwiz Henrigue Barauna - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scentific research purposes or teaching - is in acoordance with Law 11.794 of
October B, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Bahia (Health
Sciences Institute) (CEUA/ICS.UFBA) in the meeting of 02/10/2023.

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 01/2023 a 12/2026 Area: Ciéncias da Sadde
Origem:  Biotério do Instituto de Ciéncias da Saldde [antigo Biotério do Laboratbrio de Neurociéncias)

Espécie:  Ratos heterog@nicos sexo:  Machos idade: 12alSsemanas MN: 258
Linhagem: Rattus Norvegicus Albinus Peso: 30023509

Local do experimento: Biotério do ICS-UFBA.
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