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RESUMO 
 
 
Os defeitos críticos ósseos oriundos de trauma, tumores ou doenças 

degenerativas determinam um desafio no campo da Ortopedia, visto que a 
reconstrução cirúrgica se faz necessária através de enxertos ósseos. Apesar de os 
enxertos autógenos serem considerados um “padrão ouro”, as cerâmicas sintéticas 
a base de Hidroxiapatita (HA) são materiais muito promissores, devido às suas 
inerentes características biocompatíveis. A possibilidade de diminuição do tamanho 
das partículas em escala nanométrica e o advento da hidroxiapatita nanoestruturada 
podem melhorar a remodelação óssea. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta 
tecidual e a biocompatibilidade de esferas de HA produzidas a partir de partículas 
nanométricas em comparação às esferas de HA produzidas a partir de partículas 
micrométricas, ambas no estado sinterizado e não-sinterizado, bem como seu 
potencial de degradação e osteogênese, em relação ao grupo controle (coágulo). Os 
biomateriais foram implantados em defeitos ósseos nas tíbias de 12 coelhos da raça 
Nova Zelândia (Oryctolagus cuniculus), pesando entre 2000g e 3500g. As esferas 
(400-600 µm) tiveram as propriedades físicas e químicas caracterizadas por DRX, 
FT-IR, MEV e foram também submetidas ao teste de dissolução. Os animais foram 
divididos randomicamente em cinco grupos: Grupo 1 (Controle) – coágulo 
sanguíneo; Grupo 2 – HA Sinterizada; Grupo 3 – HA Não-Sinterizada; Grupo 4 – 
NanoHA Sinterizada; e Grupo 5 –  NanoHA Não-Sinterizada. Os animais foram 
mortos 7 e 28 dias após a cirurgia e as amostras submetidas ao processamento 
histológico. As esferas não-sinterizadas eram menos cristalinas que as sinterizadas 
(DRX e FT-IR), sendo mais solúveis in vitro (teste de dissolução). In vivo, a nanoHA 
e a HA, ambas não-sinterizadas, dissolveram e promoveram maior formação de 
tecido ósseo em relação às esferas sinterizadas. Concluiu-se que os materiais se 
mostraram biocompatíveis e osteocondutores, porém a neoformação óssea foi mais 
acentuada nos grupos da HA e nanoHA não-sinterizadas. 

 

Palavras-chave: Biomateriais, Enxerto Ósseo, Hidroxiapatita Nanocristalina, Osso, 
Coelhos. 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 
 
Bone critical defects from trauma, tumors or degenerative diseases prescribe 

a challenge in orthopedics, since surgical reconstruction is required by bone grafts. 
Although autografts are considered a gold standard, the synthetic ceramics based on 
hydroxyapatite (HA) are promising materials due to their inherent characteristics 
biocompatible. The possibility of decreasing the size of the particles at the nanometer 
scale and the advent of nanostructured hydroxyapatite may improve bone 
remodeling. The aim of this study was to evaluate the tissue response and 
biocompatibility of HA spheres shape made from nano-sized particles compared to 
the HA spheres made from micro-sized particles, both in sintered and non-state-
sintered as well as its potential for degradation and osteogenesis compared to 
control group (clot). The spheres (400-600 µm) had the physical and chemical 
properties characterized by XRD, FT-IR, SEM and were also subjected to dissolution 
test and the biomaterials were implanted in bone defects on 12 New Zealand rabbit’s 
tibiae (Oryctolagus cuniculus), weighing between 2000g and 3500g. The animals 
were randomly divided into five groups: Group 1 (Control) - blood clot, Group 2 - 
sintered HA, Group 3 - non-sintered HA, Group 4 - sintered NanoHA and Group 5 - 
non-sintered NanoHA. Animals were euthanized at 7 and 28 days after surgery and 
samples submitted to histological procedings. The non-sintered had a lower 
cristallinity that the sintered materials (XRD and FT-IR), being more soluble in vitro 
(dissolution tests). In vivo, NanoHA and HA, both non-sintered, degraded and 
promoted greater bone formation in relation to the sintered spheres. In conclusion, 
materials showed biocompatibility and osteoconduction, but the bone formation was 
more accentuated in the non-sintered groups.  

 
Keywords: Biomaterials, Bone Grafts, Nanocrystalline Hydroxyapatite, Bone, 
Rabbits



 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento e a aplicação de biomateriais têm evoluído nos últimos 50 

anos, num esforço estimado de mais de US$100 bilhões através de uma interface 

multidimensional entre a química, engenharia química, ciência dos materiais e de 

superfície, mecânica, bioengenharia, biologia e medicina, definidos de acordo com 

princípios éticos e normatizados por entidades governamentais, organizações e 

empreendedores (RATNER & BRYANT, 2004). O processo evolutivo de pesquisas 

desta ciência foca, sobretudo, a biocompatibilidade, tornando os materiais “passivos” 

em materiais que interagem ativamente e se integram ao ambiente biológico 

(ANDERSON, 2006). 

 

Estudos da Organização Mundial da Saúde (OMS), da Sociedade Brasileira 

de Ortopedia e Traumatologia (SBOT) e do Departamento de Ortopedia da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro comprovam que, 

em poucos anos, metade da população da Terra terá mais de 50 anos (SBOT, 2010) 

e, de acordo com o relatório anual das perpectivas da população mundial da 

Organização das Nações Unidas, a expectativa de vida no Brasil aumentou cerca de 

45% dos registros da década de 50, atingindo a média atual de 73,1 anos, para 

ambos os sexos (Fig. 1) (UN, 2009A). 
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Figura 1. Expectativa de vida brasileira (1950-2010) (http://esa.un.org/unpp/) 

 Este mesmo relatório anual da Organização das Nações Unidas mostra o 

crescimento de quase 15% da população brasileira atual, até 2040 (Fig. 2) (UN, 

2009B), fato que favorece o surgimento de lesões traumáticas pelo crescimento de 

grandes núcleos urbanos. Quanto aos traumas em crianças na faixa etária entre 0-

14 anos, por exemplo, a OMS relata que no Brasil cerca de 65% acometem as 

regiões anatômicas de cabeça, pescoço e membros superiores derivados de 

quedas, atropelamentos e colisões (SBOT, 2010), o que viabiliza maiores 

investimentos e pesquisas em bioengenharia e materiais biomédicos. 

 

 

Figura 2. Pentênios de previsão de crescimento populacional brasileiro (2010-2040) 

(http://esa.un.org/unpp/) 
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Os defeitos ósseos gerados por traumas, tumores ou doenças degenerativas 

representam os maiores desafios para a reconstrução cirúrgica, e uma das 

diferentes aplicações dos biomateriais está associada à sua utilização no campo da 

Ortopedia. Problemas inflamatórios e degenerativos de ossos e articulações afetam 

milhões de pessoas em todo o mundo, sendo aproximadamente a metade de todas 

as doenças crônicas de pessoas acima de 50 anos de idade em países 

desenvolvidos (NAVARRO et al., 2008). 

 

A primeira geração de biomateriais desenvolvidos exibia um comportamento 

inerte quando implantados no organismo, pois os cirurgiões buscavam dispositivos 

que pudessem fornecer: • propriedades mecânicas adequadas ao uso; • resistência 

à corrosão; e • ausência de efeitos danosos como carcinogenicidade, toxicidade, 

alergia e inflamação. A partir da segunda metade do século XX, cientistas se 

associaram aos físicos, iniciando o desenvolvimento de novos materiais mais 

adequados à implantação tecidual, como por exemplo, as cerâmicas sintéticas à 

base de fosfato de cálcio denominadas hidroxiapatitas (HA) – Ca10(PO4)6(OH)2 

(NARAYAN, 2010). Com a estrutura química similar à fase mineral do osso humano, 

a HA é capaz de se unir ao osso sem a interface do tecido conjuntivo fibroso, 

favorecendo a formação de tecido ósseo, caracterizando estas cerâmicas como 

biocompativeis e osteocondutoras (SCHEPERS et al., 1991; DUCHEYNE, 1994). 

 

A hidroxiapatita sintética pode ser considerada um material bioativo, capaz de 

interagir com o ambiente hospedeiro e melhorar a resposta biológica, além de 

permitir um comportamento bioabsorvível de degradação progressiva enquanto novo 

tecido se regenera, (NAVARRO et al., 2008). De acordo com o processo de síntese, 

as cerâmicas à base de fosfato de cálcio, como a HA e seus derivados, mostram 

diferentes propriedades físicas e quimicas (EL-GHANNAM, 2005). 

 

A nanotecnologia, popularizada na década de 80, é uma ciência 

multidisciplinar e pode ser considerada a próxima etapa lógica da ciência, integrando 

engenharia com biologia, química e física (DUTTA & HOFMANN, 2003). Novos 

métodos capazes de melhorar as características físicas e químicas surgiram no final 

da década passada, configurando a hidroxiapatita como um biomaterial de terceira 

geração, por capacitá-la a estimular respostas celulares específicas ao nível 
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molecular (HENCH & POLAK, 2002). O desenvolvimento da hidroxiapatita 

nanoestruturada promove mudanças nas propriedades físico-químicas, alterando a 

dimensão dos cristais de HA e a solubilidade do material, o que permite maior 

interação entre a superfície e os tecidos adjacentes (NARAYAN et al., 2004). A 

redução do tamanho das partículas aumenta a bioatividade, favorecendo a 

biodegradação destes materiais e permitindo a proliferação e migração celular, 

vascularização tecidual e a difusão de nutrientes, características essenciais para a 

regeneração óssea (NAVARRO et al., 2008).  

 

Entretanto, a avaliação da biocompatibilidade das hidroxiapatitas 

nanocristalinas, seu comportamento in vivo de biodegradação e consequente 

formação de tecido ósseo ainda não está bem esclarecido. Neste contexto, fornecer 

novos parâmetros para o desenvolvimento de biomateriais, como opções ao enxerto 

ósseo autógeno, é fundamental e pode trazer novas perspectivas do que poderá 

ocorrer em humanos na prática clínica. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 TECIDO ÓSSEO 

 

O osso é um tecido conjuntivo denso mineralizado, altamente especializado, 

complexo e dinâmico, provendo suporte mecânico, permitindo a hematopoese e 

estabelecendo a homeostase mineral do organismo (HILL & ORTH, 1998; GREEN et 

al., 2002; COHEN Jr., 2006; WOO et al., 2007), pelo envolvimento de enzimas, 

citocinas, fatores de crescimento e prostaglandinas (SHAFER et al., 1987; HOBO et 

al., 1997; HILL & ORTH, 1998; COHEN Jr., 2006). Por ser rígido, tem a reputação de 

ser um tecido inerte e estático. Entretanto, tem a capacidade de adaptar sua forma e 

volume à demanda funcional, podendo se reparar completamente sem deixar 

qualquer sinal de lesão, além de mobilizar rapidamente reservas minerais conforme 

a demanda metabólica (SOMMERFELDT & RUBIN, 2001).  

 

A matriz óssea é composta de substâncias inorgânicas e orgânicas, 

fundamentalmente sais minerais inorgânicos, como a hidroxiapatita (fosfato de cálcio 

que configura força e rigidez à estrutura), além de componentes orgânicos celulares 

e protéicos, como as células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteócitos, 

osteoclastos e proteínas da matriz, como o colágeno tipo I, e não-colagenosas como 

a osteopontina, osteonectina, fibronectina, sialoproteína óssea e osteocalcina, sendo 

esta exclusiva do osso (HILL & ORTH, 1998; COHEN Jr., 2006). Sua organização 

pode ser descrita em cinco níveis hierárquicos: • Osso cortical e esponjoso em nível 

macroestrutural; • Sistema haversiano (osteonas) e tecido intersticial ou trabecular 

numa escala sub-milimétrica; • Lamelas (lacunas e canalículos) num nível 
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micrométrico; • Matriz mineral e fibrilas de colágeno numa escala sub-micrométrica; 

e • Cristais minerais, moléculas de colágeno e de água em nível nanométrico (Figura 

3) (NYMAN et al., 2005). 

 

Figura 3. Organização hierárquica do tecido ósseo (Adaptado de NYMAN et al., 

2003).  

 

O colágeno é a principal proteína de todos os tecidos conjuntivos – pele, 

osso, tendão e cartilagem – havendo pelo menos 28 tipos geneticamente distintos 

(RAMSHAW et al., 2009). Cada filamento protéico se estrutura triplamente em α-

hélice (associadas por pontes dissulfeto) devido à hidroxilação dos aminoácidos. 

Esses filamentos entrelaçados são liberados em vesículas do retículo 

endoplasmático rugoso (REG) para fora das células, onde sofrem clivagem das 

terminações amina e carboxila. Após a quebra, formam-se segmentos de 

protocolágeno orientados e de tamanho uniforme, ou seja, moléculas unitárias de 

colágeno que se unem através de ligações cruzadas, o que configura estabilidade e 

resistência (FERREIRA et al., 2000; NYMAN et al., 2003). Dentre todos, os mais 

abundantes são o intersticial e os colágenos que formam fibras, particularmente o 

colágeno tipo I (RAMSHAW et al., 2009), este responsável por 90% do peso do 

componente orgânico do osso (ROBBINS & COTRAN, 2005). Embora a dureza do 
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osso dependa dos sais minerais inorgânicos cristalizados, a flexibilidade depende de 

suas fibras colágenas, que, junto com outras moléculas orgânicas, conferem 

resistência à tração da estrutura óssea (TORTORA & GRABOWSKI, 2002). 

 

Sua organização celular permite que este tecido participe de um contínuo 

processo de remodelação, ou seja, frequentes reabsorções seguidas de 

neoformações ósseas, conforme a necessidade, durante toda a vida. São três os 

tipos celulares principais encontrados no osso responsáveis por esse processo: 

osteoblastos, osteócitos e osteoclastos, que respondem pela síntese, manutenção e 

reabsorção da matriz óssea, respectivamente (SOMMERFELDT & RUBIN, 2001; 

JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Os osteoblastos sintetizam a MEC – constituída 

de colágeno tipo I, proteoglicanos e glicoproteínas, regulam sua mineralização, pois 

são células capazes de concentrar fosfato de cálcio e expressar genes específicos e 

ainda induzem e regulam os osteoclastos (COHEN Jr, 2006). Derivadas das células-

tronco mesenquimais, morfologicamente são cubóides quando ativas e dispõem-se 

lado a lado em uma fina camada celular, conferindo características ultra-estruturais 

de células que secretam colágeno e proteínas não-colagênicas, que é uma matriz 

óssea não-calcificada, denominada osteóide (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

Apesar da camada simples, as células osteoblásticas estão firmemente ancoradas 

umas às outras através de proteínas transmembranosas e receptores específicos, 

mantendo assim sua função e resposta aos estímulos metabólicos e mecânicos 

(LECANDA et al., 1998; FERRARI et al., 2000), por controlar a passagem dos íons 

Ca e P. Bioquimicamente, quanto aos íons minerais, os osteoblastos fornecem toda 

a energia necessária ao processo, consumindo aerobicamente suas reservas 

energéticas; promovem ainda a concentração de Ca e Fosfato sanguíneos para 

obter sua precipitação na forma de fosfato tricálcico amorfo e, posteriormente, em 

hidroxiapatita cristalina (FERREIRA et al., 2000). 

 

A vida média de um osteoblasto varia entre 3 dias em coelhos novos a mais 

de 8 semanas nos humanos; nesta curta vida de intensa secreção, esta célula é 

capaz de depositar entre 0,5 a 1,5 µm de matriz osteóide por dia. Nesta atividade 

impetuosa, a matriz pode se depositar ao redor do corpo das células e de seus 

prolongamentos, formando lacunas e canalículos e modificando seu fenótipo com 

atividade citoplasmática diminuída, o que caracteriza a diferenciação em osteócitos 
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(OWEN, 1972; JOWSEY, 1977). Derivados então dos osteoblastos, os osteócitos 

são muito mais numerosos do qualquer outra célula de síntese óssea, numa 

proporção de 10:1, sendo ainda morfológica e funcionalmente diferentes por 

reduzirem suas organelas celulares e a produção da matriz. Estas células passam a 

ter baixa atividade secretora por conter menos ribossomos e retículo endoplasmático 

e, apesar de se tornarem morfologicamente achatadas e quiescentes, apresentam 

um grande número de filópodes (prolongamentos de extensões citoplasmáticas) que 

interconectam osteócitos entre si e os mesmos às células de revestimento ósseo, 

através de junções comunicantes que permitem a transferência de substratos 

(ROBBINS & COTRAN, 2005). As flutuações dos níveis séricos de cálcio e fósforo 

permitem alterar a concentração destes minerais no compartimento líquido 

extracelular local. Dessa forma, os osteócitos podem detectar forças mecânicas e 

traduzi-las para a atividade biológica adequada. Tais características mostram que os 

osteócitos são essenciais para a manutenção da matriz óssea, bem como a sua 

vitalidade; a apoptose desta célula estimula a atividade osteoclástica com 

reabsorção da matriz (SOMMERFELDT & RUBIN, 2001; JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 2008). 

 

Derivados das células hematopoiéticas, os osteoclastos são células 

multinucleadas formadas pela fusão de progenitores mononucleares da família dos 

monócitos/macrófagos, móveis e altamente polarizadas, pois transportam um 

arsenal de enzimas lisossomais (TEITELBAUM, 2000). Morfologicamente, os 

osteoclastos são extensamente ramificados, com citoplasma granuloso e com 

vacúolos. Por estarem intimamente relacionadas com a superfície óssea, através da 

membrana apical e forte ligação com proteínas de adesão da matriz, estas células 

gigantes multinucleadas são capazes de se superpor à superfície de reabsorção por 

inúmeras extensões vilosas, conhecidas como borda em escova, aumentando assim 

a área de contato. Nesse microambiante, tais filamentos vilosos de actina secretam 

produtos de digestão, acidificando este espaço com um sistema de bombas de 

hidrogênio, além da liberação de enzimas proteolíticas e colagenases, que 

favorecem a reabsorção do osso mineralizado em depressões chamadas lacunas de 

Howship. (SOMMERFELDT & RUBIN, 2001; ROBBINS & COTRAN, 2005; 

JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A diferenciação dos osteoclastos depende da 

ação de citocinas como TNFα, ligantes e receptores de membrana, bem como 
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outras citocinas e fatores de crescimento (ASAGIRI & TAKAYANAGI, 2007). A 

reabsorção óssea também está sob controle hormonal, onde fatores calciotrópicos e 

prereabsortivos, além de interleucinas, corticosteróides, citocinas e algumas 

proteínas hormonais coordenam o processo, mas também sinalizam outros fatores 

antireabsortivos, quando a reabsorção óssea deve ser reduzida ou interrompida, 

através de proteínas hormonais de crescimento, proteínas não-colagenosas – 

calcitonina e proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) – e mobilização de cálcio 

pelos osteoblastos, configurando um equilíbrio entre reabsorção e formação óssea 

(ROBBINS & COTRAN, 2005; BRUZZANITI & BARON, 2006; COHEN Jr, 2006). Um 

desequilíbrio nessa regulação pode gerar desordens metabólicas, onde a 

proliferação dos osteoclastos favoreceria o surgimento da osteoporose (SHOBACK, 

2007), e osteoblastos em intensa atividade secretora pelo comprometimento da 

reabsorção óssea pelos osteoclastos permitiria o surgimento da osteopetrose (DEL 

FATTORE et al., 2008). 

 

A essa relação de equilíbrio entre osteoblastos e osteoclastos, denominamos 

o processo de remodelação óssea. Estas células são consideradas unidades 

funcionais do osso chamadas de unidades multicelulares básicas – UMBs – 

geográfica e cronologicamente separadas umas das outras, onde os processos de 

formação e reabsorção óssea ocorrem conjugados no local, mediados por fatores 

autócrinos ou parácrinos (HILL & ORTH, 1998). Este processo ocorre durante toda a 

vida, chegando a aproximadamente 1 milhão de UMBs ativas simultaneamente em 

adultos, substituindo 10% de todo sistema esquelético a cada ano (ROBBINS & 

COTRAN, 2005). Ocorre a interação das células formadoras e reabsortivas de osso 

através da Osteoprotegerina (OPG), um polipeptídeo de 317 aminoácidos e de seu 

ligante cognato (OPG-L), uma proteína de membrana tipo II (receptor 

transmembrana) expressada em osteoblastos. Ambas as moléculas podem se ligar 

ao RANK, um receptor transmembrana expressado em preosteoclastos. A interação 

entre OPG-L e RANK inicia a sinalização e a cascata de expressão gênica, 

resultando na promoção da osteoclastogênese. Neste ambiente, a OPG – molécula 

secretada pelos osteoblastos – atua como um coadjuvante solúvel de ligação 

competitiva ao RANK-L, inibindo a formação de osteoclasto e, consequentemente, a 

reabsorção óssea (HOFBAUER et al., 2000; SOMMERFELDT & RUBIN, 2001). 
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O tecido ósseo pode ser afetado por doenças hereditárias, congênitas ou 

adquiridas em qualquer faixa etária, infecciosas ou não, que culminam em reações 

ósseas dinâmicas (SHAFER et al., 1987; HOBO et al., 1997; HILL & ORTH, 1998; 

SOLHEIM, 1998; LORENZO, 2000; GREEN et al., 2002; TORTORA & 

GRABOWSKI, 2002; ROBBINS & COTRAN, 2005; COHEN Jr., 2006). Idade 

avançada e distúrbios relacionados aos hormônios favorecem o desequilíbrio 

mineral do sistema esquelético, bem como o retardo na solução de processos 

inflamatórios e a diminuição a flexibilidade articular, o que suscetibiliza estes 

indivíduos às lesões ósseas (DEQUEKER, 1975; RIZZOLI et al., 2008; SEEMAN, 

2008).  

 

Uma cascata de eventos ocorre quando o tecido ósseo é lesado 

(ALBREKTSSON, 1980; LORENZO, 2000; BLAIR & ZAIDI, 2006; BRUZZANITI & 

BARON, 2006; ASAGIRI & TAKAYANAGI, 2007; SEEMAN, 2008; STADELMANN et 

al., 2008), mobilizando hormônios e citocinas a sinalizarem às células ósseas e 

angiogênicas o início do reparo (HAROON et al., 1999; MIDY et al., 2001; 

BALOOCH e al., 2005; HUANG et al., 2005; KILIAN et al., 2005; SHIRLEY et al., 

2005; ALFORD & HANKENSON, 2006; COHEN Jr., 2006; KANAAN & KANAAN, 

2006; MATSUMOTO et al., 2006; PEZZATINI et al., 2006; SHOBACK, 2007). Em 

muitos casos, o defeito criado não é capaz de se consolidar espontaneamente, 

tornando crítico o seu reparo. Fraturas cominutivas extensas, perda de substância 

óssea, doenças degenerativas entre outras, são alguns exemplos em que os 

transplantes ósseos ou o uso de materiais substitutos se fazem necessários. 

 

2.2 MECANISMOS DE MINERALIZAÇÃO BIOLÓGICA 

 

O processo de mineralização da matriz osteóide é um conjunto de reações 

bioquímicas complexas controladas por células específicas, apesar de ocorrer nos 

espaços intercelulares. Os minerais são bombeados para dentro da célula, 

especialmente íons Ca2+, fosfolipídeos e fosfatases, e acumulados no interior de 

vesículas onde o ambiente supersaturado favorece a precipitação dos cristais. Tais 

vesículas são liberadas para o meio extracelular e “descarregam” o conteúdo 

mineral sobre a matriz osteóide rica em colágeno, onde a água ocupa os espaços da 
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estrutura orgânica. Esse conteúdo mineral, numa reação química com a água pré-

existente nos espaços intermoleculares, culmina na formação dos cristais insolúveis 

de Hidroxiapatita – Ca10(PO4)6.(OH)2 – que “deslocam” a água à medida que 

agregam mais conteúdo mineral das vesículas continuamente liberadas dos 

osteoblastos (FERREIRA et al., 2000; NYMAN et al., 2005). Como a concentração 

mineral dos íons cálcio e fosfato não é suficiente para a precipitação espontânea dos 

cristais, o papel das vesículas criadas pelas células é fundamental, pois o primeiro 

cristal formado será o centro de nucleação, esta homogênea; os cristalitos de 

hidroxiapatita em forma de agulhas crescem e formam aglomerados de cristais que 

se fundem. A matriz de colágeno funciona também como centro de nucleação 

heterogênea para a deposição de cristais de HA, onde fibrilas de colágeno, 

fibronectina e glicoproteínas como a osteonectina e a osteopontina, determinam a 

orientação e organização destes cristais minerais ósseos (SOMMERFELDT & 

RUBIN, 2001; JOOS et al., 2006). A cristalização propriamente dita necessita que 

íons, ou seus grupos, estejam bem próximos e ordenados, com energia de colisão 

suficiente para formar “núcleos críticos”, que são as menores combinações estáveis 

de íons com estrutura cristalina (FERREIRA et al., 2000). O fato de a matriz de 

colágeno ser organizada favorece a aglomeração, fusão e uniformidade dos cristais 

minerais ósseos de hidroxiapatita (BOSKEY, 2003). 

  

2.3 MECANISMOS BIOLÓGICOS DO REPARO ÓSSEO 

 

Os mecanismos biológicos de reparo ósseo associados aos biomateriais ou 

enxertos ósseos podem ser classificados em diferentes níveis, como osteogênese, 

osteoindução, osteocondução e osteopromoção. 

 

A osteogênese se caracteriza pela atividade de osteoblastos e pré-

osteoblastos viáveis transplantados com o enxerto para o defeito ósseo a partir de 

uma área doadora do próprio indivíduo. Entretanto, mesmo que algumas células do 

enxerto sobrevivam à transferência, as principais fontes de células para esta fase 

são as células osteogênicas e osteoprogenitoras do hospedeiro. Logo, a 

osteogênese independe de células mesenquimais indiferenciadas para que haja 

uma nova formação óssea (LINDHE et al., 2005). A eficiência deste processo 
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depende da fonte de enxerto utilizada – o osso medular, especialmente aquele 

acompanhado de medula óssea tende a apresentar maior revascularização que o 

cortical, porém, este último tende a apresentar maior suporte estrutural. Como 

desvantagens desta técnica, deve-se considerar a morbidade do paciente e variável 

disponibilidade em quantidade e qualidade do osso na área doadora (LUNDGREN et 

al., 2008).  

 

URIST em 1965, realizando experimentos em animais, observou 

acidentalmente um fenômeno de indução óssea, a osteoindução. Verificou-se que 

proteínas não-colagenosas orientaram a modulação e diferenciação de células 

mesenquimais em células da linhagem óssea, promovendo a osteogênese (URIST & 

STRATES, 1971; ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001). Neste processo células 

são estimuladas a produzir osso e é evidente a conversão fenotípica de células 

indiferenciadas do mesênquima em osteoblastos na área do defeito. É um 

mecanismo biológico básico que acontece com frequência regular, como no reparo 

de fratura (ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001). São exemplos deste processo a 

matriz óssea desmineralizada (YAEDÚ et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008) e as 

proteínas morfogenéticas ósseas (BMP) (GRANJEIRO et al., 2005; CAPORALI et 

al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007).  

 

A osteocondução se refere ao crescimento ósseo sobre a superfície do 

biomaterial (ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001; CALASANS-MAIA et al., 2008; 

SILVA et al., 2009; FERNANDES et al., 2009). Outros autores definem 

osteocondução como o processo em que o enxerto serve como arcabouço, de forma 

passiva, para migração de vasos sangüíneos e deposição de novo osso na 

superfície ou dentro de poros, canais ou túneis (ALBREKTSSON & JOHANSSON, 

2001; FLECKENSTEIN et al., 2006).  

 

A osteopromoção utiliza barreiras mecânicas ou membranas de proteção que 

evitam a proliferação do tecido conjuntivo em meio ao defeito ósseo, permitindo que 

o mesmo seja povoado por células osteoprogenitoras (TAGA et al., 2008). Esta 

exclusão tecidual é realizada com o uso de membranas (barreiras físicas), que 

podem ser bioabsorvíveis ou não. As membranas, rígidas ou com reforço de titânio, 

são capazes de promover a formação de quantidade significativa de novo osso e 
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manter espaço suficiente, sem a adição de material de preenchimento. Isso ocorre 

devido à sua capacidade de impedir a invasão de outros tecidos competitivos 

(DAHLIN et al., 1988). A técnica de regeneração óssea guiada (ROG) é indicada no 

tratamento de defeitos ósseos, para aumentar a altura e largura da crista óssea, 

onde a barreira física é adaptada para proteger o coágulo sanguíneo, criando um 

espaço isolado e permitindo a regeneração óssea (JOVANOVIC & NEVINS, 1995; 

SCHWARZ et al., 2006). 

 

2.4 CLASSIFICAÇÃO DOS ENXERTOS ÓSSEOS 

 

Os enxertos ósseos são classificados de acordo com a sua origem como 

autógenos, alógenos, xenógenos e sintéticos ou aloplásticos.  

 

2.4.1 Enxertos Autógenos 

 

É considerado protocolo cirúrgico de primeira opção ou “padrão ideal” o uso 

de enxertos ósseos autógenos na reconstrução de defeitos críticos, ou seja, defeitos 

tais que fisiologicamente não são capazes de se regenerarem, necessitando de 

algum material que conduza ou estimule esse processo (JENSEN et al., 2002; Den 

BOER et al., 2003; BILKAY et al., 2004; DACULSI, 2004; MARINS et al., 2004; 

RAMMELT et al., 2004; TADIC et al, 2004; HUBER et al., 2006A; HUBER et al., 

2006B; McMILLAN et al., 2007; SCHNEIDERS et al., 2007; WOO et al., 2007). O 

sucesso atribuído aos enxertos autógenos se deve ao fato de este material 

preservar as características celulares e protéicas, pois são obtidos do próprio 

indivíduo, catalisando o processo de reparo ósseo pela presença de proteínas 

ósseas não-colagenosas e fatores de crescimento ativos (RAMMELT et al., 2004; 

NISHIKAWA et al., 2005; SCHREIBER et al., 2005; SHIRLEY et al., 2005; 

SCHLIEPHAKE et al., 2008). Podem ser adquiridos de fontes intra ou extra bucais, 

sendo necessários dois acessos cirúrgicos, e englobam os quatro tipos de 

mecanismo de formação óssea (MATHIAS et al., 2003), pois há o envolvimento de 

células ósseas vivas e fatores de crescimento juntamente com a matriz óssea para o 

local receptor. Para perdas ósseas de pequeno porte, como em alvéolo dentário, as 
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áreas doadoras intrabucais são o mento, a tuberosidade maxilar e a região 

retromolar, corpo e processo coronóide da mandíbula. Nos casos de grandes 

reconstruções, pode-se recorrer a fonte extra bucal como a crista ilíaca, calota 

craniana, tíbia e costela (MISCH & DIETSH, 1993).  

 

Entretanto, um procedimento cirúrgico adicional, bem como significativa 

morbidade e possibilidade de complicações no ato da coleta, além de quantidade 

limitada de osso esponjoso do leito doador podem ser consideradas desvantagens 

ou limitações de escolha dos enxertos autógenos (GREEN et al., 2002; JENSEN et 

al., 2002; Den BOER et al., 2003; BILKAY et al., 2004; DACULSI, 2004; MARINS et 

al., 2004; RAMMELT et al., 2004; MIRANDA et al., 2005; HUBER et al., 2006A; 

HUBER et al., 2006B; HUBER et al., 2006C; PEZZATINI et al., 2006; McMILLAN et 

al., 2007; WOO et al., 2007). 

2.4.2 Enxertos Alógenos 

 

O enxerto alógeno é obtido de doadores humanos vivos ou de cadáveres, 

mas é processado e armazenado antes de ser utilizado. É vantajoso devido ao fato 

de evitar um segundo acesso cirúrgico, causando menor morbidade operatória 

(GOLDBERG & STEVENSON, 1987). Geralmente oriundos de Bancos de 

Ossos, estes enxertos podem ser utilizados nas terapias de cirurgia ortopédica 

reconstrutiva, onde conservam a estrutura óssea original e podem ser utilizados 

mineralizados ou não, conforme as necessidades biomecânicas. Entretanto, sua 

utilização envolve o risco de transmissão de doenças, respostas imunológicas 

adversas, remodelação óssea incompleta, falta de controle sanitário adequado dos 

bancos de ossos, os problemas éticos de comercialização de tecidos humanos e os 

exaustivos cuidados adicionais quanto à esterilização, que podem alterar as 

propriedades estruturais, mecânicas e reabsortivas destes biomateriais (GREEN et 

al., 2002; JENSEN et al, 2002; DUNSMUIR & GALLACHER, 2003; DACULSI, 2004; 

MARINS et al., 2004; AKKUS & BELANEY, 2005; CHARALAMBIDES et al., 2005; 

FREI et al., 2005; FUJISHIRO et al., 2005; HOFMANN et al., 2005; HUBER et al., 

2006; PEZZATINI et al., 2006; WOO et al., 2007). 

 

2.4.3 Enxertos Xenógenos 

 



39 

 

 

Os enxertos ósseos xenógenos são caracterizados por serem retirados de 

uma espécie diferente daquela do receptor. Esses enxertos são fabricados da 

porção inorgânica do tecido ósseo de origem animal e são classificados como 

osteocondutores (MISCH & DIETSH, 1993). Estes enxertos também podem ser 

utilizados nas terapias de cirurgia ortopédica reconstrutiva, permitindo ajustar o 

tamanho dos grânulos e mantendo a estrutura óssea original. Entretanto, sua 

utilização envolve riscos de transmissão de doenças, influência de caráter 

imunológico, aspectos religiosos relacionados a alguns animais, bem como 

exaustivos processos de esterilização que podem alterar ou comprometer a 

viabilidade estrutural deste tecido (GREEN et al., 2002; JENSEN et al, 2002; 

DANSMUIR & GALLACHER, 2003; DACULSI, 2004; AKKUS & BELANEY, 2005; 

FREI et al., 2005; FUJISHIRO et al., 2005; HOFMANN et al., 2005; PEZZATINI et al., 

2006; WOO et al., 2007). 

 

2.4.3 Enxertos Aloplásticos 

 

As limitações e dificuldades existentes para a obtenção de enxertos ósseos 

autógenos, como desconforto pós-operatório do paciente, morbidade do sítio 

doador, limitação da quantidade de enxerto, além das questões éticas, religiosas e a 

possibilidade de transmissão de doenças dos enxertos alógenos e xenógenos 

mantém estimulados os pesquisadores a desenvolverem biomateriais sintéticos, 

aloplásticos, para auxiliar na regeneração do tecido ósseo perdido (YAMAMOTO et 

al., 1994).  

 

Segundo HUBER et al. (2006C), os substitutos ósseos artificiais devem 

atender alguns padrões: 1. Deve ser um procedimento direto; 2. Deve ser tolerado 

pelos tecidos circundantes; 3. Deve ter integração rápida ao osso; e 4. Deve permitir 

rápido crescimento ósseo pela sua degradação. 

 

Os materiais sintéticos utilizados na regeneração óssea incluem as cerâmicas 

de fosfato de cálcio sintéticas – sobretudo a hidroxiapatita e fosfato tricálcico – e, 

mesmo em busca das propriedades adequadas, esta classe tem revolucionado os 
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campos da pesquisa e tratamento, pois além de evitar uma segunda etapa cirúrgica 

como no caso dos enxertos autógenos, apresenta-se em diferentes formas (pó, 

partículas, pastilhas, esferas ou blocos), tamanhos, texturas, graus de porosidade 

(macro ou microporoso), graus de cristalinidade (cristalino ou amorfo), fases 

cristalinas e solubilidade (absorvíveis ou não absorvíveis) (GRANJEIRO et al., 2005). 

Além disso, o mecanismo de reparação associado é a osteocondução como nos 

xenoenxertos (CALASANS-MAIA et al., 2008; FERNANDES et al., 2009), apesar de 

outros trabalhos mostrarem uma capacidade osteoindutora da hidroxiapatita 

(RIPAMONTI, 1996; EID et al., 2001; GOSAIN et al., 2002; KURASHINA et al., 2002; 

HABIBOVIC et al., 2006). 

 

2.4.3.1 Fosfatos de cálcio 

 

Os fosfatos de cálcio têm sido estudados como materiais utilizados no reparo 

ósseo nos últimos 80 anos. O primeiro estudo in vivo ocorreu em 1920 (ALBEE, 

1920). Nos anos seguintes, outros fosfatos de cálcio foram testados para investigar 

a sua eficácia na reparação de fraturas (HALDEMAN & MOORE, 1934). O primeiro 

uso da hidroxiapatita implantada ocorreu em ratos e porcos da Índia em 1951, onde 

os estudos foram caracterizados como o início das experimentações clínicas e a 

primeira geração de materiais substitutos ósseos (RAY et al., 1952). Contudo, só na 

década de 1970 outros fosfatos de cálcio foram sintetizados, caracterizados, 

analisados e testados, potencializando seu uso como substitutos ósseos 

(LeGEROS, 1988).  

 

2.4.3.1.1 Hidroxiapatita 

 

Dentre as cerâmicas à base de fosfato de cálcio, a HA tem sido amplamente 

utilizada como um importante recurso para a substituição óssea e se distingue das 

demais cerâmicas à base de fosfato de cálcio por ser similar à porção inorgânica do 

tecido ósseo, biocompatível, resistente mecanicamente, bioativa, não tóxica, 

radiopaca permitindo o acompanhamento periódico através de exames de imagem, 

provoca pouca reação tecidual e não é antigênica e nem carcinogênica (HENCH, 

1991; LeGEROS, 2002; HING, 2004; PATEL, 2005). A degradação das HAs é um 
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fator que reflete na substituição por tecido ósseo, uma vez que a disposição química 

pode torná-la mais ou menos degradável, tendo em vista a necessidade de se obter 

um material resistente ou não às cargas maiores, sob o aspecto funcional da 

reabilitação ortopédica. De acordo com DRY e BEEBE (1960), a química de 

superfície das HAs influencia as características de adsorção no ambiente de reparo 

ósseo. 

 

Ainda que seja um material com características de compatibilidade e 

aceitação biológica ímpares, a baixa velocidade de degradação em condições 

fisiológicas permite que as HAs estequiométricas com proporção Ca/P em torno de 

1,67 mantenha o seu volume no local implantado ao longo do tempo (WALSH et al., 

2003; TADIC et al., 2004; LILLEY et al., 2005; THIAN et al., 2006; KASAJ et al., 

2008). A velocidade de degradação esta relacionada com a área de superfície, 

composição química, características físicas, cristalinidade e carga de estresse 

mecânico (GOSAIN et al., 2002; DOROZHKIN, 2008).  

 

A versatilidade da hidroxiapatita (HA) é ainda mais promissora, tendo sido 

utilizada para o preenchimento de falhas ósseas de qualquer origem e reconstrução 

de defeitos ósseos provocados por ressecções cirúrgicas, com a possibilidade de 

inclusão de componentes moleculares orgânicos e inorgânicos da matriz óssea, 

como algumas proteínas e fatores de crescimento ósseo (URIST & STRATES, 1971; 

SCHNEIDERS et al., 2007). Pode ainda ser utilizada como revestimento de 

componentes metálicos para fixação, no revestimento da superfície de metais, 

aumentando a interação entre esta superfície e o tecido ósseo (PARK et al., 2003; 

VALLET-REGÍ & GONZÁLEZ-CALBET, 2004; MITRI et al., 2005; LIU et al., 2006; 

REIKERÅS & GUNDERSON, 2006; SATO et al., 2006; ZHU et al., 2006). Além 

disso, o Ca2+ da estrutura química (Figura 4) pode ser substituído por cátions 

bivalentes ou trivalentes, que tendem a acelerar ou melhorar o reparo do defeito pela 

maior interação molecular aos osteoblastos (SATO et al., 2006), pois alteram a 

cristalinidade, os parâmetros de rede, as dimensões dos cristais, a textura 

superficial, a estabilidade e a solubilidade da hidroxiapatita (WEBSTER et al., 2002; 

WEBSTER, 2004; CALASANS-MAIA et al., 2008; SHEPERD & BEST, 2008). 
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A hidroxiapatita, Ca
10

(PO
4
)
6
(OH)

2
, apresenta uma razão Ca/P de 1,67, 

podendo esta razão variar até 1,5 nos casos de substituições (FULMER et al., 2002). 

A HA se cristaliza no sistema hexagonal sendo que sua célula unitária contém 10 

íons cálcio (ELLIOTT, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Arranjo atômico da hidroxiapatita (Adaptado de McGREGOR, 1998). 

 

A HA sintética pode ser obtida através de diferentes rotas de síntese 

(precipitação via úmida, síntese no estado sólido, sol-gel, microondas, centrifugação, 

precipitação ultrassônica e síntese mecanoquímica) e, dependendo da rota utilizada, 

a razão Ca/P, a cristalinidade, a dimensão dos cristais, a área superficial, e, 

consequentemente, o grau de compactação, resistência mecânica e porosidade 

podem variar (SURYANARAYANA & KOCH, 2000; TORRENT-BURGUES & 

RODRIGUEZ-CLEMENTE, 2001; YEONG et al., 2001; KURIAKOSE et al., 2004; 

CAO et al., 2005; MEEJOO et al., 2006; FATHI & HANIFI, 2007; MOBASHERPOUR 

et al., 2007). 

 

As HA sintéticas são produzidas por processos que envolvem uma série de reações 

químicas utilizando, principalmente, carbonato de cálcio e ácido fosfórico. Ao final 

dessas reações de síntese, obtêm-se as cerâmicas na forma de um pó, isto é, 

constituídas por um aglomerado de partículas em simples justaposição, mantidas 

juntas por ligações muito fracas. Nessas condições, as cerâmicas apresentam quase 

nenhuma propriedade mecânica e essa forma é utilizada para a preparação de 
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amostras, chamadas de verdes, que posteriormente são submetidas ao processo de 

sinterização (ROSA et al., 2000). 

 

A sinterização é o resultado do tratamento térmico (calcinação) que é dado às 

amostras de cerâmica verde. Nesse processo ocorre a progressiva transição 

daquele estado de aglomeração, partículas em simples justaposição, para uma 

unidade na qual as partículas fundem-se umas com as outras. Durante esse 

processo, ocorrem várias modificações nas cerâmicas, tais como: diminuição da 

área de superfície, diminuição do volume da amostra, aumento da fase cristalina e 

aumento das propriedades mecânicas. A diminuição do volume da amostra se dá 

como conseqüência da densificação da cerâmica durante a sinterização, a qual, por 

sua vez, determina o nível de porosidade (ROSA et al., 2000). 

 

A presença de poros interconectados favorece a inserção, adesão, 

proliferação e diferenciação celular no interior de sua estrutura, assim como a 

proliferação vascular, mantendo a nutrição local (KAWACHI, 2000; LOGEART-

AVRAMOGLOU et al., 2005). Quando estes poros são confeccionados com 

dimensões adequadas, favorecem o crescimento do tecido ósseo, levando a uma 

união do osso neoformado com a HA (KAWACHI, 2000; GOSAIN et al., 2002; 

LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005). O tamanho mínimo dos poros necessário 

para o crescimento de células ósseas é entre 100 a 200 µm. (ZANER & YUKNA, 

1984), 200 a 300 μm (GOSAIN et al., 2004) e de 150 a 500 μm (FLECKENSTEIN et 

al., 2006).  

 

Mais recentemente, descobriu-se que há possibilidade de diminuição do 

tamanho da partícula de HA através da temperatura baixa de mistura, onde o 

aumento de área de superfície acarreta maior solubilidade e, consequentemente, 

maior degradação (BARRALET et al., 2004; LILLEY et al., 2005; GERBER et al., 

2006). 

 

2.5 AVALIAÇÃO DA COMPATIBILIDADE 
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Biocompatibilidade e biofuncionalidade são duas importantes características 

necessárias para que os biomateriais possam exercer suas funções. De acordo com 

Clemson Advisory Board for Biomaterials, um biomaterial é sistematicamente e 

farmacologicamente uma substância inerte desenhada para incorporação ou 

implantação dentro de um tecido vivo, definição que foi adotada pela 6° Annual 

International Biomaterials – 1974 (PARK, 1984). Alguns anos depois, na Conferência 

do Instituto de Desenvolvimento de Consenso em Saúde, em 1982, ficou 

estabelecido que um biomaterial seria qualquer substância (outra que não droga) ou 

combinação de substâncias, sintética ou  natural de origem, que poder ser usada por 

um período de tempo, completa ou parcialmente como parte de um sistema que 

trate, aumente ou substitua qualquer tecido, órgão ou função do corpo. WILLIAMS 

em 1987 definiu biomaterial como qualquer material não vivo usado em dispositivos 

médicos com a intenção de interagir com sistemas biológicos. De acordo com a 

Food and Drugs Administration (FDA) um biomaterial para ser considerado 

biocompatível não deve ser tóxico, carcinogênico, antigênico nem mutagênico, não 

deve interferir com a cicatrização dos tecidos lesados durante o ato cirúrgico e os 

tecidos do hospedeiro devem tolerar bem as propriedades biomecânicas dos 

materiais (HELMUS & TWEDEN, 1995). Além disso, deve ser fabricável, esterilizável 

e estável durante a implantação e quando necessário, para aplicação. Não deve ser 

corrosível, degradável (CEHRELI et al., 2003). São implantados no corpo com o 

objetivo de reposição de um tecido doente, lesado ou perdido ou de reposição de 

todo um órgão. 

 

A biocompatibilidade descreve as interações entre os sistemas vivos e o 

biomaterial implantado dentro deste sistema. Para avaliar a biocompatibilidade dos 

biomateriais utilizados nos seres humanos, os mesmos devem ser testados 

utilizando diferentes procedimentos. A biocompatibilidade de um material é 

considerada ótima se o material após a implantação permite a formação de tecidos 

normais na sua superfície e, adicionalmente, se ele estabelece uma interface 

contínua capaz de suportar as cargas que normalmente ocorrem no local da sua 

implantação (KOHN & DUCHEYNE, 1992). 
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2.5.1 CLASSIFICAÇÃO DOS BIOMATERIAIS QUANTO À RESPOSTA 

BIOLÓGICA 

 

De acordo com a resposta biológica dos tecidos aos biomateriais, podemos 

classificar os biomateriais em bioinerte, bioativo, bioreativo, biestável, biocompatível, 

biotolerante e biofuncional. 

 

2.5.1.1 Bioinerte 

 

São materiais menos suscetíveis a causar uma resposta biológica adversa 

devido a sua estabilidade química em comparação com outros materiais, são 

tolerados pelo organismo e praticamente não liberam nenhum tipo de componente. 

No entanto, esses materiais tendem a ser envolvidos por uma cápsula fibrosa que o 

isolam do meio vivo. A espessura da camada fibrosa depende de muitos fatores 

como as condições do implante, tecido e carga mecânica existente na interface. As 

cerâmicas (Zircônia e Alumina) são muito estáveis e, portanto, muito pouco 

prováveis de terem uma resposta biológica adversa (HENCH & WILSON, 1993: 

CASTNER & RATNER, 2002).  

 

Um material é bioinerte quando a interface material e tecido é estável, isto é, 

quando os componentes dos tecidos nem reagem com o biomaterial nem dissolvem 

quimicamente entre si. Quando a interface não está em equilíbrio, ou seja, quando a 

interface é instável, a relação entre material e hospedeiro é caracterizada por 

irritação, inflamação, lesão, imunogenicidade, pirogenicidade, toxicidade e 

mutagenicidade ou carcinogenicidade, evidenciando um estado de 

bioincompatibilidade, enquanto o estado de biocompatibilidade existe na ausência 

dessas características.  

 

2.5.1.2 Bioreativo 

 

Os materiais classificados como bioreativos ficam no limite entre os bioinertes 

e bioativos. No caso dos metais, adquirem a bioatividade após um tratamento de 
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ativação da superfície, como por exemplo, o titânio, o nióbio e o tântalo. Deve-se 

ressaltar que os materiais metálicos considerados bioreativos são os utilizados na 

ortopedia e na implantodontia, porém, excluindo esse grupo, a maioria dos materiais 

metálicos não é bioreativa, ficando mais próxima à classe dos materiais bioinertes 

(RATNER et al., 1996; DUCHEYNE & QIU, 1999).  

 

2.5.1.3 Bioativo 

 

O termo bioatividade é definido como sendo a propriedade de formar tecido 

sobre a superfície de um biomaterial e estabelecer uma interface capaz de suportar 

cargas funcionais (KOHN & DUCHEYNE, 1992). São os materiais que favorecem a 

ligação química entre o material implantado e o tecido ósseo (osteointegração), sem 

a presença de invólucros fibrosos. Em função da similaridade química entre tais 

materiais e a parte mineral óssea, os tecidos ósseos se ligam a eles, permitindo a 

osteocondução através do recobrimento por células ósseas. Quando o material 

bioativo é implantado no corpo, uma série de reações bioquímicas ocorre na 

interface implante/tecido. (HENCH & WILSON, 1993; BOSS, 2000). Os materiais 

bioativos podem ainda ser classificados em: 

 

Materiais Osteoindutores – são materiais que promovem uma resposta 

intracelular e extracelular na interface. Por meio desse processo uma superfície 

bioativa é colonizada pelas células-tronco livres no ambiente defeituoso como 

resultado de intervenções cirúrgicas. Como exemplo estão os biovidros que podem 

se ligar aos tecidos moles e também aos tecidos mineralizados (RIPAMONTI, 1996).  

 

Materiais osteocondutores – promovem uma superfície biocompatível que 

favorece o desenvolvimento das células ósseas. Isso ocorre quando um material 

promove somente uma resposta extracelular na interface. Como exemplo podemos 

citar a hidroxiapatita sintética (CAO & HENCH, 1996). 

 

Hidroxiapatitas bioativas é um assunto em questão visto que estimula a 

proliferação e diferenciação de fibroblastos e osteoblatos e induz a síntese de 

colágeno por essas células. O colágeno tipo III e tipo V são sintetizados no período 
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imediato após a implantação. A substituição pelo colágeno tipo I é considerada como 

um atributo à resposta de biocompatibilidade do material (BOSS, 2000). 

 

2.5.1.4 Absorvíveis 

 

São materiais que, após certo período de tempo em contato com os tecidos, 

acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Tais 

materiais são extremamente interessantes em aplicações clínicas em função de ser 

desnecessária nova intervenção cirúrgica para a sua retirada. Os principais 

exemplos desses materiais são o fosfato tricálcio (TCP) e o ácido poliático (PRADO 

et al., 2001). 

 

2.5.1.5 Biotolerante 

 

São materiais apenas toleráveis pelo organismo, sendo isolados dos tecidos 

adjacentes por meio da formação de camada envoltória de tecido fibroso. Esta 

camada é induzida por meio da liberação de compostos químicos, íons, produtos de 

corrosão e outros por parte do material implantado. Quanto maior a espessura da 

camada de tecido fibroso formada, menor a tolerabilidade dos tecidos ao material. 

Os materiais biotoleráveis são praticamente todos os polímeros sintéticos assim 

como a grande maioria dos metais. Biomateriais que não podem ser eliminados do 

corpo e são encapsulados por tecido fibroso (PIZZO, 2007). Biomateriais que não 

podem ser eliminados do corpo e são encapsulados por tecido fibroso são 

chamados de biotolerantes. 

 

2.5.1.6 Biofuncional 

 

Caracterizam-se por desempenhar funções desejadas dadas as suas 

propriedades mecânicas, químicas, ópticas e elétricas. Devem atender ao requisito 

de funcionalidade para o qual foram projetados, não estimulando ou provocando o 

mínimo de reações alérgicas ou inflamatórias. Embora este conceito seja algo não 

muito preciso, é consenso que a funcionalidade está associada à aplicação a que se 
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destina, de tal modo que um material biocompatível para uma dada função pode ser 

inadequado se usado em outras aplicações (SILVA, 1999). 

 

2.5.1.7 Bioartificiais 

 

Podem ser definidos como sendo uma combinação de materiais sintéticos e 

células vivas (HENCH & WILSON, 1993). 

 

Se o material for tóxico (bioincompatível), o tecido adjacente morre. Se o 

material não for tóxico e biologicamente inativo (quase inerte), um tecido fibroso de 

variável espessura se forma. Se o material não for tóxico e biologicamente ativo 

(bioativo), uma adesão se forma, porém se o material não for tóxico e se dissolver 

(absorvível), será substituído pelos tecidos adjacentes (RATNER et al., 1996).  

 

Os padrões de resposta dos tecidos dependem das propriedades químicas e 

físicas dos implantes assim como do potencial de reação do hospedeiro. Os fatores 

críticos abrangem a toxicidade, composição química, afinidade ou não pela água, 

tamanho, forma, peso por área, textura da superfície, superfície livre de energia, 

carga superficial, adsorção superficial de proteínas, solubilidade, porosidade, 

tamanho do poro, grau de degradação, produtos de degradação, local de 

implantação e reações específicas das espécies (RATNER e al., 1996). 

 

Segundo KOKUBO et al. (2000), um dos pré-requisitos para um material ligar-

se ao osso é a formação de uma camada de apatita biologicamente ativa na 

interface material/osso, normalmente conhecida como apatita semelhante ao osso. 

Tal camada de apatita é similar à fase mineralizada do tecido ósseo, em 

composição. Acredita-se que ela atua como sinalizadora de proteínas e células para 

iniciar a cascata de eventos que resultam na formação da estrutura óssea. Ou seja, 

os osteoblastos, células ósseas responsáveis pela produção do tecido ósseo, 

proliferam preferencialmente e se diferenciam produzindo apatita e colágeno sobre a 

camada de apatita formada anteriormente, o que favorece a união do implante com 

o osso.  
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2.5.2 Testes de Biocompatibilidade In Vivo 

 

As diversas situações que necessitam do uso de animais em pesquisas 

promoveram, ao longo da história, reflexões éticas, bioéticas, filosóficas e religiosas 

direcionadas para pesquisa em animais vertebrados (PETROIANU, 1996; SILVA, 

1997). Porém, somente na segunda guerra mundial, ocorreu uma conscientização 

mundial para a necessidade de preservação da vida humana (FAGUNDES & TAHA, 

2004). Com isso, o Código de Nurenberg (1947) determinou que a experimentação 

no homem devesse ter como substrato a pesquisa em animais, posição esta 

reforçada pela Declaração de Helsinque de 1975 (SCHANAIDER & SILVA, 2004). 

 

A avaliação da biocompatibilidade dos biomateriais constitui um pré-requisito 

para a segura e eficaz indicação clínica do material e, nesse sentido, os modelos 

experimentais utilizando animais ainda são fundamentais, pois não há modelos in 

vitro capazes de mimetizar completamente a complexidade do organismo. 

 

Os modelos são analisados de acordo com a sua pertinência, ou seja, se ele 

é capaz de representar os aspectos de um determinado processo empírico e de 

apresentar a precisão suficiente para satisfazer a proposta (FERREIRA & 

FERREIRA, 2003). Esses modelos animais são classificados de acordo com o porte 

em: pequeno (ratos, camundongos e porquinho da índia) (SANADA et al., 2003; 

SILVA et al., 2009; FERNANDES et al., 2009), médio (coelhos, mini porcos, gatos e 

cães) (MIRANDA, 2005; CASTANEDA et al., 2006; CARDOSO et al., 2007; 

CALASANS-MAIA et al., 2008) e grande (ovelhas, cabras e porcos) (MENDES et al., 

2001; DAÍ et al., 2005; GOSAIN et al., 2006; HABIBOVIC et al., 2008). 

 

2.6 A UTILIZAÇÃO DO COELHO COMO MODELO ANIMAL EM 

CIRURGIA EXPERIMENTAL 

 

A utilização de animais em experimentos tem sido muito indicada para o 

aperfeiçoamento e comprovação de procedimentos já existentes (SANADA et al., 

2003; FERREIRA et al., 2004; MIRANDA, 2005) desenvolvimento de novos 

materiais (MENDES et al., 2001; CALASANS-MAIA et al., 2008) e a compreensão 
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dos diversos processos fisiológicos e patológicos (DAI et al., 2005; CASTANEDA et 

al., 2006; CARDOSO et al., 2007). Assim, estudos pré-clínicos são a principal 

ferramenta que os pesquisadores dispõem para testar a eficácia, mimetizando o 

estudo em humanos (NOVAES Jr. & QUEIROZ, 2010). 

 

A escolha do modelo experimental é determinada por diversos fatores como 

custo, viabilidade técnica do procedimento, fundamentação científica, 

disponibilidade, aceitação da sociedade e facilidade de acomodação, base de dados 

disponível, além da similaridade com as características humanas (PETROIANU, 

1996; CALASANS-MAIA et al., 2009). O conhecimento das características ósseas 

dos animais, como microestrutura e composição óssea e processos de formação e 

reabsorção óssea são importantes para permitir a correlação dos achados com 

situações clínicas em humanos (NOVAES Jr. & QUEIROZ, 2010).  

 

Os coelhos apresentam a vantagem de facilidade de manuseio devido ao 

tamanho reduzido, além de atingirem a maturidade esquelética precocemente. O 

tamanho, contudo, limita a quantidade de materiais implantados, bem como o seu 

diâmetro, que não deve exceder 2 mm. Os coelhos ainda mostram características 

estruturais bem distintas dos humanos, com estrutura óssea primária e canais de 

ósteons dispostos paralelamente ao longo eixo do osso e renovação óssea mais 

acelerada. Contudo, são muito utilizados para avaliar biomateriais, previamente aos 

modelos animais maiores (PEARCE et al., 2007). Os coelhos brancos da Nova 

Zelândia (Oryctolagus cuniculus) são freqüentemente utilizados como modelo animal 

indicado para experimentos em diversas áreas, incluindo a ortopedia (MENDES et 

al., 2001; DAÍ et al., 2005; CASTANEDA et al., 2006) e a cirurgia crânio-maxilofacial 

(CARDOSO et al., 2007; CALASANS-MAIA et al., 2009).  

 

Como em todos os modelos experimentais, o uso dos coelhos como modelo 

experimental também apresenta vantagens e desvantagens (CALASANS-MAIA et 

al., 2008; CARDOSO et al., 2007; SCHANAIDER & SILVA, 2004), descritas a seguir: 

 

 Vantagens: 

(1) a sua fácil manutenção e observação; 
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(2) permite que se trabalhe com uma quantidade grande de indivíduos; 

(3) apresenta, em geral, ciclos vitais curtos (gestação, lactação, puberdade); 

(4) permite a padronização do ambiente; 

(5) permite a padronização genética;  

(6) permite transplantes ou transmissão de tumores e em geral existe uma 

grande quantidade de informações básicas disponíveis. 

 

Desvantagens: 

(1) vivem em ambiente totalmente artificial;  

(2) possuem uma dieta padronizada;  

(3) as doenças, quando de seu estudo, são artificialmente induzidas, na 

grande maioria dos experimentos. 

 

O conhecimento anátomo-clínico do pesquisador sobre o animal auxilia na 

escolha do modelo mais adequado. As freqüências cardíacas e respiratórias são 

muito variáveis entre as espécies. No coelho o número de batimentos cardíacos por 

minuto (bpm) oscila em torno de 200 bpm e a frequência respiratória é de 50 

incursões respiratórias por minuto (irm) (SCHANAIDER & SILVA, 2004). Dados 

biológicos, como o tempo de vida, fases do desenvolvimento e características 

reprodutivas são parâmetros fundamentais a serem controlados.  

 

Quando as pesquisas são realizadas com os animais adequados resultam em 

informações próximas das que podem ser esperadas no homem (PETROIANU, 

1996). Algumas similaridades já foram relatadas em relação à composição, 

remodelação e densidade óssea entre modelos animais e seres humanos, por 

exemplo, a densidade mineral óssea e a resistência às fraturas dos coelhos e 

humanos são muito similares (WANG et al., 1998; PEARCE et al., 2007).  

 

A anestesia de coelhos é vista pelos veterinários como um procedimento de 

alto risco, o que demanda um conhecimento do mecanismo de ação e vias de 

acesso dos anestésicos (SCHANAIDER & SILVA, 2004). Deve-se atentar para o 

custo, a viabilidade e a possibilidade de interferência das substâncias administradas 

com os parâmetros que serão analisados no experimento (HARCOURT-BROWN, 
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2002). As vias de administração da anestesia mais utilizadas são: intramuscular, 

intravenosa, intraperitoneal e inalatória, ou a combinação delas. Preparar o animal 

com anestesia intramuscular é mais cômodo e rápido do que realizar anestesia geral 

(venosa e/ou inalatória), mas pode não ser adequado ao procedimento cirúrgico. O 

monitoramento adequado (capnógrafo, cardioscópio, oxímetro, coluna de pressão 

arterial média, etc.) mostra-se essencial para o controle hemodinâmico per-

operatório, o que assegura a obtenção de dados mais confiáveis (SCHANAIDER & 

SILVA, 2004). 

 

A utilização dos animais nas pesquisas experimentais deve estar baseada em 

três aspectos: científico, ético e legal (PETROIANU, 1996). A experimentação 

animal, assim como os estudos clínicos em humanos, tem permitido a compreensão 

dos diversos processos fisiológicos e patológicos que os acometem (FERREIRA et 

al., 2005). 

 

2.7 O USO DA ESCALA NANOMÉTRICA NA BIOENGENHARIA 

 

Desde a antiguidade, o homem já se preocupava em entender o 

comportamento da matéria que constitui os corpos por meio de especulações 

filosóficas. Aristóteles (384-322 a.C.) acreditava que a matéria poderia ser dividida 

indefinidamente sem qualquer limite, entretanto, Leucipo (490/470-420 a.C.), foi o 

primeiro homem a propor que a matéria era constituída por pequenas unidades 

indivisíveis que seu discípulo Demócrito (460-370 a.C.) chamou de átomo (DURANT, 

2000; SOUZA, 2000). Da filosofia à comprovação científica quando, em 1803, Dalton 

apontou para o fato de que os componentes químicos poderiam ser explicados pelo 

agrupamento de átomos que formam unidades maiores denominadas moléculas. E 

um século adiante, o peso do trabalho de Albert Einstein explicou movimentos 

oriundos da colisão entre átomos (HAWKING, 2001). 

 

Com o passar dos séculos, viu-se que a concepção em relação à constituição 

da matéria foi mudando, à medida que novos métodos e equipamentos de 

investigação científica foram sendo aperfeiçoados e incorporados à ciência. Estudar 

os elementos constitucionais da matéria para então poder compreender e controlar o 
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seu comportamento macroscópico, ou seja, manipular os átomos e/ou moléculas 

individuais em escala nanométrica, é uma idéia relativamente recente, que só 

ganhou consistência a partir da palestra proferida na American Physical Society, em 

1959, por Richard Feynman, físico ganhador de dois prêmios Nobel (DREXLER, 

1990). 

 

Em sua palestra, intitulada There’s a plenty of room at the bottom, FEYNMAN 

(1959) mostrou que não há razões físicas que impeçam a fabricação de dispositivos 

por meio da manipulação dos átomos individuais. Propôs ainda que essa 

manipulação não só era perfeitamente possível, como também inevitavelmente 

resultaria na fabricação de dispositivos úteis para todos os campos do conhecimento 

(DURÁN et al., 2006). 

  

Nesta escala, 1 nanômetro corresponde à bilionésima parte da metro (1 nm = 

1/1.000.000.000 m = 10-9 m), ou aproximadamente a distância ocupada por cerca de 

5 a 10 átomos, empilhados de maneira a formar uma linha (Figura 5). 

Nanotecnologia pode então ser definida como a habilidade de manipulação átomo 

por átomo na escala compreendida entre 0,1 e 100 nm, para criar estruturas maiores 

fundamentalmente com nova organização estrutural. É um ramo da ciência que 

engloba a pesquisa com estruturas que tenham pelo menos uma dimensão menor 

que 100 nm, que sejam manipuladas por meio de processos que possibilitem o 

controle sobre seus atributos químicos e fisicos e possam ser combinadas para 

formar estruturas maiores (SURYANARAYANA & KOCH, 2000; CNPq, 2002; LIU & 

WEBSTER, 2007). A figura 3 mostra uma escala que abrange a faixa de domínio da 

nanotecnologia. 
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Figura 5. Região de domínio da nanotecnologia, comparada com uma faixa que 

compreende desde a macroestrutura até dimensões subatômicas (escala 

logarítmica). 

 

Toda matéria é um material em potencial. A linha divisória para que algo 

possa ser tratado como um material corresponde ao momento em que alguma de 

suas propriedades (óticas, magnéticas, mecânicas, catalíticas, elétricas etc.) lhe 

confira uma função específica. A integração entre a perspectiva macroscópica que 

caracteriza os materiais, com o enfoque atômico/molecular característico da Química 

é imprescindível para o conhecimento e controle das conexões existentes entre 

estrutura, propriedades e funções de diferentes materiais (ZARBIN, 2007).  

 

O grande impacto para a ciência é que quando as dimensões de uma porção 

de material sólido se tornam muito pequenas, suas propriedades físico-químicas 
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podem se tornar diferentes daquelas do mesmo material em escalas maiores 

(BARRALET et al., 2004). Quimicamente falando, estes materiais apresentam ao 

menos uma dimensão na faixa de tamanho nanométrica, ou abaixo do tamanho 

crítico capaz de alterar alguma de suas propriedades (ZARBIN, 2007). 

 

A notável capacidade de reconhecimento das biomoléculas quando 

combinadas com as propriedades únicas dos nanomateriais, pode levar a um novo 

patamar de substitutos teciduais. Nanorecobrimentos e materiais nanoestruturados 

criados por várias técnicas podem interagir com proteínas e, subsequentemente, 

com células fundamentais para regenerar muitos tecidos, como osso, cartilagem e 

sistemas neurais (LIU & WEBSTER, 2007).  

 

Nanocerâmicas a base de hidroxiapatita mostraram proliferação osteoblástica, 

com suas funções melhoradas sobre grânulos ou fibras de tamanho menor do que 

100 nm (WEBSTER et al., 2000). Com o advento da hidroxiapatita nanocristalina, a 

possibilidade de maior interação molecular entre o material nanoestruturado e a 

estrutura do osso mineral aumenta, através de intensa atividade celular, estimulando 

a osteogênese. A remodelação óssea pode ser mais efetiva pela mimetização da 

porosidade e da estrutura cristalina do osso. 

 

A ciência dos biomateriais para enxerto ósseo busca estimular as funções 

osteoblásticas, permitindo assim acelerar a formação de novo osso. Estudos têm 

demonstrado que o aspecto da partícula na fase nano (< 100 nm) melhora a adesão 

e a proliferação do osteoblasto, a atividade de fosfatase alcalina e a deposição de 

cálcio, o que pode favorecer o reparo ósseo de forma mais efetiva (SATO et al., 

2006). 

 

2.8 TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO DOS FOSFATOS DE CÁLCIO 

 

As técnicas de caracterização são realizadas para definir as características 

estruturais, superficiais, dissolução e composição química dos materiais, e com isso 

reunir as suas informações mais importantes. Dentre as técnicas as mais utilizadas, 

estão: Difração de Raios X (XRD) e a Espectroscopia Vibracional no Infravermelho 
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por Transformada de Fourier (FT-IR) para análise de fases cristalinas presentes; 

Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) para análises de morfologia de 

superfície e interface; Testes de Dissolução para avaliar a concentração dos íons em 

solução; e Microfluorescência de Raios X com Radiação Síncrotron (µXRF-SR) para 

a quantificação de elementos químicos. 

 

2.8.1 Análise de Difração de Raios X (XRD)  

 

Dentre as vantagens da técnica de difração de raios X para a caracterização 

de fases minerais e cristalinas, destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a 

confiabilidade dos resultados obtidos (pois o perfil de difração obtido é característico 

para cada fase cristalina), a possibilidade de análise de materiais compostos por 

uma mistura de fases e uma análise quantitativa destas fases (ALBERS et al., 2002). 

 

A técnica da difratometria dos Raios X utiliza radiação com comprimento de 

onda da mesma ordem de grandeza das distâncias interplanares existente nas 

células unitárias dos cristais; desta forma a radiação atravessa os retículos 

cristalinos, e ao atingir planos de reflexão paralelos, produz uma figura de difração. 

Cada pico obtido no difratograma é resultado da interação da radiação (sob um 

determinado ângulo em relação ao feixe incidente e amostra) com um plano 

específico do cristal. Quanto maior o ângulo do feixe difratado em relação ao 

incidente, menor o espaçamento entre planos. O arranjo espacial dos átomos numa 

célula unitária define a estrutura cristalina e os planos cristalinos existentes. O 

número e a posição dos picos no difratograma de Raios X de uma amostra 

dependem do tipo e dimensão da célula unitária (corpo centrado, face centrada, 

cúbica) e sistema cristalino de simetria (triclínico, monoclínico, tetragonal, hexagonal, 

ortorrômbico) (BISH & REYNOLDS, 1989).  

 

A partir da análise do padrão de difração é possível determinar os valores dos 

parâmetros da célula unitária de uma amostra desconhecida. Isto é feito utilizando 

programas específicos que refinam o padrão de difração experimental.  
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2.8.2 Análise de Espectroscopia Vibracional no Infra Vermelho por 

Transformada de Fourier (FT-IR) 

 

A técnica de espectroscopia no infravermelho permite observarmos as 

seguintes características dos materiais analisados: identificação da fase ou da 

presença de fases e a identificação de grupos funcionais (CO3, PO4, OH, H2O). Os 

dados obtidos por essa análise complementam os dados observados na difração de 

raios X, pois identificam a composição química dos fosfatos de cálcio. Na 

identificação do fosfato de cálcio, como a apatita, a espectroscopia de infravermelho 

identifica alguns elementos da sua composição, principalmente a substituição de 

grupos e a presença de grupos carbonato, fosfato e hidroxila. A combinação dos 

dados da análise das amostras no XRD e FT-IR fornecem informações precisas nas 

substituições encontradas na estrutura da HA (LeGEROS et al., 1995). 

 

2.8.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) 

 

A microscopia eletrônica de varredura é utilizada em várias áreas do 

conhecimento, incluindo a biológica. O uso desta técnica vem se tornando mais 

frequente por fornecer informações de detalhes da superfície do material, com 

aumentos de até 100.000 vezes, resultando assim em imagens com aparência 

tridimensional. O microscópio eletrônico de varredura é utilizado na avaliação da 

superfície de amostras espessas, não transparentes aos elétrons (KESTENBACH et 

al., 1989), sendo um equipamento versátil que permite a obtenção de informações 

estruturais e químicas de amostras diversas. A imagem eletrônica de varredura é 

formada pela incidência de um feixe de elétrons no material sob condições de vácuo. 

Um feixe fino de elétrons de alta energia varre a superfície da amostra ponto a ponto 

onde, podendo ser refletido ou produzir elétrons secundários, que correspondem a 

elétrons arrancados da amostra pelo feixe incidente. A intensidade dos elétrons 

refletidos ou dos secundários pode modular, ponto a ponto, a intensidade do sinal 

em um monitor, gerando uma imagem da superfície varrida. Os elétrons refletidos 

possuem energia aproximadamente igual à do feixe, sendo denominados 

retroespalhados (ERE) ou back scattered (BEI). Já os elétrons secundários possuem 

energia baixa (  50 eV) e trazem informação da camada mais externa da amostra.  
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A imagem por elétrons secundários provém de interações inelásticas entre 

elétrons e amostra, levando a perda de energia do feixe, com pequena mudança de 

direção dos elétrons. Fornece maior resolução de imagem, grande profundidade de 

campo, impressão tridimensional e fácil interpretação. A imagem por elétrons 

retroespalhados provém de relações elásticas entre elétrons e amostra ocorrendo a 

mudança de direção sem perda apreciável de energia, apresentando como principal 

característica o contraste de composição (GOODHEW et al., 2001).  

 

2.8.4 Testes de Dissolução em Tampões MES e HEPES 

 

Adsorção é definida como o acúmulo de matéria na interface entre a fase 

aquosa e um adsorvente sólido. Espécies adsorvidas podem ser acumuladas na 

superfície simplesmente por atração coulômbicas pela carga da superfície, ou 

podem reagir com grupos funcionais da superfície, formando uma ligação química 

específica, ou ainda, podem trocar com um constituinte do sólido para ocupar um 

sítio na estrutura superficial do adsorvente (STIPP et al., 1992). 

 

A modificação dos padrões de síntese da HA com a diminuição da 

temperatura da mistura, bem como a temperatura do tratamento térmico do material 

podem influenciar características como: solubilidade, cristalinidade, estabilidade 

térmica, atividade catalítica, rugosidade entre outras. Simular as condições de pH e 

temperatura, permite avaliar o comportamento da solubilidade de 

materiaiscerâmicos de diferentes cristalinidades (FULMER et al., 2002). 

2.8.5 Microfluorescência de Raios X por Radiação Síncrotron (XRF-SR) 

 

A Microfluorescência de Raios X é uma variante da Fluorescência de Raios X 

por Dispersão em Energia, onde um feixe de raios X microscópico é utilizado para 

excitar localmente uma pequena área da amostra (da ordem de 100 x 100 µm2 ou 

10 x 10 µm2 quando empregado capilar óptico) podendo-se realizar um 

mapeamento, ponto a ponto, da mesma. Com isso, tem-se a determinação da 

concentração elementar juntamente com o mapeamento bidimensional superficial 
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dos elementos químicos contidos na amostra. Logo, para cada ponto da amostra 

tem-se um espectro contendo todos os elementos presentes no local (LIMA, 2006). 

 

A fonte de luz Síncrotron é uma fonte de excitação que, quando utilizada 

permite alcançar baixos limites de detecção e, quando comparadas a tubos 

convencionais de raios X, é extremamente “brilhante”, ou seja, possui um alto brilho 

espectral resultando em um aumento da intensidade de raios X primários (da ordem 

de 3 à 5 vezes) (ABRAHAM et al., 2005).  

 

Uma visão esquemática da Microfluorescência de Raios X por Radiação 

Síncrotron (XRF-SR) pode ser explicada através da seguinte seqüência: a radiação 

primária, que se origina do anel de armazenamento de radiação Síncrotron (SR), é 

transformada em um microfeixe por um sistema óptico. Esse microfeixe é utilizado 

para excitar a região de interesse na amostra e, a fluorescência emergente e a 

radiação espalhada são detectadas por um detector (LIMA, 2006). 
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3. HIPÓTESE 

 

 As microesferas nanoestruturadas são biocompatíveis; 

 

 A conformação de nanopartículas de Hidroxiapatita (HA) incorporadas ao 

biomaterial proporciona uma biodegradação gradual, com maior formação óssea em 

relação à HA estequiométrica. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVOS 

 
 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar os efeitos das NanoHAs no reparo ósseo de tíbias de coelhos, em 

relação ao defeito controle (coágulo) e às HAs estequiométricas, através de análises 

histológica e histomorfométrica 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Analisar as características físicas e químicas da estrutura das 

biocerâmicas; 

 
2- Avaliação do grau de absorção (degradação) in vitro das esferas através 

de testes de dissolução, confrontando com a situação in vivo; 

 
3- Avaliar a densidade por área de osso neoformado, bem como a 

densidade por área de tecido conjuntivo fibroso entre os grupos, através de 

segmentação das imagens de microscopia em Campo Claro e Luz Polarizada; 

 
4- Avaliar o potencial osteocondutor dos biomateriais; 

 
5- Analisar a interface osso-biomaterial e a biodegradação, através da 

Microscopia Eletrônica de Varredura (BEI-SEM); 

 
6- Avaliar a distribuição elemental na interface osso-biomaterial através de 

µXRF-SR e EDS-SEM. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este estudo está de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal Fluminense, 

sob o protocolo nº 0032/08. 

 

5.1 SÍNTESE DOS MATERIAIS 

 

Foram utilizados biocerâmicas à base de hidroxiapatita de cálcio 

estequiométrica em forma de esferas, com granulometria entre 425-600 µm, em 

diferentes conformações físicas, sintetizadas pelo CBPF (Centro Brasileiro de 

Pesquisas Físicas), sob coordenação do Dr. Alexandre Malta Rossi. 

 

Uma solução de nitrato de cálcio [Ca(NO3)2.4H2O] com concentração total de 

cátions de 0,2 M, foi adicionada por gotejamento sobre uma solução de fosfato 

dibásico de amônio, (NH4)2HPO4 a 0,2 M, numa taxa de 4,5 mL/min, mantendo-se o 

pH 9 com hidróxido de amônio concentrado (NH4OH) em temperatura de 90°C e 

agitação mecânica de 240 rpm utilizando-se uma placa magnética. Esse 

procedimento configurou uma pasta homogênea de hidroxiapatita de cálcio (HA). Em 

relação à hidroxiapatita nanoestruturada (NanoHA), tal solução foi sintetizada em 

baixa temperatura, mantendo-se o alto ph, o que favoreceu o menor tamanho dos 

cristais, inferior a 12 nm. 
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Cada pasta foi extruída da seringa pelo método de gotejamento manual 

(RIBEIRO et al., 2006) numa solução de 0,1 M de Cloreto de Cálcio (CaCl2), 

conformando as partículas em formato esférico instantaneamente. Após um 

endurecimento mínimo de 30 minutos, as microesferas foram rinsadas em água e 

secas em estufa a 100° C overnight. Uma vez secas, foram então peneiradas, onde 

se obteve microesferas numa granulometria entre 425-600 µm. Os materiais então 

sofreram tratamento térmico para aumentar sua resistência, por calcinação ou por 

sinterização, conforme a tabela 1, e fornecidas esterilizadas por autoclavagem, de 

acordo com AKKUS e BELANEY (2005). 

 

TABELA 1. Materiais sintetizados e respectivos tratamentos térmicos 

Materiais Temperatura 

Hidroxiapatita Sinterizada ≥ 1000° C 

Hidroxiapatita Não-Sinterizada ≤ 800° C 

Hidroxiapatita Nanoestruturada Sinterizada ≥ 1000° C 

Hidroxiapatita Nanoestruturada Não-Sinterizada ≤ 800° C 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA 

 

Os biomateriais foram submetidos ao refinamento de análises de 

caracterização físico-química, em parceria com o Centro Brasileiro de Pesquisas 

Físicas (CBPF), formalizando características estruturais, morfologia de superfície, 

composição química e análise dos cristais, permitindo assim agrupar informações 

relevantes dos materiais.  

 

Antes da implantação nos animais, foram utilizadas as técnicas de Difração 

de Raios-X (XRD), Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada 

de Fourrier (FT-IR), Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) e Testes de 

Dissolução in vitro em tampões MES e HEPES. 

 

Após a implantação, as amostras foram analisadas por Microscopia Eletrônica 

de Varredura com Elétrons Retroespalhados e Mapeamento Elemental através da 
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Espectroscopia de Energia Dispersiva (BEI-SEM e EDS-SEM), e Microfluorescência 

de Raios X com Radiação Síncrotron (µXRF-SR). 

 

5.2.1 Difração de raios-X (XRD).  

 

Caracterização que permite investigar as possíveis fases presentes e o grau 

de cristalinidade de cada material. Os difratogramas de Raios X para as amostras de 

HA e NanoHA em pó foram obtidos no Laboratório de Cristalografia e Difração de 

Raios-X do CBPF, com o difratômetro de pó Zeiss HZG4 usando radiação de CuKα 

(= 1,5418 Å) e varredura angular de 10 – 100o com passo de 0,05/s. Os 

difratogramas obtidos foram comparados aos padrões difratométricos de fases 

individuais disponíveis para os vários fosfatos de cálcio. 

 

5.2.2 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transfornada de 

Fourier (FT-IR) 

 

A técnica de espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada 

de Fourier (FT-IR) permite identificar os grupos químicos e também determinadas 

substituições na composição química da hidroxiapatita, através da oscilação de 

frequência de vibração em infravermelho. Os espectros do infravermelho para as 

amostras em pó da HA e NanoHA foram obtidos no Laboratório de Biomateriais do 

CBPF utilizando o espectrofotômetro por transformada de Fourier da Schimadzu, IR-

Prestige 21 (Figura 4) com detector DTGS KBr (Figura 5), separador de feixes de 

KBr. A análise foi feita por transmitância utilizando pastilhas com 1% de KBr na 

região mediana do infravermelho (4000 – 400 cm-1). 

 

5.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM)  
 
 

 Das microesferas antes da implantação 

Análise que possibilita a caracterização da morfologia da superfície dos 

biomateriais. Possibilitou a obtenção de imagem detalhada da superfície das 

microesferas, que foram coladas sobre uma fita de carbono e recobertas com ouro, 
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utilizando-se aumentos de 100x para a visualização dos materiais e de 1000x para 

avaliação da superfície. As imagens resultaram de elétrons secundários (ES) e de 

observação sob condições de baixo vácuo. Foi utilizado o equipamento JEOL JSM 

5310 do Laboratório de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro (UFRJ). 

 

 Das amostras das microesferas implantadas nas tíbias dos coelhos 

Após a coleta das amostras e adequado processamento para inclusão em 

resina (descrito a seguir), os blocos referentes a cada grupo e período experimental 

foram preparados e recortados em lâminas de espessura média de 300 µm. Cada 

amostra foi acondicionada em suporte de alumínio (stubs) e colada com fita de 

carbono de alta área superficial, à temperatura ambiente de 24,0° C ± 1,0° C para 

análise no Núcleo de laboratório de Microscopia (LABMI) do INMETRO, em 

microscópio eletrônico de varredura QUANTA 200 (FEI, Inc.) com equipamento de 

espectrometria por energia dispersiva (EDS). As amostras não-metalizadas foram 

analisadas em baixo vácuo (modo ambiental), realizando-se uma varredura 

convencional (SEM) e uma análise Elemental (EDS) segmentada por área. Esta 

análise de microscopia buscou avaliar a interface osso-biomaterial, além do grau de 

biodegradação das esferas implantadas e a composição química do ambiente 

observado. 

 

5.2.4 Testes In Vitro de Dissolução com tampões MES e HEPES 

 

Permite avaliar a dissolução do cálcio e do fosfato das amostras de HA e 

NanoHA, em meios tamponados distintos. O experimento de dissolução foi feito em 

triplicata, onde a massa total das amostras em cada tubo Falcon foi de 0,05g, que foi 

incubada em 20 ml de tampões MES (pH 5,9) e HEPES (pH 7,4), sob agitação 

mecânica constante e suave (Agitador Kline CT-150) por 1 e 7 dias a 37  C. Após 

agitação, os tubos foram centrifugados a 6000 rpm por 10 minutos (Centrífuga CT-

6000 R – Cientec®) e o sobrenadante pipetado e diluído em ácido nítrico a 12,5 %. 

Com os tempos estabelecidos, alíquotas de 5 mL das soluções foram retiradas e 

filtradas através de membranas 0,22 µm (Millipore). As concentrações de Ca e P 

foram determinadas por Espectrometria de Emissão Atômica com plasma acoplado 
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indutivamente - ICP/OES, modelo OPTIMA 3000 – Perkin-Elmer (EMBRAPA 

SOLOS-RJ. 

 

5.2.5 Microfluorescência de Raios X com Radiação Síncrotron (µXRF-

SR) 

 

Foram utilizadas amostras com espessura de 200-300µm para a µFRX, 

obtidas de blocos de resina (micrótomo Isomet®), sendo uma de cada grupo em 

cada período experimental totalizando dez amostras. Os cortes não foram corados, 

nem montados em lâmina de vidro. O mapeamento Elemental através da μXRF-SR 

foi realizado no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), em Campinas – São 

Paulo, Brasil, na linha de Fluorescência de Raios X em D09-XRF (Figura 6) 

conforme proposta número 8066 e 10108 e sob a orientação da professora Dra. 

Inayá Corrêa Barbosa Lima do Laboratório de Instrumentação Nuclear (LIN) da 

COPPE-UFRJ.  

 

Um feixe claro (4 keV min – 23 keV max) foi usado para a excitação da 

amostra. Para focalizar o feixe de raios X foi utilizado um sistema ótico capilar, que é 

um dos melhores instrumentos para µXRF. Neste caso foi utilizado um capilar de 

vidro de 20 μm de diâmetro. Foi utilizada uma angulação de 45/45, o que significa 

que as amostras foram colocadas em 45º ao feixe incidente e, neste mesmo ângulo 

ao detector de estado sólido Si (Li), para a cletade radiação de raios X fluorescente. 

As medições foram realizadas em uma mesa computadorizada XYZ controlada, que 

permitiu a escolha da região de interesse (ROI) em cada amostra de osso. As 

amostras foram colocadas em um template de resina e presas com uma fita adesiva, 

onde os espectros foram direcionados diretamente no centro das amostras ósseas, 

sem envolver o template. A escolha do ROI foi feita com base na interface entre o 

osso e o implante (coágulo sanguíneo, HA ou NanoHA), definido pelo microscópio e 

a câmera CCD. O mapeamento elemental μXRF-SR foi realizado em uma área igual 

1,2 mm2, com uma resolução de imagem de 30 µm, produzindo 1.681 espectros. O 

tempo de medição por ponto foi de 10 segundos, levando cerca de quatro horas 

para completar uma única varredura. Todos os espectros de XRF foram analisados 

utilizando software QXAS / AXIL. Por fim, cada elemento foi plotado separadamente 
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sobre o mapeamento da distribuição implementada, com o apoio do programa 

auxiliar MATLAB. 

 

 

Figura 6. Vista panorâmica da localização da linha µXRF no anel do LNLS. 

 

Os biomateriais foram submetidos ao refinamento de análises de 

caracterização físico-química, em parceria com o Centro Brasileiro de Pesquisas 

Físicas (CBPF), formalizando características estruturais, morfologia de superfície, 

composição química e análise dos cristais, permitindo assim agrupar informações 

relevantes dos materiais. 

 

5.3 CARACTERIZAÇÃO DOS ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

A pesquisa foi realizada de acordo com as normas recomendadas pelo 

COBEA. Foram utilizados coelhos da raça Nova Zelândia Branca (Oryctolagus 

cuniculus) (n=12), machos e fêmeas adultos pesando entre 2000 e 3500g, oriundos 

do Laboratório de Produção de Coelhos (LPC) da Faculdade de Medicina Veterinária 

da Universidade Federal Fluminense localizado na Fazenda Escola, em Cachoeiras 

de Macacu – no estado de Rio de Janeiro. 

 

Os animais foram divididos randomicamente em 5 grupos experimentais, 

(n=5/grupo/período), os quais foram mortos em 7 e 28 dias após os procedimentos 
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cirúrgicos. A tabela 2 mostra os grupos experimentais e a disposição dos 

biomateriais: 

 

Tabela 2. Grupos experimentais e disposição nas tíbias de coelhos 

Grupos Tíbia Direita Grupos Tíbia Esquerda 

G1 Coágulo Sanguíneo (Controle) G4 NanoHA Sinterizada 

G2 HA Sinterizada G5 NanoHA Não-Sinterizada 

G3 HA Não-Sinterizada   

 

Aos grupos experimentais estarão dispostas 03 (três) perfurações na tíbia 

direita e 02 (duas) na tíbia esquerda dos coelhos, conforme a tabela 2: Durante o 

período experimental os animais foram mantidos no LPC, sendo um animal por 

gaiola tradicional em malha galvanizada medindo 0,90 x 0,60 x 0,45 m (Figura 7B), 

suspensas a 0,80 m do chão (Figura 7A). Após 30 dias de vida os coelhos foram 

desmamados e transferidos do Setor de Maternidade para o Setor de Recria. A 

alimentação após o desmame era à base de dieta padrão, constituída por 150 

gramas/dia de ração balanceada na forma peletizada (Coelhil®, da Socil), fornecida 

obedecendo a horários e quantidades regulares para evitar a formação e 

proliferação de fungos por exposição do alimento. Durante todo o experimento a 

água foi fornecida ad libitum, através de bebedouros tipo bico. 

 

 

Figura 7. A. Aspecto das gaiolas suspensas na cunicultura do LPC. B. Um animal 

por gaiola. 

 
B A 
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Todos os procedimentos a serem realizados nos animais e que pudessem 

resultar em ansiedade e/ou dor, foram conduzidos sob anestesia. Os animais foram 

privados de ração seis horas antes do ato operatório, exceto água, e pesados em 

balança digital de precisão. 

 

Os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico sob anestesia geral, 

com o médico anestesista veterinário Dr. Fábio Áscoli, e receberam como 

medicação pré-anestésica 20 mg/Kg de Cloridrato de Ketamina (Clortamina®, 

BioChimico) e 1 mg/kg de Cloridrato de Xylazina (Rompun®, Bayer), por via 

intramuscular trinta minutos antes do procedimento para diminuir o tônus vagal. 

Observando-se a ausência de reflexos à dor, os animais receberam como 

medicação anestésica Isoflurano 1% (Isoran®, BioChimico), por via inalatória 

mantida até o término do procedimento cirúrgico (Figuras 9C e 9D), e 2 ml de 

Prilocaína 3% com Felipressina (Citocaína®, Cristália Prod. Quím. Farmacêuticos), 

por via infiltrativa intramuscular. Os animais foram monitorados durante todo trans-

operatório (Figuras 9A e 9B). 

 

Para a recuperação anestésica, os coelhos foram devolvidos às suas gaiolas, 

permanecendo envoltos pelos campos operatórios, evitando-se hipotermia pós-

anestésica. Permitiu-se aos coelhos ração e água à vontade e apoio imediato dos 

membros operados. 

 

Os animais foram posicionados na mesa operatória em decúbito dorsal, com 

a cabeça hiperestendida para manter livres as vias aéreas superiores, sendo 

instalada a máscara inalatória para a manutenção anestésica (Figura 8). Após a 

realização da tricotomia nos membros posteriores dos animais, foi realizada a anti-

sepsia com solução à base de iodo degermante (Povidine® tópico, Johnson 

Diversey) (Figura 10A), seguida de acomodação dos campos cirúrgicos estéreis, 

isolando-se as regiões que serão operadas.  
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Figura 8.Centro cirúrgico veterinário com o animal em decúbito dorsal e monitorado 

para controle de pressão arterial, freqüência cardíaca e saturação de O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. A. Oxímetro de pulso para avaliação de saturação de oxigênio durante o 

procedimento cirúrgico; B.Monitor multiparamétrico para avaliação de ECG, 

saturação de O2, freqüência cardíaca e pressão arterial; C. Máscara para inalação 

do anestésico geral isoflurano a 1% no trans-operatório; D. Detalhe da máscara com 

o animal anestesiado. 

 

A B 

C D 
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Uma incisão longitudinal de aproximadamente 40 mm de comprimento foi 

realizada na região súpero-medial do membro posterior, na altura da porção 

proximal da tíbia, através do uso de cabo de bisturi n°3 (Bard Parker) e lâmina n°15 

C (Becton-Dickinson. Ind. Cirúrgica S.A.) (Figura 10B). Após a incisão da pele, sem 

comprometer tecido muscular, nova incisão foi realizada no periósteo, expondo 

tecido ósseo (Figura 10C). Com o auxílio de brocas cirúrgicas para Implantodontia 

(Surgical Kit – Compact, Conexão Máster), realizaram-se três leitos cirúrgicos na 

porção proximal da tíbia direita e dois na tíbia esquerda (Figura 10D), para a 

instalação dos biomateriais. A primeira broca utilizada foi a do tipo “lança”, seguida 

pela broca esférica de 2 mm de diâmetro, broca “pilot”, com 2 a 3 mm de 

profundidade, apenas com o rompimento da cortical óssea, numa velocidade de 

rotação em torno de 1500 RPM e intermitente, com irrigação externa profusa de 

solução fisiológica estéril (cloreto de sódio a 0,9%) (Darrow Laboratórios S.A.) na 

intenção de manter a refrigeração da região, evitando-se a necrose tecidual local e 

desnaturação das proteínas do tecido ósseo por superaquecimento. O tamanho da 

perfuração no osso foi compatível com a necessidade de acomodação dos 

biomateriais, sem condensação excessiva para evitar a proliferação de tecido 

fibroso. Na tíbia direita com 03 (três) perfurações, foram implantados 02 (dois) 

biomateriais, na sequência crânio-caudal, como se segue: 1. Sem utilização de 

material de enxerto, sendo considerado o coágulo controle; 2. HA estequiométrica 

sinterizada; e 3. HA estequiométrica não-sinterizada (Figura 10E). Na tíbia esquerda, 

foram implantados 02 (dois) biomateriais na sequência crânio-caudal: 4. HA 

Nanocristalina Sinterizada; e 5. HA Nanocristalina não-sinterizada. No total, os 

grupos experimentais contaram com 60 amostras em 12 coelhos, permitindo a 

análise estatística adequada. Para o procedimento cirúrgico foi utilizado um motor 

(SIN) de tecnologia norte-americana (Driller®), com especificações próprias para 

cirurgias implantodônticas. 

 

Após o enxerto dos biomateriais, o periósteo foi reposicionado para sutura em 

pontos simples, diretamente sobre as perfurações com fio Mononylon 5.0 

(ETHICON®, Johnson & Johnson), possibilitando orientação posterior; o plano 

muscular e a pele foram suturados em ponto contínuo com fio Mononylon 5.0 

(ETHICON®, Johnson & Johnson) (Figura 10F). Todos os animais receberam 

terapia antibiótica por meio de uma injeção intramuscular de 0,3 mg/kg de antibiótico 
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(Pentabiótico Veterinário®, Fort Dodge) e 0,3 mg/kg de meloxicam veterinário 

(Maxicam®, Ouro Fino Bem Estar Animal), em doses únicas. 

 

Figura 10. A. Membro posterior tricotomizado e asséptico; B. Incisão reta de 

aproximadamente 40 mm; C. Afastamento do tecido muscular, incisão do periósteo e 

exposição do tecido ósseo tibial; D. Perfurações de 2 mm de diâmetro com 1 cm de 

distância entre elas; E. Preenchimento das perfurações com as microesferas 

hidratadas; e F. Sutura contínua com fio mononylon 5-0. 

 

Decorridos os períodos experimentais de 7 e 28 dias, os animais foram pré-

anestesiados como descrito para os procedimentos cirúrgicos e mortos por dose 

excessiva de anestésico para coleta das amostras, seguindo as normas do COBEA. 
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Os tecidos moles foram dissecados para visualização (Figuras 11A e 11B). Os 

blocos ósseos contendo os enxertos no centro de cada bloco foram removidos 

através de um disco diamantado acoplado em mandril para peça de mão sob 

irrigação profusa (Figura 11C) e imediatamente mantidos imersos em solução 

fixadora de glutaraldeído – Glutaraldeído 25%, Cacodilato de Sódio 0,1 M e Água 

Destilada – durante um período mínimo de quarenta e oito horas e as amostras 

submetidas à inclusão em resina. As amostras foram então encaminhadas para o 

processamento histológico, no Laboratório de Bioengenharia, Materiais e 

Mineralização Biológica da UFF, sob orientação do Prof. Dr. José Mauro Granjeiro. 

 

 

Figura 11. Obtenção dos blocos ósseos. A. Aspecto clínico da tíbia direita após 28 

dias de implantação das HAs; B. Aspecto clínico da tíbia esquerda após 28 dias de 

implantação das NanoHAs; e C. Disco diamantado acoplado em mandril para peça 

de mão para o corte da tíbia e obtenção dos blocos ósseos com margem de 

segurança. 
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5.4 INCLUSÃO EM RESINA  

 

As amostras fixadas em solução de glutaraldeído sofreram desidratação com 

banhos sucessivos de álcool – álcool 70%, álcool 95% e álcool 100% absoluto – 

permanecendo 02 (dois) dias em cada solução. As amostras foram então 

diafanizadas em solução de xileno por 24 horas, seguidas de banhos consecutivos 

em 03 (três) soluções de diferentes concentrações de resina para completa 

impregnação. Solução 1 – Metil Metacrilato e Di-Butil Ftalato, na proporção 3:1 – 7,5 

ml de Metil Metacrilato e 2,5 ml de Di-Butil Ftalato para cada amostra por 02 (dois) 

dias. Solução 2 – 7,5 ml de Metil Metacrilato, 2,5 ml de Di-Butil Ftalato e 0,1 g de 

Peróxido de Benzoíla para cada amostra, também por 02 (dois) dias. Passados 

estes períodos, cada amostra foi incluída na solução 3 – 7,5 ml de Metil Metacrilato, 

2,5 ml de Di-Butil Ftalato e 0,25 g de Peróxido de Benzoíla, acomodadas em potes 

plásticos resistentes com tampa rosqueável (Labcom Materiais e Equipamentos) 

para minimizar a entrada de ar e consequente formação de bolhas. Os frascos foram 

então devidamente etiquetados, identificados e posicionados verticalmente, dentro 

de uma estufa de termômetro digital a 39° C por um período mínimo de 07 (sete) 

dias, até a sua completa polimerização (Tabela 3). 

 

TABELA 3. Seqüência de processamento da amostra não desmineralizada 

Soluções Tempo Temperatura 

Álcool 70% 2 dias 16°C 
Álcool 95% 2 dias 16°C 
Álcool 100% 2 dias 16°C 
Xilol 1 dia 16°C 
7,5 ml de metil-metacrilato 
2,5 ml de di-butil-ftalato 

2 dias 16°C 

0,1g de peróxido de benzoíla 
7,5 ml de metil-metacrilato 
2,5 ml de di-butil-ftalato 
0,25 g de peróxido de benzoíla 
7,5 ml de metil-metacrilato 
2,5 ml de di-butil-ftalato 

2 dias 
 
 
7 dias 

16°C 
 
 
39°C 

 

Posteriormente, cada bloco de resina contendo a amostra foi recortado com 

serra de ourives número 3 em arco de serra (Figura 12A), seguido de acabamento 

através de uma broca de Tungstênio (Edenta®, Labordental), remanescendo apenas 

uma fina camada recobrindo a cortical óssea. As amostras foram então posicionadas 
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num equipamento de cortes de precisão em baixa velocidade (Isomet®, Buehler), 

para cortes finos de aproximadamente 300 µm (Figura 12B). Cada corte foi então 

lavado, seco e colado (Araldite®, Brascola) sobre uma lâmina fosca de microscopia 

(Labor Slides). Após 4 horas de secagem, as lâminas sofreram acabamento e 

polimento com lixas d’água (Norton®, Saint-Gobain) de granulações decrescentes 

(400, 600, 800, 1200 e 1500), passando a uma espessura final aproximada de 40 

µm. Foram então fechadas com Entellan® (Merck©, Darmstadt, Alemanha) e 

lamínula de vidro para avaliação microscópica. 

 

Figura 12. A. Corte do excesso de resina com a utilização de arco de serra e serra 

de ourives número 3; e B. Corte de 100-200 µm da amostra no micrótomo Isomet®. 

 

5.5 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

 

As lâminas contendo as amostras não-desmineralizados foram avaliadas em 

microscopia de luz em campo claro e microscopia de polarização com compensador 

para evidenciar birrefringência do tecido ósseo e das fibras colágenas em luz 

polarizada (microscópio Zeiss-Axioplan, Alemanha – Objetiva 10x/0,30 

Acroplan.Neofluar). As imagens capturadas (Evolution MP Color 5.0, Media 

Cybernetics, Canadá) permitiram avaliações qualitativas e quantitativas da região 

intercortical relacionada ao local enxertado, através de segmentação pelo programa 

Image Pro Plus® (Media Cybernetics, L. P., Silver Spring, MD.), a fim de mensurar as 

características do osso neoformado e sua interface com o osso pré-existente e os 

biomateriais, bem como análise estatística pertinente. 

 



76 

 

Foram fotografados 4 campos compreendendo dois pontos a partir das 

corticais em cada corte histológico, correspondente a 4 biomateriais e 1 controle por 

animal que geraram 55 cortes, perfazendo um total de 220 imagens digitais. Antes 

da colocação da lâmina na platina do microscópio, sua limpeza foi feita com lenço de 

papel para remoção de impurezas. A iluminação do microscópio foi mantida 

constante durante todas as sessões de captura de imagem e a objetiva escolhida 

para a captura foi a de 10X por propiciar um bom campo de observação, além de 

permitir o detalhamento morfológico do tecido. 

 

A análise histomorfométrica foi realizada com o auxílio do programa Image 

Pro Plus®, no qual foi realizada a segmentação das imagens para obtenção de 

densidade por área de osso neoformado e de tecido conjuntivo (APFEL et al., 2002; 

MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). As imagens foram delimitadas na região de 

interesse, seguida de segmentação do tecido ósseo neoformado e do tecido 

conjuntivo, definidos separadamente (Figura 13). Os dados obtidos dos cortes 

histológicos dos 5 grupos experimentais foram tabulados (Figura 14) para análise 

estatística pertinente. Neste contexto, utilizamos os programas GraphPad InStat 

versão 3.01 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA) e GraphPad Prism 

versão 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EUA), 

analisando os grupos experimental e controle através da comparação entre as 

densidades por área de osso neoformado e de tecido conjuntivo na região entre as 

corticais do defeito da tíbia dos animais e na interface osso e esferas 

remanescentes, em cada período experimental (7 e 28 dias). As médias e desvios 

padrão obtidos foram submetidos à análise de variância ANOVA com pós-teste de 

Tukey (se p<0,05).  
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Figura 13. A. Delimitação da área entre as corticais ósseas; B. Área selecionada do 

segmento correspondente ao tecido ósseo neoformado; C. Área selecionada do 

segmento correspondente ao tecido conjuntivo; e D. Área selecionada total para 

contagem de tecido ósseo e conjuntivo (objetiva de 10 X, Luz Polarizada com 

Compensador). 
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Figura 14. Planilha do software Excel com contagem das áreas de interesse de osso 

neoformado e tecido conjuntivo,dos grupos e períodos experimentais. 
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6. RESULTADOS 

 
 

6.1 CARACTERIZAÇÕES FÍSICO-QUÍMICA DOS MATERIAIS 

 

As amostras de hidroxiapatita e nanohidroxiapatita, sinterizadas e não-

sinterizadas, tiveram suas características físicas e químicas avaliadas antes e após 

a implantação nos animais. 

 

6.1.1 Antes da implantação 

 

6.1.1.1 Análise de Difração de Raios-X (XRD) 

 

Os difratogramas de Raios X realizados nas hidroxiapatitas e 

nanohidroxiapatitas mostram espectros similares, condizentes com as fases 

cristalinas de materiais biocerâmicos à base de apatitas. Entretanto, os picos 

espectrais são mais intensos nos materiais sinterizados, onde o tratamento térmico 

acima de 1000° C aumenta sua cristalinidade, como mostra a Figura 15. Os picos 

menores dos materiais não-sinterizados mostram as mesmas fases cristalinas dos 

materiais sinterizados. Independente da síntese de cada material, todos mantiveram 

os mesmos padrões difratométricos. 

 

6.1.1.2 Análise de Espectroscopia Vibracional no Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FT-IR) 
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Os espectros de infravermelho das hidroxiapatitas e nanohidroxiapatitas antes 

da implantação mostram bandas na faixa de comprimento de onda aproximado de 

1000 cm-1 correspondente ao grupamento funcional fosfato (PO4)
3-. O comprimento 

de onda na faixa de 3500-3600 cm-1 corresponde às bandas de hidroxilas (OH-1) e 

as bandas de comprimento de onda aproximado entre 1450-1600 cm-1 sugerem a 

presença de carbonato (Figura 16). 

 

6.1.1.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) 

 

A técnica de microscopia de varredura detalhou a morfologia de superfície 

das amostras de hidroxiapatita e Nanohidroxiapatita, nos aumentos de 100 X e 1000 

X. Notam-se superfícies bem irregulares com maior número de fendas e poros, 

característica comum, sobretudo nos materiais não-sinterizados. A superfície da HA 

e NanoHA sinterizadas se mostraram mais coesas (Figura 17) 

 

6.1.1.4 Análises de Dissolução em Tampões MES e HEPES 

 

Os ensaios de dissolução in vitro foram realizados nos tempos de 1 e 7 dias 

para as amostras dos quatro materiais estudados, em triplicata. Observa-se no 

tampão MES (pH 5,9) que as concentrações de cálcio e fósforo são muito maiores 

que no tampão HEPES (pH 7,4), em ambos os períodos estudados (Figuras 18 e 

19). Os materiais se solubilizam mais em meio mais ácido. Nota-se ainda que os 

materiais não-sinterizados liberam mais Ca e P que os sinterizados, bem como as 

Nanohidroxiapatitas em relação às hidroxiapatitas. 



81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Difratogramas mostram picos maiores nos materiais sinterizados (B e D), denotando maior cristalinidade que os 

materiais não-sinterizados (A e C). 
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Figura 16. Bandas espectrais similares quanto aos seus grupamentos químicos característicos de biocerâmicas à base de 

hidroxiapatita. Bandas típicas de Fosfato (*), Carbonato (#) e hidroxila (x). 
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Figura 17. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) das microesferas permite 

visualizar a superfície irregular dos biomateriais (A, B, C e D), aumento de 100 X. 

Notam-se fendas e grandes irregularidades (E, F, G e H), sobretudo nos materiais 

não-sinterizados (F e H), aumento 1000X. 

H 

A B 

C D 

E F 

G 
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Figura 18. Teste de Dissolução em tampão HEPES - pH 7.4, revelando maior 

solubilidade de Ca em relação a P em todos os grupos. As colunas mostram um 

aumento significativo de solubilidade das NanoHAs. 

 

Figura 19. Teste de Dissolução em tampão MES - pH 5.9, mostrando grande 

solubilidade de Ca e P em meio mais ácido, sendo o Ca mais solúvel que P, 

sobretudo nas NanoHAs. HA sinterizada teve um comportamento similar ao pH 

maior do outro tampão, ou seja, uma dissolução significativamente menor. 
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6.1.2 Após a implantação 

 

6.1.2.1 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

Após a implantação foi realizada a microscopia eletrônica de varredura nas 

amostras incluídas em resina dos quatro grupos e nos dois períodos experimentais 

avaliados. Foi realizada a análise das imagens eletrônicas de varredura com 

elétrons retro-espalhados e análise da composição química Elemental através da 

Energia Superficial Dispersiva. 

 

Na análise da composição química, o mapeamento Elemental através da EDS 

detectou a presença dos elementos Cálcio e Fósforo em todas as amostras, tanto 

nos tecidos ósseos pré-existente e neoformado como nas microesferas 

biodegradadas, parcial ou totalmente. A presença de Carbono foi evidente nos 

espaços onde inexistiam tecidos neoformados ou biomateriais. (Figuras 20-27, itens 

A, B e C). 

 

As imagens com elétrons retroespalhados revelaram o início de formação 

óssea de maneira centrípeta em direção às esferas aos 7 dias de implantação, 

inclusive com esferas particuladas e algumas fragmentadas (Figuras 20A, 22A, 24A 

e 26A), sobretudo nos materiais não-sinterizados. Aos 28 dias pós-operatórios, 

observamos formação de novo osso permeando as esferas, em íntimo contato com 

as mesmas, sugerindo osteocondução. Nos grupos de materiais não-sinterizados, 

houve grande biodegradação das esferas e sua substituição por novo osso (Figuras 

23A e 27A). 
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 HA Sinterizada – 7 dias 

 

Figura 20. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo HA Sinterizada 7 dias. A. 

BEI-SEM mostra presença de osso neoformado (ONF), crescimento centrípeto do 

osso pré-existente cortical (OPE) em direção às esferas de hidroxiapatita (HA) 

preservadas. Mapeamento Elemental através de EDS-SEM, indicando em: B. 

Presença de Ca; C. Presença de P; e D. Presença de O. 
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 HA Sinterizada – 28 dias 

 

Figura 21. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo HA Sinterizada 28 dias. A. 

BEI-SEM mostra presença de osso neoformado (ONF) permeando as esferas de 

hidroxiapatita (HA) preservadas – nota-se o contato justaposto na interface osso-

biomaterial, indicando osteocondução e biocompatibilidade. Mapeamento Elemental 

através de EDS-SEM, indicando em: B. Presença de Ca; C. Presença de P; e D. 

Presença de O. 
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 HA Não-Sinterizada – 7 dias 

 

Figura 22. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo HA Não-Sinterizada 7 dias. 

A. BEI-SEM mostra a fragmentação das esferas de hidroxiapatita (HA). Mapeamento 

Elemental através de EDS-SEM, indicando em: B. Presença de Ca; C. Presença de 

P; e D. Presença de O. 
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 HA Não-Sinterizada – 28 dias 

 

Figura 23. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo HA Não-Sinterizada 28 dias. 

A. BEI-SEM mostra presença de osso neoformado (ONF) permeando as esferas de 

hidroxiapatita (HA) fragmentadas, com tons mais claros, bem como a ligação entre 

as duas corticais do defeito de 2 mm com a formação de novo osso – nota-se o 

contato justaposto na interface osso-biomaterial degradado, indicando 

osteocondução e biocompatibilidade. Mapeamento Elemental através de EDS-SEM, 

indicando em: B. Presença de Ca; C. Presença de P; e D. Presença de O. 
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 NanoHA Sinterizada – 7 dias 

 

Figura 24. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo NanoHA Sinterizada 7 dias. 

A. BEI-SEM mostra presença de osso neoformado (ONF): crescimento centrípeto do 

osso pré-existente cortical (OPE) em direção às esferas de nanohidroxiapatita (NHA) 

preservadas. Mapeamento Elemental através de EDS-SEM, indicando em: B. 

Presença de Ca; C. Presença de P; e D. Presença de O. 
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 NanoHA Sinterizada – 28 dias 

 

Figura 25. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo NanoHA Sinterizada 28 dias. 

A. BEI-SEM mostra presença de osso neoformado (ONF) permeando as esferas de 

nanohidroxiapatita (NHA) preservadas, em tons mais claros – nota-se o contato 

justaposto na interface osso-biomaterial, indicando osteocondução e 

biocompatibilidade. Mapeamento Elemental através de EDS-SEM, indicando em: B. 

Presença de Ca; C. Presença de P; e D. Presença de O. 
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 NanoHA Não-Sinterizada – 7 dias 

 

Figura 26. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo NanoHA Não-Sinterizada 7 

dias. A. BEI-SEM mostra a fragmentação das esferas de nanohidroxiapatita (NHA) e 

o crescimento centrípeto de osso neoformado (ONF), partindo do osso nativo (OPE) 

em direção ao nanomaterial biodegradado. Mapeamento Elemental através de EDS-

SEM, indicando em: B. Presença de Ca; C. Presença de P; e D. Presença de O. 
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 NanoHA Não- Sinterizada – 28 dias 

 

Figura 27. Micrografia (BEI-SEM e EDS-SEM) do grupo NanoHA Não-Sinterizada 28 

dias. A. BEI-SEM mostra presença de osso neoformado (ONF) permeando as 

esferas de nanohidroxiapatita (HA) biodegradadas, com tons mais claros – nota-se o 

contato justaposto na interface osso-biomaterial, indicando osteocondução e 

biocompatibilidade. Mapeamento Elemental através de EDS-SEM, indicando em: B. 

Presença de Ca; C. Presença de P; e D. Presença de O. 
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6.1.2.2 Análise por Microfluorescência de Raios X com Radiação 

Síncrotron (µXRF-SR) 

 

Esta técnica permitiu acompanhar, em tempo real, a imagem da amostra 

sendo analisada durante todo o processo, com centenas de pontos inspecionados 

por região delimitada. Em todos os períodos foram detectadas intensidades de cálcio 

para as esferas de HA e NanoHA e intensidade de zinco mais predominante aos 28 

dias. A intensidade de cálcio é menor nas áreas de osso neoformado aos 7 dias, em 

relação à área correspondente ao osso pré-existente. Aos 28 dias o osso 

neoformado mostrou uma alta intensidade de cálcio e aumento da intensidade do 

zinco (Figuras 28 a 35). É possível observar a neoformação óssea de maneira 

centrípeta, em direção às microesferas enxertadas, permeando e envolvendo os 

biomateriais. A figura 34 mostra espectros de µXRF-SR característicos de osso 

cortical da tíbia do coelho, HA sinterizada e nanoHA não-sinterizada. Os maiores 

picos de µXRF-SR foram espectros de Ca, indicados na imagem, entretanto outros 

picos foram evidentes e corresponderam aos elementos P, Fe, Cu, Zn, As e Sr. A 

presença de P, Zn e Sr tem relação com a formação de tecido ósseo, porém é 

possível observar a presença de As no espectro do osso, fato um tanto quanto 

incomum.  
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Figura 28. A. Imagem de HA Sinterizada após 7 dias de implantação durante a 

análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; e C. 

Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 29. A. Imagem de HA Sinterizada após 28 dias de implantação durante a 

análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; e C. 

Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 30. A. Imagem de HA Não-Sinterizada após 7 dias de implantação durante a 

análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; e C. 

Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 31. A. Imagem de HA Não-Sinterizada após 28 dias de implantação durante a 

análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; e C. 

Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 32. A. Imagem de NanoHA Sinterizada após 7 dias de implantação durante a 

análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; e C. 

Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 33. A. Imagem de NanoHA Sinterizada após 28 dias de implantação durante 

a análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; e C. 

Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 34. A. Imagem de NanoHA Não-Sinterizada após 7 dias de implantação 

durante a análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; 

e C. Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 35. A. Imagem de NanoHA Não-Sinterizada após 28 dias de implantação 

durante a análise de µXRF-SR; B. Imagem do espectro de intensidade para o cálcio; 

e C. Imagem do espectro de intensidade para o Zinco. 
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Figura 36. Espectros de μXRF-SR característicos de osso cortical da tíbia dos animais, HA sinterizada e NanoHA não-sinterizada. 

Os maiores picos do espectro de μXRF-SR para Ca estão indicados, bem como os menores picos de P, Fe, Cu, Zn, As e Sr. 
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6.2 O COELHO COMO MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL 

 

Os animais toleraram satisfatoriamente os procedimentos anestésicos, pré e 

pós-cirúrgicos, não havendo complicações ou percalços. Os biomateriais foram 

conduzidos aos leitos cirúrgicos deforma adequada, onde foi notado que as 

nanoHAs apresentaram maior facilidade de acomodação. Tivemos o óbito de um 

coelho do grupo de 28 dias, que morreu aos 13 dias depois dos procedimentos 

cirúrgicos, devido à septicemia. Após os períodos experimentais, os animais foram 

eutanasiados e notou-se clinicamente a ausência de esferas residuais nas 

perfurações preenchidas com os materiais não-sinterizados e, em alguns animais, 

formação completa de tecido ósseo nestes locais, aos 28 dias. 

 

6.3 MICROSCOPIA DE LUZ EM CAMPO CLARO E LUZ POLARIZADA  

 

As amostras não-desmineralizadas foram avaliadas através da microscopia 

de luz em campo claro e da microscopia de polarização com e sem compensador. 

Podemos observar que houve crescente formação de tecido mineralizado de 7 até 

28 dias, em todos os grupos pela orientação das fibras colágenas. Os materiais 

sinterizados apresentaram pequena biodegradação em relação aos não-sinterizados 

e, consequentemente, resultaram em pouca formação de tecido ósseo – grupos 2 e 

4. Os grupos 3 e 5 (HA e NanoHA não-sinterizadas), respectivamente, mostraram-se 

mais solúveis no meio biológico, fato que evidenciou maior quantidade de tecido 

ósseo neoformado. Os grupos controle foram os que mostraram maior quantidade 

de tecido ósseo. 

 

A microscopia com luz polarizada com compensador é indicada para analisar 

os eixos cristalográficos da hidroxiapatita. Observamos nessa técnica a presença de 

osso neoformado sobretudo nos grupos de HA e NanoHA, ambos não-sinterizados, 

em todos os períodos estudados e sempre na direção osso pré-

existente/microesferas de forma centrípeta, além da presença de diferentes direções 

das fibras colágenas como mostrado nas figuras 37A, 39A e 43A. Nos grupos com 

materiais sinterizados, as esferas mantiveram seu formato, mesmo aos 28 dias, não 

favorecendo sua biodegradação (Figuras 40 e 44). Entretanto houve formação de 
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tecido ósseo permeando as microesferas, sejam elas biodegradadas em maior grau, 

como nos grupos 3 e 5, ou em menor intensidade, como nos grupos 2 e 4, o que 

denota osteocondução. 

 

A microscopia de polarização é indicada para observação de estruturas 

birrefringentes (estruturas anisotrópicas como o osso). Quando a luz penetra no 

osso produz um tipo de vibração luminosa que passará, ficando brilhante, enquanto 

o restante do material (resina e tecido conjuntivo) permanece escuro. Observamos 

pequena quantidade de cristais organizados no período de 7 dias, aumentando aos 

28 dias. Nota-se que a birrefringência do osso neoformado é similar à do osso pré-

existente, em todos os grupos estudados. 

 

 

Figura 37. Fotomicrografias do grupo controle (G1 7 dias) sem material implantado. 

Imagens de microscopia de luz polarizada (A) e luz polarizada com compensador 

(B), que mostram a orientação dos cristais (*), indicando início de formação óssea 

centrípeta a partir das corticais (OPE). (Objetiva 10X). 
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Figura 38. Fotomicrografias do grupo controle (G1 28 dias) sem material implantado. 

Imagens de microscopia em campo claro (A) e luz polarizada com compensador (B) 

mostram completa mineralização ocluindo o defeito com osso neoformado reticular 

(ONF) similar ao osso pré-existente (OPE). (Objetiva 10X). 

 

 
Figura 39. Fotomicrografias do grupo HA Sinterizada – G2 7 dias. Imagens de 

microscopia em luz polarizada (A) e luz polarizada com compensador (B) mostram 

início de organização dos cristais (*) entre as esferas de hidroxiapatita (HA) 

preservadas, partindo do osso pre-existente. (Objetiva 10X). 

 

Figura 40. Fotomicrografias do grupo HA Sinterizada – G2 28 dias. A. Imagem de 

microscopia em luz polarizada evidenciando a birrefringência do osso neoformado, 

similar ao osso nativo (OPE). B. Imagem de microscopia em luz polarizada com 

compensador mostra a formação de tecido ósseo (#) permeando as microesferas 

(HA) pouco degradadas na superfície, circundadas por tecido conjuntivo (TC). 

(Objetiva 10X). 
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Figura 41. Fotomicrografias do grupo HA Não-Sinterizada – G3 7 dias. A. Imagem de 

microscopia em campo claro mostra o biomaterial (HA) parcialmente fragmentado 

em grande parte do defeito, a partir da cortical do osso pré-existente (OPE). B. 

Imagem de microscopia em luz polarizada com compensador revela pequena 

degradação das esferas (HA). (Objetiva 10X). 

 

 

Figura 42. Fotomicrografias do grupo HA Não-Sinterizada – G3 28 dias. Imagens de 

microscopia em luz polarizada (A) e luz polarizada com compensador (B) mostram 

formação óssea ocluindo o defeito. Maior parte das microesferas foi degradada (HA) 

dando lugar ao osso neoformado (ONF), este com birrefringência semelhante ao 

osso pré-existente (OPE), indicando osteocondução. (Objetiva 10X). 
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Figura 43. Fotomicrografias do grupo NanoHA Sinterizada – G4 7 dias. Imagens de 

microscopia em luz polarizada (A) e luz polarizada com compensador (B) mostrando 

início de organização dos cristais (#) de forma centrípeta a partir do osso pré-

existente (OPE), evidenciando a birrefringência (*) semelhante. Esferas de nanoHA 

(NHA) preservadas, mas as fibras se dirigem a elas, sugerindo osteocondução. 

(Objetiva 10X). 

 

 

Figura 44. Fotomicrografias do grupo NanoHA Sinterizada – G4 28 dias. A. Imagem 

de microscopia em luz polarizada mostra a birrefringência (*) do osso neoformado, 

indicando sua mineralizaçao entre as esferas (NHA) ainda preservadas neste 

período, similar ao osso pré-existente (OPE). B. Imagem de microscopia em luz 

polarizada com compensador evidencia a formação de novo osso (ONF) permeando 

as esferas remanescentes (NHA) em íntimo contato, sugerindo osteocondução. 

(Objetiva 10X). 
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Figura 45. Fotomicrografias do grupos NanoHA Não-Sinterizada – G5 7 dias. A. 

Imagem de microscopia em campo claro mostra as esferas (NHA) multifragmentadas 

na região do defeito, próximo ao osso pré-existente (OPE). B. Imagem de 

microscopia em luz polarizada com compensador evidencia início de formação 

óssea (#) a partir da cortical (OPE), em direção ao biomaterial (NHA) fragmentado. 

(Objetiva 10X). 

 

 

Figura 46. Fotomicrografias do grupo NanoHA Não-Sinterizada – G5 28 dias. A. 

Imagem de microscopia em luz polarizada mostra a birrefringência (*) do osso 

neoformado similar ao osso pré-existente (OPE), indicando sua mineralizaçao entre 

as esferas remanescentes fragmentadas (NHA). B. Imagem de microscopia em luz 

polarizada com compensador evidencia a formação de novo osso (ONF) ocluindo o 

defeito entre as corticais (OPE). Há presença de pouco remanescente do biomaterial 

(NHA), biodegradado em grande parte do defeito e substituído por osso neoformado 

(ONF). (Objetiva 10X). 
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6.4 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

 

A análise histomorfométrica foi realizada com o auxílio do programa Image Pro 

Plus®, no qual foi realizada a segmentação das imagens para obtenção do percentual 

de osso neoformado e tecido conjuntivo. As médias e desvios padrão obtidos foram 

submetidos à análise de variância ANOVA com pós-teste de Tukey (se p<0,05). 

Foram utilizados os programas GraphPad InStat versão 3.01 (GraphPad Software, 

San Diego, California, EUA) e GraphPad Prism versão 4.00 para Windows (GraphPad 

Software, San Diego, California, EUA). 

 

Os resultados revelaram que a densidade por área de osso neoformado foi 

crescente do 1º ao 2º período experimental (7 aos 28 dias), com diferença estatística 

entre os períodos, nos grupos G1 e G3 (p<0,001) e G2 e G5 (p<0,01), exceto no 

grupo G4, sem diferença estatística. O grupo controle (G1) teve porcentagem de 

formação óssea maior do que todos os outros grupos no período de 7 dias, sendo 

estatisticamente significativo: G1 – G2, G3, G4 e G (p<0,001). Neste mesmo 

período, foi encontrado resultado significante entre G4-G5 (p<0,01). Aos 28 dias, 

encontrou-se diferença estatística entre o grupo controle e os demais grupos 

enxertados: G1 – G2 e G4 (p<0,001) e G1 – G3 e G5 (p<0,01). Entre os grupos G2-

G4 (p<0,05). Diferenças também foram notadas entre os grupos G3-G4 e os grupos 

G4-G5 (p<0,001). Observou-se que os grupos com materiais não-sinterizados 

tiveram uma porcentagem de formação de tecido mineralizado acentuada em 

relação aos materiais sinterizados, ainda que significativamente aquém do grupo 

controle (Figura 47). 

 

Ao contrário do tecido ósseo neoformado, a formação de tecido conjuntivo foi 

ligeiramente decrescente dos 7 aos 28 dias, exceto em relação ao grupo G2, porém 

sem diferença estatística entre os períodos. Aos 7 dias, a densidade por área de 

tecido conjuntivo foi estatisticamente significante em relação aos grupos G1-G2 

(p<0,05), G1-G4 (p<0,01) e aos grupos G2-G3 e G3-G4 (p<0,01). Aos 28 dias, a 

porcentagem deste tecido entre os grupos G2-G4, G3-G4 e G4-G5 teve significância 

estatística (p<0,05) (Figura 48). 
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Figura 47. Densidade por área de tecido ósseo neoformado nos dois períodos 

experimentais. * corresponde ao valor de p<0,05; ** é o valor de p<0,01; e *** para 

p<0,001 – diferenças estatisticamente significativas (ANOVA e pós-teste de Tukey, 

para p<0,05). As barras indicam o desvio padrão. 

 

Figura 48. Densidade por área de tecido conjuntivo nos dois períodos experimentais. 

* corresponde ao valor de p<0,05; e ** é o valor de p<0,01 – diferenças 

estatisticamente significativas (ANOVA e pós-teste de Tukey, para p<0,05). As 

barras indicam o desvio padrão. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. DISCUSSÃO 

 
 
Com os avanços da bioengenharia, o tratamento de defeitos ósseos tem 

melhorado através de pesquisas experimentais in vitro e in vivo utilizando avaliações 

mais refinadas do comportamento dos biomateriais desenvolvidos. Neste estudo, 

fizemos a avaliação in vitro das propriedades físicas e químicas de quatro 

biomateriais sintéticos à base de hidroxiapatita (HA), bem como seu desempenho in 

vivo em perfurações circulares de tíbias de coelhos, em períodos experimentais 

distintos de 7 e 28 dias após a implantação.  

 

Atualmente a hidroxiapatita é o biomaterial cerâmico à base de fosfato de 

cálcio mais estudado em pesquisas experimentais, e a mais utilizada para 

aplicações clínicas como substitutos ósseos. Tal fato se deve, entre outros fatores, 

principalmente por apresentarem ausência de toxicidade local ou sistêmica, 

ausência de respostas a corpo estranho ou inflamações, e aparente habilidade em 

se ligar ao tecido hospedeiro (KAWACHI et al., 2000). Por ter características 

biocompatíveis, osteocondutoras e serem físico-quimicamente versáteis, sua 

utilização na cirurgia ortopédica reconstrutora é bem heterogêneo, sendo blocos, 

cimentos, grânulos, microesferas e recobrimentos de superfície as formas 

disponíveis mais comuns (KAWACHI et al., 2000; LILJENSTEN et al., 2003; BIGI et 

al., 2005; MITRI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2006; CALASANS-MAIA et al., 2008). 

 

Novas tecnologias e o desenvolvimento científico da bioengenharia de tecidos 

e a ciência dos materiais favorecem o aperfeiçoamento de métodos de síntese e o 

surgimento de novos biomateriais, que necessitam ser exaustivamente avaliados 
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através de estudos in vitro e pesquisas experimentais pré-clínicas in vivo, antes da 

sua aplicação em humanos. A escolha do modelo animal ideal é fundamental para a 

adequada avaliação do material a ser estudado, pois quanto maior a semelhança 

das características fisiológicas, anatômicas e orgânicas com o ser humano, maior a 

aplicabilidade das conclusões obtidas (SCHANAIDER & SILVA, 2004). 

 

Os materiais foram sintetizados em pH elevado - > 10 (OLIVEIRA et al., 2003; 

NARAYAN et al., 2004; KUMTA et al., 2005), com a mistura feita sob aquecimento e 

agitação para a hidroxiapatita de cálcio a 90° C (SUVOROVA & BUFFAT, 1999; 

MAVROPOULOS et al., 2002; ARAÚJO et al., 2005; PEZZATINI et al., 2006), apesar 

de outros estudos mencionarem o método hidrotérmico a 200° C (XIAO et al., 2008). 

A síntese da hidroxiapatita nanocristalina ocorreu em baixa temperatura, apesar do 

pH elevado, configurando cristais de apatita menores e menos densas (BARRALET 

et al., 2004), diferentemente de algumas metodologias que  procederam a mistura 

em temperatura ambiente ou sob aquecimento (LILLEY et al., 2005; PEZZATINI et 

al., 2006; BALASUNDARAM et al., 2006;  NAYAR et al., 2006; SATO et al., 2006; 

ZHU et al., 2006; WANG & SHAW, 2009; ZHANG et al., 2009). Com o método de 

gotejamento, conseguimos definir a forma de esferas de tamanho micrométrico, 

onde partículas menores facilitam a manipulação e acomodação no leito cirúrgico, 

também de acordo com LILJENSTEN et al., em 2003. 

 

Para assegurar uma melhor resistência mecânica e organizar a rede cristalina 

dos materiais, o tratamento térmico dos precipitados secos é essencial. Neste 

estudo, os materiais sofreram processos de aquecimento distintos, onde uma parte 

foi calcinada sob temperaturas graduais não excedendo os 800° C, concordando 

com alguns relatos (RAGEL et al., 2002; WANG & SHAW, 2009; ZHANG et al., 

2009), e a outra foi submetida à sinterização, onde a temperatura variou de 1000° C 

a 1200° C (DACULSI & LEGEROS, 1996; OONISH et al., 1999; OONISH et al., 

2000; REDEY et al., 2000; CHERN LIN et al., 2001; TONG et al., 2001; RAGEL et 

al., 2002; BLOEMERS et al., 2003; LU et al., 2004; KUMTA et al., 2005; 

MASTROGIACOMO et al.,2006; NAYAR et al., 2006; SATO et al., 2006; WANG & 

SHAW, 2009; ZHANG et al., 2009; DOROZHKIN, 2010). Alguns estudos, no entanto, 

ponderam que a sinterização de materiais nanocristalinos pode ocorrer em 

temperaturas menores que as convencionadas, entre 400-600°C  
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(SURYANARAYANA & KOCH, 2000; ZHANG et al., 2009). Evitou-se, dessa forma, 

tornar a HA instável sob temperaturas superiores a 1300° C (DOROZHKIN, 2010).  

 

Após o processo de tratamento térmico, as microesferas foram dispostas em 

tubos eppendorf acondicionados numa estante e esterilizados por autoclavagem, 

numa temperatura com o ciclo não superior a 135° C sob 2,2 kgf/cm2 de pressão. Tal 

preocupação com a assepsia na manipulação é condição sine qua non para que a 

resposta biológica do tecido hospedeiro aos biomateriais implantados aconteça 

apenas pela interação entre ambos (HOFMANN et al., 2005). Os procedimentos 

cirúrgicos foram realizados em condições assépticas, através de assepsia da mesa 

cirúrgica, campos esterilizados e degermação e anti-sepsia das regiões operadas, 

obedecendo então às regras de biossegurança.  

 

No presente estudo, observamos na difração de Raios-X que os 

difratogramas para as apatitas não sinterizadas apresentam picos menores que as 

sinterizadas, sugerindo que estas biocerâmicas sejam mais solúveis (FULMER et al., 

2002; KUMTA et al., 2005). A influência do tratamento térmico sobre as 

propriedades físicas e químicas dos biomateriais é inquestionável, sobretudo no que 

se refere à solubilidade e resistência mecânica (LeGEROS, 1988). Na difração de 

raios-X, a sinterização das esferas de HA e NanoHA utilizadas gerou picos 

espectrais mais intensos, assegurando boa resistência mecânica (TONG et al., 

2001; FULMER et al., 2002; WANG et al., 2003; WU & BOSE, 2005), ao passo que a 

calcinação também conferiu resistência, porém com espectros menores nos 

materiais análogos (KUMTA et al., 2005; BALASUNDARAM et al., 2006; NAYAR et 

al., 2006). CELOTTI et al., em 2006, relataram que HAs de natureza nanocristalina 

conseguem manter a estrutura cristalina característica, coincidindo com os 

difratogramas de nosso estudo, que mostraram similaridade das fases presentes 

independente do tamanho dos cristais, apesar da variação no grau de cristalidade, o 

que caracteriza todos os materiais analisados como hidroxiapatita. As bandas de 

absorção presentes na espectroscopia FT-IR das esferas foram características de 

grupamentos químicos de fosfato, carbonato e hidroxila típicos da estrutura química 

de cerâmicas à base de apatita (REDEY et al., 2000; CHERN LIN et al., 2001; 

KUMTA et al., 2005; CELOTTI et al., 2006; PEZZATINI et al., 2006; RIBEIRO et al., 

2006). 
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A relação entre temperatura e cristalinidade afeta sobremaneira o 

comportamento de solubilidade ou biodegradaçao dos materiais no meio biológico, 

onde ligeira redução de pH, aumento da temperatura, interações celulares e 

organização tecidual estão presentes. Pode ser nitidamente observado que as 

microesferas com picos espectrais menores através da DRX foram mais solúveis in 

vivo, ainda que nos testes de dissolução in vitro a biodegradação da NanoHA 

sinterizada, mais cristalina, não tenha sido diferente de seu análogo não-sinterizado, 

denotando grande dissolução de cálcio e fósforo em relação à HA sinterizada, 

coincidindo com outros estudos (FULMER et al., 2002; BALASUNDARAM et al., 

2006). Tais relatos, entretanto, utilizaram meios, pH e tempos diferentes de 

avaliação, em relação ao nosso estudo. As imagens de MEV dos materiais 

evidenciaram as esferas de HA e NanoHA não-sinterizadas mais irregulares, com 

presença de fendas e poros (LU et al., 2004), o que pode ter facilitado sua 

biodegradação in vivo. As HAs sinterizadas mostraram uma superfície mais coesa e 

regular em relação aos outros materiais (RIBEIRO et al., 2006). As interações 

existentes entre o tecido e os biomateriais são capazes de modificar a morfologia de 

superfície das esferas (RAGEL et al., 2002; WANG et al., 2003), característica 

observada neste estudo, nas imagens de MEV após os testes de dissolução em 

tampões MES e HEPES. 

 

Clinicamente, as esferas não-sinterizadas se mostraram mais fáceis de ser 

acomodadas no leito cirúrgico, característica condicionada ao tamanho e à 

capacidade adsortiva dos materiais (LILJENSTEN et al., 2000). Aos 28 dias, após a 

eutanásia dos animais, observaram-se esferas residuais em grande parte dos leitos 

cirúrgicos preenchidos com HA e NanoHA sinterizados, evidenciando uma interação 

diferente da encontrada com os materiais não-sinterizados, inclusive com formação 

óssea completa. As amostras foram fixadas em solução de Glutaraldeído e 

Cacodilato de Sódio, seguidas de processamento histológico para emblocamento 

em resina (PEZZATINI et al., 2006). 

 

A propriedade de osteocondução das hidroxiapatitas estudadas foi avaliada 

também através da microscopia eletrônica de varredura com elétrons 

retroespalhados (BEI-SEM), cujas imagens revelaram um íntimo contato do osso 
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neoformado à superfície dos materiais (OTTANI et al., 2002). Independente do tipo 

de material, a microscopia eletrônica de varredura com elétrons retroespalhados 

evidenciou a biocompatibilidade da hidroxiapatita, caracterizada pela presença de 

tecido mineralizado ao redor das esferas (KUSAKABE et al., 2004; WIERZCHOS et 

al., 2008). De acordo com ZOEGER et al., em 2008, as imagens retroespalhadas 

fornecem a distribuição espacial da densidade de mineralização na superfície de 

interface da amostra. Na análise de energia superficial dispersiva (EDS-SEM), as 

imagens de microscopia eletrônica revelaram basicamente cálcio e fósforo, 

presentes na interface osso-biomaterial e nos tecidos adjacentes. Tais observações 

coincidem com os resultados da análise de Microfluorescência de Raios X com 

Radiação Síncrotron (µXRF-SR), onde houve alta intensidade de cálcio nos dois 

tempos experimentais. Esta técnica é analítica e se baseia na excitação local de 

uma pequena área de interesse, evidenciando a concentração e a distribuição dos 

elementos químicos no material (LIMA et al., 2008). 

 

O advento da radiação síncrotron aprimorou o uso dos raios X, melhorando a 

resolução das imagens da distribuição dos elementos químicos, bem como a 

redução dos limites de detecção e a colimação do microfeixe (LIMA et al., 2008; 

ZOEGER et al., 2008). Com o aumento da sensibilidade desta técnica (ABRAHAM et 

al., 2005), a µXRF-SR nos permitiu registrar a distribuição elemental das amostras, 

detectando e quantificando além do cálcio, a presença de fósforo, zinco e estrôncio, 

o que é condizente com os elementos do tecido ósseo (ZOEGER et al., 2008). 

Evidenciamos principalmente Ca e Zn nos resultados de µXRF-SR, pelo fato de o 

primeiro ser o elemento mais importante quanto ao caráter estrutural do tecido 

ósseo, responsável pela precipitação dos cristais de apatita sobre as fibras 

colágenas, conferindo resistência ao tecido (FERREIRA et al., 2000); o segundo 

elemento responde por funções biológicas primordiais, como atividade enzimática, 

síntese protéica e preservação das estruturas e funções das membranas (BARREA 

et al., 2003), além de demonstrar um potente efeito estimulatório dos osteoblastos 

para a formação óssea, e um efeito inibitório dos osteoclastos na reabsorção deste 

tecido (MATSUNAGA et al., 2009) 

 

Com os baixos limites de detecção, a µXRF-SR foi capaz inclusive de 

registrar a presença de outros elementos químicos, que não estão diretamente 
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relacionados ao tecido ósseo, como Ferro e Cobre, e outro extremamente incomum 

e não menos tóxico, o Arsênio. Fe e Cu provavelmente se devem às reações 

químicas e de polimerização da resina presente no emblocamento das amostras O 

As é um elemento tóxico que pode ser encontrado como resultado de uma variedade 

de aplicações industriais. Algumas vezes, a presença do Arsênio no meio ambiente 

e na água potável devido a alguma manipulação inadequada ou a lixiviação de 

certos tipos de rocha (WARD, 1987; KALMAN et al., 1990). Normalmente, ele é 

incorporado no organismo através de alimentos contaminados e água e, após a 

absorção, o arsênio pode ser acumulado nos ossos. Grupos de estudo de outros 

animais em diferentes protocolos biológicos não encontraram este elemento. Neste 

ponto, exames complementares estão em curso para a investigação da origem da 

contaminação, entretanto cabe ressaltar que a presença deste elemento não 

interferiu na resposta biológica dos tecidos, tampouco na formação de tecido ósseo. 

 

Sendo as biocerâmicas conformadas em esferas micrométricas (425-600 µm), 

além da facilidade de acomodação no leito cirúrgico (LILJENSTEN et al., 2003), o 

aumento da área de superfície pode ter favorecido a degradação dos biomateriais de 

maior solubilidade, pela grande interação das partículas com as células do tecido de 

granulação presentes no local das perfurações. A presença de carbonato na síntese 

das hidroxiapatitas difere da fração de carbonatos no osso nativo (VALLET-REGÍ & 

GONZÁLEZ-CALBET, 2004), tornando as esferas mais estáveis (KUMTA et al., 

2005). Entretanto, o tratamento térmico por sinterização pode remover esses 

grupamentos químicos como produtos gasosos (DOROZHKIN, 2010), tendo relação 

direta nas interações celulares com as partículas cerâmicas degradadas e o tecido 

ósseo neoformado neste estudo. O processo de sinterização permite o aumento da 

cristalinidade do material, culminando na diminuição da área de superfície e do 

volume da amostra, favorecendo o aumento das propriedades mecânicas e 

consequentemente maior resistência à biodegradação (ROSA et al., 2000). Como os 

cristais nanométricos tendem a se aglutinar (BALASUNDARAM et al., 2006), o 

processo de sinterização pode ter favorecido a integração das nanopartículas, fato 

que justificaria a menor porcentagem de osso neoformado entre os grupos 

avaliados, quando comparados aos não-sinterizados. 
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De acordo com os estudos de ALBREKTSSON & JOHANSSON (2001), 

biomateriais osteoindutores estimulariam a diferenciação celular para posterior 

formação de novo osso, através de proteínas e fatores de crescimento (URIST & 

STRATES, 1971). No presente estudo, entretanto, podemos observar 

microscopicamente que os defeitos preenchidos com HA sinterizada mostraram 

formação óssea discreta, com presença de tecido conjuntivo envolvendo as esferas 

na maioria dos casos, característico de osteocondução. As biocerâmicas não-

sinterizadas evidenciaram biodegradação gradual progressiva entre os períodos de 

7 a 28 dias, com presença de tecido ósseo entre as partículas (RIPAMONTI, 1996; 

RIPAMONTI et al., 2009), refletindo numa porcentagem de tecido ósseo 

significativamente maior em relação aos materiais sinterizados, onde o tecido 

neoformado mantinha íntimo contato com as esferas, sugerindo osteocondução, 

apesar de o procedimento cirúrgico poder gerar condições de proliferação e 

recrutamento celular em adequado suprimento sanguíneo (ALBREKTSSON & 

JOHANSSON, 2001). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. CONCLUSÃO 

 
 
De acordo com nossos resultados, podemos concluir que: 

 

 Os biomateriais sintetizados se mostraram biocompatíveis e 

osteocondutores; 

 

 A avaliação das características físicas e químicas das biocerâmicas 

revelou que o tratamento térmico influencia diretamente o seu comportamento de 

solubilidade; 

 

 A presença de nanopartículas nas hidroxiapatitas por si só não mostraram 

claramente maior evidência de biodegradação. Porém, HA e NanoHA, ambas não-

sinterizadas, sofreram maior biodegradação de suas esferas e maior densidade por 

área de osso neoformado em relação aos materiais sinterizados; 

 

 A técnica de mapeamento através μXRF-SR mostrou que a distribuição 

elemental de Ca e Zn no osso neoformado é semelhante ao osso cortical. 

 

 Este estudo abre uma janela de possibilidades quanto ao uso de 

biocerâmicas sintéticas a base de hidroxipatita como substitutos ósseos, variando o 

tamanho dos cristais, as características cristalinas, estrutura química, bem como a 

forma dos materiais a serem utilizados. 
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