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Resumo 

 
O tecido ósseo está em constante remodelação, corrigindo distúrbios em sua matriz 
extracelular e mantendo a homeostase local. Quando lesado, é capaz de reativar vias 
ontogenéticas relacionadas ao desenvolvimento ósseo, o que propicia a regeneração 
tecidual. O desenvolvimento de biomateriais para acelerar o reparo ósseo é essencial 
para o tratamento de pacientes vítimas de traumas ortopédicos, oncológicos e com 
doenças congênitas do tecido ósseo. O uso de substâncias que mimetizem sua matriz 
extracelular, orgânica ou mineral é uma das modalidades que apresentam melhores 
resultados. No presente estudo, objetiva-se avaliar a utilização de uma nova 
nanopartícula baseada em fosfato contendo estrôncio (NPC-Sr), como estratégia para 
potencializar a regeneração óssea, isoladamente ou associada ao ácido hialurônico 
(HY). Para avaliar os efeitos do HY, NPC-Sr e da associação HY+NPC-Sr, foi utilizado 
modelo de falha óssea não-crítica em tíbia de ratos. Os animais foram separados em 
quatro grupos: (i) ratos controle/carbopol; (ii) ratos tratados com HY (1%); (iii) ratos 
tratados com NPC-Sr (0,5 mg/mL) e (iv) ratos tratados com HY+NPC-Sr. Após criar a 
falha óssea com uso de broca helicoidal, o tratamento foi administrado no local da 
lesão. No sétimo dia do experimento, os animais foram sacrificados e as tíbias 
processadas para avaliação histológica e morfométrica com quantificação da 
porcentagem de trabéculas ósseas. A avaliação morfométrica demonstrou que o 
tratamento com HY (21,8 ± 2,7%), NPC-Sr (20,4 ± 5,5%) ou HY+NPC-Sr (19,7 ± 3,7) 
foi capaz de acelerar o processo de reparo ósseo, quando comparado ao grupo 
controle (13,5 ± 2,2%). A análise histológica demonstrou aumento na formação 
trabecular nos animais tratados com os materiais, assim como maior maturidade do 
tecido ósseo neoformado. Em ambas as análises, não houve diferença significativa 
entre os três tratamentos. A partir desses resultados, conclui-se que o HY e as NPC-
Sr possuem capacidade de acelerar o reparo ósseo em defeitos não-críticos em tíbias 
de ratos e que a associação dos dois compostos não possui efeito somatório ou 
deletério.  
 

Palavras-chave: Hialuronato de sódio; Nanopartículas fosfatadas; Reparo ósseo.  

 



 

 

 

Abstract 
 
Bone tissue is constantly remodeling, correcting disturbances in its extracellular matrix 
and maintaining local homeostasis. When injured, it can reactivate ontogenetic 
pathways related to bone development, which promotes tissue regeneration. The 
development of biomaterials to accelerate bone repair is essential for the treatment of 
patients who are victims of orthopedic and oncological trauma and those with 
congenital diseases of the bone tissue. The use of substances that mimic its 
extracellular, organic or mineral matrix is one of the modalities that present the best 
results. In the present study, the objective is to evaluate the use of a new nanoparticle 
based on strontium-containing phosphate (NPC-Sr), as a strategy to enhance bone 
regeneration, alone or associated with hyaluronic acid (HY). To evaluate the effects of 
HY, NPC-Sr and the association HY+NPC-Sr, a model of non-critical bone defect in 
the tibia of rats was used. The animals were divided into four groups: (i) 
control/carbopol rats; (ii) HY-treated rats (1%); (iii) mice treated with NPC-Sr (0.5 
mg/ml) and (iv) mice treated with HY+NPC-Sr. After creating the bone defect using a 
twist drill, treatment was administered to the injury site. On the seventh day of the 
experiment, the animals were sacrificed, and the tibiae processed for histological and 
morphometric evaluation with quantification of the percentage of bone trabeculae. 
Morphometric evaluation showed that treatment with HY (21.8 ± 2.7%), NPC-Sr (20.4 
± 5.5%) or HY+NPC-Sr (19.7 ± 3.7) were able to of accelerating the bone repair 
process, when compared to the control group (13.5 ± 2.2%). Histological analysis 
showed an increase in trabecular formation in animals treated with the materials, as 
well as greater maturity of newly formed bone tissue. In both analyses, there was no 
significant difference between the three treatments. Based on these results, it is 
concluded that HY and NPC-Sr could accelerate bone repair in non-critical defects in 
rat tibias and that the association of the two compounds has no summative or 
deleterious effect. 
 

Keywords: Sodium hyaluronate, Calcium phosphate nanoparticles, Bone repair.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Biologia da regeneração óssea 
 

A constituição do tecido ósseo forma uma estrutura altamente adaptada, capaz de 

resistir a grandes forças com resiliência apropriada. Essa característica mecânica permite 

ao osso suportar o peso corporal e servir de alavanca para os movimentos articulares 

(STANDRING, 2008; REN et al., 2015).  

A manutenção da microestrutura óssea é essencial para que o tecido consiga 

tolerar as microfraturas causadas pelo estresse mecânico diário. Essa função é 

dependente da interação entre a unidade multicelular básica do osso (osteoblastos, 

osteoclastos e osteócitos) e a matriz extracelular (MEC). Nesse aspecto, os osteócitos 

cumprem função mecanosensitiva pela percepção do fluxo de líquido intersticial 

canalicular, modulando o ganho e a perda local de matriz (KLEIN-NULEND et al., 2003; 

REN et al., 2015). 

Além do controle estrutural contínuo das pequenas lesões, o tecido ósseo também 

é capaz de regenerar quando fraturado. O processo de consolidação da fratura forma um 

tecido novo que é indistinguível do osso prévio à lesão (COURT-BROWN et al., 2015; 

MARSELL; EINHORN, 2011). Durante o reparo da fratura, as vias ontogenéticas da 

ossificação são recapituladas, com a participação orquestrada de diferentes tipos 

celulares e fatores de crescimento (FERGUSON et al., 1999).  

A consolidação de uma fratura pode ocorrer por dois mecanismos básicos: 

consolidação indireta (secundária) ou consolidação direta (primária). Para que ocorra a 

consolidação primária, é necessária a intervenção médica para redução anatômica da 

fratura, compressão do foco e estabilidade absoluta. Nessas condições, ocorre a 

consolidação da fratura por remodelamento direto do osso lamelar, canais Haversianos 

e vasos sanguíneos (MARSELL; EINHORN, 2011). 

A consolidação secundária é a forma mais comum e envolve a ossificação 

intramembranosa e endocondral (GERSTENFELD et al., 2006). Nesse tipo de reparo, a 

presença e o tipo de micromovimentos no local da lesão são importantes para a formação 

óssea e determinam o tipo de ossificação (MORGAN et al., 2010).  
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O reparo da fratura pode ser dividido em três etapas que se sobrepõem: 

inflamação, reparo e remodelamento. Após o trauma, é formado um hematoma local e 

tem início a resposta inflamatória aguda. O processo inflamatório inicial é essencial para 

a regeneração tecidual (GERSTENFELD et al., 2003). Nessa fase, diversas citocinas pró-

inflamatórias (IL-1, IL-6, TNF) e membros da superfamília de fatores de transformação 

do crescimento beta (TGF-β), incluindo as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), são 

liberados no foco de fratura (AI-AQL et al., 2008; KON et al., 2001).  

O hematoma cria um microambiente hipóxico, atraindo células da linhagem 

osteoclástica e induzindo a liberação do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). 

A reabsorção do hematoma pelas células multinucleadas e a angiogênese são passos 

críticos para o reparo da lesão (RIDDLE et al., 2009). 

A liberação de fatores angiogênicos é fundamental para a consolidação da fratura. 

Durante a ossificação endocondral, a apoptose dos condrócitos e a retirada da matriz 

cartilaginosa são necessárias para que possa haver invasão vascular local. Nessa etapa, 

a ausência da metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) acarreta alterações no processo de 

ossificação (COLNOT et al., 2003).  

A principal molécula envolvida na revascularização do foco de fratura é a VEGF, 

sendo expressa em níveis altos por condroblastos hipertróficos e osteoblastos. A 

hiperexpressão de VEGF acelera a regeneração óssea, enquanto a sua falta pode levar 

à pseudoartrose (KERAMARIS et al., 2008).  

A ação parácrina do VEGF é mediada pelo receptor tipo 2 associado a 

tirosinoquinase (VEGFR2). A ligação do VEGF ao seu receptor acarreta a ativação de 

vias de sinalização intracelular, incluindo MAPK, PI3K/AKT, Src e Rac (KOCH et al., 

2011). Durante a ossificação endocondral, as células precursoras osteblásticas 

expressam altas concentrações de VEGF. Contudo, Liu e colaboradores observaram que 

a diferenciação na linhagem óssea não é dependente do VEGF parácrino, mas de 

atuação intrácrina, cujo mecanismo ainda é desconhecido (LIU et al., 2012).  

Na fase de reparo da fratura, a diferenciação das células mesenquimais 

pluripotentes (MPC) em células osteoblásticas também depende da atuação de citocinas 

e fatores de crescimentos liberados na fase inflamatória. Entre eles, as BMPs exercem 

papel fundamental na diferenciação osteoblástica e posterior formação óssea. Através 
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de duas vias de transdução de sinal (Smad e Smadindependente), as BMPs ativam o 

gene da Runx2, controlando a diferenciação das MPC e a formação óssea (RAHMAN et 

al., 2015).  

Em 1965, Urist observou a capacidade da matriz óssea desmineralizada (DBM) 

em induzir a formação de tecido ósseo e cartilaginoso quando implantada no tecido 

muscular. O fator presente na DMB capaz de induzir a ossificação heterotópica foi 

chamado de proteína morfogenética óssea (BMP). Ainda hoje, essa capacidade é 

exclusiva das BMPs (KATAGIRI; TSUKAMOTO, 2013).  

As BMPs, como membros da superfamília TGF-β, ligam-se a receptores 

transmembrana associados a cinases da serina/treonina (tipo I e tipo II). As moléculas 

de BMP se ligam como dímeros, associando-se à tetrâmeros de receptores (dois tipo I e 

dois tipo II). O complexo receptor ativa as cascatas de sinalização intracelular Smads, 

MAPK e PI3K, como demostrado na Figura 1 (NOHE et al., 2004). 

Lee e colaboradores demonstraram que a ativação da via Smad induzida por BMP-

2 resulta no aumento de expressão de Runx2/Cbfa1 (fator de ligação nuclear alfa-1) 

mediada pelo fator de transcrição DLX5 (LEE et al., 2003). Runx2 é um fator de 

transcrição gênico essencial para o desenvolvimento do sistema esquelético. A ausência 

desse fator leva à completa falta de ossificação endocondral e intramembranosa por falha 

na diferenciação osteoblástica (DATTA et al., 2008).  

Não apenas os fatores biológicos influenciam o destino das MPC e a produção de 

tecido ósseo, mas a interação com MEC e os estímulos físicos também alteram a 

formação óssea. Zouani e colaboradores demonstraram que, mesmo na ausência de 

fatores biológicos para diferenciação osteogênica, a presença de nanoperfurações de 

tamanho adequado na placa de cultura (100 nm) é capaz de induzir a agregação e a 

diferenciação osteblástica das MPC (ZOUANI et al., 2011).  

Não se sabe exatamente como a morfologia da MEC e o estresse mecânico 

alteram a biologia molecular das células, ditando os acontecimentos seguintes no 

processo de ossificação. Porém, a via de sinalização da Wnt/β-catenina é implicada como 

um dos atores principais no processo de formação do tecido ósseo (LARA-CASTILLO et 

al., 2015; SANTOS et al., 2010).  
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Figura 1 - Cascata de sinalização das BMPs. 

Fonte: Autoria própria. 

 

O receptor do tipo II é constitutivamente ativo. A ligação do BMP resulta em 

fosforilação do domínio GS do receptor tipo I, deslocando o inibidor FKBP12. A cinase 

ativa do receptor tipo I fosforila efetores das cascatas de sinalização Smad, MAPK e PI3K 

(KATAGIRI; TSUKAMOTO, 2013).  

O Wnt, uma glicoproteína secretada na matriz, pode ativar três vias distintas de 

sinalização intracelular: Wnt/β-catenina, ou via canônica, Wnt/Ca2+, e via de polaridade 

celular planar (KOMIYA; HABAS, 2008).   
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Na via canônica, a ligação da glicoproteína Wnt com o complexo receptor 

frizzled/LRP5 (receptor associado às lipoproteínas de baixa densidade) inibe fosforilação 

da β-catenina, permitindo a sua migração para o núcleo, sendo associados a fatores de 

transcrição gênica (HE et al., 2004). Em 2005, Day e colaboradores observaram que a 

estimulação da via canônica do Wnt direciona as MPCs para a linhagem osteblástica, 

enquanto a deleção da β-catenina nas MPCs leva à formação ectópica de condrócitos 

(DAY et al., 2005).  

A deposição de MEC óssea tem início com a produção de osteoide pelos 

osteócitos. Esse tipo celular é caracterizado por expressar colágeno tipo I, osteocalcina, 

fator de ligação nuclear alfa-1 (cbfa-1), fosfatase alcalina e osterix (BONEWALD, 2011). 

Sinha e Zhou demonstraram o controle genético da linhagem celular óssea de forma 

clara, como mostrado na Figura 2.  

Com a mineralização do osteoide, a MEC no foco de fratura passa a ter a mesma 

composição daquela prévia à lesão, porém sua microestrutura ainda é diferente. A porção 

orgânica de sua MEC é composta predominantemente por colágeno do tipo I, organizado 

em nanofibras com diâmetro variando de 50 – 500 nm, enquanto a parte inorgânica 

compreende nanocristais de apatita. A conformação típica em tripla-hélice do colágeno 

tipo I permite que os cristais iônicos sejam acomodados nos intervalos das fibras de 

colágeno (ORGEL et al., 2011; LANDIS; SILVER, 2009).   

A terceira etapa, denominada remodelação, é fundamental para que a 

microarquitetura óssea seja reestabelecida. A resistência ao estresse é ditada pela 

organização das fibras de colágeno I e pelo conteúdo mineral embebido na MEC (BOIVIN 

et al., 2008). Para que isso ocorra, são necessárias a reabsorção da matriz pelos 

osteoclastos e a deposição de fibras de colágeno orientadas com as do tecido sadio. O 

principal estímulo para a ativação dos osteoclastos é a apoptose dos osteócitos 

aprisionados no osteoide. Após a degradação da MEC do osteoide, inicia-se a reposição 

de colágeno pelos osteoblastos locais, com posterior mineralização da nova matriz 

orgânica (FERNANDEZ-YAGUE et al., 2010).  
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Figura 2 - Diferenciação da linhagem celular óssea. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Na Figura 2, demostra-se o controle molecular da expressão gênica com Osx. 

Fatores como BMP2, via Smad, Runx2, Dlx5, fator de crescimento similar à insulina tipo 

1 (Igf1) e stress reticular aumentam a produção de mRNA Osx, enquanto a metilação do 

DNA, TNF-α e p53 infuenciam negativamente a expressão de Osx. Na região azul, a 

expressão de Osx é determinante para a diferenciação das MPC Runx2+ na linhagem 

osteblástica. Essas células  expressam altos níveis de marcadores osteoblásticos, como 

colágeno tipo I (Col1a1), fosfatase alcalina embrionária (Akp), sialoproteína óssea (Bsp) 

e osteocalcina(Oc) (SINHA; ZHOU, 2013).  

No final do processo de remodelamento, o tecido formado é indistinguível do osso 

sadio e há continuidade estrutural das unidades funcionais (ósteons corticais e 
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trabéculas medulares). Assim, o osso é capaz de se regenerar, mantendo as suas 

funções primordiais.  

 

1.2 Enxerto ósseo, substitutos ósseos e ortobiológicos  
 

Por ser a consolidação óssea um processo biológico complexo, é comum a 

ocorrência de atraso ou não consolidação das fraturas. Apesar da falta de dados 

confiáveis, considera-se que 10% das fraturas em geral e 50% das fraturas expostas de 

tíbia evoluam com problemas na consolidação (EINHORN, 1995). A escolha do método 

de tratamento das fraturas e de suas complicações afeta diretamente o custo envolvido. 

Busse e colaboradores analisaram o custo total do tratamento de fraturas de tíbia de 

baixa energia e concluíram que o valor pode variar entre $7,500 e $17,000, dependendo 

da escolha do tratamento (BUSSE et al., 2009).  

Para que se obtenha sucesso no tratamento das fraturas, deve-se levar em 

consideração toda a cascata de acontecimentos e os fatores que influenciam o processo 

de consolidação. Desse modo, diferentes estratégias podem ser abordadas para que se 

obtenha a consolidação da fratura, no menor tempo e com o menor custo. Giannoudis e 

colaboradores descrevem um modelo com os quatro pilares que devem ser considerados 

ao se abordar uma fratura ou pseudoartrose: uso de células osteogênicas, uso de 

scaffolds osteocondutores, uso de fatores de crescimento e estabilidade mecânica da 

fratura (Giannoudis et al. 2007) (Figura 3).  

O enxerto ósseo autólogo é considerado o padrão ouro para tratamento das 

pseudoartroses. O enxerto retirado do próprio paciente possui três características 

fundamentais para a consolidação óssea: 1) Efeito osteoindutor: os fatores de 

crescimento presentes no enxerto estimulam o recrutamento e diferenciação das células 

osteogênicas pluripotentes; 2) Efeito osteocondutor: fornece um microambiente de 

suporte (scaffold) para o crescimento vascular e adesão das células osteoprogenitoras; 

3) Efeito osteogênico: fornece células da linhagem osteogênica diferenciadas para o 

processo de formação óssea (MYEROFF; ARCHDEACON, 2011).  
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Figura 3 - Os quatro pilares da consolidação. 

Fonte: Giannoudis et al. (2007). 

 

Apesar de ser considerado o melhor tipo de tratamento, o enxerto autólogo possui 

limitações, como infecção do local doador, dor pós-operatória, aumento do tempo 

cirúrgico e limitado volume doador (FOWLER et al., 1995).  

Quando não é desejado o enxerto autólogo, uma opção é a utilização de matriz 

óssea desmineralizada (DBM). Esse tipo de enxerto consiste na liofilização e 

descalcificação do tecido ósseo, preservando proteínas colagenosas (colágeno I) e 

fatores de crescimento, como os BMPs. Os enxertos de DBM possuem capacidade 

osteoindutora, porém a mesma é variável entre fornecedores e entre lotes do mesmo 

fornecedor (DROSOS et al., 2015).  

O substituto ósseo ideal deve ter estrutura similar ao do tecido ósseo, ser 

biocompatível, bioabsorvível, osteocondutor, osteoindutor e possuir custo acessível. As 

cerâmicas de cálcio-fosfato estão entre as mais utilizadas no meio ortopédico. Possuem 
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efeito osteocondutor, exercendo função de suporte para o crescimento ósseo. O 

exemplar padrão é a hidroxiapatita (HAp), mineral de ocorrência natural e presente no 

tecido ósseo. As vantagens desses materiais são a biodegradação lenta, osteointegração 

e alta resistência mecânica (ROBERTS; ROSENBAUM, 2012).  

As BMP-2 e BMP-7 são ortobiológicos disponíveis para uso em humanos. 

Múltiplos estudos em pacientes com fratura exposta de tíbia utilizando BMP-2 

demonstraram melhores resultados quanto ao tempo de consolidação, cicatrização da 

ferida e taxa de infecção (GOVENDER et al.; JONES et al., 2006; 2002SWIONTKOWSKI 

et al., 2006).  

Além disso, o uso de células tronco para o reparo ósseo é uma estratégia em 

desenvolvimento. Diversas fontes de células são testadas em estudos in vitro e in vivo. 

Kim e colaboradores estimularam células tronco extraídas do tecido adiposo associadas 

a DBM e mostraram melhora na capacidade de regeneração óssea com o uso dessas 

células (KIM et al., 2012). Hernigou e colaboradores utilizaram aspirado autólogo de 

medula óssea para tratamento de necrose avascular da cabeça do fêmur, com melhora 

do resultado final (HERNIGOU et al., 2009).  

Uma variedade de substâncias envolvidas no processo de ossificação está em 

estudo, com o objetivo de melhorar o manejo de fraturas e de pseudoartroses. Ito e 

colaboradores, utilizando terapia gênica e vetor viral, demostraram que enxertos ósseos 

com expressão aumentada de VEGF e ligante do receptor ativador do fator nuclear-κβ 

(RANKL) induzem formação óssea aumentada e maior neovascularização medular (ITO 

et al., 2005).  

A engenharia tecidual voltada para o tecido ósseo compreende o 

desenvolvimento de biomateriais associando scaffolds à fatores de crescimento e células 

tronco (DROSSE et al., 2008; FERNANDEZ-YAQUE et al., 2015). Há grande interesse 

no desenvolvimento de novos materiais para uso na engenharia tecidual.  

Estudos com biovidros demonstram que a formação de uma camada de HAp ao 

redor do biomaterial é fundamental para a biocompatibilidade (REZWAN et al., 2006). A 

dissolução de minerais a partir do biovidro também interfere na função celular. A liberação 

local de silício e estrôncio aumentam a diferenciação e atividade osteoblástica (TAN et 

al., 2014; XYNOS et al., 2000).  
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Mesmo com a grande opção de materiais sintéticos disponíveis, nenhum 

consegue preencher os requisitos para se tornar o padrão ouro no tratamento dos 

defeitos ósseos, explicando o motivo pelo qual eles representarem apenas 10% do uso 

de substitutos ósseos.  

 

1.3 Ácido hialurônico 
 

O ácido hialurônico (HY), uma glicosaminoglicana (GAG) natural, é um dos 

principais constituintes da MEC do tecido conjuntivo. Consiste em um polissacarídeo de 

alto peso molecular (103 – 106 kDa), carregado negativamente e com grande potencial 

osmótico, atraindo água para o meio onde se encontra. Meyer e colaboradores 

caracterizaram o HY inicialmente no humor vítreo e, mais tarde, no cordão umbilical, 

isolando os seus componentes sacarídeos Nacetilglicosamina e ácido D-glucorônico 

(MEYER et al., 1936).  

Diferente de outras GAGs, o HY é sintetizado na face interna da membrana celular 

pela ação de diferentes HY sintases (HYS1, HYS2 e HYS3). As isoformas de HYS 

sintetizam diferentes tipos de HY, sendo a HYS3 responsável pela produção de HY de 

baixo peso molecular (LMWHY), com menos de 300kDa (WEIGEL et al., 1997). 

A função do HY depende do tamanho da molécula ativa. Apesar de ser encontrada 

com peso molecular maior que 106 kDa, o HY pode ser clivado por hialuronidases e 

formar moléculas de menor peso molecular. As moléculas de alto peso possuem 

característica de bloqueio físico à angiogênese e migração celular, além de propriedades 

anti-inflamatória e imunossupressora (DAY et al., 2005; TEMPLE et al., 2000). Já 

moléculas pequenas, 4-15 dissacarídeos, podem promover a angiogênese e aumentar o 

fluxo sanguíneo local (LEES et al., 1995).  

O HY possui a função primordial de manter a arquitetura dos tecidos, influenciando 

a mobilidade e a adesão celular. Alterações na quantidade ou qualidade do HY da MEC 

também podem influenciar a proliferação celular (SOHARA et al., 2001).  

As células conseguem reconhecer o HY principalmente através de interações com 

receptores CD44 e receptores de motilidade mediados pelo hialuronato (RHAMM). 
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Quando ativados, esses receptores podem iniciar cascatas de sinalização intracelulares 

ou a endocitose do HY (HEMSHEKHAR et al., 2016).  

O receptor CD44 é uma glicoproteína de membrana presente na maioria das 

células de mamíferos, possuindo característica multifuncional na adesão célula-célula e 

célula-matriz. Além do HY, o CD44 pode interagir com outras proteínas da MEC, como a 

fibronectina, colágeno, fatores de crescimento, citocinas e MMPs (NAOR et al., 1997).  

Estudos utilizando células tumorais mostraram que a ativação da MMP-9 mediada 

pelo CD44 libera moléculas de TGF-β latentes na MEC, regulando a invasão tumoral e a 

angiogênese local (YU; STAMENKOVIC, 1999; YU; STAMENKOVIC, 2000). De forma 

análoga, a molécula de CD44 pode ser clivada pela MMP-9, produzindo um domínio 

intracelular que interage com o Runx2 aumentando a síntese de MMP-9 (CHELLAIAH; 

MA, 2013).  

No tecido ósseo, o HY estimula a expressão de RANKL pelas células do estroma 

medular. Cao e colaboradores mostraram que animais CD44(-/-) possuem maior massa 

óssea na tíbia e menor expressão de RANKL (CAO et al., 2005). Em 2015, Li e 

colaboradores utilizaram camundongos com deleção do CD44 para relacionar a 

importância desse receptor com a osteoclastogênese. A estimulação de células 

progenitoras com RANKL aumenta a expressão de CD44, enquanto este receptor 

potencializa a via de sinalização do RANKL, como representado na Figura 4 (LI et al., 

2015). 

Devido às suas características, o HY é amplamente estudado para aplicações 

clínicas, seja como substrato para regeneração osteoarticular, cardiovascular e 

neurológica (CAVALLO et al., 2013; SCHIZAS et al., 2014; THIERRY et al., 2004) ou 

como veículo para medicamentos (JIAO et al., 2016; WOLF et al., 2001).  

Seu uso para auxiliar a regeneração óssea em procedimentos odontológicos já é 

uma realidade clínica (BALDINI et al., 2010). Diversos estudos utilizam o HY 

isoladamente, associado a fatores de crescimento ou a outros substitutos ósseos para 

melhorar a consolidação (KISIEL et al., 2013; NGUYEN; LEE, 2014; PATTERSON et al., 

2010).  
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Figura 4 - Participação do CD44 na osteoclastogênese (associação do receptor CD44 

com a via de sinalização do RANKL). 

Fonte: Autoria própria. 

 

A ligação do RANKL ao seu receptor culmina no aumento da produção de CD44. 

Este receptor de membrana, quando ativado, estimula a interação do fator-6 associado 

ao receptor de TNF (TRAF6) e seu receptor, aumentando a atividade na via de 

sinalização do NF-κB (LI et al., 2015).  
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1.4 Nanopartículas baseadas em fosfato de cálcio 
 

É definido como nanomaterial aquele de ocorrência natural ou sintética que 

possua em sua formulação mais de 50% de partículas com dimensão entre 1 e 100 nm 

(RAUSCHER et al., 2013).  

O desenvolvimento de nanomaterias para utilização no reparo ósseo visa a 

mimetização da estrutura normal do tecido ósseo. Nanopartículas baseadas em fosfato 

de cálcio (NPC) possuem estrutura similar aos cristais de apatita que constituem a fase 

mineral óssea. Por serem biocompatíveis, as NPC são endocitadas pelas células e 

metabolizadas no ambiente ácido dos lisossomos (CANTON; BATTAGLIA, 2012). Isto, 

associado ao fato de possuírem boa adsorção de biomoléculas, fez das NPC excelentes 

candidatas para uso como carreadoras de drogas e ácidos nucleicos (DÖRDELMANN et 

al., 2014).  

Os bifosfonatos são medicações antirreabsortivas utilizadas em pacientes com 

osteoporose. Alghamdi e colaboradores utilizaram NPC contendo bifosfonato como 

revestimento em implante dentário em ratos osteoporóticos. Nesse estudo, foi observado 

que a associação conseguiu aumentar a formação óssea periimplante (Alghamdi et al., 

2014).  

As NPC podem ser utilizadas para transfecção celular de DNA e siRNA (KOVTUN 

et al., 2009; ROY et al., 2003). Em 2013, Chernousova e colaboradores utilizaram NPC 

como carreadores de plasmídeos contendo sequência de VEGF ou BPM-7 para 

transfecção de células epiteliais e MSC. Assim, foi demonstrado que as NPC com carga 

positiva conseguem maior taxa de transfecção (CHERNOUSOVA et al., 2013).  

Hanifi e colaboradores desenvolveram um grupo de NPC contendo estrôncio 

(NPC-Sr). Após caracterização das NPC-Sr, foi observado que elas possuíam menor taxa 

de cristalização, maior área de superfície, maior carga positiva e maior taxa de 

dissolução, tornando-as mais indicadas para transfecção celular (HANIFI et al., 2010). O 

estrôncio é um mineral com similaridades químicas com o cálcio e pode ser incorporado 

ao tecido ósseo em regiões com alto turn over (BOANINI et al., 2010). Esse mineral é 

capaz de estimular a atividade osteoblástica e inibir os osteoclastos (SUGANTHI et al., 

2011).  
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Assim, o uso de NPC-Sr na engenharia tecidual óssea possui grande potencial de 

sucesso, considerando-se as suas características minerais e biológicas.  
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Estudos prévios em nosso laboratório demonstraram que o HY acelera o processo 

de consolidação óssea de alvéolos dentários e que a funcionalização de nanotubos de 

carbono (NTC) com HY é capaz de estabilizar essa molécula sem alterar suas funções 

biológicas, funcionando como scaffold para regeneração óssea (MENDES et al., 2008; 

MENDES et al., 2010). Utilizando cultura de osteoblastos, foi observado que o 

revestimento de uma superfície de titânio com HY ou NTC funcionalizados com HY 

aumenta a deposição mineral e que esse efeito é secundário à maior expressão de 

mRNA de colágeno e BMPs (SÁ et al., 2016).  

A utilização de materiais biocompatíveis e bioabsorvíveis é fundamental na 

engenharia tecidual. O desenvolvimento de NPC para utilização médica é um amplo 

campo de pesquisa (DOROZHKIN, 2010). Devido à sua alta bioatividade, 

biocompatibilidade, estabilidade química e atoxicidade, as NPC são utilizadas como 

carreadores de drogas em testes com antibióticos e quimioterápicos. Alvarenga e 

colaboradores utilizaram NPC contendo antimoniato de meglumina para direcionar a 

medicação para os macrófagos, diminuindo assim os efeitos sistêmicos da droga 

(ALVARENGA et al., 2015).  

Como um material biodegradável e biocompatível e por ser o principal 

componente dos ossos e dos dentes humanos, o fosfato de cálcio é amplamente utilizado 

e estudado em aplicações de reparação óssea e dentária. Além da sua utilização nessa 

área da medicina, as nanopartículas baseadas em fosfato de cálcio também são 

candidatas atrativas para aplicações em distribuição de bioimagem e de terapêuticos.  

As NPC possuem as características biológicas desejáveis para um substituto 

ósseo, podendo ser utilizadas como scaffold para o crescimento ósseo e como 

carreadoras de fatores de crescimento.  

Assim, no presente estudo, avalia-se o comportamento das NPC contendo 

estrôncio isoladamente ou em associação ao HY na formação óssea em defeitos não 

críticos de tíbias de ratos.   
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar os efeitos de NPC contendo estrôncio (NPC-Sr) isoladamente e associadas 

ao HY no reparo de tíbias de ratos.  

 

3.2 Objetivos específicos  
 

• Realizar a síntese e a caracterização das NPC-Sr;  

• Avaliar histologicamente o processo de reparo ósseo sete dias após a realização 

de defeito ósseo em tíbias de ratos tratados ou não com HY, NPC ou NPC/HY;  

• Avaliar morfometricamente o percentual de trabéculas ósseas formadas sete dias 

após a realização de defeito ósseo em tíbias de ratos tratados ou não com HY, 

NPC ou NPC/HY.  
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4. METODOLOGIA 
 

4.1 Nanopartículas 
 

As nanopartículas foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. José Dias Corrêa 

Júnior, do Laboratório do Estudo da Interação Quimico-Biológica e da Reprodução Animal 

do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG).  

 

4.2 Síntese das nanopartículas baseadas em fosfato contendo estrôncio  
 

Os processos de sínteses das NPC-Sr são apresentados e intelectualmente 

protegidos em dois registros de patentes sob os números: BR 102.012.032.493-8 e BR 

102.013.032.731-0 disponível em www.inpi.gov.br.  

Resumidamente, foi utilizada uma mistura de soluções de sais em um sistema de 

precipitação controlada. Os sais utilizados na síntese foram: 7 mmol de Na4P2O7 10 H2O 

(Cromoline, Brasil) e KH2PO4, 3 mmol de C12H6N2O8SSr2 (Cromoline, Brasil) e CaCl2 2 

H2O e 5 mmol de MgCl2 6 H2O (Synth, Brasil), utilizando um sistema aquoso contendo 

membrana semipermeável (Spectrum Medicai Industries, Inc).  

Após o período de síntese de 24 h, a suspensão aquosa contendo nanopartículas 

de fosfato (NP) foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 min. O precipitado foi lavado três 

vezes com etanol absoluto (Merck, Brasil) e seco a 60 °C, durante 48 h. Alíquotas de 1 

mg por frasco de cada NPC foram colocadas em microtubos de polipropileno cônicos e 

esterilizado com 25 kGy de irradiação gama no Laboratório de Irradiação Gama - LIG 

(CDTN-UFMG). Para todas as análises subsequentes, frações contendo 0,1 mg foram 

utilizadas.  

 

  

http://www.inpi.gov.br/
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4.3 Morfologia e composição elementar por microanálise de raio-X 
 

Alíquotas de 10 µL de solução estoque de NPC-Sr (1 mg/mL em água miliQ) foram 

depositadas sobre lamínula de carbono (Termanox®), secas ao ar, metalizadas a vácuo 

(10-5 mBar) com carbono no evaporador Hitachi modelo HUS4G e analisadas nos 

microscópios de varredura com sistema de microanálise de raios-x integrado JEOL JSM 

6360LV no Centro de Microscopia da UFMG.  

Foram adquiridas imagens por elétrons secundários utilizando-se magnificações 

entre 1.000 e 9.500x. Espectros de energia de raio-X dispersiva para a caracterização 

da composição elementar foram obtidos no mesmo equipamento operando a 15KeV, 

sendo os elementos químicos identificados através de seus picos característicos.  

 

4.4 Distribuição de diâmetro 
 

Para obtenção do diâmetro da nanopartícula, foi utilizado o equipamento Zetasizer 

Nano Series (Malvern) do Laboratório de Biofísica Molecular (ICBUFMG). Foram usados 

200 µL da solução estoque de NPC-Sr (1 mg/mL em água mili-Q) adicionados a 2 mL de 

água destilada. As soluções resultantes foram inseridas nas cubetas do equipamento e 

as leituras efetuadas e registradas após a homogeneização e a estabilização das 

amostras.  

 

4.5 Procedimento cirúrgico 
 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade média de três meses, pesando 

entre 200 e 250 g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG. Os 

animais foram mantidos em biotério apropriado, com luminosidade e temperatura 

controladas, acondicionados em gaiolas plásticas contendo dois animais em cada gaiola 

e com acesso ad libitum à água e ração para animais de laboratório.  

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFMG. 
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Uma hora antes do procedimento cirúrgico, os animais receberam uma dose de 

benzilpenicilina/estreptomicina (0,84 mg/100 g de peso corporal) via intramuscular. Para 

a realização das cirurgias, os animais foram anestesiados com uma injeção 

intramuscular de uma combinação de cloridrato de xilazina 2% (0,1 mL/100g) e cloridrato 

de quetamina 10% (0,1 mL/100g). Após imobilização, foram feitas a tricotomia e a 

antissepsia da área. Na região anterior da pata esquerda, foi feita uma incisão com 

lâmina de bisturi no sentido longitudinal da tíbia. A musculatura foi afastada do periósteo 

e um defeito foi realizado no osso, utilizando broca helicoidal de 1,6 mm com baixa 

rotação.  

A região foi irrigada com solução de cloreto de sódio 0,9% e a área do defeito foi 

lavada com a mesma solução. Foram realizados os diferentes tratamentos, de acordo 

com os seguintes grupos experimentais (Tabela 1): (i) ~0,1 ml de carbopol; (ii) ~0,1 ml 

de HY (1%); (iii) ~0,1 ml do gel de NPC-Sr (0,5 mg/mL); e (iv) ~0,1 ml do gel de NPC-

Sr/HY (0,5 mg/mL / 1%) nas tíbias esquerdas de modo que toda a cavidade ficasse 

preenchida com o gel. Foi realizada a sutura da pele. Ao final do procedimento cirúrgico, 

os animais receberam uma dose de flunixina meglumina (0,22 mg/100 g de peso 

corporal), via intramuscular.  

Após sete dias, os animais foram sacrificados por decapitação e as tíbias foram 

imediatamente removidas e fixadas por imersão em formalina neutra tamponada (FNT) 

10% à temperatura ambiente por 48 h.  

 

Tabela 1: Grupos experimentais 

Grupo  Tratamento  Descrição  n  

i  Carbopol  1%  5  

ii  HY  1%  5  

iii  NPC-Sr  0,5mg/ml  6  

iv  HY + NPC-Sr  1% + 0,5mg/ml  7  

Fonte: Autoria própria. 
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4.6 Processamento histológico 
 

Após a fixação, as tíbias foram submetidas à lavagem em água corrente para 

remoção do excesso de fixador e neutralização do ácido fórmico através de quatro 

banhos de 15 min. Em seguida, foram desmineralizadas em solução de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA), por aproximadamente 21 dias.  

Após a desmineralização, o material foi submetido ao seguinte processo de 

inclusão:  

a) Fase de desidratação: imersão das amostras em banhos de álcool etílico por 30 

min. cada (70% I e II, 80% I e II, 90%, 95% e absoluto I, II e III);  

b) Fase de diafanização: 20 min. de imersão das amostras em três banhos de xilol;  

c) Fase de infiltração: imersão das amostras em três banhos de parafina a 58 °C, 

sendo o primeiro de 30 min. e os demais de 40 min. cada;  

d) Fase de inclusão: as amostras foram incluídas em parafina fluidificada contida em 

moldes pré-definidos e posicionadas de modo que as amostras histológicas pudessem 

ser cortadas longitudinalmente.  

Foram obtidos de cada amostra cerca de 30 cortes semi-seriados de 6 µm de 

espessura montados em lâminas histológicas previamente silanizadas com silano 2%. 

As lâminas de cada amostra foram armazenadas para processamento em Tricrômico de 

Masson. Assim, para coloração das lâminas selecionadas, foi utilizado o seguinte 

protocolo:  

- imersão seriada em banhos de xilol;  

- imersão seriada em banhos de álcool etílico absoluto;  

- imersão seriada em álcool etílico hidratado (90%, 80% e 70%);  

- lavagem em água corrente por 20 min.;  

- imersão em solução de hematoxilina de Harris por 1 min.;  

- lavagem em água corrente por 20 min.;  

- imersão em solução de Tricrômico de Masson por 8 min.;  

- três mergulhos rápidos em água corrente;  
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- imersão seriada em álcool etílico para desidratação (90%, 95% e absoluto);  

- imersão seriada em banhos de xilol.  

 

4.7 Análise histológica e morfométrica 
 

Foram selecionados quatro cortes histológicos de cada amostra para análise. Dez 

imagens de cada corte, contemplando todo o defeito, foram visualizadas através da 

objetiva de 40X e digitalizadas através da microcâmera JVC TK-1270/RGB.  

A metodologia empregada para o imageamento microscópico, segmentação de 

imagens e definição das condições de morfometria foram previamente descritas na 

literatura (CALIARI, 1997).  

Para quantificação morfométrica da formação trabecular no defeito ósseo, foi 

considerado o percentual de trabéculas ósseas presentes no defeito em relação à área 

total (18,5 x 105 μm2). A área ocupada pelas trabéculas ósseas foi obtida através do 

programa KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss. Os pixels das trabéculas 

ósseas foram selecionados através da imagem real com subsequente criação de uma 

imagem binária e obtenção da área em μm2. O cálculo utilizado para obter a proporção 

trabecular é apresentado a seguir:  

 

                      ∑ Área de trabéculas nas 10 imagens  

 
                   Área total das 10 imagens (18,5 x 105 μm2)  

 

4.8 Análise estatística 
 

Os dados obtidos na análise morfométrica foram expressos como média ± EPM e 

analisados através do teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls 

com o auxílio do programa GraphPad Prism 4. Foram considerados significativos valores 

com p<0,05.   
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Caracterização das NPC-Sr quanto à morfologia e distribuição de diâmetro 
 

A análise por microscopia de varredura demonstrou que as NPC se apresentaram 

como agregados de nanopartículas com padrão de distribuição de diâmetro por 

espalhamento dinâmico de luz na forma de estruturas monodispersas com ~402,1 nm de 

diâmetro (Figura 5).  

 

  
Figura 5 - Imagem representativa de microscopia eletrônica de varredura demonstrando 

a morfologia das NPC-Sr.  

Fonte: Autoria própria. 
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5.2 Composição elementar por microanálise de raio-x  
 

Os espectros obtidos por microscopia eletrônica analítica dos NPC-Sr mostraram 

picos referentes aos elementos carbono, oxigênio, magnésio, estrôncio, fósforo e cálcio 

(Figura 6).  

Os picos de carbono são sinais derivados do processo de metalização. Os demais 

picos de oxigênio, magnésio, estrôncio, fósforo e cálcio são constituintes elementares do 

NPC sintetizado e demonstram a presença significativa de estrôncio em sua composição.  

 

 

Figura 6 - Composição elementar dos NPC-Sr obtida por microscopia eletrônica analítica.  

Fonte: Autoria própria. 
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5.3 Análise histológica 
 

A análise histológica evidenciou nos animais controle a presença de escassas 

trabéculas ósseas na região periférica do defeito. Essas trabéculas aparentavam-se 

imaturas, com a presença de inúmeros osteoblastos e poucos osteócitos aprisionados. 

No centro da lesão, predominava abundante quantidade de tecido de granulação com 

vasos neoformados (Figura 7A e B).  

O tratamento com HY resultou no aumento na quantidade de trabéculas no centro 

do defeito tibial. Na região periférica, as trabéculas apresentavam sinais de maturidade, 

mais espessas, organizadas e com maior presença de osteócitos. O espaço 

intertrabecular estava repleto de células do sistema hematopoiético (Figura 7B).  

Nas amostras dos animais que receberam o tratamento com NPC-Sr, a formação 

de trabéculas também foi maior, porém com distribuição diferente. No centro da lesão, 

as trabéculas possuíam sinais de imaturidade, enquanto na periferia já era possível 

observar maior espessura das trabéculas e poucos osteoclástos (Figura 7C).  

O tratamento com a associação do HY com as NPC-Sr resultou também em maior 

formação de trabéculas, com menor quantidade de tecido de granulação na periferia. A 

formação óssea apresentou sinais de remodelamento, com presença de osteoclastos 

em áreas de reabsorção de trabéculas periféricas (Figura 7D).  

Dessa forma, a análise histológica qualitativa dos defeitos ósseos revelou que, 

independentemente do tratamento realizado, houve formação de trabeculado ósseo, 

indicando que a falha óssea é do tipo não-crítica. Ainda, o tratamento com HY, NPC-Sr 

ou HY+NPC-Sr resultou em aceleração do processo de reparo da lesão, com presença 

de trabéculas em maior quantidade e com aspecto mais avançado do processo de 

consolidação.  
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Figura 7 - Fotomicrografias representativas das secções histológicas analisadas. 

Fonte: Autoria própria. 
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Tem-se que: Grupo carbopol: (A) objetiva de 4x e (B) objetiva de 20x; Grupo HY: 

(C) objetiva de 4x e (D) objetiva de 20x; Grupo NPC-Sr: (E) objetiva de 4x e (F) objetiva 

de 20x; e Grupo HY/NPC-Sr: (G) objetiva de 4x e (H) objetiva de 20x.  

Os animais controle apresentaram formação trabecular na periferia do defeito. O 

tratamento com HY, NPC-Sr ou HY+NPC-Sr tiveram efeito positivo na quantidade e na 

maturidade das trabéculas ósseas.  

 

5.4 Análise morfométrica 
 

A análise morfométrica da formação trabecular confirmou a observação histológica 

qualitativa quanto ao aumento na formação óssea com o uso de HY (21,9 ± 2,7%), 

quando comparado ao controle (13,5 ± 2,2%) (Figura 8).  

 

  
Figura 8 - Quantificação da área de trabéculas ósseas em tíbias tratadas com HY. 

Fonte: Autoria própria. 
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O HY aumentou a formação trabecular em relação aos animais controle (carbopol). 

Os dados estão expressos como média ± EPM. *p<0,05 (Teste t de Student).  

A formação trabecular nos animais tratados com NPC-Sr foi significativamente 

maior quando comparada com animais controle. A análise morfométrica mostrou que a 

porcentagem da área ocupada por trabeculado ósseo após o tratamento com as NPC-Sr 

(20,4 ± 5,5%) foi superior ao controle (13,5 ± 2,2%) (Figura 9).  

 

  
Figura 9 - Quantificação da área de trabéculas ósseas em tíbias tratadas com NPC-Sr. 

Fonte: Autoria própria. 

 

As NPC-Sr aumentaram a formação trabecular em relação aos animais controle 

(carbopol). Os dados estão expressos como média ± EPM. *p<0,05 (Teste t de Student).  

A associação dos tratamentos (HY+NPS-Sr) foi eficaz em acelerar o processo de 

ossificação, apresentando à análise morfométrica maior área de trabeculado ósseo (19,7 

± 3,7%) quando comparado ao controle (13,5 ± 2,2%) (Figura 10).  
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Figura 10 - Quantificação da área de trabéculas ósseas em tíbias tratadas com HY+NPC-

Sr. 

Fonte: Autoria própria. 

 

A associação HY+NPC-Sr aumentou a formação trabecular em relação aos 

animais controle (carbopol). Os dados estão expressos como média ± EPM. *p<0,05 

(Teste t de Student).  

Quando os três tratamentos foram comparados, observa-se que eles induziram 

similar aumento na formação trabecular. Assim, não foi evidenciado nenhum efeito 

aditivo com o tratamento conjunto HY+NPC-Sr (Figura 11).  
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Figura 11 - Quantificação da área de trabéculas ósseas nos três tratamentos (HY, NPC-

Sr e HY+NPC-Sr). 

Fonte: Autoria própria. 

 

Todos os tratamentos aumentaram a formação trabecular em relação aos animais 

controle (carbopol), sem diferença significativa entre eles. Os dados estão expressos 

como média ± EPM. *p<0,05 vs. carbopol (One-way ANOVA seguido do pós-teste de 

Newman-keuls).  

 

  

Carbopol HY NPC NPC + HY 
0 

5 

10 

15 

20 

25 * * 
* 



39 
 

 
  

6. DISCUSSÃO 
 

O osso, apesar de aparentemente estático e rígido, é dotado de incrível 

capacidade de reparo e regeneração. Através de complexa integração entre os estímulos 

químicos e físicos, é possível a reestruturação de sua matriz celular e reativação ou 

apoptose dos componentes celulares.  

As lesões ósseas, sejam elas traumáticas ou tumorais, podem ocasionar perda 

de continuidade do tecido ósseo, incapacitando o mesmo de se regenerar 

espontaneamente.  

Nos EUA, o uso de enxertos e substitutos ósseos movimenta mais de 2,5 bilhões 

de dólares em mais de 1,5 milhões de procedimentos ortopédicos anualmente (DESAI, 

2007). 

No presente trabalho, foi utilizado um modelo de defeito ósseo não crítico em 

tíbias de ratos. Desse modo, objetivou-se retirar o fator mecânico que poderia complicar 

a análise dos dados ao se utilizar um modelo de falha crítica (HOERTH et al., 2014).  

Mendes e colaboradores utilizaram o carbopol, um gel inerte, em alvéolos 

dentários de ratos e comprovaram que este composto não interfere no processo de 

regeneração óssea (MENDES et al., 2008), permitindo que ele seja usado como veículo 

de biomateriais apresentados em forma de pó.  

Nossos resultados corroboram a atuação do carbopol como um gel inerte e que a 

falha criada é do tipos não crítica. Nos animais que receberam apenas o gel de carbopol 

ocorreu a formação de trabéculas ósseas na periferia do defeito, com presença de tecido 

de granulação na região central. Esses achados são compatíveis com o processo de 

consolidação normal.  

O uso do HY como ortobiológico com atuação na regeneração óssea é fonte de 

pesquisa em nosso laboratório. A atuação positiva do HY na regeneração óssea em 

alvéolos dentários, tíbias e cultura celular de osteoblastos já foi demonstrada em estudos 

anteriores (MENDES et al., 2008; MENDES et al., 2010; SÁ et al., 2013; SÁ et al., 2016).  

No presente trabalho, o tratamento com HY aumentou a formação trabecular no 

defeito de tíbias. Ainda, foram encontradas regiões de remodelamento ósseo, com 

aumento do espaço intertrabecular. Mendes et al. (2008) observaram que o HY induz o 
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aumento da formação trabecular óssea em alvéolos dentários de ratos e que esse 

aumento é acompanhado de maior expressão de BMP-2 e osteopontina.  

O mecanismo pelo qual o HY causa a aceleração da regeneração óssea ainda 

não é completamente elucidado. Por ser uma GAG ubíqua no tecido conjuntivo, o HY 

pode atuar modulando a resposta inflamatória (GÓMEZ-ARISTIZÁBAL et al., 2016), 

aumentando a liberação de TGF-β da matriz por ação da MMP-9 (YU; STAMENKOVIC, 

2000) ou aumentando a remodelação óssea através da modulação da via RANKL pelo 

seu receptor CD44 (LI et al., 2015).  

Além disso, esse trabalho demonstrou que o uso de NPC-Sr possui efeito positivo 

na regeneração óssea, aumentando a quantidade de trabéculas neoformadas em um 

defeito não crítico em tíbias de ratos. Tal resultado corrobora outros estudos que 

avaliaram o papel do estrôncio na terapêutica do tecido ósseo. Chung e Long 

observaram que implantes de titânio revestidos com HAp contendo estrôncio induzem 

maior adesão e proliferação de osteoblastos quando comparado à HAp isolada (CHUNG; 

LONG, 2011).  

O modo de atuação do estrôncio no metabolismo ósseo não é bem esclarecido. 

Wornham e colaboradores observaram um efeito deletério do estrôncio em cultura de 

osteoblastos, diminuído a mineralização óssea. Outro efeito observado foi a redução no 

número de osteoclastos na cultura (WORNHAM et al., 2014). A diminuição do número 

de osteoclastos decorre da interferência no cross-talk entre os osteoblastos e 

osteoclastos, como relatado por Peng e colaboradores (PENG et al., 2011).  

Os íons de estrôncio podem estimular receptores sensíveis à cálcio nos 

osteoclastos e osteócitos, ativando diversas vias de sinalização intracelular como a 

MAPK e Wnt. Com isso, drogas liberadoras de estrôncio podem modular a atividade 

celular óssea modificando a liberação de osteoprotegerina (OPG) e RANKL (SAIDAK; 

MARIE, 2012).  

Assim, os resultados obtidos com o uso das NPC-Sr podem ser justificados, pelo 

menos em parte, pela ação do estrôncio aumentando a atividade osteblástica e inibindo 

os osteoclastos. Porém, a atuação das NPC-Sr também pode ser devida à ação do 

fosfato na mineralização. Para que tenha início a mineralização da MEC, os osteoblastos 

liberam vesículas envolvidas por membranas semelhantes à membrana celular, 



41 
 

 
  

conhecidas como vesículas de matriz, que posteriormente formarão os sítios de 

nucleação, com deposição mineral em seu interior. A liberação dessas vesículas de 

matriz necessárias à mineralização do osteoide é estimulada pelo fosfato (CHAUDHARY 

et al., 2016).  

A associação de HY com NPC-Sr não mostrou efeito aditivo em relação ao 

tratamento isolado com cada composto. Esse achado é compatível com outros estudos 

comparando o efeito do HY com o dos NTC na regeneração óssea (MENDES et al., 

2010).  

A ausência de acréscimo na formação óssea com o uso de HY+NPC-Sr pode ser 

justificada pelo fato de ambas as substâncias atuarem em uma mesma via de sinalização 

intracelular ou pela existência de um limite para o aumento na produção trabecular. 

Entretanto, ambas as hipóteses necessitam de ser avaliadas futuramente, com o objetivo 

de esclarecer esse achado.  
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7. CONCLUSÃO 
 

A partir da realização do presente estudo, conclui-se que as NPC-Sr possui 

potencial na confecção de biomateriais para engenharia tecidual óssea. No presente 

estudo, foi testada a ação direta das NPC-Sr na regeneração óssea, porém a mesma 

ainda deve ser avaliada como veículo para ortobiológicos.  

Assim, sugere-se a utilização das NPC-Sr no campo ortopédico, criando opções 

para o desenvolvimento de scaffolds associando HY e NPC-Sr. Ainda, deve ser realizada 

a avaliação das vias celulares e moleculares envolvidas na atividade das NPC-Sr, o que 

consiste no futuro foco de nosso laboratório.  
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