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NOTA PRELIMINAR 

 

A presente Dissertação foi redigida conforme o Manual para Normatização 

da Defesa do Trabalho Final proposto pelo Programa de Pós-Graduação em 

Odontologia da Universidade Federal da Paraíba, adotando o formato alternativo. 

Um artigo científico compõe este trabalho de Dissertação, o qual foi redigido de 

acordo com as exigências normativas do periódico Materials Science and 

Engineering C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

DEDICATÓRIA 

 

Dedico este trabalho a Deus, que sempre está comigo, guiando meus 

passos e abençoando os que eu mais amo. Às pessoas mais importantes da minha 

vida, meus pais João e Maria, por me propiciarem uma família com amor 

incondicional, educação, respeito e fé.  Obrigada por acreditarem nos meus 

objetivos e fazerem-se presentes no meu sucesso.   

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, por dar-me força e determinação, iluminar meus caminhos e guiar meus 

sonhos.  

Aos meus pais, João e Maria, que sempre me guiaram na direção da bondade, da 

fé, da retidão, da luta pelos ideais, da perseverança e do sucesso.   

Aos meus amados irmãos, Jumara, Junior, Jussara e Jônatas, pelo incentivo e 

amor incondicional. Obrigada por entenderem minhas ausências durante a 

caminhada acadêmica. 

A Thiago Matias, pelo suporte, companheirismo, compreensão e amor, que 

tornaram meus dias mais leves.   

Ao meu orientador, professor Paulo Bonan, pelos ensinamentos transmitidos, pelas 

suas críticas construtivas e reflexões. A sua contribuição foi fundamental para o 

meu crescimento como pesquisadora. 

Aos meus professores Lúcio Castellano, Sabrina Aquino, Romualdo Menezes, 

Adriano Alves, André Batista e Frederico Sousa por serem solícitos para o 

prosseguimento e conclusão do trabalho. 

À coordenadora do biotério, professora Bárbara Leite, e aos servidores do biotério 

da Unipê, pelo acolhimento dado a mim. 

A Eudes, Panmella, Patrícia, Basílio, Dennis e Ésio por me ajudarem nessa 

pesquisa.  

A todos os funcionários da UFPB e ETS, que sempre me receberam com muito 

carinho durante os experimentos. 

À CAPES (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior) e ao 

CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico) pelo apoio 

financeiro.  

 



 
 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Lembremo-nos de que o homem interior renova-se sempre. A luta enriquece-o de 

experiência, a dor aprimora-lhe as emoções e o sacrifício tempera-lhe o caráter.” 

                                            Chico Xavier 

 

 

 



 
 

RESUMO 

A busca por enxertos ósseos ideais impulsiona a produção de novos biomateriais 

osteocondutores e osteindutores. Materiais cristalinos dopados com íon estrôncio 

(Sr2+) podem ser uma alternativa para a regeneração óssea de defeitos de 

tamanho crítico. Objetivou-se caracterizar, avaliar a bio-reatividade in vitro e o 

potencial de neoformação óssea in vivo de materiais cristalinos dopados com Sr2+. 

O pó cristalino (CP), similar ao vidro bioativo (VB) S53P4 e modificado com Sr2+, foi 

produzido via rota sol-gel e tratado termicamente à 800 ºC. Para incluir o Sr2+ no 

CP, houve a substituição em mol de 12,5 % ou 25 % de Óxido de Cálcio (CaO) por 

Óxido de Estrôncio (SrO). Três materiais cristalinos foram utilizados: CP sem Sr2+ 

(CPSr0), CP com  12,5 % de Sr2+ (CPSr12,5) e CP com  25 % de Sr2+ (CPSr25). A 

composição química dos CP (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) foi analisada por 

energia dispersiva de raios X (EDX). O perfil de liberação de Sr2+ em água 

destilada (1, 6 e 12 horas) foi obtido por espectroscopia de absorção atômica em 

chama (FAAS). A bio-reatividade foi avaliada in vitro por imersão em fluido corporal 

simulado (SBF) (24, 72 e 168 horas) e analisada por difração de raios X (DRX). No 

teste in vivo foram realizados 2 defeitos críticos de 7 mm de diâmetro na calvária 

de ratos Wistar macho, totalizando 30 defeitos, que foram randomicamente 

distribuídos nos grupos: (1) Controle negativo – coágulo sanguíneo; (2) Teste 1 – 

CPSr0; (3) Teste 2 – CPSr25. As avaliações foram feitas no período de 14 e 28 

dias pós-cirúrgico com o número amostral por grupo, em cada período, de quatro 

para a microtomografia computadorizada (micro-CT) e cinco para a análise 

histológica. A dopagem com Sr2+ foi confirmada pela presença de SrO nas 

porcentagens de 2,209 % e 6,929 %peso para CPSr12,5 e CPSr25. Os valores de 

liberação de Sr2+ do CPSr25 foram maiores, com comportamento crescente até o 

tempo de 6 horas e pequeno declive em 12 horas. Constatou-se picos 

característicos de hidroxiapatita (HA) (26 º, 32 º, 40 º, 45 º, 50 º e 56 º) nas 

amostras após análise de bio-atividade. No período de 168 horas, maiores picos de 

HA (26 ° e 32°) foram observados no CP sem Sr2+. A avaliação do micro-CT e da 

histomorfometria das amostras obtidas do teste in vivo mostraram que o CPSr25 foi 

estatisticamente maior que o CPSr0 para o volume ósseo (p = 0,016),  densidade 

óssea volumétrica (p = 0,016) e área de neoformação óssea (p = 0,025) aos 28 

dias, indicando que a dopagem com Sr2+ tem maior potencial de regeneração 



 
 

óssea. Na análise histológica do grupo CPSr25 foram constatados maiores valores 

para o  grau de vascularização aos 28 dias quando comparado ao CPSr0 (p = 

0,003). Em conclusão, os CP obtiveram sucesso no processo de dopagem e 

liberação iônica de Sr2+, observados por meio de EDX e FAAS. Os picos principais 

de HA demonstraram menores valores para os CP com Sr2+ no período de 168 

horas. A substituição de CaO por SrO apresentou melhores resultados no reparo 

de defeitos críticos sob o ponto de vista microtomográfico e histológico. Esses 

dados confirmam que a dopagem dos biomateriais com íons Sr2+ é uma boa 

estratégia para uso como substitutos ósseos na cicatrização de defeitos críticos. 

 

Palavras-chave: Materiais Biocompatíveis; Cerâmicas; Estrôncio; Regeneração 

Óssea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The search for ideal bone grafts drives the production of new osteoconductive and 

osteocutaneous biomaterials. Crystalline materials doped with strontium ion (Sr2+) 

may be an alternative for bone regeneration of critical size defects. The objective of 

this study was to characterize, evaluate the in vitro bio-reactivity and in vivo bone 

neoformation potential of Sr2+ doped crystalline materials. The crystalline powder 

(CP), similar to the bioactive glass (BG) S53P4 and modified with Sr2+, was 

produced via sol-gel route and heat treated at 800 ºC. To include Sr2+ in the CP, 

there was a molar substitution of 12.5 % or 25 % of calcium oxide (CaO) by 

strontium oxide (SrO). Three crystalline materials were used: CP without Sr2+ 

(CPSr0), CP with 12.5 % Sr2+ (CPSr12.5) and CP with 25 % Sr2+ (CPSr25). The 

chemical composition of the CP (CPSr0, CPSr12.5 and CPSr25) was analyzed by 

energy dispersive x-ray (EDX). The release profile of Sr2+ in distilled water (1, 6 and 

12 hours) was obtained by flame atomic absorption spectroscopy (FAAS). The bio-

reactivity was evaluated in vitro by immersion in simulated body fluid (SBF) (24, 72 

and 168 hours) and analyzed by X-ray diffraction (XRD). In the in vivo test, 2 critical 

defects of 7 mm in diameter were performed on the calvarium of male Wistar rats, 

totaling 30 defects, which were randomly distributed in the groups: (1) Negative 

control - blood clot; (2) Test 1 - CPSr0; (3) Test 2 - CPSr25. The evaluations were 

performed in the 14 and 28 postoperative days with the sample number per group in 

each period of four for the computerized microtomography (micro-CT) and five for 

the histological analysis. Doping with Sr2+ was confirmed by the presence of SrO in 

the percentages of 2.209 % and 6.929 % for CPSr12.5 and CPSr25. The release 

values of Sr2+ of CPSr25 were higher, with increasing behavior until the time of 6 

hours and small slope in 12 hours. Characteristic peaks of hydroxyapatite (HA) (26 

º, 32 º, 40 º, 45 º, 50 º and 56 º) were determined in the samples after bioactivity 

analysis. In the 168 hour period, higher HA peaks (26 ° and 32 °) were observed in 

the CP without Sr2+. The micro-CT and histomorphometry of the samples obtained 

from the in vivo test showed that CPSr25 was statistically different and higher than 

CPSr0 for bone volume (p = 0.016), percentual bone volume (p = 0.016) and new 

bone formation (p = 0.025) at 28 days indicating that Sr2+ doping has a greater 

potential for bone regeneration. In the histological analysis of the CPSr25 group, it 

was observed higher values for the degree of vascularization at 28 days when 



 
 

compared to CPSr0 (p = 0.003). In conclusion, CP were successful in the doping 

process and ionic release of Sr2+ observed through EDX e FAAS. The main HA 

peaks showed lower values for CP with Sr2+ in the time of 168 hours. The 

substitution of CaO by SrO presented better results in the repair of critical defects 

from the microtomographic and histological point of view. These data confirm that 

doping of biomaterials with Sr2+ ions is a good strategy for use as bone substitutes 

in the healing of critical defects. 

Keywords: Biocompatible Materials; Ceramics; Strontium; Bone Regeneration. 
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1. INTRODUÇÃO 

A reconstrução bem sucedida de defeitos ósseos críticos ocorridos por 

lesões traumáticas, inflamações, infecções microbianas, deformidades congênitas 

e ressecções tumorais, que não se regeneram espontaneamente, é um problema 

que motiva a criação de novos biomateriais na odontologia (1,2). O acometimento 

dos tecidos periodontais e a perda de órgãos dentais interferem diretamente no 

equilíbrio das forças oclusais do sistema estomatognático, pois induzem a 

reabsorção do processo alveolar e, consequentemente, causam problemas 

relacionados à digestão, à fonética e à estética dos pacientes (3). Defeitos ósseos 

críticos quando tratados com enxertia têm o seu processo de reparo 

potencializado, propiciando a estabilidade oclusal e a possibilidade de reabilitação 

funcional via implante dentário (1).  

Os enxertos ósseos mais usados para recuperação da forma e função de 

tecidos afetados são o autógeno, o homógeno, o heterógeno e o aloplástico (4). 

Esses enxertos contribuem para a formação de suporte ósseo através dos 

mecanismos osteogênico, osteocondutor e/ou osteoindutivo. Enxertos aloplásticos 

vêm obtendo destaque devido às limitações e aos riscos associados aos demais 

substitutos, como o fornecimento ósseo limitado, a morbidade do banco do 

doador, a hospitalização prolongada e os potenciais riscos de infecção e rejeição 

do sistema imunológico (5). Os materiais sintéticos mais utilizados na odontologia 

incluem a hidroxiapatita (HA), o beta-fosfato-tricálcio (β-TCP), os metais, os 

polímeros e os vidros bioativos (VB) (6).   

Os VB foram criados por Larry L. Hench no final da década de 60. Trata-se 

de uma composição especial de um vidro, biocompatível, osteocondutor e 

osteoindutor (7), baseada nas porcentagens do sistema óxido de sódio-óxido de 

cálcio-pentóxido de difósforo-óxido de silício (Na2O-CaO-P2O5-SiO2) (8). Quando 

esse material entra em contato com o organismo, desenvolve em sua superfície 

uma camada de HA bioativa responsável pela forte  ligação ao tecido ósseo (9). A 

característica da bioatividade está diretamente relacionada à composição química 

do vidro, tendo como concentração máxima permitida a porcentagem de 55 a 60 

% de SiO2, altas concentrações de CaO e Na2O e baixas de P2O5 (10,11). A 

queima controlada desses materiais à 800 ºC também contribui com a 



2 
 

biocompatibilidade, pois possibilita a formação da fase cristalina bioativa combeita 

(1Na2O-2CaO-3SiO2) (12,13). 

A formação da camada de HA foi descrita por Hench (2013) (14) e envolve 

um mecanismo químico constituído por cinco fases distintas conforme 

esquematizado no quadro 1. Durante a primeira reação química, ocorre uma 

rápida troca de íons sódio (Na+) da superfície do vidro com íons hidrogênio (H+) e 

hidrônio (H3O
+) da solução. No segundo estágio, a quebra das ligações siloxano 

(Si-O-Si) e a formação de grupos silanol (Si-OH) na interface resulta na perda de 

sílica solúvel (SiO2) para a solução, na forma de ácido ortossilícico [Si(OH)4]. Na 

terceira etapa, ocorre a condensação e a repolimerização dos grupos silanol 

formando uma camada rica em sílica na superfície do material deficiente de 

cátions alcalinos e alcalino-terrosos. Durante o quarto passo, íons cálcio (Ca2+) e 

fosfato (PO4
3-) migram para a superfície do vidro formando um filme amorfo rico 

em óxido de cálcio (CaO) e pentóxido de difósforo (P2O5) que cresce pela 

incorporação de Ca+2 solúvel e fosfatos a partir da solução fisiológica. Durante a 

última etapa, o filme amorfo é cristalizado com íons hidroxila (OH-) e carbonato 

(CO3
2-) presentes na solução, originando finalmente a camada de hidroxiapatita 

carbonatada (HCA). O rápido crescimento de aglomerados de HCA na superfície 

do vidro adsorve moléculas biológicas (fibras colágenas) que facilitam a ação dos 

macrófagos. Em 24 a 48 horas, as células-tronco fixam-se na superfície bioativa e 

iniciam a produção de fatores de crescimento, havendo a geração de uma matriz 

extracelular que será posteriormente cristalizada (6 a 12 dias), camada essa 

propícia à proliferação e ao crescimento ósseo (14).   
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Os VB podem ser produzidos por diferentes processos. O método padrão 

consiste no derretimento de óxidos a temperaturas entre 1100-1300 ºC e posterior 

fusão dessa mistura (15). Entretanto, esse método apresenta desvantagens como 

resultar em materiais quimicamente heterogêneos, graus de contaminação 

variável (16) e defeitos na integração do material (17). A rota sol-gel oferece um 

método alternativo ao procedimento tradicional para preparo de materiais 

vitrocerâmicos (16). 

A síntese sol-gel envolve a produção de uma solução (sol) composta por 

precursores líquidos a temperaturas relativamente baixas (16). A mistura de sol 

Troca de íons Na+ com fluidos corporais 

Quebra de ligações siloxanos (Si - O - Si) e formação de grupos 
silanol (Si - OH) na interface 

Cristalização do filme amorfo com íons OH- e CO3
2-   

Formação de uma camada de hidroxiapatita carbonatada 

Adsorção de frações biológicas na camada de HCA 

Diferenciação das células-tronco 

Cristalização da Matriz 

Regeneração Óssea 

Migração de íons Ca2+ e PO4
3- para superfície 

Camada rica em sílica na superfície do material 

Condensação e repolimerização dos grupos silanol         
 Si - OH + Si - OH      Si - O - Si 

Quadro 1. Esquema do mecanismo de ação do Vidro Bioativo 
Fonte: Hench, 2013 (14) 

Ação dos macrófagos 

Fixação de células-tronco 
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passa por hidrólise e condensação para formar o gel. O gel é seco e estabilizado 

em temperaturas entre 600 e 800 ºC. Os materiais bioativos sintetizados por esse 

método apresentam maior pureza, homogeneidade, controle de composição (18), 

possibilidade de alteração de textura da sua microestrutura (15) e a presença de 

porosidades que permitem um aumento de área de superfície de contato (18-20). 

Além disso, a temperatura de estabilização dos géis (680 ºC) coincide com a faixa 

de temperatura (600-700 ºC) de cristalização do material. Dessa maneira, 

materiais parcialmente cristalinos são produzidos, compostos por fases cristalinas 

bioativas - silicatos de sódio (Na2CaSi2O6 e Na2Ca2Si3O9) (15,16,21).  

Em 1969, Hench desenvolveu o VB S53P4 (BonAliveR Biomaterials Ltd, 

Finlândia) constituído por 53 % de SiO2, 23 % de Na2O, 20 % de CaO e 4 % de 

P2O5. Atualmente, esse é um dos VB mais estudados por apresentar potencial de 

osteocondução (22-24), de diferenciação osteogênica de células-tronco humanas 

(25) e de angiogênese (24). Diferentemente dos demais VB, o S53P4 apresenta 

efeito antibacteriano (22,26-28), contribuindo para a proteção de superfícies de 

biomateriais da colonização de micro-organismos (28).  O encolhimento e o dano 

da membrana celular dos micro-organismos após exposição ao VB S53P4 são 

observados na análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV), entretanto o 

mecanismo de ação não foi completamente estabelecido, necessitando de novas 

investigações (27). É sugerido que a ação antimicrobiana desse material deva-se 

ao efeito alcalinizador do meio (29) e à elevada pressão osmótica que contribuem 

para um ambiente inapropriado ao crescimento microbiano (26). Essas 

propriedades fazem do VB S53P4 um material ideal na regeneração óssea, pois 

une a ação promotora óssea à atividade antibacteriana, sendo um potente 

material de preenchimento de cavidades infectadas e restabelecimento da função 

(30).  

Vários estudos in vitro demonstram o efeito antimicrobiano do VB S53P4 

sobre bactérias: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 

gingivalis, Actinomyces naeslundii, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis 

(31), Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e 

Klebsiella pneumoniae (22,32). Bons resultados foram observados em um estudo 

in vitro sobre 17 espécies bacterianas anaeróbicas clinicamente importantes, 
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demonstrando ter, o VB S53P4, um forte efeito inibidor de crescimento sobre 

todos os agentes patogênicos testados (33). A redução bacteriana em biofilmes 

de Staphylococcus aureus foi estudada em diferentes tamanhos de partículas do 

VB (0,5-0,8 mm e < 45 µm), constatando-se que a maior ação antibacteriana está 

relacionada com o aumento da área superficial de contato (26). 

O efeito antimicrobiano de CP (partículas < 2 µm) semelhante ao VB 

S53P4 com substituições de 0 % (CPSr0), 12,5 % (CPSr12,5) e 25 % (CPSr25) 

de CaO por SrO, em concentrações ≤ 100 mg/mL, foi avaliado sobre bactérias 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Streptococcus 

mutans, e leveduras do gênero Candida: C. albicans, C. glabrata, C. kruseri e C. 

tropicalis. Os CP dopados com Sr2+ demonstraram pequeno retardo do efeito 

antimicrobiano, alcançando inibição completa sobre os fungos e as bactérias em 

72 horas. Valores de pH maiores que 10, mensurados após 6 horas de contato 

dos CP com o meio, exibiram correlação positiva com o efeito inibitório sobre os 

micro-organismos avaliados (34). 

O VB S53P4 vem sendo usado para tratar uma variedade de condições 

médicas (35) a exemplo de defeitos ósseos vertebrais por espondilodiscite grave 

(24), osteomielite crônica (36-38), infecções articulares ósseas e protéticas (14), 

lesões osteocondrais do joelho (39), colesteatoma-obliteração da cavidade 

mastóide (40-43), defeitos de tumor ósseo benigno (23), fratura zigomática-órbito-

maxilar (44) e revestimento de implantes reconstrutores (28). Na odontologia tem 

sido testado como medicação intracanal de dentes (45), osteointegração de 

implantes (46,47), regeneração óssea de cavidades císticas, defeitos ósseos na 

maxila e mandíbula (48) e na regeneração óssea periodontal (49).  

Apesar da excelente capacidade de ligação com ossos e tecidos moles, os 

VB têm aplicação restrita como material de suporte por sua eminente fragilidade 

(50). Diante disso, a bioengenharia tecidual trabalha para proporcionar melhores 

características estruturais e funcionais, incorporando metais, cerâmicas, 

polímeros e íons. Diferentes íons podem ser adicionados aos VB, a exemplo do 

zinco, magnésio, zircônia, titânio, boro, cobre, prata e estrôncio, com a finalidade 

de potencializar a funcionalidade e sua bioatividade (51). 
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O Sr2+ induz benefícios à mineralização e à resistência óssea. O 

entendimento das vias de ação farmacológica do Sr2+ nos processos de 

reparação óssea obtiveram notáveis avanços nos últimos anos. Sabe-se que o 

Sr2+ reduz a diferenciação e a atividade celular dos osteoclastos e, 

consequentemente, promove sua apoptose e a diminuição da reabsorção óssea. 

Outro efeito do Sr2+ é estimular o processo de diferenciação de células 

mesenquimais estromais (MSCs) em osteoblastos (52,53). Os alvos moleculares 

desse íon ainda são objetos de estudo, mas suspeita-se que eles atuem em alvos 

semelhantes aos do íon cálcio (Ca2+), mediante semelhança estrutural entre eles. 

A estimulação de receptores sensíveis ao Ca2+ em osteoclastos e osteoblastos 

ativam a fosfolipase Cβ, o inositol 1,4,5-trifosfato e a liberação de Ca2+ 

intracelular. O íon Ca2+ induz a ativação da MAP quinase (proteína ativada por 

mitógeno) regulada pela sinalização extracelular 1 e 2 (MAPK ERK1/2)  e pela via 

de sinalização Wnt/Fator Nuclear de Células T ativadas (Wnt/NFATc). Ao fim, as 

moléculas reguladoras ligantes do receptor ativador do fator nuclear kappa B 

(RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) controlam o mecanismo da reabsorção 

óssea (54).  

Cientes do potencial terapêutico do Sr2+, Gorustovich e cols (2010) (55) 

avaliaram, pela primeira vez, a osteocondutividade de partículas do VB 45S5 

dopados com 6 %SrO em mol (45S5.6Sr) implantadas na medula óssea da tíbia 

de ratos. As evidências desse estudo indicaram que não houve diferença 

significativa entre as partículas 45S5 e 45S5.6Sr. Consoante às evidências, outro 

estudo verificou a estabilidade de implantes de cerâmica de vidro (4,5SiO2–

3Al2O3–1,5P2O5–3SrO–2SrF2) com completa substituíção de íons Ca2+ por Sr2+, 

em um modelo de fêmur de coelho, analisado após 12 semanas por micro-CT. A 

biocompatibilidade e a capacidade de regeneração óssea foram semelhantes ao 

VB sem substituição, entretanto, percebeu-se que elevadas quantidades de Sr2+ 

não influenciaram negativamente nas propriedades de bioatividade e na 

reconstrução óssea (56).  

Goel e cols (2011) (57) investigaram a influência do SrO na capacidade de 

formação de apatita em SBF quando substituições de até 10 %mol eram 

realizadas no VB [(36,07-x)CaO-xSrO-19,24MgO-5,61P-38,49SiO-0.59CaF]. Foi 
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visto que a capacidade de formação de apatita diminuiu significativamente 

conforme aumento de Sr2+ e consequente diminuição de Ca+2. Isso pode ser 

explicado pela incapacidade de formação da fase precursora do fosfato de 

octacálcio em baixas concentrações de Ca2+ (58). 

Diferentemente, Jebahi e cols (2013) (59), utilizando um modelo de 

cicatrização de defeito criado na lateral de côndilo femoral de rato, provaram que 

a substituição de 0,1 % em peso de Sr2+ no VB 46S6 (considerada a 

concentração de Sr2+ próxima à existente no corpo) aumentou a formação óssea 

e a quimiotaxia de osteoblastos para a região. Interessados em aprofundar essas 

evidências, Zhang e cols (2013) (52) verificaram o efeito estimulador de 

arcabouços mesoporosos de VB [Sr/Ca/P/Si = x/15/5/(80-x)], sem e com Sr2+ (0; 

2,5 e 5 %mol) sobre a proliferação e diferenciação osteogênica de MSCs da 

medula óssea in vitro, e sobre defeitos de femur de tamanho crítico em ratas 

ovariectomizadas. Os resultados mostraram que os íons Sr2+ aumentaram 

significativamente a multiplicação de MSCs e estimularam a expressão de 

marcadores de diferenciação de osteoblastos [fosfatase alcalina de fígado (ALPL), 

proteína óssea gamma carboxyglutamato (BGLAP), colágeno tipo 1 alfa 1 

(COL1A1) e fator de transcrição 2 (RUNX2)]. In vivo, viu-se maior regeneração 

óssea de defeitos osteoporóticos preenchidos com VB dopado com Sr+2, 

sugerindo que a incorporação de íons Sr2+ seja um método terapêutico promissor 

na regeneração de fraturas ocasionadas pela osteoporose.  

Santocildes-Romero e cols (2015) (53) também investigaram o efeito da 

substituição parcial (50 %) ou total (100 %) de CaO por SrO (em molar) do VB 

45S5 sobre MSCs da medula óssea de rato in vitro. Essa substituição resultou em 

aumento da solubilidade do biomaterial, podendo ter causado uma inibição da 

atividade metabólica celular em composições com 100 % de Sr2+. Entretanto, 

análises de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real detectaram 

a regulação da expressão de alguns genes (ALPL e BGLAP) da diferenciação 

osteoblástica na presença de composições substituídas por Sr2+. Esse resultado 

apoia o conceito de que VB podem exibir seletividade em células in vitro, 

favorecendo a diferenciação em uma linhagem osteogênica. 
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Apesar do VB S53P4 ter sido descoberto há algum tempo, foi pouco 

explorado pela área da biotecnologia tecidual óssea, necessitando de novos 

estudos que venham melhorar as propriedades bioativas desse material. Baseado 

nas propriedades de osteocondução, osteoindução e atividade antimicrobiana do 

VB S53P4, e no potencial terapêutico do íon Sr2+, esse trabalho teve como 

propósito caracterizar, avaliar a bioatividade in vitro e a neoformação óssea in 

vivo de materiais cristalinos dopados com Sr2+. H1: A adição de Sr2+ em CP 

semelhantes ao VB S53P4 pode interferir nas características físico-quimicas, na 

bioatividade e no potencial regenerativo ósseo.  

1. CAPÍTULO 1 

O manuscrito a seguir será submetido para publicação no periódico 

“Materials Science and Engineering C”. 

Caracterização, avaliação da bioatividade in vitro e da neoformação óssea in 

vivo de materiais cristalinos dopados com íons estrôncio 

Resumo 

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar, avaliar a bio-reatividade in 

vitro e os ganhos potenciais ósseos in vivo provenientes da substituição parcial do 

óxido de cálcio (CaO) por 12,5 mol% (CPSr12,5) ou 25 mol% (CPSr25) de óxido 

de estrôncio (SrO) em pós cristalinos (CP) de composição semelhante ao S53P4. 

A composição química dos CP (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) foi analisada por 

espectroscopia de energia dispersiva de raios x (EDX). A bio-reatividade foi 

avaliada por imersão em fluido corporal simulado (SBF) (24, 72 e 168 horas) e 

analisada por difração de raios X (DRX). O perfil de liberação de estrôncio (Sr2+) 

em água destilada (1, 6 e 12 horas) foi obtido por espectroscopia de absorção 

atômica em chama (FAAS). Defeitos ósseos críticos bilateriais de 7mm foram 

criados na calvária de ratos Wistar. Os defeitos preenchidos com CPSr0 e 

CPSr25 faziam parte dos grupos teste e os não implantados foram utilizados 

como controle negativo. Os animais foram sacrificados após 14 e 28 dias. A 

dopagem com Sr2+ foi confirmada pela presença de SrO nas porcentagens de 

2,209 % e 6,929 %peso para CPSr12,5 e CPSr25. Os valores de liberação de 

Sr2+ do CPSr25 foram maiores. Os principais picos de HA (26 ° e 32°) no tempo 

de 168 horas foram maiores para o CP sem Sr2+. Nas análises microtomográfica 
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(n = 4) e histomorfométrica (n = 5) o CPSr25 mostrou valores maiores que o 

CPSr0 para o volume ósseo (p = 0,016), densidade volumétrica óssea (p = 0,016) 

e área de neoformação óssea (p = 0,025) aos 28 dias. A análise histológica (n = 

5) revelou maior grau de vascularização aos 28 dias para CPSr25 quando 

comparado ao CPSr0 (p = 0,003). Esses dados confirmam que a dopagem dos 

CP S53P4 com íons Sr2+ possui potencial para uso como substitutos ósseos na 

cicatrização de defeitos críticos.   

Palavras-chave: Materiais Biocompatíveis, Cerâmicas, Estrôncio, Regeneração 

Óssea. 

1. Introdução 

A restauração bem sucedida de defeitos ósseos de tamanho crítico 

ocorridos por lesões traumáticas, inflamações, infecções microbianas, 

deformidades congênitas e ressecções tumorais é um problema que motiva a 

criação de novos biomateriais na odontologia [1,2]. Os enxertos ósseos mais 

usados para reabilitação da forma e da função de tecidos acometidos são o 

autógeno, o homógeno, o heterógeno e o aloplástico [3]. Enxertos aloplásticos 

vêm obtendo destaque devido às limitações e aos riscos associados aos demais 

substitutos, como o fornecimento ósseo limitado, a morbidade do banco do 

doador, a hospitalização prolongada, os potenciais riscos de infecção e a rejeição 

do sistema imunológico [4]. Os materiais sintéticos mais utilizados como enxertos 

na odontologia incluem a hidroxiapatita (HA), o beta-fosfato-tricálcio (β-TCP), os 

metais, os polímeros e os vidros bioativos (VB) [5].   

O VB S53P4 (53 % de dióxido de silício, 23 % de óxido de sódio, 20 % de 

óxido de cálcio e 4 % de pentóxido de fósforo) [6] é um dos substitutos ósseos 

mais estudados por apresentar potencial de osteocondução [7-9], de 

diferenciação osteogênica de células-tronco [10] e de angiogênese [9]. 

Diferentemente dos demais VB, apresenta efeito antimicrobiano [7,11-13], 

contribuindo para a proteção de superfícies de biomateriais da colonização de 

micro-organismos [13]. Sua composição química, com baixo teor de sílica, é 

responsável pela formação da camada de HA bioativa que se liga fortemente ao 

tecido ósseo [14,15]. Tal vantagem justifica sua seleção para aplicação na área 

médica [7-9,13,16-23] e odontológica [24-28]. 
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A fusão de óxidos é o método padrão para produção desse biomaterial 

[29]. Entretanto, esse método apresenta desvantagens como resultar em 

materiais quimicamente heterogêneos, com possíveis contaminações [30] e 

defeitos na integração do material [29]. A rota sol-gel oferece um método 

alternativo ao procedimento tradicional para preparo de materiais vitrocerâmicos 

[30] e tem como vantagens a obtenção de maior pureza, a homogeneidade, o 

controle de composição [31], a facilidade de alteração microestrutural [32] e a 

presença de porosidade que permite um aumento de área de superfície de 

contato [31,33,34]. Além disso, a temperatura de estabilização dos géis (680 ºC) 

coincide com a faixa de temperatura (600-700 ºC) de cristalização dos VB. Os 

materiais resultantes são parcialmente cristalinos e compostos pela fase cristalina 

altamente bioativa – silicato de sódio (Na2CaSi2O6 e Na2Ca2Si3O9) [30,32,35].  

A bioengenharia tecidual trabalha para proporcionar melhores 

características estruturais e funcionais, incorporando metais, cerâmicas, 

polímeros e íons. Diferentes íons podem ser adicionados aos VB, a exemplo do 

zinco, magnésio, zircônia, titânio, boro, cobre, prata e estrôncio, com a finalidade 

de potencializar sua funcionalidade e bioatividade [36]. Os íons Sr2+ são 

conhecidos pelo potencial terapêutico sobre o fortalecimento ósseo.  Agem 

através de dois mecanismos, a diferenciação osteoblástica e a apoptose dos 

osteoclastos por vias semelhantes às do íon cálcio (Ca2+) [37]. Estudos com 

adição do Sr2+ no VB demonstram aumento da formação óssea, da quimiotaxia de 

osteoblastos [38], da multiplicação de células mesenquimais estromais [39] e da 

estimulação da expressão de marcadores de diferenciação de osteoblastos 

[fosfatase alcalina de fígado (ALPL), proteína óssea gamma carboxyglutamato 

(BGLAP), colageno tipo1 alfa 1 (COL1A1), fator de transcrição 2 (RUNX2)] 

[14,39]. Em contraste, estudos in vitro demonstraram que a substituição de Ca2+ 

por Sr2+ retardou a formação de uma fase semelhante à HA em SBF [15,40,41], o 

que foi associado a incapacidade de formação da fase precursora do fosfato de 

octacálcio em baixas concentrações de Ca2+ [41]. 

Estudos in vitro com dopagem de Sr2+ em formulações S53P4 já foram 

realizados [15,42], entretanto não há avaliações da ação desse íon adicionado ao 

S53P4 em modelo animal de defeito crítico. Baseado nas propriedades de 

osteocondução, de osteoindução e da atividade antimicrobiana do VB S53P4, e 
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no potencial terapêutico do íon Sr2+, esse trabalho tem como objetivo caracterizar, 

avaliar a bioatividade in vitro e a neoformação óssea in vivo de materiais 

cristalinos de composição semelhante ao S53P4 dopados com íons Sr2+.  

2. Material e Métodos  

2.1. Preparação dos pós cristalinos 

Para a produção dos CP, utilizados no desenvolvimento desta pesquisa, 

foram usados o tetraetil ortosilicato (TEOS, 99 %), o trietil fosfato (TEP), o nitrato 

de cálcio [Ca(NO3)2·4H2O], o nitrato de sódio [Na(NO3)] e o cloreto de estrôncio 

(SrCl2) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), precursores do silício (Si), do fósforo (P), 

do cálcio (Ca), do sódio (Na) e do estrôncio (Sr), respectivamente. Inicialmente, o 

TEOS foi adicionado ao ácido acético à 0,1 mol/L [43]. A quantidade de água foi 

definida de acordo com a relação de número de mol de água com o TEOS (n = 

água/TEOS), baseada em um valor de 35. Após 3h de agitação vigorosa através 

de um agitador magnético, foram adicionados o TEP, o nitrato de cálcio e o nitrato 

de sódio, com intervalo de 1h entre as adições, sob agitação constante. Nas 

composições de CP com Sr2+, a quantidade de reagente foi calculada 

considerando uma substituição em massa dos componentes finais de óxidos de 

CaO por SrO em porcentagens de 12,5 % e 25 % Os valores das massas 

utilizadas referentes a esses componentes são mostrados na Tabela 1. 

As soluções foram deixadas na estufa à 110 oC por 48h para que ocorresse 

a geleificação e a secagem. Posteriormente, os materiais passaram por queimas 

de 600, 700 e 800 oC, com taxa de aquecimento de 30 oC/min durante 5h. A 

queima à 800 oC foi escolhida por propiciar a formação da fase cristalina bioativa 

chamada de combeita [44,45] e por não apresentar nitrato de sódio residual [29]. 

As composições obtidas CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25 são mostradas na tabela 1. 

Finalmente, os materiais foram macerados e peneirados usando uma peneira de 

200 mesh (abertura 45µm) para obtenção de partículas que propiciassem uma 

maior área de superfície de contato.  
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Tabela 1. Massas dos reagentes relacionados aos componentes dos pós 
cristalinos estudados (gramas).  

Reagentes  TEOS Na(NO3) Ca(NO3)2·4H2O TEP SrCl2 

CPSr0 5.742 1.971 2.636 0.320 0.00 

CPSr12.5 5.742 1.971 2.306 0.320 0.201 

CPSr25 5.742 1.971 1.970 0.320 0.402 

 

Tabela 2. Composição dos pós cristalinos estudados (mol %).  

Componentes  SiO2 Na2O CaO P2O5 SrO 

CPSr0 53.0 23.0 20.0 4.0 0.0 

CPSr12.5 53.0 23.0 17.5 4.0 2.5 

CPSr25 53.0 23.0 15.0 4.0 5.0 

 

2.2. Caracterização prévia dos pós cristalinos 

Os pós cristalinos CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25 foram caracterizados 

anteriormente por análises termogravimétricas (TG/DTG) sob atmosfera de 

nitrogênio e aquecimento da temperatura ambiente a 1000 °C a uma taxa de 

aquecimento de 15 °C/min (DTG-60H, Shimadzu, Japão)  (Fig. 1) [46]. O 

comportamento de cristalização foi analisado por difração de raios X (DRX) (XRD-

6000, Shimadzu, Japão) operado com radiação alfa de cobre (Cu Kα, λ = 0.15418 

Å) e filtro de níquel (Fig. 2) [46]. Os espectros de infravermelho foram obtidos 

usando um espectrofotômetro de infravermelho por transformada de fourier (FTIR) 

(IRPrestige-21, Shimadzu, Japão) usando pastilhas de KBr com 64 varreduras e 

resolução de 4 cm-1 de 400-4,000 cm-1 (Fig. 3) [46]. O tamanho médio das 

partículas e o desvio padrão foram estimados a partir de leitura em triplicada 

usando um ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) (Tab. 3) [46]. A morfologia 

dos CP foi observada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) modelo 

Quanta 450 (FEI Company, Estados Unidos) (Fig. 4) [46].   
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Figura 1. Curvas termogravimétricas e termodiferenciais (TG/DTG) dos pós 

cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) expressas como a mudança do 

percentual de massa de amostra em função da temperatura. 
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Figura 3. Espectros de FTIR dos pós cristalinos CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25. 

Bandas características: 850 a 1220 cm-1 (vidros de silicato), 930 cm-1 (ligação do 

Si−O- ao Na+ ou Ca2+, ou a ligação P-O-P), 1070 (grupo fosfato), 530 e 625 cm-1 

(combeita), entre 1400 e 1515 cm-1 (carbonato), 781 cm-1 (Sr−O). 

Tabela 3. Determinação do tamanho médio das partículas dos pós 

cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) por ZetaSizer. 

Materials Size Standard deviation 

CPSr0 1.61 µm ± 0.24 µm 

CPSr12.5 1.88 µm ± 0.48 µm 

CPSr25 1.48 µm ± 0.41 µm 

 

  

 

Figura 4. Micrografias (MEV) dos pós cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) 

evidenciando material irregular com tamanho variável e partículas menores 

formando aglomerados ou se unindo às superfícies de partículas maiores. 
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2.3. Caracterização dos pós cristalinos 

2.3.1. Análise por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)  

A composição química dos pós cristalinos, CPSr0, CPSr12,5, CPSr25, foi 

determinada por EDX (Energy Dispersive X ray Analysis) em um espectrômetro 

de fluorescência de raios X por energia dispersiva (Shimadzu, modelo EDX-720, 

Japão) mapeando-se a distribuição dos óxidos SiO2, Na2O, CaO, P2O5 e  SrO. 

2.4. Espectroscopia de Absorção Atômica em Chama (FAAS) 

Neste ensaio, 0,225 g de cada CP dopado com Sr2+ (CPSr12,5 e CPSr25) 

foi imerso em um béquer com 150 mL de água deionizada, sob agitação contínua 

(taxa média de 75 rpm), a uma temperatura de 22 ºC. Com auxílio de uma 

seringa, 50 mL da solução homogênea foram removidos (60, 360 e 1440 min). 

Após cada retirada, as soluções foram filtradas com filtro millipore de 0,22 µm 

[47]. As amostras foram acidificadas e a determinação de Sr2+ realizada por FAAS 

(Flame Atomic Absorption Spectrometry) (Analyik Jena, Nov AA3003, Jena, 

Alemanha). O experimento foi realizado em triplicata e os valores médios de cada 

ponto da curva foram obtidos. 

2.5. Testes prévios de bio-reatividade in vitro  

Os materiais foram avaliados em SBF (pH 7,4) [48] nos tempos de 24, 72 e 

168 h, utilizando MEV (Fig. 5) e por FTIR (Fig. 6) para verificar a formação de HA 

[46]. 
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Figura 5. Micrografias dos pós cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) após 24, 

72 e 168 horas de imersão em SBF com formação de uma camada compatível 

com a HA para todos os CP. 
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Figura 6. Espectros de FTIR dos pós cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) 

após imersão em SBF por 24, 72 e 168 horas com bandas características de HA 

para todos os grupos (565 e 605 cm-1). 

2.6. Teste de bio-reatividade in vitro  

2.6.1. Difração de Raios-X (DRX) 

A bio-reatividade dos materiais foi avaliada por imersão em SBF (pH 7,4) 

pelo método de Kokubo e cols (2006) [48]. Os CP foram prensados a 9,81 N por 

20 minutos para obtenção de arcabouços. As amostras foram limpas em acetona 

com auxílio do ultrassom por 10 segundos [32]. Após, os corpos-de-prova foram 

imersos em SBF usando uma proporção de 2 mg/mL, sob agitação constante à 37 

°C em mesa agitadora [32] por 24, 72 e 168 h [15]. Ao término de cada período, 

as amostras foram lavadas com acetona para remover o SBF e para finalizar 

qualquer reação superficial, e submetidas à secagem [32]. Nos tempos 24, 72 e 

168 h, as amostras foram analisadas por DRX (XRD-6000, Shimadzu, Japão) 

para verificar a existência de picos característicos da HA nos materiais cristalinos.  

2.7. Experimento In vivo 

2.7.1. Procedimento Cirúrgico 

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de 

Animais (CEUA) do Centro Universitário de João Pessoa sob o nº de protocolo 

002/2019. Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, com 

peso entre 300g e 400g, foram submetidos à anestesia intraperitoneal de 80 

mg/kg de Cloridrato de Cetamina 10 % (Cetamin®, Syntec, Brasil) e 10 mg/kg de 

Cloridrato de Xilazina 2 % (Xilazin®, Syntec, Brasil) [49]. Após, foi realizada a 

tricotomia na região da calvária e a antissepsia da pele com digluconato de 

clorexidina à 2 %. Foi feita uma incisão cutânea bicoronal, semilunar, com 

extensão de aproximadamente 2 cm, estendendo-se da pele para as camadas 

fascial e periosteal que sobrepõem à sutura sagital da calvária. O tecido 

subcutâneo, o músculo temporal e o periósteo foram divulsionados de maneira a 

permitir a visualização da região óssea a ser cirurgiada. Dois defeitos circulares 

críticos, com 7 mm de diâmetro cada, foram realizados na região da calvária, 

sobre a sutura sagital mediana, com uma broca trefina de 6mm (Harte, Precision 
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Grip, Brasil) acoplada a um motor cirúrgico portátil (Motor endodôntico X - smart 

plus maillefer, Dentsply, Suíça), sob baixa rotação e irrigação abundante com 

solução salina estéril a 0,9 % (50). Para evitar danos nos tecidos subjacentes, o 

osso foi parcialmente perfurado com a trefina e gentilmente elevado com foice 

ponta morse (Foice Raspador Extrator Ponta Morse 0/00, Millennium, Brasil) para 

separá-lo da dura-máter [49].  

Os animais foram divididos aleatoriamente, por sorteio, em três grupos e 

avaliados em 2 períodos distintos (14 e 28 dias), totalizando seis grupos com 

número amostral de 5 defeitos cada. Os grupos receberam material de 

preenchimento diferente: coágulo sanguíneo, CPSr0 e CPSr25 (50). Os CP foram 

previamente esterilizados por óxido de etileno. Nos grupos experimentais tratados 

com biomateriais, colocou-se 20mg de CP, de forma a ocupar toda a loja óssea 

criada. Por cima do material de preenchimento, foi posicionada uma tela de 

polipropileno (Tela de Polipropileno Plana Propy-Mesh, Atramat, México) para 

promover uma área cirúrgica livre de invasão epitelial [51] e para proteção da 

dura-máter. A sutura da pele foi feita com fio de seda 3-0 (Technew®, Brasil).  

Durante o pós-operatório, os animais foram colocados em gaiolas de 

polipropileno unitárias, forradas com maravalha (Maravalha de Pinus Biotério – 

QUIMIA, Brasil), ciclo dia/noite de 12/12 horas, com facilitação do acesso à água 

e a ração (QUIMIA, Brasil), administração de dose única de 0,2 mL do 

pentabiótico (Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde Animal 

Ltda., Brasil) e 50 mg/Kg de dipirona de 8 em 8 horas por 5 dias, ambas 

medicações por via subcutânea [52]. Os animais ficaram sob observação durante 

as 4 horas posteriores ao momento cirúrgico. A limpeza da ferida cirúrgica foi 

realizada com digluconato de clorexidina à 2 % até a remoção da sutura e total 

cicatrização.   

 Após 14 e 28 dias pós-operatórios, os animais sofreram eutanásia em 

câmara por inalação de dióxido de carbono (CO2). Os crânios foram dissecados e 

fragmentos representativos da calvária com a região do defeito foram coletados e 

fixados em formol à 10 % por um tempo mínimo de 48 horas [50]. Todas as 

etapas cirúrgicas encontram-se na figura 7. Os procedimentos seguiram as 

diretrizes da prática de eutanásia do conselho nacional de controle de 
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experimentação animal e todos os esforços foram feitos para minimizar o 

sofrimento. 

            

Figura. 7. Sequência do procedimento cirúrgico in vivo. (A) Incisão semilunar; (B) 

Fixação das bordas; (C) Divulsão do periósteo; (D) Calvária exposta; (E) Defeito 

crítico de 7mm; (F) Dois defeitos criados; (G) Deslocamento do bloco ósseo; (H) 

Regularização de espículas nas bordas do defeito; (I) Implantação dos 

9 

A B C D 

E F G 

H J 

L M 

I 
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biomateriais; (J) Tela de polipropileno posicionada; (L) Síntese das bordas da 

ferida; (M) Aplicação subcutânea de analgésico e antibiótico.   

 

2.7.2. Microtomografia Computadorizada (Micro-CT)  

 Para avaliar a mineralização dos defeitos, quatro amostras de cada grupo, 

nos períodos de 14 e 28 dias, foram analisadas em um aparelho de micro-CT 

(Bruker micro CT, SkyScan 1172, Bélgica) pertencente ao laboratório de 

Microscopia e Imagem Biológica da Universidade Federal da Paraíba – UFPB. 

Utilizou-se o seguinte protocolo: 13,5 µm de pixel, 80 kV, 124 μA, 180 graus de 

rotação com quatro projeções a cada 0,6 graus, uso de filtro de alumínio de 0,5 

mm e utilização de anel de redução de artefatos. O tempo de varredura para cada 

amostra foi de aproximadamente 53 minutos. As amostras foram posicionadas e 

fixadas à sela do aparelho para que não ocorresse movimentação durante a 

tomada tomográfica. Finalizado o processo, os dados em duas dimensões foram 

processados no software NRecon e reposicionados no software Dataviewer para 

alinhar os planos de corte. Através do software CTAnalyser foi delimitada a região 

de estudo (ROI) com 7mm de diâmetro e threshold fixo de 0 a 57. Os espécimes 

foram analisados quanto ao volume ósseo (BV), à densidade volumétrica óssea 

[PBV = BV sobre o volume tecidual total (BV/TV)], à espessura trabecular 

(TB.TH), ao espaço entre as trabéculas ósseas (TB.SP) e ao número de 

trabéculas ósseas (TB.N) [53]. 

2.7.3. Análise Histológica 

 Após a análise microtomográfica, todos os espécimes dos grupos (n = 5) 

fixados em solução de formalina tamponada (10 %) foram colocados em solução 

descalcificadora de ácido nítrico (10 %) por 3 dias e, posteriormente, desidratados 

e diafanizados. As calvárias foram seccionadas coronalmente, separando os dois 

defeitos, um anterior e outro posterior. As amostras foram incluídas em parafina e 

secções coronais de 5 µm de espessura [50] foram feitas da área central com 

maior neoformação óssea [54]. As lâminas histológicas foram coradas por 

Hematoxilina e Eosina (H&E) e Tricrômio de Masson (TM) [54]. Foram obtidas 

imagens histológicas em aumentos de 5x, 10x, 40x, posteriormente avaliadas a 
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Fonte: Metodologia adaptada de Mendes et al., 2009 [57] 

cego por dois examinadores, calibrados e experientes, com auxílio de microscópio 

óptico (Carl Zeiss, Germany) [55].  

 As secções coradas com TM foram avaliadas histomorfometricamente na 

objetiva de 5x com auxílio de software de análise de imagem (ImageJ, National 

Institutes of Health, Estados Uidos) e foi calculada a porcentagem da área de 

neoformação óssea. Primeiramente, as bordas dos defeitos foram delineadas, e 

então, a porcentagem de área ossea recém formada (New Bone Formation - NBF) 

identificada e quantificada [56] de acordo com a equação 1 (Eq. 1):  

Equação 1.  NBF = NBA/TA×100 

Onde, NBA (New Bone Area) é a área de osso novo e o TA (Total Area) é a área 

total medida entre as bordas do defeito.  

 Os aspectos verificados durante análise qualitativa, em cortes corados com 

H&E, foram tabulados em um sistema de escores baseados no grau de 

inflamação e no grau de vascularização. A análise morfológica, através da análise 

da lâmina toda, verificou processos como migração leucocitária, hemorragia, 

vasodilatação e morte celular (necrose e apoptose) [55], além da contagem de 

células inflamatórias e capilares sanguíneos [57] descritos abaixo (Tab. 4).    

 
Tabela 4 -  
 
Escore  

 
Pontuações atribuídas aos eventos histológicos 
 
(a) Grau de inflamação  

1  Ausência de células inflamatórias  
2  Discreto (15 células inflamatórias no aumento de 10x)  
3 
4  

Moderado (até 30 células inflamatórias no aumento de 10x) 
Abundante (presença de mais que 30 células inflamatórias no 
aumento de 10x) 
 

Escore  (b) Grau de vascularização 
1  Ausência de capilares sanguíneos 
2 
 
3  

Discreto (presença de menos que 3 capilares sanguíneos no 
aumento de 40x) 
Moderado (presença de 3 a 5 capilares sanguíneos no aumento de 
40x) 

4  Abundante (presença de mais que 10 capilares sanguíneos no 
aumento de 40x) 
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2.8. Análise estatística 

 Os resultados foram analisados com os valores da média ± desvio 

padrão/erro padrão. As diferenças entre os grupos foram verificadas por análise 

de variância (ANOVA) seguido de testes de comparação múltipla de Tukey (p < 

0,05) ou de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (p < 0,05), através do software 

de programa estatístico GraphPad Prisma (Graphpad Software, Estados Unidos). 

3. Resultados e Discussão  

3.1. Análise por Energia Dispersiva de Raios X (EDX) 

 A figura 8 indica a composição química em percentual por mol para cada 

material estudado. Os dados mostraram que os CP obtidos por meio do método 

sol-gel são compostos predominantemente pelos óxidos SiO2, Na2O, CaO e P2O5. 

A dopagem com Sr2+ foi confirmada pela presença de SrO nas porcentagens de 

2,209 %massa total do CPSr12,5 (10,28 %massa de substituição de CaO por 

SrO) e 6,929 %massa total do CPSr25 (27,5 %massa de substituição de CaO por 

SrO). Foi observada uma distribuição homogênea dos materiais, verificada pelo 

pequeno desvio-padrão das amostras, indicando que o método de produção sol-

gel apresenta boa solubilidade. Em todas amostras produzidas nesse trabalho foi 

identificado o óxido de alumínio (Al2O3) que possivelmente foi incluído nas 

amostras por meio de contaminação dos reagentes, do cadinho de queima e do 

molde para fabricação das pastilhas para realização da análise por EDX. 
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Figura 8. Composição química dos pós cristalinos (CPSr0, CPSr12,5, CPSr25) 

realizada por  EDX.  

3.2. Espectroscopia de Absorção Atômica em Chama (FAAS) 

 A figura 9 mostra a liberação de Sr2+ dos CP (CPSr12,5 e CPSr25) em 

água destilada através de FAAS. Observou-se uma taxa crescente de dissolução 

dos íons Sr2+ até o ponto máximo de liberação que se deu no tempo de 360 

minutos para os dois materiais. Nos minutos seguintes, essa tendência foi se 

alterando com leve declive para o CPSr25 e acentuada queda para o CPSr12,5. 

Conforme esperado, o CPSr25 apresentou maiores concentrações de Sr2+ 

durante todos os períodos [15] e menor queda do valor obtido ao final dos 720 

minutos em relação ao pico máximo de liberação. Provavelmente, a maior queda 

de concentração de Sr2+ do CPSr12,5 do período de 360 a 720 minutos ocorreu 

devido a depletação de íon Sr2+ do biomaterial. Esses dados consolidaram a 

escolha do CPSr25, em detrimento do CPSr12,5, para uso em testes in vivo, pois 

maiores concentrações de Sr2+ no plasma tendem a desencadear melhores 

respostas biológicas pela maior disponibilidade no meio, sem causar toxicidade 

aos organismos vivos [58]. 
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Figura 9. Liberação de íon Sr2+ dos pós cristalinos (CPSr12,5 e CPSr25) em água 

destilada no período de 60, 360 e 720 minutos. A liberação do íon Sr2+ é relatada 

em mg/L. 

3.3. Teste de bio-reatividade in vitro com análise de DRX  

Nesse estudo, usou-se a substituição de 12.5 % e 25 %massa de CaO por 

SrO baseada na semelhança de redes estruturais entre esses óxidos, ideal à 

substituição [42]. A escolha das porcentagens de substituição foi fundamentada 

nos bons resultados in vitro e in vivo obtidos em estudos anteriores por VB 

diferentes do S53P4 dopados com Sr2+ [14,38,39]. Altas substituições de CaO por 

SrO foram evitadas, pois insuficientes concentrações de Ca2+ podem dificultar a 

formação da apatita, via impedimento da constituição da fase precursora de 

fosfato de octacálcio, de modo a retardar a bio-reatividade do material [41].  

Picos coincidentes com os picos do carbonato de cálcio (CaCO3; ICDD 05-

0586), dióxido de silício  (SiO2; ICDD 46-1045) e HA (Ca10(PO4)6(OH)2; ICDD 09-

4320) foram visualizados nos padrões de DRX (Fig. 10). Os picos característicos 

de ligações atômicas que indicam a formação de HA (2θ iguais a 26 º, 32 º, 40 º,  

45 º, 50 º e 56 º), com os respectivos planos (002, 211, 310, 203, 213 e 322), 

foram identificados nos grupos analisados no difratograma (Fig. 10) [15,32,59,60]. 

No período de 168 horas, picos mais expressivos de HA (2θ iguais a 26 ° e 32 º) 

foram abservados no grupo sem Sr2+ [32,59].  
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24 hours 

A menor intensidade dos picos de HA dos materiais com Sr2+ pode estar 

relacionada com a diminuição da espessura da camada de HA e/ou menor 

quantidade de conversão do CaP amorfo para a sua forma cristalina [15]. A 

substituição do CaO por SrO induz uma expansão na rede estrutural do vidro e 

consequente aumento da taxa de dissolução inicial do material em meio, o que 

explica a antecipada formação do filme de sílica gel sobre a superfície de CP com 

Sr+2 [15]. Essa rápida liberação eleva o pH e facilita a formação da camada de 

menor espessura de HA sobre a superfície do pó. Entretanto, entende-se que as 

menores camadas de HA decorrentes da dopagem com Sr2+ facilitam uma 

dissolução prolongada dos íons constituintes e melhoram a bioatividade [15]. 
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Figura 10. Picos de DRX dos pós cristalinos CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25 após 

imersão em SBF por 24, 72 e 168 horas. Hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2) ( ♦ )     

Carbonato de Cálcio (CaCO3) ( ◊ ),  Dióxido de Silício (SiO2) (   ). 

168 hours 

72 hours 
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3.4. Estudo in vivo 

3.4.1. Microtomografia computadorizada (Micro-CT) 

Pela primeira vez, o potencial regenerador ósseo da substituição de íons 

Sr2+ em materiais semelhantes ao VB S53P4 foi investigado por meio de um 

modelo de defeito crítico em calvária de rato. Os defeitos críticos criados nas 

calvárias dos animais foram tratados com 3 diferentes preenchedores (coágulo,  

CPSr0 ou CPSr25) e avaliados aos 14 e 28 dias após a etapa cirúrgica. Defeitos 

de tamanho crítico representam modelos experimentais validados, pois não 

apresentam regeneração óssea espontânea [61]. Entretanto, verificou-se que 

mesmo tratando-se de defeito considerado crítico (≥ 5mm de diâmetro) [62], 

houve uma discreta cicatrização da loja óssea no grupo coágulo (clot) (Fig.11), 

implicando na necessidade de revisão desse conceito. Contudo, a tela de 

polipropileno pode ter influenciado, pois na medida em que protegeu a loja óssea 

de invasão do tecido conjuntivo, também contribuiu para a regeneração óssea 

guiada [51].     

Parâmetros da macro e microarquitetura óssea foram avaliados por micro-

CT. A figura 11 esquematiza as imagens 3D representativas obtidas dos grupos 

nos 2 períodos analisados. A regeneração óssea foi maior no grupo implantado 

com CPSr25, apesar de todos os grupos terem demonstrado capacidade de 

cicatrização óssea, com superior mineralização e maturação óssea durante a 

progressão dos períodos.   

    Clot                             CPSr0                           CPSr25 

 

 

14 d 

                     

 

 

28 d 
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Fig. 11. Imagens 3D representativas da análise do Micro-CT dos defeitos das 

calvárias de rato, após 14 dias (14 d) e 28 dias (28 d), grupos Clot (Coágulo), 

CPSr0 e CPSr25. 

A figura 12 traz as análises estatísticas dos parâmetros microtomográficos. 

A similaridade entre os dados da PBV e do BV comprova a padronização do 

método de criação de volume tecidual das amostras. O CPSr25 foi 

estatisticamente diferente do coágulo aos 14 e 28 dias para os parâmetros de BV 

(p = 0,032; p = 0,001) e de PBV (p = 0,029; p = 0,001), e aos 28 dias para o TB.N 

(p = 0,015). Em contrapartida o coágulo demonstrou maior TB.SP em relação ao 

CPSr0 e CPSr25 (p = 0,029; p = 0,009) aos 14 dias. O CPSr25, quando 

comparado ao CPSr0, mostrou valores maiores para o BV (p = 0,016) e a PBV (p 

= 0,016) aos 28 dias. De acordo com os dados, presume-se que os maiores 

valores do BV e da PBV do CPSr25 no período de 28 dias é resultante do 

aumento de TB.N.  

Os resultados da análise microtomográfica indicam que a dopagem com 

Sr2+ tem maior potencial regenerador ósseo. Resultados semelhantes foram vistos 

no estudo in vivo de Zhang e cols (2013) [14], quando incorporou o Sr2+ (2,5 e 5 

% mol) a um VB sem atividade antimicrobiana, com composição e tamanho de 

partícula diferente do usado nesse estudo, em que houve aumento da velocidade 

e qualidade de regeneração óssea e remodelação via recuperação da 

conectividade trabecular.  
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Fig. 12. Análise do micro-CT para regeneração óssea em diferentes parâmetros: 

(a) Bone Volume (Volume Ósseo), (b) Percent Bone Volume (Densidade Óssea 

Volumétrica), (c) Trabecular Number (Número de Trabéculas), (d) Trabecular 

Thickness (Espessura Trabecular) e (e) Trabecular Separation (Espaço entre 

Trabéculas).  Valores da média e erro padrão, teste One-way ANOVA seguido 

pelo pós - teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo *p < 0,05 e **p 

< 0,01 para comparações entre os grupos coágulo, CPSr0 e CPSr25. 

3.4.2. Análise Histológica  

Secções histológicas dos grupos coágulo, CPSr0 e CPSr25 foram corados 

por TM e H&E (Fig. 13). Após 14 e 28 dias de tratamento dos defeitos ósseos, as 

amostras com coloração TM, vistas no aumento de 40x, mostraram tendência 

para a formação de único bloco ósseo nas bordas do defeito e a presença de 

tecido conjuntivo denso conectando os centros de calcificação, com neoformação 

óssea dirigida ao centro. O tecido ósseo neoformado durante os dois períodos 

mostrou muitos osteócitos e lacunas ósseas irregulares, caracterizando um 

padrão imaturo. Não foram verificados focos de necrose óssea nos espécimes, 

confirmando a ausência de toxicidade local de CP semelhantes ao VB S53P4 

dopados com Sr2+ [24]. Consoante a esses resultados, outro estudo comprovou 
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que o VB S53P4, com substituição de 10 %mol de Sr2+, também não apresenta 

citotoxicidade a fibroblastos gengivais, o que é oportuno ao uso desses materiais 

no tratamento de agravos da odontologia [42].  

Os biomateriais foram completamente reabsorvidos aos 14 dias. A 

reabsorção é uma característica esperada para biomateriais nos quais ocorre a 

degradação e a reposição óssea concomitantemente [58]. A rápida degradação 

dos CP pode ter prejudicado a sua propriedade de osteocondução. A 

bioengenharia do tecido ósseo pode auxiliar futuramente no melhoramento das 

propriedades desse biomaterial promissor, através da produção de 

nanoestruturas funcionais e arcabouços para aplicações específicas [63]. 

 

Fig. 13. Análise histológica de defeitos de calota craniana tratados com clot 

(coágulo), CPSr0 e CPSr25 nos períodos de 14 dias e 28 dias pós cirúrgico. As 

secções histológicas foram coradas com Hematoxilina e Eosina, e Tricrômio de 

Masson. (Ampliação = 5x). Legenda: v (neoformação óssea), CT (connective 

tissue - tecido conjuntivo), --- (borda do defeito ósseo). 

Na figura 14 temos a análise dos dados da área de neoformação óssea. 

Conforme esperado, houve a progressão de incrementos ósseos do período de 

14 para 28 dias.  Os resultados indicaram maior neoformação óssea nos grupos 

dos CP, principalmente para o CPSr25 nos tempos de 14 e 28 dias. Diferenças 

400µm 
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significativas entre os grupos implantados com CP foram vistas no período de 28 

dias (p = 0,025). Esses resultados confirmaram os dados obtidos na micro-CT, em 

que se constatou maior BV e PBV para os grupos do CP, com destaque para o 

dopado com Sr2+, no período de 28 dias.  Diferentemente dos estudos que não 

obtiveram melhorias na qualidade óssea após a dopagem [58,64], a 

biocompatibilidade e o potencial de reparação óssea verificados nesse estudo 

constatam que substituições de 25 mol% de Sr2+ são seguras para aplicações 

terapêuticas [14,38,42]. 

Os melhores resultados in vivo para o material dopado com Sr2+, 

verificados na análise microtomográfica e histométrica, podem ser explicados pela 

maior taxa de dissolução inicial em meio e constante formação de uma camada 

de menor espessura de HA que possibilita uma bioatividade prolongada, 

conforme visto anteriormente em estudo in vitro [15]. Em adição, os VB dopados 

com Sr2+ são capazes de estimular a expressão de genes ALPL, COL1A1, 

BGLAP e RUNX2 em períodos de 7 a 14 dias [14,39]. O ALPL, COL1A1, BGLAP 

e RUNX2 são, respectivamente, marcadores da precoce diferenciação 

osteoblástica, da presença de pré-osteoblastos e deposição inicial de osteóide, do 

estágio tardio da diferenciação osteogênica, e da regulação da osteogênese 

[65,66]. Os marcadores influenciam diretamente na proliferação e diferenciação 

osteogênica, condicionando melhores habilidades de reparação óssea in vivo [14]. 
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Fig. 14. Análise histomorfométrica da NBF (Area of neoformation bone - área de 

neoformação óssea). Valores da média e erro padrão, teste One-way ANOVA 
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seguido pelo pós - teste de Tukey para comparação entre os grupos, sendo *p < 

0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 para comparações entre os grupos coágulo (clot), 

CPSr0 e CPSr25. 

Na figura 15, observou-se um aumento de vascularização de 14 a 28 dias e 

ausência de inflamação durante os dois períodos para o grupo coágulo. O CPSr0 

mostrou, aos 14 dias, discreto exsudato inflamatório periosteal 

predominantemente macrofágico imerso em tecido conjuntivo neoformado com 

abundante presença de vasos jovens e, aos 28 dias, abundante inflamação 

mononuclear com raros linfócitos e poucos vasos sanguíneos. Já para o grupo 

CPSr25, houve abundante exsudato mononuclear infiltrado em um tecido 

conjuntivo rico em capilares sanguíneos periosteonal aos 14 e 28 dias.   

A análise estatística (Fig. 15) constatou diferença estatisticamente 

significantes para o CPSr25, em relação ao grupo coágulo, para o grau de 

inflamação nos dois períodos (p = 0,001; p = 0,003) e para o grau de 

vascularização aos 14 dias (p =  0,003). O grupo CPSr25 foi significantemente 

maior do que o CPSr0 apenas para o grau de vascularização aos 28 dias (p = 

0,003). O maior e constante grau de vascularização e inflamação verificados no 

grupo CPSr25 estão relacionados aos significantes ganhos ósseos. 

Entende-se que o desencadeamento do processo inflamatório, quando em 

contato com biomateriais, é essencial para o processo de biodegradação dos 

enxertos, na sinalização de fatores de crescimento e na regeneração óssea [67]. 

Consoante a esse mecanismo de resposta biológica, o maior grau de 

angiogênese permite um eficiente aporte de oxigênio e nutrientes ao defeito 

ósseo, via liberação de mediadores angiogênicos [68,69]. É sugerido que 

materiais bioativos à base de sílica com presença de íons Sr2+ na matriz 

promovem angiogênese inicial através da regulação do fenótipo dos macrófagos 

que passam a expressar elevados níveis de fator de crescimento derivado de 

plaquetas – BB (PDGF-BB) [68], e da produção de fatores de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF) e angiopoetina 1 (ANG-1) [69], dando eficiente 

vascularização à nova formação óssea. 
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Fig.15. Análise histológica através de escores de degree of inflamation (grau de 

inflamação) e degree of vascularization (grau de vascularização). Valores da 

média e erro padrão, teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn para 

comparação entre os grupos, sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 para 

comparações entre os grupos coágulo (clot), CPSr0 ou CPSr25. 

4. Conclusão  

Nesse estudo, avaliamos o efeito da adição de íons Sr2+ em CP 

semelhantes ao VB S53P4 nas características físico-química, em testes de bio-

reatividade in vitro e na regeneração óssea de defeitos críticos em ratos. Os CP 

obtiveram sucesso no processo de dopagem observado por meio de EDX. Os 

valores de liberação de Sr2+ foram maiores para o CPSr25. Os picos principais de 

HA demonstraram menores valores para os CP com Sr2+ no período de 168 

horas. A substituição de CaO por SrO apresentou melhores resultados no reparo 
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de defeitos críticos sob o ponto de vista microtomográfico e histológico. Esses 

dados confirmam que a dopagem dos biomateriais com íons Sr2+ é uma boa 

estratégia para uso como substitutos ósseos na cicatrização de defeitos críticos. 
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3. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A pesquisa foi iniciada pela produção dos CP, com substituição de 0 %, 

12,5 % e 25 % de CaO por SrO, através do método sol-gel. Em seguida, foi feito o 

EDX para analisar a composição química dos CP, verificada a curva de liberação 

de Sr2+ por FAAS e realizado o teste de bio-reatividade com análise de DRX. 

Numa segunda etapa, testes in vivo foram executados para avaliação do potencial 

de reparo ósseo de defeitos críticos criados em calvária de rato. Para isso, 

análises microtomográficas e histológicas foram usadas na obtenção dos dados. 

Os resultados demonstram que a substituição de Ca2+ por Sr2+ em 25% mol 

aumentou o potencial de regeneração óssea.  

Esse estudo faz parte de um projeto maior, em que foram investigados os 

efeitos in vitro (33) e in vivo dos CP dopados com Sr2+. Anteriormente a essa 

pesquisa, os materiais foram caracterizados por análises termogravimétricas 

(TGA/DTG), difração de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por 

transformada de fourier (FTIR), microscopia eletrônica de varredura (MEV) e zeta 

sizer (33). Realizaram-se, in vitro, testes de atividade antimicrobiana em fungos e 

bactérias aérobias por macrodiluição e curva de morte, e teste de bio-reatividade 
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com análise de MEV e FTIR (33). Estudos para determinação da atividade 

antimicrobiana sobre bactérias anaeróbias são necessários, pois estão 

diretamente relacionadas às morbidades ósseas ocorridas em agravos da 

odontologia. 

 Espera-se, futuramente, com o auxílio da tecnologia da engenharia de 

materiais, produzir arcabouços com nanofibras oriundas do produto testado aqui, 

com o intuito de aumentar a área de contato com a matriz extracelular e melhorar 

as propriedades mecânicas desse biomaterial promissor. 

4. CONCLUSÃO 

Nesse estudo, avaliamos o efeito de VB com adição Sr2+ em testes in vitro 

e na regeneração óssea de defeitos críticos em ratos. Os CP obtiveram sucesso 

no processo de dopagem observado por meio de EDX. Os valores de liberação de 

Sr2+ foram maiores para o CPSr25. Os picos principais de HA demonstraram 

menores valores para os CP com Sr2+ no período de 168 horas. A substituição de 

CaO por SrO apresentou melhores resultados no reparo de defeitos críticos sob o 

ponto de vista microtomográfico e histológico. Esses dados confirmam que a 

dopagem dos biomateriais com íons Sr2+ é uma boa estratégia para uso como 

substitutos ósseos na cicatrização de defeitos críticos. 
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