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Resumo 

 
Morabito, MJSD. Avaliação do reparo ósseo de defeitos críticos tratados com biomateriais 

nanocompósitos de poliamida 6 e nanopartículas de trimetafosfato decoradas com 

nanopartículas de prata: estudo histomorfométrico, microtomográfico e imunoistoquímico 

em calvárias de ratos. 2021. Dissertação (Mestrado em Ciência Odontológica, área de Saúde 

Bucal da Criança) - Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista, 

Araçatuba 2021. 

 
O objetivo deste estudo foi avaliar a influência de materiais nanocompósitos, obtidos a 

partir da incorporação de nanopartículas de trimetafosfato de sódio (TMP) decoradas com 

nanopartículas de prata a 2,5% (AgNP) em matrizes poliméricas de poliamida-6 (Pa6), 

no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico (DTC) criados cirurgicamente em calvárias 

de ratos. Trinta ratos Wistar machos foram divididos em três grupos, de acordo com o 

tratamento: Grupo Controle (C) - coágulo sanguíneo; Pa6-AgNP; e Pa6-TMP-AgNP. Um 

DTC de 5 mm de diâmetro foi criado na calvária de cada animal. No Grupo C, o defeito 

foi preenchido com coágulo sanguíneo somente, e nos outros grupos com scaffolds com 

Pa6-AgNP e Pa6-TMP-AgNP. Os animais foram eutanasiados aos 30 dias pós- 

operatórios. As Análises microtomográfica, histomorfométrica eimunoistoquímica foram 

realizadas. Assim, a área de osso neoformado (AON) foi calculada como uma 

porcentagem da área total do defeito original, e imunomarcações para TGFβ-1, BMP-2/4 

e OCN foram determinadas. A partir da análise intergrupos, observou-se que o Grupo 

Pa6-TMP-AgNP apresentou maior área óssea neoformada e, o Grupo Pa6-AgNP 

apresentou AON superior ao grupo controle (P <0,05). A imunohistoquímica revelou que 

os grupos Pa6-TMP-AgNP e Pa6-AgNP apresentaramalta e moderada imunomarcação 

para TGFβ-1 e OCN, respectivamente. O Pa6-TMP-AgNP apresentou um maior número 

de células BMP-2/4 positivas em comparação aos demais grupos (p <0,001). A partir 

desses resultados, podemos concluirque Pa6-TMP-AgNP proporciona resposta biológica 

de neoformação óssea, assimcomo comportamento osteoindutor e osteocondutor quando 

utilizado para preencher defeitos críticos criados em calvária de ratos. 

 
Palavras-chave: Nanocompostos; Fosfatos; Prata; Nanopartículas; Imuno-histoquímica 



Abstract 

 
Morabito, MJSD. Evaluation of bone repair of critical defects treated with polyamide 6 

nanocomposite biomaterials and trimetaphosphate nanoparticles decorated with silver 

nanoparticles: histomorphometry, microtomographic and immunohistochemical study in 

rat calvaria. 2021. Dissertação (Mestrado em Ciência Odontológica, área de Saúde Bucal da 

Criança) - Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba 

2021. 

 
The aim of this study was to evaluate the influence of nanocomposite materials obtained 

from the incorporation of sodium trimetaphosphate (TMP) nanoparticles decorated with 

2.5% silver nanoparticles (AgNP) in polymeric matrices of polyamide-6 (Pa6), in bone 

repair of surgically created critical size defects (CDA) in rat calvaria. Thirty male Wistar 

rats were divided into three groups, according to treatment: Control Group (C) - blood 

clot; Pa6-AgNP; and Pa6-TMP-AgNP. A 5mm diameter DTC was created on the calvaria 

of each animal. In Group C, the defect was filled with blood clot only, and in the other 

groups with scaffolds with Pa6-AgNP and Pa6-TMP-AgNP. The animals were euthanized 

30 days after surgery. Microtomographic, histomorphometric and immunohistochemical 

analyzes were performed. Thus, the area of neoformed bone (AON) was calculated as a 

percentage of the total area of the original defect, and immunostaining for TGFβ-1, BMP- 

2/4 and OCN was determined. From the intergroup analysis, it was observed that the Pa6- 

TMP-AgNP Group had a larger neoformed bone area, and the Pa6-AgNP Group had 

higher AON than the control group (P < 0.05). Immunohistochemistry revealed that the 

Pa6-TMP-AgNP and Pa6-AgNP groups showed high and moderate immunostaining for 

TGFβ-1 and OCN, respectively. Pa6-TMP-AgNP had a higher number of BMP-2/4 

positive cells compared to the other groups (p <0.001). From these results, we can 

conclude that Pa6-TMP-AgNP provides biological response to bone neoformation, as 

well as osteoinductive and osteoconductive behavior when used to fill critical defects 

created in rat calvaria. 

 
 

Keywords: Nanocomposite; Phosphates; Silver; Nanoparticle; immunohistochemistry 



1. INTRODUÇÃO 

A engenharia de tecido ósseo é uma abordagem promissora para o tratamento da 

perda óssea resultante de trauma ou doenças ósseas [Burg et al., 2000; Milan et al., 2021]. 

Com o avanço tecnológico e o advento da nanotecnologia e dos nanocompósitos, tem sido 

impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de novos biomateriais sintéticos que atuam 

sobre os processos de biomineralização para a osteocondução em dispositivos 

implantáveis [Olszta et al., 2007], de modo que o papel dos materiais poliméricos tem 

sido ampliado para aplicações nas distintas áreas do conhecimento [Jancar et al., 2010]. 

Nos últimos anos, vários estudos empregaram materiais poliméricos, na forma de 

substratos tridimensionais porosos (scaffolds), para atuarem como matriz extracelular no 

crescimento, proliferação e suporte para a formação de novos tecidos vivos [Gu et al., 

2013; Shrestha et al., 2016; Weng et al., 2020]. Os mesmos têm sido utilizados na 

engenharia tecidual, por apresentarem propriedades físico-químicas e mecânicas, como 

resistência mecânica à flexão e porosidades adequadas para o processo regenerativo 

[Engel et al., 2008; Okamoto & John, 2013]. 

A poliamida-6 (Pa6) é um polímero sintético que passou a ser estudada em 

engenharia tecidual óssea, visto que as fibras poliméricas de Pa6 são excelentes 

biomateriais devido à elevada relação entre sua área superficial e seu volume, à 

interconectividade de suas fibras e à existência de espaço intersticial,  apresentando 

diferentes aplicações no campo biomédico [Ávila Júnior et al., 2012; Joshi et al., 2016]. 

No entanto, características como a hidrofobicidade e a baixa funcionalidade da Pa6, 

dificultam a sua aplicação como scaffold [Pant & Kim, 2013]. Para minimizar ou 

solucionar este problema, a funcionalização da Pa6 com grupos fosfato tem sido utilizada 

para iniciar a mineralização in vitro de tecidos ósseos e dentários [Wintgens at al., 2013]. 

Dentre os fosfatos, o trimetafosfato de sódio (TMP) funciona como um iniciador 

para a nucleação de cristais de apatita e gera depósitos de fosfato de cálcio com uma 

morfologia que imita os cristais encontrados na frente de mineralização do osso e da 

dentina [Gu et al., 2010], dessa forma sugere-se sua aplicação em scalffolds regenerativos 

[Milan et al., 2021; Joglekar et al., 2020], tendo em visto que a biomineralização é um 

processo essencial para a formação de tecidos duros [Gu e al., 2010], e o scaffold de TMP 

mostrou ser atóxico, ter boas propriedades mecânicas, de reticulação e favorecer a 

proliferação celular quando testado in vitro [Thébaud et al., 2007; Milan et al., 2021; 

Joglekar et al., 2020]. Ademais, quando o TMP é impregnado com nanopartículas de prata 



(AgNP) demonstrou efeito antimicrobiano contra patógenos orais, especialmente 

Streptococcus mutans e Candida albicans [Mendes-Gouvêa et al., 2018]. 

Atualmente, AgNPs exibem alta reatividade e uma área de superfície relativa 

maior do que a forma convencional correspondente, têm mostrado eficaz atividade 

antimicrobiana [Furno et al., 2004; Deng et al., 2017; Takamiya et al., 2021], produção 

de fatores angiogênicos [kang et al., 2011], atividade osteogênica [Mahmood et al., 2011; 

Qin et al., 2014; Lu et al., 2016; Liu et al., 2021], capacidade de promover a expressão e 

mineralização de proteínas osteogênicas em células-tronco mesenquimais derivadas da 

medula óssea humana, aumentando assim o reparo ósseo de forma eficaz [Zhang et al., 

2015; He et al., 2020 ], além disso, também foi considerada biocompatível e adequada 

para uso em tratamentos dentários [Takamiya et al., 2021; Wang et al., 2019; Takamiya 

et al., 2016; Stone et al., 2010]. Dessa forma, possivelmente a associação TMP e prata 

seja capaz de exibir intumescimento adequado, além de propriedades mineralizadoras e 

antimicrobianas conforme necessário para a regeneração óssea. 

Diante desses achados anteriores da literatura e pensando no desenvolvimento de 

um novo biomaterial que favoreça a biomineralização óssea e dentária, pode-se supor que 

a incorporação de nanopartículas de TMP decoradas com AgNPs na poliamida-9 

resultaria em um material biocompatível (scaffolds) com propriedades regenerativas para 

terapias de reparo. Nessa perspectiva, este estudo avaliou a influência de materiais 

nanocompósitos, obtidos a partir da incorporação de nanopartículas de trimetafosfato de 

sódio decoradas com nanopartículas de prata a 2,5% em matrizes poliméricas de 

poliamida-6, no reparo ósseo de defeitos de tamanho crítico (DTC) criados 

cirurgicamente em calvárias de ratos. A hipótese nula do estudo foi a de que a 

incorporação de nanopartículas de trimetafosfato de sódio decoradas com nanopartículas 

de prata a 2,5% em matrizes poliméricas de poliamida-6 não mostraria diferença na 

promoção de área óssea neoformada em comparação com o grupo controle (coágulo). 

 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Síntese das nanopartículas de prata 

As AgNP foram sintetizadas como proposto por Lee & Oh (2015), utilizando-se 

o etanol como solvente e agente redutor. O AgNO3 foi utilizado como precursor e a 

polivinilpirrolidona (PVP com massa molar de 10000 g.mol-1) foi empregada como 

agente estabilizador, com relações molares de 1:1, respectivamente. As soluções de 

AgNO3 (90 mM) e de PVP (18 mM) foram preparadas isoladamente, com a dissolução 



de seus respectivos precursores em 50 mL de etanol anidro. A reação foi mantida sob 

refluxo e agitação constante durante 4 h em um balão volumétrico de 3 bocas com 

capacidade volumétrica de 250,0 mL a 80°C. 

 

2.2 Preparação de TMP em escala nanométrica 

A metodologia de moagem otimizada por Danelon et al. (2015) foi empregada 

para a obtenção das nanopartículas de TMP. 70 g de TMP micrométrico comercial 

(Sigma-Aldrich, 95%) foram adicionados a um frasco de polietileno com 500 g de esferas 

de zircônia (diâmetro de 2 mm) imersas em 1,0 L de isopropanol. Após 48 horas de 

moagem, o pó nanométrico foi separado do meio alcoólico, seco em uma estufa com 

ventilação mantida a 85 °C e, em seguida, o material seco foi desaglomerado em um 

almofariz de ágata. 

2.3 Processamento da Pa6 contendo TMP e decoradas com AgNP 

As membranas foram produzidas seguindo o proposto por por Andre et al. (2015) 

e Mi et al. (2014) com adaptações. Amostras de Pa6 (MW= 20000 g.mol-1) e de Pa6 

contendo TMP (2,5%) foram solubilizadas em ácido fórmico a 15% (m/v) sob agitação 

magnética constante por 5h a 25°C. As soluções homogeneizadas foram eletrofiadas em 

um aparelho de electrospinning com uma tensão de 25 kV e vazão de 10 µL.hora-1 

empregando um substrato coletor a 10 cm de distância da seringa. A concentração de 

2,5% de TMP em relação à massa de Pa6 foi estabelecida a partir estudos prévios que 

avaliaram as propriedades mecânicas do material e concluíram que tal concentração 

apresenta maior módulo de elasticidade, alongamento na ruptura e resistência à tração, 

sendo um potencial candidato na área odontológica. Em seguida, foi realizada a adsorção 

de AgNP nas membranas Pa6 e Pa6-TMP (2,5%), por meio da imersão das mesmas em 

15 mL de uma suspensão de AgNP (12 mM) durante 24 h à temperatura ambiente. 

2.4 Caracterizações do biomaterial 

As nanopartículas de TMP, AgNP e as membranas Pa6 e Pa6-TMP foram 

caracterizadas no Laboratório Interdisciplinar de Eletroquímica e Cerâmica do 

Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos (LIEC/DQ – UFSCar) 

por: espectroscopia de raios X por dispersão de energia (EDX), espectroscopia de 

absorção na região do infravermelho médio (FTIR), microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), técnica de espectrofotometria de absorção UV-Vis, técnica de Difração de raio 

X (DRX) e Soluções em Conversão de Energia (XPS). 



Análise do reparo ósseo de defeitos críticos em calvárias de ratos 

2.5 Modelo experimental 

Este estudo foi realizado respeitando-se os princípios éticos para experimentação 

animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e após ser 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA, da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – FOA/UNESP, protocolo 00875-2019. Foram utilizados 30 

ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), pesando entre 300 e 350 g 

(Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP, Biotério da 

Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba - SP). Os animais foram mantidos 

em ambiente com ciclo de 12 horas de luz por dia e temperatura entre 22 e 24ºC. Durante 

todo o experimento, os animais consumiram ração sólida selecionada e água ad libitum. 

Os mesmos foram, aleatoriamente, divididos em 03 grupos experimentais (n=10): 

Controle (Coágulo sanguíneo), Pa6-AgNP (Implante com membrana a 0% de TMP e 

prata), Pa6-TMP-AgNP (Implante com membrana a 2,5% de TMP e prata); e realizado a 

eutanásia aos 30 dias pós-operatórios. 

 
2.6 Procedimento cirúrgico 

 

Os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de xilazina (6 mg/kg 

de peso corporal) e quetamina (70 mg/kg de peso corporal). Após preparação asséptica, 

com solução de iodopolividona a 10% (Rioquímica Ind. Farmacêutica, São José do Rio 

Preto, São Paulo, Brazil), uma incisão semilunar foi realizada na região anterior da 

calvária, permitindo que um retalho de espessura total fosse rebatido na direção posterior. 

Um defeito de tamanho crítico (DTC) de 5 mm de diâmetro foi criado com uma trefina 

acoplada em peça de mão de baixa rotação, sob irrigação constante de solução salina 

estéril contínua. Extremo cuidado foi tomado para não danificar a dura-máter durante a 

criação do DTC. O defeito incluía uma porção da sutura sagital. Duas marcações em 

forma de L foram realizadas, uma 2 mm anterior e outra 2 mm posterior à margem do 

defeito cirúrgico, utilizando uma broca carbide tronco-cônica e uma sonda periodontal 

milimetrada. O maior eixo de cada L foi localizado sobre uma linha imaginária 

longitudinal crânio-caudal que dividia o defeito cirúrgico ao meio. As marcações foram 

preenchidas cuidadosamente com amálgama, para permitir a identificação do centro do 

defeito cirúrgico original durante o processamento laboratorial e para serem usadas como 



referências para localização precisa das margens ósseas originais do defeito durante as 

análises histológica e histométrica. 

No Grupo C, os defeitos cirúrgicos foram preenchidos somente com coágulo 

sanguíneo; no grupo Pa6-AgNP, os defeitos foram preenchidos com a membrana decorada 

com nanopartículas de prata; e no grupo Pa6-TMP-AgNP, os defeitos foram preenchidos 

com a membrana impregnada com nanopartículas de trimetafosfato de sódioa 2,5% e 

prata. Os tecidos moles foram reposicionados e suturados e cada animal recebeuuma 

injeção intra-muscular de 24.000 IU de Penicilina G-benzatina (Pentabiótico*Veterinário 

Pequeno Porte, Fort Dodge® Saúde Animal Ltda., Campinas, SP) após a cirurgia. 

 

2.7 Processamento tecidual 

Os animais foram submetidos à eutanásia aos 30 dias pós-operatórios. A área do 

defeito cirúrgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em blocos e os 

mesmos foram fixados em solução de formol tamponado a 4 %, lavados em água corrente 

e descalcificados em solução de Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%. Após 

uma descalcificação inicial, cada espécime foi dividido longitudinalmente em doisblocos, 

exatamente ao longo da linha central do defeito cirúrgico original, usando o longoeixo de 

ambas as marcações em L como referências. Também foram realizados cortes transversais 

tangenciando o eixo menor de cada marcação em L, de modo que cada espécime se 

apresentou com 9 mm de extensão no sentido longitudinal, tornando possível a 

determinação precisa dos limites do defeito cirúrgico original durante a análise 

histomorfométrica. 

 
2.8 Análise microtomográfica 

 

Após a eutanásia (30 dias) e retirada da calvária, as mesmas foram fixadas em 

paraformaldeído e, antes do processamento laboratorial para obtenção das lâminas 

histológicas, três amostras de cada grupo foram submetidas à avaliação por meio de 

microtomografia computadorizada (μCT; Bruker micro CT, Skyscan 1272). O 

microtomógrafo foi operado a 70 kV e 142 μA, com filtro de alumínio a 0,5 mm, 

resolução espacial a 8 µm, passo de rotação a 0,400º, com tempo de aquisição de 29 

minutos. As projeções das imagens foram reconstruídas utilizando o software NRecon 

(versão 1.6.10.2, Skyscan1272, Bruker Micro-CT) com suavização a 5, correção de 

artefato de anel a 8, correção de endurecimento de feixe a 60%. Após a reconstrução da 



imagem, cortes virtuais de duas dimensões (2D) no plano transversal foram obtidos 

usando o software Data Viewer (Skyscan1272). A quantidade de osso neoformado foi 

determinada utilizando o software CT Analyser (versão 1.15.4.0, SkyScan 1272, Bruker 

microCT) pelo cálculo da porcentagem do volume de tecido ósseo neoformado. 

 
 2.9 Análise histomorfométrica 

 

Após descalcificação, as peças foram processadas e incluídas em parafina.Foram 

realizados cortes seriados longitudinais, com 5 μm de espessura, iniciados a partirdo 

centro do defeito cirúrgico original, e os mesmos foram corados com Hematoxilina e 

Eosina (HE) para a análise histomorfométrica. Critérios baseados no estudo de Messora 

et al. (2008) foram utilizados para a análise histomorfométrica. Quatro cortes 

histológicos, representando o centro do defeito cirúrgico original, foram selecionados 

para as análises histológica e histométrica, a fim de aumentar a confiabilidade dos dados 

usados na análise estatística. A análise histomorfométrica foi realizada por um 

examinador previamente treinado e cego ao estudo. As imagens dos cortes histológicos 

foram capturadas por uma câmera digital acoplada a microscópio de luz e mensurações 

padronizadas foram determinadas com auxílio do software ImageJ (version 1.47, National 

Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, EUA). A imagem composta foi criada 

baseada em estruturas anatômicas de referência (ex. vasos sanguíneos e trabeculado 

ósseo) dentro de cada corte histológico. A área total do defeito cirúrgico original foi 

determinada pela identificação das superfícies externa e interna da calvária original nas 

margens direita e esquerda do defeito cirúrgico e, em seguida, conectando-as com linhas 

desenhadas seguindo suas respectivas curvaturas. Considerando o comprimento total do 

espécime histológico, 2 mm foram medidos das bordas direita e esquerda do espécime em 

direção ao centro, a fim de determinar as margens do defeito cirúrgico original (Binzejima 

et al., 2016). A área de osso neoformado (AON) foi determinada dentro das margens da 

área total. A AT foi medida em mm² e considerada a 100% da área analisada.A AON 

também foi medida em mm² e calculada como uma porcentagem da área total: 

%AON= (AON*100) /AT). 

 
 

2.10 Análise imunoistoquímica 
 

Série adicional de cortes histológicos foi submetida a imunoperoxidase indireta 

para detecção de fator de crescimento transformador beta 1 (TGFβ1), proteína 



morfogenética óssea tipo 2 (BMP 2/4) e osteocalcina (OCN). Os cortes histológicos foram 

clarificados em xileno e hidratados em uma série graduada de etanol (100° –100°–100° 

–95° –70° GL). Os cortes histológicos foram submetidos ao método de recuperaçãode 

epítopo induzida por calor (HIER) utilizando tampão citrato (Diva decloaker, Biocare 

Medical, Concord, CA, EUA) e câmara de pressão (Decloaking camera, Biocare Medical, 

Concord, CA, EUA) a 95 °C por 20 min. Em seguida, os cortes histológicos foram lavados 

em PBS 0,1 M, pH 7,4 e realizados o bloqueio da peroxidase endógena e sítios de ligação 

não específicos usando peróxido de hidrogênio 3% por 1h e albumina sérica bovina 1% 

por 12 h, respectivamente. Cortes histológicos de cada grupo foram divididos em quatro 

conjuntos, e cada conjunto foi incubado com um dos seguintes anticorpos primários: anti- 

TGFβ1 de camundongo (SC-130348, Santa Cruz Biotechnology®, TX, EUA), anti-BMP 

2/4 de coelho (SC-9003, Santa Cruz Biotechnology®) e anti-OCN de cabra (SC-18319, 

Santa Cruz Biotechnology®). Em seguida, os cortes histológicos foram incubados com 

anticorpo secundário biotinilado por 90 min e, posteriormente, com estreptavidina 

conjugada com peroxidase de rábano (HRP) por 90 min (Kit Universal Dako Labeled 

HRP Streptavidin-Biotin, Dako Laboratories, CA, EUA). A imunoperoxidase foi 

desenvolvida utilizando tetrahidrocloreto de 3,3′-diaminobenzidina (DAB chromogen 

Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). As lâminas imunomarcadas foram contrastadas com 

hematoxilina de Harris. Por fim, os cortes histológicos foram desidratados em etanol, 

limpos em xileno e cobertos com meio de montagem (Permount, Fisher Scientific, San 

Diego, CA, EUA) e lamínulas de vidro. Como controle negativo, os espécimes foram 

submetidos aos mesmos procedimentos, suprimindo-se a utilização de anticorpo 

primário. 

Os cortes histológicos foram analisados sob iluminação de campo claro com um 

microscópio óptico (Optiphot-2, Nikon, Tóquio, Japão) por um investigador cego para os 

grupos experimentais. A imunocoloração foi definida como presença acastanhada no 

citoplasma das células e / ou matriz extracelular. Em cada animal, todo o comprimento 

do defeito ósseo foi analisado com uma ampliação de 100×. O critério para o 

estabelecimento dos escores foi adotado daqueles estabelecidos com alguma modificação, 

onde 0 = ausência de imunomarcação; 1 = baixo padrão de imunocoloração; 2 = padrão 

moderado de imunocoloração; 3 = alto padrão de imunocoloração; e 4 = padrão 

extremamente alto de imunocoloração. 

 
2.11 Análise estatística 



Os valores de AON para cada animal foram representados pela porcentagem média 

dos cortes histológicos (histometria) e análise por microtomografia. Os dados foram 

submetidos ao teste de Shapiro-Wilk com teste post hoc de Tukey para comparações 

individuais (p ≤ 0,05). Os dados relacionados a análise imunoistoquímica foram 

submetidos a teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p ≤ 

0,05). As análises foram realizadas utilizando o software SigmaPlot (versão 12.0). 

 

3. RESULTADOS 

 
3.1 Síntese das nanopartículas de prata 

Para a confirmação da formação dos coloides de prata, a técnica de 

espectrofotometria de absorção UV-Vis tem sido utilizada por ser sensível à formação 

dos mesmos. As nanopartículas de prata exibem um pico de absorção intenso em função 

dos plasmas de superfície. A Figura 1A mostra os espectros de UV-Vis dos coloides de 

prata no intervalo de 300 nm - 800 nm. 

 

Figura 1: (A) Espectro de UV-Vis das partículas de prata. (B) Difratograma de raios X 

das partículas de prata. 

3.2 TMP em escala nanométrica 

A Figura 2 mostra o difratograma de raios X das amostras de TMP após 48 h 

submetidas ao processamento de moagem. A obtenção de TMP, cuja fórmula empírica é 

(Na3P3O9), foi evidenciada pela comparação entre os 33 padrões de reflexões obtidos 

experimentalmente e a ficha cristalográfica correspondente (PDF#72-1628). 



 
 

Figura 2: (A) Difratograma de raios X do TMP sem e com moagem por 48h. (B) 

Espectro survey de XPS da amostra de TMP moída por 48h. (C) Espectro de XPS em 

alta-resulução (O 1s). (D) Espectro de XPS em alta-resulução (P2p). 

3.3 Caracterização morfológica da Pa6 e de seus nanocompósitos 

Para obtenção de nanofibras uniformes de Pa6 / TMP, os parâmetros de 

eletrofiação foram otimizados através da variação da vazão, tensão aplicada, 

concentração dos materiais e distância de coleta. As imagens de MEV (Figura 3) mostram 

que foram obtidas fibras homogeneas, sem porosidade e defeitos superficiais. 

Figura 3: Imagens de MEV das fibras de Pa6 e de seu nanocompósito. A: Fibra de 

Pa6. B: Nanocompósito Pa6-TMP-2,5%. 



Os elementos químicos sódio (Na) e fósforo (P) e prata (Ag) foram detectados pela 

análise do EDX (Figura 4). 

 

Figura 4. Histogramas de EDX das fibras de Pa6 e de seu nanocompósito. 

 

 
A espectroscopia de absorção na região do infravermelho mostrou a presença das 

bandas características das ligações C-O, N-H e C-H da Pa6, bem como, uma banda 1100 

cm-1, característica do estiramento simétrico (P-O-P) em fosfatos, mostrando a 

incorporação do TMP nas fibras de PA6 (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5. Espectro de FTIR das amostras de Pa6, TMP e de seu nanocompósito 



3.4 Análise Microtomográfica 

As médias e desvios-padrão de %AON para cada grupo, bem como a comparação entre 

os grupos e ilustração das imagens reconstruídas pelo Micro-CT, após 30 dias do 

operatório estão ilustrados na figura 6. Aos 30 dias do pós-operatório, o Grupo Pa6-TMP- 

AgNP apresentou formação óssea significativamente maior do que o grupo controle) e o 

grupo Pa6-AgNP (p<0.0001). 

 

 
Figura 6. (A) Porcentagem média de área óssea recém-formada (AON) dentro da área do 

defeito criado cirurgicamente avaliado por μCT com comparação entre os grupos, após 

30 dias do operatório. Imagens reconstruídas da calvária dos animais de acordo os grupos 

experimentais: (B) Grupo Controle; (C) Grupo Pa6-AgNP; (D) Grupo Pa6-TMP-AgNP. 

 
 

3.5 Análise histométrica 

As médias e desvios-padrão de %AON para cada grupo, bem como a comparação entre 

os grupos, a 30 dias pós-operatórias estão ilustrados na figura 8. Aos 30 dias do pós- 

operatório, o Grupo Pa6-TMP-AgNP apresentou formação óssea significativamente 

maior (40,35% ± 6,93) do que o grupo controle (14,18% ± 4,47) e o grupo Pa6-AgNP 

(26,03% ± 7,92). 



 
 

Figura 7. Porcentagem média de área óssea recém-formada (AON) dentro da área do 

defeito criado cirurgicamente avaliado por histomorfometria com comparação entre os 

grupos, após 30 dias do operatório 

 
3.6 Análise histológica 

No grupo controle (Fig. 7A), aos 30 dias pós-operatórios, a quase totalidade dos 

defeitos ósseos se apresentava preenchida por um tecido conjuntivo denso altamente 

vascularizado. Neste tecido, uma grande quantidade de fibras colágenas, orientadas 

paralelamente à superfície do defeito ósseo, abrigava poucascélulas inflamatórias egrande 

quantidade de fibroblastos. Uma faixa muito estreita de tecido ósseo neoformadoestava 

presente exclusivamente nas margens dos defeitos ósseos. O grupo Pa6-AgNP (Fig.7B) 

apresentava características histológicas muito simulares aquelas apresentadas pelo grupo 

controle, todavia, a faixa de tecido ósseo neoformado mostrou-se mais avantajada.Já o 

grupo Pa6-TMP-AgNP (Fig. 7C), aos 30 dias pós-operatórios, grande parte do defeito 

ósseo se mostrou ocupada por uma delicada rede de trabéculas de osso imaturo, 

entremeadas por amplos espaços medulares. As vertentes ósseas voltadas para o centro 

do defeito mostraram-se repletas de grande quantidade de osteoblastos demonstrando 

características morfológicas de intensa atividade. Na parte central da ferida, foi observada 

um tecido conjuntivo fibroso intensamente vascularizado constituído de grande 

quantidade de fibras colágenas, moderada quantidade de fibroblastos e poucas células 

inflamatórias. 



 
 
 

Figura 8. Imagens histológicas da calvária dos grupos avaliados após 30 dias do 

operatório. A) Grupo Controle; B) Grupo Pa6-AgNP; C) Pa6-TMP-AgNP. 

(Hematoxilina-Eosina; ampliação de 50×). 

 
3.7 Análise imunoistoquímica  

 

3.7.1 Imunomarcação de TGFβ-1 

Em relação ao número de células TGFβ-1 positivas, o grupo Pa6-TMP-AgNP 

apresentou maior número de células TGFβ-1 positivas em relação aos grupos controle (p 

= 0.0047) e Pa6-AgNP (p = 0.0403) aos 30 dias de pós-operatório (Figura 9). 
 



Figura 9: Padrão de imunomarcação para TGFβ-1 no defeito ósseo crítico. (a) 

Gráfico apresentando a distribuição dos escores para TGFβ-1 nos diferentes grupos 

experimentais. (b - d) Fotomicrografia evidenciando o padrão de imunomarcação para 

TGFβ-1 em defeitos ósseos nos grupos controle (b), Pa6-AgNP (c) e Pa6-TMP-AgNP (d). 

Abreviações e símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 1; 

‡, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 2; *, imunomarcação 

presente na matrizextracelular; setas, células TGFβ1-positivas; tc, tecido conjuntivo; to, 

tecido ósseo. Aumento original: 1000x. Barra de escala: 30 µm. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. 

 

3.7.2 Imunomarcação de BMP 2/4 
 

Considerando a expressão de BMP 2/4, observou-se que o grupo Pa6-TMP-AgNP 

apresentou expressão superior ao grupo controle (p = 0.008), e similar ao grupo Pa6- 

AgNP (p = 0.11) (Figura 10). 

 
Figura 10: Padrão de imunomarcação para BMP2/4 no defeito ósseo crítico. (a) 

Gráfico apresentando a distribuição dos escores para BMP2/4 nos diferentes grupos 

experimentais. (b - d) Fotomicrografia evidenciando o padrão de imunomarcação para 

BMP2/4 em defeitos ósseos nos grupos controle (b), Pa6-AgNP (c) e Pa6-TMP-AgNP 

(d). Abreviações e símbolos: †,diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 

1; *, imunomarcação presentena matriz extracelular; setas, células BMP2/4-positivas; tc, 

tecido conjuntivo; to, tecido ósseo. Aumento original: 1000x. Barra de escala: 30 µm. 

Contra-coloração: Hematoxilinade Harris. 



3.7.3 Imunomarcação de OCN 

A imunomarcação para osteocalcina (OCN) está presente em osteoblastos, 

osteócitos e matriz extracelular. Os padrões foram estatisticamente maiores no grupo Pa6- 

TMP-AgNP do que nos grupos controle (p = 0.0072) e Pa6-AgNP (p = 0.0216)(Figura 

11). 

 

Figura 11: Padrão de imunomarcação para OCN no defeito ósseo crítico. 

(a) Gráfico apresentando a distribuição dos escores para OCN nos diferentes grupos 

experimentais. (b - d) Fotomicrografia evidenciando o padrão de imunomarcação para 

OCN em defeitos ósseos nos grupos controle (b), Pa6-AgNP (c) e Pa6-TMP-AgNP (d). 

Abreviações e símbolos: †, diferençaestatisticamente significante em relação ao grupo 1; 

‡, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 2; *, imunomarcação 

presente na matriz extracelular; setas, células OCN-positivas; tc, tecido conjuntivo; to, 

tecido ósseo. Aumento original: 1000x. Barra de escala: 30 µm. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. 

 

4. DISCUSSÃO 

Este estudo utilizou o modelo clássico de defeito em calvária [Messora et al., 2008] 

para avaliar, do ponto de vista histomorfométrico, imunoistoquímico e microtomográfico, 

o efeito de nanocompósitos obtidos a partir da incorporação de nanopartículas de 

trimetafosfato de sódio a 2,5% decoradas com nanopartículas de prata em matrizes 

poliméricas de poliamida-6, nos processos de consolidação óssea de DTCs criados 

cirurgicamente e tratados com os biomateriais propostos. No presente estudo, após 30 

dias do procedimento cirúrgico, o grupo Pa6-TMP-AgNP apresentou maior neoformação 

óssea quando comparado ao grupo Pa6-AgNP, e ambos os grupos demonstraram maior 

neoformação óssea que o grupo C (controle). Assim, a hipótese nula de que esses 

nanocompósitos não promoveria atividade no processo de formação óssea foi rejeitada. 



O modelo de defeito ósseo da calvária é apropriado para a análise da regeneração 

óssea maxilar por causa de suas várias semelhanças com a área maxilofacial [Brunel et 

al., 1996; Lim et al., 2000]. Anatomicamente, a calvária consiste em duas lâminas 

corticais separadas por osso reticulado, como a mandíbula; fisiologicamente, o padrão de 

cicatrização também é semelhante ao dos maxilares [Frame, 1980]. Em termos de 

morfologia e embriologia, a calvária se desenvolve a partir de uma membrana precursora, 

como os ossos da face, incluindo a maxila e a mandíbula [Bosch et al., 1998]. Esse 

processo é denominado formação óssea intramembranosa, porque ocorre no interior das 

membranas do tecido conjuntivo frouxo e não em um molde cartilaginoso, o que 

caracteriza a ossificação endocondral [Bone Nanci, 2008]. Uma vez que o enxerto é 

colocado dentro do defeito cirúrgico da calvaria, as partículas do material são imersas por 

um coágulo sanguíneo. Isso fornece as proteínas / fatores de crescimento necessários para 

iniciar o processo de adesão celular e, finalmente, a reconstrução e reparo do osso 

[Almeida et al., 2015]. 

Entretanto, os defeitos ósseos de tamanho crítico não conseguem se regenerar 

espontaneamente ao longo da vida do animal, ou seja, sem o auxílio de um biomaterial 

ou de uma membrana para osteocondução. Portanto, o uso de biomateriais e / ou enxertos 

auxilia no reparo ósseo, portanto, esse reparo será significativamente superior quando 

comparado a um reparo utilizando apenas o coágulo [de Almeida et al., 2015]. O defeito 

ósseo criado neste estudo, medindo 5 mm de diâmetro externo, é considerado crítico, e 

corroborado pelos resultados aqui apresentados, uma vez que foi possível verificar tanto 

pela análise histológica quanto pela análise histométrica que o defeito não poderia ser 

reparado sem uma intervenção. Assim, a utilização de um grupo controle negativo 

(coágulo sem o biomaterial) visa estabelecer como ocorre o reparo de forma padronizada; 

ou seja, essa formação óssea está restrita às margens dos defeitos e o centro é preenchido 

por tecido conjuntivo fibroso (Fig. 8A). 

Para o tratamento de defeitos ósseos, as propriedades mecânicas dos scaffolds 

como substituto ósseo são parâmetros muito importantes. Em ensaios e testes prévios 

(dados não mostrados) ao procedimento cirúrgico, descobrimos que as propriedades 

mecânicas do scaffold de poliamida com a concentração de 2,5% de TMP 

nanoparticulado decorado com nanopartículas prata eram relativamente ideais, 

destacando o aumento no módulo de elasticidade e a resistência à tração, por isso a eleição 

dessa concentração do sal de fosfato no desenvolvimento do biomaterial. A presença de 

Pa6-TMP-AgNP mostrou a maior formação óssea nos defeitos críticos (p<0.001) 



(Fig. 6). Tomados em conjunto, o uso de TMP nano e AgNP demonstra um efeito 

sinérgico na regeneração óssea sem uma resposta inflamatória excessiva e barreira fibrosa 

no local do enxerto (Fig. 8C). Em geral, como explanado anteriormente, ossos cranianos 

planos ocorrem na formação óssea intramembranosa. Com foco na cirurgia craniofacial, 

o scaffold utilizado foi desenvolvido como um possível agente especializado para o 

sistema de formação óssea intramembrana. A este respeito, a configuração experimental 

tem limitações em termos de sua aplicação a outros defeitos ósseos ou fraturas. 

Na análise histológica foi observado significativa neoformação óssea próxima às 

bordas do defeito cirúrgico em comparação ao grupo controle. Nos feitos submetidos a 

terapia com com Pa6-TMP-AgNP, foi possível observar partículas circundadas por 

trabéculas ósseas imaturas, amplos espaços medulares, intensa atividade de osteoblastos 

em vertentes ósseas e fibras de colágeno sem sinais de resposta inflamatória extensa, 

sugerindo que o biomaterial é biocompatível e, ao mesmo tempo, osteocondutor. Este 

dado é importante devido a preocupação de possível efeito tóxico das AgNPs, este estudo 

in vivo é corroborado por modelo in vitro que concluiu que AgNPs não afeta a 

diferenciação osteogênica [Liu et al., 2014]. Em adição a isso, a angiogênese e a 

capacidade de vascularização observadas nos defeitos tratados com os scaffolds são 

importantes para a aplicação prática de enxertos projetados, melhorando o reparo e a 

regeneração da fratura óssea [Kanczcler et al., 2008]. A análise histológica (Fig. 8) 

também mostra a presença de vasos sanguíneos e trabéculas em ossos recém- formados. 

Além disso, para os defeitos tratados com Pa6-TMP-AgNP, a área defeituosa se 

recuperou em um osso esponjoso, que foi coberto em por uma camada de osso compacto 

semelhante às características estruturais dos ossos naturais do crânio. Esse sistema 

composto demonstra o potencial para aplicações de regeneração óssea dos agentes 

empregados no scaffold. 

É sabido que para a regeneração do tecido ósseo, a matriz ideal deve mimetizar o 

tecido ósseo natural, onde a matriz é composta principalmente de colágeno tipo I e 

hidroxiapatita. A deposição de apatita ocorre nas fibrilas de colágeno tipo I com a 

coordenação de múltiplas proteínas que atuam como centros de nucleação para a 

mineralização [Armentano et al., 2010]. Scaffolds a base de TMP já têm sido avaliados 

em estudos in vitro [Milan et al., 2021; Joglekar et al., 2020], apresentado menor 

capacidade de absorção de água [Joglekar et al., 2020], mantendo assim a forma e 

integridade, tornando-os capazes para aplicação como enxertos ósseos para serem 

implantados em espaços vazios. Ademais, também foi considerado adequado para 



engenharia de tecidos, devido ao tamanho dos poros [Milan et al., 2021; Joglekar et al., 

2020]. Além disso, como no presente estudo, os scaffolds reticulados com TMP tiveram 

a maior resistência à compressão e alto módulo de compressão [Joglekar et al., 2020], 

sendo reconhecido como um suporte promissor para a proliferação celular, como 

mostrado na análise histomorfométrica, certamente devido a propriedades mecânicas 

mais adequadas. Uma vez que, o módulo de compressão do Scaffold reflete a deformação 

sob carga (rigidez) e estudos anteriores sugerem que os osteoblastos respondem à rigidez 

do Scaffold, que pode ser adaptado para induzir a diferenciação das células [Armentano 

et al., 2010], levando a mineralização e osteogênese aprimoradas [Milan et al., 2021]. 

Embora o módulo de compressão dos scaffolds sejam significativamente menores do que 

os do osso trabecular, estudos aventam que os módulos na faixa quilopascal são 

apropriados para estimular as células ósseas a sintetizar a matriz óssea mineralizada 

[Chatterjee et al., 2010; Rath et al., 2008]. 

Além disso, o tratamento da dentina com TMP leva a precipitação de apatita na 

superfície e interior dos túbulos dentinários, aumentando o conteúdo mineral da dentina 

[Favretto et al., 2018], assim como deixa a superfície do substrato com maior quantidade 

de sítios doadores de elétrons proporcionando uma maior adsorção de fosfato de cálcio 

na superfície [Neves et al., 2017], de modo a propiciar também uma maior adesão celular 

[Harnett et al., 2007]. Em adição a isso, o TMP apresenta melhor efeito quando está na 

escala manométrica [Danelon et al., 2015; Emerenciano et al., 2018; Favretto et al., 2018; 

Favretto et al., 2021]. Sua aplicação com as AgNPs no biomaterial polimerico torna as 

nanopartículas distribuídas uniformemente, portanto, possivelmente aumenta a área de 

superfície da fibra composta e fornece uma certa quantidade de sítios de nucleação 

heterogêneos que poderiam promover a formação de sais de fosfato de cálcio na superfície 

da fibra composta por meio da concentração de Ca2+ na interface [Amaral et al., 2018], o 

que sugere melhor atividade biológica do material. 

Os bons resultados obtidos com os scaffolds com incorporação de AgNP são 

corroborados por outros estudos conduzidos na literatura [Weng et al., 2020; Chen et al., 

2020; Li et al., 2020; Lu et al., 2016], notando não somente um aumento na taxa de 

regeneração óssea como também uma redução nos níveis de marcadores inflamatórios em 

defeitos ósseos infectados [Weng et al., 2020]. Além disso, podem não apenas inibir o 

processo de inflamação, mas também promover a cicatrização óssea induzindo a 

polarização macrófago fenótipo M2 associada à cicatrização de ferida [Chen et al., 2020]. 

É importante mencionar que esses macrófagos M2 são induzidos pelas citocinas 



IL-4 e IL-10 [Yang et al., 2019], e secretam citocinas anti-inflamatórias, como IL-10, 

juntamente com vários fatores de crescimento, como fator de crescimento transformador 

β (TGF-β), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e proteína morfogenética 

óssea (BMP) para suprimir a inflamação, promover a reconstrução da matriz extracelular 

e a consolidação óssea [Chen et al., 2020; Ruytinx et al., 2018; Orecchioni et al., 2019; 

Lee et al., 2016]. Ademais, a prata pode ajudar a reparar e reconstruir tecidos humanos 

vitais e promover a regeneração da pele e outros tecidos delicados. Especificamente, pode 

estimular o crescimento ósseo e melhorar a capacidade de recuperação dos tecidos lesados 

[Kang et al., 2011]. As nanopartículas de prata são relatadas como hábeis para promover 

a expressão e mineralização de proteínas osteogênicas em células-tronco mesenquimais 

derivadas da medula óssea humana, aumentando assim o reparo ósseo de forma eficaz 

[He et al., 2020]. Assim, é uma abordagem oportuna projetar um scaffold 

osteoimunomodulador para aproveitar a resposta imune relacionada aos macrófagos e 

melhorar o desempenho regenerativo ósseo, de modo que esta estratégia possa ser 

promissora para aplicações clínicas e fornecer novos insights sobre a modificação da 

superfície de biomateriais. 

Em adição a isso, o sucesso dos biomateriais como modelos para regeneração de 

tecidos é determinado principalmente por sua capacidade de vascularizar rapidamente e 

é um resultado da entrega eficiente dos nutrientes celulares necessários durante o processo 

regenerativo [Bostancioglu et al., 2015]. Os resultados encontrados no alto padrão de 

imunomarcação para TGFβ-1 (Fig. 9) para o grupo Pa6-TMP-AgNP pode ser relacionado 

aos achados obtidos pela análise histométrica e microtomográfica, sendo o grupo com 

maior percentual de área de osso neoformado (Fig. 6; Fig. 7). Essas imunomarcações são 

importantespara compreender os possíveis mecanismos de atuação deste biomaterial no 

reparo ósseo.O TGFβ-1 é um polipeptídeo multifuncional responsável por muitas funções 

celulares, incluindo o controle do crescimento, proliferação e diferenciação celular, 

especialmente a condrogênese e a osteogênese [Chen et al., 2012]. Ademais, é sabido que 

o TGFβ-1 pode promover a proliferação de osteoprogenitores e o comprometimento da 

linhagem osteoblástica via MAPK-Smad 2/3, e pode promover a diferenciação 

osteoblástica por meio da estimulação da proliferação celular [Chen et al., 2012; Zhang, 

2009]; ou via MAPK, a diferenciação de osteoblastos induzida por BMP [Katagiri & 

Watabe, 2016]. Avia de sinalização do TGFβ-1 é necessária para ativar o fator de 

transcrição Runx-2 (um regulador global da osteogênese) e ambos são significativamente 

suprarregulados em condições de controle ao longo do reparo ósseo, concomitante com 

nova diferenciação 



deposição óssea [Vieira e al., 2015; Biguetti et al., 2018]. Estudo recente observou que a 

expressão da proteína TGFβ-1 nos tecidos de ferida no dorso de ratos tratadas com 

curativo contentdo AgNPs foi significativamente aumentada, sugerindo que a promoção 

da cicatrização de feridas pode estar relacionada ao aumento da expressão de TGFβ-1 

[Jiao et al., 2021]. 

Vale ressaltar que a BMP-2 desempenha um papel importante no desenvolvimento 

ósseo, está envolvida na via de sinalização de TGFβ [Bal et al., 2020; Chen et al., 2004], 

e induz potentemente a diferenciação de osteoblastos em uma variedade de tipos de 

células [Carreira et al., 2015]. A imunomarcação observada no scaffols analisados 

justifica maior atividade osteogênica observada em ambos os grupos testes. 

Histologicamente (Fig. 8), em destaque o scaffold a base de PA6-TMP-AgNP, a 

neoformação óssea observada também é atribuída a atividade de BMP-2, uma vez que 

regula a proliferação celular notada, diferenciação e apoptose em osteoblastos de calvária. 

Além do processo de osteogênese, a atividade biológica aumentada foi determinada 

atendendo à quantidade de osteoblastos quando Pa6-TMP-AgNP foram usados (Fig. 8C). 

Anteriormente, foi demonstrado que membranas baseadas em polímero carregadas com 

AgNP aumentam a proliferação celular / cicatrização de feridas [Liu et al., 2021; Lu et 

al., 2016]. O uso de AgNP em scaffolds também foi considerado como um promissor 

osteoimunomodulador com ações na polarização de macrófagos e na diferenciação de 

células osteogênicas [Li et al., 2020; Xu et al., 2019; Zhang et al., 2017], assim como as 

propriedades adequadas fornecidas para scaffolds pelo TMP [Milan et al., 2021; Joglekar 

et al., 2020]. A neoformação óssea sinaliza que as membranas podem induzir o 

crescimento e a diferenciação de osteoblastos para cobrir ou preencher parcialmente os 

poros intracorticais por aglomerados de nucleação. Esses primeiros depósitos minerais 

induzem sua fusão subsequente para produzir fosfato de cálcio e, finalmente, cristais de 

apatita [Dey et al., 2010], reativando assim as células do revestimento ósseo em 

osteoblastos percursores da formação óssea. Além disso, foi demonstrado que o TMP 

protege o colágeno da degradação [Gonçalves et al., 2018] e também influencia a via de 

sinalização e estimula o efeito metabólico para a mineralização do tecido duro [Gu et l., 

2010; Favretto et al., 2018; Favretto et al., 2021]. 

A imunomarcação de osteocalcina (OCN) no tecido ósseo revelou diferenças na 

qualidade do novo osso durante o processo de reparo. O grupo Pa6-TMP-AgNP 

apresentou a maior expressão OCN; o grupo Pa6-AgNP menor expressão, no entanto 

superior ao controle. Dessa forma, as colorações positivas para OCN sugere que esses 



compostos (Pa6-TMP-AgNP) juntos estimulam melhor a atividade neo-osteogênica do 

queo tratamento único (Pa6-AgNP) (Fig. 11). A análise quantitativa apoiou ainda mais 

essas descobertas (Fig. 6). A OCN é uma proteína que caracteriza o fenótipo dos 

osteoblastos, e a imunomarcação de alto padrão para o grupo Pa6-TMP-AgNP é 

destacável para aneoformação óssea, uma vez que OCN ocorre principalmente durante o 

período de mineralização e é considerado um dos marcadores de diferenciação dos 

osteoblastos parao estágio de mineralização. A literatura já reporta que membranas 

carregadas com Ag apresenta capacidade de promover a propagação e migração celular 

de linhagem óssea, sendo um forte indicador da capacidade de indução da osteogênese 

[Cheng et al., 2016],assim como promoveram significativamente a expressão de OCN, 

que também é apontado como importante marcador tardio para diferenciação osteogênica 

[Cheng et al.,2016]. De modo geral, os scaffolds Pa6-AgNP e Pa6-TMP-AgNP avaliados 

no presente estudoserviram como agentes osteoindutivos, principalmente porque permitiu 

condições estáveis, livres de pressão e tensão no defeito cirúrgico crítico, características 

cruciais para regeneração óssea. Portanto, mais regeneração deve ocorrer ao redor da 

margem dodefeito e menos na região central. 

Dessa forma, mais estudos são necessários para compreender os novos padrões de 

formação óssea em diferentes momentos. Dentro dos limites do presente estudo, a análise 

histomorfométrica e imunoistoquímica dos tecidos regenerados pode fornecer 

informações úteis sobre a natureza e a quantidade de osso neoformado dos biomateriais 

testados. A principal força do estudo é que o Pa6-TMP-AgNP de fato atua como 

osteoimumodulador bioativo para sinais regenerativos ao defeito subjacente. A 

perspectiva deste estudo fornece informações científicas importantes para umaabordagem 

terapêutica para o tratamento de defeitos ósseos, aproveitando o uso da nanotecnologia, 

fosfatos e nanopartículas de prata para regenerar efetivamente o tecido ósseo. Embora 

mais investigações sejam necessárias para compreender o potencial total dos agentes 

empregados, assim como combinações e outras alternativas futuras para trataro osso, 

acreditamos que esses resultados promovem uma estratégia promissora para o reparo 

ósseo, que pode abrir mais caminhos para a utilização de tais tecnologias em pesquisas 

clínicas, odontológicas e ortopédicas aplicadas no futuro. A combinação de terapias com 

esses biomateriais oferece oportunidades para engenharia de tecidos, bem como o 

desenvolvimento de terapêuticas para odontologia regenerativa óssea. 



5. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados observados neste estudo, concluiu-se que Pa6-TMP- 

AgNP proporciona resposta biológica de neoformação óssea, assim como comportamento 

osteoindutor e osteocondutor quando utilizado para preencher defeitos críticos criados em 

calvária de ratos. 
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