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RESUMO

Substitutos 6sseos sdo estudados com a finalidade de encontrar biomateriais que apresentem
caracteristicas semelhantes ao enxerto 6sseo autdgeno e que tenham facilidade para o seu uso.
Em busca desses biomateriais, os vidros bioativos tém sido pesquisados demonstrando
propriedades de osteoindugdo e osteoconducdo. Este estudo avalia o reparo 6sseo associado
ao emprego de vidros bioativos diferentes taxas de pentdxido de niébio 3mol% e 10mol%,
comparados ao enxerto 0sseo autdgeno. A amostra foi composta por 52 ratos aleatoriamente
agrupados em quatro tempos experimentais (15, 30, 60, 90 dias poOs-operatorios). Trés
cavidades cirdrgicas foram confeccionadas na diafise femural direita, preenchidas
randomicamente com o enxerto 0sseo autdgeno e as duas composi¢cdes de vidros bioativos
contendo pentoxido de nidbio. Avaliou-se através de andlise histoldgica, microscopia
eletronica de varredura, microtomografia computadorizada e espectroscopia de micro-Raman.
Os resultados mostraram reparo 0sse0 em estagio avancado pela analise histoldgica e
diferencas significativas (P=0.0017) entre o volume &sseo para o grupo de vidro bioativo
composto por 3mol% de nidbio, evidéncia de incorporacdo dos biomateriais ao tecido 0sseo
neoformado pela analise de superficie e alta concentracdo de fosfato verificada em periodo
precoce nos grupos de vidros bioativos. Tais achados mostraram que os vidros bioativos
avaliados apresentaram propriedades de osteoconducéo e osteoinducéo.

Palavras-chave: Substitutos 6sseos; Regeneracio Ossea; Biomateriais; Modelos Animais.



ABSTRACT

Bone substitutes are studied in order to find biomaterials that exhibit characteristics similar to
autogenous bone graft and have easy to use. In pursuit of these biomaterials, bioactive glasses
have been researched demonstrating osteoinductive and osteoconductive properties. This
study evaluates bone healing associated with the use of bioactive glasses containing different
rates of niobium pentoxide 3mol% and 10mol%, compared to autogenous bone graft. The
sample consisted of 52 rats randomly grouped into four times (15, 30, 60, 90 postoperative
days). Three surgical cavities were prepared in the right femoral shaft, randomly filled with
autogenous bone graft and two compositions of bioactive glasses containing niobium
pentoxide. It was evaluated by histological analysis, scanning electron microscopy, computed
microtomography and micro-Raman spectroscopy. The results showed bone healing at an
advanced stage by histological analysis and significant differences (P = 0.0017) between bone
volume to the bioactive glass group of 3mol% niobium, evidence of incorporation of
biomaterials to the newly formed bone tissue for surface analysis and High concentration
checked phosphate at an earlier period in the groups of bioactive glasses. These findings
showed that the evaluated bioactive glasses showed osteoconductive and osteoinductive
property.

Key words: Bone Substitutes; Bone Regeneration; Biocompatible Materials; Experimental

Animal Models.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

O enxerto 6sseo é amplamente empregado em diferentes areas da Odontologia e da
Medicina. Dentre as finalidades, o0 mesmo é utilizado para recuperar deformidades pos-
traumas, deficiéncias congénitas, perdas dsseas pos-cirdrgicas e reconstrucdes da estrutura
maxilo-mandibular prévias a reabilitagdo implanto-suportada (CHAN et al., 2002;
FINKEMEIER, 2002; PURICELLLI et al., 2010). A literatura refere que, nos Estados Unidos,
mais de quinhentos mil procedimentos ano estdo relacionados ao emprego de enxerto 6sseo
(AXELRAD; KAKAR, EINHORN, 2007; VIRK et al., 2013).

O enxerto 6sseo autdgeno € considerado o padrdo-ouro em diversos estudos que
objetivam a reconstrucdo de estruturas perdidas (HOLLINGER et al., 1996). Apresenta como
propriedades a osteogénese (capacidade de estimular formacdo Ossea a partir dos
osteoblastos), a osteoindugdo (ocorre quando as células primitivas sdo estimuladas a se
transformar em células produtoras de tecido 6sseo) e a osteoconducéo (capacidade de permitir
0 crescimento 0sseo em sua superficie) (WILSON; LOW, 1992; ALBREKTSSON;
JOHANSSON, 2001; CHAN et al., 2002; JUNIOR, 2003; FARDIN et al., 2010; GALIA et
al., 2011).

Por outro lado, o enxerto 6sseo autdgeno apresenta como caracteristicas maior
morbidade cirdrgica,quantidade limitada e reabsorcdo imponderéavel. Essa ultima, condi¢do
influenciada pelo tipo de enxerto, pela sua origem embrionaria e pelo sistema de fixacdo
utilizado. (CHAN et al., 2002; LAURENCIN; KHAN, 2003; GIANNOUDIS;
DINOPOPQULOS; TSIRIDIS, 2005; GALIA et al., 2011).

A utilizagdo de biomateriais representa uma alternativa diante da impossibilidade de
emprego ou como forma de contornar as desvantagens apresentadas pelo enxerto 0sseo
autogeno (HOLLINGER et al., 1996; SCHWARTZ et al., 2008). Sdo inimeras as pesquisas
envolvendo substitutos dsseos, especialmente no que se refere a sua capacidade de
estimulagdo e conducdo do reparo 6sseo (CORSETTI et al., 2008). Esses biomateriais devem
apresentar caracteristicas de biocompatibilidade, capacidade de integrar-se ao tecido a ser
reparado; ser quimicamente inertes; manter a forma e apresentar comportamento preditivo ao
longo do tempo (GREENBERG; SCHNEIDER, 2005). Dentre 0s materiais estudados estéo as
membranas biologicas, as hidroxiapatitas e os biovidros (FARDIN et al., 2010).

O primeiro vidro bioativo foi inventado por Larry Hench na Universidade da Flérida,
em 1969. Até entdo, os materiais disponiveis, ditos bioinertes, ndo formavam uma superficie

estavel com os tecidos, sendo revestidos por capsula fibrosa. Para contrapor esse problema,



Larry Hench desenvolveu um vidro degradavel no sistema: Na,O-CaO-SiO,-P.Os. A principal
descoberta foi que esse composto, mais tarde chamado de biovidro 45S5, formou uma ligagao
com o0 0sso tdo forte que ndo podia ser removido sem quebra-lo (HENCH et al., 1971).

O Dbiovidro (Bioglass 45S5) tem como propriedades a osteoconducdo e a
osteoproducdo. A primeira propriedade permite neoformacdo Ossea ao longo de sua
superficie; a segunda ocorre quando uma superficie bioativa € colonizada por células
osteogénicas, e, com isso agiliza o processo de reparo 0sseo (JUNIOR, 2003; MACEDO,
2011).

Inimeros sdo os estudos sobre biovidros. Obata et al. (2012) testou in vitro a
incorporacdo de diferentes concentraces de pentdxido de nidbio aos vidros bioativos. Esse
estudo sugere que biovidros associados a menores concentracdes de pentoxido de nidbio
favorecem a funcdo dos osteoblastos e, com isso, aceleram o processo de reparo 0Sseo.
Diversos autores incorporam substancias aos vidros bioativos com a finalidade de melhorar as
propriedades dos materiais. A tabela 1 resume alguns artigos exemplificando o material
testado, 0 modelo animal, o nimero amostral, o periodo de estudo e as analises realizadas.

Schwartz et al. (2008) destaca que pequenas variagdes na composicdo do biomaterial
podem levar a uma formacdo Ossea diferenciada. Muitos sdo 0s estudos que avaliam a
incorporagdo de outros materiais aos biovidros a fim de ampliar as propriedades ja existentes
e contornar possiveis desvantagens. Com esse intuito Chan et al. (2002) adicionou dextrano
ao biovidro 45S5, que é de dificil manuseio quando usado em areas extensas. Essa nova
formulacdo proporcionou um material facilmente moldavel e facilitou sua aplicacdo em areas
extensas. O autor demonstrou que a adicdo de dextrano ndo alterou o resultado de reparo
0sseo e sugeriu estar diante de um potencial substituto para o enxerto 6sseo autdégeno.

O biovidro estudado por Tiomis et al. (2010) recebeu destaque por apresentar maior
rapidez ao conduzir o processo de reparo 0sseo, tal fato foi relacionado a sua propriedade
osteocondutora.

Limaet al. (2011) estuda a incorporacgdo de ni6bio ao biovidro por meio da analise da
biocompatibilidade do material em tecido subcutaneo de ratos. Através da analise histologica
foi observada a presenca de reacdo granulomatosa, do tipo corpo estranho, discreta com
células gigantes. Os pesquisadores relatam como dificuldade do material a sua resisténcia a
degradacéo e sugerem que a aplicacdo de um biovidro a base de nidbio ao tecido 6sseo possa

complementar sua avaliagéo.



No estudo de Yang et al. (2015) houve aplicacdo de um bioadesivo ao biovidro a fim
de aprimorar as propriedades desse material. Analisou-se o comportamento de um defeito
femural em coelho onde foi comparada a evolugdo do reparo 6sseo sem biovidro, com
biovidro e com diferentes composicdes do adesivo associado ao biovidro. Observou-se que 0
adesivo foi um agente osteogénico e promoveu a integragdo do substituto ésseo ao tecido
neoformado, assim como estimulou a formacao dssea.

O pentoxido de niobio (Nb2Os) é empregado em composicdo de varios biomateriais
(COVANI et al., 2007). Sua incorporacdo € uma alternativa para melhorar as propriedades
dos vidros bioativos, pois é biocompativel, ndo citotoxico e osteoindutor (OBATA et al.,
2012; KUSHWAHA et al., 2012; FOOLADI et al., 2013; LEITUNE et al., 2013). A presenca
de nidbio, de beta-tricdlcio fosfato e de hidroxiapatita estdo relacionadas ao aumento da
atividade da fosfatase alcalina e da calcificacdo por osteoblastos (TAMAI et al., 2007).

A fim de contribuir para o desenvolvimento de substitutos 6sseos que apresentem
propriedades que se assemelham ao enxerto 6sseo autdgeno e superem as suas limitacoes, este
estudo avalia o comportamento de dois biovidros compostos por diferentes composicdes de
pentoxido de nidbio comparadas ao enxerto 6sseo autdgeno frente a estimulacdo do reparo

6sseo in vivo, em um modelo experimental animal.



Tabela 1. Resumo de artigos que estudam biovidros.

Estudo/Ano Biomaterial Animal/ N Tempo po6s- | Andlises/Principais resultados
Defeito operatorio

CHAN et al. 5 grupos 1- 0sso autdgeno Coelho/ 48 | 2 dias; 1, 2, 3, 6 e | Histologia/

2002 2- biovidro 45S5 Fémur 12 semanas Adicdo de dextrano ndo apresentou efeitos
3- biovidro 45S5 + dextrano adversos, contudo facilitou a manipulacdo do
4- biomaterial 2 + 0sso autdégeno biovidro.

5- biomaterial 3 + 0sso autdgeno

SCHWARTZ et al. 12 grupos experimentais (controle, 5 grupos | Ratos/ 231 | 2, 4, 8 semanas Histologia/

2008 envolvendo PLGA, hidroxiapatita coralina, | Tibia A matriz 6ssea desmineralizada mostrou ser uma
sulfato de calcio, colageno -hidroxiapatita - das melhores opg¢des de aplicacdo de enxerto
tricélcio fosfato, biovidro 4585, 0sseo.
hidroxiapatita bovina, matriz 0ssea
desmineralizada

TIOMIS et al. Biovidro particulado (Consul Bioglass — | Cées/ 28 |8, 14, 21, 42, 60, | Histologia/

2010 USBiomateriais) Mandibula 90 e 120 dias Biovidro particulado é biocompativel e um
substituto  ésseo  eficiente em  cirurgias
odontoldgicas que objetivam a regeneracdo do
0sso alveolar.

TIOMIS et al. Biovidro particulado (Consul Bioglass — | Cées/ 28 | 8, 14, 21, 42, 60, | Clinica, Cirargica, Radiografica/

2011 USBiomateriais) Mandibula 90 e 120 dias Biovidro é biocompativel, tem efeito
hemostéatico e as particulas apresentam tamanho
adequado para o preenchimento de cavidades.

LIMA et al. Biovidro a base de 6xido de nidhio e 6xido | Camundon | 15 | 1, 3 e 9 semanas Histologia, Microscopia eletrénica de varredura/

2011 fosforoso gos/ Biocompativel e ndo reabsorvivel.

Subcuténeo

EL-MELIEGY etal. | 4 composi¢gdes de biovidros (CaO-Na)O- | - - Testes in vitro

2012 K20-MgO-P,05-SiO-LiF-MgF.-TiO5) Ratos/ 24 | 6e 12 semanas Testes in vivo: histologia/

Fémur Biovidros com menos de 10mol% de NaO e

livre de KO e Al,O3 demonstraram

bioatividade potencial in vitro e nova formacéo
6ssea in vivo.

Biovidros com menor relacdo (SiO,+MgO)/
(CaO+P,0s+Na0) mostraram maior
bioatividade, enquanto biovidros com maior




relacio  (SiO,+Mg0O)/  (CaO+P,0s5+Na0)
mostraram menor bioatividade.

KIDO et al. Biosilicato - - Testes in vitro
2013 Ratos/ 65 | 7,15, 30, 45 e 60 | Testes in vivo: histologia/
Subcuténeo dias Biocompativel e ndo citotoxico.

GABBAI- Biovidro fibroso a base de SiO,—Na,O-K,0— | - 1,7, 14 dias In vitro: Microscopia eletrdnica de varredura

ARMELIN et al. MgO-CaO-P,0s Ratos/ 60 | 15, 30, 60 dias In vivo: Histologia, Imunohistoquimica/

2015 Tibia Degradacdo do material e substituicdo por tecido
6sseo neoformado. Maior expressdo de RUNX-2
no grupo de biomateriais nos tempos
experimentais de 15 e 30 dias. Maior expressao
de RANK-L no grupo de biomateriais nos
tempos experimentais de 30 e 60 dias.

YANG et al. 4 grupos: sem biovidro, biovidro, biovidro- | - In vitro

2015 2CS e biovidro-2CS-10BM Coelhos/ 25 | 4 e 6semanas In vivo: Histologia/

Fémur Biodesivo com potencial para uso como um

agente biointegrante e osteogénico.




2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho propde-se a avaliar o processo de reparo 0sseo em cavidades
cirurgicamente criadas em fémur de ratos. Os espécimes contendo 0s materiais
(particulas de biovidros revestidas por diferentes taxas de pentoxido de nidbio) foram
avaliados em diferentes tempos experimentais (15, 30, 60 e 90 dias). O enxerto 6sseo

autogeno foi utilizado como controle.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar analise semi-quantitativa das laminas histolégicas pelo sistema de
escores, por meio da comparacao do processo de reparo 6sseo entre 0s vidros bioativos
(3mol% e 10mol%) e o enxerto 6sseo autdgeno.

Quantificar volume e densidade O6sseos por meio de microtomografia
computadorizada (micro-CT) e comparar os resultados entre os vidros bioativos
(3mol% e 10mol%) e o enxerto dsseo autdgeno.

Realizar a caracterizacdo das particulas de biovidros compostas por pentoxido de
niébio (3mol% e 10mol%) pelos métodos de espectroscopia micro-Raman e

microscopia eletrdnica de varredura e comparar com o enxerto 6sseo autdgeno.



3. ARTIGO

Esta dissertacdo sera apresentada na forma de um artigo cientifico. Tal formato
estd de acordo com as regras estabelecidas no regimento do Programa de PoOs-
Graduacdo em Odontologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.



Avaliacdo do reparo 6sseo em cavidades cirurgicamente criadas em fémur de rato

contendo dois biovidros com diferentes taxas de pentdxido de nidbio.

Resumo: Substitutos 0sseos séo estudados com a finalidade de encontrar biomateriais
que apresentem caracteristicas semelhantes ao enxerto 6sseo autégeno e que tenham
facilidade para o seu uso. Em busca desses biomateriais, os vidros bioativos tém sido
pesquisados demonstrando propriedades de osteoinducgéo e osteoconducdo. Este estudo
avalia o reparo 0sseo associado ao emprego de vidros bioativos contendo diferentes
taxas de pentoxido de nidbio 3mol% e 10mol%, comparados ao enxerto 6sseo autdgeno.
A amostra foi composta por 52 ratos aleatoriamente agrupados em quatro tempos
experimentais (15, 30, 60, 90 dias pds-operatorios). Trés cavidades cirurgicas foram
confeccionadas na diafise femural direita, preenchidas randomicamente com o enxerto
6sseo autdgeno e as duas composicdes de vidros bioativos com pentdxido de nidbio.
Avaliou-se atraveés de analise histologica, microscopia eletrbnica de varredura,
microtomografia computadorizada e espectroscopia de micro-Raman. Os resultados
mostraram reparo 0sseo em estagio avancado pela analise histoldgica e diferencas
significativas (P=0.0017) entre o volume Gsseo para o grupo de vidro bioativo composto
por 3mol% de nidbio, evidéncia de incorporagdo dos biomateriais ao tecido 6sseo
neoformado pela andlise de superficie e alta concentracdo de fosfato verificada em
periodo precoce nos grupos de vidros bioativos. Tais achados mostraram que 0s vidros
bioativos avaliados apresentaram propriedades de osteoconducao e osteoinducao.
Palavras-chave: Substitutos 0sseos; Regeneracio Ossea; Biomateriais; Modelos
Animais.

Key words: Bone Substitutes; Bone Regeneration; Biocompatible Materials;

Experimental Animal Models.

Introducéo:

A pesquisa de biomateriais como substitutos 0sseos busca materiais com
propriedades que se assemelhem ao enxerto 6sseo autdgeno. Considerado o padrdo-
ouro, esse tipo de enxerto apresenta as propriedades de osteogénese, osteoconducéo e
osteoinducdo. Em contrapartida, a sua utilizacdo esta associada a um maior tempo
cirdrgico e maior morbidade®?,

Dentre os biomateriais pesquisados estdo os vidros bioativos, materiais que

apresentam propriedades de osteoconducdo e osteoinducdo. A interacdo desse



biomaterial com os tecidos vivos ocorre por meio da libera¢do de ions, no momento da
implantacdo do material, que desencadeiam uma série de rea¢des que culminardo com a
formacdo de uma camada superficial de apatita hidrocarbonada, andloga a fase mineral
do tecido 06sseo e que é capaz de estimular a deposicéo desse tecido e sua ligacdo entre o
tecido vivo e o biomaterial®®. Estudos também demonstram que a dissolucdo de ions,
assim como a topografia dos vidros bioativos alteram a adsorcdo de proteinas e regulam
a expressdo de genes, modificando a expressdo fenotipica de osteoblastos e sua
proliferacdo, bem como a deposicio de matriz extracelular®®’.

A bioatividade desse biomaterial depende de caracteristicas associadas a sua
producdo, como a microestrutura e a composi¢do quimica. A fundicdo é o método
utilizado para a producéo dos vidros como 0 45S5® (vidro do sistema quaternario SiO2-
Na0-CaO-P;0s) e os vidros do sistema CaO-P20s-NaO-Nb20s-TiO>80. A
incorporacgdo do Pentdxido de Nidbio (Nb2Os) representa uma alternativa para melhorar
as propriedades dos vidros bioativos. Sua associacdo esta relacionada a reducdo da
citotoxicidade, & osteoinducio e ao aumento da atividade da fosfatase alcalina®*?,

Estudos pré-clinicos tém sugerido efeitos benéficos do emprego de vidros
bioativos. Entre eles maior rapidez no processo de reparo 4sseo.

O objetivo desse estudo foi avaliar o reparo 0sseo em cavidades criadas
cirurgicamente no fémur de ratos adultos preenchidas por vidros bioativos contendo
duas composicBes de pentdxido de nidbio e por enxerto 6sseo autdégeno (EOA), baseado
na analise histoldgica, microscopia eletrénica de varredura (MEV), microtomografia

computadorizada (micro-CT) e espectroscopia de micro-Raman.

Materiais e Métodos:

Animais

A amostra foi composta por 52 ratos machos (Rattus novergicus albinus), com
peso médio de 500g e seis meses de idade. Os animais foram separados aleatoriamente
em quatro grupos, com 13 animais em cada (o numero amostral foi calculado através do
software Winpepi versdo 11.25, nivel de significancia de 5%, poder da amostra de
80%), de acordo com os tempos pds-operatorios de 15, 30, 60 e 90 dias. Todos 0s
animais receberam racdo comercial e agua ad libitum ao longo do experimento. Foram
alojados sob iluminacdo 12h claro / 12h escuro. CondicGes de temperatura e umidade

em um ambiente de clima controlado.



Vidros Bioativos

Os vidros bioativosdo sistema CaO-P.0s-Na2O-Nb2Os-TiO2foram utilizados
nesse estudo em duas composicdes: 3 mol% e 10 mol% de pentoxido de nidbio®.As
particulas do biomaterial utilizadas apresentaram tamanho médio de 0,6mm, as mesmas

ficaram retidas em uma peneira de mesh 30.

Protocolo Cirargico

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de cloridrato de
ketamina (50mg/kg) e cloridrato de xilazina (5mg/kg). A anestesia geral foi mantida
com isoflurano 1-2V% vaporizado em oxigénio 100%. A area do fémur direito foi
preparada com solucdo de polivinilpirrolidona iodo 10%. Foi realizada uma incisdo na
pele de +-3cm, seguida da divuls@o por planos dos tecidos. Com o auxilio de uma guia
cirargica de titdnio foram demarcadas as trés cavidades com lapis grafite n°2. Trés
cavidades (2.0mm de diametro x 4.0mm) foram confeccionadas na diafise femural
direita, de proximal para distal, com broca trefina ativada por um motor em baixa
rotagdo, sob irrigacdo constante, conforme protocolo de Puricelli et al®. O
preenchimento das cavidades também foi randomizado: enxerto 6sseo autdgeno (EOA),
vidro bioativo composto por 3mol% de pentoxido de nidbio (Nb3) e vidro bioativo
composto por 10mol% de pentéxido de nidbio (Nb10). As particulas foram acomodadas
nas cavidades com o auxilio de uma espatula até completar o preenchimento. A sutura
foi realizada por planos com fio de poliglactina 910 5-0 e a pele com nylon 5-0 (Fig.1).
Os animais receberam analgesia pds-operatoria. Procedimentos perioperatorios foram

realizados por um médico veterinario. Os autores realizaram as intervencdes cirurgias.

Morte

Apos 15, 30, 60 e 90 dias, os animais foram mortos por sobredose anestesica de
isoflurano até atingir o efeito de parada cardiorrespiratdria, confirmada por veterinario.
Em seguida foi realizada a remocdo do fémur direito, que foi fixado em formalina

neutra tamponada 10%, por 48h, para conservacao da peca.

Analise histologica
As pecas foram descalcificadas em &cido nitrico 5%, divididas ao meio

longitudinalmente a fim de se alcancar o centro das cavidades, padronizando a altura



dos cortes. Apos, foi realizado o processamento e a inclusdo em parafina. Os cortes
foram de 4um de espessura e as laminas foram coradas pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (HE). A analise semi-quantitativa foi realizada por uma patologista cega para as
condicdes experimentais. O sistema de escore utilizado para cada cavidade cirurgica
criada foi: (1) reparo de até 30% da area do defeito dsseo; (2) reparo de 30 a 70% da
area do defeito 6sseo; (3) reparo de 70 a 100% da &rea do defeito Gsseo, auséncia de

0ss0 imaturo e obliteracédo cortical.

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As pecas foram fixadas, desidratadas e secas. Apds, realizou-se o processo de
metalizacdo com ouro. Foram utilizadas quatro pecas (uma de cada tempo: 15, 30, 60,
90 dias). O equipamento utilizado para a analise foi um microscépio eletrénico de
varredura, modelo XL 30 — Philips, em uma tenséo de 20 kV. Realizou-se uma analise
descritiva por meio das imagens de superficie da amostra, usando 0 método de detec¢do

de elétrons secundarios (SE), em aumento de 100x.

Microtomografia computadorizada (micro-CT)

Cinco animais do grupo experimental correspondentes ao tempo de 90 dias
foram utilizados para as analises longitudinais (15, 30, 60 e 90 dias). Para a obtencdo de
imagens, 0os animais foram anestesiados com inalacdo de isoflurano (inducédo: 2,5-4%;
manutencgéo: 1,5-2,5%). Os animais anestesiados foram colocados em posi¢do supina. A
duracdo do exame foi de 15 minutos em média, e 0 tempo total necesséario desde a
inducdo anestésica até o retorno a gaiola foi de 30 minutos.

O fémur direito de cada animal foi posicionado no centro do campo de visdo e
escaneado pelo equipamento de Micro-CTTriumph Il XOCT® (TriFoillmaging,
Chatsworth, CA), observando os seguintes parametros de aquisi¢do: voltagem no tubo
de 80kVp, tamanho de ponto focal de 50um, campo de visdo de 80mm, binning 2x2 e
tamanho de imagem de 1184x1120, ampliacdo 1.6x, nimero de projecao foi de 512.As
imagens foram reconstruidas através de um software Triumph XOCT®
(TriFoillmaging, Chatsworth, CA) em todas as dimensdes espaciais.

A anélise do comportamento dos biomaterias foi baseada a partir das sequéncias
de imagens de micro-CT obtidas com espacamento de 0,160mm de espessura entre elas
no formato DICOM nos trés planos (sagital, coronal e transversal) ao longo do eixo

axial dos individuos (0,160 pixel size). As imagens foram processadas no software



Mimics© para a identificacdo e renderizacdo das estruturas em 3D, bem como para a
tomada de medidas de volume e densidade (Hounsfield units, HU). HUs séo
correlacionadas com as propriedades de densidade e os valores de volume sdo

diretamente comparaveis em imagens no formato DICOM.

Espectroscopia de micro-Raman:

Foram utilizados quatro animais do grupo experimental, sendo um de cada
tempo pos-operatdrio. Espectroscopia micro-Raman foi realizada utilizando um
microscopio de Raman SENTERRA (BrukerOptics, Ettlingen, Alemanha). As amostras
foram analisadas utilizando os seguintes parametros de micro-Raman: 10mW diodo
laser com comprimento de onda de 785nm e uma resolugdo espectral de ~3,5cm™.
Mapeamento bi-dimensional foi realizado ao longo de um Spum por 37um em toda a
area em intervalos de 50um utilizando etapas XYZ computadorizadas. Estas areas
cobertas do osso e biomaterial foram visualizadas e focadas em aumento de 500x.
Tempo de acumulacéo por espectro foi de quatro segundos com quatro co-adicBes. As
amostras foram mantidas umidas em todo o processo experimental. PGs-processamento
foi realizado em Opus7.2 (Buker Optics) e consistiu em analise com a modelagem, que
distinguiu 0s componentes espectrais do 0sso e do biomaterial. Os picos
correspondentes de fosfato e amida Il foram usados para a integracdo. Para a

hidroxiapatita, foi usado 960cm™, e para amida Il, utilizou-se 1450cm™.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi aplicada aos resultados da microtomografia
computadorizada, utilizando o software SAS Enterprise Guide versdo 6.1. Para a
analise de densidade e volume foi realizada ANOVA (analise de variancia) de medidas

repetidas e teste de comparacdo de médias Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Resultados

Histologia:

A andlise histologica esta representada na figura 2 que ilustra a evolucdo do
reparo 0sseo ao longo dos tempos experimentais. Realizou-se avaliacdo semi-
quantitativa pelo sistema de escores descrito na tabela 3. Aos 15 dias pds-operatorios, o
reparo estava mais avancado (escore 2 e 3) nos defeitos preenchidos com EOA e Nb3

quando comparados as cavidades preenchidas por Nb10 (escore 1). A partir dos 30 dias



pos-operatdrios todas as cavidades encontravam-se em estagios avancados de reparo
0sseo (escore 2 e 3). Aos 60 dias pds-operatorios todas as cavidades preenchidas por
EOA apresentavam-se em estagio avancado de reparo (escore 3). Aos 90 dias pos-
operatorios todas as cavidades, independente do preenchimento ndo demonstraram

diferengas no reparo 6sseo (escore 3).

MEV:

Realizou-se analise de superficie da amostra pela MEV, ilustrada pela figura 3,
de acordo com o preenchimento e os tempos experimentais. Nos grupos preenchidos por
Nb3 e Nbl0 observou-se que ha& necessidade de um tempo maior para que 0 0SSO
neoformado envolva as particulas de biovidros quando comparados ao EOA, nédo sendo

observadas diferencas entre Nb3 e Nb10 ao longo dos tempos experimentais.

Micro-CT:

Para a analise de micro-CT (figura 4) a representacdo da imagem dos vidros
bioativos e do EOA foi isolada da imagem do fémur com a finalidade de avaliacdo da
densidade e do volume de preenchimento das cavidades. Com relagdo a densidade
(tabela 1) ndo foram observadas diferencas significativas entre Nb3 e Nb10 (P=0.1382)
ao longo dos periodos experimentais. Houve diferencas entre 0 EOA com o Nb3 e Nb10
(P<0,0001). Foram observadas diferencas de volume do preenchimento das cavidades
ao longo dos tempos experimentais. O volume das cavidades preenchidas com EOA
diminuiu ao longo do tempo quando comparado ao Nb3 e Nb10 (tabela 2). O volume
das cavidades preenchidas com Nb3 exibiu diferencas significativas quando comparado

ao EOA ja no periodo de 15 dias pds-operatorios (P=0.0017).

Espectroscopia de micro-Raman:

A espectroscopia de micro-Raman gerou gréficos de cores (figura 5), as quais
representam a concentracdo de fosfato. A maior concentracdo € representada pela cor
vermelha e a menor concentracgdo pelas variagdes da cor azul. A figura 5A refere-se ao
grupo EOA que apresentou maior concentracdo de fosfato aos 90 dias. O grupo Nb3
ilustrado pela figura 5B representa a maior concentracdo de fosfato aos 30 dias que
segue pelos 60 e 90 dias. No grupo do Nb10 (figura 5C) sugere-se maior concentragdo
nos 60 e 90 dias.



Discusséo

Os vidros bioativos utilizados nessa pesquisa foram incorporados pelo tecido
0sseo e ndo substituidos, essa situacdo foi verificada por meio da anélise de microscopia
eletrbnica de varredura claramente visualizada aos 90 dias (figura 3). Tal condicéo
deve-se possivelmente ao método de preparo do material que se da através de fundicdo?,
ao contréario do que € referido por diversos autores que demonstram a reabsor¢cdo do
biomaterial e a substituico por tecido dsseo 3.

Diferentes substancias tém sido incorporadas aos vidros bioativos com objetivo
de melhorar as propriedades de manipulagio® e biocompatibilidade!®. O emprego de
6xido de nidbio associado ao biovidro foi testado por Limaet al °, porém em aplicacdo
em subcutaneo de ratos. A incorporacdo do pentdxido de nidbio aos materiais nessa
pesquisa favoreceu a bioatividade, especialmente na concentracdo de 3mol%. De acordo
com Obataet al ° vidros bioativos com menor quantidade de nibio favorecem a funcio
dos osteoblastos, acelerando o reparo 6sseo. Tal achado pode ser observado pela
avaliacdo histologica, onde 22,22% das cavidades preenchidas por Nb3 correspondiam
ao escore 3 de reparo 0sseo, bem como pela espectroscopia de micro-Raman na qual
desde os 30 dias pos-operatorios observa-se alta concentracdo de fosfato. A
concentracdo de 10mol% de pentéxido de nidbio ndo favoreceu o processo de reparo
guando comparado ao padrao-ouro.

As dificuldades de processamento das amostras para avaliacdo histologica estéo
associadas ao fato de que os vidros bioativos ndo sofreram descalcificacdo’®. Apesar
dessas dificuldades, a andlise histol6gica permanece sendo 0 método mais empregado
para avaliacdo de reparo Gsseol13141620 A microscopia eletrénica de varredura
realizada através da metalizacdo com ouro inviabilizou a analise de composicao
quimica, pois 0 ouro e 0 nidbio apresentam pesos atdbmicos semelhantes. Essa
metodologia de andlise permitiu a observacdo da incorporacdo dos biovidros e do
enxerto 6sseo autdégeno com a estrutura dssea adjacente através da avaliagdo de
superficie.

A espectroscopia de micro-Raman demonstrou maior concentragéo de fosfato a
partir dos 30 dias para Nb3 e dos 60 dias para Nb10 quando comparados ao enxerto
0sseo autdgeno, sugerindo que essa concentracdo possa estar associada a aceleracdo da
formacdo de hidroxiapatita e conseqiiente reparo 0sseo??. A analise longitudinal
realizada através da micro-CT permitiu o estudo in vivo da evolugdo temporal no

mesmo animal, da incorporag@o dos biomateriais e do enxerto 6sseo autdgeno, além de



permitir as medidas de densidade e volume associadas aos preenchimentos das
cavidades 234, Apesar das variagBes de volume observadas nas cavidades preenchidas
por vidros bioativos ao longo dos periodos experimentais, Nb3 e Nb10 apresentam
resultados superiores quando comparados ao padrao ouro (EOA).

A quantidade ilimitada de biomaterial disponivel e a auséncia de segundo sitio
cirtrgico®?® facilitaram a execucdo do experimento. O tamanho das particulas dos
vidros bioativos compostos por pentoxido de nidbio (3mol% e 10 mol%) favoreceram o
manuseio e a acomodacdo nas cavidades de pequeno volume. N&o houve
extravasamento do material fora das cavidades cirurgicamente criadas. As
caracteristicas do biomaterial ofereceram condigdes adequadas para a esterilizagdo em
peréxido de hidrogénio e armazenamento, fatores ja destacados por Corsetti et al.?’.

A pesquisa seguiu 0s padrdes atuais que orientam a pesquisa utilizando modelos
animais: randomizacgdo, cegamento, calculo amostral e grupos de comparacéao.O rato foi
escolhido como modelo animal por varios autores que pesquisam vidros bioativost31/-1°,
Por apresentar pequeno porte facilitou o manuseio, apresentou custo acessivel e
possibilitou a realizacdo de diferentes analises, inclusive a analise longitudinal por
microtomografia computadorizada. O fémur ofereceu condicgdes ideais para confeccao
de trés cavidades cirurgicamente criadas. Permitiu a comparagdo na mesma estrutura
dos biomateriais com enxerto 6sseo autégeno. Ndo foram observadas fraturas nessa
estrutura 0ssea.

As diferentes metodologias de anélise empregadas nessa pesquisa permitem
concluir que os vidros bioativos compostos por pentéxido de niébio (3mol% e 10mol%)
apresentam propriedades de osteoinducdo e osteoconduc¢do. Estudos pré-clinicos ainda
sd0 necessarios para avaliacdo criteriosa e aperfeicoamento desses biomateriais
proporcionando resultados seguros que possibilitem a sua aplicacdo clinica. Os
resultados obtidos nesse estudo sdo positivos e incentivam a continuidade de pesquisas

avaliando os vidros bioativos e o reparo 6sseo.
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Tabela 1. Analise de micro-CT - Comparacdo das médias de densidades (Hounsfield units -
HU) dos preenchimentos.

Preenchimento das cavidades Média DP
Nb10 2722.22 HU @ 42,3557
Nb3 2598.25 HU @ 42,3557
EOA 1752.35 HU ® 43,7393

a:Diferentes letras indicam diferenca significativa. ANOVA de medidas repetidas, seguida pelo teste
de comparacdo de médias de Tukey a 5% de significancia.

DP: Desvio-Padréo

EOA: enxerto 6sseo autdgeno

Nb3: particulas de biovidros compostas por 3mol% de pentdxido de nidbio

Nb10: particulas de biovidros compostas por 10mol% de pentoxido de nidbio

Tabela 2. Anélise de micro-CT - Comparagdo das médias de volume (mm®) dos
preenchimentos ao longo do tempo.

Preenchimento 15dias DP 30 dias DP 60 dias DP 90 dias DP
das cavidades

Nb10 82® 08915 951° 0,8453 10,022 11,0022 9,75° 1,1906
Nb3 11,1* 0,8915 9,22¢ (0,8453 9,98  1,0022 8,15%  1,1906
EOA 333" 0,8915 2,19° 10,8453 1,39® 10335 1,26° 11,2704

ab: Diferentes letras indicam diferenca significativa por ANOVA de medidas repetidas,seguida pelo
teste de comparacgdo de médias de Tukey a 5% de significancia.

DP: Desvio-Padréo

EOA: enxerto 6sseo autdégeno

Nb3: particulas de biovidros compostas por 3mol% de pentdxido de nidbio

Nb10: particulas de biovidros compostas por 10mol% de pentéxido de nidbio

Tabela 3. Resultado da andlise semi-quantitativa realizada por escores.

Escore 1 (até 30%) Escore 2 (30-70%) Escore 3 (70-100%) Perdas

n % n % n %
15dias EOA 2 28,57 5 71,42 0 0 3
Nb3 3 33,33 4 44 44 2 22,22 1
Nb10 4 44 44 5 55,55 0 0 1
30dias EOA 0 0 3 37,5 5 62,5 2
Nb3 0 0 5 55,55 4 44 44 1
Nb10 0 0 7 77,77 2 22,22 1
60 dias EOA 0 0 0 0 9 100 1
Nb3 0 0 2 25 6 75 2
Nb10 0 0 2 22,22 7 77 1
90 dias EOA 0 0 0 0 8 100 2
Nb3 0 0 0 0 9 100 1
Nb10 0 0 0 0 6 100 4

Notas: n: nimero de cavidades
EOA: enxerto 4sseo autdgeno
Nb3: particulas de biovidros compostas por 3mol% de pentdxido de nidbio
NDb10: particulas de biovidros compostas por 10mol% de pentoxido de nidbio



Fig. 1. Sequéncia de procedimentos cirdrgicos. (A) Incisdo em pele; (B) Divulsdo dos tecidos por
planos musculares e acesso a superficie cortical do fémur direito; (C) Posicionamento de guia para
marcacdo das cavidades; (D) Marcagdo das cavidades com lapis; (E) Cavidades realizadas com trefina
ativada por motor elétrico em baixa rotacdo; (F) Cavidades preenchidas pelos dois biomateriais (Nb3 e
Nb10) e EOQA; (G) Sutura por planos com fio de poliglactina 910 5-0; (H) Sutura em pele com fio
mononylon 5-0.
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Fig.2. Imagens histologicas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE), em aumento de 8x, de acordo
com o tempo experimental e o preenchimento das cavidades.
Nota: EOA: enxerto 6sseo autégeno

Nb3: particulas de biovidros compostas por 3mol% de pentdxido de nidbio

NDb10: particulas de biovidros compostas por 10mol% de pentoxido de nidbio

O: osso neoformado

C: cavidade onde havia biomaterial

P: preenchimento

T: tempo
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Fig. 3. MEV- andlise qualitativa da superficie do osso, método de deteccdo de elétrons secundarios
(SE) de acordo com o tempo experimental e 0 método de preenchimento das cavidades. Aumento de
100x.
Nota: EOA: enxerto 6sseo autégeno

Nb3: particulas de biovidros compostas por 3mol% de pentdxido de nidbio

Nb10: particulas de biovidros compostas por 10mol% de pentoxido de nidbio

O: osso neoformado

P: preenchimento

T: tempo
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Fig. 4.Representacdo em 2D da reconstrucdo volumétrica dos preenchimentos das cavidades em
dois animais de acordo com a evolugdo temporal. As cores amarela, azul e vermelha representam
respectivamente o preenchimento com Nb3, Nb10, EOQA.
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Fig. 5.Representacdo dos resultados de espectroscopia de micro-Raman. (A) Cavidades preenchidas
por EOA,; (B) cavidades preenchidas por Nb3; (C) cavidades preenchidas por Nb10.
Nota: EOA: enxerto 6sseo autdgeno

Nb3: particulas de biovidros compostas por 3mol% de pentdxido de nidbio

Nb10: particulas de biovidros compostas por 10mol% de pentoxido de nidbio




4.CONSIDERACOES FINAIS

Diversos sdo 0s grupos que pesquisam diferentes composicdes e materiais agregados
aos vidros bioativos no intuito de melhorar suas propriedades. A tabela 1 sintetizou algumas
dessas pesquisas, demonstrando que diferentes protocolos, tempos, modelos experimentais e
areas de implantacdo sdo estudadas.

Nesta pesquisa os vidros bioativos estudados ndo sofreram degradacéo, caracteristica
que esta presente em outros biomateriais. Tal situacéo néo foi prejudicial a evolucao do reparo
6sseo. Os biomateriais empregados, por ndo sofrerem descalcificacdo, influenciaram a
qualidade do material obtido para a anélise histolégica em muitas das amostras. Contudo, nas
pecas que permitiram a realizacdo dos cortes, nos diferentes grupos e tempos experimentais,
foi observada a bioatividade, além da capacidade de osteoinducdo e osteoconducdo desses
biomateriais, caracterizada pela formacao de tecido ésseo envolvendo as particulas e auséncia
de resposta inflamatéria. A andlise de microscopia eletronica de varredura também permitiu a
visualizacdo de tecido 6sseo envolvendo as particulas ao longo do processo de reparo.
Destaca-se que as cavidades preenchidas por particulas de vidros bioativos compostas por
pentoxido de nidbio 3mol% apresentaram, na analise histoldgica e espectroscopia de micro-
Raman, melhores propriedades do que aquelas cavidades preenchidas por particulas de vidros
bioativos compostas por pentdxido de nidbio 10mol%.
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