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Resumo

O objetivo do presente estudo foi sintetizar e caracterizar arcaboucos tridimensionais
de vidros bioativos contendo niobio e avaliar a influéncia destes materiais no
comportamento de células pré-osteoblasticas in vitro. A producéo dos arcaboucos foi
realizada pelo método sol-gel a partir da mistura de precursores da matriz e
modificadores minerais. Foram produzidos vidros contendo Nidbio (BAG-Nb) e vidros
sem adicao deste componente (BAG). A adicdo do nidbio foi feita por meio de NbCls.
Apos a formacdo do sol foram adicionados um surfactante e um catalisador da
condensacéo para que fosse possivel produzir um gel poroso que, com 0 processo
de queima deu origem aos arcaboucos. A caracterizacdo da estrutura quimica foi
realizada por difracdo de raio-x (DRX) e espectroscopia Raman. A morfologia dos
materiais foi avaliada por microscopia de varredura (MEV) e microtomografia
computadorizada de raios-x (MicroCT). Células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 foram
cultivadas para avaliacdo da influencia dos materiais na sua proliferacao,
mineralizagdo e expressdo génica. Para este fim foram utlizados os testes da
Sulforonamida B, a coloracdo por Vermelho de Alizarina e o teste de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), respectivamente. A caracterizagdo do material
demonstrou a presenca de estruturas cristalinas nos vidros produzidos. O Niébio foi
encontrado no grupo BAG-Nb em sua forma de 6xido disperso pela matriz do vidro
de acordo com os resultados de DRX e Raman. Quanto a sua estrutura, a
porosidade superficial e macroposidade, o tamanho dos poros e a interconectividade
entre 0s poros mostraram-se favoraveis para o crescimento de tecido em ambos os
grupos produzidos. O nidbio foi encontrado na estrutura do vidro na sua forma de

oxido (Nb20s). A incorporagdo de Nb20s ao vidro néo interferiu na proliferacéo



celular no entanto, os materiais contendo Nb20s promoveram maior aumento na
mineralizacdo das células pré-osteoblasticas apds 7 e 21 dias de cultivo, indicando
maior diferenciacdo celular. Estes resultados demonstram que a incorporacdo de
Niobio resultou em materiais com composi¢do quimica e macroestrutura adequadas,
induzindo maior e mais rapida taxa de diferenciacdo celular na cultura de células in

vitro.

Palavras-chave: Materiais Biocompativeis; Substitutos Osseos; Niobio; Tecidos
Suporte



Abstract

The aim of this study was to synthesize and characterized sol-gel derived bioactive
glasses scaffolds containing Niobium and evaluate its influence in pre-osteoblastic
cell behaviour. Sol-gel route was used to produce porous scaffolds by foaming
method. Matrix precursors and mineral modifiers were used to produce the sol.
Scaffolds were produced in two distinct compositions. One group containing Niobium
(BAG-Nb) and one group without this component (BAG) were produced. NbCls was
used as Nb precursor. After sol mixture a surfactant and catalyst for condensation
was added under stirring to produce a porous gel structure. Heating treatment was
applied to produce porous scaffolds. Chemical characterization was performed with
X-ray diffraction (XRD) and Raman spectroscopy. To evaluate morphology, Scanning
Electron Microscopy (SEM) and Microcomputed thomography (uUCT) were used.
MC3T3-E1 pre-osteoblastic cells were used in cell culture analysis of cell
proliferation, cell mineralization and gene expression. For these analyses,
SulphoronamideB, Alizarin S Red and quantitative Polymerase Chain Reraction
(gPCR) were used, respectively. Niobium was found scattered in glass matrix in its
oxide form (Nb20s) according to Raman and XRD results. These results showed
Nb20s did not bond to glass matrix. Scaffolds superficial and macro porosity, pore
size and connectivity were found favourable for growth of tissue. Cell proliferation
was not influenced by the addition of Nb2Os, however scaffolds containing Nb2Os
induced increased mineralization after 7 and 21 days in preosteoblastic cell cultures.
This result indicate increased cell differentiation for glasses containing Nb2Os. The

development of bioactive glass scaffolds containing Niobium resulted in material with



suitable chemical properties and microstructure with increased and faster
mineralization in cellular studies showing potential of Nb20Os containing bioactive

glasses for tissue engineering applications.

Key words: Biocompatible Materials; Bone Substitutes, Niobium; Tissue Scaffolds.
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Introducéo

O uso de biomateriais para regeneracdo Ossea € uma demanda
frequente na Odontologia uma vez que diferentes procedimentos buscam a
reabilitacdo de pacientes que sofreram perdas Osseas. A necessidade de
substituicdo 6ssea ocorre pela remocao cirargica de neoplasias, pela presenca
de mas-formacfes congénitas (WU et al., 2017a) e, mais frequentemente pela
necessidade de reabilitacdo de areas edéntulas com o uso de implantes
dentarios(AL-NAWAS; SCHIEGNITZ, 2014; STARCH-JENSEN et al., 2017).
Nestes casos, a necessidade de osso em adequada quantidade e qualidade
muitas vezes requer o uso de substitutos 6sseos em uma intervencao cirdrgica
prévia ou concomitante a reabilitacdo com implantes(PAPAGEORGIOU et al.,
2016; SANZ-SANCHEZ et al., 2015).

O padrdo ouro para esse tipo de reabilitacdo € o0 0sso autdgeno
(PAPAGEORGIOU et al., 2016). Apesar da sua gqualidade, a quantidade de
osso disponivel para estas reabilitacbes frequentemente € limitada e a
necessidade de um segundo sitio cirargico aumenta a morbidade do paciente e
o risco de infeccdo (NKENKE; NEUKAM, 2014). As desvantagens relacionadas
aos 0sseos autdégenos fez com que, ao longo dos anos, fossem desenvolvidas
alternativas a esses enxertos. Dentre as alternativas estdo os materiais de
origem halogénica e xenogénica e 0s materiais sintéticos (AL-NAWAS;
SCHIEGNITZ, 2014; PAPAGEORGIOU et al., 2016; STARCH-JENSEN et al.,
2017). O uso de osso desproteinizado de origem humana ou originado de outra
espécie apresenta como vantagem a manutencao da estrutura inorganica com

composicdo idéntica a do osso. No entanto, o uso de 0sso de origem
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alogénica, além de apresentar alto custo de processamento e armazenagem,
apresenta risco de infeccado e piores resultados em termos de formacao de
0SSO e integracdo do enxerto quando comparado a 0 0Sso autégeno e aos
materiais sintéticos (PAPAGEORGIOU et al., 2016). O osso desproteinizado de
origem animal apresenta melhores resultados que o de origem humana e é
comumente utilizado como material substituto em Odontologia. Em ambos os
materiais, a falta de capacidade osteoindutiva e variagcbes na sua morfologia
(BRYDONE; MEEK; MACLAINE, 2010) influenciam na formacdo de tecido
0sseo apresentando resultados inferiores ao uso de materiais sintéticos
(PAPAGEORGIOU et al., 2016).

Os substitutos 6sseos de origem sintética apresentam-se em quantidade
ilimitada, n&o apresentam risco de infeccdo e podem ter variadas composi¢coes
e estruturas (GARCIA-GARETA; COATHUP; BLUNN, 2015). Dentre estes
biomateriais estdo os vidros bioativos. O desenvolvimento desta classe de
biomateriais teve inicio na década de 70 quando Hench e colaboradores
desenvolveram o Biovidro®, um vidro quaternario de silicato com composicdo
de 46,1 mol.% de Dioxido de Silicio (SiO2), 24,4 mol.% de Oxido de Sddio
(Na20) 26,9 mol.% de Oxido de Calcio (CaO) e 2,6 mol.% Pentoxido de
Potassio (P20s5) (HENCH, 2006; HENCH; PASCHALL, 1974). Foi demonstrado
que estes vidros possuem capacidade de estimular a deposicdo de uma
camada de apatita carbonatada na sua superficie resultando em ligacao entre o
vidro e 0 osso adjacente, sendo este 0 mecanismo pelo qual a bioatividade
destes materiais era entendida (HENCH; PASCHALL, 1974). Aléem deste
mecanismo, foi demostrado, nos anos 2000, que a implantacdo destes

materiais promove a liberacdo de ions da sua matriz e que estes ions sédo 0s
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responsaveis ndo so pela deposicdo da camada de apatita, mas também pela
regulacao da atividade celular no local da implantagéo (XYNOS et al., 2000a,
2000b). Dessa forma, foi demostrada a capacidade de osteoindugcdo destes
vidros, além da osteoconducéo ja demonstrada.

A liberacdo de ions € responséavel pela capacidade do material de
promover reacOes benéficas quando em contato com tecidos humanos
estimulando a formac&o de tecido 6sseo (HOPPE; GULDAL; BOCCACCINI,
2011). Isso se da imediatamente ap6s a implantagdo do material, pela
liberacdo de ions da matriz quando em contato com o meio (HENCH, 2015).
Além da formacdo da camada de apatita, essa liberacdo de ions favorece a
migracao, adeséo, proliferacdo e diferenciacdo das células responsaveis pela
deposicdo de tecido (HENCH, 2006, 2009). Os mecanismos envolvidos na
regulacdo celular promovida pela liberagdo de ions variam de acordo com a
composicdo de cada material, 0 que demonstra que a reacdo especifica a cada
componente do vidro tem um papel importante na formacgéo de tecido (HOPPE;
GULDAL; BOCCACCINI, 2011). Dessa forma a incorporagdo de novos ions
pode resultar em melhora da bioatividade destes vidros. Componentes como
Estréncio (GORUSTOVICH et al., 2010), Zinco (HAIMI et al., 2009) e Magnésio
(VARANASI et al., 2009) ja foram adicionados a diferentes composi¢cdes de
vidros bioativos por serem elementos conhecidos por influenciarem o
metabolismo 6sseo.

Outro elemento com potencial para atuar na formacao de tecido 6sseo é
o Nidbio. Sua utilizacdo na area biomédica é recente, contudo, ja& demonstrou
melhora nas propriedades quando aplicado a diferentes materiais

odontolégicos (ALTMANN et al., 2017; BARTOLOME et al., 2016;
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EISENBARTH et al.,, 2006; LEITUNE et al., 2013a, 2013b). O Nidbio é um
metal de transi¢cdo de numero atémico 41 encontrado em abundéancia no Brasil.
Mais de 95% das reservas de Niobio do mundo estéo localizadas no Brasil, no
entanto sua aplicacdo ainda é pouco explorada no pais (BATISTA et al., 2017).
Em sua forma de oOxido, o Niobio ja foi estudado como material para
recobrimento de superficies metalicas demonstrando aumento da bioatividade
de superficies inertes (RAMIREZ et al., 2011). Além disso, o Niobio, quando
liberado na sua forma de ions demonstrou aumento da deposicdo de contelido
mineralizado e de marcadores relacionados a diferenciacdo celular e a
ossificacdo (OBATA et al., 2012; PRADHAN et al., 2016).

Além da sua composicdo quimica, o método de producdo do vidro
influencia na sua bioatividade (BELLUCCI et al., 2014). Ao longo dos anos
diferentes processos de producao foram desenvolvidos dando origem a vidros
com macro e microestruturas distintas (MACON et al., 2015). A producgéo de
vidros por sol-gel permitiu que estes materiais fossem produzidos com menores
temperaturas, melhor controle da homogeneidade e porosidade superficial, facil
incorporacdo de novos componentes (DAGUANO et al., 2013; PIRAYESH,;
NYCHKA, 2013; SIQUEIRA et al., 2017a). Este método baseia-se na formacéao
de particulas de silica que se organizam em temperatura ambiente formando
um gel de silica inorganica ligada covalentemente. Este gel, quando submetido
a aumentos de temperatura (~700°C) tem removidos os subprodutos da reacgéo
e assim forma-se o vidro (ARCOS; VALLET-REGI, 2010; JONES, 2015). O
processo também permite que o gel seja produzido como um arcabouco
tridimensional com estrutura porosa, buscando mimetizar a estrutura

encontrada no tecido 6sseo (JONES; HENCH, 2004).
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Além das propriedades bioativas presentes nos vidros produzidos pelo
método sol-gel, idealmente estes materiais devem apresentar uma estrutura
porosa de macroporos interconectados para permitir a adequada difusdo de
nutrientes e células ao longo do material favorecendo a deposi¢cdo de tecido
ndo apenas na periferia do defeito, mas também nas areas centrais em que o
material estd implantado (PILIPCHUK et al.,, 2015; POLO-CORRALES;
LATORRE-ESTEVES; RAMIREZ-VICK, 2014). Além disso, devem ser
reabsorviveis com taxa semelhante a da renovagdo do tecido 0sseo e
apresentar propriedades mecéanicas sendo capazes de suportar a deposicao de
tecido sobre a sua estrutura (JONES; HENCH, 2004; YUNUS BASHA; T.S.;
DOBLE, 2015). O uso destes arcaboucos tridimensionais tem sido considerado
para melhorar a formagdo de tecido 0sseo em areas de necessitam
reabilitacdo. O aprimoramento da estrutura, juntamente com a composicao
quimica dos materiais, melhora as perspectivas de aplicacdo em solucfes para
engenharia tecidual (PILIPCHUK et al., 2015).

A producao e arcaboucos tridimensionais de vidros bioativos contendo
nidbio pode ser uma alternativa para melhorar a regeneracdo Ossea. A
presenca do nidbio como ion bioativo pode favorecer a agdo do material em
nivel celular, acelerando o processo de deposicdo. Esta melhora na estrutura
quimica, aliada a uma macro e microestruturas que mimetizam o tecido ésseo
tem potencial para promoc¢ao de osteoconducgéo e osteoinducgéo locais e assim
representar uma possibilidade de melhora na deposi¢éo local de tecido em
defeitos 0sseo. Nao existem na literatura estudos que utilizem este método de
producdo para a incorporacdo de Niobio a vidros bioativos e producdo de

arcaboucos tridimensionais.
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Objetivo

O objetivo do presente estudo foi desenvolver arcaboucos
tridimensionais de vidros bioativos contendo Nidbio e avaliar suas propriedades
quimicas, estruturais e sua influéncia sobre o comportamento de células pré-

osteoblasticas in vitro.
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Artigo

Esta dissertacdo de mestrado se apresenta na forma de um manuscrito
escrito nas normas do periddico Dental Materials para o qual sera submetido.
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Consideracgbes Finais

O desenvolvimento de biomateriais que induzam mais efetiva
regeneracao 0ssea com reducdo na morbidade dos pacientes e maior rapidez
para reabilitacbes € uma demanda para Odontologia (PILIPCHUK et al., 2015).
A producdo de materiais sintéticos com capacidade osteoindutiva é essencial
para este fim uma vez que estes sdo 0s responsaveis pelo estimulo a
neoformacédo de tecido (JONES, 2015). O presente estudo demonstra que a
adicdo de Niobio aos vidros bioativos associado a estrutura tridimensional
obtida nestes materiais pode representar uma alternativa para maior rapidez na
formacdo de tecido 6sseo e assim maior efetividade nos tratamentos.

Os materiais comercialmente disponiveis utilizados para esse fim sao
principalmente granulos de origem xenogénica ou sintética, sendo os fosfatos
bifasicos os mais comumente utilizados. Os materiais de origem xenogénica
apresentam limitacdo na atividade osteoindutiva e resultam em menor
formacdo de tecido 6sseo ao longo do tempo quando comparados aos
materiais sintéticos (PAPAGEORGIOU et al., 2016) demonstrando menor
capacidade de substituicAo do material por osso neoformado. Tanto o0s
materiais de origem xenogénica quanto 0s materiais comerciais sintéticos
apresentam elevado custo. Os vidros bioativos comerciais também se
apresentam na forma de granulos, contudo sdo pouco comercializados no
Brasil. O método simplificado apresentado para a producdo de estruturas
tridimensionais apresentado no presente trabalho pode ser uma alternativa aos
materiais comercializados para cirurgias de enxertia.

Os vidros bioativos sé&o conhecidos principalmente para a aplicagdo em

regeneracao de tecido 6sseo, contudo, em Odontologia, também podem ser
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aplicado na regeneracgao de tecidos duros dentais. A capacidade de promover
a formacdo de uma camada de apatita na sua superficie é responsavel pelo
aumento no conteddo mineral de esmalte (MILLY et al., 2014) e dentina
desminetalizados (WANG et al.,, 2014). A liberacdo de ions Ca?* e PO4*
possibilita a deposi¢céo de mineral na interface entre o material e o tecido dental
desmineralizado (FERNANDO et al., 2017). Além disso, o aumento do pH local
promovido pela troca ibnica foi associado a reducéo de enzimas relacionadas a
degradacdo do colageno (TEZVERGIL-MUTLUAY et al., 2017) e a atividade
antimicrobiana contra streptococcus muttans (SIQUEIRA et al.,, 2017b).
Atualmente os vidros bioativos sao utilizados em dentifricios para tratamento da
sensibilidade dentinaria (FAROOQ; MOHEET; ALSHWAIMI, 2015) e estudados
como carga em adesivos dentinarios (TEZVERGIL-MUTLUAY et al., 2017),
como tratamento de superficie de tecidos desmineralizados (WANG et al.,
2011) e em cimentos de ionémero de vidro (DE CALUWE et al.,, 2017)
buscando a remineralizagdo da estrutura dental. A melhora na capacidade de
mineralizacdo apresentada na formulagéo dos vidros contendo niobio pode ser
aplicada, portanto, também aplicada a remineralizacao de tecidos dentais.

Além do método, a utilizacdo do Nidébio como componente do vidro pode
apresentar um impacto econémico no presente trabalho. Mais de 95% dos
Nidbio existente no mundo encontra-se no Brasil sendo que a maioria do
mineral extraido é utilizado em ligas metalicas de ferro e aco (BATISTA et al.,
2017; GIBSON; KELEBEK; AGHAMIRIAN, 2015). Além da capacidade bioativa
demonstrada neste trabalho, o Niobio tem potencial para ser utilizado em
diversas aplica¢cdes pela sua capacidade fotocatalitica (BATISTA et al., 2017) e

biocompatibilidade (JENKO et al., 2018).
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Apesar da utilizacdo no Niobio em vidros bioativos representar tanto a
melhora das propriedades bioativas do material quanto a sua aplicacdo na
industria biomédica, as propriedades mecanicas para blocos deste tipo de
material sdo consideradas baixas para seu manuseio e aplicagcdo em grandes
defeitos que requerem resisténcia a diferentes tensdes. A associacdo destes
materiais a polimeros tem sido estudada ao longo dos anos e representa uma
forma de aliar as propriedades bioativas a resisténcia mecéanica adequada por
serem materiais frAgeis. Em geral estes compoésitos apresentam degradacéo
heterogénea pelas diferencas estruturais entre os materiais e pela dificuldade
de dispersdo homogénea do componente bioativo na estrutura polimérica
(JONES, 2015). O desenvolvimento de materiais hibridos pode representar
uma solucdo neste sentido. Nestes materiais a interacdo entre componentes
organicos e inorganicos se da em nivel molecular, tanto por interagbes
moleculares quanto por ligagdes quimicas covalentes. Nesse caso a estrutura
O0ssea é mais facilmente mimetizada e a degradacdo ocorre de forma mais
homogénea (CHUNG et al.,, 2017). Apesar da sintese destes materiais ser
considerada complexa, o método sol-gel utilizado no presente estudo tem
também aplicacdo na sintese de materiais hibridos possibilitando que sejam
adicionados biopolimeros a essa rota.

Devido aos resultados obtidos no presente estudo a utilizacdo destes
materiais em modelos animais apresenta-se segura e com potencial para
melhora da regeneracdo e, por esse motivo, o estudo para avaliacdo da
bioatividade destes materiais in vivo esta sendo realizada. Esta andlise deve
contribuir para o entendimento da degradacao do material e do papel do Ni6bio

no processo de ossificacdo. A utilizacdo de Nidbio como componente de vidros
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bioativos tem potencial para aplicacdo na é&rea biomédica e mostra-se
promissora para estudos futuros buscando a sintese de novos materiais e

diferentes aplicagbes.
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