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RESUMO

Os biovidros a base de borato podem ter sua composi¢cdo modificada objetivando
melhorar seu potencial biologico, entretanto o papel do fosfato neste processo ainda nao
esta completamente esclarecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a biotividade de
um biovidro a base de borato, com 0%, 2% ou 4% de fosfato tendo o 45S5 como
controle positivo. Anélise de absorcao de infravermelho via transformada de Fourier foi
realizada antes e ap0s imersdo das amostras em fluido corporal simulado. O processo de
regeneracdo Ossea foi avaliado na calvéria de ratos. A regido anteriormente ocupada
pelo granulo foi preenchida por um tecido conjuntivo frouxo sobre o qual havia
deposicdo de matriz ou células gigantes. Com 60 dias de observacdo, o tecido que
preenchia o defeito estava mais denso que nos periodos anteriores. Ao logo do periodo
do experimento, ocorreu diminuicdo na frequéncia de tecido 6sseo primario em todos o0s
grupos. Embora o biovidro sem fosfato tenha apresentado maior bioatividade in vitro, o
biovidro borato com 2% de fosfato mostrou maior frequéncia de ilhotas e maior
estabilidade, in vitro e in vivo. Portanto, a concentracdo de fosfato interfere na

dissolugdo do biovidro e na frequéncia de formagfes 0sseas.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis; Osteogénese; Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier



ABSTRACT

Borate-based bioglass may have its composition modified to improve its
biological potential, however the role of phosphate in this process is not yet complete
understood. The aim of this study was to evaluate the bioactivity of a borate-based
bioglass with 0%, 2% or 4% of phosphate using 45S5 as a positive control. Fourier
transform infrared absorption analysis was performed before and after immersion of the
samples in simulated body fluid. The bone regeneration process was evaluated in the
calvaria of male Wistar rats. The space previously occupied by the granule was filled by
a loose connective tissue over which there was deposition of matrix or giant cells. At 60
days of observation, the tissue that filled the defect was denser than in previous periods.
During the experimental period, there was a decrease in the frequency of primary bone
tissue in all groups. Although phosphate-free bioglass showed higher bioactivity in
vitro, borate-based bioglass with 2% phosphate showed a higher frequency of islets and
greater stability, in vitro and in vivo. Therefore, phosphate content interferes with the

dissolution of bioglass and the frequency of bone formation.

Keywords: Biocompatible materials; Osteogenesis; Spectroscopy Fourier Transform
Infrared
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1. INTRODUCAO

Os biovidros sdo materiais bioativos amplamente utilizados com finalidade
ortopédica e odontoldgica (Krishnan e Lakshmi, 2013). O primeiro vidro bioativo foi
produzido por Larry Hench (1969), e ficou conhecido como 45S5BioGlass®. E
composto por 6xido de silicio (SiO,, 45%), 6xido de sédio (NaO, 24,5%), dxido de
calcio (CaO, 24,5%) associado a pentdxido de fosforo (P,0s, 6%) (Hench et al., 1971).

Estudos in vitro mostraram que, quando o biovidro é imerso em fluido corporal
simulado (SBF), ocorrem trocas idnicas entre a superficie do material e 0 meio,
resultando na formacdo de uma camada de apatita na superficie do biomaterial
(Mackovi¢ et al.,2012; Adams et al., 2017). Este processo fornece um ambiente
favoravel para a adesdo e proliferacdo de células osteoprogenitoras sendo responsavela
pela adesdo do biovidro ao 0sso do hospedeiro (Hench et al., 1971; Ajita et al., 2015;
Jones, 2015).

Os biovidros tém despertado grande interesse devido a versatilidade de suas
propriedades (Lee et al., 2014). Sabe-se que sua bioatividade esta diretamente
relacionada a sua composi¢do quimica (Hench, 2013) e, por isso, Sdo propostas
mudancas nos seus componentes como, por exemplo, a substituicdo da base de silica
(SiOy) por uma base de borato (B,O3) (Ning et al., 2007). Tais mudancas interferem em
propriedades como a taxa de reabsorcdo, e também na qualidade do osso formado
(Doostmohammadi et al., 2011; Lin et al., 2016).

A degradacéo dos biovidros a base de silica € lenta e representa um desafio (Liu
et al., 2010). Por sua vez, os biovidros a base de borato degradam rapida e
completamente em apatita, quando comparados aos de silica (Huang et al., 2006). Além
disso, tem potencial osteoindutor, sdo resistentes e, portanto, representam um
biomaterial promissor para o reparo 6sseo (Zhang et al., 2015). Altera¢gdes na sua
composicdo resultam em diferencas nos processos de degradacdo, liberacdo idnica e
interacdo celular (Yang et al., 2015; Mohini et al., 2015).

O fosforo, na forma de pentdxido de fésforo, € uma das matérias primas para a
elaboracdo dos biovidros (Hench, 2006). Na composi¢do do biovidro figura como
fosfato (PO,*) (Elgayar et al., 2005). Quando adicionado ao biovidro, o fosfato pode
aumentar a conectividade da rede formada pelos atomos de silica ou borato e os
oxigénios aos quais se ligam, o que pode diminuir a bioatividade do material (Jones,

2015). No entanto, a sua importancia e o seu papel no desempenho do biovidro ainda é
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controverso. Enquanto ha autores que afirmam que a presenca de fosfato no biovidro
favorece a formacéo de apatita, sendo, um fator mais importante que a conectividade da
rede (O’Donnel et al., 2009; Mneimme et al., 2011), ha outros que observaram a
formacgdo formacdo e mineralizacdo de matriz 6ssea mesmo na auséncia deste anion
(Fujibayashi et al., 2003; Jones et al., 2007).

Tendo em vista que a literatura relata que biovidros a base de borato podem ter
seus elementos dosados com o intuito de aprimorar suas propriedades bioldgicas e que o
papel do fosfato neste processo ainda ndo estd completamente esclarecido, a hipdtese
desse estudo é que variagGes na concentracdo de fosfato no biovidro geram respostas

diferentes no processo de regeneracgdo dssea.

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro, através da espectroscopia
infravermelho via transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy —
FTIR), as alteracdes fisico quimicas da superficie do biovidro a base de borato com
diferentes concentracdes de fosfato na sua composicdo quimica e avaliar, in vivo, 0
processo de regeneracdo 6ssea de defeitos de tamanho critico (DTC) na calvéria de
ratos, apds o enxerto com 0s materiais.

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar as alteracdes que ocorrem na superficie do biovidro ap6s imersdo em
solucéo de fluido corporal simulado (Simulated Body Fluid - SBF).

b) Analisar em microscopia de luz e descrever a histologia do sitio de
regeneracdo dos defeitos 0sseos, em cortes corados com (a) hematoxilina e eosina
(H&E) e (b) tricrémico de Mallory (Azan).

c) Fazer uma associacdo entre a composicdo quimica dos materiais e a sua
decomposic¢do/reabsorcédo, ao longo dos periodos de observacao;

d) Fazer uma associacdo entre a composic¢do quimica dos materiais e a formacéao

de 0sso novo, ao longo dos periodos de observagéo;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido Osseo

O o0sso é um tipo rigido de tecido conjuntivo que possui capacidade de se
remodelar constantemente sem deixar cicatriz (Titorencu et al., 2014). Dentre suas
principais funcbes estdo: suporte esquelético para o corpo, permitindo movimentos e
servindo como um sistema de alavancas para as acdes musculares; e protecao de 6rgaos
e estruturas vitais, incluindo o cérebro e a medula espinhal. Os ossos também favorecem
a manutencdo da homeostase mineral e do equilibrio acido-base, além de fornecerem
um ambiente para a hematopoiese que ocorre dentro dos espacos medulares (Harada e
Rodan, 2003).

Assim como em todos os tecidos conjuntivos, o 0sso é constituido por uma
matriz e diversos tipos de células importantes nos processos de sintese e de
remodelagdo. A matriz dssea possui componentes organicos e inorganicos. A parte
organica consiste predominantemente de fibras de colégeno tipo | (aproximadamente
90% dos componentes organicos) e uma matriz de proteoglicanos e proteinas nédo
colagénicas, como a osteocalcina, osteopontina, osteonectina e sialoproteinas dsseas. Ja
a parte inorganica € caracterizada em sua maior parte por fons de calcio e fosforo. E a
associacao entre as fibras colagenas e os componentes inorganicos que conferem ao
tecido 6sseo a resisténcia e rigidez que necessita para desempenhar suas funcdes
(Jungueira e Carneiro, 2013; Titorencu et al., 2014).

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formacdo 6ssea e derivam de
células mesenquimais indiferenciadas. O processo de diferenciacdo de células
mesenguimais em osteoblastos requer a expressdo de genes especificos e a sintese de
proteina morfogenética 6ssea (BMP) (Harada e Rodan, 2003; dos Santos et al., 2005).
Estas células apresentam formato cubdide, se dispdem lado a lado na superficie 6ssea e
secretam a parte organica da matriz, além de participar da sua mineralizacéo, pois sao
capazes de concentrar fosfato de célcio. Por serem células secretoras de proteinas,
apresentam Reticulo Endoplasmatico Rugoso e Complexo de Golgi em abundancia. A
matriz é depositada ao redor da célula, aprisionando-a em espacos denominados
lacunas. Ao serem aprisionados na matriz, os osteoblastos se diferenciam e passam a ser
chamados de ostedcitos (Aubin et al., 1995; Jungueira e Carneiro, 2013; Andrade et al.,
2007; Florencio-Silva et al, 2015).
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Os ostedcitos correspondem aos osteoblastos que ficaram aprisionados nas
lacunas. Entretanto, antes que isto ocorra, 0 osteoblasto emite projecoes citoplasmaticas
ao redor das quais havera deposicdo de matriz, formando os canaliculos. O processo de
diferenciacdo de um osteoblasto em ostedcito inclui, também, alteracdes morfologicas,
tais como diminuicdo de organelas, incluindo o Reticulo Endoplasmatico Rugoso, o
Complexo de Golgi se torna pouco desenvolvido, além do aumento da relagdo nucleo-
citoplasma. Os ostedcitos se comunicam através de seus prolongamentos que passam
dentro dos canaliculos, podendo trocar ions e pequenas moléculas, como as
prostaglandinas. O espaco entre o prolongamento citoplasmatico e a parede interna do
canaliculo é preenchido por fluido tecidual que também contribui para a troca de
substancias entre as células. Apesar de exercer pouca atividade de sintese, os oste6citos
sd0 essenciais para a manutencdo da matriz, pois transportam ions calcio através dos
canaliculos até os osteoblastos. Além disso, possuem importante funcdo de
mecanosensores, pois a rede de canaliculos e lacunas promove uma ampla area de
contato entre as células e a parte ndo celular do osso, tendo, portanto, a capacidade de
detectar pressdes e cargas, e transformar esse estimulo mecéanico em sinais bioquimicos,
regulando, assim, a atividade dos osteoblastos e osteoclastos e, consequentemente, 0
processo de remodelacdo Ossea (Kartsogiannis e Ng, 2004; Andrade et al., 2007;
Junqueira e Carneiro, 2013; Florencio-Silva et al., 2015).

Os osteoclastos sdo células mdveis, gigantes, multinucleadas, e ramificadas, que
derivam da célula tronco hematopoiética e se localizam em depressfes na superficie
6ssea denominadas de Lacunas de Howship. S8o responsaveis pela reabsor¢do 6ssea,
através da secrecdo de acidos e enzimas, e sua atividade é regulada por citocinas, pela
calcitonina e pelo paratorménio (Kartsogiannis e Ng, 2004; Andrade et al., 2007;
Junqueira e Carneiro, 2013; Florencio-Silva et al., 2015). O desequilibrio entre os
processos de formacéo e reabsorcdo 6ssea pode resultar em processos patol6gicos como
a osteoporose e a osteopetrose (Titorencu et al., 2014; Florencio-Silva et al., 2015).

A nivel macroscépico, o 0sso pode ser classificado em esponjoso, caracterizado
por grandes espagos (espacos medulares) rodeados por finas placas dsseas (trabéculas)
gue se anastomosam, ou compacto, que se caracteriza por ser uma estrutura mais densa
e sem espacos Visiveis (Gartner e Hiatt, 2002).

Microscopicamente, o tecido 0sseo pode ser classificado como imaturo ou
maduro. O tecido 6sseo imaturo, também denominado de priméario ou ndo lamelar, se

caracteriza pela disposicao irregular das fibras coladgenas. Este tecido é substituido pelo
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0ss0 maduro, permanecendo apenas em locais onde ha constante remodelacdo Gssea
(proximo as suturas, alvéolos dentarios e alguns pontos de insercdo de tenddes). O
tecido 6sseo maduro, por sua vez, é caracterizado por uma disposicao paralela das fibras
colagenas que formam camadas, denominadas de lamelas, podendo, por isso, também
ser chamado de tecido dsseo lamelar. As lamelas podem ser paralelas entre si ou formar
circulos concéntricos ao redor de um canal pelo qual passam vasos e nervos, o canal de
Havers. Cada canal de Havers em conjunto com as lamelas que o circundam forma uma
estrutura cilindrica que percorre longitudinalmente o 0sso e é conhecida como Sistema
de Havers ou ésteon. Conectando os canais de Havers entre si e com as superficies
interna e externa do 0sso, encontram-se os canais de VVolkmann (Gartner e Hiatt, 2002,
Junqueira e Carneiro, 2013).

O o0sso € revestido externa e internamente por membranas conjuntivas, o
peridsteo e o0 endosteo, respectivamente. A primeira é formada por duas camadas, sendo
uma mais interna (em contato com a superficie dssea) rica em células osteoprogenitoras
e a outra mais externa e se caracteriza pela grande quantidade de fibras colagenas e
fibroblastos. Esta membrana se adere ao 0sso atraves das fibras de Sharpey. O enddsteo
é contituido por uma camada continua de células osteoprogenitoras e reveste 0s espacos
do o0sso esponjoso, a cavidade medular e os canais de Havers (Gartner e Hiatt, 2002,
Junqueira e Carneiro, 2013).

3.1.1 Osteogénese

Existem dois tipos de ossificagdo: a intremamebranosa e a endocondral. A
ossificacdo intramembranosa refere-se a formacdo Ossea que acontece em uma
membrana mesenquimal, na qual as células mesenquimais se diferenciam em células
osteoprogenitoras e, a seguir, em osteoblastos. Os osteoblastos secretam a matriz
organica, denominada ostedide, que se mineraliza, aprisionando-os na forma de
ostedcitos. Este processo é o responsavel pelo desenvolvimento dos 0ssos chatos do
cranio, maxilares e 0ssos curtos, além do crescimento em espessura dos 0ssos longos. A
parte da membrana que nédo sofre ossificacdo forma o enddsteo e o periosteo (Gartner e
Hiatt, 2002; Junqueira e Carneiro, 2013).

A ossificagcdo endocondral ocorre em um molde de cartilagem hialina. Este é o
processo responsavel pelo crescimento dos 0ssos longos. Inicialmente, ocorre
hipertrofia dos condrdcitos, fazendo com que a matriz cartilaginosa seja reduzida a

trabéculas muito finas que, a seguir, se mineralizam levando a apoptose dos
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condrdcitos. Os espacos deixados por essas celulas sdo, entdo, invadidos por vasos
sanguineos e células osteoprogenitoras, que se diferenciardo em osteoblastos e
depositardo matriz 6ssea sobre a matriz cartilaginosa. Dessa forma, a cartilagem hialina
vai sendo gradativamente substituida por osso (Gartner e Hiatt, 2002, Jungueira e
Carneiro, 2013).

A formacdo de matriz dssea ocorre em duas etapas. A primeira etapa consiste na
formacdo da matriz orgénica através da secre¢cdo de colégeno tipo I, proteoglicanos e
proteinas ndo colagénicas. A segunda etapa é a mineralizacdo da matriz. Para que esta
etapa ocorra, corpos arredondado envolvidos por uma membrana, que se originam na
membrana plasmatica dos osteoblastos, sdo liberadas para a matriz Gssea. Estas
estruturas recebem o nome de vesiculas da matriz e funcionam como
microcompartimentos nos quais os ions célcio e os ions fosfato se unem ocorrendo,
assim a deposicéo de cristais de hidroxiapatita (Golub, 2009).

A regeneracdo Ossea ocorre em trés etapas distintas, mas que se sobrepdem:
inflamacdo, reparo e remodelacéo. Na primeira fase, células inflamatorias e fibroblastos
invadem o local da lesdo, resultando na formacédo de tecido de granulacdo, crescimento
vascular e migracdo de células mesenquimais. Na fase de reparo, os fibroblastos
comecam a formar uma estrutura que auxilia na vascularizagdo. A medida que a
vascularizagdo progride, o ostedide é secretado e mineralizado, formando um calo dsseo
em torno do local de reparacdo. Finalmente, ocorre a deposicdo de 0sso lamelar e a

remodelacdo através da qual o 0sso adquire suas caracteristicas originais (Kalfas, 2001).

3.2 Biomateriais

A Sociedade Europeia de Biomateriais, em 1987, definiu biomaterial como
“qualquer substancia ou combinagdo de substincias, que ndo sejam drogas, de origem
animal ou sintética que podem ser usadas por um periodo de tempo, como parte ou
como um todo de sistemas que tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos,
orgdos ou fungdes do corpo” (Weinand, 2009; Salgado et al., 2011).

Na Odontologia, os biomaterias podem ser utilizados para diversas finalidades,
incluindo restauracGes (Deb e Chana, 2015), preservacdo (Aradjo e Lindhe, 2009; Borg
e Mealey, 2015) ou reconstrucdo alveolar (Maiorana et al., 2016; Sabet et al., 2017),
preenchimento de defeitos 0sseos peri-implantares (Bassi et al., 2015) e levantamento

de seio maxilar (Bortoluzzi et al., 2014).
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Os biomateriais sao utilizados ha mais de 2000 anos para o tratamento de tecidos
doentes. A principio, devido ao desconhecimento do conceito de biocompatibilidade,
utilizava-se qualquer material disponivel. Dessa forma, até os anos 60’ houve uma alta
taxa de insucesso dos tratamentos utilizando estes materiais, pois muitos eram toxicos
e/ou patogénicos (Weinand, 2009).

Somente durante as décadas de 1960 e 1970, foram desenvolvidos os primeiros
materiais proprios para utilizagdo em corpo humano, dando inicio a primeira geracéo de
biomateriais. Acreditava-se que estes materiais deveriam ter propriedades fisicas
semelhantes as do tecido que estavam substituindo com o minimo de resposta imune,
dessa forma, era desejavel que fossem o mais quimicamente inertes possivel. Nesta
categoria encontram-se 0S metais, como 0S acgos inoxidaveis. Entretanto,
microscopicamente, observou-se a formagdo de um tecido fibroso ao redor do material.
Muitos estudiosos acreditam que este tecido se desenvolve devido a uma reacdo entre o
metal e 0 hospedeiro, demonstrando que estes metais ndo eram completamente inertes.
Embora ndo fossem toxicos e, portanto, ndo apresentassem resposta inflamatéria ou
carcinogénica, estes materiais apresentavam rejeicdo em micro escala (Hench et al.,
1971; Hench e Polak, 2002).

A partir da década de 80, percebeu-se que 0 0sso poderia se unir diretamente aos
materiais a base de apatita, promovendo a cicatrizacdo 0ssea. A segunda geracdao de
biomateriais foi, entdo, representada por materiais que deveriam desencadear uma
reacdo controlada em meio fisiolégico, de modo que o objetivo passou a ser a
bioatividade. Nesta categoria estdo materiais como 0s vidros, as ceramicas, as
vitroceramicas e a hidroxiapatita sintética. Em seguida o foco passou a ser a utilizacao
de materiais reabsorviveis, como, por exemplo, o tricalcio fosfato (TCP), acido
polilatico (PLA) e acido poliglicolico (PGA). Estes materiais apresentam reabsorcao
controlada quimicamente, de modo que sdo substituidos gradativamente pelo tecido do
hospedeiro (Hench e Polak, 2002).

J& os biomateriais da terceira geragdo sdo desenvolvidos com o objetivo de gerar
respostas teciduais a niveis moleculares, sdo os materiais biomiméticos. Além disso, 0s
conceitos de bioatividade e reabsorcdo se fundem, ou seja, 0s materiais devem ser tanto

reabsorviveis quanto bioativos (Hench e Polak, 2002; Pires et al., 2015).
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3.2.1 Substitutos 0sseos

Defeitos Gsseos extensos ocasionados por traumas, resseccdo de tumores,
infeccbes ou anormalidades congénitas representam um importante desafio clinico
(Szpalski et al., 2010). O enxerto 6sseo autdégeno é considerado o padrdo-ouro para a
resolucdo destes casos. Entretanto a sua utilizacdo apresenta algumas desvantagens,
como por exemplo a quantidade limitada de osso disponivel e o0 aumento da morbidade
do paciente devido a necessidade de um segundo sitio cirtrgico (Giannoudis et al.,
2005). Dessa forma, fica evidente a necessidade da utilizacdo de biomateriais.

Os biomateriais utilizados como substitutos 0sseos podem ser osteocondutores
e/ou osteoindutores. Os materiais osteocondutores sdo aqueles que servem de arcabouco
para o cresimento 0sseo e dependem, portanto, da acdo de células diferenciadas. Ja a
osteoinducdo refere-se a capacidade de um agente de estimular a diferenciacdo de
células indiferenciadas em pré-osteoblastos (Albrektsson e Johasson, 2001).

Idealmente, um biomaterial deve ser biocompativel, bioativo e bioreabsorvivel,
além de possuir propriedades mecanicas adequadas a funcdo que ird desempenhar e ao
tecido com o qual interage, e ser resistente a corrosdo (Weinand, 2009; Pires et al.,
2015). Além disso, é importante que a reabsorcdo ocorra de forma proporcional ao
metabolismodsseo, o que é muito dificil de ser alcancado (Cerruti, 2004).

Os biomateriais utilizados atualmente podem ser constituidos por metais,
ceramicas, polimeros e materiais de origem natural. Os metais, especialmente o0 aco
inoxidavel, liga de cobalto-cromo e titanio, destacam-se pelas suas caracteristicas
mecanicas e, por isso, sdo 0s mais utilizados como implantes que receberdo altas cargas.
Os polimeros, por sua vez, podem ser utilizados como componentes cardiacos, proteses
faciais, confeccdo de proteses dentarias, dentre outros. Os materiais de origem natural
sdo aqueles obtidos a partir de animais ou plantas e possuem como principal vantagem
sua similaridade com os componentes do corpo humano (Pires et al.,, 2015).

As ceramicas apresentam como principal desvantagem uma baixa resisténcia a
fratura, mas sdo altamente compativeis com o meio fisioldgico, além de serem
resistentes ao desgaste, sendo, portanto, utilizadas para reparo e aumento 6sseo. Elas
podem ser bioinertes (por exemplo, a zircbnia), bioativas (como a hidroxiapatita
sintética, os biovidros e as vitroceramicas) ou bioreabsorviveis (por exemplo, o f —
tricalcico fosfato ou B-TCP) (Pires et al., 2015). Tanto a hidroxipatita quanto o 3-TCP
sdo denominadas cerdmicas de fosfato de célcio e tém sido muito utilizadas para reparos

0sseos pois sua composicdo é semelhante aos principais componentes inorganicos da
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matriz 0ssea (célcio e fosforo), o que favorece a integracdo Ossea além de evitar a
rejeicdo do implante (Poh et al., 2015). Desde os anos 90, a hidroxiapatita se tornou
amplamente utilizada em reparos 0sseos, devido ao seu potencial de osteoconducao,
entretanto a sua degradacdo € muito lenta podendo demorar até 5 anos para ocorrer. Em
contrapartida, o B-TCP possui uma reabsor¢do muito rapida, o que também representa
uma desvantagem. Dessa forma, estes materiais tém sido associados na forma de fosfato
de célcio bifasico (BCP) melhorando, assim, a taxa de degradacdo e a formacéo Ossea
(Lakhkar et al., 2013, Yang et al., 2014; Pires et al., 2015)

3.3 Defeito 6sseo de tamanho critico

Varios modelos in vivo sdo utilizados para avaliar o processo de regeneracdo
Ossea (Gomes e Fernandes, 2011). Um Defeito de Tamanho Critico (DTC) €
compreendido como o menor tamanho de defeito 6sseo que ndo se regenera completa e
espontaneamente durante o ciclo de vida do animal, ficando, entdo, preenchido por
tecido conjuntivo fibroso (Schmitz e Hollinger, 1986). Para pesquisa em animais, 0
DTC é considerado como aquele que ndo cicatriza espontaneamente durante o periodo
de estudo (Gosain et al., 2000). O DTC é um dos modelos mais utilizados para avaliar o
processo de regeneracdo Ossea, mas apresenta como principal desvantagem a
dificuldade na padronizagédo da sua dimens&o (Vajgel et al., 2013).

A realizacdo de defeitos em calvaria é uma abordagem muito utilizada entres
pesquisadores, pois nesta regido a regeneracdo pode ser avaliada tanto
radiograficamente quanto por técnicas histolégicas. Além disso, a dura mater e a pele
ajudam a estabilizar o material e é possivel realizar um defeito de tamanho adequado
(Gomes e Fernandes, 2011). O tamanho do defeito varia de acordo com a espécie e a
idade dos animais utilizados. De um modo geral, um defeito de 8mm de diametro é
considerado um tamanho apropriado para ratos adultos (Schmitz e Hollinger, 1986;
Fernandes et al, 2009; Spicer et al., 2012).

3.4 Absorcdo de infravermelho via transformada de Fourier (FTIR)

A regido do infravermelho (IV) do espectro eletromagnético corresponde a
regido situada entre a regido visivel e a regido de microondas. A maioria dos compostos
que possuem ligacOes covalentes, absorvem varias frequéncias de radiacdo da regido de
infravermelho. A passagem dessa radiacdo através da amostra é convertida em energia

vibracional. Através das vibragfes dos atomos de uma molécula, € possivel obter
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informacdes sobre os tipos de ligagbes entre eles. As vibracdes podem ser de
estiramento ou de deformacgdes angulares. As vibracGes de estiramento sdo variagdes
continuas na distancia entre dois atomos e podem ser simétricas ou assimétricas. J& as
vibracbes de dobramento ou deformacdo angular podem ser simétricas (balango no
plano e sacudida fora do plano) ou assimétricas (torcdo fora do plano e tesoura no
plano). Essas vibragdes aparecem no espectro na forma de bandas, de modo que, essa
técnica funciona como uma espécie de quebra cabegas, possibilitando a caracterizacao
dos materiais (Medeiros, 2009; Leite e Prado, 2012). Uma unidade muito utilizada na
espectroscopia € 0 numero de onda, que corresponde ao inverso do comprimento de
onda, sendo, portanto diretamente proporcional a frequencia e a energia da radiagédo
(Leite e Prado, 2012).

Dentre as técnicas de espectroscopia infravermelho, uma das mais utilizadas
atualmente é a Transformada de Fourier Infravermelho (FTIR) devido a sua alta
sensibilidade e resolucdo, além de ser uma técnica rapida (Leite, 2008). Os aparelhos de
FTIR se baseiam no Interferdbmetro de Michelson. Uma fonte emite um feixe de
radiacdo infravermelho que € separado através de um beamsplitter, de modo que uma
parte vai para um espelho mdvel enquanto a outra vai para um espelho fixo. Apods
refletir nos espelhos, esses feixes se encontram e sofrem interferéncia, pois devido a
movimentacdo do espelho movel, esses feixes percorreram distancias diferentes. Esses
dois feixes combinados sdo focados para a amostra, na qual as frequéncias especificas
de energia sdo absorvidas, e, em seguida, para o detector, no qual é feita a medicéo
final. O interferograma obtido, que estd no dominio do tempo €, entdo, convertido pra o
dominio da frequéncia através da transformada de Fourier (Leite, 2008; Medeiros, 2009,
Aliske, 2010).

A utilizacdo da técnica da Reflexdo Total Atenuada (ATR) consiste em colocar a
amostra em contato com um cristal altamente denso e com alto indice de refracdo. O
feixe de infravermelho passa através do cristal e penetra uma camada fina da amostra. A
energia é atenuada devido as varias reflexdes que sofrem ao longo da amostra e a
amostra pode ser utilizada para outras andlises. As mudancas que ocorrem no feixe
infravermelho sdo medidas com o uso de um acessorio de reflexdo atenuada (Aliske,
2010).
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3.5 Biovidros

O primeiro vidro bioativo foi produzido em 1969, na Universidade da Florida,
pelo professor Larry Hench, que objetivava desenvolver um material que fosse capaz de
substituir tecidos 0sseos sem que houvesse rejeicdo e/ou formacdo de membrana
cicatricial. Este material era composto por 45% de SiO;, 24, 5% de Na,O, 24,5% de
CaO0, associado a 6% de P,0s e ficou conhecido 45S5BioGlass® (Hench et al., 1971),
para representar a concentracdo de silica (45S) e a proporcao entre o célcio e o fésforo
(Ca/P =5) (Hench et al., 1971; Hench, 2013).

Este vidro consiste em tetraedros de silica (SiO,4) interconectados pelos
oxigénios que se ligam a duas silicas (Si-O-Si), denominados de “oxigénios de ponte”
(BO). A silica é, portanto, o atomo de formag&o da rede. Quanto maior a concentracdo
de silica, maior a conectividade da rede e menor sua bioatividade. O sodio e o célcio,
por sua vez, vao agir como modificadores de rede, pois quebram as ligacGes Si-O-Si,
transformando, assim, os atomos de “oxigénio de ponte” em ions de “oxigénio de nédo
ponte” (NBO), 0 que diminui a conectividade da rede (Jones, 2015).

Um estudo em ratos realizado por Ted Greenlee demonstrou que, apos seis
semanas, 0 biovidro se ligou tdo fortemente ao 0sso que ndo poderia ser removido
(Hench et al., 1971). Esta ades&o entre o biovidro e 0 0sso do hospedeiro ocorre devido
a formacdo de uma camada de hidroxiapatita na superficie do biomaterial que fornece
um ambiente favoravel para a adesao e proliferacdo de células osteoprogenitoras (Hench
etal., 1971; Ajita et al., 2015; Jones, 2015).

Estudos in vitro demonstraram que o processo de formagdo da camada de
hidroxiapatita se inicia com reaces na superficie que envolvem trocas i6nicas com a
liberacdo de ions Na* e Ca2" da superficie do biovidro e incorporagdo de ions H* ou
HsO"presentes na solucio, levando a formacéo de grupos silanol (Si-OH). Este processo
resulta em um aumento no pH do meio. O aumento no pH acima de 9 resulta na quebra
da rede de silica pelos ions OH’, levando a um aumento dos grupos silanol na superficie
do vidro. Na terceira etapa, ocorre a condensacgdo e polimerizacdo da camada rica em
silica formada pelo grupo silanol (Si-OH). Em seguinda, ions Ca** e PO,* provenientes
tanto do vidro quanto da solucdo se depositam sobre a camada rica em SiO,, levando a
formacdo de uma camada de fosfato de calcio amorfo. A camada de fosfato de calcio
amorfo incorpora ions carbonato e de hidroxilas da solucéo e cristaliza, formando uma
camada de apatita (Hench et al., 1971; Hench e Polak, 2002; Rahamann et al., 2011;
Hench, 2013; Bingel et al., 2015; Jones, 2015).
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Bingel et al. (2015), em um estudo in vitro, analisaram a importancia do pH para
a formacdo da camada de apatita na superficie do vidro e concluiram que a troca idnica
e, consequentemente, a formacdo da camada de apatita ocorrem em pH baixo, o que
indica que este processo pode acontecer mesmo em regides com algum grau de acidez,
como nas inflamagdes. Estes autores observaram, também, que os ions célcio sdo
rapidamente dissolvidos na solucdo. Entretanto, como estes ions s&o utilizados para a
formacédo da camada de apatita, a sua dissolugdo é normalmente subestimada. Skipper et
al. (2004) observaram que em menos de 30 minutos apds imersdao em SBF, a maior
parte do célcio presente nas amostras de biovidro havia sido dissolvido e que de 30
minutos a 72 horas este ion foi continuamente liberado e depositado em sua superficie
do biomaterial.

A liberacdo de ions e a formacdo da camada de apatita resultam em um ambiente
ideal para que ocorra a colonizacdo da superficie por células mesenquimais que irdo se
diferenciar em osteoblastos. Finalmente, ocorre a formagao de uma matriz extracelular e
sua mineralizag&o, resultando na formacdo de um o0sso semelhante em arquitetura e
propriedades biomecanicas ao 0sso originalmente presente naquele sitio (Hench et al.,
1971; Hench e Polak, 2002; Schwartz et al., 2008; Rahamann et al., 2011; Hench, 2013;
Poh et al., 2015).

A utilizacdo de biomateriais na forma de particulas ou granulos facilita o
preenchimento dos defeitos dsseos, sendo, portanto, a mais utilizada por ortopedistas e
dentistas (Jones, 2015). Um estudo realizado por Ajita et al. (2015), utilizando
nanoparticulas de um biovidro composto por SiO,, CaO e P,0s, demonstrou que a
dissolucdo de ions calcio, fosfato e silica estd relacionada ao tamanho da particula,
sendo que a liberacdo de fosfato foi inversamente proporcional ao tamanho da particula
de biovidro analisada. Estudos tanto em animais quanto em humanos observaram que o
biovidro utilizado desta forma apresenta resultados positivos, estimulando a formacéo
Ossea (Tiomis et al., 2010; Grover et al., 2013; Ferrando et al., 2017; Naqvi et al.,
2017).

O BioGlass 45S5®, desde seu desenvolvimento, tem despertado grande interesse
devido a versatilidade de suas propriedades e varias formulagdes tém sido propostas
objetivando aprimorar 0 processo de regeneracdo 0ssea (Lee et al., 2014). Pan et al.
(2017), em um estudo realizado em coelhos, observaram que acrescentar BMP-2 a um
biovidro associado ao B-TCP melhora a vascularizagdo e a regeneracdo Gssea, com

degradacdo do material em um tempo favoravel.
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Uma importante modifica¢do consistiu na substituicdo da base de 6xido de silica
(SiO,) por uma base de 6xido de boro (B,O3) (Ning et al., 2007). Assim como 0s
biovidros a base de silica, a degradagdo dos biovidros a base de borato resulta na
formacdo de uma camada semelhante & hidroxiapatita que é responsavel pela forte
adesdo ao 0sso do hospedeiro (Liu et al., 2010). Entretanto, biovidros a base de borato
se degradam mais rapidamente e se convertem totalmente em apatita (Brown et al.,
2008), favorecendo a formagdo 6ssea (Gorustovich et al., 2006), enquanto nos biovidros
base de silica, aproximadamente 85% da silica permanece na forma de silica gel (Liu et al.,
2013).

A degradac&o do biovidro a base de borato ocorre com a quebra das ligacdes B-O e a
liberacdo de ions boro e dos modificadores de rede, como o Na+, associada a perda de massa
devido a sua conversdo em HAp (Brown et al., 2008; Liu et al., 2010). Deliormanli (2013),
analisando biovidros a base de borato na forma de scaffold com filamentos de diferentes
espessuras, observou que a taxa de degradacdo foi maior nas estruturas com filamentos
mais finos. Embora concentraces de ions borato acima de 2,5mM possam ter efeitos
negativos sobre as células (Brown et al., 2008), estudos in vitro e in vivo demonstraram
que biovidros contendo borato sdo biocompativeis e favorecem a osteogénese (Marion
et al., 2005; Gorustovich et al., 2006; Bi et al., 2012; 2013; Wang et al., 2014; Chen et
al., 2015).

O fésforo é normalmente encontrado na superficie do biovidro na forma de
ortofosfato (Elgayar et al., 2005). Quando adicionado a composicdo do biovidro, o
fosfasto se liga aos cations modificadores de rede, removendo-os da sua funcdo e
fazendo com que o oxigénio se ligue a outro a&tomo de silica. Dessa forma, o aumento
da concentracdo de fosfato na composicdo do biovidro leva a uma diminuicdo do
namero de NBO e aumento de BO, resultando em uma maior conectividade da rede
(Tilocca e Cormack, 2007; Mercier et al.,, 2011). Entretanto, estudos in vitro
demonstrarm que a formacdo de apatita ocorreu de forma mais rapida com o aumento da
concentracdo de fosfato (O"Donnel et al., 2009; Mneimme et al., 2011). Manupriya et
al., (2007) concluiram que a presenca de fosfato é essencial para que ocorra a formagéao
de apatita. Porém, Jones et al. (2007), realizando estudo em cultura de células,
observaram que o biovidro sem fosfato é capaz de estimular a secrecao de colageno tipo
I pelos osteoblastos e a mineralizacdo da matriz extracelular. Fujibayashi et al. (2003),

relataram a formac&o de apatita e crescimento 6sseo mesmo quando utilizado biovidro


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0272884213003660#!
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sem fosfato. Sendo assim, a importancia do fosfato na composi¢do do biovidro ainda

nao esta totalmente esclarecida.
4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencdo dos granulos de biovidro

Trés formulacdes de biovidro a base de borato e uma a base de silica (45S5),
usada como controle positivo, foram desenvolvidas e cedidas para teste, pela professora
Dra Franciana Pedrochi do Departamento de Fisica da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA). Os biovidros a base de borato eram compostos por 4% (BV4) ou
2% (BV2) de fosfato, ou ndo apresentavam fosfato em sua composicdo (BV0). O
biovidro a base de silica empregado no estudo possui a composicao classica descrita por
Hench et al. (1971). A composicéo quimica dos materiais esta descrita na Tabela 1.

A andlise in vitro foi realizada pela pesquisadora Dra Francielle Sato do
Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Maringa. Para esta analise, 0s
biovidros foram cortados em discos de aproximadamente 1 mm de espessura e 8 mm de
didmetro. Para a analise in vivo, as amostras foram trituradas e tamisadas, e foram
obtidos grénulos cujo didmetro variou de 45 a 210 pm. Durante a tamisagdo, 0S
granulos retidos nas tamises foram pesados em balanca de precisdo (Alpax, Diadema,
Sdo Paulo, Brasil) como forma de quantificar qual foi o tamanho prevalente de
granulacdo. Os resultados relacionados ao tamanho dos granulos obtidos para cada

biovidro estéo representados na Figura 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica das amostras de biovidro: BV4 (base de borato com 4% de fosfato), BV2
(base de borato com 2% de fosfato), BVO (base de borato sem fosfato) e 45S5 (base de silica).

Biovidro | B,O3 (%) | SiO; (%) | CaF2 (%) | CaO (%) | NazO (%) | P20s (%)
BV4 60 0 5 13 18 4
BV2 60 0 5 14 19 2
BVO 60 0 5 15 20 0
4555 0 45 0 245 245 6
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Figura 1. Frequéncia de granulos dos biovidros BV4 (base de borato com 4% de fosfato), BV2
(base de borato com 2% de fosfato), BVO (base de borato sem fosfato) e 45S5 (base de silica) de
acordo com o seu tamanho (um).

4.2 Andlise in vitro

Os discos, de aproximadamente 1 mm de espessura e 8 mm de diametro, foram
cortados ao meio. Cada uma das amostras recebeu polimento em lixas de carbeto de
silicio nas gramaturas de 400 e 600, respectivamente. Entdo foram limpas em ultrassom

com acetona por 30 minutos.

Os estudos de bioatividade in vitro foram feitos por meio da imersdo das
amostras em solucdo de fluido corporal simulado (SBF), preparada de acordo com
Kokubo e Takadama (2006). O processo de imersdo foi realizado em tubos plasticos de
fundo cénico (tipo falcon), mantendo a razdo da area superficial da amostra em relacdo
ao volume de SBF igual a 0,1 cm™(Kokubo e Takadama, 2006), sem que o biovidro
mantivesse contato com as paredes ou o fundo do tubo. O tubo selado foi colocado em
um banho térmico, mantido a 37°C. Ao término de cada periodo de imersdo, que
compreendeu os intervalos de tempo de 14, 21 e 28 dias, as amostras foram retiradas do
contato com o fluido e enxaguadas com agua deionizada (Kavitha et al., 2014). Em
seguida, reservadas em estufa com temperatura regulada em 50°C para posterior
caracterizacdo das mudangas ocorridas em sua superficie. O Quadrol lista os reagentes

e suas quantidades utilizados na preparacéo de 1litro de SBF.
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As medidas de absorcdo de infravermelho via transformada de Fourier (FTIR)
foram feitas em um espectrémetro (VERTEX 70v, BRUKER) equipado com acessorio
de Reflexdo Total Atenuada (ATR). O espectro de cada amostra representa a média de
128 varreduras de 4 cm™ de resolucéo espectral, no intervalo entre 400 a 4000 cm™.
Entretanto, os resultados apresentam a regi&o de interesse, entre 400 a 1700 cm™. Foram
realizadas medidas nas amostras, antes e ap6s cada periodo de imersdo em SBF.

Os espectros obtidos apos os 28 dias de imersdo foram comparados ao espectro
da andlise de uma hidroxiapatita pura obtida a partir de peixe pintado
(Pseudoplatystoma corruscans), cedido pelo Nucleo de Pesquisas em Limnologia
Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA - UEM), como previamente descrito por Bonadio et
al. (2017).

Cloreto de sédio (NaCl)

Bicarbonato de s6dio (NaHCO3)

Cloreto de potassio (KCI)

Fosfato de potassio bibasico (K2HPO4.3H20)
Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCI2.6H20)
Cloreto de célcio (CaCly)

Sulfato de sodio (Na2S04)

Trisaminometano (TRIS) (HOCH2)3CNH2)
Acido cloridrico (HCL)

Quadro 1. Reagentes utilizados na preparacdo do SBF (fluido corporal simulado), segundo Kokubo e
Takadama (2006).

4.3 Experimentagdo animal

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Estadual de Maringa
(protocolo n2 4282010716).

4.3.1 Procedimento cirdrgico

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, variedade albinus)
adultos, com idade minima de 70 dias, com peso corporal entre 250 e 300g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais
foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicas da
Universidade Estadual de Maringa, em um ambiente ideal com temperatura de 20°C,
ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas com racéo e agua ad libitum por um periodo de

ambientacgdo de 7 dias, apos o qual foi realizada a cirurgia.
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ApOs anestesia intramuscular, utilizando uma associacdo de cloridrato de
xilazina 2% (20mg/Kg de peso do animal) (Anasedan®, Ceva,Paulinia, S&o Paulo,
Brasil) e cetamina 10% (100mg/ Kg de peso do animal) (Dopalen®, Ceva,Paulinia, Sdo
Paulo, Brasil) na proporcdo de 1:1, foi feita a epilacdo manual da regido da cabeca,
seguida por anti-sepsia com iodo topico. A seguir foi realizada uma incisdo na regido
da calota craniana, se estendendo da base de uma orelha a outra, transcorrendo
transversalmente a calota e se aprofundando até o periosteo.

Objetivando a exposicdo éssea, os tecidos foram, entdo, descolados com a
utilizacdo de uma descolador de Molt 2/4 (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil). Um defeito
6sseo foi produzido na calvaria, cefalicamente a incisdo da pele, utilizando uma broca
trefina (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) de 8mm, montada em contra-angulo
Impulsion® (Anthogyr,Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil), acoplada a um motor
cirurgico BLM 600 Baby® (Driller, Carapicuiba,SP, Brasil) com rotacdo de 816r.p.m. e
irrigacdo abundante com solucéo fisioldgica estéril.

Os animais foram divididos de forma randomizada em quatro grupos de acordo
com o material enxertado, totalizando 24 animais por grupo. Apds preenchimento do
defeito com os granulos (Figura 2), o retalho foi suturado com pontos simples utilizando
fio de Seda 4-0 Ethicon® (Johnson, Nova Jersey, EUA) e, como medida anti-séptica
local, solucdo alcodlica de polivinilpirrolidona iodada foi aplicada topicamente na

regiao.

Figura 2. Procedimento cirirgico para colocacdo dos enxertos de biovidro a base de silica (45S5), borato
com 4% de fosfato (BV4), borato com 2% de fosfato (BV2) ou borato sem fosfato (BV0). Em A,
exposicdo da dura mater apds realizacdo do defeito com broca trefina com 8mm de didmetro. Em B, o
defeito estd completamente preenchido com os granulos do material.
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4.3.2 Acompanhamento pos-cirargico e coleta

ApOs a etapa cirdrgica, os animais foram mantidos em gaiolas individuais no
biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Estadual
de Maringa, nas mesmas condicdes do periodo de ambientacdo, e observados durante
todo o periodo do experimento, a fim de que qualquer alteracdo na regido da cirurgia
pudesse ser diagnosticada e tratada. A eutanasia foi realizada aos 15, 45 e 60 dias ap6s
0 enxerto (n=8/grupo/periodo) por meio de injecdo de lidocaina (10 mg/kg) seguida de
aplicacdo de solucdo de 120mg/kg de tiopental. A calvéaria foi coletada e fixada em

paraformaldeido 4% para estudo histolégico.

4.4 Estudo em microscopia Optica

Apbs a fixacdo as amostras foram descalcificadas em solugcdo de Morse (acido
formico 50% e citrato de sodio 20%) por 15 dias. A seguir, cada amostra foi dividida ao
meio para o processamento histoldgico de inclusdo em parafina. Cortes seriados de 7um
foram corados com (a) hematoxilina e eosina (H&E) e (b) Azan. A coloragdo em Azan
permite diferenciar o tecido 6sseo nao mineralizado, ou ostedide (cora em azul) daquele

mineralizado (cora em vermelho).

4.5 Avaliacdo da relacdo entre composicdo quimica e decomposi¢do/reabsor¢do dos
materiais.

Para a analise da presenca de granulos, foram observados, em média, 15 cortes
histol6gicos por animal (em laminas coradas com H&E e Azan) em 8 animais/ grupo,
totalizando 120 cortes/grupo. Considerando que a quantidade e distribuigdo de granulos
no defeito foi bastante caracteristica, foram atribuidos escores de classificacdo: (1)
auséncia total; (2) pequena quantidade de granulos restrita as margens do defeito; (3)
quantidade moderada de granulos; (4) grande quantidade de granulos ocupando toda a
extensdo do defeito. O Quadro 2 ilustra esta classificacdo, representada por meio de
imagens de cortes histolégicos convertidos em ilustracfes. Para cada tempo avaliado,

foi calculada a média dos escores e 0 desvio padrao.
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Escore

Quadro 2. Esquema ilustrativo da presenga de granulos em defeito de tamanho critico na calvéria de
ratos apds enxerto com biovidro a base de silica (45S5), de borato com 4% de fosfato (BV4), borato com
2% de fosfato (BV2) e de borato sem fosfato (BV0). As imagens foram classificadas, de acordo com a
presenca dos granulos, em: (a) Auséncia de granulos (escore 1) (b) Poucos granulos restritos & margem
e/ou ao entorno do seio sagital (cabecga de seta) (escore 2); (c) Quantidade moderada de granulos (escore
3); (d) Muitos granulos (escore 4). * indica os granulos; Setas indicam margens do defeito.

4.6 Avaliacdo da relacdo entre composicdo quimica dos granulos e tipos de formacéo
0ssea.

Para realizar esta analise, as formacfes Osseas mais frequentes encontradas
(exceto o osso formado a partir da margem do defeito), foram classificadas de acordo
com sua morfologia e localizacdo, em: Tipo A: tecido 6sseo primario nao lamelar,
irregular, localizado no defeito propriamente dito ou no peridsteo adjacente ao defeito;
Tipo B: ilhotas ésseas formadas pela deposicdo lamelar de matriz, localizadas na dura
mater, de formacdo arredondada ou oval, circundadas por osteoblastos; Tipo C:
depdsitos de matriz localizados em areas ocupadas anteriormente pelos granulos de
biomaterial (Figura 3). Para cada animal, foram consideradas as formacdes dsseas que

apareceram em pelo menos um dos quinze cortes avaliados.



Figura 3. Fotomicrografias representativas dos diferentes tipos de formagdes 6sseas observadas no sitio
de regeneracd, em defeitos de tamanho critico na calvéria de ratoss ap6s enxerto com biovidro a base de
silica (45S5), de borato com 4% de fosfato (BV4), borato com 2% de fosfato (BV2) e de borato sem
fosfato (BV0). Em (A), formacé&o do tipo A, caracterizada por um tecido dsseo primario (bt) nao lamelar,
irregular, localizado no defeito propriamente dito ou no periésteo adjacente ao defeito. Em (B), formacao
do tipo B: ilhotas dsseas (bi) formadas pela deposicdo lamelar de matriz, localizadas na dura méter, de
formacdo arredondada ou oval, circundadas por osteoblastos. Em (C), formacéo do tipo C: depdsitos de
matriz (nb) localizados em d&reas ocupadas anteriormente pelos granulos de biomaterial. . Aumento
original: 10x (B), 40x (A e C). Coloragdo: (A) Azan; (B e C) H&E. ct: tecido conjuntivo.

5 RESULTADOS

5.1 Andlise in vitro

5.1.1 Antes da imersédo em SBF

Para as amostras de biovidros a base de borato é possivel identificar quatro
regides de destaque nos espectros. Trés delas se repetem em todas as amostras, com
bandas que se concentram em torno de 620-770, 770-1150 e 1150-1550 cm™. E possivel
observar uma banda presente apenas em BV2 e BV4 com o centro em aproximadamente
565 cm™ (Figura 4).

Os modos vibracionais correspondentes aos grupos borato sdao conhecidos por
serem ativos em trés regides especificas (Manupriya et al., 2007; Margha e Abdelghany,
2012; Abdelghany e Kamal, 2014) : 1200-1500 cm™: originarios de estiramentos B-O
de unidades trigonais BOs, 850-1200 cm™: originarios de estiramentos B-O de
unidades tetraédricas BO, e 600-800 cm™: originérios de flexdes de vérias unidades
borato BOs.
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Figura 4. Espectros de FTIR-ATR dos biovidros a base de silica (45S5), de borato com 4% de fosfato
(BV4), borato com 2% de fosfato (BV2) e de borato sem fosfato (BV0) antes da imersdo em SBF.

A Tabela 2 detalha as atribuicdes referentes as bandas dos biovidros de borato
observadas na Figura 4. A pequena diferenca entre as amostras se restringe a banda em
torno de 565 cm™, proveniente de flexdes P-O de grupos PO,* (Koutsopoulos, 2002).
Modos vibracionais referentes a agua também estdo presentes em todas as amostras.
Mesmo que muito fracas, elas sdo responsaveis pela pequena banda em torno de 1600
cm™(Manupriya et al., 2007; Margha e Abdelghany, 2012).
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Tabela 2. Bandas (e suas respectivas atribui¢es) encontradas nos espectros de FTIR-ATR dos biovidros
borato com 4, 2 ou 0% de fosfato.

Banda (cm™) Atribuicao Referéncia
600-800 Diborato, triborato, tetraborato e [Manupriya et al., 2007; Margha
pentaborato e Abdelghany, 2012; Samudrala
et al., 2017
850-1200 Diborato, triborato, tetraborato e [Manupriya et al., 2007; Margha
pentaborato e Abdelghany, 2012
1200-1550 Cadeias e anéis metaborato, [Manupriya et al., 2007; Pascuta
piroborato e ortoborato et al., 2010
565 Flexdes de ligagbes P-O de grupos [Koutsopoulos, 2002;
PO.> Manupriya et al., 2007
1600 Agua molecular Koutsopoulos, 2002;
Manupriya et al., 2007;
Samudrala et al., 2017

Foi observado um espectro FTIR-ATR diferenciado para o biovidro 45S5, pois
apresenta bandas caracteristicas de vidros silicato (Aina et al., 2013). Nota-se duas
bandas entre 400-560 e 620-770 cm™, além de outra, com menor intensidade, centrada
em torno de 590 cm™. O restante do espectro é demarcado pela forte presenca de duas
bandas situadas entre 780-960 e 960-1190 cm™, com um pequeno ombro préximo de

850 cm™. As atribuicdes pertinentes ao espectro do 45S5 sdo listadas na Tabela 3.

5.1.2 Apos imersdo em SBF

Apds o procedimento de imersdo em SBF, houve o crescimento de uma camada
sobre os biovidros. Esta camada foi submetida a anélise em FTIR-ATR e os resultados
da evolugéo temporal dos espectros de cada amostra estdo expostos na Figura 5.

A Figura 6 mostra os espectros resultantes da imersdo das amostras por 28 dias,
e 0 espectro da hidroxiapatita (HA) de peixe, usada como controle. As bandas referentes

a HA foram discriminadas com uma linha tracejada e sua respectiva atribuicao.
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Tabela 3. Bandas encontradas no espectro de FTIR-ATR do 45S5 (biovidro a base de silica) e suas
respectivas atribuicoes.

Banda (cm™)

Atribuicao

Referéncia

400-560 Flexdes de ligagdes Si-O Hench, 1991; Boccaccini et al.,
2007; Ouis et al., 2012
590 Flexdes de ligacbes P-O de grupos Koutsopoulos, 2002;
PO, Boccaccini et al., 2007;
Manupriya et al., 2007
620-770 Flexdes de ligagdes Si-O Ouis et al., 2012
775-1170 Estiramentos de ligacBes Si-O com Boccaccini et al., 2007; QOuis et
pontes de oxigénio ndo ligantes al., 2012; Hoppe et al., 2013
(NBO)
960-1190 Estiramento de ligagdes Si-O-Si Boccaccini et al., 2007; Ouis et
al., 2012
1600 Agua molecular Koutsopoulos, 2002;
Manupriya et al., 2007,
Samudrala et al., 2017
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Figura 5. Comparagdo dos espectros de FTIR-ATR dos biovidros a base de silica (45S5), a base de
borato com 4% (BV4), 2% (BV2) ou 0% (BV0) de fosfato, antes (Oh) e apds imersdo em SBF por 14, 21

e 28 dias
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Figura 6. Comparacéo dos espectros FTIR-ATR da HA com os das camadas crescidas sobre os biovidros
a base de silica (45S5), a base de borato com 4% (BV4), 2% (BV2) ou 0% (BV0) de fosfato ap6s 28 dias
de imersdo em SBF.

Nos biovidros de borato houve uma diminuicdo das bandas em torno de 620-770
e 1150-1550 cm™. Essa reducdo foi mais evidente em BVO e menos em BV2. Também
houve o aumento gradativo de uma banda entre 480-640 cm™, atribuida a flexdes P-O
de grupos PO4> (Koutsopoulos, 2002; Han e Day, 2007; Samudrala, 2017). Todas as
camadas também apresentaram um ombro préximo a 955 cm™, correspondente a
estiramentos P-O de grupos PO, (Vallet-Regi et al., 1999; Koutsopoulos, 2002;
Manupriya et al., 2007; Margha e Abdelghany; 2012), mais evidente em 45S5.
Paralelamente a estas bandas, outros grupos fosfato ganharam forma em todas as
amostras, com bandas centradas em torno de 1012 cm™. Apenas o biovidro 45S5
apresentou um ombro em 1090 cm™. Ambas as bandas, 1012 e 1090 cm™, sdo atribuidas
a estiramentos P-O de grupos PO,> de modo v3 degenerado.

Concomitantemente a formacdo dos novos grupos fosfato, houve a formacéo de
grupos carbonato, com caracteristicas observadas em todas as amostras devido ao
crescimento de um ombro em torno de 870 cm*, que foi uma banda bem definida para o

45S5. Seu surgimento é atribuido a flexdes de ligagdes C-O de grupos COs* (Yao et al.,
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2009). A anélise de BVO e de 45S5, revelou a presenca de bandas de carbonato com

centros aproximados em 1413 e 1460 cm *

de grupos COs* (Vallet-Regi et al., 1999; Yao et al., 2007; Oudadesse et al., 2011).

, referentes a estiramentos de ligagdes C-O

5.2 Avaliacdo clinica dos animais

Os animais ficaram em observacao, aquecidos, até a recuperacao da anestesia. A
seguir, foram levados ao biotério e acompanhados diariamente até o dia da eutanésia.
Durante este periodo ndo foi observada qualquer alteracdo no sitio cirdrgico ou de

comportamento.

5.3 Andlise histologica

A seguir sera feita uma andlise descritiva geral dos defeitos, nos trés periodos
estudados

5.3.1 Anélise de 15 dias

Neste periodo os granulos presentes encontravam-se dispersos por todo o
defeito, entremeados por um tecido conjuntivo bastante celularizado e vascularizado. A
maioria dos granulos apresentou-se envolvido por células gigantes e parte dos granulos
foi total ou parcialmente substituido por um tecido conjuntivo frouxo, delicado,
vascularizado e com células de nucleos levemente basofilicos.

A formacdo Ossea ocorreu no periésteo, onde foram encontradas formacdes de
tecido Gsseo primério de tamanhos variados. Além disso houve algum crescimento, a
partir das margens, osteoconducdo e crescimento aposicional sobre o 0sso
remanescente. Nao foi observado infiltrado inflamatério em nenhum animal avaliado
(Figura 7)

5.3.2 Anélise de 45 dias

Aos 45 dias, os defeitos apresentaram caracteristicas semelhantes aquelas
descritas aos 15 dias. Notou-se uma reducdo na quantidade de grénulos preenchendo os
defeitos. Encontravam-se concentrados nas margens dos defeitos ou ao redor do seio
sagital. Células gigantes multinucleadas encontravam-se isolando os materiais.

Neste periodo, com maior frequéncia do que aquela observada aos 15 dias,
muitos espagos antes ocupados pelos materiais foram preenchidos por tecido
conjuntivo, sobre o qual foram encontradas células gigantes multinucledas e em alguns

casos havia uma deposicao de matriz 6ssea no centro das cavidades.
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O tecido conjuntivo presente entre 0s granulos apresentou-se mais denso
proximo as margens, ao periosteo e as regides onde havia formacdo Ossea, em
comparacdo aos 15 dias. Alem disso, era ricamente celularizado e vascularizado. O
tecido désseo primario, mais frequente aos 15 dias, apareceu de forma mais esporadica
aos 45 dias (Figura8 A, B e C).

5.3.3 Anélise de 60 dias

Da mesma forma que nos periodos anteriores, o material remanescente
encontrava-se esparso no defeito e isolado por células gigantes. Os espacos deixados
pelo material eram preenchidos por tecido conjuntivo frouxo (basofilo), de forma
semelhante aos 45 dias. Contudo houve maior deposicdo de matriz 6ssea no centro dos
espacgos, em comparacao aos 45 dias.

O crescimento 0sseo a partir das margens ndo superou aquele observado no
periodo anterior. Observou-se, também, crescimento aposicional e remodelacdo Ossea
nas margens do defeito. O defeito estava preenchido por um tecido predominantemente
mais denso que nos periodos anteriores, especialmente em regiGes onde nao havia
material (Figura8 D, E e F).
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Figura 7. Fotomicrografia de defeito de tamanho critico de calvaria de ratos 15 dias ap6s enxerto com
biovidro a base de silica (45S5), ou de borato com 4% de fosfato (BV4), ou borato com 2% de fosfato
(BV2) ou de borato sem fosfato (BV0). As fotomicrografias sdo representativas do periodo, pois as
caracteristicas sdo descritas para todos os grupos. Observa-se em (A) os granulos do biomaterial (b)
envolvidos por células gigantes (*) e entremeados por um tecido conjuntivo ricamente celularizado (ct) e
rico em vasos sanguineos (v). Em (B), nota-se um tecido conjuntivo frouxo rico em células (ct)
substituindo o material (b). Em (C), o biomaterial esta sendo reabsorvido por célula gigante. Observa-se
em (D) tecido 6sseo primario (bt) circundado por células gigantes. Aumento original: 40x (A e D), 100x
(B e C). H&E (A a D), Azan (B e C). p: periosteo.
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Figura 8. Fotomicrografia de defeito de tamanho critico de calvaria de ratos 45 dias (A, B e C) e 60 dias
(D, E e F) apds enxerto com biovidro a base de silica (45S5) ou de borato com 4% (BV4), ou 2% (BV?2)
ou 0% (BV0) de fosfato. As fotomicrografias sdo representativas do periodo, pois as caracteristicas sdo
descritas para todos os grupos. Nota-se em (A) que os granulos (b) estdo mais concentrados proximo ao
seio sagital (ss), a presenga de um tecido conjuntivo mais denso (cabeca de seta) e pouco crescimento a
partir da margem (seta). Em (B), formacdo de tecido 6sseo (nb) entre os granulos. Em (C), observa-se
crescimento por osteoconducdo. Em (D, E e F), o espaco deixado pelo material esta sendo preenchido por
um tecido conjuntivo frouxo (ct) sobre o qual, em alguns casos, ocorreu deposi¢do de matriz dssea (nb).
Observa-se em (F), a presenca d eum tecido conjuntivo denso préximo a margem (cabeca de seta).
Aumento original: 4x (A), 20x (B, C e F), e 40x (D e E). H&E (A a E), Azan (F). s: pele, p: periosteo.
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5.4 Avaliacdo da relagdo entre composicdo quimica e decomposicao/reabsorcao dos
materiais.

A Figura 9 representa os escores relacionados com a presenca de granulos nos
defeitos 6sseos nos diferentes grupos, ao longo do periodo experimental. A avaliacédo
semi-quantitativa demonstrou que os granulos sem fosfato foram reabsorvidos mais
rapidamente (2,4 + 1,1 aos 15 dias; 1,2 + 0,4 aos 45 diase 1,1 = 0,4 aos 60 dias).

3.5

2.5

W45S5
EBV4
oBvV2
OBVO

15

Meédia dos escores
N

0.5

15 dias 45 dias 60 dias

Figura 9. Escores representativos da presenca de granulos em defeito de tamanho critico na calvéria de
ratos apds enxerto com biovidro a base de silica (45S5), de borato com 4% de fosfato (BV4), borato com
2% de fosfato (BV2) e de borato sem fosfato (BV0). Os animais foram analisados aos 15, 45 e 60 dias
apos o enxerto. A presenca dos granulos foi classificada da seguinte forma: (a) Muitos granulos (escore 4)
(b) Quantidade moderada de granulos (escore 3); (c) Poucos granulos (escore 2); (d) Ausencia de
granulos (escore 1). Os valores sdo representados como média +dp.

5.5 Avaliacdo da relagdo entre composic¢do quimica dos granulos e tipos de formacéo
Ossea.

A Figura 10 apresenta as frequéncias relativas das formacdes dsseas observadas
aos 15, 45 e 60 dias em cada grupo estudado. Ao logo do periodo do experimento,
ocorreu diminuicdo na frequéncia de tecido désseo priméario (Tipo A) em todos 0s
grupos. Aos 60 dias predominaram as ilhotas, na dura mater (Tipo B), seguidas das

deposic¢Bes de matriz em substitui¢do aos granulos (Tipo C).
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Figura 10. Frequéncia relativa dos tipos de formagdes Osseas, classificadas em (Tipo A): presenca de
tecido dsseo primério irregular; Tipo (B), presenca de ilhotas 6sseas formadas pela deposicdo lamelar de
matriz, localizadas na dura mater, de formacdo arredondada ou oval, circundadas por osteoblastos; Tipo
(C) depositos de matriz localizados em areas ocupadas anteriormente pelos granulos de biomaterial. As
formagbes foram observadas 15, 45 e 60 dias ap6s o enxerto com biovidro a base de silica (45S5) ou
biovidro a base de borato com 4% (BV4), 2 %(BV2) ou sem fosfato (BV0) em defeitos de tamanho
critico de calvéria de ratos.

DISCUSSAO

Os vidros bioativos sdo materiais com potencial angiogénico e ostegénico que
podem ter sua composi¢do modificada para aprimorar suas propriedades (Zahid et al.,
2016). Neste estudo, amostras de biovidro a base de borato, com diferentes
concentracdes de fosfato foram avaliadas in vitro, por meio de medidas de absorcéo de
infravermelho via transformada de Fourier (FTIR) com Reflexdo Total Atenuada
(ATR). O processo de regeneracdo 6ssea foi estudado in vivo, sob microscopia dptica,
apos enxerto com esses materiais em defeitos de tamanho critico, na calvaria.

O enxerto, na forma granulada foi distribuido uniformemente por todo o defeito. Em
geral, as particulas fornecem um espaco ideal para que ocorra a angiogénese e
osteogénese e facilitam o preenchimento dos defeitos 6sseos (Liu e Kerns, 2014; Jones,
2015). Em um estudo in vitro, em solucdo de TRIS, Cerruti et al. (2005) observaram a
dissolucdo de particulas de biovidro a base de silica (45S5), de 2, 16 e 90 um de
didmetro, e concluiram que as trocas ibnicas com 0 meio e 0 aumento no pH ocorreram
mais rapidamente quando empregadas particulas menores e que, nas particulas maiores,
a camada de fosfato de calcio que se formou na superficie do biomatrial foi mais

espessa.
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Neste estudo o tamanho das particulas variou de 45 a 212um. Apos a tamisacao,
a distribuicdo dos granulos por tamanho foi similar, com uma maior prevaléncia de
granulos de 45 a 90um em todos os grupos. Esta padronizacdo € importante, pois
diferencas nos tamanhos das particulas podem interferir na bioatividade (Wheeler et al.,
1998; Tamjid et al., 2011, Ajita et al, 2015) e na taxa de degradacao, devido a variacfes
na &rea exposta (Jensen et al., 2015). Dessa forma, o tamanho dos granulos ndo
representou um fator que pudesse influenciar na comparacdo dos resultados entre 0s
grupos e as diferencas observadas na reabsorcdo foram atribuidas as variagcGes em sua
composicao.

O 45S5 foi escolhido como controle positivo, pois desde o desenvolvimento do
BioGlass 45S5®, em 1969, varios estudos comprovaram sua bioatividade (Hench et al.,
1971; Chen et al., 2006; Schwartz et al., 2008; Tiomis, 2010). Ensaios clinicos
demonstraram a eficacia da utilizacdo do BioGlass 45S5® na forma granulada como
substituto 6sseo (Grover, 2013; Naqvi et al., 2017). Os produtos da dissolucdo do
45S5Bioglass® foram capazes de aumentar, in vitro, a expressao do Fator de
Crescimento da Insulina Il (Insulin-like Growth Factor IlI- IGF-1l), um indutor de
proliferacdo dos osteoblastos (Xynos et al., 2000).

Os biovidros a base de borato promovem um ambiente favoravel para a adesdo e
a proliferacdo celular, in vitro (Marion et al., 2005; Wang et al., 2014; Ajita et al.,
2015), e sofrem degradacdo continua quando imersos em SBF, liberando boro para o
meio (Liu et al., 2013). Demonstramos que, ap0s a imersdo em SBF, as primeiras
bandas a diminuirem a intensidade foram aquelas que representaram modos vibracionais
infravermelho ativos de unidades BO3, com centros em torno de 700 e 1400 cm™. Este
resultado estd de acordo com o fato de que as unidades de coordenacdo triangular, sao
mais suscetiveis ao ataque da solucdo, ao contrario das quadraédricas BOg4, que
persistem por mais tempo e sdo representadas pela banda centrada em torno de 945 cm™
(Abdelghany e Kamal, 2014).

A concentragdo de borato é um fator que influencia a conversdo em apatita.
Quanto maior a concentracdo, mais rapida é a conversdo, entretanto, menor é a
biocompatibilidade do material. Altas concentragdes de boro (acima de 2,5mM) em
meio estatico, inibem a proliferagéo celular (Brown et al. , 2008).

Neste estudo, empregou-se uma concentracdo de 60% de B,O3 e a regeneracéo
ocorreu sem desenvolvimento de resposta inflamatdria ou qualquer caracteristica que

denotasse efeito tdxico do borato, confirmando a biocompatibilidade do biomaterial.
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Outros estudos in vivo relataram a formacao 0ssea apds enxerto com biovidro contendo
borato (Gorustovich et al., 2006; Bi et al., 2013; Wang et al., 2014; Chen et al., 2015). O
aumento na quantidade de osso formado parece ser proporcional a substitui¢do da silica
por borato (Bi et al, 2012).

A vantagem da adicédo de fosfato nos biovidros ainda é uma questdo controversa.
E consenso que a sua adigdo resulta em maior conectividade entre as moléculas do
biomaterial, com consequiente aumento da resisténcia a dissolucdo e reducdo da sua
bioatividade, que é representada pela formacdo da camada de apatita na superficie do
biovidro (Tilocca e Cormack, 2007; Mercier et al., 2011). Entretanto, ha autores que
defendem que mesmo com o aumento da conectividade o processo de formacdo da
apatita ocorre mais rapidamente na presenca dos fosfatos (O'Donnel et al., 2009;
Mneimme et al., 2011).

A analise em FTIR-ATR, antes da imersdo, mostrou a presenca de uma banda
em torno de 565 cm™, proveniente de flexdes P-O de grupos PO,* (Koutsopoulos,
2002), mais proeminente em BV4 do que em BV2, o que confirma a concentragao
crescente de fosfato nestas amostras (Figura 4).

Apds 28 dias de imersdo em SBF, foi possivel observar a presenca de modos
vibracionais caracteristicos da HA para os biovidros de borato e 0 45S5. A banda que
cresceu em torno de 480-640 cm™ foi atribuida a flexdes P-O de grupos PO,
(Koutsopoulos, 2002; Han e Day, 2007; Samudrala, 2017), e o seu surgimento é tido
como uma confirmacdo da nucleacdo da HA (Koutsopoulos, 2002; Manupriya et al.,
2007; Margha e Abdelghany, 2012; Deliormanli, 2013). O 45S5 apresentou duas bandas
bem definidas em torno de 557 e 600 cm™, atribuidas a flexdes P-O de grupos PO,>.
Quanto mais intensas e distintas entre si, mais cristalina é a HA formada (Jones et al.,
2001; Saravanapavan et al., 2003). Para as outras amostras, a banda em torno de 600
cm™, aparece apenas como um pequeno ombro. A sua presenca em forma de ombro ou
auséncia, pode representar uma HA pouco cristalina ou uma fase amorfa precursora de
sua formagéo (Manupriya et al, 2007; Deliormanli, 2013).

O FTIR-ATR também detectou a formacdo de grupos carbonato pertencente a
HA, em todas as amostras, observados como um ombro em torno de 870 cm®. Isto
evidencia que a camada de fosfato de célcio formada sobre o biovidro é carbonatada
(Yao et al., 2007; Lucacel et al., 2010; Oudadesse et al., 2011). Essa hidroxiapatita
carbonatada ou hidroxicarbonato de apatita (HCA) se assemelha a hidroxiapatita natural

encontrada nos 0ssos, esmalte e dentina (Kaur et al., 2013). Ap6s a imersdo em SBF as
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bandas correspondentes a agua se tornaram mais evidentes. O alargamento destas
bandas pode ser resultado da hidrélise que ocorre durante as trocas idnicas entre o
biovidro e o SBF (Manupriya et al., 2007).

O estudo in vitro mostrou que as alteracbes mais significativas ocorreram nas
amostras BV0. Quando comparado ao controle 45S5, o biovidro BVO foi aquele que
apresentou a dissolu¢do mais rapida e que desenvolveu, ao longo dos 28 dias de
observacgdo, uma camada de apatita mais proxima a HA cristalina. Embora BV2 e BV4
também tenham apresentado a formacdo da apatita, sua dissolucdo foi mais lenta. A
analise em FTIR-ATR revelou, também, que a camada formada em BV2 conservou por
mais tempo a forma das bandas originarias do biovidro borato, de modo a sobrepor e
atenuar as bandas de fosfatos e carbonatos. Um estudo in vitro empregando biovidros de
borato com 0%, 2%, 4% e 6% de fosfato mostrou que aquele com 2% apresentou a
maior durabilidade, sugerindo que uma pequena adicdo de fosfato parece aumentar a
durabilidade quimica dos biovidros (Manupriya et al., 2007).

No estudo in vivo, a analise da freqiiéncia de grénulos demonstrou que a
presenca de fosfato nos biovidros interferiu na sua reabsorcédo, ao longo de um periodo
de 60 dias, de modo a retarda-la. Os defeitos preenchidos com BVO apresentaram a
menor freqliéncia apds 60 dias. Nos defeitos preenchidos com BV2 a redugdo no escore
foi detectada a partir de 45 dias se mantendo estavel até os 60. Os escores para BV4
apareceram reduzidos desde os 15 dias, mantendo-se estaveis até os 60 dias. Esses
resultados déo suporte aqueles observados in vitro.

A degradacdo dos materiais € um processo fisico de desintegracdo e
fragmentacéo enquanto a reabsorcao significa a biodegradagéo por meio de mecanismos
celulares (Sheikh et al., 2015). No estudo in vivo, a maioria dos granulos apresentou-se
envolvidos por células gigantes multinucleadas. A presenca destas células esta
relacionada a solubilidade do material e, portanto, aos seus produtos de degradacdo
(Vogel et al., 2004; Lima et al., 2011; Sheikh et al.,2015).

O DTC é um dos modelos mais utlizados para avaliar o processo de regeneracao
6ssea (Vajgel, 2013). Um DTC é compreendido como o menor tamanho de defeito
0sseo que ndo se regenera completamente e espontaneamente durante o ciclo de vida do
animal (Schmitz e Hollinger, 1986). Neste estudo, além do crescimento 6sseo a partir
das margens houve a formacdo de tecido primario no periésteo, formacao de ilhotas

Osseas na dura-mater e substituicdo 6ssea nos granulos. Todos 0s grupos apresentaram
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as mesmas caracteristicas de formacao 0ssea, entretanto houve variagdo na freqiéncia
destas formagoes.

O desenvolvimento de tecido 6sseo primario periosteal ocorre em resposta ao
trauma e, embora menos mineralizado que o tecido 6sseo lamelar, é o responsavel pela
rapida recuperacao da forca mecanica na regido do defeito (Uthgenannt et al., 2007) e
sua maior frequéncia é observada no inicio do processo de regeneracdo (Gabbai-
Armelin et al., 2015). Este tecido apareceu no peridsteo como massas amorfas,
acidofilas, com organizacdo irregular. No grupo 45S5, controle positivo, a maior
frequéncia destas estruturas foi observada aos 15 dias com declinio nos periodos
subsequentes. Embora os demais grupos tenham seguido a mesma dindmica, nos grupos
borato com fosfato a freqliéncia de tecido 6sseo primario foi aparentemente menor em
comparacéo ao 45S5 e ao BVO.

A formacdo 0ssea caracteristica da regido da dura-mater foram as ilhotas 0sseas.
Estas ilhotas foram mais frequente nos grupos borato do que no grupo controle aos 15
dias. Dentre os grupos borato, 0 BV2 e BVO0 apresentaram as maiores frequéncias de
ilhotas, sendo BV2 ligeiramente superior a BVO, enquanto o BV4 apresentou menor
ndmero em comparagao aos grupos anteriores. Este resultado sugere que a concentracao
de fosfato pode ter interferido no desenvolvimento das ilhotas.

A relacdo entre as concentracdes de calcio e fosforo é importante para interpretar
este resultado, pois estes minerais sdo 0s principais componentes da matriz Gssea
inorganica (Titorecu et al., 2014). Um aumento da concentracdo de CaO e diminuicao
da concentracédo de P,0s, ou seja, uma maior relagdo CaO/P,Os in vitro, resulta em uma
maior liberacdo de fons Ca* e PO,> com consequente aumento na bioatividade (Kiran et
al., 2017). No presente estudo, dentre os biovidros a base de borato, o que apresentou
menor frequéncia de ilhotas em todos os tempos avaliados foi o BV4, que apresenta a
menor relacdo CaO/P,0s (3,25). Apesar de BVO ter a maior relagdo CaO/ P,05 (15% de
CaO e 0% de P,0s) foi 0 material que sofreu a maior biodegradacdo in vivo, 0 que
certamente pode ter reduzido sua bioatividade nesta condi¢do pois o material deve
fornecer o suporte adequado para o crescimento ¢sseo (Bohner, 2010).

O espaco existente entre os granulos foi preenchido por um tecido conjuntivo
ricamente celularizado e vascularizado, carregando consigo células osteogénicas, visto
que no espaco entre os granulos e naquele deixado pelos granulos, apos sua reabsorcéo,

houve formacéo de tecido 6sseo.
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A frequéncia de depositos de matriz Ossea substituindo os granulos foi
quantificada. Os granulos de BV4 e BVO0 sofreram a maior biodegradacéo na fase aguda
da regeneragdo, entretanto somente BV4 apresentou tecido 6sseo substituindo granulos
neste periodo, 0 que sugere que a maior concentracdo de fosfato do grupo BV4 pode ter
influenciado a formacgdo mais precoce de matriz 6ssea. No entanto, aos 60 dias, a
frequéncia destas formagdes nos grupos borato foi semelhante.

A maior parte do processo de regeneracdo Ossea esté relacionado a osteoinducgao
(Albrektsson e Johansson, 2001). Nesse contexto, a dura-mater desempenha um papel
significativo, pois € a principal fonte de células osteoprogenitoras (Gosain et al., 2003).
A capacidade osteoindutora do biovidro borato ja foi previamente descrita in vitro
(Zhang et al., 2015). A formacéo de tecido 6sseo maduro independente da margem do
defeito indica que as trés formulacdes propostas neste estudo foram bioativas.
Entretanto, o grupo BV2 apresentou a maior frequéncia de ilhotas dentre os grupos
borato, aumento da frequéncia de deposi¢cdo de matriz em substituicdo ao granulo ao
longo do tempo e menor dissolucdo in vitro. Estes resultados sugerem que a adi¢do de
2% de fosfato nesta formulacdo resultou em um material mais estavel e com maior

bioatividade, comparado aos biovidros borato com 4% e sem fosfato.

CONCLUSAO

Com base nas analises in vitro e in vivo, pode-se concluir que concentraces
diferentes de fosfato, alteraram o processo de dissolugéo do biovidro a base de borato e
que, uma pequena adi¢cdo de fosfato aumentou a estabilidade do biomaterial, resultando

em uma melhor bioatividade.
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